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Povezanost markera inflamacije i polimorfizama gena za proteine ukljucene u regulaciju
redoks homeostaze sa teZinom klinicke slike i prognozom toka bolesti kod bolesnika sa COVID-
19

SAZETAK

Uvod: Oksidativni stres u SARS-CoV-2 infekciji ima visSestruku ulogu u razli¢itim procesima kao Sto
su interakcija virusa sa ¢elijama domacina, replikacija virusa, odrzavanje pojacanog inflamatornog
odgovora 1 oSteCenje razliCitih tkiva i organa. Smatra se da vrednosti nespecificnih markera
inflamacije, krvne slike, biohemijskih markera oSteCenja organa, koagulacioni parametri i
antioksidantni genetski profil imaju vaznu ulogu u proceni rizika i prognozi toka bolesti kod
pacijenata sa COVID-19. Pretpostavlja se da razvoj specifi¢nih klini¢kih fenotipova dugotrajnog
COVID-a moze biti delimi¢no objasnjen specificnim genetskim varijacijama domacina, posebno u
genima povezanim sa oksidativnim stresom i zapaljenjem. Cilj istrazivanja je bio da se utvrdi da li
antioksidantni genetski profil i biohemijski parametri, samostalno i/ili udruzeno, uticu na progresiju
COVID-19 bolesti.

Materijal i metode: U retrospektivnu kohortnu studiju je uklju¢eno 265 pacijenata sa COVID-19
lecenih u periodu od septembra 2020. do juna 2022. godine, koji su stratifikovani u dve grupe, 1.
pacijenti sa lakSom klinickom slikom 1 2. pacijenti sa bilo kojom tezom formom bolesti. Za
prikupljanje rezultata klinickih 1 laboratorijskih ispitivanja, koriS¢eni su podaci dobijeni
specijalistickim pregledom pacijenata za potrebe studije, kao i podaci iz istorija bolesti. Polimorfizmi
gena za proteine ukljucene u regulaciju redoks homeostaze (Nrf2 16721961, GSTM1, GSTT1, GSTP1
(AB) 151695, SOD2 1s4880, GSTO1 154925, GSTO2 rs156697, GSTM3 1s1332018, GPX3 1s8177412,
GPX1 rs1050450) odredivani su odgovaraju¢im PCR metodama, a hematolosko-biohemijske analize
(krvna slika, CRP, IL-6, feritin, fibrinogen, d-dimer, AST, ALT, urea, kreatinin, LDH) odredivane su
metodama u okviru rutinske laboratorijske prakse. Linearna 1 logisticka regresija koriS¢ena je za
model povezanosti zavisnih varijabli sa potencijalnim prediktorima. Prediktori iz univarijantnih
analiza koje su statisticki znaCajne sa nivoom znacajnosti od 0,05 bili su ukljuceni u modele
multivarijantne regresije.

Rezultati: Pokazano je da limfopenija (< 1,0 x 10°/L) nosi 3 puta ve¢i rizik (OR=2,97, IP 0,22-1,00,
p=0,002), poviSena koncentracija IL-6 (>8pg/L) 8 puta (OR=8,52, IP 2,48-29,28, p=0,002), povisen
CRP (>10mg/L) 10 puta (OR=10,97, IP 4,16-28,96, p<0,001), dok poviSena koncentracija
fibrinogena (>3.5 g/L ) nosi oko 2 puta (OR=2,29, 1P 1,09-4,81, p=0,029) povecan rizik od progresije
COVID-19 u tezu formu bolesti. Pored toga, pacijenti sa poviSenom aktivnoséu AST (>37 U/L ) 1
LDH (>227 U/L ) su 2 1 5 puta podloZniji razvoju tezih oblika COVID-19 (AST-OR=2,25, 1P 1,13-
4,49, p=0,021, LDH-OR=4,76, 1P 2,22-10,22, p<0,001). Rezultati povezanosti antioksidantnog
genetskog profila i razvoja tezih formi COVID-19 su pokazali da nosioci GPX3 varijantnog genotipa
(GPX3*TC+ CC), imaju 2,42 puta veci rizik za razvoj tezih oblika COVID-19 u poredenju sa
nosiocem GPX3 referentnog genotipa (OR=2,42, 1P 1,08-5,40, p=0,032). Kada su pacijenti
stratifikovani po polu rezultati govore u prilog toga da osobe Zenskog pola sa GST7! nultim
genotipom imaju 8 puta vecu Sansu da razviju tezu formu COVID-19 bolesti u odnosu na Zene nosioce
aktivnog genotipa (OR=7,95, 1P 1,28-49,50, p=0,026). Nasi rezultati nisu pokazali statisticki
znaCajnu povezanost ni za jedan od ispitanih genskih polimorfizama sa rizikom za nastanak
neuroloskih post-COVID sekvela.

Zakljuéci: GPX3 1 GSTT-1 kao markeri progresije COVID-19 bolesti mogli bi se koristiti u
prognosticke svrhe u le€enju u buducnosti, a saznanja do kojih se doslo u ovom istraZivanju mogla
bi se primeniti 1 na druge infektivne bolesti. Razumevanje genskih polimorfizama i njihove uloge u
patogenezi COVID-19 je jedan od klju¢nih faktora koji bi mogao da omoguc¢i adekvatnu prevenciju,
prognozu i terapiju bolesti.



Kljucne reci: COVID-19, oksidativni stres, antioksidantni genetski profil, inflamacija, progresija
bolesti

Naucna oblast: Medicina

UZa naucna oblast: Mikrobi i infekcija

UDK broj:
Graficki apstrakt — Preuzeto iz Markovic¢ i sar. (1)
PROGRESIJA COVID-19
Leukociti, CRP, [L-6, _
INFLAMACLIA [ fibrinogen, feritin )
SARS-CoV-2

OSTECENJE ORGANA [ AST ALT LDH. j

— > 1 HIPERKOAGULACIJA CK. PT, d-dimer

N

(S)”II"(RS]I:[S)ATIVNI Polimorfizmi gena za proteine

ukljucene u regulaciju redoks
homeostaze




The association of inflammatory markers and gene polymorphisms of proteins involved in the
regulation of redox homeostasis with the severity and the prognosis of disease course in
patients with COVID-19

ABSTRACT

Background: Oxidative stress in SARS-CoV-2 infection has multiple roles in various processes such
as the interaction of the virus with host cells, virus replication, maintaining an enhanced inflammatory
response, and damage to various tissues and organs. It is assumed that the values of non-specific
markers of inflammation, blood count, biochemical markers of organ damage, coagulation parameters
and antioxidant genetic profile play an important role in risk assessment and prognosis of disease
course in patients with COVID-19. Also, the development of specific clinical phenotypes of long
COVID can be partially explained by specific genetic variations of the host, especially in genes
related to oxidative stress and inflammation. The aim of the research was to determine whether the
antioxidant genetic profile and biochemical parameters, independently and/or together, influence the
progression of the COVID-19 disease.

Materials and Methods: The retrospective cohort study included 265 patients with COVID-19
treated between September 2020 and June 2022, who were stratified into two groups, 1. patients with
a mild clinical picture and 2. patients with any more severe form of the disease. Data obtained by a
specialist examination of patients for the purpose of the study, as well as data from the medical history,
were used to collect the results of clinical and laboratory tests. Gene polymorphisms for proteins
involved in the regulation of redox homeostasis (Nrf2 156721961, GSTM1, GSTPI (AB) rs1695,
SOD?2 rs4880, GSTOI 1s156697, GSTM3 rs1332018, GPX3 rs8177412, GPXI rs1050450) were
determined by appropriate PCR methods, and hematologic - biochemical analyzes (blood count, CRP,
IL-6, ferritin, fibrinogen, d-dimer, AST, ALT, urea, creatinine, LDH) were determined by methods
within routine laboratory practice. Linear and logistic regression were used to model the association
of dependent variables with potential predictors. Predictors from univariate analyzes that were
statistically significant at the 0.05 significance level were included in multivariate regression models.
Results: It has been established that lymphopenia (<1.0 x 10%/L) carries a 3-fold higher risk
(OR=2.97, CI 0.22-1.00, p=0.002), elevated IL-6 concentration (>8pg/L) 8-fold (OR=8.52, CI 2.48-
29.28, p=0.002), elevated CRP (>10 mg/L ) 10 times (OR=10.97, CI 4.16-28.96, p<0.001), while
elevated concentration of fibrinogen (>3.5 g/L) carries about 2-fold (OR=2.29, CI 1.09-4.81,
p=0.029) increased risk of progression of COVID-19 to a more severe form of the disease. In addition,
patients with increased activity of AST (>37 U/L) and LDH (>227 U/L) were 2 and 5 times more
susceptible to developing severe forms of COVID-19 (AST-OR=2.25,CI 1.13-4,49, p=0.021, LDH-
OR=4.76, CI 2.22-10.22, p <0.001). The results of the association between the antioxidant genetic
profile and the development of severe forms of COVID-19 showed that carriers of the GPX3 variant
genotype (GPX3*TC + CC), have a 2.42 times higher risk of developing severe forms of COVID-19
compared to the carrier of the GPX3 reference genotype (OR =2.42, CI 1.08-5.40, p=0.032). When
patients were stratified by gender, the results support the fact that female persons with GSTT/-null
genotype have an 8§ times greater chance of developing a severe form of the COVID-19 disease
compared to women carrying the active genotype (OR=7.95, CI 1.28 -49.50, p=0.026). Our results
did not show a statistically significant association for any of the examined gene polymorphisms with
the risk of developing neurological post-COVID sequelae.

Conclusions: GPX3 and GSTT! could be used as markers of the progression of the COVID-19 for
prognostic purposes in treatment in the future, and the knowledge gained in this research could be
applied to other infectious diseases. Understanding gene polymorphisms and their role in the
pathogenesis of COVID-19 is one of the key factors that could enable adequate prevention, prognosis
and treatment of the disease.
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1. UVOD

1.1 Epidemiologija COVID-19

Koronavirusna bolest 19, (eng. Coronavirus Disease 19, COVID-19) je kontagiozno oboljenje
koje izaziva virus teskog akutnog respiratornog sindroma 2 (eng. Severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2, SARS-CoV-2) (2,3). SARS-CoV-2 je tre¢i po redu koronavirus koji moze da izazove
tezak akutni respiratorni sindrom kod ljudi. Prethodno identifikovani srodni virusi iz roda
betakoronavirusa su virus teSkog akutnog respiratornog sindroma (eng. severe acute respiratory
syndrome coronavirus, SARS-CoV) otkriven 2003. godine i virus bliskoisto¢nog akutnog
respiratornog sindroma (eng. Middle East Respiratory Syndrome—related coronavirus MERS-CoV)
otkriven 2012. godine (4). Epidemija infekcije virusom SARS-CoV-2 proglasena je u decembru 2019.
godine u kineskoj pokrajini Vuhan, a pandemija je proglaSena od strane Svetske Zdravstvene
Organizacije (SZO) u martu 2020.godine. Do marta 2023.godine u svetu je registrovano preko 700
miliona slu¢ajeva ove bolesti 1 skoro 7 miliona umrlih (5). U Srbiji je prvi slu¢aj SARS-CoV-2
infekcije registrovan 6. marta 2020. godine, a epidemija je proglasena 13. marta iste godine. Do marta
2023. godine registrovano je ukupno oko 2,5 miliona slu¢ajeva COVID-19 i oko 20 hiljada smrtnih
sluc¢ajeva (6). Odredeni faktori rizika za tezu formu bolesti su identifikovani relativno rano tokom
pandemije. To su starost preko 65 godina, muski pol i komorbiditeti kao §to su: arterijska hipertenzija,
dijabetes melitus i gojaznost (7). Od COVID-19 ¢es¢e oboljevaju muskarci, stariji od 65 godina,
osobe sa hipertenzijom, dijabetes melitusom, kardiovaskularnim komorbiditetima (8,9). Prema
poslednjim izvestajima ukupan mortalitet od COVID-19 je 3,77-5,4%, ali se pove¢ava do 41,1-61,5%
kod tesko ili kriticno obolelih pacijenata (10). Takode, zapaZeno je da je mortalitet znac¢ajno vec¢i kod
starijih od 60 godina (11,12). Rezultati meta-analiza su takode pokazali da je muski pol faktor rizika
za smrtnost od COVID-19. Zene sa COVID-19 imaju manje hospitalizacija i smrtnih sluajeva nego
muskarci. (13,14).

Tokom pandemije COVID-19, pojavilo se nekoliko genetskih varijanti SARS-CoV-2 koje su se
prosirile Sirom sveta (15,16). Varijante koje trenutno cirkuliSu u populaciji prikazane su u tabeli 1.

Tokom evolucije SARS-CoV-2 od pocetka pandemije, SZO je definisala razliite varijante
SARS-CoV-2 na osnovu procenjenog potencijala za Sirenje i preovladavanje prethodnih varijanti,
moguénosti izazivanja novih talasa pandemije i potrebe prilagodavanja javnozdravstvenih mera. SZO
sprovodi monitoring nad svim varijantama virusa koje cirkulisu u populaciji. Znacajnije od ovih
varijanti grupisane su u tri kategorije— varijante koje su pod nadzorom, varijante od interesa i varijante
koje zahtevaju brigu (17).

Varijante koje su pod nadzorom (eng. Variants under monitoring - VUM) je termin koji se koristi da
upozori nadlezne da varijanta SARS-CoV-2 moze zahtevati prioritetnu paznju i pracenje. Svrstavanje
u ovu kategoriju sluzi da se istrazi da li ova varijanta (i druge s njom blisko povezane) moze
predstavljati dodatnu pretnju globalnom javnom zdravlju u poredenju sa drugim cirkuliSu¢im
varijantama.

Varijante od interesa (eng. Variants of interest - VOI) je termin koji se koristi da opiSe varijantu SARS-
CoV-2 sa promenama za koje se zna da utiu na ponasSanje virusa ili njegov potencijalni uticaj na
zdravlje ljudi. Ovo moze ukljucivati, na primer, njegovu sposobnost Sirenja, njegovu sposobnost da
izazove ozbiljnu bolest ili koliko lako se moze otkriti ili leciti. VOI se takode moze identifikovati jer
ima povecanu sposobnost Sirenja u poredenju sa drugim cirkuliSu¢im varijantama, $to ukazuje na
potencijalni rizik za globalno javno zdravlje.



Varijante koje zahtevaju brigu (eng. Variants of concern - VOC) je termin koji opisuje SARS-CoV-2
varijantu koja ispunjava definiciju VOI, ali takode ispunjava najmanje jedan od slede¢ih kriterijuma:

* moze izazvati tezu klini¢ku sliku bolesti

* moze imati znacajan uticaj na sposobnost zdravstvenih sistema da pruzi negu pacijentima sa

COVID-19 ili drugim bolestima i zahteva znacajne intervencije javnog zdravlja

* postoji znacajno smanjenje efikasnosti dostupnih vakcina u zastiti od teskih oblika bolesti (17).

Tabela 1. Varijante SARS-CoV-2 koje trenutno cirkuli$u u populaciji. Preuzeto sa: World Health
Organization 2023 data.who.int, WHO Coronavirus (COVID-19) dashboard > Variants [Dashboard].
https://data.who.int/dashboards/covid19/variants

Pango linija Genetske karakteristike Trenutni status | Datum
oznacavanja

BA.2.86 Mutacije bliske BA.2 VOI Novembar 2023.

JIN.1 BA.2.86 + S:L455S VOI Februar 2024.

JN.1.7 JN.1 + S:T5721, S:E1150D VUM Maj 2024.

KP.2 JN.1 + S:R346T, S:F456L, S:V1104L | VUM Maj 2024,

KP.3 JN.1 + S:F456L, S:Q493E, S:V1104L | VUM Maj 2024.

JN.1.18 IN.1 + S:R346T VUM Maj 2024,

LB.1 JN.1 + S:S31-, S:Q183H, S:R346T, VUM Jun 2024.
S:F456L

VUM —Varijante koje su pod nadzorom, VOI - varijante od interesa




1.2 Osobine SARS-CoV-2 i patogeneza COVID-19

1.2.1 Struktura SARS-CoV-2 i interakcija sa ¢elijom domacina

SARS-CoV-2 spada u Coronaviridae i pripada rodu betakoronavirusa kao i SARS-CoV (Slika
1). SARS-CoV-2 ima jednolan¢anu RNK, sa genomom koji kodira Cetiri strukturna proteina — Spike
(S), Envelope (E), Membrane (M) i Nucleocapsid (N), kao i Sest pomo¢nih open reading frame
proteina (ORF) (ORF3a, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORFS8, i ORF10) i 16 nestrukturnih proteina
(NSPI-NSP16) (18). Strukturni proteini sainjavaju zreli virion, dok su nestrukturni proteini
neophodni za virusnu replikaciju 1 transkripciju (Slika 2) (19).

Siljasti
protein -
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Protein
omotaca -
Envelope (E)

RNK genom

Slika 1. Struktura SARS-CoV-2 virusa. Slika izradena u www.biorender.com. RNK — ribonukleinska
kiselina.
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Slika 2. Genom SARS-CoV-2 virusa. Slika izradena u www.biorender.com. ORF — Open reading
frame.
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Genetska varijabilnost SARS-CoV-2 ostvaruje se putem supstitucije, delecije 1 insercije na
Spike 1 ORF proteinu SARS-CoV-2 §to dovodi do stvaranja mnogih varijanti virusa koje imaju
razliite bioloske karakteristike kada su u pitanju transmisibilnost i izbegavanje imunskom odgovoru
(20,21). Nekoliko dokumentovanih mutacija Spike proteina je od epidemioloskog znacaja. Omikron
varijanta, koja je trenutno predominantna, je akumulirala ukupno pedeset mutacija u genomu, od
kojih su 32 bile u Spike proteinu, $to ga ¢ini najmodifikovanijim od svih pet VOC (22). S1 podjedinica
Spike proteina koronavirusa je podeljena na dva funkcionalna domena, N-terminalni domen i C-
terminalni domen. Pomoc¢u strukturnih i biohemijskih analiza, identifikovan je region od 211
aminokiselina (aminokiseline 319-529) na S1 C-terminalnom domenu SARS-CoV-2 kao mesto za
vezivanje receptora (eng. receptor binding domain, RBD), koji ima klju¢nu ulogu u ulasku virusa u
¢eliju 1 meta je neutraliSuc¢ih antitela. Poznato je da SARS-CoV-2 koristi humani angiotenzin
konvertujuéi enzim 2 (eng. Angiotensin-converting enzyme 2, ACE2) receptor za ulazak u ¢eliju,
najpre u nazofarinksu, a dalje i u distalnim alveolama pluca (Slika 3) (23). RBD se vezuje za ACE2
receptor (aminokiseline 437-507 S proteina), a ovaj region u SARS-CoV-2 razlikuje se od onog u
SARS-CoV po pet ostataka kriticnih za vezivanje ACE2. To su Y4551, L486F, N493Q, D494S i
T501N. Zahvaljuju¢i ovim promenama, interakcija SARS-CoV-2 sa njegovim receptorom dovodi do
stabilizacije dva mesta za vezivanje virusa na ACE2. Stavise, motiv sa Getiri ostatka u RBD-u SARS-
CoV-2 (aminokiseline 482—-485: G-V-E-G) rezultira kompaktnijom konformacijom njegovog dela
koji se vezuje za ACE2 nego kod SARS-CoV 1 omogucava bolji kontakt sa N-terminalnim heliksom
ACE2 (24). Smatra se da je afinitet SARS-CoV-2 prema ACE2 receptoru ¢ak dvostruko veéi u odnosu
na prethodni SARS-CoV (25).

@ Cepanje S proteina

SARS-CoV-2 J
N ~r

Y

o Aktivacija
S2 domena

J

Fuzija membrana
virusa 1 domacina

¢ &
N
p 2] 7 L »
- S2 mesto v'\-

vezivanja ) o,

$2 . i\ ) Y

L =
% 2
sis2 < ¥ < ¢ U
St -E — mesto &) 7
Aktivirani S2

BIS
(4
i
W f
I
i
of

X

©
P
4

vezivanja — by

_0§“

ACE2 TMPRSS2

proteaza
Ciljna ¢elija

Slika 3. Vezivanje SARS-CoV-2 za humani ACE2 receptor 1 fuzija sa membranom c¢elije domacina.
Slika izradena u www.biorender.com

Pored toga, pokazalo se da proteaze domacina ucestvuju u cepanju S proteina i aktiviraju
ulazak SARS-CoV-2, ukljucuju¢i transmembransku proteazu — serin proteazu 2 (TMPRSS2),
katepsin L 1 furin (26,27). Podaci sekvenciranja RNK pokazali su da je TMPRSS2 visoko
eksprimirana u nekoliko tkiva u telu coveka i1 da je koeksprimirana sa ACE2 u nazalnim epitelnim
¢elijama, plu¢ima i bronhijalnim granama, $to objaSnjava neke od tkivnih tropizama SARS-CoV-2
(28,29). Sa druge strane, atopija i tip 2 inflamacije su povezani sa smanjenom ekspresijom ACE2 u
epitelnim ¢elijama disajnih puteva §to uzrokuje smanjenu osetljivost na SARS-CoV-2 (30). Nakon
vezivanja Spike proteina SARS-CoV-2 za ACE2 receptor na ¢elijskoj membrani, virus endocitozom
ulazi u Celiju gde se odigrava replikacija virusa i translacija prethodno navedenih virusnih strukturnih
proteina 1 ORF-ova, kao 1 aktivacija oksidativnog stresa 1 inflamatornih kaskada. Stvaraju se
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kiseonic¢ni slobodni radikali (KSR) i smanjuju nivoi glutationa (GSH) i nuclear factor erythroid 2-
related factor 2 (Nrf2) $to dovodi do povecanog oksidativnog stresa. Istovremeno se povecavaju nivoi
nuclear factor kappa B (NF-kB) koji aktiviraju NLR family pyrin domain containing 3 (NLRP3)
inflamazom, Sto dovodi do aktivacije citokina i inflamacije (21). NLRP3 inflamazom je vaZna
komponenta urodenog imuniteta koja posreduje u aktivaciji kaspaze-1 1 lu¢enju proinflamatornih
citokina IL-1B/IL-18 u okviru odgovora na infekciju i oSte¢enje celija (31). ACE2 receptor ima
dvostruku ulogu u SARS-CoV-2 infekciji. Pored toga sto je receptor za SARS-CoV-2 Spike protein,
on je znacajan i za borbu protiv inflamacije i oksidativnog oStecenja tkiva tokom COVID-19.
Aktivacija ACE2 receptora smanjuje angiotenzin II koji stimuliSe nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat (eng. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate, NADPH) oksidazu ¢ime se smanjuje
stvaranje KSR. Dodatno, produkt enzimske aktivnosti ACE2 — angiotenzin 1-7, ima snazno
antioksidativno dejstvo (32). Medutim, nakon §to se Spike protein veze za ACE2 receptor, ACE2 vise
ne produkuje angiotenzin 1-7, tako da vezivanje virusa za receptor povecava koncentraciju
angiotenzina II §to dovodi do poveéanog vezivanja angiotenzina Il za angiotenzin 1 receptor i
povecane aktivnosti NADPH oksidaze. Tako se povecava produkcija KSR i aktivhost NADPH
oksidaze u ¢eliji (33,34).

1.2.2. Urodeni i adaptivni imunitet tokom SARS-CoV-2 infekcije

Imunopatogeneza COVID-19 je sloZena i1 povezana je sa virulencijom SARS-CoV-2 i
nedostatkom vremenske koordinacije izmedu inicijacije urodenog i adaptivnog imunskog odgovora
(35). Klini¢ka evolucija infekcije SARS-CoV-2 oslanja se na prelazak izmedu urodenog i adaptivnog
imunskog odgovora. Ova tranzicija je odlucujuca za napredak ka zaStitnom imunskom odgovoru ili
pogorsanom zapaljenju. Bez urodenog imunskog odgovora, virus se inicijalno replikuje neometano
1, Sto je takode vaZzno, adaptivni imunitet jo§ uvek nije pokrenut. Kod prosecnog slu¢aja COVID-19,
privremeno odlaganje u pokretanju urodenog imunskog odgovora je dovoljno da se asimptomatska
infekcija desi u 40% slucajeva, ili da se ispolji u vidu blagih simptoma. Prisustvo T-¢elija 1 antitela
povezano je sa povoljnom prognozom COVID-19. Istrazivanja na akutnim COVID-19 slu¢ajevima 1
konvalescentima pokazala su da je SARS-CoV-2 specifi¢ni T-¢elijski odgovor znac¢ajno povezan sa
blazom bolesc¢u, Sto ukazuje da je T-Celijski odgovor znacajan za kontrolu i rezoluciju primarne
SARS-CoV-2 infekcije (36). U slucaju SARS-CoV-2 infekcije, virus je veoma efikasan u izbegavanju
pokretanja intracelularnog urodenog imunskog odgovora, kao $to su tip 1 1 3 interferona (IFN) (36).
S druge strane, neefikasni interferonski (IFN) urodeni imunitet ima jaku korelaciju sa neuspehom
kontrole primarne SARS-CoV-2 infekcije 1 visokim rizikom za teSku formu COVID-19, pracenu
imunopatologijom urodenog imuniteta i visokim nivoima CXCL10, interleukinom 6 1 8 (IL-6 1 IL-8)
u plazmi. Ukoliko je urodeni imunski odgovor previse odloZen, ili defektan, dolazi do nekontrolisane
replikacije virusa u gornjim respiratornim putevima i plu¢ima i dolazi do odloZenog pokretanja
adaptivnog imunskog odgovora na duze vreme (37). To dovodi do oSte¢enja pluca i povecane potrebe
za hospitalizacijom. Navedeni faktori su izraZeniji u starijoj Zivotnoj dobi, s obzirom na to da starije
osobe imaju smanjen nivo T ¢elija, Sto dalje ima za posledicu otezanu produkciju neutraliSucih
antitela. U slu¢aju odsustva T ¢elijskog odgovora, urodeni imunitet pokuSava to da nadoknadi putem
preteranog aktiviranja proinflamatornih citokina $to dovodi do znaCajne plu¢ne imunopatologije
usled citokinske oluje (Slika 4) (36). Infekcija SARS-CoV-2 izaziva adaptivni imunoloski odgovor,
koji se ne razlikuje u odnosu na onaj kod drugih analognih virusnih infekcija, Sto dovodi do
proizvodnje specifi¢nih antitela i posledi¢ne serokonverzije koja se deSava nekoliko nedelja nakon
pocetnog izlaganja. Posle 7-10 dana od pocetnog izlaganja SARS-CoV-2, rani odgovor antitela
karakteriSe proizvodnja i luCenje specificnih IgM i IgA antitela (38). Proizvodnja anti-Spike 1gG
antitela od strane B ¢elija pruza zastitu izloZenim osobama. Nivoi IgG dostizu vrhunac otprilike 50-
60 dana nakon izlaganja i mogu trajati do 10 meseci, ali nije poznato da li njihov nestanak dovodi do
iS¢ezavanja specificnog imuniteta na virus (38). Vredi napomenuti da snazan IgG odgovor na SARS-
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CoV-2 moze doprineti ozbiljnom sindromu oslobadanja citokina i moze biti povezan sa teZzom
formom bolesti i rizikom od smrti. CirkuliSuée SARS-CoV-2-specificne CD4+ 1 CD8+ T Celije
otkrivene su kod pacijenata koji su u fazi oporavka od COVID-19 (39). Pokazano je da je odgovor
CD4+ T ¢elija na Spike protein kod ovih osoba snazan i da je u korelaciji sa titrom anti-SARS-Co V-
2 IgG 1 IgA. U adaptivnom imunoloSkom sistemu, muskarci imaju manje CD8 + T ¢elija, CD4 T
¢elija i smanjenu proizvodnju B ¢éelija nego zene. Pored toga, neki od gena koji uc¢estvuju u regulaciji
imunog sistema nalaze se na X hromozomu, a povecana ekspresija receptora slicnih tolu (eng. Toll-
like receptor, TLR) 7 kod bolesnih Zena moze biti razlog povecane tolerancije na bolest i skrati njeno
trajanje (13,14).
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Slika 4. Uloga adaptivnog imuniteta u odbrani od COVID-19. Slika izradena u www.biorender.com.
IFNy — interferon gama, TNF-a — faktor nekroze tumora alfa, IL-6 — interleukin 6, IL-1 — interleukin
1, IL-8 — interleukin 8, IL-10 — interleukin 10
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Nakon pocetne replikacije u epitelnim c¢elijama respiratornog trakta, SARS-CoV-2 dalje
inficira epitel disajnih puteva i ulazi u alveolarne epitelne ¢elije u plu¢ima. Brza replikacija SARS-
CoV-2 u plu¢ima moze izazvati jak imunski odgovor. Sindrom citokinske oluje izaziva akutni
repiratorni distres sindrom (ARDS) i respiratornu insuficijenciju, §to se smatra glavnim uzrokom
smrti kod pacijenata sa COVID-19 (24). Nakon sto SARS-CoV-2 ude u ciljnu ¢eliju, biva detektovan
putem TLR 3, 7, 8 i 9, kao i MDAS (eng. essential viral recognition receptor melanoma
differentiation-associated protein 5, MDAS) 1 RIG-I (eng. retinoic acid-inducible gene-1, RIG-I).
Nakon vezivanja liganda, receptori za prepoznavanje aktiviraju klju¢ne nishodne transkripcione
faktore, ukljucujuci IRF (eng. interferon regulatory factor, IRF), NF-kB i1 AP-1. Detekcija SARS-
CoV-2 aktivira tip 1 interferonskog (IFN) odgovora, sa posledicnom indukcijom IFN-zavisne
ekspresije gena (40). Odgovor posredovan TLR3 indukuje transkripciju gena NLRP3, doprinoseci
aktivaciji inflamazoma NLRP3 i posledi¢noj piroptotickoj smrti celije. Stepen aktivacije
inflamazoma povezan je sa tezinom COVID-19. Oslobadanje enzima laktat dehidrogenaze (LDH)
nastaje kao posledica piroptotske smrti ¢elije. Povecani nivoi LDH u cirkulaciji su povezani sa
tezinom bolesti kod pacijenata obolelih od COVID-19. Inflamazom NLRP3 moze takode da indukuje
koagulopatiju i tromboticke dogadaje, koji karakteriSu teski COVID-19 (41). Poredenje
patofizioloskih mehanizama tokom COVID-19 sa onim prilikom infekcija drugim virusima pokazuje
da SARS-CoV-2 indukuje poseban efekat koji karakteriSsu smanjeni odgovori IFN-I i IFN-III, sa
znacajnom indukcijom proinflamatornih citokina, kao Sto su IL-1, IL-6 , TNF i ILIRA (40).
Sistemsko oStecenje nastaje aktiviranjem molekularnih obrazaca povezanih sa patogenom (eng.
pathogen-associated molecular patterns, PAMP) 1 molekularnih obrazaca povezanih sa oSte¢enjem
(eng. damage-associated molecular patterns, DAMP), koje, kada ih jednom prepoznaju rezidentni
makrofazi u plu¢ima, pokrecu prethodno navedenu citokinsku oluju, u kojoj IL-6 igra istaknutu ulogu
(42). Pored toga, ovaj interleukin ima vaznu funkciju u vaskularnom endotelu, negativno regulisuci
molekule ¢elijske adhezije (E-kadherini) i povecanje ekspresije endotelnih faktora rasta, ¢ija je glavna
posledica stvaranje edema i hipoalbuminemija. Ovo dovodi do zafaranog kruga zapaljenja koji
progresivno ometa alveolarnu razmenu gasova (43). Dodatno, ovaj proces favorizuje tromboticke
dogadaje 1 formiranje pluénih mikroembolija, koji su takode ograniavajuci faktori za pluénu
perfuziju i oksigenaciju kod COVID-19 (44).



1.3 Klinic¢ka slika COVID-19

Klinicka slika COVID-19 moze biti razli¢ita, od asimptomatske do veoma teske koja
podrazumeva sindrom sepse i terminalnu respiratornu insuficijenciju, kao i multiorgansku disfunkciju
(Slika 5) (45,46). SARS-CoV-2 se prenosi primarno kapljicnim putem tokom blizeg kontakta licem
u lice. Infekcija se moze prenositi od strane asimptomatskih, presimptomatskih i simptomatskih
prenosilaca. Prosecni inkubacioni period je 5 dana, a kod preko 97% ljudi koji razviju simptomatsku
bolest to se desi do 11,5 dana od kontakta (47). Infekcija SARS-CoV-2 je asimptomatska u oko 40-
45% slucajeva i tada je mogucnost transmisije produzena verovatno i na duze od 14 dana (48). Prema
jednoj sistemskoj meta-analizi srednje trajanje izlu¢ivanja RNK SARS-CoV-2 bilo je 17 dana u
gornjim disajnim putevima, 14,6 dana u donjim disajnim putevima, 17,2 dana u stolici i 16,6 dana u
uzorcima seruma. (49).

Najces¢i simptomi su poviSena temperatura, kasalj i nedostatak vazduha, a ostali Cesti
simptomi su: zamor, bolovi u miSi¢ima, muc¢nina, povracanje, proliv, glavobolja, slabost, curenje iz
nosa. Olfaktorne i gustatorne disfunkcije kao $to su anosmija i ageuzija, odnosno gubitak ¢ula mirisa
1 ukusa, su takode identifikovane kao posebni simptomi COVID-19 (50). U veéini slucajeva klinicki
tok COVID-19 se sastoji od tri faze — kraceg perioda inkubacije, nakon Cega pacijenti razvijaju
simptome: gubitak ¢ula ukusa i mirisa, suv kasalj, poviSenu telesnu temperaturu i dispneju, ili druge,
manje Ceste kao Sto su glavobolja, zamaranje, proliv. Dodatno, kod vecine pacijenata dolazi do
razvoja bilateralne intersticijalne pneumonije (51,52). Nakon 7 do 10 dana, kod vecine pacijenata sa
dispnejom ona se smanjuje, uz redukovanje inflamatornih promena u plu¢ima. Kod teske COVID-19
progresija pneumonije dovodi do pada arterijskog nivoa parcijalnog pritiska kiseonika (pO>) $to vodi
ka respiratornoj insuficijenciji usled gubitka aktivne razmene gasova u bolesnom plu¢nom parenhimu
i vaskularnih abnormalnosti. Takvim pacijentima je neophodna kiseoni¢na potpora. Kod vecéine teskih
slucajeva dolazi do nastanka diseminovane intravaskularne koagulopatije (DIK), i/ili septicnog Soka
1 progresije respiratorne insuficijencije, kao i multiorganske disfunkcije, sa potrebom za lecenjem u
jedinici intenzivne nege (JIN) 1 primenom mehanicke ventilacije (53). Oko 10-15% pacijenata sa
COVID-19 inficiranim varijantama Delta i Omicron pokazuju akutnu respiratornu insuficijenciju i
zahtevaju prijem u JIN da bi dobili respiratornu podrsku (54). Citokinska oluja se obi¢no desava kod
pacijenata u odmakloj fazi COVID-19 bolesti i odnosi se na aktiviranje inflamatorne kaskade
proinflamatornih citokina (55,56). Ona nastaje kao odgovor na stanje hiperinflamacije i moze
uzrokovati hiperkoagulabilnost u mikrovaskulaturi koja dovodi do oSte¢enja tkiva, DIK 1 posledi¢ne
multiorganske disfunkcije (57). Takav tok bolesti moZe progredirati do teskog oSte¢enja pluca 1
ostalih vitalnih organa i dovesti do ARDS-a, sindroma sistemskog inflamatornog odgovora (eng.
systemic inflammatory response syndrome, SIRS) 1 sindroma sepse (58). Tezak oblik COVID-19
karakteriSe znacajno poviSen nivo proinflamatornih citokina kao §to su IL-6, IL-8, IL-10, IL-2R 1
TNF-a (58,59). Takode su objavljeni su slucajevi COVID-19 sa koznim promenama, poput sindroma
slicnom Kavasakiju, hemoragi¢nim i nekrotiénim promenama na sluznici usne duplje, ili
pustuloznim, makuloznim, makulopapularnim, ili buloznim enantemom (60). Sirok spektar
komplikacija moze dovesti do teske forme bolesti i smrtnog ishoda ukljucujuéi: pneumoniju, ARDS,
oStecenje jetre, srca, trombotske dogadaje, bubreznu slabost, neurolosku bolest i sepsu (47,61-63).
Najces¢e komplikacije u sklopu COVID-19 su respiratorne (pneumotoraks), potom sréana
insuficijencija, akutna bubrezna insuficijencija 1 sepsa. Medu ostale spadaju: koagulopatije,
tromboembolijski dogadaji ukljucujuéi i pluénu emboliju, ali 1 sréani dogadaji poput razvoja akutnog
koronarnog sindroma ili pogorsanja postojece kongestivne sréane insuficijencije, aritmija (63—66).
Pacijenti sa teSkim oblikom COVID-19 su veoma podloZni superponiranim bakterijskim, gljiviénim
1 virusnim infekcijama, uklju¢uju¢i pneumoniju povezanu sa mehani¢kom ventilacijom 1 sepsu
(67,68). Od gljivi¢nih infekcija cesce se javljaju mukormikoza i aspergiloza paranazalnog sinusa, kao
1 oralna kandidijaza (69). NajceS¢i uzrok smrti kod pacijenata sa COVID-19 je ARDS. Pacijenti sa
komorbiditetima su pod povecanim rizikom za infekciju, hospitalizaciju i smrtni ishod (70,71).
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Brojni laboratorijski parametri su predlozeni kao faktori rizika za 1o8iji ishod COVID-19 (72).
Medu njima su poviseni neutrofili, niski limfociti, pove¢an odnos neutrofila/limfocita, povisen CRP,
povisen d-dimer, poviseni nivoi IL-1, IL-6, IL-8, I TNF. TNF i IL-6 pokrecu sintezu CRP u jetri, dok
IL-8 povecava regrutaciju neutrofila (73,74). PoviSen prokalcitonin i feritin u serumu inficiranih
pacijenata je nepovoljan prognosticki faktor (75). Kod infekcije SARS-CoV-2, povecanje
koncentracije d-dimera posledi¢no dovodi do produzenja protrombinskog vremena (PT) i aktiviranog
parcijalnog tromboplastinskog vremena (APTT) i na kraju znacajno povecava verovatnocu smrtnosti.
Studije pokazuju da visoki nivoi d-dimera nezavisno povecavaju rizik od teske infekcije i smrtnosti
(76). Pored toga, studija u Kini otkrila je da su povecani nivoi d-dimera tokom hospitalizacije
povezani sa najlosijim dugoro¢nim ishodima (77).
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Slika 5. Ciljni organi 1 klinicke manifestacije SARS-CoV-2 infekcije. Slika izradena u
www.biorender.com. CVI — cerebrovaskularni insult. ARDS — akutni respiratorni distres sindrom

1.3.1. Klasifikacija COVID-19

Tezina COVID-19 bolesti se meri na osnovu potrebe za hospitalizacijom, duzinom boravka u
bolnici, potrebe za upotrebom mehanicke ventilacije, vremena potrebnog za oporavak i smrtnosti.
Stratifikacija tezine bolesti COVID-19 krece se u rasponu od asimptomatske ili blage do umerene,
teske ili kriti¢ne 1 dobro je utvrdena tokom pandemije (78). Prema aktuelnoj klasifikaciji prema teZini
bolesti Nacionalnog protokola za leCenje COVID-19 bolesti (79), ona se deli u sledece oblike:
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1. asimptomatska/blago simptomatska

2. bolesnici bez komorbiditeta sa RTG znacima pneumonije

3. srednje teSku sa znacima citokinske oluje 1 potrebom za kiseoni¢nom terapijom

4.15. oblik u koji spadaju pacijenti sa teSkom pneumonijom, ARDS-om i znacima citokinske oluje

1.4. Dijagnoza COVID-19

Dijagnoza COVID-19 bolesti postavlja se na osnovu klinicke slike, biohemijskih analiza
(KKS inflamatorni markeri, koagulacioni parametri, biohemijski markeri osSte¢enja organa),
mikrobioloske dijagnostike (serologija, antigenski testovi (Ag), reakcije lancanog umnozavanja engl.
polymerase chain reaction, PCR), kao 1 radioloSke dijagnostike (rentgen, komjuterizovana
tomografija, magnetna rezonanca, ultrazvuk). Od znacaja su i epidemioloski podaci o moguéim
kontaktima sa osobama koje su obolele od COVID-19. Od mikrobioloskih testova dostupni su Ag
test i PCR iz uzorka nazofaringealnog brisa, seroloska dijagnostika IgM i IgG antitela. Za pravilno
tumacenje seroloskih nalaza su potrebni anamnesticki podaci o vremenu proteklom od SARS-CoV-2
infekcije, ili vakcinacije. Sami seroloski testovi nisu pogodni za dijagnostikovanje akutne infekcije
(80). Vecina Ag testova pokazuje znacajno podudaranje sa RT-PCR (eng. real-time polymerase chain
reaction, RT-PCR) tokom prvih 5 dana bolesti i preporucuju se za testiranje simptomatskih pacijenata
1 za skrining asimptomatskih osoba koje imaju rizi¢an kontakt za COVID-19 (81,82). RT-PCR je
zlatni standard za dijagnozu jer ima visoku senzitivnost i specifi¢nost (83,84). Testovi neutraliSucih
antitela imaju veliki potencijal u proucavanju imuniteta nakon infekcije i vakcinacije (85).

1.5 Terapija COVID-19

Prema Nacionalnom vodi¢u za COVID-19 terapiju ¢ine simptomatska (antipiretici kao $to su
ibuprofen 1 acetaminophen, nazalni dekongestansi, probiotici 1 sl.), kiseoni¢na, supstituciona
(nadoknada elektrolita, transfuzije krvnih derivata itd.), antiokoagulantna, antiinflamatorna,
antioksidativna terapija, kao i imunomodulatorna terapija i antivirusni lekovi (79). Medu antivirusnim
lekovima najznacajniji su remdesivir (nukleotidni analog koji svojim aktivnim metabolitima moze
inhibisati aktivnost RNK polimeraza i1 time uticati na replikaciju mnogih virusa, ukljucujuci
koronaviruse), azvudin (nukleozidni inhibitor reverzne transkriptaze, ima antivirusnu aktivnost
Sirokog spektra ukljucuju¢i HIV-1), molnupiravir (ribonukleozidni prolek N-hidroksicitidina malih
molekula i1 deluje protiv koronavirusa ukljucuju¢i SARS-CoV-2), nirmatrelvir/ritonavir (inhibitor
SARS-CoV-2 proteaze, a ritonavir je inhibitor HIV-1 proteaze 1 inhibitor CYP3A). Inhibicija SARS-
CoV-2 proteaze onemogucava obradu prekursora poliproteina, spreavajuéi replikaciju virusa.
Ritonavir je inhibitor proteaze koji se primenjuje za povecanje nivoa nirmatrelvira 1 nema aktivnost
protiv. SARS-CoV-2 proteaze (86-89). Od imunosupresivne terapije sada se preporucuju
deksametazon i hidrokortizon, uglavnom za pacijente sa COVID-19 koji primaju kiseoni¢nu potporu.
Kada su u pitanju imunomodulatorni lekovi u le¢enju COVID-19 koriste se inhibitori Janus Kinaze
(JAK) 1 IL-6 antagonisti. Do sada su neki JAK inhibitori (Baricitinib, Rukolitinib, Tofacitinib 1
Nerizutinib) imali znacajan klini¢ki uticaj na poboljSanje klini¢kih ishoda hospitalizovanih pacijenata
sa COVID-19. Ovi inhibitori kinaze se koriste u leCenju COVID-19 jer inhibiraju virusom
indukovanu imunolosku aktivaciju i inflamatorne signalne puteve (90). Tocilizumab je od ranije
koriS¢en IL-6 antagonist tokom lecenja razli¢itih inflamatornih poremecaja.
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1.5.1 Potencijalna primena antioksidantne terapije u COVID-19

Od pocetka COVID-19 pandemije u vedini terapijskih protokola nalazili su se vitamini,
antioksidansi, suplementi. Kako su vremenom izostali snazni dokazi o njihovom pozitivnom efektu
na tok i ishod bolesti ve¢ina modernih protokola za leCenje COVID-19 ne savetuju upotrebu ovih
agenasa. Medutim, nekoliko klinic¢kih studija €iji je predmet istrazivanja antioksidantna terapija kod
COVID-19 se i dalje sprovode. Vitamin C (askorbinska kiselina) moze predstavljati pogodno sredstvo
protiv infekcije SARS-CoV-2 jer je ovaj vitamin redukcioni agens i antioksidans koji deluje na
reakcije prenosa elektrona i stoga reaguje sa KSR kao $to je hidroksil radikal. Medutim, njegova
upotreba kod COVID-19 je jos uvek nejasna kao §to je 1 upotreba vitamina C kod ARDS-a ili sepse
jos uvek kontraverzna (91). Nrf-2 aktivatori ukljucuju razne vrste jedinjenja ¢ija se zastitna svojstva
intenzivno istrazuju. Medu njima su kurkumin, kapsaicin, gingerol, EGCG, genistein, karotenoid
likopen, resveratrol, fenetil estar kafeinske kiseline, dialil sulfid, indol-3-karbinol 1 sulforafan. Nrf2
aktivatori su Siroka kategorija antioksidantnih agenasa koji potencijalno mogu da inhibiraju SARS-
CoV-2 (91). N-acetil cistein (NAC) je prekursor GSH. NAC funkcionise preko Sirokog spektra
mehanizama, koji se mogu iskoristiti za prevenciju i terapiju COVID-19. NAC primenjen intravenski,
oralno ili inhalirano, moze inhibirati replikaciju SARS-CoV-2 i moze poboljsati prognozu ako se
koristi pravovremeno. Potencijalne terapeutske koristi od NAC ukljucuju ekstracelularno uklanjanje
KSR, dopunjavanje intracelularnog GSH, supresiju citokinske oluje i zastitu T ¢elija, ¢ime se
ublazava zapaljenje 1 povreda tkiva. Administracija NAC u kombinaciji sa antivirusnim agensima
moze znacajno smanjiti stopu prijema u bolnicu, potrebu za mehanickom ventilacijom i mortalitet
(92). Sa druge strane, klinicki 1 eksperimentalni podaci sugeriSu da NAC moze delovati na
mehanizme koji dovode do protrombotskog stanja uocenog kod teskog COVID-19 (93).

1.6. Post-COVID sindrom

Definicija post-COVID sindroma ili dugotrajnog COVID-a Svetske zdravstvene organizacije je
perzistiranje ili pojava novih simptoma tri meseca nakon inicijalne infekcije virusom SARS-CoV-2 1
koji traju najmanje dva meseca, pri ¢emu su iskljuCene druge, alternativne dijagnoze (94). U okviru
post-COVID sindroma dokumentovano je preko 200 razli¢itih simptoma, koji mogu znacajno da
ometaju svakodnevne sposobnosti onih koji pate od ovog stanja. Procenjeno je da najmanje 10%
pacijenata koji preleze tezu klinicku sliku infekcije SARS-CoV-2 razviju post-COVID sindrom. Ovo
stanje karakteriSe raznovrstan spektar simptoma koji se multisistemski prezentuju i1 to najcesce na:
respiratornom, kardiovaskularnom, muskuloskeletnom, neurolo§kom sistemu 1 kozi (Slika 6) (95).
Na osnovu podataka dobijenih iz SAD 11z Evrope, zakljuceno je da je ucestalost dugotrajnog COVID-
a veca kod Zenske populacije i pojedinaca koji pate od hroni¢nih oboljenja (96). U studiji u SAD vecu
Sansu za pojavu dugotrajnog COVID-a imale su osobe Zenskog pola, osobe sa komorbiditetima, osobe
koje nisu primile buster dozu vakcine (naspram onih koji su primili), kao i osobe koje nisu bile
vakcinisane (u poredenju sa onima koji su primili buster dozu vakcine). S druge strane, u istom
istrazivanju je uocena manja Sansa za pojavu dugotrajnog COVID-a kod osoba starijih od 65 godina
u poredenju sa osobama uzrasta od 25 do 34 godine. Cak 72% stanovnika Velike Britanije sa
dugotrajnim COVID-om je kao naj¢es¢i simptom navelo zamor, nakon ¢ega po ucestalosti slede
problemi sa koncentracijom (51%), bolovi u miSi¢ima (49%) 1 kratak dah (48%) (97). Uporni
simptomi kao $to su zamor, omaglica, bolovi u telu 1 gubitak cula mirisa mogu da traju mesecima
nakon akutne SARS-CoV-2 infekcije medutim, nakon jednogodi$njeg pracenja, veéina pacijenata
povrati svoje fizicke i funkcionalne sposobnosti, koje ipak ostaju na niZzem nivou u odnosu na
pojedince koji nisu imali infekciju (98,99). Incidenca post-COVID sekvela se procenjuje na izmedu
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10 1 35% (100). Rezultati ukazuju na manji rizik za pojavu dugotrajnog COVID-a kod osoba
inficiranih Omikron sojem SARS-CoV-2, bez obzira na vakcinalni status, broj simptoma u akutnoj
fazi infekcije, potrebu za hospitalizacijom, kao i sociodemografske karakteristike obolelih (97). S
obzirom na povecan broj inficiranih Omicronom u odnosu na Alfa i Delta, moguce je da ¢e se ukupna
prevalencija dugotrajnog COVID-a u populaciji poveéavati, ¢ak i ako se verovatnoca njegove pojave
smanji (101). Veruje se da pojava dugotrajnog COVID-a moze nastati kao posledica produzenog
stanja inflamacije niskog stepena u kombinaciji sa poja¢anim imunskim odgovorom, zatim
hiperkoagulabilnim stanjem koje dovodi do tromboza, kao i nishodnom regulacijom ACE2 i
promenama u organima u  kojima je  eksprimiran  ovaj  receptor  (102).

Nervni sistem

Glavobolja, poremecaj

koncentracije, zamor,

omaglica, mijalgije,

parestezije, poremecaj

ravnoteze, psihijatrijski
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Slika 6. Naj¢esce manifestacije post-COVID sindroma. Slika izradena u www.biorender.com. GIT —
gastrointestinalni trakt

Medu najprevalentnijim klinickim manifestacijama dugotrajnog COVID-a spadaju
neuroloske, koje su ujedno i medu najproucavanijim. NeuroloSke manifestacije su registrovane tokom
6 meseci od prelezane akutne COVID-19 bolesti kod oko jedne tre¢ine pacijenata (103). Osobe koje
su prelezale COVID-19 prijavile su postvirusni sindrom hroni¢ne slabosti, difuzne mijalgije,
simptome depresije i nerestorativnog sna. Gubitak osecaja ukusa i mirisa takode moze da traje nakon
povlacenja drugih simptoma kod priblizno jedne desetine pacijenata tokom pracenja do 6 meseci
(104). Zabelezeno je kognitivno oStecenje sa ili bez fluktuacija, ukljucujuci omaglicu, koja se moze
manifestovati u vidu poteskoca sa koncentracijom, pam¢enjem, receptivnom i/ili izvr§nom funkcijom
govora. Dugotrajno kognitivno ostecenje je dobro poznato nakon prelezane teSke forme bolesti, a
javlja se kod 20—40% pacijenata otpustenih iz intenzivne nege (105). Mehanizmi koji doprinose
neuropatologiji kod COVID-19 mogu se grupisati u kategorije kao $to su: direktan efekat virusa, teska
sistemska inflamacija, neuroinflamacija, mikrovaskularne tromboze i1 neurodegeneracija. Serije
obdukcija su pokazale da SARS-CoV-2 moze direktno izazvati promene u mozdanom parenhimu i
krvnim sudovima, verovatno zbog uticaja na krvno-mozdanu barijeru, izazivajuci zapaljenje u
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neuronima, potpornim éelijama i mozdanom vaskularnom sistemu (106). Stavise, nivoi imunske
aktivacije direktno koreliraju sa kognitivno-bihejvioralnim promenama. Zapaljenje (hronicno
zapaljenje mozga niskog nivoa), zajedno sa smanjenom sposobnos$c¢u da se reaguje na nove antigene
1 akumulacijom memorijskih T ¢elija (obelezja imunosenescencije kod starenja i povrede tkiva), moze
igrati ulogu u patogenezi neuroloskih manifestacija dugotrajnog COVID-a (102).
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1.7 Oksidativni stres u COVID-19

Oksidativni stres predstavlja stanje uzrokovano povisenim nivoom slobodnih radikala, uz
neadekvatne mehanizme antioksidantne zastite u ljudskom organizmu (107,108). KSR dovode do
oSte¢enja bioloski vaznih makromolekula, poput prekidanje lanaca DNK (dezoksiribonukleinska
kiselina) i RNK (ribonukleinska kiselina), lipidne peroksidacije i modifikacije i degradacije proteina.
KSR ne izazivaju samo oksidaciju proteina, lipida i DNK, ve¢ mogu delovati i kao signalni molekuli
puteva koji su ukljueni u opstanak i smrt celije (109). Gubitak ravnoteze izmedu povecane
produkcije slobodnih radikala i odbrambenih antioksidantnih i reparatornih mehanizama, moze
dovesti do ostecenja ¢elija 1 aktivirati stresogeni odgovor 1 proinflamatornu kaskadu. Naime, KSR 1
H>O> (vodonik peroksid) mogu aktivirati NF-kB §to pokreée proizvodnju inflamatornih citokina
(110). Povec¢ana produkcija KSR 1 poremecaj regulacije antioksidantnih mehanizama domacina ima
znacajnu ulogu u patogenezi razlicitih virusnih bolesti, ukljuc¢uju¢i COVID-19 (111). Tokom virusnih
infekcija poreklo KSR moze biti mitohondrijalno, ili usled pove¢ane aktivnosti NADPH oksidaze.
Od sedam NADPH oksidaza homologa, Cetiri uestvuju u patogenezi virusnih infekcija. To su Nox1,
Nox2, Nox4 1 DuoX2. Glavni izvor KSR u inflamiranim ¢elijama je Nox2 (112,113). ViSak KSR
dovodi do aktivacije apoptoti¢nih signalnih puteva kako bi dovele do programirane ¢elijske smrti,
tako da inhibicija KSR atenuiSe efekte virusa. Sve je viSe publikacija na temu oksidativnog stresa u
COVID-19, medutim i dalje je nedovoljno podataka da bi se kompletno definisale promene redoks
homeostaze kod pacijenata sa ovom boles¢u (114). Pretpostavlja se da oksidativni stres u COVID-19
infekciji ima viSestruku ulogu u razliitim procesima, koji ukljucuju: interakciju virusa sa ¢elijama
domacina, replikaciju virusa, odrzavanje pojacanog inflamatornog odgovora i nastanak razlicitih
vidova oStecenja tkiva 1 organa (115,116). Pored toga, hiperprodukcija slobodnih radikala, medu
kojima su najvazniji KSR, kao i nemoguc¢nost antioksidativnih mehanizama da to kompenzuju,
dodatno doprinose razvijanju tezih klinickih manifestacija bolesti (115). Prooksidativni milje je
neophodan za ulazak SARS-CoV-2 u ¢elije domacina jer ACE2 receptor virusa mora da zadrzi svoje
disulfidne veze netaknutim da bi se povezao sa Spike glikoproteinima koji su bogati cisteinom. Kada
se nade u ¢eliji domacina, virus koristi ¢elijske komponente da se replikuje, $to naruSava oksidativnu
ravnotezu i povecava stvaranje Stetnih KSR i dovodi do mitohondrijalne disfunkcije (117). Vecina
pacijenata koji su umrli od SARS i MERS-a razvili su najtezi oblik akutnog oStec¢enja pluca (Acute
Lung Injury — ALI) - ARDS. Smatra se da su oksidativni stres 1 urodeni imunitet glavni putevi
oStecenja pluca koji utiCu na tezinu ALI (118). Eksperimentalni modeli ARDS-a su pokazali poviSene
nivoe KSR 1 poremecaj antioksidantne odbrane tokom SARS-CoV infekcije (119). Slicno se
najverovatnije dogada 1 u slu¢aju SARS-CoV-2 infekcije gde je, prema poslednjim podacima,
dokazana znacajna potro$nja egzogenih antioksidanasa poput vitamina C, alfa tokoferola, beta
karotena (120,121). Takode je registrovana poremecena homeostaza tiol-disulfida tokom COVID-19
(111,122). Pretpostavlja se da je jo$ jedan od patogenetskih mehanizama COVID-19 endotelna
disfunkcija indukovana poremec¢ajem redoks homeostaze usled hipoksije (123). Oksidativni stres 1
citokinska oluja dovode do KSR zavisne apoptoze endotelnih celija u razli¢itim organima,
prvenstveno plu¢ima, sa posledicnim oslobadanjem faktora koagulacije 1 formiranja ugrusaka krvi
(124,125). Oksidativni stres moze biti direktno pokrenut Spike proteinom SARS-CoV-2 i
prooksidativnim enzimima, ili indirektno preko aktivacije inflamazoma, Sto takode dovodi do
aktiviranja inflamatornih kaskada §to dovodi do nastanka zacaranog kruga povecanog oksidativnog
stresa 1 inflamacije. Tokom teSke forme COVID-19 dolazi do oslobadanja citokina u sklopu imunskog
odgovora, medu kojima glavnu ulogu igraju IL-1p, IL-2, IL-6 i TNF. IL-1p je poznati generator KSR
a na veoma sli¢an nacin 1 IL-2 stimuliSe stvaranje drugih slobodnih radikala poput azotnih slobodnih
radikala (126,127). IL-6 dovodi do aktivacije neutrofila i monocita S$to doprinosi povecanoj
produkciji KSR (128). Obrnuto, KSR mogu povecati nivo IL-6 (129). Visoki nivoi IL-6 u sklopu
COVID-19 povezani su sa povecanom stopom mortaliteta kod pacijenata u intenzivnoj nezi
(130,131). Prethodni dokazi o tome da tezina bolesti i progresija kod hospitalizovanih zbog COVID-
19 moze biti povezana sa sistemskih promenama u redoks ravnotezi su kontradiktorni (132,133). Vise
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publikacija je predlozilo potencijalnu ulogu oksidativnog stresa u patogenezi COVID-19, ukljucujuci
citokinsku oluju, smrt endotelnih ¢éelija, koagulopatiju i ¢elijsku hipoksiju (121,134). Pored toga,
nivoi citokina i biohumoralnih inflamatornih markera su u pozitivnoj korelaciji sa markerima
oksidativnog stresa kod pacijenata sa COVID-19 (135). Jedna studija je potvrdila poremecéen
metabolizam 1 redoks funkciju celijskog GSH u infekciji SARS-CoV2 (136). Sa druge strane,
pojedine studije nisu pronasle korelaciju izmedu tezine bolesti i promena u redoks profilu kod
hospitalizovanih osoba sa COVID-19 (116,133).

Oksidativni stres je kljucan faktor u patofiziologiji COVID-19, a verovatno i kod dugotrajnog
COVID-a. Zapaljenje i oksidativni stres se medusobno pojacavaju, doprinoseci nastanku sistemskog
hiperinflamatornog stanja i koagulopatije, koji su kardinalni patoloski mehanizmi teskih stadijuma
bolesti (137). Predlozeno je da se razvoj specifi¢nih klinic¢kih fenotipova dugotrajnog COVID-a moze
delimicno objasniti specificnim genetskim varijacijama domacina, posebno u genima povezanim sa
oksidativnim stresom i zapaljenjem. Naime, osobe koje nose genetske varijante povezane sa
izmenjenom redoks ravnotezom sklonije su razvoju klini¢kih fenotipova povezanih sa dugotrajnim
COVID-om. Ove genetske varijacije mogu dovesti do velikih meduindividualnih razlika koje
podupiru mehanizme koji odrzavaju redoks homeostazu (138). Prethodno navedeni dogadaji, kao §to
je inflamacija izazvana KSR, posledi¢no osteceni endotel, §to dovodi do formiranja mikrotromba,
moze uticati i na centralni nervni sistem, zbog postojeée neuroinflamacije i promovisati formiranje
imuno-endotelno-neuroloskog zacaranog kruga (137).

1.7.1. Polimorfizmi gena za regulatorne 1 kataliticke antioksidantne proteine u COVID-19

Da bi se zastitio od oksidativnog oStecenja bioloski vaznih makromolekula ljudski organizam je
razvio brojne ne-enzimske i1 enzimske mehanizme antioksidantne zaStite od slobodnih radikala (139)
(Slika 7). Neposrednu liniju enzimske antioksidantne zastite ¢ine izoenzimi superoksid dizmutaze
(SOD), dok u prvu liniju odbrane od slobodnih radikala spadaju izoenzimi glutation peroksidaze
(GPX) 1 glutation transferaze (GST). S druge strane, jedan od najvaznijih regulatornih antioksidantnih
proteina je Nrf2 (eng. nuclear factor erythroid 2—related factor 2), transkripcioni faktor koji reguliSe
bazalnu aktivnost i koordiniranu ekspresiju gena za navedene antioksidantne enzime (140,141). Na
aktivnost antioksidantnih enzima 1 regulatornih proteina uti¢e 1 polimorfizam gena koji kodiraju
prethodno pomenute proteine. Smatra se da genetski profil antioksidantnih enzima igra veoma vaznu
ulogu u proceni rizika 1 prognozi toka bolesti kod pacijenata sa COVID-19 (142). U tezim slucajevima
COVID-19 bolesti dolazi do iscrpljivanja antioksidantne enzimske odbrane. Osnovni nivo
antioksidantne odbrane je nedovoljan da potpuno neutraliSe Stetne efekte KSR, zbog teskog
inflamatornog stanja i prekomernog stvaranja ekstracelularnih i intracelularnih slobodnih radikala
(143). Ipak, podaci iz literature o povezanosti polimorfizama gena koji kodiraju proteine ukljucene u
regulaciju redoks homeostaze sa tezinom klinicke slike i prognozom toka bolesti kod bolesnika sa
COVID-19, kako nezavisno, tako 1 udruZeno sa markerima inflamacije, su jo§ uvek ograniceni.
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Slika 7. Enzimski i neenzimski nivoi antioksidantne zastite. Preuzeto iz Markovi¢ M. (141). KSR —
kiseoni¢ni slobodni radikali, SOD - superoksid dizmutaza, GST — glutation S transferaza, GPX —
glutation peroksidaza, TRX — tioredoksin, CAT — katalaza.

Nuclear factor erythroid 2-related factor 2

Adekvatna ekspresija Nrf2 u ¢elijama uti¢e na njihovu sposobnost da omoguce pravovremeni
odgovor na oksidativni, inflamatorni 1 metabolicki stres (144). Generalno posmatrano, aktivacija Nrf2
ima citoprotektivni efekat tokom virusnih infekcija, Sto je 1 dokazano tokom infekcija Zika, Ebola 1
Influenca A virusima (145). U uslovima adekvatne redoks homeostaze Nrf2 je povezan sa Kelch-like
ECH-povezanim proteinom 1 (Keap 1), Cije cisteinske residue kontroliSu aktivnost E3 ubikvitin
ligaze, tako da se Nrf2 razlaZe u proteazomu. Medutim, u stanju oksidativnog stresa, dolazi do
konformacionalnih promena u Nrf2-Keapl kompleksu, oslobadanja Nrf2 1 njegove translokacije u
jedro, gde formira heterodimer sa malim proteinom muskuloaponeuroti¢nog fibrosarkoma (sMaf) 1
vezuje se za elemente antioksidantnog odgovora (antioxidant response element, ARE) u
promoterskom regionu gena ukljuenih u regulaciju redoks homeostaze. Na ovaj nacin Nrf2
aktivacija uzrokuje transkripciju velikog broja gena koji kodiraju antioksidantne enzime 1 druge
citoprotektivne molekule ukljucujuéi i razli€ite izoezime SOD 1 GPX i razlicite klase GST (146).

Sve je vise dokaza koji ukazuju da je supresija Nrf2 povezana sa COVID-19. Nekoliko studija
je pokazalo smanjenu ekspresiju Nrf2 kod pacijenata sa COVID-19 (147,148). Postoji nekoliko
studija koje pokazuju da Nrf2 ima ulogu u supresiji ushodne regulacije proinflamatornih citokina
(149-151). SARS-CoV-2 indukuje apoptozu i lokalno oslobadanje PAMP i razli¢itih DAMP. Nrf2
prevenira ostec¢enje ¢elija i tkiva i smanjuje proizvodnju DAMPs koje se oslobadaju nekrozom celija
1 vazne su u amplifikaciji inflamatornog odgovora (146). Najznacajniji funkcionalni polimorfizam
regulatornog antioksidantnog proteina Nrf2 rs6721961 (-617C/A) se nalazi u promotorskom regionu
1 smanjuje Nrf-2 zavisnu transkripciju gena. (152)
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Superoksid dizmutaza i glutation peroksidaza

Kao §to je prethodno navedeno, SOD pruza neposrednu enzimsku antioksidantnu zastitu.
[zoenzim SOD?2 se nalazi u mitohondrijama i prevodi superoksidni anjon u vodonik peroksid. SOD?2
rs4880 SNP (eng. single nucleotid polymorphism) uzrokuje zamenu aminokiseline valin alaninom,
Sto redukuje efikasnost transporta SOD2 u mitohondrije za 30-40% 1 samim tim dovodi do smanjenog
potencijala za neutralizaciju superoksidnog anjona (153). Nedavne studije su pokazale da SOD2 moze
biti potencijalno antiinflamatorno sredstvo zbog njene sposobnosti uklanjanja superoksidnog anjona.
Pokazano je da SOD2 rs4880 polimorfizam uti¢e na inflamatorni imuni odgovor (154). U daljoj
neutralizaciji slobodnih radikala uc¢estvuju GPX i CAT zajedno sa GST i oni ¢ine prvu liniju enzimske
antioksidantne odbrane. GPX1 je glavni enzim odgovoran za uklanjanje solubilnog vodonik
peroksida, i prisutan je u citosolu i u mitohondrijama svih ¢elija. GPX1 rs1050450 SNP podrazumeva
supstituciju citozina timinom koja je udruzena sa smanjenjom aktivnoséu GPX1 izoenzima (153).
GPX3 pripada porodici selen-zavisnih peroksidaza i igra klju¢nu ulogu u smanjenju ekstracelularnog
oksidativnog ostecenja redukovanjem H>O> i organskih hidroperoksida u vodu. GPX3 igra znacajnu
ulogu u razli¢itim inflamatornim oboljenjima (155,156). Smanjena aktivnost GPX3 registrovana je
kod osoba sa SIRS-om, a nivoi GPX3 u plazmi su znacajno nizi kod pacijenata sa sindromom
multiorganske insuficijencije (157). GPX3 je izoenzim GPX koji je dominantno prisutan u plazmi, a
polimorfizam GPX3 T-65C (rs8177412) ¢ini haplotip sa jo$ nekoliko polimorfizama prisutnih u
nekodiraju¢em regionu GPX3 gena Sto dodatno utie na ekspresiju ovog proteina i njegovu aktivnost
(158). Naime, navedeni polimorfizam u genu koji kodira GPX3 (rs8177412) je odgovoran za
smanjenje transkripcije gena, $to dovodi do znacajnog smanjena aktivnosti GPX3 u plazmi (159).

Prema jednoj studiji, pacijenti sa infekcijom SARS-CoV-2 imali su vecu aktivnost serumske
GPX od kontrolne grupe. Ista studija je pokazala vecu serumsku aktivnost SOD i koncentraciju
ukupnog antioksidativnog kapaciteta (eng. Total antioxidant capacity - TAC) kod pacijenata sa
COVID-19 za razliku od kontrola (160). Golabi i saradnici sproveli su studiju u kojoj su pokazali da
ambulantno leceni pacijenti sa COVID-19 imaju veée vrednosti serumskih SOD i GPX u odnosu na
kontrolnu grupu (160). U studiji Tavasolifara i saradnika iz 2023. godine ekspresija 1 aktivnost SOD
1 CAT bili su povecani u monocitima i1 plazmi pacijenata sa COVID-19 (161). Medutim, u studiji
Muhameda 1 saradnika, aktivnosti eritrocitnog GSH 1 GPX, kao 1 serumskih SOD 1 katalaze (CAT)
bile su niZe kod pacijenata sa COVID-19 nego u kontrolnoj grupi (162). U studiji koju su sproveli
Jeroti¢ 1 saradnici, utvrdena je znacajna povezanost za razvoj COVID-19 za polimorfizam GPX3
rs8177412. Pored toga, Jeroti¢ 1 sar. objavili su da polimorfizmi SOD2 rs4880 1 GPXI rs1050450
uti¢u na biohemijski profil pacijenata sa COVID-19. Konkretno, ve¢i nivoi fibrinogena i feritina su
bili u velikoj meri povezani sa alelom SOD2*Val, dok su visi nivoi fibrinogena i d-dimera bili
povezani sa alelom GPX1*Leu (153).

Glutation S-transferaze

Glutation S-transferaze (GST) pripadaju familiji detoksifikacionih enzima faze I1 1 prisutni su
u skoro svim ¢elijskim organizmima. One §tite ¢eliju od razli¢itih karcinogena, terapijskih agenasa i
produkata oksidativnog stresa, ¢ineci ith manje toksi¢nim. Najvecu grupu Cine citosolne GST koje se
dele u sedam razli¢itih klasa imenovanih prema grckom alpfabetu: o (GSTA), u (GSTM), o (GSTO),
n (GSTP), 6 (GSTS), 6 (GSTT), { (GSTZ) (163). Pored glavne uloge detoksifikacionih enzima, GST
su ukljuceni u druge vazne funkcije, kao celijski signali u procesima odgovora na stres, ¢elijsku
proliferaciju 1 apoptozu, u posttranslacione modifikacije 1 u rezistenciju na lekove (164,165).
Polimorfizmi GST su ¢esti u humanoj populaciji, kre¢u se od 20-60% (163). Pojava delecionih
polimorfizama unutar klasa GSTM-1 1 GSTT-1 utice na raspolozivost enzima, pa kod osoba koje su
homozigoti za nulti alel ovih gena ekspresija GSTM-1 1 GSTT-1 enzima u potpunosti izostaje (140).
Pored toga, veliki broj polimorfizama pojedina¢nih nukleotida (eng. single nucleotide polymorphism,
SNP) razlicitih GST klasa (GSTPI (AB) rs1695, GSTOI 1s4925, GSTO2 rs156697, GSTM3
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rs1332018) takode utiCe na ekspresiju, odnosno aktivnost ovih enzima (140,166). U slucaju
polimorfizma GSTPI SNP (AB) rs1695, supstitucija A313G uzrokuje zamenu izoleucina valinom na
poziciji 105 (Ile105Val), sto uti¢e na afinitet GSTP1 prema supstratu (140). U oba GSTO gena,
najcesce su proucavana dva funkcionalna polimorfizma: GSTO! Alal40Asp (rs4925) i GSTO?2
Asnl42Asp (rs156697). GSTOI SNP je na nukleotidnoj poziciji 419, uzrokujuéi supstituciju
aminokiseline alanin aspartatom na AK poziciji 140 (Alal40Asp) egzona 4. SNP GSTO?2 rs156697
je zamena na nukleotidnoj poziciji 424 i dovodi do supstitucije aminokiseline asparagin aspartatom
na AK poziciji 142 (Asnl42Asp) egzona 4 (166). Pokazano je da polimorfizam GSTOI rs4925
prvenstveno uzrokuje promenu deglutationilazne aktivnosti GSTOI1. S druge strane, varijantni
GSTO2*G alel dovodi do nize ekspresije gena GSTO2 (166). Polimorfizam u okviru GSTM3
(rs1332018, A-63C) gena nalazi se u promotorskom regionu na mestu vezivanja transkripcionih
faktora, Sto ukazuje na njegov potencijalni regulatorni znacaj. Stoga, nosioci GSTM3*CC+AC
genotipa pokazuju smanjenju ekspresiju GSTM3, zbog slabijeg vezivanja RNK polimeraze II (140).

Kada su u pitanju GST, neke studije su implicirale da je polimorfizam razli¢itth GST gena
povezan sa razvojem i klinickim tokom COVID-19. Naime, osobe sa GSTT1 nultim genotipom imaju
pozitivnu vezu sa smrtno$¢u od COVID-19, §to su pokazali Sadat i saradnici (167). Jedna od
znacajnijih posledica COVID-19 je fibroza pluca, koja je povezana sa GSTT1 i GSTM1-nultim
genotipovima kod pacijenata sa hronicnom opstruktivnom pluénom boles¢u, prema istrazivanju
Dinga i saradnika (168). Prema drugoj studiji, pacijenti sa teSkom COVID-19 imali su vecu ucestalost
nultin alela GSTM1-/- i GSTT1-/- od pacijenata sa blazim klini¢kim simptomima. Pored toga,
pacijenti sa GSTT1-/- genotipom imali su vec¢u stopu mortaliteta od onih sa GSTT1+/1 genotipom
(169). Cori¢ i saradnici su dokazali povezanost izmedu dva polimorfizma GSTP1 (rs113272 i rs1695)
I GSTM3 sa podloznosti za nastanak i tezinom COVID-19 (170). Naime, njihovi rezultati govore u
prilog toga da osobe sa GSTP1 (rs1695) lleVal genotipom imaju skoro 3 puta manji rizik od razvoja
COVID-19, u poredenju sa nosiocima divljeg GSTP1 Ilelle genotipa. U slucaju GSTM3 (rs1332018,
A-63C) polimorfizma, manja $ansa za razvoj COVID-19 je pronadena kod nosilaca genotipa GSTM3
AC u poredenju sa GSTM3 AA. Prema studiji Puki¢ i saradnika koja se bavila analizom
polimorfizama GSTOL1 i GSTO2 kod obolelih od COVID-19 u srpskoj populaciji, pokazano je da
nosioci polimorfizama GSTO1*AA i GSTO2*GG imaju veci rizik od infekcije u odnosu na nosioce
GSTO1 i GSTO2 divljeg tipa (166). Ova studija je uklju¢ivala analizu haplotipa, kojom je otkriveno
da su nosioci H2 haplotipova, koji su ukljucivali varijantne alele za GSTO1*A i GSTO2*G, imali
dvostruko povecan rizik od razvoja COVID-19 (166).

1.7.2. Polimorfizmi gena za regulatorne i kataliti¢ke antioksidantne proteine u neuroloSkim
manifestacijama post-COVID sindroma

Perzistiranje ili pojava neuroloSkih simptoma nakon akutne infekcije SARS-CoV-2 je veliki
globalni zdravstveni problem. Oni traju mesecima nakon akutne COVID-19 i mogu biti iscrpljujuéi i
ukljucuju zamor, neuropsihijatrijske posledice, poremecaje sna, senzomotorne simptome, kognitivno
ostecenje/omaglicu, hipogeuziju/hiposmiju, gubitak sluha i oc¢ne manifestacije (171). Uloga
neuroinflamacije u dugotrajnom COVID-u predmet je razliitih studija koje su pokazale da
abnormalni humoralni i ¢elijski imunski odgovori, sistemski inflamatorni markeri kao $to je IL-6 1
autoantitela mogu igrati ulogu u sistemskim i neurolo§kim manifestacijama dugotrajnog COVID-a
(172,173). Jedna studija je pokazala da je dugotrajni COVID povezan sa inflamatornim procesima i
smanjenim antioksidantnim potencijalom, dominantno snizenim GPX, poveéanom proizvodnjom
azot oksida (NO), oksidativnim oSte¢enjem proteina 1 lipida sa poveCanim stvaranjem
malondialdehida (MDA) (174). U drugoj studiji, MDA u serumu bio je znacajno veci kod pacijenata
nakon 4 meseca od prelezane COVID-19 u poredenju sa zdravim kontrolama, $to pokazuje sistemski
redoks disbalans tokom duzeg perioda nakon akutne infekcije (175).

18



Do sada se mali broj nau¢noistrazivackih radova bavio znacajem polimorfizama regulatornih
i katalitickih antioksidantnih enzima u neuroloSkim manifestacijama post-COVID sindroma. Kada je
u pitanju mijalgija povezana sa dugotrajnim COVID-om, u studiji Ercegovac i sar. pokazano je da su
osobe koje su posedovale najmanje jedan alel GSTPI AB Val imale znacajno smanjenu podloznost
za nastanak ovog neuroloskog simptoma, uz smanjenje rizika od skoro dva puta (176). Pored toga,
prisustvo alela GSTO!I Asp bilo je povezano sa otprilike dvostrukim smanjenjem Sanse za dugotrajnu
COVID mijalgiju. Ista studija je takode otkrila da postoji pozitivna povezanost izmedu genetske
varijabilnosti u glutation peroksidazama i $anse za razvoj mijalgije povezane sa dugotrajnim COVID-
om. Naime, aleli GPXI Leu 1 GPX3 CC su pokazali znacajne povezanosti, nadmasivsi trostruko
povecanje kod onih koji su posedovali kombinovani genotip GPX1LeuLeuw/GPX3CC (176). Navedeni
istrazivaci su otkrili da su pojedinci sa GSTM-nultim genotipom 1 GPXI Leu alelima pokazali vise
od dva puta vec¢u Sansu da razviju simptome omaglice kod dugotrajnog COVID-a. Navedeni efekat
je pojacan kada su ovi genotipovi bili kombinovani, pa je u sluc¢aju kada su pojedinci bili nosioci
GSTMI-nultog/GPX1LeuLeu genotipa za razliku od nosilaca GSTMI-aktivnog/GPXIProPro
genotipa to rezultiralo skoro 13 puta poveanjem Sanse za razvoj ovog simptoma dugotrajnog
COVID-a. Prisustvo polimorfizma Nrf2 bilo je povezano sa 50% vec¢om verovatno¢om da ¢e do¢i do
dugotrajnog kognitivnog oStec¢enja povezanog sa COVID-om (176).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Ispitati znacaj laboratorijskih parametara - nespecificnih markera inflamacije (interleukin-6,
C-reaktivni protein, fibrinogen, feritin, sedimentacija eritrocita), kompletne krvne slike, biohemijskih
markera oSte¢enja organa (urea, kreatinin, transaminaze, laktat dehidrogenaza) i pokazatelja
koagulacionog statusa (INR 1 d-dimer) u proceni tezine klini¢ke slike u momentu prijema pacijenta
na bolnicko lecenje, kao i1 znacaj korelacije njihovih vrednosti sa daljim tokom bolesti

2. Ispitati povezanost polimorfizama GSTMI, GSTTI, Nrf2 rs6721961, GSTM3 rs1332018,
GPX31s8177412, GSTPI 151695, GSTO1 154925, GSTO2 15156697, SOD2 154880, GPX1 rs1050450,
sa rizikom za nastanak tezeg oblika COVID-19

3. Ispitati udruzeni znacaj navedenih laboratorijskih parametara i polimorfizama gena za
proteine znacajne u regulaciji redoks homeostaze sa rizikom za nastanak tezeg oblika COVID-19
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3. MATERIJAL I METODE

3.1 Dizajn studije

Retrospektivna kohortna studija sprovedena je na Klinici za infektivne i1 tropske bolesti
Univerzitetskog Klinickog Centra Srbije (UKCS) u saradnji sa Institutom za medicinsku i klini¢ku
biohemiju Medicinskog Fakulteta u Beogradu (MFUB).

3.2 Mesto i period

IstraZivanje je obavljeno u Klinici za infektivne i1 tropske bolesti Univerzitetskog Klinickog
Centra Srbije i Institutu za medicinsku i klinicku biohemiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu i1 obuhvatilo je period od septembra 2020. do juna 2022. godine.

3.3 Pravni i eti¢ki preduslovi

Studija je planirana u skladu sa pravilima Etickog komiteta UKCS (saglasnost broj 566/1 od
13.7.2020. godine, u okviru projekta ,,The role of antioxidant and ACE2 genetic profile in risk
stratification and mid-term prognosis of COVID-19 patients*, akronim Antioxldentification), kao 1 sa
etickim standardima datim u HelsinSkoj deklaraciji. Svi ispitanici, ¢iji su li¢ni podaci 1 bioloski
materijal kori$¢eni u studiji, dali su informisani pristanak za ucesc¢e u studiji.

3.4 Selekcija pacijenata

U istrazivanje je uklju¢eno 265 COVID-19 pacijenata koji su bili primljeni na bolni¢ko lecenje
u Kliniku za infektivne i tropske bolesti UKCS, u periodu od septembra 2020. do juna 2022. godine.
Potrebna minimalna veli¢ina uzorka za detekciju veli¢ine efekta od 0,33 u analizi varijanse sa dve
grupe (pacijenti sa lakSom formom bolesti i teZim formama bolesti) za: nespecificne markere
inflamacije, kompletnu krvnu sliku, biohemijske markere oSteCenja organa 1 pokazatelje
koagulacionog statusa za nivo statisticke znacajnosti od 0,05 i statisticku snagu od 0,9, iznosila je
100 pacijenata. Veli¢ina efekta dobijena je na osnovu pretpostavljenih odnosa vrednosti objasnjene 1
reziudalne varijanse od 0.1 prema 0.9. Izracunati minimalan broj pacijenata za ukljucenje u studiju je
povecan za 20% zbog podataka koji bi nedostajali te je stoga minimalni planirani broj pacijenata
iznosio 120 ispitanika. Izracunavanje veli¢ine uzorka uradeno je pomocu programa G-power 3.1.9.2
(177).

Kriterijumi za ukljucivanje pacijenata u studiju su obuhvatali:
1. SARS-CoV-2 infekciju, potvrdenu pozitivnim PCR testom, u uzorcima nazofaringealnih briseva
2. Punoletne osobe

Kriterijumi za neukljucivanje pacijenata u studiju bili su:

1. Postojanje udruzene infekcije (Virus Humane Imunodeficijencije - HIV, Hepatitis B Virus- HBV,
Hepatitis C Virus- HCV),
2. Maligne bolesti
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3. Klinicka sliku pacijenta koja je zahtevala leCenje u JIN

4. Smrtni ishod

5. Stav ispitanika da ne zeli da ucestvuje u istrazivanju

Procena klini¢kog stadijuma tezine bolesti u trenutku postavljanja dijagnoze i/ili hospitalizacije
je vrsena prema smernicama Nacionalnog protokola za COVID-19 verzija 11, koji je u tom periodu
bio aktuelan (Slika 8). Prema tada aktuelnoj klasifikaciji COVID-19 bolesti Nacionalnog protokola
za lecenje COVID-19 ona se deli u sledece oblike: 1. asimptomatsku/blago simptomatsku, 2.
bolesnici bez komorbiditeta sa RTG znacima pneumonije 3. srednje teSku sa znacima citokinske oluje
i potrebom za kiseoni¢nom terapijom i 4. i 5. oblik u koje spadaju najtezi pacijenti sa teSkom

pneumonijom, znacima citokinske oluje, ili ARDS-om 1 znacima multiorganske disfunkcije.

U naSem istrazivanju pacijente smo takode stratifikovali prema tezini klinicke slike, Oni su
grupisani u dve grupe, u grupu 1 su svrstani pacijenti sa lakSom klinickom slikom (prema
Nacionalnom vodicu grupa 1 i 2), a u grupu 2 pacijenti sa bilo kojom tezom formom bolesti, (oblik 3
prema Nacionalnom protokolu). Nasa klasifikacija imala je za cilj lakSu 1 prakti¢niju procenu rizika

od progresije iz jednog u bilo koji drugi, napredniji oblik bolesti.

Oblik 1

1. Pozitivan nazofaringealni bris (PCR na
SARS-CoV-2, Ag test)

2. Asimptomatska/vrlo blaga klinicka slika

3. Bolesnici bez komorbiditeta i sa blagim
oblikom infekcije (hospitalizovani pacijenti
sa SpO, > 94% i bez Rtg znakova pneumonije

Oblik 3

1. Pozitivan nazofaringealni bris (PCR na
SARS-CoV-2, Ag test)

2. Umereno teska klinicka slika

3. Teska hipoksija sa potrebom za kiseoni¢nom
terapijom (SpO2 <90%), febrilnost, multiple
opacifikacije na Rtg-u pluca (ili specifi¢ne
promene na plué¢ima videne na CT-u)

4. Citokinska oluja (pogorsanje opsteg stanja
uz TCRP, tfibrinogen, 1d-dimer, T11L-6)

(bar jednog parametra)

Slika 8. Klasifikacija oblika COVID-19 bolesti prema teZini klinicke slike. Preuzeto iz Nacionalnog
protokola za COVID-19, verzija 11. PCR — engl. Polymerase chain reaction (Reakcija lancanog
umnozavanja), Ag — antigen, SpO> — saturacija kiseonikom arterijske krvi, CT — kompjuterizovana

Oblik 2

1. Pozitivan nazofaringealni bris (PCR na
SARS-CoV-2, Ag test)

2. Blaga klinicka slika

3. Bolesnici bez komorbiditeta i sa blagim
oblikom infekcije (hospitalizovani pacijenti
sa SpO, > 94% i sa Rtg znacima pneumonije
sa ili bez znakova hipoksije pri prijemu)

Oblici4i 5

1. Pozitivan nazofaringealni bris

2. Veoma teska/teska klinicka slika

3. Pocetak ili razvoj ARDS-a

4. Citokinska oluja (pogorsanje opsteg stanja
uz TCRP, ffibrinogen, 1d-dimer, 11L-6

tomografija, CRP — C- reaktivni protein, IL-6 — interleukin 6
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3.5 Materijal

3.5.1 Uzorkovanje krvi

Uzorci pune krvi sa EDTA (etilendiamintetrasiréetna kiselina) kao antikoagulansom uzeti su
jednokratno, u momentu ukljucivanja u studiju, a potom su transportovani i ¢uvani na -20°C do
izolacije DNK, u Institutu za medicinsku i klinicku biohemiju Medicinskog Fakulteta Univerziteta u
Beogradu.

3.6 Instrumenti merenja

Za prikupljanje osnovnih demografskih i epidemioloskih podataka su kori§¢eni podaci iz istorije
bolesti, kao 1 strukturisani epidemioloski upitnik. U nasem istraZivanju, gojazni pacijenti su definisani
kao osobe sa indeksom telesne mase (eng. body mass index, BMI) ve¢im od 30 kg/m2, a pusaci kao
osobe koje su navele da su pusile svakog dana tokom perioda koji je minimalno iznosio 60 dana do
trenutka ukljucivanja u studiju.

Za prikupljanje rezultata klinickih i laboratorijskih ispitivanja, kao i drugih podataka dobijenih
tokom regrutacije i pradenja pacijenata (arterijska hipertenzija, gojaznost, dijabetes, hroni¢na
respiratorna i bubrezna bolest) koriS¢eni su podaci dobijeni specijalisti¢kim pregledom pacijenta za
potrebe studije, kao 1 podaci iz istorija bolesti. Za potrebe istrazivanja uticaja genskih polimorfizama
na razvoj neuroloSkih sekvela u okviru post-COVID sindroma, regrutovali smo sve pacijente
ukljucene u studiju koji su nakon 3 meseca od akutne faze COVID-19 imali neuroloske simptome.
Neuroloski pregled sproveden je kod 167 pacijenata nakon akutne faze COVID-19 i ukljucivao je:
procenu mentalnog statusa (orijentacija i kratkoro¢no pamcenje), pregled kranijalnih nerava putem
procene veli¢ine, simetrije 1 reaktivnosti zenica na svetlost, primarnog polozZaja o¢ne jabucice,
motornog (tonus, rigiditet i spasti¢nost) i senzornog odgovora, ispitivanja dubokih tetivnih refleksa i
patoloskih refleksa (znak Babinskog), ukoCenosti vrata, testiranja koordinacije, nistagmusa, tremora,
ataksije 1 ispitivanja hoda. Mijalgija je procenjena statickom i dinamickom ru¢nom palpacijom mekih
tkivaizglobova, kao i prisustva bolova u misi¢ima tokom kretanja. Zamor je procenjivan koriS¢enjem
skale za procenu zamora (Fatigue assessment score - FAS), koja se sastoji od upitnika od 10 pitanja
koja se odnose na to kako pojedinci obi¢no ose¢aju zamor. Totalni FAS skor <22 ozna¢ava da nema
zamora, dok skor > 22 ukazuje na zamor (178). Omaglica je procenjena na osnovu odgovora
ispitanika (slaZze se ili ne slaze) na 19 pitanja koja se ticu omaglice (npr. zaboravan, otezano
razmiSljanje 1 fokusiranje, spor, pospan, itd.). Pozitivan odgovor na 10 ili viSe pitanja smatrano je
prisustvom omaglice (179). Baza podataka formirana je preko servera Medicinskog Fakulteta
Univerziteta u Beogradu (,,RedCap system ).

3.6.1 Odredivanje polimorfizama gena za regulatorne 1 kataliticke proteine ukljuc¢ene u regulaciju
redoks homeostaze

DNK je izolovana iz 200ul venske krvi sa EDTA, koriS¢enjem komercijalnog kita Ql4damp DNA
mini kit (Qiagen, kataloski broj 51306, Chatsworth CA, USA). U prvom koraku membrane limfocita
su lizirane u rastvoru deterdzenata, a zatim su histoni 1 ostali proteini vezani za DNK uklonjeni
enzimskom digestijom upotrebom proteinaze K, a ostaci RNK uz pomo¢ RNAze A. Nakon toga,
dobijeni lizat je prenoSen u mini spin kolone sa silikonskom membranom koja selektivno vezuje
DNK. Ostatak lizata ispiran je serijom pufera koje u svom sastavu imaju soli i etanol §to omogucava
da se proteini 1 drugi kontaminanti, koji bi mogli da inhibiraju PCR kao 1 ostale reakcije nakon
izolacije, ne zadrzavaju na silikonskoj membrani. Kao krajnji korak, DNK je ispirana sa mini spin
kolone, alikvotirana i ¢uvana na -20°C do izvodenja PCR-a. 1z izolovane DNK, odredivani su
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polimofrizmi gena za regulatorne 1 kataliticke proteine ukljuene u regulaciju redoks homeostaze
primenom veceg broja molekularnih tehnika:

Delecioni polimorfizmi GSTM1 1 GSTTI su odredivani multipleks PCR metodom po Abdel-
Rahman-a i sar. (180). Kontrolni prajmeri (Invitrogen Corporation, Carlsbad, California, USA), koji
omogucavaju amplifikaciju egzona 7 CYPIA1 gena, takode su bili uklju¢ivani u PCR reakcije kako
bi se potvrdilo prisustvo DNK u uzorku, kao i uslovi PCR reakcije.

Polimorfizmi GSTPI (AB) rs1695, GSTPI (CD) rs1138272, SOD2 rs4880, GSTO! rs4925,
GSTO?2 rs156697, GSTM3 rs1332018, GPX3 rs8177412, GPX1 rs1050450 su odredivani metodom
PCR umnozavanja u realnom vremenu (eng. real time PCR), upotrebom Applied Biosystems
TagMan® Drug Metabolism Genotyping eseja (Life Technologies, Applied Biosystems, Carlsbad, CA,
USA), na Mastercycler ep realplex aparatu (Eppendorf, Hamburg, Germany) (Tabela 2).

Tabela 2. Eseji korisc¢eni za odredivanje SNP polimorfizama

KataloSki broj eseja

Polimorfizam Applied Biosystems
GSTP1 (AB) rs1695 C 3237198 20
GSTP1 (CD) rs1138272 C 1049615 20
SOD2 rs4880 C 8709053 10
GSTOI rs4925 C 11309430 30
GSTO2 rs156697 C 3223136 1
GSTM3 rs1332018 C 3184522 30
GPX3 rs8177412 C 25964717 20
GPX1 rs1050450 C 175686987 10

Inverzioni polimorfizam rs6721961 Nrf2 gena je odreden PCR-CTTP metodom (engl.
Polymerase chain reaction with confronting two-pair primers) prema modifikovanoj metodi autora
Shimoyama Y 1 sar. (181). Kako bi se potvrdila ispravnost PCR reakcije, u svaku analizu je uklju¢ena
1 negativna kontrola koju su €inile sve komponente PCR smeSe osim ispitivanog uzorka. Pored toga,
pozitivne kontrole su obuhvatale prethodno genotipizirane uzorke koji su kroz minimum dve analize
dali isti rezultat.

3.6.2 Odredivanje markera inflamacije i biohemijskih markera oStecenja organa

Vrednosti nivoa nespecificnih markera inflamacije (interleukin-6, C-reaktivni protein,
fibrinogen, feritin, sedimentacija eritrocita), kompletne krvne slike, biohemijskih markera oSte¢enja
organa (urea, kreatinin, transaminaze, laktat dehidrogenaza) i pokazatelja koagulacionog statusa (INR
1 d-dimer) odredivani su metodama u okviru rutinske laboratorijske prakse Klinike za infektivne 1
tropske bolesti UKCS. Navedeni parametri za sve pacijente koji su ukljuceni u studiju preuzeti su iz
istorija bolesti pacijenata. Referentne vrednosti laboratorije centra za Medicinsku biohemiju
Univerzitetskog klinickog centra Srbije su prikazane u Tabeli 3 i Tabeli 4.
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Tabela 3. Referentni opseg parametara krvne slike 1 laboratorijskih parametara inflamacije

Parametri inflamacije Referentni opseg
Leukociti (n) 4,0-10,0x10°
Neutrofili (n) 2,06-6,49x10°
Limfociti (n) 1,19-3,35x10°
Monociti (n) 0,12-0.84x10°
NLR 1-3

IL-6 (pg/ml) 0,0-5,9

CRP (mg/1) <6,0

Feritin (ng/ml)

Zene 5-159
Muskarci 28-397

NLR- engl. neutrophil-lymphocytes ratio; 1L-6 — interleukin 6; CRP- C reaktivni protein

Tabela 4. Referentni opseg za biohemijske markere oSte¢enja organa

Biohemijski markeri oSte¢enja organa Referentni opseg
Urea (mmol/L) 2,7-8,7

Kreatinin (umol/L) 50,0-110,0

ALT (U/L) 16,0-63,0

AST (U/L) 8,0-40,0

LDH (U/L) 81,0-234,0

CK (U/L) 20,0-220,0

ALT- alanin aminotransferaza; AST- aspartat aminotransferaza; LDH- laktat dehidrogenaza; CK-kreatin kinaza

3.7 Statisticka analiza

Za analiziranje primarnih podataka koriS¢ene su deskriptivne statisticke metode, statistiCke
metode za testiranje hipoteze, metode za odredivanje korelacije 1 metode za modelovanje povezanosti
ishoda i potencijalnih prediktora. U zavisnosti od tipa varijabli i tipa distribucije, opisivanje podataka
predstavljeno je kao ukupan broj (n) i procenat, srednja vrednost +/- standardna devijacija ili medijana
(minimalna-maksimalna vrednost). Interval poverenja od 95% koriS¢en je za procenu populacionih
parametara. Od metoda za testiranje statistiCkih hipoteza koriS¢en je t-test, 2 test 1 analiza varijanse.
Od metoda za analizu korelacije koriS¢en je se Pirsonov linearni koeficijent korelacije 1 Spirmanov
koeficijent korelacije rangova. Linearna 1 logisticka regresija koriS¢ena je za model povezanosti
zavisnih varijabli sa potencijalnim prediktorima. Prediktori iz univarijantnih analiza koje su statisticki
znacajne sa nivoom znacajnosti od 0,05 bili su uklju¢eni u modele multivarijantne regresije. Vrednost
p manje od 0,05 smatrana je pokazateljem statisticke zna€ajnosti. Rezultati su predstavljeni u vidu
tabela 1 grafikona. Svi podaci su obradeni u IBM SPSS Statistics verzija 22 softveru (SPSS Inc.
Chicago, IL, USA), ili softverskom paketu R software enviroment (R Core Team (2019)).
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4. REZULTATI

4.1 Demografske i klinicke karakteristike pacijenata

Demografske i klini¢ke karakteristike COVID-19 pacijenata prikazane su na tabeli 5. U naSoj
grupi pacijenata 21% je imalo blagu klinicku sliku, veéina, njih 53%, je imalo umerenu bolest, a tesku
formu bolesti razvilo je 26% pacijenata. Nasu studijsku grupu €inili su pretezno muskarci (61%), a
prosecna starost bila je 56 godina. Najces¢i komorbiditet je hipertenzija, koja je bila prisutna kod
polovine nasih pacijenata. Drugi komorbiditeti kao $to su dijabetes melitus i gojaznost su bili prisutni,
kod 13% 1 32% pacijenata, respektivno. Vise od polovine ucesnika nase studije izjasnilo se kao
nepusaci (55%).

Tabela 5. Osnovne demografske i klinicke karakteristike COVID-19 pacijenata

Parametar n (%)
Oblik bolesti®

1 56 (21%)
2 141 (53%)
3 68 (26%)
Prose¢na starost® 56,24 + 12,94°
Pol

Zenski 104 (39%)
Muski 161 (61%)
Hipertenzija

Ne 121 (50%)
Da 120 (50%)
Dijabetes melitus

Ne 230 (87%)
Da 35 (13%)
BMI kg/m?

>30 83 (32%)
<30 176 (68%)
PuSenje

Ne 139 (55%)
Bivsi pusaci 87 (34%)
Da 28 (11%)

2 1. asimptomatski/blago simptomatski, pacijenti srednje tezine sa rendgenskim znacima pneumonije i 2. pacijenti sa
tezom klini¢kom slikom, potrebom za oksigenoterapijom, pacijenti sa teSkom pneumonijom, znacima citokinske oluje ili
sindromom akutnog respiratornog distresa i znacima multiorganske disfunkcije. >tvrednost je prikazana kao srednja
vrednost + standardna devijacija (SD),

Rezultati laboratorijskih parametara: zapaljenja, kompletne krvne slike, parametara oStecenja
pojedinih organa i indikatora koagulacionog statusa kod pacijenata sa COVID-19 u trenutku prijema
u bolnicu prikazani su u tabeli 6.
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Tabela 6. Laboratorijski parametri COVID-19 pacijenata pri prijemu

Broj pacijenata sa

. . laboratorijskim
Referentni opseg i .
Parametar Vrednost?* :edinice parametrima
] izvan referentnog
opsega n (%)’
Broj leukocita 5,80 (2,00-19,00) 3,4-9,7 x10°/L 159 (22%)
Broj limfocita 1,12 (0,27-9,68) 1,2-3,4 x10°/L 851(32%)

Broj trombocita

201 (62-727)

150-450 x10°/L

581 (22%)

IL-6 26 (1,40-205,50) 0-8 pe/L 1361 (51%)
CRP 4820 (1,10-355,40) _ 0-10 mg/L 19471 (73%)
. 538,30 (10,10- Zene 5-159
Feritin 4937,20() Muskarci 28-397 ng/L. 5>1 32%0)
Fibrinogen 4,00 (0,42-9,00) 1.8-3,5 o/l 971 (37%)
D-dimer 0,52 (0,18-17,05) 0,5 mg/L 1331 (50%)
Urea 5,40 (2,0-95) 2,5-7,5 mmol/L 391 (15%)
Kreatinin 90 (47-539) 59-104 umol/L 587 (22%)
AST 34 (12-152) 0-37 UL 891 (34%)
ALT 43 (11-205) 14-63 U/L 491 (19%)
LDH 254 (106-2001) 85-227 U/L 1287 (48%)

2 vrednosti su prikazane kao medijana (min-maks); IL-6 — interleukin 6, CRP — C-reaktivni protein, AST — aspartat
aminotransferaza, ALT — alanin aminotransferaza, LDH — laktat dehidrogenaza; ®| - ispod donje granice referentne
vrednosti, 1 -iznad gornje granice referentne vrednosti

U nalazu kompletne krvne slike, leukopenija je bila prisutna kod 22%, limfopenija kod 32%,
dok je trombocitopenija je bila prisutna kod 22% pacijenata. Kao $to se i ocekivalo, kod velikog broja
pacijenata pri prijemu postojale su poviSene vrednosti inflamatornih markera: IL-6 (51%), CRP
(73%) 1 feritina (32%). Kada je u pitanju koagulacioni status, 50% pacijenata imalo je povisen d-
dimer, dok je 37% imalo poviSen fibrinogen u trenutku prijema. Aktivnosti LDH 1 AST su takode bile
visoke pri prijemu kod znacajnog broja pacijenata, LDH kod 48% 1 AST kod 34% pacijenata.

4.2 Povezanost laboratorijskih parametara sa rizikom za razvoj tezih oblika COVID-19

Koriste¢i ordinalnu regresiju, dalje je analizirana povezanost izmedu specificnih
laboratorijskih parametara i rizika od razvoja teskih oblika COVID-19 (bilo srednjeg (2) ili teskog
oblika (3 1 4) prema Nacionalnom protokolu), $to je prikazano u tabeli 7. Medu parametrima krvne
slike, statisti¢ki znacajna povezanost za progresiju COVID -19 je nadena za pacijente sa limfocitima
ispod 1,0 x 10°/L (OR=2,97, p=0,002) koji su imali 3 puta ve¢i rizik za progresiju bolesti. Poviene
koncentracije inflamatornih markera IL-6 1 CRP su takode bile povezane sa progresijom bolesti
(OR=8,52, p=0,001, odnosno OR=10,97, p<0,001). Naime, pacijenti sa poviSenim IL-6 (>8 pg/L)
imali su oko 9 puta ve¢i rizik, a poviSenim CRP (>10 mg/L), ¢ak 11 puta povecan rizik od
napredovanja u teze oblike COVID-19. Nasi rezultati su takode pokazali da poviSena koncentracija
fibrinogena (>3.5 g/L) nosi oko 2 puta povecan rizik od progresije bolesti (OR=2,29, p=0,029). Pored
toga, na osnovu nasih rezultata pacijenti sa poviSenom aktivnoS¢u AST 1 LDH bili su podlozniji
razvoju tezih oblika COVID-19 (OR=2,25, p=0,021; OR=4,76, p<0,001). Povisena aktivnost AST
(>37 U/L) povecava rizik za teze oblike COVID-19 oko 2 puta, a povisena vrednost LDH (>227 U/L)
oko 5 puta.
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Tabela 7. Povezanost laboratorijskih parametara sa rizikom od razvoja tezih oblika COVID-19

Parametar Cut-off OR IP 95% p
vrednost

Broj leukocita <3,4x10°/L 0,47 0,22-1,00 0,050
Broj limfocita <1,0 x10°/L 2,97 1,49-5,92 0,002
Broj trombocita <100 x10°/L 0,91 0,42-1,98 0,813
IL-6 >8 pg/L 8,52 2,48-29,28 0,001
CRP >10 mg/L 10,97 4,16-28,96 <0,001
Feritin >500ng/L 1,92 0,84-4,36 0,121
Fibrinogen >3.5 g/LL 2,29 1,09-4,81 0,029
D-dimer >0,5 mg/L 1,37 0,68-2,79 0,382
Urea >7.5 mmol/L 0,67 0,29-1,58 0,362
Kreatinin >104 umol/L 1,41 0,66-3,04 0,376
AST >37 U/L 2,25 1,13-4,49 0,021
ALT >63 U/L 1,16 0,53-2,54 0,703
LDH >227 U/L 4,76 2,22-10,22  <0,001

IL-6 — interleukin 6, CRP — C-reaktivni protein, AST — aspartat aminotransferaza, ALT — alanin aminotransferaza, LDH
— laktat dehidrogenaza; OR odnos $anse prilagoden polu, starosti, komorbiditetima (hipertenzija, dijabetes melitus,
gojaznost) i puSackom statusu; IP- interval poverenja

4.3 Povezanost polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke antioksidantne proteine sa
rizikom od nastanka teZih oblika COVID-19

Slede¢i deo rezultata se odnosi na povezanost polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke
antioksidantne proteine sa rizikom za progresiju COVID-19 bolesti. Medu analiziranim
polimorfizmima nije pokazana znaCajnu povezanost za nulte/varijantne genotipove: GSTMI
(OR=0,87, p=0,673), GSTTI (OR=0,75, p=0,455), Nrf2 rs6721961 (OR=0,8, p=0,538), GSTM3
rs1332018 (OR=1,76, p=0,091), GPX3 rs8177412 (OR=1,51, p=0,247), GSTPI rs1695 (OR=1,02,
p=0,978), GSTO1 154925 (OR 0,99, p=0,968), GSTO?2 rs156697 (OR=1,23, p=0,551), SOD2 rs4880
(OR=0,65, p=0,287), GPXI 1rs1050450 (OR=1,02, p=0,952) sa rizikom za progresiju bolesti (Tabela
8).
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Tabela 8. Povezanost polimorfizma gena za katalitiCke 1 regulatorne antioksidantne proteine sa
rizikom od razvoja teskih oblika COVID-19

Varijantni vs. referentni genotip OR IP 95% p
Delecioni polimorfizmi®

GSTM1 nulti vs. GSTM1 aktivni 0,87 0,46-1,66 0,673
GSTTI nulti vs. GSTT1 aktivni 0,75 0,35-1,60 0,455
SNP u nekodirajuéim regionima®

Nrf2*CA + AA vs. Nrf2*CC 0,80 0,4-1,62 0,538
GSTM3* AC+CC vs. GSTM3*AA 1,76 0,91-3,41 0,091
GPX3*TC+ CC vs. GPX3*TT 1,51 0,75-3,03 0,247
SNP u kodiraju¢im regionima®

GSTPI*1le/Val + Val/Val vs. GSTP1*1le/lle 1,02 0,35-2,94 0,978
GSTOI* Ala/Aspt+Asp/Asp vs. GSTOI*Ala/Ala 0,99 0,53-1,85 0,968
GSTO2*Asn/Asp+AspAsp vs. GSTO2*Asn/Asn 1,23 0,62-2,46 0,551
SOD2*Ala/Val + Val/Val vs. SOD2*Ala/Ala 0,65 0-1,43 0,287
GPXI*Pro/Leu+ Leu/Leu vs. GPX1* Pro/Pro 1,02 0,55-1,88 0,952

3hez prisutnog enzima; Putice na ekspresiju enzima; Cuti¢e na aktivnost enzima; OR odnos $anse prilagoden po polu,
starosti, komorbiditetima (hipertenzija, dijabetes melitus, gojaznost) i puSackom statusu; IP-interval poverenja, SNP -
polimorfizmi pojedinaénognukleotida

4.4. UdruZeni efekat laboratorijskih parametara i polimorfizama gena za regulatorne i
kataliticke antioksidantne proteine sa rizikom od razvoja tezih oblika COVID-19

U daljoj analizi ispitivan je udruZeni efekat laboratorijskih parametara i polimorfizama gena
za za regulatorne 1 katalitiCcke antioksidantne proteine sa rizikom od razvoja tezih oblika COVID-19
(tabela 9). U naSoj studiji nismo nasli znacajnu povezanost za nulte/varijantne genotipove sledecih
gena: GSTM 1, GSTTI, Nrf2 rs6721961, GSTM3 rs1332018, GSTPI rs1695, GSTO1 rs4925, GSTO?2
15156697, SOD2 rs481961, GSTM3 rs1332018, Medutim, nosioci GPX3 varijantnog genotipa
(GPX3*TC + CC), koji ima za posledicu smanjenu ekspresiju enzima, imali su 2,42 povec¢an rizik za
razvoj teZih oblika COVID-19 u poredenju sa nosiocem GPX3 referentnog genotipa (OR= 2,42,
p=0,032) kada je OR prilagoden inflamatornim markerima (broj leukocita, limfocita i trombocita, IL-
6, CRP, fibrinogen, feritin, koncentracija d-dimera).
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Tabela 9. Povezanost polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke antioksidantne proteine sa
rizikom od razvoja tezih oblika COVID-19 prilagodena po inflamatornim markerima, broju
leukocita, limfocita, trombocita, fibrinogenu i d-dimeru

Varijantni vs. referentni genotip OR IP 95% p
Delecioni polimorfizmi®

GSTM1-nulti vs. GSTM1 aktivni 1,01 0,50-2,05 0,982
GSTTI nulti vs. GSTTI aktivni 1,58 0,65-3,82 0,315
Pojedina¢ni nukleotidni polimorfizmi u nekodirajué¢im regionima®

Nrf2*CA + AA vs. Nrf*CC 0,62 0,28-1,40 0,253
GSTM3* AC+CC vs. GSTM3*AA 1,05 0,51-2,18 0,890
GPX3*TC+CC vs. GPX3*TT 2,42 1,08-5,40 0,032
Pojedina¢ni nukleotidni polimorfizmi u kodiraju¢im regionima®

GSTP1*1le/Val + Val/Val vs. GSTPI *1le/lle 1,94 0,55-6,87 0,305
GSTO1* Ala/Asp+ Asp/Asp vs. GSTOI*Ala/Ala 1,33 0,66-2,72 0,427
GSTO2*Asn/Asp+AspAsp vs GSTO2*Asn/Asn 1,05 0,49-2.28 0,892
SOD2*Ala/Val + Val/Val vs. SOD2*Ala/Ala 0,72 0,31-1,70 0,460
GPXI1*Pro/Leu + Leu/Leu vs. GPX1* Pro/Pro 1,45 0,71-2,94 0,309

“bez prisutnog enzima; Putide na ekspresiju enzima; ‘uti¢e na aktivnost enzima; OR odnos $anse prilagoden inflamatornim
markerima, broju leukocita, limfocita i trombocita, IL-6, CRP-u, fibrinogenu, feritinu, d-dimeru; IP interval poverenja

4.5 Povezanost polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke antioksidantne proteine sa
rizikom od razvoja teZih oblika COVID-19 kod pacijenata stratifikovanih po polu

S obzirom da su znac¢ajan broj pacijenata u nasoj grupi ¢inili muskarci izvrSena je stratifikacija
pacijenata po polu. Prvo je ispitivan efekat polimorfizama gena za regulatorne i1 kataliticke
antioksidantne proteine sa rizikom od razvoja tezih oblika COVID-19 u grupi pacijenata muskog pola
(tabela 10). Nije uocena statisticki znacajna asocijacija sa rizikom za nastanak tezihiformi COVID-
19 ni za jedan od ispitivanih genotipova u grupi pacijenata muskog pola.
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Tabela 10. Povezanost polimorfizama gena za kataliti¢ke i1 regulatorneantioksidantne proteine sa
rizikom od razvoja tezih oblika COVID-19 u grupi pacijenata muskog pola

Varijantni vs. referentni genotip OR IP 95% p
Delecioni polimorfizmi®

GSTM1-nulti vs. GSTM1 aktivni 1,11 0,44-2,85 0,821
GSTTI nulti vs. GSTTI aktivni 1,51 0,42-5,37 0,528
Pojedina¢ni nukleotidni polimorfizmi u nekodirajuéim regionima®

Nrf2*CA + AA vs. Nrf*CC 0,69 0,25-1,90 0,478
GSTM3* AC+CC vs. GSTM3*AA 1,50 0,55-4,04 0,426
GPX3*TC+CC vs. GPX3*TT 3,33 1,101-10,94 0,047
Pojedina¢ni nukleotidni polimorfizmi u kodiraju¢im regionima®

GSTP1*1le/Val + Val/Val vs. GSTPI *1le/lle 2,26 0,52-9,71 0,274
GSTOI1* Ala/Asp+ Asp/Asp vs. GSTOI*Ala/Ala 0,87 0,34-2,27 0,767
GSTO2*Asn/Asp+AspAsp vs GSTO2*Asn/Asn 0,84 0,31-2,26 0,732
SOD2*Ala/Val + Val/Val vs. SOD2*Ala/Ala 0,69 0,20-2,34 0,551
GPXI1*Pro/Leu + Leu/Leu vs. GPX1* Pro/Pro 1,07 0,43-2,68 0,878

3bez prisutnog enzima; Putie na ekspresiju enzima; ‘uti¢e na aktivnost enzima; OR odnos $anse prilagoden po polu, muski;
IP interval poverenja

Efekat ispitivanih polimorfizama na rizik za nastanak tezih formi COVID-19 u grupi
pacijenata Zenskog pola prikazan je u tabeli 11. Nasi rezultati pokazuju da povecani rizik za nastanak
teze forme COVID-19 bolesti postoji kod Zena nosioca GSTT1 nultog genotipa (OR= 7,95, p=10,026).
Naime, Zenske osobe sa GSTT! nultim genotipom imaju 8 puta ve¢u Sansu da razviju tezu formu
COVID-19 bolesti u odnosu na Zenske osobe nosioce aktivnog genotipa.

Tabela 11. Povezanost polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke antioksidantne proteine sa
rizikom od razvoja tezih oblika COVID-19 u grupi pacijenata zenskog pola

Varijantni vs. referentni genotip OR IP 95% p
Delecioni polimorfizmi®

GSTM1-nulti vs. GSTM1 aktivni 1,13 0,30-4,21 0,861
GSTTI nulti vs. GSTT aktivni 7,95 1,28-49,50 0,026
Pojedinaéni nukleotidni polimorfizmi u nekodirajué¢im regionima®

Nrf2*CA + AA vs. Nrf*CC 0,50 0,08-3,20 0,464
GSTM3* AC+CC vs. GSTM3*AA 0,38 0,09-1,61 0,192
GPX3*TC+CCvs. GPX3*TT 2,08 0,58-7,43 0,259
Pojedinacni nukleotidni polimorfizmi u kodiraju¢im regionima®

GSTP1*1le/Val + Val/Val vs. GSTP1 *1le/Ile 1,96 0,08-29,37 0,677
GSTOI* Ala/Asp+ Asp/Asp vs. GSTOI*Ala/Ala 2,85 0,77-10,58 0,116
GSTO2*Asn/Aspt+AspAsp vs GSTO2*Asn/Asn 0,97 0,22-4,20 0,970
SOD2*Ala/Val + Val/Val vs. SOD2*Ala/Ala 1,35 0,29-6,22 0,700
GPXI*Pro/Leu+ Leu/Leu vs. GPXI * Pro/Pro 2,44 0,62-9,57 0,200

bez prisutnog enzima; Putice na ekspresiju enzima; °uti¢e na aktivnost enzima; OR odnos Sanse prilagoden po polu, Zenski;
IP interval poverenja
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4.6. Ispitivanje povezanosti polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke antioksidantne
proteine sa rizikom za nastanak neuroloskih post-COVID sekvela

Jedan deo pacijenata smo dalje pratili u smislu nastanka neuroloSkih manifestacija post-
COVID sindroma. Od ukupno 265 pacijenata ukljucenih u istraZivanje, neuroloSke manifestacije
post-COVID sindroma dijagnostikovane su kod 167 pacijenata. Od toga je simptome i znake post-
COVID zamora imalo 49 (29%), mijalgije 72 (43%), omaglice 14 (9%), nestabilnosti 15 (9%) 1
parestezija 17 (10%) pacijenata (Slika 9). Odlucili smo se za analizu povezanosti polimorfizama gena
za regulatorne i kataliticke antioksidantne proteine sa rizikom za nastanak post-COVID mijalgije sa
razli¢itim oblicima akutne bolesti s obzirom da je uzorak pacijenata u drugim grupama neuroloskih
post-COVID sekvela za statisticku obradu bio mali (Tabela 12). Nasi rezultati nisu pokazali statisticki
znacajnu povezanost ni za jedan od ispitanih genotipova, jedino §to je rizik kod nosilaca GPXI i
GPX3 varijantnih genotipova bio povecan, ali sa grani¢nom statistickom znacajnosti (GPX1: OR=
30,367, p=0,060; GPX3: OR =8,801, p =0,064).

mzamor ®mijalgya  womaglica © parestezije  ® nestabilnost

Slika 9. Distribucija neuroloskih manifestacija post-COVID sindroma
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Tabela 12. Povezanost polimorfizama gena za regulatorne 1 kataliticke antioksidantne proteine sa
rizikom za nastanak post-COVID mijalgije kod pacijenata sa razli¢itim oblicima akutne bolesti

Varijantni vs. referentni genotip OR IP 95% p
GSTM -nulti vs. GSTM1-aktivni®

Laksi 0,095 0,006-1,554 0,099
Srednji 1,483 0,429-5,124 0,533
Tezi 0,157 0,024-1,027 0,053
GSTPI*1le/Val + Val/Val vs. GSTPI *1le/Ile

Laksi 0,05 0,01-2,55 0,135
Srednji 0,332 0,04-2,67 0,300
Tezi 3,08 0,20-47,40 0,419
GSTM3*AC+CC vs. GSTM3*AA®

Laksi 0,33 0,028-3,89 0,381
Srednji 0,57 0,15-2,11 0,570
Tezi 2,29 0,43-12,02 0,325
GSTTI-nulti vs. GSTT1 aktivni®

Laksi 1,361 0,108-17,118 0,812
Srednji 1,518 0,351-6,564 0,577
Tezi / / /
Nrf2*CA + AA vs. Nrf*CC»

Laksi 2,098 0,181-24,317 0,553
Srednji 0,643 0,144-2,866 0,643
Tezi 0,120 0,10-1,394 0,090
GPX3*TC+ CC vs. GPX3*TT"®

Laksi 8,801 0,884-87,610 0,064
Srednji 1,292 0,334-5,005 0,711
Tezi 1,782 0,228-13,905 0,582
GSTOI* Ala/Asp+ Asp/Asp vs. GSTOI*Ala/Alac

Laksi 1,085 0,135-8,701 0,939
Srednji 0,859 0,222-3,326 0,826
Tezi 3,913 0,815-18,798 0,088
GSTO2*Asn/Asp+AspAsp vs GSTO2*Asn/Asne

Laksi / / /
Srednji 1,453 0,299-7,064 0,644
Tezi 2,084 0,374-11,607 0,402
SOD2*Ala/Val + Val/Val vs. SOD2*Ala/Alac

Laksi 0,424 0,043-4,146 0,461
Srednji 0,868 0,192-3,927 0,855
Tezi 0,531 0,085-3,301 0,497
GPXI1*Pro/Leu + Leu/Leu vs. GPXI* Pro/Pro°

Laksi 30,367 0,866-1064,226 | 0,060
Srednji 0,298 0,074-1,207 0,090
Tezi 0,580 0,135-2,499 0,465

“bez prisutnog enzima; Putide na ekspresiju enzima; ‘utie na aktivnost enzima; OR odnos $anse prilagoden inflamatornim
markerima, broju leukocita, limfocita i trombocita, IL-6, CRP-u, fibrinogenu, feritinu, d-dimeru; IP interval poverenja
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S. DISKUSIJA

SARS-CoV-2 infekcija predstavlja jedan od najvecih izazova javnog zdravlja. Sa novim
varijantama virusa poput Omikrona, sve je verovatnije da ¢e infekcija poprimiti endemski karakter u
mnogim delovima sveta i predstavljati javnozdravstveni problem i u predstoje¢im godinama. Medu
glavnim izazovima u leCenju COVID-19 jeste pravovremeno prepoznavanje onih osoba koje su pod
rizikom za nastanak teSke forme bolesti. Dobro poznati faktori rizika su starost, gojaznost, maligniteti
1 hroni¢ne bolesti poput: hipertenzije, dijabetes melitusa, sr¢ane 1 bubrezne slabosti. Medutim postoje
i one osobe kod kojih jasni faktori rizika ne postoje, a kod kojih ipak dolazi do progresije u teSku
formu COVID-19. Iz tog razloga, moze se pretpostaviti da 1 drugi faktori, poput genetske
predispozicije, uticu na oboljevanje od COVID-19, kao i na razvoj teze klinicke slike.

U naSem istrazivanju ispitivali smo povezanost polimorfizama gena za regulatorne kataliticke
antioksidantne proteine i laboratorijskih parametara, nezavisno i1 udruzeno, sa rizikom za razvoj tezih
oblika COVID-19. Analizom dobijenih rezultata, uocili smo da su pacijenti sa limfocitima ispod 1,0
x 10°/L, imali 3 puta veéi rizik, sa povisenim IL-6 (>8 pg/L) oko 9 puta veéi rizik, a sa povisenim
CRP (>10 mg/L) ¢ak 11 puta povecan rizik, dok je poviSena koncentracija fibrinogena (>3,5 g/L)
nosila oko 2 puta povecan rizik od napredovanja u teze oblike COVID-19. Pored toga, nasi rezultati
pokazuju da povisena serumska aktivnost AST (>37 U/L) povecava rizik za teze oblike COVID-19
oko 2 puta, a poviSena serumska vrednost LDH (>227 U/L) oko 5 puta. S druge strane, analizirani
polimorfizmi gena za regulatorne i katalitiCke antioksidantne proteine (GSTM1, GSTTI, Nrf2
156721961, GSTM3 rs1332018, GPX3 rs8177412, GSTP1 151695, GSTO1 154925, GSTO2 15156697,
SOD?2 rs4880, GPXI rs1050450) nisu pokazali znacajnu povezanost za razvoj tezih oblika COVID-
19. Medutim, na$i rezultati govore u prilog tome da nosioci GPX3 varijantnog genotipa
(GPX3*TC+ CC) imaju oko 2,5 povecan rizik za razvoj tezih oblika COVID-19 u poredenju sa
nosiocima GPX3 referentnog genotipa kada je analiza prilagodena biohemijskim parametrima (broj
leukocita, limfocita i trombocita, IL-6, CRP, fibrinogen, feritin, koncentracija d-dimera). Dodatno,
kod zena nosioca GSTTI nultog genotipa pokazan je 8 puta povecan rizik za nastanak teZe forme
COVID-19 u odnosu na zZenske osobe nosioce GSTT! aktivnog genotipa. U sluc¢aju neuroloskih
manifestacija post COVID sindroma nasi rezultati nisu pokazali statisticki znacajnu povezanost sa
rizikom za nastanak post-COVID mijalgije sa razli¢itim oblicima akutne bolesti ni za jedan od
ispitanih polimorfizama gena za regulatorne i kataliti¢ke antioksidantne proteine. Medutim, rizik za
nastanak post-COVID mijalgije bio povecan kod nosilaca GPX1 i1 GPX3 varijantnih genotipova, ali
sa granicnom statistiCkom znac¢ajnosti.

Prema aktuelnoj klasifikaciji COVID-19 prema tezini bolesti Nacionalnog protokola za
lecenje COVID-19 ona se deli u sledece oblike: 1. asimptomatsku/blago simptomatsku, 2. bolesnici
bez komorbiditeta sa RTG znacima pneumonije 3. srednje teSku sa znacima citokinske oluje 1
potrebom za kiseonicnom terapijom i 4. i 5. oblik u koje spadaju najteZi pacijenti sa teSkom
pneumonijom, znacima citokinske oluje, ili ARDS-om i znacima multiorganske disfunkcije (79). U
nasem istrazivanju pacijente smo stratifikovali takode prema teZini klinicke slike, sa tom razlikom
Sto su u grupu 1 svrstani pacijenti sa lakSom klinickom slikom (prema Nacionalnom vodicu grupa 1
1 2), a u grupu 2 pacijenti sa bilo kojom tezom formom bolesti, (oblik 3 prema Nacionalnom
protokolu). Nasa klasifikacija imala je za cilj lakSu 1 prakti¢niju procenu rizika od progresije iz jednog
u bilo koji drugi, napredniji oblik bolesti.

Na osnovu analize demografskih podataka nasu studijsku grupu ¢€inili su pretezno muskarci,
a prosecna starost pacijenata bila je 56 godina. Najc¢es¢i komorbiditet je hipertenzija, koja je bila
prisutna kod polovine nasih pacijenata. Demografski podaci ispitanika u nasoj studiji su u skladu sa
poznatim podacima iz literature. Naime, vecina studija prijavljuje da su muskaracices¢e oboljevali od
COVID-19 u odnosu na Zene. a da je prosecna starost pacijenata preko 50 godina starosti, Sto se
poklapa sa globalnim statistiCkim podacima o polu i starosti kod infekcije SARS-CoV2 (1, 2).

34



Medutim, u radu Cen i saradnika, stopa infekcije COVID-19 bila je visa kod Zena u tri talasa
pandemije, dostigavsi 65% ukupno inficiranih tokom aprila i maja 2020. godine $to je suprotno nasim
rezultatima (183). Vecina studija takode pokazuje da sui tokom COVID-19 bile 1,5-2,5 puta ¢esce
kod muskaraca, nego kod zena, kao i da su smrtni ishodi bili ¢es¢i kod starije Zivotne dobi (4, 5).
Takode i rezultati Ramirez-Plasencija i saradnikanavode da su COVID-9 pacijenti stariji od 58 godina
pod visokim rizikom od mortaliteta (185). Trenutni dokazi sugeriSu da iako je hipertenzija Cesto
prisutna kod pacijenata sa COVID-19 (kao S$to je bio slucaj i u nasem istrazivanju), ovo patolosko
stanje ne igra nezavisnu ulogu u SARS-COV-2 infekciji 1 napredovanju COVID-19. Tacnije,
neregulisani sistolni pritisak u ve¢oj meri moze doprineti tezim formama bolesti, zbog povezanosti
sa hipertenzijom posredovanim subklinickim osteCenjem organa, ukljucuju¢i vaskularno
remodelovanje, koje moze pogorsati endotelnu disfunkciju, ostec¢enje endotela i endotelitis indukovan
SARS-CoV-2 infekcijom (186). Pored toga, poznato je da su komorbiditeti kao Sto su: gojaznost,
epilepsija, demencija, dijabetes melitus, maligne bolesti povezani sa veCom stopom mortaliteta od
COVID-19 (187). To potvrduje ivelika multicentri¢na studija koja je pokazala da su faktori rizika za
tezinu bolesti bili: stariji uzrast, muski pol, kardiovaskularne bolesti, hroni¢ne respiratorne bolesti,
dijabetes melitus, gojaznost i hipertenzija. S deuge strane, cerebrovaskularne bolesti, bolesti jetre,
bubrezne bolesti ili dijaliza, solidni tumori i hiperlipidemija nisu uticali na tezinu klinicke slike pri
prijemu, medutim, uticali su na krajnji ishod COVID-19 bolesti (188).

Rezultati naSe studije su pokazali da su vrednosti inflamatornih markera pri prijemu kao $to
su: broj limfocita, CRP i nivoi IL-6 povezani sa povecanim rizikom za progresiju COVID-19. Pored
toga, laboratorijski markeri oste¢enja organa, odnosno povecane serumske vrednosti AST i LDH
enzima, takode doprinose razvoju tezih oblika COVID-19. Naime, pacijenti sa limfocitima ispod 1,0
x 10%/L su imali oko 3 puta veéi rizik za nastanak teze forme COVID-19, dok koncentracija IL-6 >8
pg/L podiZe rizik oko 9, fibrinogena >3,5 g/L oko 2,5 a CRP >10 mg/) ¢ak 11 puta. Interesantno je da
u nasoj studiji nije dokazana prediktivna vrednost trombocitopenije za razvoj tezih formi COVID-19
Sto nije u skladu sa rezultatima drugih istrazivaca. Opste je prihvaceno da trombocitopenija ukazuje
na ozbiljnost 1 progresiju bolesti, a progresivni pad broja trombocita je znafajno povezan sa
povecanim mortalitetom COVID-19 pacijenata (189). Trenutno se spekuliSe da su mogu¢i mehanizmi
pomocu kojih SARS-CoV-2 moze da izaziva trombocitopeniju sledeci: 1 - oSte¢eno hematopoetsko
mikrookruzenje uzrokovano sistemskim zapaljenjem, citokinskom olujom, poviSenim IL-6, §to je
uobicajena pojava kod SARS-CoV-2 infekcije, Sto moZe da poremeti hematopoezu. 2 - SARS-CoV-
2 moze direktno da inficira hematopoetske maticne celije ili megakariocite preko ACE2, CD13 ili
CD66a, receptora kao 1 kod drugih infekcija koronavirusom koje izazivaju trombocitopeniju i 3 —
postojanje antivirusnih antitela koja unakrsno reaguju sa hematopoetskim ¢elijama 1/ili trombocitima,
npr. anti-adenovirus antitela, mogu unakrsno reagovati sa integrinom trombocita GPIIb/I1la 1 dovesti
do njihovog pada (44). Trombocitopenija se javlja uglavnom u teskim sluc¢ajevima COVID-19, kao
1 kod onih pacijenata sa smrtnim ishodom, prema rezultatima velike multicentri¢ne studije (192,193).
Pored limfopenije, znac¢aj markera inflamacije kao $to su CRP 1 IL-6 u razvoju tezih formi i prognozi
COVID-19 dobro je prepoznat u dosadasnjem toku COVID-19 pandemije. Stoga se u literaturi mogu
pronaci brojne studije koje su se bavile znacajem hematoloskih i inflamatornih markera u razvoju
tezih formi i prognozi COVID-19. Brojne studije pokazuju da su limfopenija i povisene vrednosti IL-
6 1 CRP u pozitivnoj korelaciji sa stepenom inflamacije, stepenom progresije, teZinom bolesti, kao i
njenom prognozom (187,191). Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima tih brojnih studija. U jednoj
studiji sprovedenoj na 139 pacijenata sa COVID-19 pronadene su smanjene vrednosti ukupnih
limfocita, CD3+ 1 CD4+ T-Celija, naivnih T-¢elija, T-¢elija centralne memorije i citotoksi¢nih Celija
prirodnih ubica (NK), a istovremeno dokumentovanopovecanje broja efektorskih T celija i1
efektorskih memorijskih T-Celija kod pacijenata sa teSkim COVID-19 u poredenju sa zdravim
kontrolama. Tezina SARS-CoV-2 infekcije uti¢e na podgrupe limfocita, Sto dovodi do smanjenja
memorijskih T ¢elija i NK ¢Celija, ali povecanja efektorskih T ¢elija u teSkim sluc¢ajevima (192). Sli€no
nasim rezultatima studija Zhang i saradnika je pokazala da je smanjen broj limfocita pri prijemu,
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posebno CD4+ 1 CD8+ T limfocita, bio najvazniji prediktor za progresiju 1 nepovoljan ishod bolesti
(193).

Velika meta-analiza Henri i saradnika, koja je obuhvatila oko 3400 pacijenata i ¢ak 33
laboratorijska parametra, pokazala je da pacijenti sa teSkom i fatalnom boles¢u imaju znacajno
povecan broj leukocita i smanjen broj limfocita i trombocita, kao i poveéane seruke vrednosti IL-6,
IL-10 i feritina u poredenju sa pacijentima sa lakSim formama bolesti (193). Druga meta-analiza
Huanga i saradnika sa ukupno 5350 pacijenata, pokazala je sli¢ne rezultate, odnosno govori u prilog
toga da su poviSeni serumski CRP, prokalcitonin, d-dimer i feritin povezani sa loSim ishodom kod
COVID-19 pacijenata (75). Vise studija je isto prijavilo da tokom progresije bolesti dolazi do
smanjenja broja limfocita, poviSenog odnosa neutrofil/limfociti (NLR), povecanja koncentracije
serumskog CRP-a, feritina, TNF, IL-6, IL-10, d-dimera, produZenja protrobinskog vremena
(64,116,195). Dobro je poznato da tokom zapaljenskih stanja u organizmu TNF i IL-6 pokrec¢u sintezu
CRP u jetri, dok IL-8 povecava regrutaciju neutrofila (73,190). Pored toga, I1L-6 aktivira neutrofile i
monocite §to dovodi do povecéane proizvodnje KSR (128). U isto vreme, KSR mogu da podignu nivoe
IL-6 dovodec¢i tako do nastanka zacaranog kruga citokinske oluje i oksidativnog stresa (129). To je
verovatno i jedan od razloga zaSto su visoki nivoi IL-6 tokom COVID-19 povezani sa visokom
stopom mortaliteta kod pacijenata lecenih u JIN (59,60). S druge strane, hematoloske promene nisu
primecene u znac¢ajnoj meri kod asimptomatskih, ili presimptomatskih pacijenata sa COVID-19. Kod
lak$ih slucajeva, hematoloSke promene su suptilne, ukljuc¢ujuéi uglavnom limfopeniju (196). Kod
teskih, kritiéno bolesnih pacijenata 1 onih sa citokinskom olujom prisutni su neutrofilija i limfopenija
(196). Pokazano je da je broj neutrofila od prediktivnog znacaja za klini¢ki ishod kod hospitalizovanih
pacijenata sa COVID-19, dok je odnos neutrofila i limfocita bio znac¢ajno povezan sa tezinom klinicke
slike i mortalitetom od COVID-19 (197, 198). Pored toga, studija Binsaleha saradnika bavila se
poredenjem vrednosti hematoloskih parametara na prijemu izmedu prezivelih i umrlih od COVID-
19. 1 ova istrazivacka grupa je pokazala da je kod umrlih od COVID-19 registrovana poviSena
vrednost neutrofila, niza vrednost limfocita i trombocita u odnosu na prezivele pacijente (198,199).
U studiji sprovedenoj od strane Mehri 1 saradnika pacijenati su podeljeni u grupe lecenih u intenzivnoj
nezi i pacijente leCene van intenzivne nege. Njihovi rezultati su pokazali da je SE, CRP 1 nivo feritina
u serumu je bio znacajno visi u grupi koja je leCena u JIN (200). Sli¢ne rezultate prijavljuju i Smail i
saradnici koji jer su pokazali da su vrednosti neutrofila, NLR CRP, feritina i d-dimera bile vece u
grupi kriti¢no obolelih u odnosu na grupu sa blazom klinickom slikom COVID-19 (187). Pored ove
studije 1 istraZivacka grupa Shakaroun i saradnika je pokazala da su nivoi feritina na prijemu imali
visoku prediktivnu vrednost za prijem u intenzivnu negu, potrebu za mehani¢kom ventilacijom i1
smrtnost u bolnici §to u grupi nasih pacijenata nije dobijeno (187,201). Pored toga, studija Taskin i
saradnika je identifikovala odnos feritin/albumin kao potencijalni parametar u odredivanju
mortaliteta kriticno bolesnih pacijenata od COVID-19 lecenih u intenzivnoj nezi (202). Studija
Urazova i saradnika ispitivala je znacaj novijih inflamatornih markera za prognozu COVID-19 (203).
Istrazivaci su utvrdili da su nivoi sekretorne fosfolipaze A2 (PLA2), IL-6, AST, CRP, LDH, IL-6, d-
dimera i feritina, kao 1 broj neutrofila, zna¢ajno povecani kod pacijenata sa blagim do teSkim COVID-
19 infekcijama. U navedenoj studiji, nivoi IL-6 bio je u pozitivnoj korelaciji sa nivoima AST, LDH,
CRP, d-dimera, feritina i brojem neutrofila. Povecanje nivoa PLA2 bilo je u pozitivnoj korelaciji sa
nivoima CRP, LDH, d-dimera i feritina, brojem neutrofila, a u negativnoj korelaciji sa brojem
limfocita. Utvrdeno je da visoki nivoi IL-6 i PLA2 znac¢ajno povecéavaju rizik od teSkog oblika i smrti
od COVID-19, pokazavsi tako da navedeni markeri mogu biti koriS¢eni kao rani prediktori
pogorsanja COVID-19 bolesti (203). U studiji Parange i saradnika procenjena je efikasnost
predvidanja ishoda COVID-19 na osnovu vrednosti CRP i nedavno objavljenih inflamatornih
modulatora novije generacije (kao $to su Soluble urokinase plasminogen activator receptor (SUPAR),
triggering receptor expressed on myeloid cells (TREM-1) i faktor rasta hepatocita (eng. Hepatocyte
growth factor - HGF)) i klasi¢nih biomarkera (IL-1b, IL-6, NLR, feritin, fibrinogen i LDH) kod
COVID-19 pacijenata (205). Utvrdeno je da pacijenti sa teSkom formom bolesti imaju viSe serumske
nivoe CRP, suPAR, sTREM-1, HGF i klasi¢nih biomarkera u poredenju sa blagim i umerenim
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slucajevima. U istoj studiji CRP je identifikovan kao najprecizniji pokazatelj teske bolesti Sto
odgovara naSim rezultatima, dok su se LDH, sTREM-1 i HGF pokazali kao odli¢ni prediktori
mortaliteta od COVID-19 (204).
Nasi rezultati su takode pokazali da su povisene serumske aktivnosti AST i LDH povezane
sa povecanim rizikom za razvoj teze forme COVID-19. Naime pacijenti sa AST >37 U/L bili su u
oko 2,5 puta, a LDH >227 U/L ¢ak u 5 puta vecem riziku od razvoja tezeg COVID-19. Rezultati
razlicitih studija takode prijavljuju znacaj biohemijskih markera oSte¢enja organa, poput AST i LDH,
tokom razvoja tezih formi COVID-19 (205,206). U skladu sa tim su i rezultati Bataljini i saradnika
koji su pokazali da su nizi broj limfocita i trombocita i vece vrednosti feritina, d-dimera, LDH i AST
pri prijemu korelirali sa tezinom klinicke slike pacijenata sa COVID-19 §to je u skladu sa rezultatima
naseg istrazivanja (207). Pored toga, velika meta-analiza sa ukupno 15.354 slu¢aja COVID-19
pokazala je da je poviSena aktivnosti LDH, povezana sa tezinom COVID-19 (207). U jednoj studiji
je utvrdeno da su uzrast, nivoi LDH i1 d-dimera znacajno visi u grupi pacijenata sa smrtnim ishodom
(208). COVID-19 moze direktno izazvati oste¢enje bubrega i jetre infekcijom celija, putem imunskog
odgovora domacina i poremecaja imunske tolerancije, vaskulitisa povezanog sa endotelom,
formiranjem tromba, poremecajem metabolizma glukoze ili hipoksijom tkiva. Kao posledica,
biomarkeri funkcije endotela, bubrega i jetre mogu pomoc¢i u otkrivanju ugrozenog organa, kao i
daljem lecenju pacijenata (207). Znacajno povisene serumske vrednosti LDH, kreatin kinaze (CK),
jetrinih enzima (AST 1 ALT), ukupnog bilirubina, uree 1 kreatinina na prijemu se obi¢no registruju u
teskim slucajevima i kod kriticno obolelih COVID-19 pacijenata (26). Patofiziologija lezije jetre u
sklopu COVID-19 jos nije u potpunosti obja$njena, ali je opisano da se poviSene vrednosti serumskih
transaminaza mogu videti u 14-53% sluc¢ajeva i da se ¢esce javljaju kod teskih oblika bolesti (210).
Mogu¢i mehanizmi koji mogu biti povezani sa oste¢enjem jetre tokom COVID-19 su: 1. imunoloski
posredovana upala; 2. direktan citotoksi¢ni efekat izazvan replikacijom virusa u hepatocitima; 3.
povreda jetre izazvana lekovima, kao $to su remdesivir, tocilizumab, hlorokin; i 4. reaktivacija
prethodno postojecih bolesti jetre (210).
Kada je u pitanju koagulacioni status, 50% naSih pacijenata imalo je poviSen d-dimer, dok je
37% imalo povisSen fibrinogen u trenutku prijema. U kontekstu COVID-19, dokumentovane su 1
kvantitativne 1 kvalitativne promene u cirkuliSu¢em fibrinogenu, kao i u svakom njegovom krajnjem
proizvodu (tj. monomeri fibrina, fibrinski polimeri (matrica) i proizvodi razgradnje fibrina) (211).
Interesantno je da su slicne promene u vrstama fibrinogena otkrivene 1 kod drugih
tromboinflamatornih bolesti, kao Sto su dijabetes, hipertenzija 1 gojaznost, a ova stanja bolesti su
najces¢i prate¢i komorbiditeti povezani sa COVID-19 (211). IzloZenost faktorima zivotne sredine,
kao S§to su zagadivaCi vazduha 1 puSenje, takode je povezana sa poremecajem fibrinogena i
pogorSanjem tezine COVID-19. Kod pacijenata sa COVID-19, poviSen cirkuliSu¢i fibrinogen
verovatno nije samo biomarker inflamacije 1 rizika od tromboze, ve¢ 1 doprinosi tromboembolijskim
dogadajima (211). Poremecaj koagulacije je dobro poznati sistemski efekat COVID-19 koji moZe da
potice od direktnog ili indirektnog uticaja virusa na endotel, ili imunoloSki posredovane tromboze.
Tokom COVID-19 dolazi do promena u koagulacionoj kaskadi, sa neravnotezom regulatornih
mehanizama koagulacije 1 fibrinolize, izmenjenom funkcijom trombocita 1 hiperinflamatornim
odgovorom. Najéesce opisani poremecaj u vezi sa koagulopatijom u sklopu COVID-19 je povecanje
nivoa d-dimera u plazmi. U naSoj studiji je polovina pacijenata imala povisen nivo d-dimera i bili su
u 1,5 puta ve¢em riziku za nastanak teze forme bolesti, ali bez dobijene statisticke znacajnosti, $to
nije u skladu sa ve¢inom objavljenih podataka u literaturi. Naime, poremecaj koagulacije 1 fibrinoliza
u pluénoj cirkulaciji 1 bronhoalveolarnom prostoru su verovatno vazni faktori u patogenezi ARDS-a
u COVID-19 (212). Kod teskih, kriticno bolesnih pacijenata i onih sa citokinskom olujom
registrovani su povisen d-dimer, produzeno PT i smanjen fibrinogen kao prediktori progresije bolesti
1 nezeljenog ishoda (196). Predlozena su tri stadijuma koagulopatije povezane sa COVID-19:
stadijum 1 koji pokazuje poviSen d-dimer, stadijum 2 pokazuje poviSen d-dimer zajedno sa blago
produzenim PT/INR 1 aPTT 1 blagom trombocitopenijom, 1 stadijum 3 sa kritichom boleSc¢u 1
laboratorijskim parametrima koji odgovaraju klasi¢nom DIK-u (213). U ovom kontekstu, d-dimer je
identifikovan medu prvim izmenjenim biomarkerima koagulacije u COVID-19 i pokazao se kao

37



prediktor smrtnog ishoda pri prijemu (214). Studije su pokazale povecanje koncentracije d-dimera 1
fibrinogena u ranim stadijumima COVID-19 bolesti §to je u saglasnosti sa nas§im rezultatima, a
povecanje nivoa d-dimera od 3 do 4 puta povezano je sa loSom prognozom (130,214). Pored toga,
osnovne bolesti kao Sto su dijabetes melitus, malignitet, mozdani udar i trudno¢a mogu izazvati
povecanje nivoa d-dimera kod pacijenata sa COVID-19. Stoga, odredivanje nivoa d-dimera i ostalih
parametara koagulacije tokom ranih stadijuma bolesti takode moze biti korisno u prognozi i terapiji
COVID-19 (214).

Slede¢i deo nasih rezultata se odnosi na povezanost polimorfizama gena za regulatorne i
kataliticke antioksidantne proteine sa tezinom klinicke slike COVID-19. Medu analiziranim
polimorfizmima gena, nismo nasli znaCajnu povezanost za nulte/varijantne genotipove: GSTM],
GSTT1, Nrf2 1rs6721961, GSTM3 rs1332018, GSTPI rs1695, GSTO! rs4925, GSTO2 rs156697,
SOD?2 rs481961, GSTM3 rs1332018 1 rizika za progresiju bolesti kada je redovna regresija
prilagodena polu, starosti, puSackom statusu. Medutim, nosioci varijantnog GPX3 alela
(GPX3*TC + CC), koji je povezan sa smanjenom ekspresijom intracelularnog enzima, imali su oko
2,5 puta veéi rizik od razvoja tezih oblika COVID-19 u poredenju sa nosiocima GPX3 referentnog
genotipa. Rezultati drugih istrazivackih grupa su pokazali da su SNP-ovi gena koji kodiraju GSTP1,
GSTM3, GSTO1 1 GSTO2 znacajno povezani sa podloznoséu za nastanak COVID-19, kao i
prognozom bolesti §to nije potvdeno u nasem istrazivanju (140,166). Naime, Cori¢ i saradnici su
pokazali da su osobe nosioci GSTPI*Val/Val (Ilel05Val rs1695) ili GSTPI*Val/Val (Alall14Val
rs1138272), kao 1 GSTM3*AA (C/A rs1332018) genotipova manje sklone razvoju COVID-19, dok
su Duki¢ 1 saradnici pokazali da su osobe nosioci GSTOI*AA 1 GSTO2*GG genotipova imale
znacajno povecan rizik od COVID-19 (140). Pored toga, istraZivacka grupa Sadata i saradnika je
pokazala da osobe sa GSTT-/- genotipom imaju pozitivnu korelaciju sa mortalitetom od COVID-19
(167). U studiji sprovedenoj od strane Ding i saradnika pokazana je povezanost izmedu GSTT] 1
GSTM1-nultih genotipova sa povecanim rizikom od fibroze plu¢a kod pacijenata sa hroni¢cnom
opstruktivnom boles¢u pluca, sto predstavlja jednu od vaznijih posledica COVID-19 (168). Nasi
rezultati su u suprotnosti sa studijom Abasa i saradnika sprovedenoj na populaciji domorodaca
Severne Amerike koja je izvestila da je u€estalost nultih alela GSTM1-/- 1 GSTT1-/- bila ¢es¢a kod
pacijenata sa teSkim oblikom COVID-19 u poredenju sa onima koji su imali blazu klinic¢ku sliku (44).
Nedavna poljska studija koju su sproveli Orlevska i saradnici. prijavljuje da je GSTP! Ile/Val genotip
povezan sa ve¢im rizikom od razvoja teskog oblika bolesti. Medutim, njihovi rezultati govore u prilog
toga da s GSTM1 1 GSTTI nulti genotipovi nemaju zna¢ajnu povezanost sa rizikom od razvoja teskih
oblika COVID-19, §to je u skladu sa rezultatima naSe studije (215). S druge strane, rezultati nase
studije su pokazali da osobe Zenskog pola sa GSTT/ nultim genotipom imaju § puta vecu Sansu da
razviju tezu formu COVID-19 bolesti u odnosu na Zenske osobe nosioce aktivnog genotipa. Ovo je,
prema nasem saznanju, prvi put da je sprovedeno istrazivanje koje je analiziralo znacaj GSTT!
polimorfizama kod Zena u prognozi COVID-19 1 respiratornim infekcijama uopste.

U plu¢ima, koja su prakti¢no neprekidno izloZena prooksidantnom okruzenju, razvili su se
razli¢iti mehanizmi za redukciju oksidativnog stresa, koji igraju znacajnu ulogu u respiratornim
bolestima kao §to su astma, hroni¢na opstruktivna bolest plu¢a (HOBP) i infekcije (216,217). U
pluénom parenhimu, GPX3 je eksprimiran unutar bronhijalnih epitelnih ¢elija i mezenhimalnih
fibroblasta, pretezno lokalizovanih duz bazalne membrane bronhijalnog epitela, endotela i
ekstracelularnog matriksa (156). Budu¢i da je GPX3 klju¢ni antioksidans u plu¢nom miljeu,
modulacija ekspresije GPX3 u patologiji respiratornog trakta i inflamatornim bolestima predmet je
velikog broja istrazivanja (218). U slucaju polimorfizama antioksidantnih izoenzima GPX i SOD
studija sprovedena od strane Jeroti¢ i saradnika pokazala je da je rizik od razvoja COVID-19 znacajno
smanjen medu nosiocima GPX3*TC + CC genotipa u poredenju sa nosiocima GPX3*TT genotipa
(153). Medutim, nasi rezultati govore u prilog tome da nosioci ovog varijantnog GPX3 rs8177412
alela imaju oko 2,5 povecan rizik za razvoj teZih oblika COVID-19 u odnosu na nosioce referentnog
GPX3 genotip. Medu osam poznatih GPX izoformi, GPX3 je jedina lokalizovana u vancelijskom
prostoru. Prisutan u plazmi, sluzi kao glavni antioksidantni enzim odgovoran za uklanjanje vodonik-
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peroksida 1 organskih hidroperoksida (155,219). Pojava polimorfizma unutar GPX3 gena
(rs8177412), dovodi do smanjenja transkripcije gena i posledi¢no do izrazitog smanjenja aktivnosti
GPX3 u plazmi (1,220,221). Ovo smanjenje aktivnosti GPX3 u plazmi kasnije doprinosi smanjenoj
neutralizaciji vodonik peroksida $to za posledicu ima razvoj ekstracelularnog oksidativnog stresa,
smanjenoj bioraspolozivosti azotnog oksida i stimulaciji aktivacije trombocita. Ovi aktivirani putevi
oksidativnog stresa negativno uti¢u na vaskularni endotel i pokreéu zapaljenske procese koji
doprinose patofiziologiji COVID-19 1 potencijalno progresiji ka tezim oblicima bolesti
(124,222,223). U prethodno navedenoj studiji Jeroti¢ i saradnika takode je pokazana povezanost
polimorfizama SOD2 rs4880 1 GPXI rs1050450 sa biohemijskim profilom COVID-19 pacijenata.
Naime, SOD2*Val alel bio je znacajno povezan sa povecanim nivoima fibrinogena i feritina, dok je
GPXI*Leu alel bio povezan sa viSim nivoima fibrinogena i d-dimera (153). Pored toga, studija Golabi
i saradnika bavila se aktivno$¢u GPX i SOD u serumu i oni su pokazali da ambulantno leceni pacijenti
sa COVID-19 imaju viSe aktivnosti SOD 1 GPX u odnosu na kontrole (160). S druge strane, sve je
viSe dokaza koji ukazuju da je supresija Nrf2 povezana sa COVID-19, mada nasi rezultati nisu
pokazali statisticki znacajnu povezanost ovog regulatornog antioksidantnog proteina sa rizikom za
nastanak tezih formi COVID-19. Nekoliko studija je pokazalo smanjenu ekspresiju Nrf2 kod
pacijenata sa COVID-19 §to je u suprotnosti sa naSim rezultatima (147,148). U revijalnom radu Vang
i saradnici izlozili su glavne uloge Nrf2 i mehanizme njegove antioksidantne zastite tokom COVID-
19 bolesti kao §to su antivirusna uloga Nrf2 (visoka aktivnost Nrf2 nakon infekcije ¢elije, Sto sugeriSe
da Nrf2 moze imati antivirusnu ulogu), stimulacija proizvodnje IFN tipa I, kao i regulacija ekspresije
HO-1 od strane Keapl/Nrf2 (146). Interesantno istrazivanje Jankauskas i saradnika bavilo se
poredenjem markera oksidativnog stresa izmedu prezivelih i umrlih od COVID-19 (224). Istrazivaci
u ove studije su izdvajali serum od pacijenata sa COVID-19 prilikom prijema u bolnicu i inkubirali
ove serume na primarnoj kulturi humanihendotelnih ¢elija, uporedujuci njihove efekte na stvaranje
KSR i peroksidaciju lipida. Njihovi rezultati su pokazali da serumi pacijenata koji nisu preziveli
COVID-19 dovode do povecanog stepena peroksidacije lipida na kulturi endotelnih celija (224).

Sve je veci broj istrazivanja koje se bave ulogom oksidativnog stresa u patogenezi dugotrajnog
COVID-a. Definicija post-COVID sindroma ili dugotrajnog COVID-a Svetske zdravstvene
organizacije je perzistiranje ili pojava novih simptoma tri meseca nakon inicijalne infekcije virusom
SARS-CoV-2 i koji traju najmanje dva meseca, pri ¢emu su iskljucene druge, alternativne dijagnoze
(94). U okviru post-COVID sindroma dokumentovano je preko 200 razli¢itih simptoma, koji mogu
znacajno da ometaju svakodnevne sposobnosti onih koji pate od ovog stanja. Procenjeno je da ¢e
najmanje 10% pacijenata koji preleze tezu klini¢ku sliku infekcije SARS-CoV-2 razviti neku formu
post-COVID sindroma. Ovo stanje karakteriSe raznovrstan spektar simptoma koji se multisistemski
prezentuju 1 to najceS€e na: respiratornom, kardiovaskularnom, muskuloskeletnom, neurolo§kom
sistemu 1 kozi (95). Smatra se da je oSteCenje endotela jedan od glavnih mehanizmima dugotrajnog
COVID-a. Prisustvo proinflamatornih medijatora dovodi do prokoagulantnog stanja, aktivacije
trombocita, tromboze i osteéenja vaskularne barijere (225). Promene u normalnoj funkciji
mitohondrija kompromituju funkciju epitelne barijere i povecavaju njenu propustljivost i podloznost
infekciji, Sto dodatno pogorSava zapaljenje, stvarajuéi zacarani krug izmedu mitohondrijalne
disfunkcije i oStecenja epitela i endotela. Smatra se da ovi navedeni procesi znac¢ajno doprinose
razvoju post-COVID sekvela (225).

Poremecaji na mitohondrijalnom nivou, ukljucujuéi anaerobnu glikolizu, metabolizam laktata
i formiranje KSR, moguca su objasnjenja za odrzavanje hroni¢nog zapaljenja i simptoma nakon
akutne COVID-19 (226). Inflamatorni markeri, kao §to su CRP, IL-6, IL-1b, IL-18, i TNF-a, klju¢ni
Ssu u procesima koji su povezani sa oksidativnim stresom, poput inflamacije, starenja i
imunosenesencije, ali i se njihove povisene vrednosti registruju i u sluc¢ajevima dugotrajnog COVID-
a (227, 228). Prema rezultatima studije Al-Hakeim i saradnika dugotrajni COVID je povezan sa
smanjenim antioksidantnim potencijalom, ukljucuju¢i smanjenu aktivnost GPX enzima 1
perzistentnim inflamatornim procesom blazeg stepena (174). Pored toga, Stufano i saradnici pokazuju
da je MDA u serumu bio je znacajno veci kod pacijenata ¢ak i nakon 4 meseca od prelezane COVID-

39



19 u poredenju sa zdravim kontrolama, §to pokazuje poremecaj redoks homeostaze tokom duzeg
perioda nakon akutne infekcije (175). Znacajna heterogenost dugotrajnog COVID-a otezava
proucavanje patofiziologije ovog stanja. Razvoj specificnih klinickih fenotipova dugotrajnog
COVID-a moze se delimi¢no objasniti specificnim genetskim varijacijama domacina, posebno u
genima povezanim sa oksidativnim stresom 1 zapaljenjem (138). Osobe koje nose genetske varijante
povezane sa izmenjenom redoks homeostazom sklonije su razvoju klini¢kih fenotipova povezanih sa
produzenim COVID-om. Ove genetske varijacije mogu dovesti do znacajnih individualnih razlika
koje ¢ine osnovu redoks homeostaze. Rezultati dosadasnjih genomskih studija pokazali su povezanost
20 genetskih lokusa sa podlozno$¢u za nastanak i tezinom klinicke slike COVID-19 bolesti, medu
kojima je najznacajniji 3p21.31 (228). Medutim, i dalje mnogo toga ostaje nepoznato u kontekstu
uticaja genetskih varijacija na dugotrajni COVID. Stoga smo se i mi u sklopu naseg istrazivanja bavili
povezanosti polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke antioksidantne protein sa rizikom za
nastanak post-COVID sindroma. U sklopu kardioloSkih manifestacija dugotrajnog COVID-a
znacajna disregulacija redoks homeostaze je moze biti povezana sa prethodno opisanim
polimorfizmima u genima koji kodiraju kataliticke 1 regulatorne antioksidantne proteine. To i
potvrduju rezultati studije ASanina i saradnika koji su pokazali da SOD2 rs4880, GPX1 rs1050450,
GPX3 rs8177412 i Nrf2 rs6721961 polimorfizmi uticu na individualnu osetljivost na pojavu sréanih
manifestacija u okviru post-COVID sindroma (229). Navedena studija je pokazala da nosioci
varijantnih GPX alela ¢eS¢e pokazuju izmenjene ehokardiografske parametre leve pretkomore 1 desne
komore, a nosioci varijantnog SOD?2 alela ¢es¢e imaju smanjenu sistolnu funkciju leve komore (229).
Pored toga rezultati istrazivacke grupe Siekacz i saradnika su pokazali da povisene vrednosti TNF-a
imaju dijagnosticku vrednost u predvidanju razvoja plu¢nih manifestacija post-COVID sindroma
(226).

Uloga neuroinflamacije u dugotrajnom COVID-u predmet je razli¢itih studija koje su
pokazale da abnormalni humoralni i ¢elijski imunski odgovori, sistemski inflamatorni markeri kao
Sto je IL-6 i autoantitela koja ciljaju na celijske receptore mogu igrati ulogu u sistemskim i
neuroloSkim manifestacijama dugotrajnog COVID-a (172,173). Prethodno navedeni dogadaji, kao
Sto su zapaljenje izazvano KSR i posledi¢no osteceni endotel koji dovodi do formiranja mikrotromba,
mogu uticati 1 na centralni nervni sistem, zbog perzistentne neuroinflamacije i pospesiti formiranje
imuno-endotelno-neuroloskog zacaranog kruga (137). Jedno od mogucih objaSnjena na pitanje
molekularne osnove izmenjenog endotela pericita, ili astrocita jeste oksidativni stres. Delovanjem
samog virusa moze do¢i do karakteristi¢ne genotipske ekspresije onih ¢elija koje uticu na ekspresiju
citoprotektivnih enzima 1 proteina zaduzenih za antioksidantnu zastitu, kao $to je kljuéni redoks-
senzitivni faktor transkripcije, Nrf2. Povecanjem brzine transkripcije putem Nrf2 dovodi do dalje
aktivacije citoprotektivnih gena za antioksidativne enzime kao S$to je glutamat-cistein-ligaza enzima
ukljucenog u u sintezu GSH, ¢ime se povecava njegova sinteza. Takode, Nrf2 suprimira NF-kB
signalnog puta i dovodi do nishodne regulacije NLRP3 inflamazoma (230). Studija Al-Hakeima 1
saradnika imala je za cilj da odredi da li je povezanost e poviSene telesne temperature 1 saturacije
kiseonikom tokom akutne faze SARS-CoV-2 infekcije i1 neuropsihijatrijskih post-COVID sekvela
posredovana neurotoksi¢no$c¢u koja je rezultat aktiviranih imunoinflamatornih puteva i oksidativnog
stresa. Istrazivaci ove grupe su pokazali da su najvazniji prediktori fizio-afektivnog poremecaja u
okviru post-COVID-a vrednosti serumskog kalcijuma, CRP, IL-1b, naprednih oksidativnih
proteinskih produkata 1 mijeloperoksidaza (231).

Rezultati naseg istraZivanja nisu pokazali da postoji znacajna povezanost polimorfizama gena
za regulatorne i kataliticke antioksidantne proteine 1 teZine klinicke slike tokom akutne COVID-19
bolesti na rizik za nastanak post-COVID mijalgije, jedne od neuroloskih sekvela post-COVID
sindroma. Istrazivacka grupa Ercegovac i saradnika se takode bavila neurolo§kim manifestacijama
post-COVID sindroma i njegovom vezom sa antioksidantnim genetskim profilom (177). Njihovi
rezultati su pokazali da su pacijenti sa GSTM-nultim genotipom 1 GPXILeu alelom imali oko dva
puta vecu Sansu da razviju simptome omaglice kod dugotrajnog COVID-a. Pored toga, prijavili su da
je prisustvo polimorfizma Nrf2rs672196 bilo povezano sa 50% vecom verovatnocom da ¢e do¢i do
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dugotrajnog kognitivnog ostecenja povezanog sa COVID-om (176). Poznato je da prisustvo virusa u
¢eliji dovodi do poremecaja redoks homeostaze i aktivira Nrf2 (144). Nrf2 rs6721961 SNP
pozicioniran je u ARE 1 uti¢e na vezivanje Nrf2 za ARE. Stoga, osobe koje nose homozigotni
varijantni AA genotip pokazuju nizi nivo Nrf2 informacione RNK, $to dalje dovodi do njegove
snizene ekspresije (176). Kada je u pitanju mijalgija, Ercegovac i saradnici. su prijavili da su osobe
koje su posedovale najmanje jedan alel GSTP/ABVal imale skoro dva puta smanjenu podloznost za
nastanak ovog neuroloskog simptoma (176). Ova istrazivacka grupa je takode pokazala da postoji
povezanost polimorfizama GPX/ i GPX3 i rizika za razvoj mijalgije povezane sa dugotrajnim
COVID-om, §to je slicno rezultatima dobijenim u nasoj studiji. Naime, nasi rezultati su takode
pokazali povecan rizik za razvoj mijalgije u sklopu neuroloskih sekvela post-COVID-a kod nosilaca
GPXI i1 GPX3 varijantnih genotipova, ali jos uvek na granici statisticke znacajnosti.
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6. ZAKLJUCCI

1. Nespecificni markeri inflamacije- broj limfocita i serumske koncentracije IL-6, CRP i fibrinogena
su povezani sa progresijom COVID-19

e Limfopenija <1,0 x10%/L nosi 3 puta veéi rizik od progresije u tezu formu COVID-19

e Koncentracija IL-6 >8 pg/L nosi 8 puta veci rizik od progresije u tezu formu COVID-19

e Koncentracija CRP >10 mg/L nosi 10 puta ve¢i rizik od progresije u tezu formu COVID-
19

e Koncentracija fibrinogena >3.5 g/L nosi oko 2 puta ve¢i rizik od progresije u tezu formu
COVID-19

2. Biohemijski markeri oSte¢enja organa - serumske aktivnosti AST i LDH su povezani sa
progresijom COVID-19
e Aktivnost AST >37 U/L nosi oko 2 puta veci rizik od progresije u tezu formu COVID-19

e Aktivnost LDH >227 U/L nosi oko 5 puta veci rizik od progresije u tezu formu COVID-
19

3. Polimorfizmi gena za regulatorne 1 kataliticke antioksidantne proteine (GSTM1, GSTT1, Nrf2
156721961, GSTM3 151332018, GPX3 rs8177412, GSTPI rs1695, GSTOI rs4925, GSTO2
15156697, SOD2 rs4880, GPXI rs1050450) ne predstavljaju nezavisan faktor rizika za progresiju
u tezu formu COVID-19

4. Polimorfizam GPX3 gena je povezan sa pove¢anim rizikom za razvoj tezih oblika COVID-19
kada je analiza prilagodena broju leukocita, limfocita i trombocita, vrednostima IL-6, CRP,
fibrinogena, feritina i1 koncentraciji d-dimera

e Nosioci GPX3 varijantnog genotipa (GPX3*TC + CC) imaju 2,42 povecan rizik za razvoj
tezih oblika COVID-19 u poredenju sa nosiocem GPX3 referentnog genotipa

5. Polimorfizam GSTT] gena je povezan sa pove¢anim rizikom za razvoj tezih oblika COVID-19
kod osoba Zenskog pola
e Osobe zenskog pola sa GSTTI-nultim genotipom imaju 8 puta veci rizik da razviju tezu
formu COVID-19 bolesti u odnosu na Zene nosioce GSTT-aktivnog genotipa.

6. Ne postoji znacajna povezanost polimorfizama gena za regulatorne i kataliticke antioksidantne
proteine i tezine klinicke slike tokom akutnog COVID-19 sa rizikom za nastanak post-COVID
mijalgije. Medutim, povecan rizik za razvoj mijalgije postoji kod nosilaca GPXI 1 GPX3
varijantnih genotipova, ali na granici statisticke znacajnosti.
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Nova saznanja o povezanosti antioksidantnog genetskog profila i odredenih laboratorijskih
parametara sa rizikom za nastanak tezih formi COVID-19 mogu da upotpune postojeca saznanja
iz patofiziologije COVID-19 bolesti, definisanjem uzro¢nih mehanizama koji objasnjavaju zasto
se kod nekih pojedinaca ispoljavaju teze manifestacije bolesti. Razumevanje uloge polimorfizama
gena proteina ukljucenih u redoks ravnotezu u patogenezi i prognozi toka COVID-19 je jedan od
vaznih faktora koji bi mogao da omoguci adekvatnu prevenciju, personalizovani terapijski pristup
1 prognozu.
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LISTA SKRACENICA

ACE2 eng. angiotensin 2 converting enzyme
AF alkalna fosfataza

Ag antigen

ALI eng. acute lung injury

ALT alanin aminotransferaza

APTT aktivirano parcijalno tromboplastinsko vreme
ARDS akutni respiratorni distres sindrom
ARE eng. antioxidant response element
AST aspartat aminotransferaza

BMI eng. body mass index

CAT katalaza

CDC eng. Center for disease control

CK kreatin kinaza

COVID-19 eng. coronavirus disease 19

CRP C-reaktivni protein

DAMP eng. damage-associated molecular pattern proteins
DIK diseminovana intravaskularna koagulopatija
DNK dezoksiribonukleinska kiselina
EDTA etilendiamintetrasiréetna kiselina
EUA eng. emergency use authorisation
GGT gama glutamat transferaza

GPX glutation peroksidaza

GSH glutation

GST glutation s transferaza

H>0O» vodonik peroksid

HBV Hepatitis B Virus

HCV Hepatitis C Virus

HGF eng. hepatocyte growth factor

HIV Virus Humane Imunodeficijencije
HOBP hroni¢na opstruktivna bolest pluca
INR eng. international normalized ratio
IFN interferon

IL interleukin

IRF eng. interferon regulatory factor
JAK janus kinaza

JIN jedinica intenzivne nege

Keap-1 kelch-like ech-povezan protein 1
KSR kiseoni¢ni slobodni radikali

LDH laktat dehidrogenaza

MDA malondialdehid

eng. essential viral recognition receptor melanoma differentiation-
MDAS associated protein 5



MERS-CoV
NAC
NADPH
NO

NLR

Nrf2

NSP
NF-kB

NK

ORF
PAMP
PCR
PCR-CTTP
PLA2

pO2

PT

RBD

RIG-I
RNK
RT-PCR
SARS-CoV
SARS-CoV-2
SIRS
sMAF

SNP

SOD

SpO2
suPAR
S7Z0

TAC

TLR
TMPRSS2
TNF-a
TREM-1
VUM

VOC

VOI

eng. middle east respiratory syndrome—related coronavirus
n-acetilcistein

eng. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
azot oksid

odnos neutrofila i limfocita

eng. nuclear factor erythroid 2-related factor 2
nestrukturni protein

eng. nuclear factor kappa B

eng. -natural killer

eng. open reading frame

eng. pathogen-associated molecular patterns

eng. polymerase chain reaction

engl. polymerase chain reaction with confronting two-pair primers

sekretorna fosfolipaza A2

parcijalni pritisak kiseonika

protrombinsko vreme

eng. receptor binding domain

eng. retinoic acid-inducible gene-i

ribonukleinska kiselina

eng. real-time polymerase chain reaction

eng. severe acute respiratory syndrome coronavirus
eng.severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
eng.systemic inflammatory response syndrome

mali protein muskuloaponeuroti¢nog fibrosarkoma
eng. single nucleotide polymorphism

superoksid dizmutaza

saturacija kiseonikom

eng. soluble urokinase plasminogen activator receptor
Svetska zdravstvena organizacija

eng. fotal antioxidant capacity

eng. toll-like receptor

transmembranska serin proteaza 2

faktor nekroze tumora alfa

eng. triggering receptor expressed on myeloid cells
eng. variants under monitoring

eng. variants of concern

eng. variants of interest
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