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SAZETAK

Uvod: Brojni faktori domacina, uklucuju¢i i geneticke polimorfizme, mogu uticati na
kompleksan mehanizam razlic¢itih infektivnih bolesti, poput COVID-19. Genotipizacijom
funkcionalnih polimorfizama relevantnih gena u izlozenim populacijama mogu se
identifikovati geneticki prediktori teske bolesti i smrtnog ishoda.

Cilj: Studija ima za cilj da utvrdi povezanost prisustva polimorfizama ACE2, IFNL3 i IFNL4
gena, kao i koncentracija SACE2, IFN-A3 1 IFN-A4 u serumu, sa tezinom bolesti i ishodom
COVID-19.

Ispitanici i metode: Ova opservaciona studija obuhvatila je 178 hospitalizovanih pacijenata sa
SARS-CoV-2 infekcijom. Genotipizacija polimorfizama ACE2, IFNL3 i IFNL4 izvrSena je
Real-Time PCR metodom, dok su serumski nivoi SACE2, IFN-A3 i IFN-A4 na prijemu odredeni
ELISA metodom.

Rezultati: Prisustvo varijantnog alela ACE2 rs2106809 kod Zena donosi 12 puta ve¢i rizik od
teske forme bolesti, ali i 10 puta manji rizik od kriti¢no teSke i smrtnog ishoda. Varijantni aleli
IFNL3 (rs8099917 i rs12980275) i IFNL4 (rs12979860 i rs368234815) smanjuju rizik od
umerene infekcije najmanje 5 puta. Prisustvo oba varijantna alela bilo kog ispitivanog IFNL4
polimorfizma smanjuje rizik od pneumonije kod Zena 29 puta i smrtnog ishoda za 93,6%. Sansa
za smrtni ishod veca je kod nosilaca varijantnog alela IFNL3 rs8099917. Nizi nivoi IFN-A3 i
visi nivoi sSACE2 u serumu pacijenata na prijemu ukazuju na povecan rizik od ozbiljnijih
klinickih manifestacija i smrtnog ishoda infekcije SARS-CoV-2.

Zakljucak: Polimorfizmi ACE2, IFNL3 i IFNL4, kao i serumske koncentracije SACE2 i IFN-
A3 na prijemu, povezani su sa tezinom i ishodom COVID-19. Genotipizacija ovih gena i
merenje serumskih nivoa njihovih produkata u ranim fazama infekcije mogu pomoc¢i u proceni
rizika od progresije bolesti i smrtnog ishoda.

Kljuéne rei: ACE2; IFNL3; IFNL4; COVID-19; SARS-CoV-2; tezina; ishod bolesti; zenski
pol



ABSTRACT

Introduction: Host factors, including genetic polymorphisms, impact the mechanisms of
infectious diseases such as COVID-19. Genotyping exposed populations for functional
polymorphisms of relevant genes might predict severe disease and fatal outcome.

Aim: This research explores the association of ACE2, IFNL3, and IFNL4 gene polymorphisms
and the SACE2, IFN-A3, and IFN-A4 serum levels with COVID-19 severity and outcome.

Participants and methods: This observational study included 178 hospitalized patients with
SARS-CoV-2 infection. Genotyping of ACE2, IFNL3, and IFNL4 polymorphisms was
performed by the Real-Time PCR method; serum levels of SACE2, IFN-A3, and IFN-A4 were
determined upon admission using the ELISA method.

Results: The variant allele of ACE2 rs2106809 in females indicates a 12-fold higher risk of
severe disease and a 10-fold lower risk of critical severity and fatal outcome. IFNL3 (rs8099917
and rs12980275) and IFNL4 (rs12979860 and rs368234815) variant alleles are associated with
at least a 5-fold reduced risk of moderate disease. Both variant alleles of any IFNL4
polymorphisms are linked to a 29-fold lower risk of pneumonia in females and a 93.6%
diminished risk of fatal outcome. The chance of a fatal outcome is higher in carriers of the
IFNL3 rs8099917 variant allele. Lower IFN-A3 and higher sACE2 levels in patients' serum at
hospital admission indicate an increased risk of severe and fatal SARS-CoV-2 infection.

Conclusion: ACE2, IFNL3, and IFNL4 polymorphisms, along with serum concentrations of
SACE2 and IFN-A3 upon hospital admission, correlate with the COVID-19 severity and
outcome. Genotyping these genes and measuring their product serum levels during the early
stages of infection could assist in assessing the risk of disease progression and fatal outcome.

Key words: ACE2; IFNL3; IFNL4; COVID-19; SARS-CoV-2; severity; outcome; females
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Savremeni zivot koji, izmedu ostalog, definiSu globalizacija, ¢eS¢a putovanja na daleke
destinacije 1 zivot u gusce naseljenim podru¢jima gde ljudi dolaze u blizi kontakt sa
zivotinjama, dramaticno povecava potencijal za brzo Sirenje novih zaraznih bolesti i pojavu
globalnih epidemija. Prema procenama Svetske zdravstene organizacije (SZO), pretece
infektivne bolesti predstavljaju ozbiljnu pretnju globalnoj zdravstvenoj bezbednosti danasnjice.
U svom izvestaju iz 2007. godine, SZO je upozorila da se infektivne bolesti pojavljuju brzinom
koja do sada nije videna. Od 1970-ih, otkriveno je oko 40 novih infektivnih bolesti [1]. Smatra
se da preteéi infektivni agensi ¢ine najmanje 15% svih humanih patogena prema izvestaju sa
10. Medunarodne konferencije o prete¢im infektivnim bolestima [2].

Pretece infektivne bolesti se definisu kao infektivne bolesti koje su se nedavno pojavile
u populaciji ili su prethodno bile prisutne, ali se njihova incidenca povecava ili ima tendenciju
ka povecanju. Pretece infektivne bolesti mogu izazvati novi infektivni agensi, poznati infektivni
agensi sa novim mehanizmom rezistencije na antibiotike, poznati infektivni agensi koji se Sire
na nova geografska podrucja ili populacije, ranije poznati agensi ¢ija je uloga u specifi¢nim
bolestima ranije bila neprepoznata, kao i ,,stari infektivni agensi koji su bili kontrolisani i ¢ija
je incidenca bolesti bila niska u proslosti, ali ubrzano raste [3]. Mnogo je faktora koji uticu na
pojavu novih zaraznih bolesti ili ponovnu pojavu ,,starih® zaraznih bolesti. Neki su rezultat
prirodnih procesa, kao $to je evolucija patogena tokom vremena, ali mnogi su rezultat ljudskog
ponasanja [4]. Faktori koji su doprineli ovim promenama su porast stanovniStva, migracija iz
ruralnih podru¢ja u gradove, medunarodni vazdusni saobracaj, siromastvo, ratovi i destruktivne
ekoloske promene usled ekonomskog razvoja i1 korisS¢enja zemljiSta. Jo§ jedan od faktora koji
moze dovesti do ponovne pojave pojedinih bolesti, a predstavlja i krucijalni javno-zdravstveni
problem, je pad opsega vakcinacije. Posebno mesto zauzima neracionalna primena antibiotika
koja je dovela do pojave mnogih multirezistentnih sojeva bakterija [4].

Krajem proslog veka uoceno je da su divlje Zivotinje rezervoar niza pretecih patogena
koji su se pojavili u humanoj populaciji. Tada je prihvacena Cesto predlagana hipoteza da vecina
prete¢ih patogena potice iz divljih Zivotinja 1 ,,preliva® se na humane domacine usled niza
ekoloskih, demografskih i socio-ekonomskih promena [5]. U nizu radova analizirana je baza
podataka svih poznatih slu¢ajeva humanih pretec¢ih patogena i potvrdeno je da su oko 60% svih
do sada prepoznatih infektivnih bolesti kod ljudi i ¢ak oko 70% pretecih infektivnih bolesti
zapravo zoonoze [6-8]. Daljom analizom azurirane verzije ove baze podataka utvrdeno je da se
ucestalost pojave pretecih patogena povecala, pri ¢emu se udeo onih koji su potekli iz divljih
Zivotinja znaéajno povecao tokom poslednje Cetiri decenije dvadesetog veka [8]. Slepi misevi
su prepoznati kao rezervoari velikog broja zoonotskih virusa, naro€ito onih koji predstavljaju
preteCe patogene za ljude sa visokom stopom smrtnosti, kao $to su paramiksovirusi Nipah i
Hendra, filovirusi, koronavirusi. Razumevanje zasto slepi miSevi ,,ugos¢uju‘ toliko zoonotskih
patogena koji izazivaju smrtonosne bolesti kod ljudi 1 kako dolazi do ,,prelivanja* sa slepih
miSeva na ljude je vazno da bi se kontrolisale ove, i mozda jo$ neotkrivene bolesti [5].

Virusi su visoko kotirani na listi patogena sa potencijalom za izazivanje pretecih
infektivnih bolesti. Konsenzusa o udelu virusa kao pretecih patogena u literaturi nema. Dok
jedni autori procenjuju da oko 44% pretecih infektivnih bolesti kod ljudi izazivaju virusi [6],
drugi tvrde da je taj udeo skoro upola nizi, odnosno 25%, zbog vrtoglavog porasta multi-
rezistentnih bakterija [8]. Ono u ¢emu se nau¢na zajednica slaze je da virusi sa genomskom
ribonukleinskom kiselinom (RNK) igraju centralnu ulogu kao novi prete¢i patogeni, zbog
njihove visoke stope supstitucije nukleotida, loSe sposobnosti ispravljanja greSaka tokom
replikacije 1, stoga, ve¢eg kapaciteta za prilagodavanje novim domacinima, ukljucujuci ljude
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[7]. Ovome svedoci veliki broj RNK virusa koji su sa svojih prvobitnih domacina, zivotinja,
probili barijeru vrste i1 prilagodili se ljudima u poslednjih Cetrdeset godina. Pored Ebole,
Marburga, Virusa humane imunodeficijencije 1 i 2 (engl. human immunodeficiency virus; HIV-
11 2), Nipah, Hendra, Menangle virusa i virusa Zapadnog Nila koji su se pojavili u humanoj
populaciji u proslom veku, tokom prve dve decenije 21. veka Covecanstvo se suocilo sa
pandemijom HINI gripa 1 dve epidemije izazvane clanovima familije koronavirusa:
koronavirusom koji izaziva teski akutni respiratorni sindrom 1 (engl. severe acute respiratory
syndrome coronavirus; SARS-CoV) i koronavirusom bliskoisto¢nog respiratornog sindroma
(engl. middle east resrpiratory syndrome coronavirus; MERS-CoV). Na pragu trece decenije,
jos$ jedan ¢lan iz familije koronavirusa paralisao je ¢itavu planetu [9].

U protekle gotovo tri godine, glavna, a ponekad i jedina, tema koja je zavladala
razgovorima na svim jezicima $irom sveta svela se u samo jednu re¢ "COVID-19“. Pandemija
uzrokovana novim korona virusom nazvanim SARS-CoV-2, promenila je zivote ljudi i njihove
navike, uvela ograni¢enja u svakodnevni zivot, i ¢itavom Covecanstvu u 21. veku donela
neizvesnost i novu dimenziju poimanja stvarnosti i brige o sopstvenom zdravlju. Zahvaljujuci
savremenim naucnim i tehnoloskim dostignué¢ima, koja su nasla svoju primenu u medicini,
omogucena je brza dijagnostika, kao i zbrinjavanje COVID-19 oboljenja. Pandemija COVID-
19 je katalizovala uspeSan razvoj veceg broja vakcina, do sada nevidenom brzinom. Uprkos
tome, Citav svet se i dalje suocava sa znacajnim brojem obolelih i teSkom klinickom slikom ove
bolesti. Korona virus je pokazao da nema sezonski karakter, da se veoma lako Siri sa jedne na
drugu osobu ukoliko se mere prevencije ne primenjuju. U svetu je, u trenutku pisanja ove
disertacije, do avgusta 2023. godine, zarazeno 769.806.130, a preminulo oko 6.955.497 ljudi,
dok je u Srbiji, zarazeno 2.545.186, a preminulo 18.057 ljudi [10].

Sve je otpocelo decembra 2019. godine u gradu Vuhan, u kineskoj provinciji Hubeji,
pojavom slucajeva teSke atipi¢ne pneumonije. Ve¢ 31. decembra 2019. godine SZO je izvestila
o klasteru slu¢ajeva pneumonije nepoznate etiologije u Vuhanu kod ljudi koji su bili povezani
sa lokalnom pijacom Zivotinja 1 morskih plodova. Nedugo zatim, kineski naucnici podelili su
sa svetskom nau¢nom zajednicom sekvencu genoma uzro¢nika ovih pneumonija, do sada
nepoznatog virusa koji pripada porodici koronavirusa. Ovaj novi virus je inicijalno nazvan
2019-nCoV (engl. novel coronavirus). Na sastanku odrzanom 30. januara 2020. godine, prema
Medunarodnim zdravstvenim propisima, SZO je epidemiju proglasila vanrednim stanjem za
javno zdravlje od medunarodnog znacaja jer se proSirila na 18 zemalja, od kojih su Cetiri
prijavile interhumani prenos. Dana 11. februara 2020. godine Medunarodni komitet za
klasifikaciju virusa doneo je odluku po kojoj se 2019-nCoV preimenuje u koronavirus koji
izazaziva teSki akutni respiratorni sindrom 2 - SARS-CoV-2, a SZO je bolest izazvanu ovim
virusom imenovala COVID-19. U ovom akronimu ,,CO* potice od re¢i korona (engl. corona),
,»VI“ od reci virus (engl. virus), ,,D” od reci bolest (engl. disease) i ,,19“ od godine u kojoj se
pojavio. Ekstremno brz porast broja slu¢ajeva COVID-19 i Siroka geografska distribucija, koji
se ogledaju u 118000 slucajeva u 114 zemalja i preko 4000 smrtnih sluc¢ajeva do pocetka marta
2020. godine, podstakla je SZO da proglasi globalnu zdravstvenu vanrednu situaciju. Konaéno,
11. marta 2020. godine je zvani¢no proglasio COVID-19 pandemijom [11].
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1.1. SARS-CoV-2 virus
1.1.1. Klasifikacija i poreklo virusa

SARS-CoV-2 je novootkriveni ¢lan porodice koronavirusa (Coronaviridae). Kao i
ostale viruse ove porodice, karakteriSe ga pozitivna, nesegmentirana, jednolancana
ribonukleinska kiselina koja ¢ini deo tubularnog nukleokapsida spiralne simetrije, unutar
omotaca poreklom od membrane endoplazmatskog retikulama. Naziv ,,koronavirus* poti¢e od
latinske reci ,,corona“ §to znaci ,.kruna“ ili ,,oreol®, a odnosi se na jedinstven izgled viriona
pod elektronskim mikroskopom: sa povrSine omotaca ,,Strée* glikoproteini u vidu Siljka koji
podsecaju na krunu ili solarnu koronu [12].

Koronavirusi pripadaju redu Nidovirales, a dele se na dve potporodice, od kojih je
Orthocoronavirinae od znacaja i broji Cetiri roda:

1. Alphacoronavirus (alphaCoV),

2. Betacoronavirus (betaCoV),

3. Deltacoronavirus (deltaCoV) i

4. Gammacoronavirus (gammacCoV).

Grubom podelom, alphaCoV i betaCoV primarno inficiraju sisare, dok se deltaCoV i
gammaCoV prevashodno susrecu kod ptica [12]. Koronavirusi su postali glavni uzro¢nici
preteéih respiratornih bolesti. Clanovi ove velike porodice virusa mogu izazvati respiratorne,
entericne, hepaticne i neuroloske bolesti kod razli¢itih zivotinjskih vrsta, ukljuc¢ujuéi kamile,
macke i slepe miSeve. Iz, do sada, nedovoljno poznatih razloga, ovi virusi imaju sposobnost da
predu barijere vrste 1 izazovu kod ljudi bolesti koje se kre¢u od obi¢ne prehlade do tezih bolesti,
kao $to su teski respiratorni sindromi MERS (engl. middle east respiratory syndrome) i SARS
(engl. severe acute respiratory syndrome). Do danas, identifikovano je sedam koronavirusa
sposobnih da inficiraju ¢oveka (engl. human coronaviruses; HCoV). Oni pripadaju rodovima
alphaCoV (HCoV-229E i HCoVNLG63) i betaCoV (HCoV-0OC43, HCoV-HKUL1, SARS-CoV-
1, MERS-CoV i SARS-CoV-2). Veéina ovih virusa kod imunokompetentnih osoba izaziva
prehlade, za razliku od SARS-CoV-1, MERS-CoV i SARS-CoV-2 koji daju respiratorne i
ekstra-respiratorne manifestacije razlicite tezine [12],

Filogenetickom analizom ustanovljeno je da novi ¢lan ove porodice, SARS-CoV-2,
pripada betaCoV rodu, podrod Sarbecovirus, zajedno sa SARS-CoV-1 i virusima srodnim
SARS-u pronadenim kod slepih miseva [13]. lako poreklo SARS-CoV-2 trenutno nije poznato,
gotovo je sigurno da je animalnog porekla, kao i njemu srodni virusi. Sekvenciranjem genoma
otkriveno je da SARS-CoV-2 i SARS-CoV-1 dele 79% homologije u nukleotidnoj sekvenci
[14]. SARS-CoV-2 deli visok stepen homologije genoma sa koronavirusima izolovanim iz
slepih miSeva u Kini. Preciznije, re¢ je o 96,2% homologije sa RaTG13 koronavirusom
izolovanog iz slepih miSeva vrste Rhinolophus affinis i 93,3% poklapanja sa genomom
RmYNO2 koronavirusa identifikovanog kod slepih miseva iz vrste Rhinolophus malayanus
[14]. Pored pomenutih virusa, otkriveni su i drugi koronavirusi slepih miseva srodni SARS-
CoV-2, sto ide u prilog hipotezi da su slepi miSevi rezervoar SARS-CoV-2. Medutim, pokazalo
se da homologija sekvenci SARS-CoV-2 i RaTG13 virusa u regionu koji kodira segment S
proteina za vezivanje za receptor na humanim ¢elijama (engl. receptor binding domain; RBD)
nije visoka koliko se oc¢ekivalo. RaTG13 ima samo jednu od klju¢nih aminokselina (rezidua
442) sa SARS-CoV-2 u RBD segmentu, tj. dele 89,2% homologije [15]. S druge strane, mnogo
veca sli¢nost, ¢ak 97,4%, pronadena je u RBD segmentu virusa koji inficira malajske pangoline
Manis javanica, sisare iz grupe ljuskavaca. Naime, ovaj virus poseduje identicne aminokiseline
u pet najvaznijih rezidua u RBD segmentu kao i SARS-CoV-2 virus. Zanimljivo je to da je
ukupna slicnost genomske sekvence ova dva virusa (92,4%) niza od one uocene kod
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koronavirusa iz slepih miseva [15]. Za razliku od slepih miseva, pangolini razvijaju klinicke
znake infekcije i histopatoloske promene. Takode, kod zarazenih pangolina mogu se detektovati
antitela koja unakrsno reaguju sa S proteinom SARS-CoV-2 virusa [16]. Na osnovu navedenih
¢injenica pretpostavlja se da su koronavirusi izlovani iz slepih miSeva potencijalni evolutivni
preci virusa, ali ne i direktni predak, jer iako se stepen slicnosti od 96-97% cini visokim, zahteva
nekoliko decenija evolucije. Pangolinima je, pak, dodeljena uloga potencijalnog prelaznog
domacina. Svakako, dokaza o poslednjem koraku prelaska virusa sa pangolina na ljude nema.
Poslednji objavljen izvestaj SZO koji opisuje moguce poreklo SARS-CoV-2 nije jasno
precizirao poreklo virusa i njegovu transmisiju na humanu populaciju [17].

1.1.2. Grada virusne partikule
Strukturu SARS-CoV-2 virusne ¢estice Cine Cetiri glavna strukturna proteina (slika 1):

povrsinski glikoprotein S koji nalikuje na Siljak (engl. spike; S),
membranski glikoprotein M (engl. membrane; M),

protein omotaca E (engl. envelope; E) i

nukleokapsidni protein N (engl. nucleocapsid; N).

NS

S protein

N protein

E protein

Slika 1. Struktura SARS-CoV-2 virusne Cestice. Shematski prikaz strukture (levo)
i elektronska mikrografija (desno)

S glikoprotein je najveci od Cetiri strukturna proteina SARS-CoV-2 virusa sa 1284
aminokiselina. Lokalizovan je na povrSini viriona i prominira iz fosfolipidnog omotaca za koji
je pri¢vrs¢en transmembranskim domenom. Prisutan je u formi homotrimera, tj. tri kopije
glikoproteina se medusobno povezuju i1 daju piramidalni oblik koji na elektronskim
mikrografijama lie na §iljke. Povr$ina homotrimera je gusto glikozilovana N-glikanima koji
imaju ulogu u zastiti virusa od pokretanja imunskog odgovora. S glikoprotein igra glavnu ulogu
u prvim fazama replikacionog ciklusa. Naime, ponasa se kao ligand kojim se virioni vezuju za
receptor na povrsini ¢elija domacina, u ovom slu¢aju angiotenzin-konvertujuéi enzim (engl.
angiotensin-converting enzyme; ACEZ2), a zatim indukuje ulazak virusa unutar éelije [18].

M protein je najzastupljeniji strukturni protein SARS-CoV-2 virusa. On definise oblik
virusnog omotaca i igra centralnu ulogu u sklapanju viriona, posto vec¢ina proteina stupa u
interakciju sa njim. Interakcija S i M proteina je neophodna za zadrzavanje S u intermedijarnom
odeljku endoplazmatskog retikuluma 1 Goldzijevog aparata 1 njegovu inkorporaciju u nove
virione. Vezivanje M i N proteina stabilizuje nukleokapsid i unutra$nje jezgro viriona. M i E
proteini koji ¢ine omotaC virusa i njihova interakcija je dovoljna za produkciju i sklapanje
partikula sli¢nih virusu [12, 19].
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E protein je najmanji medu strukturnim proteinima SARS-CoV-2 virusa (75
aminokiselina) i ugraden je u omotac virusa. Ipak, on igra vise uloga u replikacionom ciklusu.
Ovaj protein modifikuje membranu ¢elije domacina stvaraju¢i pore kroz koje virion moze da
napusti inficiranu ¢eliju. Odsustvo E proteina dovodi do formiranja nekompletnih i nezrelih
virusnih Cestica, uz posledi¢no znacajno smanjenje virusnog opterecenja, Sto istice znacaj E
proteina u sklapanju i sazrevanju viriona [12, 19].

N protein (419 aminokiselina) odgovoran je za pakovanje virusnog genoma u
ribonukleokapsid. U¢estvuje u modifikaciji ¢elijskih procesa i replikaciji virusa, kao i sklapanju
I kompletnom formiranju viriona. N protein obavija RNK genom, te tako formira spiralnu,
tubularnu strukturu. Ovaj spiralni nukleokapsid je okruzen virusnim E proteinom, koji je
povezan sa drugim strukturnim proteinima, kao §to su M i S proteini [12, 19].

1.1.3. Struktura i funkcija S glikoproteina

Ovaj protein pripada klasi I fuzijskih proteina i izgraden je od dve velike subjedinice S1
i S2. Subjedinicu S1 sa¢injavaju N-terminalni domen (engl. N-terminal domain; NTD), C-
terminalni domen -1 i -2 (engl. C-terminal domain-1;-2; CTD1 i -2) i domen Kkoji se vezuje za
receptor (RBD) koji igra esencijalnu ulogu u vezivanju virusa za ACE2 na ¢elijama domacina.
Druga subjedinica S2, odgovorna za proces fuzije tokom penetracije virusa u Celiju, takode
sadrzi nekoliko komponenti: fuzioni peptid (engl. fusion peptide; FP), heptapeptidne
ponavljaju¢e domene -1 i -2 (engl. heptad repeat -1;-2; HR-1 i -2), region centralnog heliksa
(engl. central helix; CH), transmembranski domen (engl. transmembrane domain; TM) i
citoplazmatski rep (engl. cytoplasmic tail; CT) [18].

Unutar RBD nalazi se region nazvan motiv vezivanja receptora (engl. receptor-binding
motif; RBM), koji predstavlja visoko varijabilnu strukturu S glikoproteina na nivou koje se
uspostavlja interakcija sa receptorom. Blago konkavna povr§ina RBM stupa u interakciju sa N-
terminalnim heliksom peptidaznog domena ACE2. Ova interakcija podrazumeva formiranje
vodoni¢nih veza, jonskih 1 hidrofobnih interakcija izmedu 17 rezudua na nivou RBM 1 20
rezidua sa ACE2 [20]. Pored glavne uloge u vezivanju za receptor, RBD je dominantna meta,
kako celularnog, tako i humoralnog imunskog odgovora. NeutraliSuca antitela na vise razli¢itih
epitopa RBD, nastala kao posledica infekcije ili vakcinacije, imaju visok neutraliSuci kapacitet
u in vitro testovima neutralizacije kako na nanomolarnom, tako i pikomolarnom nivou [21].

S glikoprotein u nativnoj formi figurira kao neaktivni prekursor S1 i S2 subjedinice, te
je za njegovo aktiviranje neophodna proteoliticka obrada. Za razliku od drugih poznatih korona
virusa, S glikoprotein SARS-CoV-2 virusa na spoju S1 i S2 subjedinice nosi polibaznu inserciju
sacinjenu od cetiri aminokiseline 682-Arg-Arg-Ala-Arg-685, poznatiju kao RRAR, koju
razlaze furin ili proteaze sli¢ne furinu, §to je i dokazano u vise studija s pocetka pandemije [22,
23]. Uzimaju¢i u obzir da je furin ubikvitarna proteaza, prisutan intracelularno u trans-Goldzi
mreZi, ekstracelularno na celijskoj membrani ili sekretovan u ekstracelularnom matriksu, S
glikoprotein se moze obraditi na nekoj od ovih lokacija i na taj nacin postati aktiviran pre ili
posle sastavljanja virusnih ¢estica [24]. NajceSce se proteoliticka obrada deSava unutar zarazene
¢elije, tokom morfogeneze virusa. Naime, u in vitro eksperimentima na Calu3 celijama
zarazenim SARS-CoV-2 virusom dokazano je da ¢elije oslobadaju oko 87,3% zrelih viriona sa
obradenim S1/S2 mostom [25]. Stoga, vecina zrelih virona nosi nekovalentno vezane S1 i S2
subjedinice S glikoproteina u prefuzijskom stanju.

Vezivanjem za ACE2 receptor na ¢elijama domacina, S glikoprotein podleze velikom
rearanzmanu strukture kao bi proces fuzije postao mogué¢. Shodno tome, uredenje strukture S
proteina podrazumeva dva stanja: prefuzijsko i postfuzijsko. U prefuzijskom stanju, S1
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fragment zauzima oblik latinicnog slova ,,V “, sa NTD na jednom kraku i RBD, CTD1 i CTD2
na drugom kraku, koji se pakuju umotavanjem po sve tri ose, skrivaju¢i S2 subjedinicu. Vec¢ina
polipeptidnih lanaca S2 subjedinice je gusto obmotana oko centralne navojnice koju ¢ine tri CH
regiona [26]. U prefuzijskom stanju, RBD moze zauzeti dve konformacije: zatvorenu, kada se
RBD nalazi u spustenom polozaju, zaklonjen susednim protomerama, §to onemoguéava
vezivanje za ACE2, i otvorenu, uz RBD u podignutom polozaju, koja pogoduje vezivanju
glikoproteina S za receptor na membrani domacina [26]. Tri RBD strukture unutar trimernog S
glikoproteina nisu sinhronizovane, tj. ne interreaguju sve tri istovremeno sa receptorom. Benton
1 saradnici ustanovili su da vezivanje RBD u otvorenoj konformaciji za ACE2 moze podstaci
konformacionu tranziciju drugih zatvorenih RBD kako bi bili dostupni. Prema tome, trimerni
S glikoprotein se moze vezati za jedan do tri ACE2, u zavisnosti od konformacije svakog
pojedina¢nog RBD-a [27].

Prelazak u postfuzijsko stanje inicira se disocijacijom nekovalentno vezane S1
subjedinice koju prate ireverzibilne konformacijske promene, neophodne za fuziju membrana.
Za to je potreban jos jedan korak proteolize na poziciji S2° na S2 subjedinici. Za cepanje S2°
mesta u najvecoj meri zaduzeni su enzimi transmembranska serinska proteaza 2 (engl.
transmembrane protease serine 2; TMPRSS2) na povrsini Celije ili katepsin L (engl. Cathepsin
L; CTSL) u endolizozomu nakon endocitoze [18]. Na ovaj nacin se S2 subjedinica izduzuje
prema membrani ¢elije domacina i oslobada se hidrofobni FP domen, koji se potom insertuje u
¢elijsku membranu. HR1 i HR2 stupaju u interakciju formirajuc¢i Sest spiralnih snopova koji
priblizavaju membranu virusa i ¢elije domacina, Sto rezultuje fuzijom membrana i ulaskom
virusa u ¢eliju [18].

1.1.4. Struktura genoma

Kao $to je prethodno pomenuto, genom SARS-CoV-2 virusa je u formi jednolancane,
linearne, pozitivne RNK (+RNK). Zahvaljuju¢i duzini RNK lanca, ubraja se u najve¢e RNK
viruse sa sekvencom koja sadrzi oko 30000 nukleotida, a kodira 9860 aminokiselina. Genom je
na 5 kraju dekorisan kapom od metilovanog guanozina, a na 3" kraju nosi poliadenilatni rep,
§to mu daje strukturu i funkciju zrele informacione RNK (iRNK) [28].

Genom virusa je organizovan u 16 otvorenih okvira ¢itanja (engl. open reading frames;
ORFs) oivi¢enih netranslacionim regionima (engl. untranslated region; UTR) na 5 i 3
krajevima (slika 2). Pocevsi od 5" kraja, dve tre¢ine genoma zauzimaju ORFla i ORF1b koji
kodiraju 16 nestrukturnih proteina (engl. non-structural protein; nsp), nspl-11 i nsp12-16. Na
prelazu izmedu ORFla i ORF1b nalazi se karakteristicna sekundarna struktura, pseudocvor
[29]. Ova struktura sastoji se od bar dve petlje pri ¢emu polovina jedne petlje interkalira izmedu
polovine druge petlje. Uplitanje RNK na ovaj nacin dovodi do delimi¢nog prostornog
preklapanja ORFla i ORF1b, §to ima za posledicu programirano pomeranje okvira Citanja
ribozoma (engl. programmed ribosomal frameshift; PRF). Dok se neki ribozomi zaustavljaju
nakon translacije poliproteina samo sa ORF1a regiona (nspl-11), pseudo¢vor uzrokuje da deo
ribozoma ,,sklizne* unazad za jedan nukleotid, zaobide stop kodon i sintetiSe poliprotein iz
celog ORF1lab regiona (nsp 1-10, 12-16). Efikasnost pomeranja okvira Citanja varira od 45%
do 70%, $to dovodi do priblizno dva puta vece ekspresije proteina kodiranih u ORF1a regionu
u odnosu na proteine iz ORF1b regiona [29]. Ovakva strukturna manipulacija omogucava
sintezu jednog od kljuénih nestrukturnih proteina nspl2, odnosno RNK-zavisne RNK
polimeraze (engl. RNK-zavisna RNK polimeraza; RdRp) [29]. Studije na koronavirusima
pokazale su da je optimalna stopa pomeranja okvira ¢itanja ribozoma kriti¢na tacka, te da male
razlike u procentu pomeranja dovode do dramati¢nih razlika u sintezi genomske RNK i
infektivnosti. Stoga su strukture koje omogucavaju pomeranje okvira Citanja isplivale kao meta
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za male molekule koji mogu uticati na brzinu ,.klizanja“ ribozoma u SARS-CoV-2 infekciji
[30, 31].
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Slika 2. Shematski prikaz organizacije genoma SARS-CoV-2 virusa.

Pored RdRp polimeraze, funkcije nestrukturnih proteina u replikaciji i transkripciji
virusa su uglavnom precizno definisane, a raspodela uloga je sledeca: nspl sprecava
degradaciju virusne RNK u ¢eliji domacina vezujuci se za 18S ribozomalne RNK blizu mesta
ulaska iRNK u kanal 40S subjedinice ribozoma; nsp2 interferira sa signalnim putevima celije
domacina; nsp3 i nsp5 su proteaze koje ucestvuju u postranslacionoj obradi poliproteina; nsp4
i nsp6 formiraju vezikule na endoplazmatskom retikulumu u kojima se odvija replikacija; nsp7
I nsp8 su pomo¢ni faktori RARp; nsp9 je protein koji se vezuje za RNK; nsp10 je kofaktor nspl14
i nspl6; nspll je protein sa nepoznatom funkcijom; nspl3 je helikaza; nspl4 je 3'-5’
egzoribonukleaza i guanozin-N7-metiltransferaza za formiranje RNK kape; nsp15 je uridin-
specificna endoribonukleaza i antagonista interferona; nspl6 je 2'-O-metiltransferaza za
formiranje kape genomske RNK [32].

Preostala jedna tre¢ina genoma na 3" kraju nosi informacije za transkripciju strukturnih
proteina (S, M, E i N) [28]. Izmedu ORF-ova koji determiniSu strukturne proteine smesten je
set manjih ORF-ova (ORF 3a/b, ORF6, ORF7a/b, ORF8, ORF9b/c i ORF10) koji kodiraju
akcesorne proteine. Funkcija ovih proteina jo$ uvek nije u potpunosti rasvetljena. Nekolicina je
temeljno ispitana, pa se, na primer, zna da ORF6 blokira pokretanje apoptoze, kao i da je
antagonista interferona. Stoga, pretpostavlja se da 1 ostali pomo¢ni proteini imaju jedinstvene
uloge u odbrani od mehanizama urodene imunosti pokrenute na pocetku infekcije [28].

1.1.5. Replikacioni ciklus virusa

Kako bi inficirali ¢eliju, koronavirusi koriste receptore na povrsini ¢elija domacina, €iji
obrasci ekspresije determiniSu tropizam virusa. Isporuka u ¢eliju i translacija velikog RNK
genoma pokrece ciklus citoplazmatske replikacije koji integriSe izuzetan niz strategija za fino
podesavanje ekspresije virusnih gena i na translacionom i na transkripcionom nivou. Uzastopni
koraci koji na kraju dovode do oslobadanja virusnih kopija su koordinisani vremenski i
prostorno i u velikoj meri se oslanjaju na infrastrukturu i metabolizam ¢elije domacina.

Tokom prve faze replikacionog ciklusa - adsorbcije virusa za Celije domacina, S
glikoprotein, u ulozi liganda, stupa u interakciju sa ACE2 proteinom na ¢elijama domacina, kao
receptorom. Priblizavanjem viriona ciljnim c¢elijama S glikoprotein prelazi u otvorenu
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konformaciju, u kojoj se najmanje jedan od tri RBD segmenta S1 subjedinice nalazi u
uspravnom polozaju. RBM delovi RBD segmenta stupaju u nekovalentnu interakciju sa
peptidaznim domenom ACE?2 receptora [12].

Po ostvarivanju veze sa ACE2 receptorom, nastupa faza penetracije. Kako bi se
realizovao ovaj proces neophodna su dva proteoliticka cepanja S proteina: na nivou S1/S2
mosta, koji preseca furin pre izlaska virusa iz zarazene Celije, 1 na S2° poziciji posredstvom
TMPRSS?2 ili CTSL proteaza. Virus moze uéi u ¢éelije domacina na dva nacina: ili fuzijom
fosfolipidnog omotaca virusa sa ¢elijskom membranom domacina ili procesom endocitoze.
Nacin kojim ¢e virus uéi u ¢eliju domacina zapravo odreduje Celijska distribucija TMPRSS2
[33]. Ukoliko ciljne ¢elije eksprimiraju TMPRSS2, proteolitiCka obrada S glikoproteina se
zavrS$ava na ¢elijskoj membrani, a virus za vrlo kratko vreme prodire unutar ¢elije putem fuzije
omotaca virusa sa membranom celije domacina. U scenariju kada ciljna ¢elija nedovoljno ili
uopste ne eksprimira TMPRSS2, vezivanjem virusa za ACE2 pokreée se proces endocitoze
posredovan klatrinom. Neposredno po pripajanju virusa za receptor, na ¢elijskoj membrani se
pojavljuje invaginacija, za ¢iju je citoplazmatsku stranu vezan klatrin. Postepenim
konformacionim promenama, Klatrin od invaginacije pravi vezikulu koja se odvaja od
membrane, tj. rani endozom. U citosolu se rani endozom sa internalizovanim SARS-CoV-2
virusom spaja sa lizozomom, formiraju¢i kasni endozom. U ovakvoj sredini niske pH vrednosti
CTSL sece S2 subjedinicu na S2° mestu, $to oslobada fuzioni peptid i vodi fuziji virusnog
omotaca i endozomalne vezikule [33]. Nedavno objavljena studija ustanovila je da pored
ekspesije TMPRSS2 na put ulaska virusa u ¢eliju, utice i pH vrednost sredine. Naime, proces
fuzije je favorizovan u uslovima kiselije sredine sa pH vredno$¢u oko 6,8 u prisustvu
TMPRSS2, poput nazalne sluznice, dok se proces endocitoze odvija na pH > 6,8 bez obzira na
ekspresiju TMPRSS2 [34]. Ishod bilo kog od puteva penetracije je isti - ribonukleokapsid se
oslobada u citoplazmu ¢elije domacina.

Dekapsidacijom u citoplazmi oslobada se +RNK koja ujedno ima ulogu funkcionalne
1RNK. Neposredno potom, otpocinje proces translacije nestrukturnih proteina, takozvanih ranih
proteina. Na ribozomima hrapavog endoplazmatskog retikuluma prevode se ORFla i ORF1b,
a kao produkti nastaju poliprotein 1a (engl. polyprotein la; ppla) i poliprotein 1ab (engl.
polyprotein 1ab; pplab). Ova dva poliproteina se dalje autokatalitickom razgradnjom, pomocu
proteaza nsp3 i nsp5, cepaju na 16 nsp, koji zajedno moduliraju ili direktno sprovode proces
replikacije [12].

U slede¢em koraku, formiraju se specijalizovane vezikule u kojima se odigrava
replikacija 1 transkripcija RNK. Vezikule nastaju preuredenjem membrane hrapavog
endoplazmatskog retikuluma posredstvom prethodno sintetisanih proteina. Naime, proteni
nsp4 i nsp6 se ugraduju u njegovu membranu hidrofobnim domenima i nedovoljno jasnim
mehanizmom formiraju vezikule sa dvostrukom membranom (engl. double membrane vesicles;
DMVs). DM Vs obezbeduju fizicko odvajanje RNK od senzora u citoplazmi kako bi se izbegao
urodeni imunitet domacina. Unutar DMVs sklapa se replikaciono-transkripcioni kompleks
(engl. replication-transcription complex; RTC), struktura sastavljena od enzima koji
omogucavaju sintezu genomskih RNK i subgenomskih RNK. Sacinjen je od proteina nsp12-
16, od kojih polimeraza RdRp (nsp12), kao nosilac klju¢ne uloge u sintezi RNK, sa tri pomo¢ne
jedinice: jednog nsp7 i dve kopije nsp8, formira jezgro RTC kompleksa. RTC kompleks je
ukljucen u dva procesa - replikacija genoma i diskontinuirana transkripcija seta subgenomskih
RNK. U prvom procesu, vezivanjem RTC kompleksa za 3° kraj +RNK otpocinje sinteza
komplementarnog -RNK lanca pune duzine koji se, zatim, koristi kao matrica za sintezu +RNK
genoma novih virusnih ¢estica. U drugom procesu, tokom sinteze negativnog lanca, RARp pravi
prekide Cije je mesto determinisano prisustvom sekvenci za regulaciju transkripcije (engl.
transcription regulatory sequence;TRS). TRS su lokalizovane na 5° kraju +RNK i izmedu
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sekvenci koje kodiraju strukturne 1 akcesorne proteine. Kao rezultat diskontinuirane
transkripcije, nagraduje se 6-9 lanaca -RNK razli¢ite duZine, tj. subgenomskih -RNK,
komplementarnih sekvencama koje kodiraju strukturne i akcesorne proteine. Ove subgenomske
-RNK dalje sluze kao Sablon za transkripciju subgenomskih +RNK [12, 28].

Funkcionalno gledano, novosintetisane subgenomske +RNK su iRNK koje nose
informacije za sintezu kasnih proteina - strukturnih proteina S, M, E i N, i akcesornih proteina.
Proces translacije S, M i E proteina odigrava se na ribozomima hrapavog endoplazmatskog
retikuluma i oni ostaju insertovani na povrSini njegove membrane. Drugi virusni proteini,
ukljcujuéi N protein, sintetiSu se na ribozomima u citoplazmi ¢elije domacina [12].

Sklapanje SARS-CoV-2 virona konvergira u intermedijernom kompartmanu
endoplazmatskog retikuluma i Goldzijevog aparata (engl. endoplasmic reticulum—Golgi
intermediate compartment; ERGIC), koji je strukturni, ali i funkcionalni deo endoplazmatskog
retikuluma. Proteini iz endoplazmatskog retikuluma sekretornim putevima dospevaju do
membrane ERGIC odeljaka. M protein usmerava gotovo sve protein-protein interakcije
potrebne za sklapanje koronavirusa. M protein, zajedno sa E proteinom, pomaze u formiranju
Cestica sli¢nih virusu. Ova dva proteina funkcioniSu zajedno u stvaranju omotaca koronavirusa.
U meduvremenu, N protein u citoplazmi oblaze genomsku RNK i formira spiralni
ribonukleokapsid. Interakcijom M i N proteina stabilizuje se unutrasnje jezgro i formira virusna
Cestica. Finalni korak u sklapanju viriona je stabilizacija i N-glikozilacija trimernog S proteina
[12].

Novoformirani virioni dospevaju do GoldZijevog aparata i trans Goldzi mreze
sekretornim putevima, gde se S glikoprotein furinskom proteolizom deli sa S1 i S2 subjedinicu.
U poslednjem koraku replikacionog ciklusa, zreli vironi se transportuju vezikulama do celijske
membrane i oslobadaju se iz ¢elije procesom egzocitoze [12].

1.2. COVID-19
1.2.1. Imunopatogeneza COVID-19

Transmisija SARS-CoV-2 virusa odvija se direktnim kontaktom, putem aerosola ili,
znacajno rede, feko-oralnim putem [35]. Stoga, ulazna vrata SARS-CoV-2 virusa predstavljaju
nazalne i nazofaringealne epitelne Celije gornjih partija respiratornog trakta, ali i epitel creva.
Posledi¢no, primarna replikacija virusa se odigrava u ovim epitelnim ¢elijama po ulasku virusa
posredstvom ACE2 receptora. Imunski sistem domacina se aktivira kada bilo koji patogen, u
ovom slucaju virus, ude u Celije (slika 3). Rani i efikasni, antigen nespecifi¢ni urodeni imunski
odgovor igra klju¢nu ulogu u pocetnom ograni¢avanju replikacije virusa, kao i1 u eliminaciji
virusa u gornjim partijama respiratornog trakta [36-38]. Prisustvo virusa detektuju kako
zarazene epitelne Celije, tako 1 Celije urodene imunosti koji prepoznaju molekulske obrasce
patogena (engl. pathogen-associated molecular pattern; PAMP) preko sistema receptora za
prepoznavanje obrazaca (engl. patern recognition receptor; PRR). Naime, u zarazenim
¢elijama dvolancani intermedijeri RNK, nastali u procesu replikacije, se prepoznaju senzorima
u citoplazmi kao $to su gen I indukovan retinoi¢cnom kiselinom (engl. retinoic acid-inducible
gene I; RIG-1) i protein 5 asociran sa diferencijacijom melanoma (engl. melanoma
differentiation-associated protein 5; MDAS), a u imunskim ¢elijama, prevashodno dendritskim
¢elijama i makrofazima, virusna RNK se detektuje u endozomu putem receptora sli¢nih Tolu
(engl. Toll-like receptor; TLR) TLR3, TLR7 i TLRS8. Nakon angaZovanja ovih PRR,
nishodnom signalnom trasdukcijom u ovim celijama aktivira se transkripcija glavnih
antivirusnih medijatora, interferona (engl. interferon; IFN) tip 1 i tip Ill. Pored interferona,
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aktivirani makrofazi i dendritske ¢elije produkuju citokine - interleukine (engl. interleukin; IL)
IL-1B, IL-6, IL-8, IL-12 i faktor nekroze tumora alfa (engl. tumor necrosis factor alpha; TNF-
a), ¢ime promoviSu lokalni i sistemski inflamatorni odgovor [36-38]. Zarazene Ccelije,
eksprimiraju¢i virusne antigene u sklopu sopstvenih molekula glavnog kompleksa
histokompatibilnosti (engl. major histocompatibility complex; MHC) | klase, laka su meta za
éelije-ubice (engl. natural killer; NK), koje ih na taj nadin prepoznaju i ubijaju. Stavise, NK
¢elije odgovaraju na IL-12, proizveden u aktiviranim makrofazima, i lu¢e IFN-y koji zauzvrat
dodatno aktivira efektorske mehanizme makrofaga. Citopatogeni efekti virusa i mehanizmi
urodene imunosti indukuju smrt inficiranih ¢elija iz kojih se oslobadaju molekulski obrasci
oste¢enja (engl. damage-associated molecular patterns; DAMP). Nagomilavanje DAMP
molekula dodatno stimulise produkciju proinflamatornih citokina i hemokina u makrofazima i
dendritskim éelijama [37, 38]. Celije urodenog imuniteta pobuduju mehanizme adaptivnog
imunskog odgovora u lokalnom limfoidnom tkivu nekoliko dana nakon infekcije. Naime,
profesionalne antigen-prezentujucée éelije, prvenstveno dendritske Celije, prezentuju virusne
antigene u sklopu MHC molekula I i II klase naivnim T limfocitima. Na ovaj nacin se T
limfociti aktiviraju 1 diferenciraju u efektorske Celije: citotoksicne T CD8+ limfocite (engl.
cytotoxic T lymphocytes; CTL) koji direktno ubijaju inficirane ¢elije; i pomoénicke T CD4+
limfocite (engl. T helper; Th) koje kroz produkciju IFN-y stimuli$u fagocite, NK ¢elije i CTL,
ali i aktiviraju B limfocite, promoviSu promenu klase i sazrevanje afiniteta antitela [38].
Pravovremena i brza koordinacija urodene i adaptivne imunosti u gornjim partijama
respiratornog trakta vodi do eliminacije uzro¢nika uz blage klinicke simptome.
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Slika 3. Shematski prikaz imunopatogeneze COVID-109.

U alternativnom scenariju, kada SARS-CoV-2 virus opstaje na ulaznim vratima zbog
spore aktivacije odbrambenih mehanizama, kao i sposobnosti virusa da raznolikim strategijama
prevazide rane antivirusne mehanizme, virus se diseminuje distalno, u niZe partije respiratornog
trakta. U pluénom parenhimu, virus inficira alveolarne epitelne ¢elije, primarno pneumocite tip
I1, i dovodi do njihove smrti apoptozom i piroptozom. Smrt alveolarnih epitelnih ¢elija dalje
uzrokuje oslobadanje DAMP molekula i aktivaciju alveolarnih makrofaga. Sinergisticki,
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pneumociti tip 11 i alveolarni makrofazi produkuju ¢itav spektar medijatora: IL-1p, IL-6, IL-8,
IL-12, TNF-a, IFN-A, IFN-B, CXCL-10, MCP-1 i MIP-1a koji privlace neutrofile, monocite,
CD4+ 1 CD8+ T limfocite [39]. Pod dejstvom IL-1pB i TNF-a i infekcije SARS-CoV-2 virusom
endotelne celije krvnih sudova se aktiviraju, a vaskularno korito plu¢a postaje veoma
propustljivo. Pride, aktivirane endotelne celije, sa eksprimiranim selektinima, podsti¢u
regrutaciju neutrofila iz cirkulacije i njihovu ekstravazaciju u pluéni parenhim [40]. Uticaju
proinflamatornog miljea podlezu i trombociti koji se u pluénoj cirkulaciji aktiviraju, te i sami
postaju izvor medijatora inflamacije. Pored toga, trombociti sa neutrofilima formiraju
komplekse, podsticu formiranje ekstracelularnih klopki neutrofila (engl. neutrophil
extracellular traps; NET), Sto sinergisti¢ki dovodi do poveéane sekvestracije trombocita i
neutrofila u malim krvnim sudovima pluca [40]. Prevashodno dejstvom imunskog odgovora,
ali i manjim udelom citopatogenog efekta SARS-CoV-2 virusa, dolazi do odumiranja
pneumocita tipa 11, smanjene produkcije surfaktanta i kompromitovanja razmene gasova na
nivou alveolarno-kapilarne membrane [41]. U 5% inficiranih pacijenata, respiratorna
disfunkcija progredira do akutnog respiratornog distres sindroma (engl. acute respiratory
distress sindrome; ARDS) [42]. Naime, u uslovima prolongirane imunske aktivacije bez
inhibitorne povratne sprege, imunski odgovor ulazi u zacarani krug oSte¢enja tkiva imunskim
mehanizmima, konstantnog oslobadanja DAMP molekula koji stimuliSu sintezu velikog broja
razli¢itih citokina, ukljuéujuc¢i IFN-y, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a IL-2, IL-7, IL-10, GM-
CSF, TGF-B, i hemokina CCL2, CXCL9, CXCL10, MCP-1i MIP-1a, i njihovo oslobadanje u
sistemsku cirkulaciju [39]. Ova ekscesivna produkcija citokina predstavlja hiperinflamatorno
stanje, poznatije kao citokinska oluja. Pomenuti citokinski milje dalje mobiliSe neutrofile,
monocite, CD4+ 1 CD8+ T limfocita koji migriraju u pluéni parenhim, ¢ime se produbljuje
njegovo ostecenje. Dodatno, povecava se propustljivost krvnih sudova pluca, §to za rezultat ima
pojavu edema. Iscrpljivanje fibrinolitickog sistema uzrokuje nagomilavanje fibrina u krvnim
sudovima pluca, zatim, ekstravazaciju fibrina u lumen alveola sa posledi¢nim formiranjem
hijalinih membrana koje predstavljaju jednu od glavnih odlika ARDS-a [41]. Paralelno sa
sistemskom hiperinflamacijom, pogorSava se difunkcija endotela krvnih sudova koja uvodi u
hiperaktivaciju koagulacione kaskade. Ovaj dogadaj u kombinaciji sa aktiviranim neutrofilima
i trombocitima, i oslobodenim NET-ovima predisponira formiranje mikrotrombova na nivou
plu¢a. Medutim, disfunkcija endotela 1 tromboza u teSkom COVID-19 nije ograni¢ena samo na
pluénu vaskulaturu. Prokoagulantno stanje uzrokuje diseminovanu intravaskularnu koagulaciju
koja pogada sve sisteme organa i, u krajnjoj liniji, dovodi do disfunkcije multiplih organa (engl.
multiple organ disfunction; MODS) [40].

Imunopatoloski dogadaji u teskom COVID-19 rezultat su disfunkcije imunskog
odgovora na vise nivoa. SARS-CoV-2 je vest u izbegavanju prepoznavanja na nivou urodenog
imunskog odgovora i supresiji indukcije interferona tip I i tip Ill, kroz ekspresiju brojnih
virusnih proteina koji blokiraju ove puteve [43]. Shodno tome, nizi nivoi interferona tip I i tip
III se detektuju u plu¢ima ili perifernoj krvi osoba zarazenih SARS-CoV-2 u poredenju sa
drugim respiratornim virusima [44]. S druge strane, produzeno lu¢enje IFN korelira sa loSijim
ishodima bolesti [45]. COVID-19 je prac¢en znac¢ajnim padom broja imunskih ¢elija, poput NK
¢elija [46]. Pored toga, kod COVID-19 pacijenata sa teSkom pluénom inflamacijom NKG2
marker na NK ¢elijjama i citotoksi¢nim T limfocitima je znacajno povecan i korelira sa
funkcionalnim oSteCenjem, $to ukazuje na progresiju bolesti [47]. Poveéan broj neutrofila u
kombinaciji sa limfopenijom i posledicnim povecéanjem odnosa neutrofila i limfocita je
prognosticki faktor za teske slucajeve [48]. Istovremeno, deplecija dendritskih ¢elija oteZava
indukciju adaptivnog imunskog odgovora. Posledi¢no, kod teskih slucajeva COVID-19
zabeleZeno je povecanje broja naivnih i smanjenje memorijskih T limfocita [49]. Takode, broj
CD4+ 1 CD8+ T i B limfocita zna€ajno je smanjen kod pacijenata sa teSkom formom COVID-
19 [48, 50, 51]. lako su neutrofilija i oste¢enje broja i funkcije limfocita kod pacijenata sa

12



Doktorska disertacija Uvod

COVID-19 dobro opisani, dostupno je manje podataka o dendritskim ¢elijama i monocitima.
Kada je re¢ o monocitima, opisane su promene u aktivacionom statusu i morfologiji monocita
u teSkim slucajevima, tj. identifikovane su dve populacije monocita koji luce IL-6, IL-10, TNF-
o sa visokim FCS"9" [52] i SSCM9" [53] parametrima. Deplecija plazmocitoidnih dendritskih
¢elija je takode opisana medu teskim slucajevima [54].

1.2.2. Klini¢ke manifestacije i tok bolesti

COVID-19 se kod odraslih, adolescenata i dece klasifikuje prema smernicama SZO u
Cetiri kategorije tezine bolesti: blaga, umereno teska, teska i kriti¢no teSka. Osnovni kriterijumi
za klasifikaciju su zasnovani na statusu ventilacije i oksigenacije, radioloskim nalazima na
plué¢ima i prisustvu simptoma i znakova koji ukazuju na poremecaj opsteg stanja. Najveéi broj
pacijenta, oko 80%, iskusi blage 1 umereno teSke simptome. Oko 15% zaraZenih razvije tesku
klini¢ku sliku prac¢enu dispnejom, hipoksijom i promenama u pluénom parenhimu, dok je udeo
kriti¢no bolesnih oko 5% [42].

Period od izlaganja virusu do pojave simptoma, tj. period inkubacije, varirao je tokom
pandemije u zavisnosti od soja virusa. Na pocetku pandemije, srednje vreme inkubacije za divlji
vuhanski soj procenjeno je na 5,2 dana, u rasponu od 1-14 dana [55]. U nedavno objavljenoj
meta-analizi, srednje vreme inkubacije za repetroar sojeva koji su dominirali u odredenim
periodima pandemije iznosilo je za Alfa soj 5,0 dana, Beta soj 4,5 dana, Delta soj 4,41 dan i
Omikron soj 3,5 dana. Pulovano srednje vreme inkubacije za sve sojeve virusa bilo je 6,5 dana,
a kretalo se u rasponu od 1,8 do 18,8 dana [56].

Frakcija populacije koja ostane asimptomatska nakon ovog perioda jo§ uvek nije
definitivno utvrdena. Na pocetku pandemije smatralo se da nedijagnostikovane asimptomatske
osobe ¢ine do 79% infekcija SARS-CoV-2 [57]. Prema sistematskom pregledu literature Jans-
Lejn i saradnika [58], udeo pacijenata sa SARS-CoV-2 infekcijom koji su bili asimptomatski
na pocetnom testiranju kretao se priblizno do 75%. Nakon najmanje 7 dana pracenja, vecina
pacijenata je prijavila simptome tokom prve nedelje. Samo 4,1% je ostalo asimptomatsko
tokom cele bolesti [58]. Medutim, druga studija je objavila da je ukupna procena onih koji su
ostali asimptomatski tokom citave infekcije 20% [59].

Prema klinickom toku, simptomatska infekcija se moze podeliti u tri faze. Prvu,
»viremijsku fazu®“, karakteriSe brza replikacija virusa, a simptomi su uzrokovani njegovim
direktnim citopatogenim dejstvom [60]. Ova faza traje oko sedam dana i pracena je blagim i
¢esto nespecificnim simptomima, kao Sto su malaksalost, mijalgija, anosmija 1 ageuzija.
Navedeni simptomi praéeni su i febrilnodéu kod 85-95% pacijenta. Sto se ti¢e simptoma
respiratornog trakta, najces¢i simptom je suvi kasalj, dok su simptomi poput kongestije nosa i
rinoreje retko prisutni, naroCito u infekcijama sojevima na pocetku pandemije.
Gastrointestinalni simptomi kao sto su dijareja, mucnina i povracanje su relativno ¢esto prisutni
1javljaju se u oko 20% slucajeva. Mogu se javiti 1 u odsustvu respiratornih simptoma. Anosmija
ili hiposmija i ageuzija zabelezeni su kod oko 40% zarazenih [61, 62]. Ve¢ poc¢etkom pandemije
postalo je jasno da su ova dva simptoma patognomoni¢na za COVID-19, te su koriS¢eni kao
kriterijum za razlikovanje od drugih respiratornih infekcija i u svrhu indentifikacije zaraZenih
osoba koje ne ispoljavaju druge simptome bolesti. Druga faza ili ,,faza akutne pneumonije*
obi¢no se javlja nakon osam do deset dana od pojave prvih simptoma i karakteriSe je visoka
temperatura, kasalj i dispneja, $to zahteva pazljivo pracenje i leCenje [60]. U ovoj fazi pacijenti
razvijaju virusnu pneumoniju, sa bilateralnim infiltratima u 75% slucajeva, a laboratorijske
analize otkrivaju limfopeniju i povecanu koncentraciju laktat dehidrogenaze (engl. lactate
dehydrogenase; LDH) i C-reaktivnog proteina (engl. C-reactive protein; CRP). Veéina
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pacijenata u ovoj fazi zahteva hospitalizaciju, kako bi se osiguralo da ¢e rano lecenje biti
dostupno u slucaju znacajnog klinickog pogorsanja. U ovom trenutku pravac daljeg klinickog
toka odreduje izbalansiranost imunskog odgovora. U slucaju preterane aktivacije, manja
frakcija pacijenata prelazi u ,,fazu komplikacija®“ [60]. Ova tre¢a faza bolesti je posledica
ekstrapulmonalnog hiperinflamatornog sindroma, kog odslikava visoka koncentracija
proiflamatornih citokina (TNF-a, IL-2, IL-6, IL-7), D-dimera, CRP, fibrinogena i drugih
markera sistemske inflamacije. Kriti¢no teski oblik pracen je zivotno ugrozavajué¢im stanjima
poput ARDS-a, sepse, septicnog Soka i multiorganske disfunkcije, ali 1 akutnom sr¢anom
insuficijencijom, akutnom povredom bubrega, otkazivanjem jetre, koagulopatijama i
diseminovanom intravaskularnom koagulacijom (engl. disseminated intravascular
coagulation; DIC). Oko 20% pacijenata sa COVID-19, i skoro 100% kriticnih, razvije
poremecaje koagulacije, narocito hiperkoagulabilno stanje koje uvodi u DIC. Zaista, mikro- i
makro-trombi u plu¢ima i drugim organima su opisani u nekoliko serija obdukcija, $to sugerise
da su tromboza i1 inflamacija dva procesa koji se medusobno pojacavaju u patogenezi
komplikacija COVID-19 [63].

1.2.3. Faktori rizika

Sa milionima potvrdenih slu¢ajeva Sirom sveta, sveobuhvatno razumevanje i
identifikacija faktora rizika za teze oblike i smrtni ishod od COVID-19 bilo je neophodno radi
adekvatne stratifikacije pacijenata prilikom donoSenja klini¢kih odluka. Od samog pocetka
pandemije, mnoge klinicke 1 sociodemografske karakteristike pacijenata, kao 1 nezdrave
zivotne navike, identifikovani su kao manje ili viSe znacajni faktori rizika za tesku infekciju
SARS-CoV-2 virusom i smrtni ishod COVID-19. U plejadi faktora, starost, pol i komorbiditeti
prepoznati su kao najces¢i faktori rizika.

Iako tezi oblici bolesti pogadaju osobe bilo kod starosnog doba, starije osobe su ipak u
znacajno vecem riziku od razvoja tezih formi u odnosu na osobe mladog i srednjeg Zivotnog
doba. Procenat infekcija koje progrediraju u teSku i kritiénu bolest progresivno raste sa
godinama, posebno medu starijima od 50 godina [64]. Pored toga, i ucestalost smrtnog ishoda
0od COVID-19 znacajno raste sa godinama starosti. Preciznije, stopa mortaliteta medu kineskim
pacijentima sa viSe od 59 godina bila je oko pet puta ve¢a nego kod pacijenata starosti 30-59
godina nakon razvoja simptoma [65], dok je u italijanskoj populaciji smrtni ishod zabeleZzen u
10,3% starijih od 70 godina u odnosu na 0,43% osoba mladih od 70 godina [66]. Istovremeno,
starije osobe se smatraju grupom visokog rizika za razvoj teSkih komplikacija. Veca je
verovatnoca da ¢e biti hospitalizovani ili primljeni u jedinicu intenzivne nege. Takode, u
poredenju sa mladim osobama, oni su duze hospitalizovani, a trajanje bolesti je u pozitivnoj
korelaciji sa godinama starosti [67]. U meta-analizi koja je ukljucivala 212 studija sprovedenih
u 11 zemalja, otkriveno je da je medu pacijentima sa teskim oblikom COVID-19 prosecna
starost bila 60 godina, a vise od polovine (61%) su bili muskarci [68]. Druga meta-analiza
ustanovila je da su tezi oblik bolesti i smrtni ishod ucestaliji kod muSkaraca u poredenju sa
Zenama, nezavisno od godina starosti [69]. S druge strane, izrazito povecanje rizika za razvoj
kritiénog oblika bolesti uoceno je kod muskaraca starijih od 70 godina, dok ovaj trend nije
primecen kod Zena [70]. I uticaj komorbiditeta na tezinu bolesti kod muskaraca je bio znacajan
[70]. Mnoge studije su pokazale da je prisustvo komorbiditeta ¢es¢e kod pacijenata sa teskim
COVID-19, ukljuéujuc¢i kardiovaskularne bolesti [71, 72], hipertenziju [71, 72], dijabetes [71,
72], hroni¢nu opstruktivnu bolest pluca [71, 72], malignitete [72] i cerebrovaskularna oboljenja
[71]. Gotovo Cetvrtina hospitalizovanih pacijenata ima najmanje jedan komorbiditet, dok 8,2%
ima dve ili viSe propratne hroni¢ne bolesti [73]. Prisustvo vise komorbiditeta je znaCajan
prognosticki faktor veceg mortaliteta i morbiditeta kod starijih osoba [74]. Generalno, stariji
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pacijenti sa COVID-19 imaju znacajno vecu prevalencu komorbiditeta [74]. S druge strane,
iako je prevalenca komorbiditeta manja u mladoj populaciji, rizik za teSku formu COVID-19 i
fatalni ishod je neocCekivano visi medu osobama sa hipertenzijom, dijabetesom i
kardiovaskularnim bolestima nego medu starijim pacijentima [75]. Pored toga, kao veoma
ucestalo hroni¢no stanje, i gojaznost je prepoznata kao faktor koji uti¢e na tezinu COVID-19.
Naime, medu pacijentima u jedinici intenzivne nege 47,6% je bilo gojazno sa indeksom telesne
mase (engl. body mass index; BMI) veéim od 30kg/m?, a 28,2% je patilo od gojaznosti II
stepena sa BMI ve¢im od 35kg/m?. Udeo pacijenata kojima je neophodna mehani¢ka ventilacija
rastao je sa kategorijom gojaznosti [76].

1.3. ACEZ2: fiziolo$ka funkcija i uloga u SARS-CoV-2 infekciji

Otkri¢ce ACE2 je objavljeno u dva rada koja su se pojavila gotovo istovremeno 2000.
godine [77, 78]. Tipnis i saradnici [77] identifikovali su ga kao kljuéni enzim u obradi
angiotenzina Il (engl. angiotensin II; Ang Il), dok su Donohju i saradnici [78] prepoznali
njegovu ulogu u metabolizmu nekoliko drugih supstrata, kao $to su des — Arg — bradikinin,
apelin i neurotenzin. Inicijalno je identifikovan kao homolog angiotenzin konvertujuéeg enzima
(engl. angiotensin-converting enzyme; ACE), pa se u literaturi moze sretati i pod nazivima ACE
homolog (engl. ACE homologue; ACEH), karboksipeptidaza povezana sa ACE i
metaloproteaza 15 (engl. metalloprotease 15; MPROT15).

ACE?2 je transmembranski glikoprotein tip | koji broji 805 aminokiselina. Sastoji se od
dva domena: S-terminalnog domena koji ukljuCuje transmembranski deo enzima i N-
terminalnog domena sa katalitickom funkcijom. Kataliticki domen sadrzi jedno pepdidazno
mesto za ¢iju je aktivnost, kao kod mnostva metaloproteaza, neophodan molekul cinka. ACE2
u ovom domenu deli 42% homologije sa ACE. Njegov kataliticki ektodomen moze biti uklonjen
sa povrsine ¢elijske membrane posredstvom metaloenzima TNF-a konvertujuéi enzim (engl.
TNF-a converting enzyme; TACE). Stoga, pored membranske forme, prisutan je u cirkulaciji u
slobodnom, solubilnom obliku (engl. solubile ACE2; sACE2) [77-79].

Bioloske funkcije ACE2 mogu se svrstati u dve kategorije: enzimsku i ne-enzimsku.
Enzimska funkcija odnosi se na karbopeptidaznu aktivnost prema odgovarajué¢im supstratima
iz renin-angiotenzin sistema (engl. renin — angiotensin — system; RAS) (slika 4). Renin-
angiotenzin kaskada pocinje hidrolizom angiotenzinogena reninom, ¢ime se oslobada
angiotenzin | (engl. angiotensin I; Ang I). Ovaj bioloski neaktivni dekapeptid se konvertuje
putem ACE u vazoaktivni oktapeptid Angll (engl. angiotensin I1), koji svoje bioloske efekte
ostvaruje kroz dva tipa receptora za angiotenzin, AT1 i AT2 (engl. angiotensin receptor-1;-2).
Nadalje, ACE2 otkida samo jednu S-terminalnu aminokiselinu sa Ang II ¢ime nastaje
heptapeptid angiotenzin 1-7 (engl. angiotensin 1-7 ; Ang 1-7) koji se vezuje za MAS receptor
(engl. mitochondrial assembly). Pored toga, ACE2 obraduje i Ang I, doduse, uz 400 puta manju
kataliticku aktivnost, pretvaraju¢i ga u nonapetid angiotenzin 1-9 (engl. angiotensin 1-9; Ang
1-9). Uprkos strukturnoj homologiji, ACE i ACE2 posreduju u dijametralno suprotnim
fizioloskim funkcijama, kao jing i jang. ACE kroz Angll/AT1 put izaziva vazokonstrikciju,
retenciju natrijuma i vode, inflamaciju, proliferaciju ¢elija, trombozu, sréanu disfunkciju i
fibrozu pluca. S druge strane, ACE2 pruza ravnotezu stetnim efektima ACE kroz Ang 1-7/MAS
osovinu. Ang 1-7 u interakciji sa MAS receptorom indukuje vazodilataciju, natriurezu,
kardioprotektivni, antiproliferativni, antiinflamatorni, antitromboti¢ni i antifibrozni efekat [79].
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Slika 4. Shematski prikaz RAS sistema.

Neenzimska funkcija ACE2 vezana je za transport aminokiselina u crevima. Njegov S-
terminalni domen sluZi kao adapter koji odrzava transporter velikih aminokiselina B°AT1 na
apikalnoj membrani epitelnih celija creva. Ova translokacija je neophodna za apsorpciju
nekoliko neutralnih aminokiselina iz hrane, poput triptofana [80]. Kasnije, sa pojavom SARS-
CoV-1 virusa, ustanovljena je i njegova uloga kao receptora u infekcijama koronavirusima.

Kao $§to je prethodno pominjano, ACE2 je receptor za koji se vezuje S glikoprotein
SARS-CoV-2 virusa ¢ime se pokrece kaskada dogadaja koji otvaraju put virusu ka citoplazmi
¢elije domacina. Biofizickim metodama i strukturnim analiza utvrdeno je da se S glikoprotein
SARS-CoV-2 virusa vezuje za humani ACE2 sa dvadeset puta veéim afinitetom od S
glikoproteina SARS-CoV-1 [81]. Upravo ovaj veliki afinitet prema humanom ACE2 je jedan
od kljuénih faktora koji doprinose olaksanoj interhumanoj trasmisiji SARS-CoV-2. Distribucija
ACE2 odreduje tropizam virusa ka odredenim tkivima. ACE2 je eksprimiran u velikom broju
tkiva, ali u razli¢itom stepenu. Stoga, moglo bi se ocekivati da su tkiva sa veCom ekspresijom
najugrozenija. Zou i saradnici [82] su kategorisali tkiva prema riziku za infekciju SARS-CoV-
2 virusom, pri ¢emu su kao tkiva visokog rizika definisana ona sa viSe od 1% celija koje
eksprimiraju ACE2. U ovu kategoriju svrstani su donji respiratorni trakt (2%), pluca (>1%),
srce (>7,5%), ileum (30%), jednjak (>1%), bubrezi (4%) i1 beSika (2,4%). Rezultati
sekvenciranja RNK na nivou jedne éelije (engl. single-cell RNA sequencing; scRNA-seq)
ukazuju da je ekspresija ACE2 kod ljudi na nivou respiratornog trakta najvisa u pneumocitima
tip 1l [82]. Visoka ekspresija ACE2 karakteristi¢na je, takode, za endotel krvnih sudova,
miokard, mozak, proksimalne tubule bubrega, enterocite tankog creva i ilieuma, a neSto niza u
timusu, Lejdigovim i Sertolijevim ¢elijama [82]. Sva pomenuta tkiva su manje ili vise pogodena
infekcijom, ali klini¢cke manifestacije 1 komplikacije su posledica loSe kontrolisanog imunskog
odgovora, pre nego direktnog citopatogenog efekta virusa.

Ipak, uloga ekspresije ACE2 u patologiji infekcije SARS-CoV-2 virusom i dalje nije
razjasnjena. Stavovi nau¢ne zajednice su podeljeni po tom pitanju. Jedni tvrde da bi manja
ekspresija ACE2 rezultovala nizom sklono$¢u ka infekciji zbog smanjenja dostupnih mesta za
vezivanje, a time lakSim oblikom bolesti [83]. Drugi, pak, tvrde da vezivanje virusa za ACE2
receptor smanjuje njegovu dostupnost na povrsini Celije, kako internalizacijom prilikom
procesa endocitoze, tako i formiranjem solubilne forme pod dejstvom TACE enzima, §to
dovodi do disbalansa na ACE/ACE2 klackalici, ¢ime Stetni efekti ACE/AnglIl/AT1 osovine
postaju dominantni [84]. Pored toga, utvrdeno je da je visoka koncentracija solubilne forme
ACE2 prisutna kod pacijenata sa tezom klinickom slikom COVID-19 [85], ali i da je porast
koncentacije prolazan i da nije povezan sa tezinom i ishodom COVID-19 [86]. Pretpostavlja
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se da su visoki nivoi solubilnog ACE2 rezultat povecane ekspresije, §to je preduslov za vecu
sklonost ka infekciji SARS-CoV-2 virusom. Solubilni ACE2 nema oc¢iglednu direktnu ulogu u
patogenezi bolesti, jer je membranski ACE2 neophodan za ulazak u ¢eliju. Medutim, solubilna
forma ima potencijalno protektivnu ulogu koja potice od premise da bi se vezivanjem SARS-
CoV-2 za solubilni ACE2 sprecilo vezivavanje virusa za membranski ACE2 i time onemogucio
ulazak virusa u ¢eliju [87].

Do sada je ve¢ dobro poznato je da su komorbiditeti, uklju¢ujuéi hipertenziju,
hiperlipidemiju, dijabetes, hroni¢ne pluéne bolesti, kao 1 starost 1 puSenje, faktori rizika za
COVID-19. Vecinu pobrojnih faktora karakterise izmenjena ekspresija ACE2 [88]. Razlike u
nivoima ACE2 povezane sa godinama i polom su kontroverzne; starost je i u pozitivnoj [89] i
u negativnoj [90] korelaciji sa ekspresijom ACE2, dok jedna studija nije pronasla znacajan
uticaj [91]. Muski pol je povezan sa ve¢om ekspresijom ACE2 u nekim studijama [89], ali ne i
u drugim [90]. Prvobitno se spekulisalo da antihipertenzivni lekovi kao §to su ACE inhibitori i
blokatori angiotenzinskih receptora mogu da poveéaju ekspresiju ACE2 [92], §to je upozorilo
na to da bi upotreba ovih lekova mogla povecati rizik za tezi oblik bolesti [93]. Nedavne
multicentri¢ne studije i meta-analize opovrgle su ovu hipotezu [94, 95].

1.4. Interferoni tip 111: fizioloska funkcija i uloga u SARS-CoV-2 infekciji

S pocetka XXI veka, dve nezavisne istrazivacke grupe otkrile su prve ¢lanove nove
porodice interferona tip 111 — IFN-111 ili poznatije kao lambda interferoni (engl. interferon
lambda; IFN-L) [96, 97]. Prvobitno su nazivani interleukinima: bili su uvrSteni u porodicu IL-
10 zbog interakcije sa podjedinicom 2 receptora za IL-10 (engl. IL-10 receptor subunit 2 - IL-
10R2). Medutim, daljim izucavanjem otkrivena je njihova funkcionalna sli¢nost sa
interferonima tip | - IFN-I, zbog ¢ega su smatrani ,,citokinima slicnim interferonima* [98].
Kod ljudi, ova porodica interferona broji Cetiri ¢lana: IFN-A1 (IL-29), IFN-A2 (IL-28A), IFN-
A3 (IL-28B) i IFN-A4. Svi ¢lanovi IFN tip III dele visok stepen homologije; IFN-A3 sa IFN-A2
i IFN-A4 deli ¢ak i do 96% homologije u sekvenci aminokiselina [99]. lako se IFN tip Il
smatraju najsrodnijim IFN tipa | prema primarnoj strukturi, IFN-A su po tercijernoj strukturi
bliski ¢lanovima porodice citokina IL-10. Prostorna struktura IFN tip Il organizovana je u pet
heliksa (A, C, D, E 1 F), uz element V ¢ija struktura nije jasno definisana. Heliks A i D, kao 1
AV petlja stupaju u interakciju sa receptorom za IFN-A. Svi IFN-A1-4 se vezuju za
heterodimerni receptor IFN-AR (engl. IFN-A receptor) na povrSini ¢elije. Ovaj kompleks se
sastoji od specificnog IFN-A receptorskog lanca 1 (engl. IFN-A receptor chain 1; IFN-ART) i
ubikvitarno eksprimiranog IL-10R2, koji je deo i drugih receptorskih kompleksa za citokine iz
porodice IL-10 citokina. Aminokiseline iz AV petlje stupaju u interakciju sa IFN-ARI
subjedinicom, dok je heliks D odgovoran za vezivanje za IL-10R2 subjedinicu. Inicijalno
vezivanje IFN-A za IFN-AR1 izaziva brze konformacione promene, regrutuje drugi lanac IL-
10R2, ¢ime se formira kompleks i otpoCinje intracelularna transdukcija signala [100].

Cisteinski obrasci 1 amfipatski profil su ocuvani medu IFN-A1-4 Sto ih ¢ini gotovo
funkcionalno identi¢nim po vezivanju za receptor [100]. Vezivanjem bilo kog od Cetiri liganda
za IFN-AR aktiviraju se tirozin-Kinaze vezane za receptor, JAK1 (engl. janus kinase 1), i
nevezane za receptor, Tykl (engl. non-receptor tyrosine-protein kinase 2), koje fosforilisu
tirozinske rezidue intracelularnog domena receptora. Potom se regrutuju i fosforiliSu STAT
(engl. signal transducer and activator of transcription 1) molekule: najvise STAT1 i STAT2,
a u manjoj meri i STAT3 - STATDS. Fosforilisani STAT molekuli interreaguju sa IRF-9 (engl.
interferon regulatory factor 9), ¢ime se formira transkripcioni kompleks ISGF3. Novonastali
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kompleks se translocira u jedro, vezuje za specificne ISRE (engl. IFN-stimulated response
elements) u promotorskom regionu i indukuje transkripciju velikog broja 1SGs (engl. IFN-
stimulated genes). Iako se vezuju za razli¢ite receptore, IFN tip III i tip I se funkcionalno
preklapaju kroz formiranje ISGF3 (engl. interferon stimulated gene factor 3) i posledi¢nu
ekspresiju sli¢nih ISGs [101].

Interferoni tip 1l su jedni od glavnih medijatora imunskog odgovora na virusne
infekcije. Prepoznavanje virusa putem specificnih PRRs indukuje ekspresiju IFN-As. Na
primer, citoplazmatski senzori poput RIG-1 i MDA-5 aktiviraju transkripcione faktore poput
NF-kB (engl. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), IRF - 1, 3, 7
koji promovisSu transkripciju IFNL gena [102]. Kao glavna ulazna vrata, epitelne Celije
respiratornog i digestivnog trakta su glavni produktori IFN-As, a pored njih i keratinociti,
hepatociti i primarne neuronske ¢elije [103]. Medu ¢elijama hematopoezne loze, plazmacitoidne
i mijeloidne dendritske celije, dendritske celije poreklom od monocita [104] i makrofagi su
osnovni izvor IFN-As [105]. Istovremeno i distribucija subjedinice IFN-AR1 je ograni¢ena na
sve pomenute celije [103]. Pred toga, niski nivoi ekspresije IFN-AR1 zabeleZeni su na
monocitima i B limfocitima, §to ih ¢ini slabo responzivnim ¢elijama na IFN-As [106]. Shodno
tome, sluzokoze respiratornog i digestivnog trakta su glavni produktori, ali i mete dejstva IFN-
As, §to se ogleda i u antivirusnoj aktivnosti kod infekcija virusima koji imaju visok tropizam za
ove epitelne Celije [103].

IFN-As ispoljavaju antivirusnu aktivnost na Sirok spektar virusa, poput HCV (engl.
hepatitis C virus) zbog kog su i dospeli u zizu nau¢nih interesovanja, HBV (engl. hepatitis B
virus), HSV-1i 2 (engl. herpes simplex virus-1;-2), HIV i drugih [107]. Generalno uzevsi, IFN
tip III glavni su koordinatori imunskog odgovora na nivou respiratornog trakta koji se luce u
prvim satima infekcije, ¢ak pre IFN tip I, kako bi ogranicili infekciju u gornjim partijama
respiratornog trakta uz suzbijanje preteranog inflamatornog odgovora u donjim partijama [99].
IFN-As znacajno doprinosi kontroli virusnih infekcija respiratornog trakta, ukljucujuéi virus
gripa A [108], humani metapneumovirus i SARS-CoV-1 virus [109]. lako se produkuje samo
kod manjine pojedinaca, IFN-A4 ispoljava antivirusno dejstvo protiv HCV-a i 2 humana
koronavirusa, HCoV-229E i MERS-CoV, uprkos relativno niskom nivou ekspresije [100].

Nedavne studije su pokazale da IFN-As poseduje antivirusnu aktivnost protiv SARS-
CoV-2 in vitro i in vivo. Tretmanom IFN-A ¢elijskih linija sisara (ljudske Calu-3 i majmunske
Vero E6) inficiranin SARS-CoV-2 inhibirana je njegova replikacija [110]. Takode, dokazano
je da pretreman pegilovanim IFN-A1 redukuje titar SARS-CoV-2 virusa u plu¢ima Balb/c
miseva drugog dana nakon infekcije i u profilaktickim i u terapijskim uslovima [111]. Takode,
IFN-A su ispitivani kao potencijalna terapijska opcija za COVID-19 [112]. Pored toga,
literaturni podaci ukazuju da su snizeni nivoi ekspresije IFN tip III povezani sa lo§ijim ishodom
COVID-19 pacijenata [113]. Nedavno publikovane studije upucuju da je smanjena eskpresija
IFN-A1-4, IFN-1 i ISGs smanjena kod pacijenta teskim oblikom COVID-19 [114, 115].

1.5. Humani geneticki polimorfizmi u infektivnim bolestima i COVID-19

Oko 99,9% od oko 3 biliona baznih parova, koliko sadrzi humani genom, je identi¢no
izmedu dva ljudska bi¢a. Dakle, prema opsteprihva¢enim dokazima, interindividualne razlike
su smestene u 0,1% ostatka genoma, $to znaci da se bilo koje dve osobe razlikuju u proseku za
oko 1 na 1000 nukleotida [116]. Genticke varijacije u kojima je jedan nukleotid zamenjen
drugim nukleotidom nazivaju se varijantama jednog nukleotida (engl. single nucleotid variant;
SNV). Ako je SNV nasledan i otkriven u dovoljno velikoj frakciji populacije (najmanje 1%)
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naziva se jednonukleotidni polimorfizam (engl. single nucleotide polymorphism; SNP). Izmene
koje nisu supstitucije pojedinacnih nukleotida dovode do drugih tipova genetickih varijacija,
npr. umetanja ili brisanja nukleotida (takode poznatih kao indeli), duplikacija nukleotida,
varijacije broja kopija, translokacije, itd [116]. SNP-ovi ¢ine oko 90% svih polimorfizama u
humanom genomu [117]. Polimorfizmi koji su funkcionalni, odnosno menjaju sintezu, funkciju
ili strukturu kodiranih proteina, mogu imati zna¢ajan uticaj na individualnom nivou, uticué¢i na
predispoziciju za odredene poremecaje, ili uticuci na nacin na koji se reaguje na lekove. S druge
strane, polimorfizmi koji su i funkcionalni i1 Cesti u populaciji, takode, mogu imati znacajan
uticaj na nivou populacije, jer mogu uticati na rizik 1 ishod bolesti, ukljucujuéi one infektivne,
poput COVID-19.

Jo§ sredinom XX veka se pretpostavljalo da geneticki faktori domacina uticu na
sklonost ka infekcijama i tezinu infektivnih bolesti. Prva potvrda ove hipoteze bilo je otkrice
Alisona 1954. godine da heterozigotni nosioci alela za anemiju srpastih ¢elija imaju manji rizik
za oboljevanje od malarije i laksi klini¢ki oblik [118]. Nakon toga, studija sprovedena 1988.
godine pokazala je da usvojena deca imaju priblizno pet puta veéi rizik od umiranja od
infektivne bolesti, ako je jedan bioloski roditelj preminuo od infektivne bolesti u mladom
zivotnom dobu [119]. Od tog trenutka, a naro¢ito u prethodnoj deceniji, sproveden je veliki broj
studija dizajniranih da identifikuju geneticke determinante domacina koje specifi¢no uti¢u na
podloznost i ishod odredenih infektivnih bolesti. Primenom razli¢itih metodoloskih pristupa,
poput studija gena-kandidata, studija asocijacija na nivou celog genoma (engl. Genome-Wide
Association Studies; GWAS) i in vitro skrininga genoma, danas imamo neoborive dokaze da
geneticki polimorfizmi znacano menjaju osetljivost domacina na razlicite patogene, kao i da
znacajno moduliraju tok i ishod infektivnih bolesti [120, 121]. Prepoznavanje i pracenje
genetickih polimorfizama je klju¢no za razumevanje patoloskih procesa infektivnih bolesti,
pronalazenje novih terapijskih strategija i razvoj novih terapija [116]. Najpoznatiji, ali i veoma
znacajni, primeri klinicke primene saznanja o uticaju humanih genetickih determinanti na
infektivne bolesti susti¢u se na primerima virusa HIV i polimorfizma CCR5 gena, i HCV i
polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena [122, 123].

Vec¢ u ranim danima COVID-19 pandemije je primeceno da najistaknutiji faktori rizika,
ukljucujuci muski pol, starost i multiple komorbiditete [64-76], ne objasnjavaju u dovoljnoj meri
interindividualni diverzitet klini¢kih prezentacija i letalni ishod bolesti, naro¢ito kod osoba
mladeg Zivotnog doba bez evidentnih predisponirajuc¢ih faktora. Pored toga, neretko su klasteri
teskih slucajeva COVID-19 uoc¢avani unutar porodica [124]. Pocetne studije sprovedne nad
blizancima utvdile su da se priblizno 30% varijabilnosti u klinickoj prezentaciji COVID-19
moze pripisati genetickoj pozadini domacina [125]. Stoga, genetika domacina je dosla u fokus
istrazivanja kao potencijalni izvor ovih uocenih razlika u odnosu domacdina i patogena [126].
Odgovor na pitanje da li humana genetika utice ili ne na podloZnost, teZinu ili ishod infekcije
SARS-CoV-2 treba sagledati u svetlu novijih alata i metoda genomike. Munjevitom brzinom
pokrenut je ogroman broj istraZivanja razli¢itog dizajna, pri ¢emu su dominirale GWAS studije
i studije bazirane na sekvenciranju celog egzoma (engl. whole-exome sequencing - WES), dok
su studije gena-kandidata bile manje zastupljene. Potraga za ucestalim genetickim
polimorfizmima koji doprinose patologiji COVID-19 pokrenula je veliki broj medunarodnih
konzorcijuma, poput COVID-19 Host Genetics Initiative (COVID-19 HG) [127], Genetics Of
Mortality In Critical Care (GenOMICC) [128], COVID human genetic effort [129], i nezavisne
akademske grupe. Ovim putem identifikovano je nekoliko SNP-ova i gena povezanih sa
osetljivos¢u na infekciju ili razlicitim aspektima tezine bolesti, kao Sto su hospitalizacija,
respiratorna insuficijencija ili smrt. Mnogi geni istaknuti u studijama 0 COVID-19 umesani su
u kljucne patofizioloSke procese, ukljucujuci ulazak virusa u Celije, antivirusni odgovor i
hiperinflamaciju. Medu njima se mogu susresti kako polimorfizmi receptorskih gena, poput
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ACE?2 [127], tako i gena ¢iji su produkti medijatori imunskog odgovora, ukljucuju¢i 1FNL3 i
IFNL4 [130].

1.5.1. Polimorfizmi ACE2 gena

Humani ACE2 gen (NCBI Gene ID:59272), lokalizovan na kra¢em kraku X
hromozoma (Xp22.2), sadrzi 20 introna i 18 egzona koji se transkribuju u Sest razliCito
prekrajanih varijanti, a samo dve kodiraju ACE2 protein sa 805 aminokiselina [131]. Kao
nosioci jednog X hromozoma, muskarci su hemizigoti, dok su Zene ,,prirodni mozaik*
zahvaljujuc¢i nasumicnoj inaktivaciji jednog X hromozoma tokom ranog embrionalnog razvi¢a
[132].

ACE?2 lokus je visoko polimorfan sa vise od 18000 identifikovanih varijanti u bazi
podataka Nacionalnog centra za biotehnoloske informacije (engl. National Center for
Biotechnology Information; NCBI). Funkcionalnost je definisana za nekolicinu ovih
polimorfizama, a potencijalni efekti polimorfizama ACE2 gena uklju¢uju promene u
splajsovanju, mesta za vezivanje faktora transkripcije i/ili ACE2 post-transkripcionu regulaciju
[133]. Ovakva heterogenost ACE2 gena neizbezno dovodi do pitanja u kojoj meri geneticke
varijacije uticu na vezivanje SARS-CoV-2, tezinu i ishod COVID-19.

Tokom izbijanja SARS-CoV-1 epidemije 2002.-2003. godine, pokazano je da neki
ACE2 polimorfizmi uti¢u na sposobnost ACE2 da veze koronaviruse [134, 135]. Na osnovu
WES analize i molekularne simulacije strukturnih promena proteina izazvanih malim brojem
odabranih missense varijanti u italijanskoj populaciji, Beneti i saradnici [136] su zakljucili da
je ACE2 jedan od glavnih molekula ¢ija geneticka heterogenost moze modulirati infekciju i
progresiju bolesti. Sirom sveta identifikovani su polimorfizmi ACE2 gena koji potencijalno
uti¢u na njegovu aminokiselinsku sekvencu [137], a od posebnog znacaja su varijante koje
menjaju aminokiseline na kljuénim pozicijama za interakciju sa S glikoproteinom [138].
Primenom strukturnog modeliranja, Husein i saradnici [138] su ispitali kako bi vezivanje S
glikoproteina sa produktima kodiraju¢ih ACE2 varijanti moglo doprineti podloznosti i/ili
otpornosti na SARS-CoV-2 infekciju. Dva ACE2 polimorfizma, rs73635825 (S19P) i
rs143936283 (E329G), pokazala su relativno nizak afinitet vezivanja za S glikoprotein SARS-
CoV-2, sto bi moglo implicirati na manju verovatnocu vezivanja virusa i potencijalnu otpornost
na infekciju. Druge studije su takode identifikovale ACE2 varijante koje utiCu na afinitete
vezivanja za S glikoproteina, uz pretpostavku da one mogu uticati na osetljivost na COVID-19
[139, 140].

Tokom poslednje decenije, veliki znacaj je dat polimorfizmima ACE2 gena zbog
njihove umesSanosti u nastanak i progresiju kardiovaskularnih bolesti i dijabetesa tip 2.
Povezanost ACE2 polimorfizama sa hipertenzijom utvrdena je u razli¢itim populacijama:
kineskoj populaciji za varijante rs4830542, rs4240157 i rs4646155 [141]; populaciji Kanadana
za rs233575, rs2074192 i rs2158083 polimorfizme [142], medu Indijcima sa rs2106809
varijantom [141]. Povezanost dijabetesa tip 2 sa polimorfizmima rs1978124, rs2074192,
rs4646188, rs879922 nije utvrdena u populaciji Britanaca i Finaca [143, 144], medutim sva Cetiri
polimorfizma su bila statisticki znac¢ajno povezana sa boles¢u u populaciji Kineza [145]. Pored
toga, uocena je razlika medu polovima u asocijaciji ACE2 polimorfizama i bolesti. Naime, veci
indeks mase leve komore zabeleZen je samo kod muskaraca koji su nosioci varijantnih alela za
rs879922, rs4240157 i rs233575 polimorfizme [146], dok je terapijski odgovor na ACE
inhibitore u vidu sniZenja dijastolnog krvnog pritiska zavisio od genotipa za rs2106809 samo
medu Zenama [147]. Uzimaju¢i u obzir da je veliki broj ACE2 polimorfizama umeSan u
najznacajnije komorbiditete COVID-19, a njihov efekat polno distribuiran, namecée se
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pretpostavka da su ovi polimorfizmi umesani i u tezinu i ishod COVID-19. Najbolji primer za
to je direktna povezanost polimorfizma rs2074192 sa teskom klinickom slikom COVID-19 u
populaciji hipertenzivnih muskaraca starijih od pedeset godina [148].

Pored toga, klinicki efekti nekih od ¢estih i funkcionalnih ACEZ2 polimorfizama, kao Sto
su rs2106809 i rs2074192, povezani Su sa nivoima solubilnog ACE2 samo kod Zena [149].
Istovremeno, dokazana je i korelacija genotipova sa koncentracijom glavnog produkta ACE2,
Angl-7, takode u cirkulaciji zena [149, 150]. Nedavno je eksperimentalno dokazano da
rs2106809 polimorfizam menja traskripcionu aktivnost ACE2 gena [151]. Hipoteza da razlike
kako na nivou ekspresije ACE2 proteina na povrSini ¢elije domacina, tako i koncentracije
slobodne forme u cirkulaciji koreliraju, pozitivno ili negativno, sa sklonos¢u za infekciju,
generisala je izvestan broj publikacija koje su ispitivale ulogu funkcionalnih ACE2
polimorfizama u COVID-19 [151-156]. Vecina studija pronasla je znacajnu asocijaciju izmedu
rs2106809 i tezine klinicke slike, ali uz opre¢ne rezultate. Naime, Sabater Molina i saradnici
[152] tvrde da rs2106809 povecava rizik od hospitalizacije u populaciji Zena, dok je GWAS
studija na evropskoj populaciji ustanovila protektivni efekat ovog polimorfizma [151]. Karakas
Celik i saradnici [153], pak, nisu prepoznali nikakvu povezanost izmedu rs2106809 i klini¢kog
toka COVID-19 u kohorti od 155 pacijenata. Kada je re¢ o rs2074192 polimorfizmu, dostupni
rezultati studija u pogledu rizika od infekcije i tezine klinicke slike su uglavnom uniformni,
odnosno ukazuju na negativnu asocijaciju SNP-a sa pomenutim ishodima [154-156]. Nasuprot
tome, zabeleZen je protektivni efekat ovog polimorfizma u jednoj studiji [152]. Povezanost
rs2074192 sa ishodom bolesti nije dokazana u populaciji muskaraca [157].

1.5.2. Polimorfizmi IFNL3 i IFNL4 gena

Geni IFNL3 i IFNL4 locirani su na kra¢em kraku hromozoma 19 (19q13.13) i oba
sadrZe po pet egzona [158]. Oba lokusa su veoma polimorfna, a neki od otkrivenih SNP-ova
znacajno uticu na ulogu IFNL3/IFNL4 gena i menjaju njihovu sposobnost da kontrolisu imuski
odgovor. Shodno tome, ovi polimorfizmi se povezuju sa tokom i ishodom nekih infektivnih
bolesti.

Polimorfizmi IFNL3 i IFNL4 gena su dospeli u ziZu interesovanja zbog njihove uloge
u infekciji HCV virusom. Zahvaljujuéi rezultatima GWAS ispitivanja sprovedenih 2009. 1
2010. godine, identitifikovani su klju¢ni polimorfizmi rs12979860, rs12980275 1 rs8099917
¢ije prisustvo ima neosporan uticaj na spontanu rezoluciju HCV infekcije, ali 1 terapijski ishod
kombinovane primene ribavirina i IFN-a [122, 159-162]. Homozigotni genotipovi za varijantne
alele (TT, CC, GG) ovih polimorfizama bili su nezavisni prediktori razvoja hroni¢ne infekcije,
kao 1 izostanka odgovora na terapiju, te su zbog svoje loSe reputacije prozvani ,,nepovoljnim
genotipovima®. Ovi rezulatati su nebrojeno puta replikovani u studijama razliitog dizajna i u
razli¢itim populacijama [163, 164]. Nekoliko godina kasnije, opisan je dinukleotidni
polimorfizam rs368234815 TT/AG koji posreduje u kreiranju IFNL4 gena. Prisustvo varijante
AG formira otvoreni okvir Citanja koji za rezultat ima produkciju IFN-A4, dok insercija jednog
timidina i supstitucija guanina timidinom (TT) u prvom egzonu IFNL4 izaziva pomeranje
okvira ¢itanja i rezultuje pseudogenizacijom IFNL4, tj. izostankom produkcije funkcionalnog
IFN-A4 proteina [158]. Od samog pronalaska, varijanta TT je definisana kao ,,povoljni alel* koji
favorizuje spontanu eliminaciju HCV i poboljSavajuéi ishod nakon kombinovanog tretmana
ribavirinom i IFN-a [158]. Pokazalo se da je ovaj polimorfizam superiorniji marker od
prethodnih u predvidanju odgovora na standardnu terapiju hroni¢ne HCV infekcije i spontanog
klirensa HCV [158]. Stavise, rs368234815 je nezavisni prediktor brzog virusoloskog odgovora
kod svih HCV genotipova i stabilnog virusoloskog odgovora kod genotipova 1 i 4 [165].
Zanimljivo je da je uloga rs368234815 u predvidanju odgovora na antivirusnu terapiju takode
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primeéena kod pacijenata zarazenih HCV-om koji su primali proteazne inhibitore u reZimima
bez IFN-a. Konkretno, kod pacijenata leCenih sofosbuvirom i ribavirinom, IFNL4 AG je
povezan sa sporijom eliminacijom virusa i smanjenom efikasno$c¢u terapije, Sto ukazuje na
funkcionalnu relevantnost IFN-A4 u terapijskim reZzimima bez IFN-o, [166].

Polimorfizmi rs12979860 i rs8099917 se nalaze 367bp nizvodno (intron 1) i 4kb
uzvodno od rs368234815 (slika 5). Feng i saradnici skrenuli su paznju da je pogre$no imenovati
rs12979860 i rs8099917 varijantama IFNL3 gena i da ta konfuzija moze omesti istrazivace u
razumevanju funkcionalnih mehanizma koji leZe u osnovi fenotipskih asocijacija polimorfizma
u ovom regionu [167]. S duge strane, rs12979860 je u vecini dostupne literature preimenovan
u polimorfizam IFNL4 gena [168] [169], dok je veéi broj studija i baza podataka zadrzao
klasifikaciju rs8099917, intergenske varijante, kao IFNL3 gena [170-174]. U ovoj disertaciji ¢e
se rs8099917 razmatrati kao polimorfizam IFNL3 gena.
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Slika 5. Shematski prikaz rasporeda polimorfizama IFNL3 i IFNL4 polimorfizama.

Znacaj polimorfizma IFNL3 i IFNL4 gena prepoznat je i u drugim infektivnim
bolestima, medutim ovi rezulatati nisu jednoznacni kao u studijama o HCV infekciji. Kada je u
pitanju infekcija virusima iz porodice Herpes virusa, rede zastupljeni alel polimorfizma
rs12979860 povezivan je sa 0zbiljnijim i ucestalijim recidivima labijalnog herpesa [175], dok
je prisustvo varijante rs368234815 AG povecavalo verovatno¢u razvoja citomegalovirusnog
retinitisa kod pacijenata sa HIV-om [176]. S druge strane, neki autori nisu pronasli povezanost
rs368234815 sa recidivima ni genitalnog, ni labijalnog herpesa [177], a medu pacijentima sa
transplantacijom organa koji su nosioci minornog alela rs8099917 polimorfizma zabeleZena je
niza stopa replikacije CMV [178]. Medu publikacijama koje su ispitivale uticaj polimorfizama
IFNL3 i IFNL4 gena na HIV infekciju, pojedini autori su uodili jasnu asocijaciju rs12979860 i
rs368234815 sa spontanom eliminacijom HIV-a [179, 180], dok u drugim studijama ova
povezanost nije ustanovljena [181, 182]. Geneti¢ki polimorfizmi IFNL gena su, takode,
dovodeni u vezu sa dva onkogena virusa, Humanim papiloma virusom [183] i Humanim T
limfotropnim virusom tip | [184]. Pored toga, homozigotni nosioci varijantnog alela za
polimorfizme rs12979860 i rs8099917 obolevali su od blazeg hantavirusnog kardio-
pulmonalnog sindroma [185]. Uprkos tome §to se IFN-A dominatno produkuje u ¢éelijama
disajnih puteva kao odgovor na infekciju, iznenaduju¢e malo se zna o efektu polimorfizama
IFNL gena na respiratorne infektivne bolesti. Jedna od nekolicine studija sprovedenih sa ovim
ciljem nije nasla nikakvu povezanost izmedu rs12979860 i rs8099917 sa tokom infekcije kod
novorodencadi hospitalizovanih sa bronhiolitisom izazvanim respiratornim sincicijalnim
virusom (engl. respiratory syncytial virus; RSV) [186]. Pak, drugi autori otkrili su direktnu vezu
izmedu rs12979860 1 rs8099917 i tezine RSV bronhiolitisa, ali samo medu Zenskom decom
[187].
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Ribavirin koji se rutinski koristi za lecenje infekcije HCV virusom, i favipiravir, koji je
jedna od terapijskih opcija za COVID-19, zapravo imaju veoma sliéne mehanizme delovanja
[188]. Oni vezuju RdRp, koja je klju¢ni enzim u zivotnom ciklusu mnogih RNK virusa,
ukljucujué¢i SARS-CoV-2. S obzirom na sli¢nosti terapijskih opcija izmedu HCV-a i COVID-
19, kao i to da IFN-A igraju jednu od kljuc¢nih uloga u odbrani od respiratornih patogena,
postavlja se pitanje koja je uloga i koliki je uticaj polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena u infekciji
SARS-CoV-2 virusom. Neke od nedavnih studija pozabavile su se vezom polimorfizma IFNL3
i IFNL4 sa podlozno$¢éu na SARS-CoV-2, tezinom COVID-19 i ishodom bolesti [173, 189-192].
U pogledu uticaja polimorfizama IFNL3 i IFNL4 na podloznost infekciji SARS-CoV-2
virusom, jedna grupa istrazivaca nije primetila razlike u ucestalosti rs368234815 medu
populacijom COVID-19 i ne-COVID-19 [192]. Pored toga, dve druge studije izvestavaju o
znacajnoj povezanosti polimorfizma rs12979860, ali sa suprotstavljenim rezultatima: povec¢ana
podloznost infekciji je povezana sa rs12979860 CC genotipom u prvoj [191], a sa rs12979860
TT genotipom u drugoj [190]. Tri grupe autora nisu uo¢ile znacajnu povezanost polimorfizama
IFNL3 i IFNL4 sa ozbiljnoséu COVID-19 [189-191]. Sto se ti¢e uticaja polimorfizma IFNL3 i
IFNL4 na ishod COVID-19, istovremeno prisustvo rs368234815 TT/TT, rs12979860 C/C,
rs8099917 T/T irs12999917 T/T irs12980275 A/A genotipova smanjivalo je rizik od smrtnog
ishoda [173]. Druga studija je zabelezila povezanost rs12979860 T/C sa pove¢anom smrtno$¢u
[191].
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Doktorska disertacija Ciljevi i hipoteze istrazivanja

Osnovni ciljevi planiranog istrazivanja su:

1.

2.

3.

Utvrditi da li postoji povezanost prisustva ispitivanih polimorfizama ACE2 gena sa
razvojem teske klinicke slike i smrtnog ishoda COVID-109.
Utvrditi da li postoji povezanost prisustva ispitivanih polimorfizama IFNL3 gena sa
razvojem teske klinicke slike i smrtnog ishoda COVID-19.
Utvrditi da li postoji povezanost prisustva ispitivanih polimorfizama IFNL4 gena sa
razvojem teske klinicke slike i smrtnog ishoda COVID-109.

Ostali ciljevi planiranog istrazivanja su:

1.

2.

3.

Utvrditi u€estalost ispitivanih polimorfizama ACE2, IFNL3 i IFNL4 gena u populaciji
pacijenata obolelih od COVID-19.

Utvrditi da li postoji povezanost prisustva ispitivanih polimorfizama ACE2, IFNL3 i
IFNL4 gena, tezine klinicke slike i smrtnog ishoda COVID-19 sa serumskom
koncentracijom odgovarajucih proteina, tj. solubilnog ACE2, interferona IFN-A3 i IFN-
A\,

Utvrditi da 1i su klini¢ke, biohemijske 1 imunske karakteristike pacijenata povezane sa
tezinom klinicke slike i smrtnim ishodom COVID-19.

Shodno dosadasnjim saznanjima i postavljenim ciljevima, radne hipoteze su sledece:

1.

2.

Prisustvo ispitivanih polimorfizama ACE2 gena povezano je sa razvojem teze klinicke
slike i smrtnog ishoda COVID-19.

Prisustvo ispitivanih polimorfizama IFNL3 gena povezano je sa razvojem teze klini¢ke
slike i smrtnog ishoda COVID-19.

Prisustvo ispitivanih polimorfizama IFNL4 gena povezano je sa razvojem teze klini¢ke
slike i smrtnog ishoda COVID-19.

Ukupna uéestalost ispitivanih polimorfizama ACE2, IFNL3 i IFNL4 gena kod pacijenata
obolelih od COVID-19 odgovara o¢ekivanoj za belu populaciju.

Prisustvo ispitivanih polimorfizama ACE2, IFNL3 i IFNL4 gena, teZina klinicke slike i
smrtni ishod COVID-19 povezani su sa serumskom koncentracijom odgovarajucih
proteina, tj. solubilnog ACE2, interferona IFN-A3 i IFN-A4.

Klini¢ke, biohemijske i imunske karakteristike pacijenata povezane su sa tezinom
klinicke slike i smrtnim ishodom COVID-19.
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3.1. Vrsta studije i eticki aspekti

Istrazivanje je dizajnirano kao prospektivna opservaciona klinicka studija tipa
sluc¢aj/kontrola u kojoj su ispitivanu populaciju cinili pacijenti oboleli od COVID-19
hospitalizovani u Univerzitetskom klinickom centru Kragujevac (UKCKG). Shodno broju
ishoda od interesa, spovedene su dve studije slucaj/kontrola za procenu uticaja genetickih i
drugih relevantnih faktora na:

1) razvoj tezih oblika COVID-19, pri ¢emu su grupu slucajeva Cinili pacijenti sa tezim
formama bolesti, a kontrolnu grupu pacijenti sa blazom klinickom slikom;

1) smrtni ishod COVID-19, pri ¢emu su grupu slu¢ajeva ¢inili preminuli pacijenti, a kontrolnu
grupu pacijenti otpusteni sa bolnickog leCenja kao oporavljeni.

U sprovodenju studije posStovani su principi Helsinske deklaracije o zastiti prava
subjekata istraZivanja, usvojene od strane Svetske medicinske asocijacije 1 Dobre klinicke
prakse, usvojene na Medunarodnoj konferenciji o harmonizaciji, kao i zakonski propisi
Republike Srbije. Studijske aktivnosti su podrazumevale eticka i bezbednosna pitanja, kao §to
su direktan kontakt sa pacijentima; pristup i obrada li¢nih podataka i medicinske dokumentacije
pacijenata; izvodenje, obrada i koriS¢enje laboratorijskih rezultata, ukljuujuéi geneticke
podatke, te je njihovo sprovodenje odobreno odlukom nadleznog Etickog odbora UKCKG
(Odluka br. 01/20-405 od 03.04.2020.).

3.2. Studijska populacija

Studijska populacija obuhvatila je hospitalizovane pacijente oba pola, obolele od laksih
i tezih formi COVID-19, koji su praceni do zavrSetka hospitalizacije, tj. do otpusta pacijenta
ili smrtnog ishoda. Podobnost pacijenata procenjivana je na osnovu kriterijuma za ukljucivanje
1 neukljucivanje: za u€esce u studiji pacijent je trebao da zadovolji sve ukljucujuce kriterijume
1 nijedan kriterijum za neukljucivanje.

Kriterijjumi za ukljucivanje ispitanika bili su:

1. Starost 18 ili viSe godina,

2. Saglasnost za ucescée u studiji i potpisan formular Informisanog pristanka,

3. SARS-CoV-2 infekcija potvrdena u referentnoj laboratoriji Real time-PCR metodom, kojom
se detektuje prisustvo virusa u nazofaringealnom brisu.

Kriterijumi za neukljucivanje ispitanika bili su:

1. Uzrast ispod 18 godina,
2. Trudnoda i dojenje.

Tokom istrazivanja, ispitanik je bivao iskljucen iz studije ukoliko:

1. Sam odlu¢i da se povuce iz studije,
2. Bude otpusten sa bolni¢kog lecenja pre isteka 24 ¢asa nakon hospitalizacije,
3. Dode do smrtnog ishoda pre isteka 24 ¢asa nakon hospitalizacije.

3.3. Uzorkovanje

Ispitanici su ukljucivani u studiju iz ukupne populacije pacijenata obolelih od COVID-
19 koji su bili hospitalizovani na Infektivnoj klinici, Klinici za pulmologiju i u Korona centru
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UKCKG. Uklju¢ivanje u studiju sprovodeno je sukcesivno, prema Kkriterijumima za
ukljucivanje, od prvog dana studije do dana kada je dostignut ukupan broj ispitanika, shodno
proracunu veli¢ine studijskog uzorka.

Ispitanici su ukljucivani u studiju na dan prijema u UKCKG. Svi ispitanici su bili
upoznati sa studijskim procedurama usmenim i pisanim putem, a nakon potpisivanja formulara
za Informisani pristanak i procene podobnosti ukljuc¢ivani su u studiju. Pisani Informisani
pristanak obezbedio je ordinirajuci lekar koji je istovremeno bio i istraziva¢ u studiji. Po
obezbedenom pristanku, prikupljani su demografski, anamnesticki 1 klinicki podaci,
laboratorijski parametri, a potom je ispitanicima uzet uzorak krvi za dalju analizu.

3.3.1. Uzorkovanje i obrada krvi

Na dan hospitalizacije, prikupljeno je 10mL krvi za rutinske laboratorijske analize u
vakutajner bez antikoagulansa i 3mL krvi u vakutajner sa etilen-diamino-tetrasir¢etnom
kiselinom (engl. Ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) kao antikoagulansom. Nakon
adekvatnog obelezavanja uzoraka, krv bez antikoagulansa je centrifugirana na 3000
obrtaja/minuti po zavrSenom procesu koagulacije, a odvojeni serum se delom koristio za
neposredno odredivanje biohemijskih parametara u Sluzbi za biohemijsku dijagnostiku
UKCKG, a 500uL je zamrznuto na -20°C za naknadno odredivanje studijskih parametara
(solubilnog ACEZ2, interferona IFN-A3 i IFN-A4). Uzorci krvi sa EDTA kao antikoagulansom
su delom koriS¢eni, za fenotipizaciju mononuklearnih leukocita (najkasnije 6 sati posle
uzorkovanja), a ostatak zamrznut na -20°C do izolacije dezoksironukleinske kiseline (DNK) i
izvodenja genotipizacije. Uzorke su prikupljali kvalifikovani medicinski tehnicari i sestre, a
dalji postupak sa uzorcima bio je sproveden od strane istrazivaca ukljucenih u ovu studiju.

3.3.2. Prikupljanje demografskih, klinickih podataka i laboratorijskih parametara

Svi demografski, anamnesticki 1 klini¢ki podaci, kao i laboratorijski parametri na dan
hospitalizacije prikupljani su iz istorija bolesti i elektronskih podataka o pacijentu ¢uvanih u
Zdravstveno-informacionom sistemu UKCKG. Podaci su inicijalno prikupljani u papirnoj
formi kao Formular o izveStaju slucaja, a potom preneti u elektronsku verziju za dalju statisticku
obradu.

Od demografskih podataka prikupljani su pol i starost, a od anamnestickih simptomi
bolesti poput: poviSene temperature, kaslja, dispneje, bola u grudima, bola u misi¢ima,
glavobolje, grebanja u grlu, anosmije i digestivnih tegoba; kao i vreme javljanja simptoma.
Klini¢ki podaci podrazumevali su fizikalni nalaz, nalaz radiografije plu¢a, primenu lekova i
prisustvo komorbiditeta. Optere¢enje komorbiditetima kvantifikovano je pomoéu Carlsonovog
indeksa komorbiditeta (engl. Charlson Comorbidity Index, CCl).

Od laboratorijskih parametara rutinski analiziranih u okviru dijagnostike na prijemu,
prikupljani su:

e Parametri krvne slike sa diferencijalnom leukocitarnom formulom;

¢ Inflamatorni biomarkeri: CRP i prokalcitonin (engl. procalcitonin; PCT);

e Biohemijski parametri: glikemija, kreatinin, urea, ukupni bilirubin, direktni bilirubin,
alanin-aminotrasferaza (engl. alanine aminotransferase; ALT), aspartat-aminotransferaza
(engl. aspartate aminotransferase; AST), albumini, LDH, kreatin-kinaza (engl. creatine
kinase; CK)

e Hematoloski parametri: D-dimer

e Gasne analize krvi: pO2, pCO2, pH
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o Elektroliti: natrijum i kalijum.

Navedene laboratorijske analize odredivane su standardnim metodama na
hematoloskim i biohemijskih analizatorima u Sluzbi za biohemijsku dijagnostiku UKCKG.

3.4. Procena tezine klini¢ke slike COVID-19

Tezina klinicke slike definisana je kao blaga, umerena, teska i kriti¢no teska bolest,
shodno shodno Kkriterijumima Svetske zdravstvene organizacije [42] za odrasle osobe, i to na:

I Blagu bolest: odsustvo simptoma ili simptomi nekomplikovane virusne infekcije gornjih
disajnih puteva uz simptome kao $to su groznica, umor, kasalj, anoreksija, nelagodnost,
bol u misi¢ima, upaljeno grlo, dispneja, za¢epljenost nosa ili glavobolja; pacijenti takode
mogu imati dijareju, mucninu i povracanje.

Il Umereno teSku bolest: klinicki (povisena telesna temperatura, kasalj, dispneja, tahipneja)
i radioloski znaci pneumonije, ali bez znakova teSke pneumonije i bez potrebe za dodatnim
kiseonikom, odnosno da je SpO2 > 90%.

111 TeSku bolest: prisustvo klini¢kih znakova pneumonije poput povisene telesne temperature,
kaslja, dispneje, tahipneje, uz jedan od navednih znakova: respiratorni ritam > 30
udisaja/min, teski respiratorni distres, ili SpO2<90% bez asistirane respiracije.

IV Kriticno teSku bolest: podrazumeva prisustvo ARDS-a, sepse ili septinog Soka.
Kriterijumi za njihovo utvrdivanje bili su slede¢i:

a. ARDS: Pocetak: u roku od jedne nedelje od pojave klinickih simptoma i znakova ili
pojavljivanje novih ili pogorSanje postojecih respiratornih simptoma. Vizuelizacionim
tehnikama pluca (radiografija ili kompjuterizovana tomografija) utvrduje se prisustvo:
bilateralnih opaciteta koji nisu u potpunosti objasnjeni prekomernim opterecenjem
volumenom, lobarnog ili pluénog kolapsa ili nodula. Procenom porekla pluénih
infiltrata nalazi se da respiratorna slabost nije potpuno objaSnjena sréanom
insuficijencijom ili preopterecenjem te¢noScu. Potrebna je objektivna procena (npr.
ehokardiografija) da se iskljuci hidrostatski uzrok infiltrata/edema, ako nema faktora
rizika. Poremecaj oksigenacije kod odraslih se klasifikuje u tri kategorije prema
slede¢im kriterijumima:

e Blagi ARDS: 200 mmHg <PaO2 / FiO2 < 300 mmHg (sa PEEP ili CAPAP>5 cmH-0)
e Umereni ARDS: 100 mmHg<PaO»/ FiO2< 200 mmHg (sa PEEP > 5 cmH20)
e Teski ARDS: PaO2/FiO2 < 100 mmHg (sa PEEP > 5 cmH20)

Ukoliko PaOz nije dostupan, SpO2/FiO2<315 ukazuje na ARDS i kod pacijenata bez ventilacije.

b. Sepsa: akutna disfunkcija organa koja ugrozava zivot, a uzrokovana je neadekvatim
imunskim odgovorom na suspektnu ili dokazanu infekciju. Znaci disfunkcije organa su:
izmenjen mentalni status, poteskoc¢e u disanju ili tahipneja, niska saturacija kiseonikom,
slabo izlu¢ivanje urina, ubrzan sréani ritam, slab puls, hladni ekstremiteti ili snizen krvni
pritisak, livedo reticularis, laboratorijski dokazana koagulopatija, trombocitopenija,
acidoza, visoka koncentracija laktata ili hiperbilirubinemija.

c. Septi¢ni Sok: hipotenzija koja perzistira uprkos nadoknadi tecnosti i zahteva primenu
vazopresornih lekova kako bi se odrzao srednji arterijski pritsak > 65mmHg u
kombinaciji sa koncentracijom laktata u serumu >2mmol/L.

Tezinu klinicke slike procenjivala su dva istrazivaca, u dve vremenske tacke: na pocetku
1 na kraju hospitalizacije. Za svakog pacijenta u obzir uziman je najtezi stadijum bolesti kao
krajnja procena. Ishod bolesti utvrdivan je po zavrSetku hospitalizacije.
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3.5. Izolacija molekula DNK

Molekul DNK izolovan je iz uzoraka pune krvi sa EDTA pomocu komercijalnog
kompleta PureLink Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA). Ova metoda zasniva se
na kolonama sa siliko-gel membranama koje imaju sposobnost selektivne adsorbcije molekula
DNK u zavisnosti od koncentracije haotropnih soli. Izolacija je sprovedena u skladu sa
uputstvom proizvodaca.

Sat vremena pre pocetka izolacije uzorci krvi sa EDTA su odledeni, promeSani
pokretima gore-dole i na vorteksu. Neposredno pre eksperimenta, u pufere za ispiranje (engl.
Washing buffer) WB 1 i 2 je dodata propisana koli¢ina 100% etanola (Zorka, Sabac, Srbija). U
sterilne mikroepruvete zapremine 2mL razliveno je po 20uL rastvora proteinaze K
koncentracije 20mg/ml i 200uL uzoraka pune krvi sa EDTA uz blago meSanje na vorteksu.
Potom, svaki uzorak je tretiran sa 20uL rastvora RNK-aze A (ribonukleaze A) koncentracije
20mg/ml, uz blago mesanje i inkubaciju na sobnoj temperaturi u trajanju od 2 minuta. U svaku
mikroepruvetu dodato je po 200uL vezujuceg/liziraju¢eg pufera, smesa je blago promesana na
vorteksu kako bi se postigla homogenost, a zatim je inkubirana uz zagrevanje na vodenom
kupatilu na 55°C radi ubrzanja digestije proteina. Nakon zavrsetka desetominutne inkubacije, u
lizate je dodato 200uL 100% etanola uz mesanje na vorteksu. Celokupni lizati, volumena oko
640uL, prebaceni su na sistem koji se sastoji od spin-kolone sa silika-gel membranom,
prethodno smestenim u kolekcione mikroepruvete od 2mL (slika 6) i centrigufirani na 10.000
X g 1 minut na sobnoj temperaturi. Spin-kolone za koje je adsorbovala genomska DNK su
prebacene u novu kolekcionu mikroepruvetu, a profiltrirani lizat je odbacen. Naredni koraci
predstavljaju proces uklanjanja nepozeljnih komponenti lizata koji su adsorbovali za silika-gel
zajedno sa DNK, upotrebom pufera pH<7. Prvo se dodaje 500uL WB 1 i centrigufira na 10.000
X g 1 minut na sobnoj temperaturi, zatim se spin-kolona se prebacuje na novu kolekcionu
mikroepruvetu, a filtrat odbacuje. Isti postupak je ponovljen sa WB 2, ali uz centrifugiranje na
16.000 x g 3 minuta na sobnoj temperaturi. Poslednji korak predstavlja ,,ispiranje’ DNK sa
spin-kolone u kolekcionu miroepruvetu pomoc¢u 100uL elucionog pufera pH>7 uz inkubaciju
od 1 minuta i centrifugiranje 16.000 x g 1 minut na sobnoj temperaturi. Eluat koji sadrzi
izolovanu DNK ¢&uvan je na temperaturi od -20°C do izvodenja eksperimenta.

Slika 6. lustracija sistema koji se sastoji od spin-kolone sa silika-gel membranom
smestenom u kolekcione mikroepruvete i sumiran prikaz metode izolacije

3.6. Odredivanje koncentracije i ¢istoce izolovane DNK

UV spektrofotometrija je najjednostavnija i najéeS¢e koriS¢ena tehnika za odredivanje
kvantiteta i kvaliteta DNK. DNK 1 ve¢ina uobicajenih kontaminanata koji se nalaze u izolatima
DNK apsorbuju UV svetlost, s toga se merenja izvode u opsegu talasnih duzina od 230nm do
320nm. Merenjem na 260nm kvantifikuje se DNK; na 230nm haotropne soli i fenol kao
indikatori kontaminacije poreklom od samog procesa izolacije; na 280nm tirozin i triptofan kao
indikator kontaminacije proteinima; i na 320nm odreduje se zamucenost uzorka rastvora, koja
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upucuje na druge izvore kontaminacije. Ova ocitavanja apsorbance (A), omogucavaju merenje
koncentracije DNK i pruzaju informacije o nivoima kontaminanata ponaosob [193].

Opticka gustina uzoraka izolovane DNK odredivana je na talasnim duzinama od 230nm,
260nm, 280nm i 320nm na UV-Vis spekrofotometru sa dvostrukim snopom model Cary 300
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) sa kvarcnom kivetom debljine 1cm (prikazan naslici
7). Sva merenja sprovedena su u triplikatu, a za dalju obradu koris¢ene su srednje vrednosti.
Uzorci izolovane DNK razblazivani su 100 puta, taénije 30uL uzorka je pomesano sa 2970uL
dejonizovane vode. Kao slepa proba koris¢ena je dejonizovana voda.

Koncentracija izolovane DNK u uzorcima racunata je koriste¢i formulu koja proistice
iz Lamber-Berovog zakona:

[DNK](ng/mL) = (Aygouzorka — Asyouzorka) x 50(pg/mL) X 100

pri ¢emu 50(pug/mL) potice od poznate relacije da je apsorbanca jedne opticke jedinice na
talasnoj duzini od 260nm jednaka 50pg/mL dvolanc¢ane DNK, 100 je dilucioni faktor uzorka u
dejonizovanoj vodi, a Azeo i Az su izmerene apsorbance datog uzorka na talasnim duzinama

od 260nm i 320nm.
() | — . i
Py

Slika 7. Originalna fotografija UV-Vis spekrofotometra model Cary 300 (Agilent
Technologies, Santa Clara, USA)

Cistoca izolovane DNK u uzorcima odredivana je po formulama:

_ Azepy30pKa — Azppy30pKa

o Azgoy30pKa — Azpgy30pKa

_ Azeoy30pKa — Azppy30pKa

"= Az30y30pKa — Azzy30pKa

gde su Az3o, Aze0, Azgo i Aszo su izmerene apsorbance datog uzorka na talasnim duzinama od
230nm, 260nm, 280nm i 320nm. Ukoliko je vrednost stepena Cisto¢e uzoraka ni U opsegu od
1,5do 2 i n2veci od 1,5 uzorci su smatrani zadovoljavajuée Cistim. Vrednosti apsorbance na
talasnoj duzini od 320nm vece od 0,02 ukazuju na visoku zamucenost rastvora i kontaminaciju.
Uzorci koji nisu zadovoljavali navedene kriterijume Cistoce su ponovo izolovani.
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3.7. Genotipizacija

3.7.1. Detekcija jednonukleotidnih polimorfizama reakcijom lan¢ane polimerizacije u
realnom vremenu

Reakcija lanCane polimerizacije (engl. Polymerase Chain Reaction; PCR) u realnom
vremenu (engl. Real Time PCR) je in vitro kvantitativna metoda koja kombinuje
konvencionalnu PCR amplifikaciju i fluorimetriju. U Real Time PCR reakciji koli¢ina DNK se
neprekidno prati iz ciklusa u ciklus, dakle, u realnom vremenu, detekcijom fluorescentnog
signala koji emituju fluorescentne boje. Ovaj fluorescentni signal je direktno proporcionalan
broju generisanih amplikona i detektuje se u eksponencijalnoj fazi, kada je reakcija visoko
specificna.

Genotipizacija jednonukleotidnih polimorfizama Real Time PCR reakcijom najcesce
koristi hidrolizuju¢e probe, poznatije kao TagMan probe. TagMan probe su alel-specifi¢ni
oligonukleotidi koje na svom 5 kraju nose fluorescentnu reportersku boju (engl. Reporter; R)
i prigusiva¢ (engl. Quencher; Q) na 3" kraju koji blokira emisiju fluorescentnog signala dok su
u neposrednoj blizini (slika 8). Nakon hibridizacije para pocetnica za matricu DNK, dolazi i do
vezivanja alel-specificne TaqgMan probe za ciljnu sekvencu. U fazi elongacije, kada Taq
polimeraza ugraduje nukleotide po principu komplementarnosti, njenom 5°-3"egzonukleaznom
aktivno$cu iseca se 5" kraj probe koji nosi reportersku boju. Kako ovo dovodi do udaljavanja
reportera od prigusivaca, reporterska boja pocinje da emituje fluorescenciju koja se povecava
svakim ciklusom proporcionalno stepenu degradacije probe.
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Slika 8. Princip funkcionisanja TagMan proba (dostupno na https://www.thermofisher.com)

Genotipizacija polimorfizama gena ACE2, IFNL3 i IFNL4 sprovedena upotrebom
predizajniranih, komercijalno dostupnih proba TagMan genotyping assay mix (40X) (Applied
Biosystems, Foster City, USA) koje su prikazane u tabeli 1. Za amplifikaciju segmenata DNK
od interesa neophodno je prisustvo Taq polimeraze i gradivnih elemenata — nukleotida, koji
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ulaze u sastav TagMan Genotyping Master Mix (2X) (Applied Biosystems, Foster City, USA).
Finalni volumen reakcione smese koji je iznosio 20uL, sadrzao je 10uL TagMan Genotyping
Master Mix (2X), 0,5uL TagMan genotyping assay mix (40X), 0,5uL dejonizovane vode i 9uL
genomske DNK koncentracije 1ng/uL ili dejonizovane vode kao ,,negativne kontrole® (engl.
Non-Template Control; NTC). Temperaturni profil reakcije amplifikacije Cinile su tri faze:

1. inicijalna aktivacija polimeraze na 95°C tokom 10 minuta — na ovoj temperaturi se
denaturiSe protein koji se nalazi u Zljebu aktivnog mesta Taq polimeraze, ¢ime enzim
postaje aktivan;

2. denaturacija DNK na 95°C u periodu od 15 sekundi — pri ¢emu se vodoni¢ne veze u
molekulu DNK raskidaju, DNK se raspli¢e i prelazi u dve jednolancane stukture;

3. hibridizacija/elongacija na 60°C tokom 60 sekundi — koja podrazumeva vezivanje para
grani¢nika, alel-specifi¢nih TagMan proba (hibridizacija) i nadogradivanje novog lanca
DNK aktivnoséu Taq polimeraze koja ugraduje nukleotide komplementarne jednolan¢anoj
matrici DNK (elongacija).

Faze denaturacije i hibridizacije/elongacije ¢ine jedan ciklus PCR reakcije koji se ponavlja 40
puta. Real Time PCR reakcija je sprovedena na aparatu Mic gPCR 48-well thermal cycler
(BioMolecular Systems, Upper Coomera, Australia, slika 9).

Tabela 1. Informacije o koris¢enim TagMan® probama

rs .|de_nt|f|k_a- Pozicija Identl_flkacmnl Sekvenca [VIC/FAM]
cioni broj broj probe
ACE2
TTTTTTCCATATCTCTATCTGA
rs2106809 NG_012575.2:9.7221T>C C_ 16098179 20 TGG[A/G]JCTTCTCCACACTTCT
ACATCAGCAG
AGTGTGGAAATGTATAAATGG
rs2074192 NG_012575.2:9.42492G>A C_ 16163821 10 TTGG[C/T]ATTTATTCATTTGT
GACTGCTGTGT
IFNL3
TTTTGTTTTCCTTTCTGTGAGC
rs8099917 NC_000019.10:9.39252525T>G C_ 11710096 10 AAT[G/T]TCACCCAAATTGGA
ACCATGCTGTA
TGAGAGAAGTCAAATTCCTAG
rs12980275 NC_000019.10:9.39241143A>G C_ 31438519 10 AAAC[A/G]GACGTGTCTAAAT
ATTTGCCGGGGT
IFNL4
TGAACCAGGGAGCTCCCCGAA
rs12979860 NC_000019.10:9.39248147C>T  C__ 7820464 10 GGCG[C/T]GAACCAGGGTTGA
ATTGCACTCCGC
) GAGAGCAGGCAGCGCCGGGG
rs368234815 ls\lgig(()jO?Olg.10.g.39248514_3924 C_203097338_10 GGCC[TT/AG]CTGCGATCACC
elinsG GTGCACAGGACCCA
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Slika 9. Originalna fotografija Mic qPCR 48-well thermal cycler
(BioMolecular Systems, Upper Coomera, Australia)

3.7.2. Alelska diskriminacija

Za alelsku diskriminaciju upotrebljen je softver Mic gPCR Software (BioMolecular
Systems, Upper Coomera, Australia). Koris¢eni TagMan genotyping assay mix (20X) sadrzali
su dve oligonukleotidne probe ¢ija se sekvenca razlikovala jedino na mestu zamene nukleotida
od interesa, tj. jedna proba bila je komplementarna divljem alelu, a druga varijantnom alelu.
Ove dve probe bile su obelezene razli€itim fluoresciraju¢im bojama, VIC i FAM. Prateci
intezitet fluorescencije obe boje po zavrSenoj amplifikaciji, za svaki uzorak ponaosob
odredivan je prag detekcije (engl. threshold). Ukoliko je fluorescencija jedne od navedenih boja
prevazilazila prag detekcije, takav uzorak je definisan kao homozigotni nosilac divljeg (slika
10. A), odnosno varijantnog alela (slika 10. B). U slucaju kada su fluorescencije obe boje bile
visokog inteziteta, tj. prelazile prag detekcije, uzorak je oznacavan kao heterozigot (slika 10.
C). Dva istrazivaca su procenjivala prisustvo genotipova, nezavisno jedan od drugog. Medu
ponovljenim uzorcima nije bilo razlike u determinaciji genotipa.

A) [ermrm— B [y Ko e % ,+.

e e e et e i, S 0 S B i e ]

]

Slika 10. Hustracija alelske diskriminacije — A) divlji homozigot (VIC); B)
varijantni homozigot (FAM); C) heterozigot (VIC + FAM)
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3.8. Kvantifikacija solubilnog ACEZ2 i interferona IFN-A3 i IFN-A4 u serumu

»Sendvi¢ enzimski imunosorbent test, poznatiji kao ELISA (engl. Enzyme-linked
immunosorbent assay), predstavlja jednu od najées¢ce koris¢enih laboratorijskih metoda za
detekciju i merenje antigena. Princip testa je zasnovan na imunolo§koj reakciji antigen-antitelo
koja nije vidljiva golim okom. Naime, primarno monoklonsko antitelo, imobilisano na povrsini
bunara mikrotitar ploce, vezuje antigen iz uzorka, a zatim se detektuje dodatkom sekundarnog,
najces¢e poliklonskog antitela, koje na svom Fc fragmentu nosi enzim. Vizuelizacija ove
reakcije se postize dodatkom bezbojnog supstrata koji podleze enzimskoj reakciji, pri ¢emu se
razvija okom vidljiva plava boja koja je direktno proporcionalna koncentraciji detektovanog
antigena.

Za odredivanje koncentracije SACE2 (FineTest, Wuhan, China), interferona IFN-A3
(Elabscience, Wuhan, China) i IFN-A4 (MyBiosource, San Diego, USA) u serumu COVID-19
pacijenata koris¢eni su komercijalno dostupni ELISA kompleti. U izvodenju testova postovane
su procedure definisane uputstvom proizvodaca.

Pre izvodenja eksperimenta, sproveden je set pred-eskperimenata sa ciljem da se utvrdi
stepen razblazenja uzoraka koje treba koristiti u ELISA testovima. Shodno rezultatima, u
ELISA testovima za merenje IFN-A3 i IFN-A4 kori$c¢eni su nerazblazeni uzorci seruma, dok je
za merenje koncentracije sSACE2 bilo neophodno razblaZiti serume u odnosu 1:50 u diluentu.

Uzorci seruma su odledeni pola sata pre pocetka eksperimenta, a reagensi testa temperirani
na sobnoj temperaturi. Uslovi inkubacija bili su isti za sve testove, te je koris¢en termoblok
temperiran na 37°C. Za sve testove pripremljeni su rastvori standarda odgovaraju¢ih humanih
rekombinovanih proteina u sedam koncentracija. Proces je podrazumevao niz koraka sa malim
razlikama u zavisnosti od koriS¢enog testa:

e Dodavanje po 100uL standarda, uzoraka i slepe probe (Cistog diluenta) u bunare koji su
obloZeni specifi¢nim antitelima za dati protein i inkubacija tokom 90 ili 120 minuta;

e Dodavanje 100uL radnog rastvora detekcionih antitela konjugovanih biotinom razblazenih
urazmeri 1:100 u odgovaraju¢em diluentu, inkubacija tokom 60 minuta i dva ispiranja ploc¢a
puferom za ispiranje; u slu¢aju ELISA testa za detekciju ACE2, ovom koraku je prethodila
su dva ispiranja plo¢e puferom za ispiranje;

e Dodavanje 100uL radnog rastvora konjugata streptavidina i peroksidaze izolovane iz korena
rena - HRP (engl. Horseradish peroxidase) razblazenog u razmeri 1:100 u odgovarajuéem
diluentu, inkubacija tokom 30 ili 60 minutai dvaili pet ispiranja plo¢a puferom za ispiranje;

e Dodavanje 90uL supstrata tetrametilbenzidin (TMB), inkubacija 10 do 20 minuta u
zavisnosti od dinamike razvoja inteziteta plave boje;

e Dodavanje 50pL sumporne kiseline tj. ,,stop solucije* koja zaustavlja enzimsku reakciju i
uzrokuje promenu plavog bojenja u zuto.

Odmah po dodavanju ,,stop solucije®, intenzitet boje se merio spektroforometrijski pomocu
Citaca za mikrotitar plo¢e Rayto RT-6100 (Shenzhen, China), ocitavanjem apsorbance na
talasnoj duzini od 450nm. Ocitana apsorbanca, odnosno intezitet boje, direktno je
propoprcionalna koncentraciji prisutnih proteina u testiranim uzorcima. Koncentracija SACE2,
IFN-A3 1 IFN-A4 je automatski izracunata u softveru Rayto-1000 na osnovu oc€itane apsorbance
uzoraka metodom interpolacije sa konstruisane standardne krive.
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3.9. Varijable koje su merene u studiji

Kao nezavisne varijable utvrdivani su 1) polimorfizmi ACE2, IFNL3 i IFNL4 gena i to
rs2106809 i rs2074192 (ACE2), rs8099917 i rs12980275 (IFNL3), i rs12979860 i rs368234815
(IFNL4), i 2) serumske koncentracije solubilnog ACEZ2 i interferona IFN-A3 i IFN-A4.

Kao kovarijable pracene su starost, pol, prisustvo komorbiditeta, primena lekova,
parametri krvne slike sa fenotipom mononuklearnih leukocita, i inflamatorni biomarkeri sa
drugim biohemijskim parametrima.

Zavisne, tj. ishodisne varijable bile su: 1) tezina klinicke slike, definisana kao a) blaga,
b) umerena, c¢) teska i d) kriti¢no klinicka slika i 2) ishod bolesti, definisan kao a) otpust iz
bolnice ili b) smrtni ishod u toku hospitalizacije. Takode, praceni su i vreme od pojave
simptoma do hospitalizacije i duzina hospitalizacije.

3.10. Snaga studije i veli¢ina uzorka

Veli¢ina uzorka procenjena je na osnovu publikacije de Seiksas i saradnika [194] u
G*Power softveru. U ovoj studiji pokazana je povezanost prisustva funkcionalnog IFNL4
rs368234815 polimorfizma sa uspehom lecenja HCV pegilovanim interferonom alfa i
ribavirinom, pri ¢emu je ucestalost varijantnog AG alela bila zna¢ajno manja u grupi pacijenata
sa stabilnim virusoloskim odgovorom u poredenju sa pacijentima koji nisu odreagovali na
terapiju (28% naspram 61%, OR (95% CI): 14.84 (3,57-61,68), p<0,001). Uz prihvaéene
vrednosti verovatnoée greske prvog tipa a=0,05 i snage studije od 0,90, veli¢ina uzorka
procenjena je na hajmanje 42 po grupi, odnosno ukupno najmanje 168 ispitanika.

3.11. Statisticka obrada podataka

Rezultati genotipizacije prikazani su u vidu apsolutnih i relativnih ucestalosti alela,
genotipova, haplotipova i diplotipova. Podaci su dodatno transformisani u dve genotipske
grupe: dominantni geneti¢ki model, koji grupiSe genotipove u homozigotne nosioce divljeg
alela 1 nosioce makar jednog varijantnog alela, 1 recesivni geneticki model, ¢ije su grupe
definisane na nosioce makar jednog divljeg alela i homozigotne nosioce varijantnog alela.
Polimorfizmi ACE2 gena su statisticki obradivani ponaosob u populacijama Zena i muskaraca,
pri ¢emu su zene, shodno prisustvu dva X hromozoma, definisane kao nosioci homozigotnih ili
heterozigotnh genotipova, dok su muskarci, kao nosioci jednog X hromozoma, definisani kao
hemizigoti [132].

Odstupanje od Hardi-Vajnbergove ravnoteze (engl. Hardy-Weinberg Equilibrium;
HWE), odnosno ispitivanje razlike u ocekivanoj i opserviranoj ucestalosti genotipova na
autozomnim hromozomima (IFNL3 i IFNL4) utvrdivana je Hi-kvadrat (¥2) testom sa jednim
stepenom slobode (df=1) za celu ispitivanu populaciju. HWE polimorfizama ACE2 gena, koji
je lociran na X hromozomu, analiziran je u celokupnoj ispitivanoj populaciji pomocu 2 testa
sa dva stepena slobode (df=2), pri ¢emu se ucestalost genotipova izracunavala ponaosob za
zene 1 muskarce [195]. Haplotipizacija i izracunavanje ucestalosti haplotipova uradeni su u
softveru Arlequin verzija 3.5 [196]. Testiranje neravnoteze vezanosti (engl. Linkage
disequilibrium; LD) izmedu polimorfizama istog gena sprovedeno je u softveru Haploview
verzija 4.2 (Broad Institute, Cambridge, MA, USA). S obzirom na to da su IFNL3 i IFNL4 geni
smesteni u neposrednoj blizini na hromozomu 19, LD je utvrdivan za sve polimorfizme oba
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gena u jednoj analizi, dok je ACE2, lokalizovani na X hromozomu, analiziran odvojeno.
Kalkulisana su dva parametra jaCine vezanosti, korigovani koeficijent neravnoteze vezanosti
D’ i koeficijent korelacije r2. Vrednosti pomenutih parametara skalirani su od 0 do 1, pri ¢emu
0 indikuje odsustvo vezanosti, ve¢e vrednosti ukazuju na vecu neravnotezu vezanosti, a 1 na
apsolutnu vezanost ili ,savrSenu neravnotezu vezanosti“ [197]. Rezultati su prikazani
topografskim automatski generisanim LD graficima polimorfizama gde narandzasto-crvene
nijanse predstavljaju 0<D’<I1, uz to da tamnije nijanse indikuju ve¢i D’, a crvena boja D’=1, a
sivo-crne nijanse ukazuju na 0< r’<1, a intenzitet boje je proporcionalan porastu r?,

Podaci su analizirani koris¢enjem statistickog programa SPSS verzija 26 (IBM, Armonk,
NY, USA). Provera normalnosti raspodele kontinuiranih varijabli Kolmogorov-Smirnov testom
pokazala je da nijedna od testiranih varijabli ne prati normalnu raspodelu. Kontinuirane
varijable predstavljene su medijanom (Mdn) i interkvartilnim opsegom (engl. Interquartile
range; IQR), a kategorijske varijable kao procenat i apsolutni broj ispitanika u odgovarajucoj
grupi. Znacajnost razlike medu vrednostima kontinualnih varijabli izmedu grupa dihotomih
ishoda testirana je Man-Vitni testom, dok je za viSe grupa primenjivan Kruskal-Volis test, sa
naknadnim poredenjem grupa uz Bonferonijevu korekciju p vrednosti. Kategorijske varijable
poredene su y2 testom ili FiSerovim egzaktnim testom, ukoliko je uCestalost manja od 5 u 20%
¢elija. Spirmanova korelacija ranga je koriS¢ena za testiranje povezanosti dve kontinualne
varijable. Povezanost izmedu nezavisnih varijabli i ishoda od interesa (tj. razvoj teske forme
bolesti i smrtni ishod) testirana je binarnom ili ordinalnom logisti¢kom regresijom i naknadnom
multivarijabilnom logistickom regresionom analizom sa postepenim iskljucivanjem varijabli
unazad. Da bi se odredila ja¢ina posmatrane povezanosti, za svaku nezavisnu promenljivu
izraCunati su odnosi Sanse (engl. Odds Ratio; OR) sa odgovaraju¢im intervalima poverenja
(engl. Confidence interval; Cl) od 95%. Hosmer - Lemesov je kori$éen za ocenjivanje kvaliteta
predikcije modela. Vrednost grani¢ne verovatnoce (p) za sve testove bila je manja od 0,05.
Rezultati su prikazani tabelarno i graficki.
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U ovoj doktorskoj disertaciji, rezultati su organizovani u Sest celina, i to:

1. U prvoj celini, predstavljene su osnovne demografske, klinicke i laboratorijske
karakteristike ispitanika u celoj kohorti, prema tezini klinicke slike i ishodu SARS-
CoV-2 infekcije.

2. Druga celina se bavi analizom polimorfizama ACE2 gena, koji kodira klju¢ni protein
za ulazak virusa SARS-CoV-2 u c¢elije domacina. Analizirana je ucestalost alela,
genotipova, genotipskih grupa, haplotipova i diplotipova ispitivanih polimorfizama, kao
i njihova povezanost sa tezinom klini¢ke slike i ishodom SARS-CoV-2 infekcije,
ponaosob medu Zenama i muskarcima. Takode, kreiran je multivarijabilni model koji
oslikava uticaj ispitivanih polimorfizama ACE2 gena u kombinaciji sa demografsko-
klinickim parametrima na razvoj tezeg oblika COVID-19 i smrtnog ishoda.

3. U tre¢em delu obradena je analiza koncentracije SACEZ2, enzima koji je produkt obrade
ACE2 proteina, u serumu pacijenata u COVID-19 kohorti. Razlike u nivou sACE2
analizirane su u svetlu ispitivanih polimorfizama ACE2 gena, tezine klinicke slike i
ishoda COVID-19 u celoj kohorti i stratifikovano prema polu.

4. U cetvrtoj celini predstavljena je analiza polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena, ¢iji su
produkti primarni akteri u imunskom odgovoru domacina u toku respiratornih infekcija.
Utvdena je ucestalost alela, genotipova, genotipskih grupa, haplotipova i diplotipova
ispitivanih polimorfizama. Takode, analizirana je prediktivna vrednost polimorfizama
na progresiju tezine COVID-19, razvoj pneumonije, sa posebnim osvrtom na razvoj
pneumonije kod Zena, i smrtni ishod, ponaosob 1 u kombinaciji sa demografskim i
klini¢kim parametrima.

5. Peti deo obuhvata analizu koncentracije IFN — A3 i IFN — A4, prvih interferona koji se
produkuju tokom virusnih respiratornih infekcija, u serumu pacijenata sa COVID-19.
Koncentracija ovih proteina analizirana je u odnosu na polimorfizme IFNL3 i IFNL4
gena, tezinu klinicke slike, prisustvo pneumonije i ishod bolesti.

6. Sesti deo predstavlja sveobuhvatne modele predikcije tezine klinicke slike i ishoda

SARS-CoV-2 infekcije u koji su ukljuceni svi prethodno statisticki znacajni geneticki
polimorfizmi, serumski nivoi SACE2 i IFN-A3, laboratorijski i klini¢ki parametri.
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4.1. Analiza demografskih, klinickih podataka i laboratorijskih parametara

4.1.1. Demografske, klini¢ke i laboratorijske karakteristike ispitivane populacije

Iz populacije obolelih od COVID-19 i hospitalizovanih u UKCKG, 178 pacijenata je
zadovoljilo sve kriterijume za uklju¢ivanje 1 nijedan za neukljucivanje. U studiju je uklju¢eno
106 muskaraca (59,6%) i 72 zene (40,4%). Medijana starosti ispitanika bila je 60 godina (IQR:
49-69), a starost se kretala u opsegu od 19 do 88 godina, uz mali broj ispitanika mladih od 50
godina (26,4%). Medijana CCI skora, kao mere optere¢enja komorbiditetima, iznosila je 2
(IQR:1,0; 3,3). Pacijenti su prve simptome infekcije iskusili u proseku 8,1+4,6 dana pre
hospitalizacije. Prose¢no vreme provedeno u UKCKG bilo je 15,4 + 7,2 dana, dok je ukupno
trajanje bolesti bilo 23,5 £ 8,4 dana.

U tabeli 2 prikazani su simptomi, auskultatorni i radioloski nalaz COVID-19 pacijenata
na prijemu. Najveéi broj pacijenata imao je povisenu telesnu temperaturu i kasalj, dok su bol u
grudima, glavobolja, slabost i anosmija bili zastupljeni kod manje od 10% pacijenata. Oslabljen
disajni zvuk 1 pukoti su bili najces¢i auskultatorni nalaz na prijemu. NeSto manje od polovine
hospitalizovanih pacijenta imalo je pojedinacna pneumoni¢na ognjista kao radioloski nalaz, dok
manje od 20% pacijenta nije imalo aktivnih promena. Nalaz mle¢nog stakla je bio prisutan kod
samo sedam pacijenta.

Tabela 2. Simptomi, auskultatorni i radioloski nalaz COVID-19 pacijenata na prijemu

Nema Ima
%(n) %(n)
Simptomi
Febrilnost 17,6 (30) 82,4 (140)
Kasalj 27,6 (47) 72,4 (123)
Dispneja 74,1 (126) 25,9 (44)
Bol u grudima 92,4 (157) 7,6 (13)
Mijalgija 89,4 (152) 10,6 (18)
Glavobolja 92,9(158) 7,1(12)
Slabost 54,7 (93) 45,3 (77)
Bol u grlu 90,6 (154) 9,4 (16)
Anosmija 92,4 (157) 7,6 (13)
Digestivne tegobe 85,3 (145) 14,7 (25)
Auskultatorni nalaz
Abormalni disajni zvuk 29,9 (52) 70,1(122)
Oslabljen disajni zvuk 54,0 (94) 46,0 (80)
Poostren disajni zvuk 93,1(162) 6,9(12)
Pukoti 59,2 (103) 40,8 (71)
Zvizduci 95,4 (166) 4,6 (8)
RadioloSki nalaz
Aktivne promene 19,1 (34) 80,9 (144)
NaglaSena bronhovaskularna Sara 92,7 (165) 7,3 (13)
Intersticijske promene 73,6 (131) 26,4 (47)
Pojedina¢na pneumonicna ognjista 55,6 (99) 44,4 (79)
Difuzna konfluentna pneumonicna ognjiSta 74,7 (133) 25,3 (45)
Homogena zasencenja 97,8 (170) 2,2 (4)
Mlecno staklo 96,1 (174) 3,9 (7)
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Osnovni hematoloski i biohemijski parametri izmereni na dan hospitalizacije, prikazani
su u tabeli 3. Broj leukocita kod pacijenata bio je u granicama referentnih vrednosti, dok je
zastupljenost neutrofila i monocita bio ve¢i, a udeo limfocita manji od referentnog. Posledi¢no,
vrednosti N/L parametra bile su vece od referentnog opsega. Nivo glikemije, AST i ALT su
klinicki zanemarljivo odstupali od referentnog opsega, dok su koncentracije LDH, D-dimera,
CRP-a, PCT-a i pH krvi bile iznad normalnih vrednosti. Vrednosti pO, saturacija i
koncentracija albumina bili su nizi medu COVID-19 pacijentima u odnosu na referentne
opsege.

Tabela 3. Hematoloski i biohemijski parametri COVID-19 pacijenata

Referentne vrednosti Mdn (IQR)
Hematoloski parametri
Leukociti (x10%/L) 3,70-10 6,2 (4,4-8,2)
Neutrofili (%) 44 -72 73,3 (61,6 - 84,1)
Limfociti (%) 20 - 46 13,7 (8,0 - 24,0)
N/L 1-2 4,9 (2,5-9,8)
Monociti (%) 0,78-3,53 8,0 (5,0-11,0)
Eritrociti (x10%%/L) 3,86 5,08 4,5(4,0-4,9)
Trombociti (x10%L) 135 - 450 208,0 (168,0 - 286,5)
Hemoglobin (g/L) 110 - 157 132,0 (118,0 - 140,0)
Biohemijski parametri
Glikemija (mmol/L) 38-6,1 6,0 (5,1-7,7)
Urea (mmol/L) 3,0-8,0 5,7(4,2-8,0)
Kreatinin (umol/L) 49 - 106 81,0 (68,0 - 101,0)
Ukupni bilirubin (mmol/L) 5-21 9,0(7,0-11,0)
Direktni bilirubin (umol/L) 0,1-34 2,0(1,7-3,0)
AST (IU/L) 0-40 37,0 (24,0 - 55,0)
ALT (1U/L) 0-40 37,5 (23,0 - 56,0)
Albumini (g/l) 35-52 35,0 (31,0 - 40,0)
LDH (U/L) 220 - 450 544,0 (403,0 - 750,0)
CK (U/L) <190 101,0 (59,5 - 179,0)
D-dimer (ng/mL) <0,5 0,8(0,4-1,6)
CRP (mg/L) <5,0 60,0 (12,8 - 136,0)
PCT (ng/mL) <0,1 0,08 (0,03 - 0,195)
pO: (kPa) 8,8-13.3 8,4 (7,3-9,8)
pCO:; (kPa) 47-6 45 (4,1-5,2)
Saturacija(%) 95-97 94 (91-97)
pH krvi 7,36 -7,44 75(7,4-175)
K (mmol/L) 35-53 4,0 (35-4,3)
Na (mmol/L) 137 - 147 137,0 (134,0 - 140,0)

Mdn — medijana; IQR — interkvartilni opseg

U terapiji COVID-19 medu hospitalizovanim pacijentima najces¢e su primenjivani
antibiotici. Tacnije, svi pacijenti su primali makar jedan antibiotik, a najéeSc¢e su aplikovani
ceftriakson (55,6%) i azitromicin (67,4%) ponaosob ili u kombinaciji (44,9%). Hlorokin ili
hidroksihlorokin primalo je 83,1% pacijenata, dok je kombinacijom antivirotika ritonavira i
lopinavira le¢eno 16,3% pacijenata. NeSto manje od polovine pacijenata (46,6%) tretirano je
sistemskim kortikosteroidima, a 63,3% pacijenata je dobijalo antikoagulanse. ACE inhibitore
kao grupu lekova od interesa, koristilo je 19,7% pacijenata u hroni¢noj terapiji.
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4.1.2. Analiza demografskih, klini¢kih podataka i laboratorijskih parametara prema
tezini klinicke slike

Raspodela ucestalosti ispitanika prema tezini klinicke slike u celoj kohorti i
stratifikovano prema polu prikazana je na grafikonu 1. Distribucija ispitanika sa lakSom i tezom
formom bolesti je bila priblizno jednaka. U lak$u formu (LB) COVID-19 ubrojano je 30
pacijenata sa lakom (I) 1 61 pacijent sa umereno teskom (II) klinickom slikom, dok je grupu sa
tezom formom bolesti (TB) ¢inilo 27 teskih (I1) 1 60 kriti¢no teskih (IV) pacijenata (grafikon
1A).

Polna distribucija prema kategorizaciji tezine klini¢ke slike nije pokazala statisti¢ki
znacajne razlike (32(3)=6,252, p=0,100). Ipak, pacijenti muskog pola su ¢inili vise od polovine
slucajeva u tezim formama bolesti (II, III i IV), dok su zene dominirale u lakoj kategoriji (I).
Zenski pol je nosio statisticki znadajno manje $anse za progresiju iz lake (I) u umerenu (II)
formu COVID-19 (OR [95%CI] = 0,350 [0,142; 0,862], p=0,022), dok u napredovanju ka tezim

oblicima COVID-19 (11 vs. l11'i 11 vs. 1V) pol nije igrao znacajnu ulogu (p>0,05).
A) B)
16,8%
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Grafikon 1. Relativna ucestalost pacijenata po kategorijama bolesti: | — blaga, 1l —
umereno teska, 111 — teska, IV — kriti¢no teSka u A) celoj kohorti i B) stratifikovano
prema polu

Grafikon 2 pruza pregledan prikaz starosne strukture pacijenata i1 opterecenja
komorbiditetima (CCI), rangiranih prema kategorijama klinicke slike. Starosna struktura
ispitanika se statisticki znacajno razlikovala prema tezini klinicke slike (H(3)=26,357,
p<0,001). Starost ispitanika je progresivno rasla ka tezim kategorijama klinicke slike, medutim,
statisticki znac¢ajna razlika medu susednim kategorijama je bila prisutna izmedu blage (I) 1
umerene (I1) (U=642, p=0,021) i teske (III) i kriti¢no teske (IV) forme (U=545, p=0,015). Stariji
pacijenti su imali ve¢u verovatnoc¢u za progresiju iz blage (I) u umerenu (II) (OR[95%CI] =
1,036 [1,005; 1,067], p=0,021), teske (III) u kriti¢no tesku (IV) formu (OR[95%CI] = 1,058
[1,016; 1,101], p=0,006). Statisticki znaCajna razlika primeCena je i u optereCenju
komorbiditetima medu pacijentima prema tezini klinicke slike (H(3)=42,310, p<0,001). Visi
CCI skor je bio pokazatelj predispozicije ka kriti¢no teSkoj bolesti (IIT vs. 1V: U=439, p=0,001).
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Grafikon 2. A) Starost i B) vrednosti CCI pacijenata klasifikovanih prema tezini
klini¢ke slike; | —blaga, Il — umereno teska, 111 —teska, IV — kriti¢no teska klinicka
slika; * - p<0,05

Distribucija ucestalosti simptoma, auskultatornog i radioloSkog nalaza prema teZini
COVID-19 prikazana je u tabeli 4. U tabeli 5 prikazani su i rezultati univarijabilne logisticke
regresije za ove parametre.

Simptomi kao Sto su poviSena temperatura i kaSalj prijavljeni pri prijemu bili su
povezani sa ve¢om verovatnoCom napredovanja iz lake (I) u umerenu (II) formu bolesti.
Dispneja, slabost, bol u grlu 1 anosmija su bili ¢es¢i simptomi kod teske (I1I) forme u poredenju
sa umerenom (II); dok su pacijenti koji su prijavili mialgiju imali manje $anse da napreduju iz
teske (II1) u kriti¢nu (IV) fazu bolesti.

Odsustvo normalnog auskultatornog nalaza nosilo je desetostuko veéu verovatnocu za
razvoj umerenog oblika (1) COVID-19. Oslabljen disajni zvuk i pukoti su bili znacajno
zastupljeniji medu pacijentima sa tezim oblicima (III i IV) u odnosu na one sa laksim (I i II)
oblikom bolesti. Ova dva patoloSka nalaza bila su skopcana sa statisticki znacajnim porastom
verovatnoce za razvoj umerenog i teSkog oblika COVID-19.

Nalaz aktivnih promena na prijemu bio je znacajno ucestaliji u grupi pacijenata sa
umerenim oblikom (II), pri ¢emu je ovaj nalaz vise od dvadeset puta povecavao verovatnocu
za razvoj umerenog oblika (1) u toku hospitalizacije. Prisustvo aktivnih lezija na rendgenskom
snimku grudnog koSa, posebno pojedina¢nih pneumonic¢nih ognjista, bilo je povezano sa
viSestrukim povecanjem rizika za progresiju iz lake (I) u umerenu (II) klini¢ku sliku, dok su
difuzna pneumoni¢na ognjiSta povecavala verovatno¢u napredovanja ka kriticno teskoj (IV)
bolesti.

U tabelama 6 1 7 su prikazani nivoi hematoloskih i biohemijskih parametara na prijemu,
analizirani prema tezini klini¢ke slike. Kada su uporedjeni laki (1) i umereni (11), umereni (11) i
teski (II), teski (IIT) i kriti¢no teski (IV) slucajevi, visi odnos neutrofila prema limfocitima
(N/L) i poviSena vrednost LDH na prijemu su bili povezani sa ozbiljnijom formom bolesti.
Pacijenti sa nizim koncentracijama albumina u krvi pri prijemu su imali ve¢u verovatno¢u da
napreduju iz blage (1) u umerenu (I1), i iz teske (III) u kriti¢no teSku (IV) bolest.

43



Doktorska disertacija

Rezultati

Tabela 4. Relativna i apsolutna ucestalost simptoma, auskultatornog i radioloSkog nalaza na prijemu prema kategorijama tezine COVID-19

| T i WY ab
=30  n=61  n=27  n=60 * P
Simptomi
Febrilnost 60,0 (18) 91,8(56) 80,8 (21) 84,9 (45) 14,345 0,002
Kasalj 36,7 (11) 83,6(51) 84,6(22) 73,6(39) 24,956 <0,001
Dispneja 6,7(2) 19,7(12) 423(11) 358(19) 13402 0,004
Bol u grudima 33(1) 66(4) 38(1) 132(7) 3,745 0,290
Mijalgija 13,3(4) 9,8(6) 231(6) 38(2 7,158 0,067
Glavobolja 0,0 (0) 8,2 (5) 38(1) 11,3(6) 4,275 0,233
Slabost 300(9) 328(20) 654(17) 585(31) 14,643 0,002
Bol u grlu 16,7(5) 49(3 192(5) 57(Q3) 7,112 0,068
Anosmija 33(1) 33(2 231(6) 75(4) 11204 0,011
Digestivne tegobe 100(3) 148(9) 192(5) 151(8) 0,961 0,811
Auskultatorni nalaz
Abnormalni disajni zvuk 20,0 (6) 65,6(40) 852(23) 94,6(53) 55,563 <0,001
Oslabljen disajni zvuk 10,0(3) 37,7(23) 55,6 (15) 69,6 (39) 30,393 <0,001
Poostren disajni zvuk 3,3() 8,2 (5) 11,1 (3) 5,4 (3) 1,707 0,635
Pukoti 6,7(2) 328(20) 556 (15) 60,7 (34) 27,720 <0,001
Zvizduci 000) 33(2) 37(1) 89() 4132 0,248
Radiolo$ki nalaz
Aktivne promene 26,7(8) 838(51) 96,3(26) 98,3(59) 73334 <0,001
Naglasena
bronhovaskularna Sara 6,7 (2) 8,2 (5) 11,1 (3) 5,0 (3) 1,138 0,768
Intersticijske promene 13,3(4) 29,5(18) 37,0(10) 25,0(15) 4,527 0,206
Pojedinacna =~ 33(1) 525(32) 556(15) 51,7(3l) 24,746 <0,001
pneumonicna ognjista
Difuzna
konfluentna ognjidta 0,0 (0) 11,5 (7) 22,2 (6) 53,3(32) 41,435 <0,001
Homogna zasencenja 00(0) 49(3 000 1,7(1) 3383 0,336
Mlecno staklo 0,0 (0) 0,0 (0) 3,7(1) 10,0 (6) 9,576 0,023

Rezultati su predstavljeni kao % (n); @ — Pirsonov hi-kvadrat; °— df=3; p — nivo zna¢ajnosti; NP- nije primenljivo; | —

blaga, Il — umereno teska, Il — teSka, IV — kriti¢no teska klinicka slika
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Tabela 5. Povezanost simptoma, auskultatornog i radioloSkog nalaza na prijemu sa tezinom COVID-19

Ivs. Il Ivs. 1 s, IV
OR [95%ClI] p OR [95%ClI] p OR [95%ClI] p
Simptomi
Febrilnost 7,467 [2,316;24,073] 0,001  0,375[0,098; 1,428] 0,151 1,339 [0,391; 4,589] 0,624
Kasalj 8,809 [3,223; 24,076] <0,001 1,078 [0,305;3,812] 0,907 0,506 [0,148;1,729] 0,278
Dispneja 3,429[0,715;16,536] 0,123 2,994 [1,099; 8,155] 0,032 0,762 [0,292; 1,989] 0,579
Bol u grudima 2,035[0,217;19,048] 0,533 0,570 [0,061;5,361] 0,623 3,804 [0,443; 32,697] 0,223
Mijalgija 0,709[0,184;2,731] 0617  2,750[0,794;9,521] 0,110 0,131[0,024;0,703] 0,018
Glavobolja ND ND  0,448[0,050;4,036] 0,474 3,191[0,364;28,005] 0,295
Slabost 1,1387[0,442;2,932] 0,789 3,872[1470;10,202] 0,006 0,746 [0,281;1,978] 0,556
Bol u grlu 0,259[0,057;1,166] 0,078 4,603 [1,011;20,961] 0,048 0,252[0,055; 1,151] 0,075
Anosmija 0,983[0,086;11,293] 0,989 8,850 [1,651; 47,425] 0,011 0,272 [0,069; 1,069] 0,062
Digestivne tegobe 1,558 [0,389; 6,234] 0,531  1,376[0412;4,590] 0,604 0,747 [0,218; 1,559] 0,642
Auskultatorni nalaz
Abnormalni disajni zvuk 7,634 [2,695; 21,739] <0,001 3,021 [0,922; 9,900] 0,068 3,077 [0,636; 14,925] 0,162
Oslabljen disajni zvuk ~ 5447[1,484;19,995] 0,011  2,065[0,824;5176] 0,122 1,835[0,710;4,741] 0,210
Pooitren disajni zvuk 2,589 [0,289; 23,214] 0,395 1,400 [0,310;6,332] 0,662 0,453 [0,085;2,409] 0,353
Pukoti 6,829 [1,477;31,568] 0,014 2,562 [1,013;6,485] 0,047 1,236 [0,488;3,132] 0,655
Zvizduci ND ND  1,135[0,098;13,075] 0,919 2,549 [0,283; 22,967] 0,404
Radiolo$ki nalaz
Aktivne promene 14,286 [4,205;40,00] <0,001 5,102 [0,618; 41,667] 0,130 2,267 [0,136; 37,037] 0,568
Naglasena . 1,250 [0,228; 6,852] 0,797 1,400 [0,310;6,332] 0,662 0,421 [0,079;2,236] 0,310
bronhovaskularna Sara
Intersticijske promene  2,721[0,830; 8,924] 0,099 4,405 [0,541;3,653] 0,485 0,567 [0,214;1,503] 0,254
Pojedinana = 32,000 [4,096; 250,0] 0,001 1,133 [0,456;2,815] 0,788 0,855 [0,343;2,130] 0,737
pneumonic¢na ognjista
Difuzna . )
ND ND  2,204[0,663;7,327] 0,197 4,000 [1,415;11,310] 0,009
konfluentna ognjista
Homogna zasencenja ND ND ND ND ND ND
Milecno staklo ND ND ND ND  2,889[0,330; 25,253] 0,338

OR [95%CI] — odnos $ansi sa 95% intervalom poverenja; ND — nije determinisano; | — blaga, Il — umereno teska, III — teska, IV — kriti¢no teska klini¢ka slika
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Tabela 6. Vrednosti hematoloskih i biohemijskih parametara na prijemu prema kategorijama tezine COVID-19

| I 1l v Kruskal
n=30 n=61 n=27 n=60 Volis H?
HematoloSki parametri
Leukociti (x10%/L) 4,3 (3,46 - 5,97) 5,67 (4,29-747) 6,83 (5,7-10,32) 7,06 (5-10,48) 29,0611
Neutrofili (%) 57,76 (50,75 - 64,90) 71 (61,51 - 78,62) 79 (73 - 83) 84 (72,75 - 88,98) 48,4771
Limfociti (%) 30,83 (21,75 - 35,01) 19 (12 - 25,11) 12 (9 - 16,26) 7 (3,10 -11) 74,435F
N/L 1,85 (1,47 - 2,92) 3,55(2,42-6,75) 6,92 (4,33-9,89) 10,38 (6,26 - 21,86) 66,365"
Monociti (%) 10,74 (7,94 - 12,90) 9 (7 - 12,06) 7(4,39 - 11,62) 5(2,25 - 7) 51,408t
Eritrociti (x10%/L) 4,57 (3,99 - 4,91) 4,63 (4,09 -4,94) 4,51 (4,25-4,91) 4,32 (3,81-47) 5,82
Trombociti (x10%L) 184 (155,25 - 220,5) 238 (182 - 331,5) 197 (170 - 284) 203 (159 - 255) 8,64"
Hemoglobin (g/L) 129 (120 - 143,5) 134 (118 - 142,5) 135 (121 - 141) 124 (114,5 - 136) 6,725
Biohemijski parametri
Glikemija (mmol/L) 5,1 (4,7 -6,23) 5,6 (4,9 - 6,55) 6 (5,3-7,8) 7,5 (5,88 - 9,93) 32,143t
Urea (mmol/L) 4,8 (3,35 - 6,38) 5,6 (4,05 - 6,99) 4.8 (3,4-9) 6,8 (4,8 - 10,2) 14,726"
Kreatinin (umol/L) 75,5 (65 - 99,3) 81 (68,5 - 100) 83 (69 - 102) 88 (68, - 108) 1,215
Ukupni bilirubin (mmol/L) 9,2 (7-11,6) 8,1(7-11) 10 (7,75 - 11,25) 9,1 (6,25 - 11) 1,865
Direktni bilirubin (umol/L) 1,8(1-2,2) 2(1,35-3) 3(2-4) 2,3(1,73-3,75) 8,5612"
AST (IU/L) 24 (19,5 - 33) 33 (23, - 47) 51 (34 - 70,5) 52 (37 - 81) 42,231
ALT (IU/L) 20,5 (16 - 42,5) 37 (24 - 54,5) 44 (28 - 78) 43 (26 - 67) 16,379"
Albumini (g/l) 42 (38 - 44,75) 37 (33,75 - 40) 35 (30,5 - 40,5) 31 (27 - 34) 54,319F
LDH (U/L) 373 (317 - 464,25) 459 (379 - 597) 733 (578 - 855) 848 (670- 1,051) 74,617F
KK (U/L) 87 (60,5 - 157) 88 (57,5-165,5) 90,5 (44 - 130,75) 158 (78,5 - 307) 8,634
D-dimer (ng/mL) 0,4 (0,24 - 0,61) 0,7 (0,4 - 1,59) 1,14 (0,67 - 3,3) 1,19 (0,74 - 2) 26,57t
CRP (mg/L) 5,2 (1,9 -14,8) 39,7(11,35-85,5) 1056 (49-171)  135,3(73,5-196,85) 73,7091
PCT (ng/mL) 0,03 (0,02 - 0,06) 0,05 (0,02-0,1) 0,13 (0,09 - 0,21) 0,22 (0,1 - 0,66) 55,1521
pO; (kPa) 9,9(9,7-11,1) 8,65 (7,98 - 9,93) 8,1(7,4-9,6) 7,7(6,4-89) 20,016
pCO; (kPa) 47 (4,1-49) 4,5 (4,18 - 5,03) 45 (4,2-49) 52 (4-6) 3,843
Saturacija(%) 97 (96 - 98) 95 (94 - 97) 93 (91 - 96) 91 (85 - 93) 55,396
pH krvi 7,45 (7,44 - 7,47) 747 (143-75) 747 (7,41-75) 7,44 (7,4-15) 4,678
K (mmol/L) 4,1 (3,85 - 4,33) 42 (3,7-44) 3,8 (34-4.2) 3,8(33-4,3) 5,699
Na (mmol/L) 139 (134,75 - 141) 136 (134, - 141) 136 (133-139) 137 (133,75-140,25) 3,728

Rezultati su predstavljeni kao medijana (Mdn) sa interkvartalnim opsegom (IQR); ?—df=3; *- p<0,05; ' - p<0,001; | — blaga, Il — umereno teska, III — teska,

IV — kriti¢no teSka klinicka slika
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Tabela 7. Povezanost hematoloskih i biohemijskih parametara na prijemu sa tezinom COVID-19

47

lvs. Il Ivs. 11 HIvs. IV
OR [95%CI] D OR [95%ClI] D OR [95%CI] p
HematoloSki parametri
Leukociti (X109/L) 1,275[1,011; 1,608] 0,040 1,162[1,021;1,323] 0,023 1,015[0,916;1,126] 0,772
Neutrofili (%) 1,095[1,045; 1,148] <0,001 1,075[1,023;1,130] 0,004 0,992[0,972;1,014] 0,487
Limfociti (%) 0,904 [0,857; 0,953] <0,001 0,910[0,852;0,972] 0,005 0,913 [0,855;0,975] 0,006
N/L 1,208 [1,011; 1,443] 0,037 1,153[1,030; 1,290] 0,013 1,117[1,023;1,219] 0,014
Monaociti (%) 0,919 [0,816; 1,033] 0,158 0,893[0,790; 1,011] 0,073 1,002[0,993; 1,012] 0,649
Eritrociti (XlOlz/L) 1,223 [0,759; 1,970] 0,408 0,913[0,661;1,262] 0,583 0,707 [0,365; 1,367] 0,302
Trombociti (XlOglL) 1,007 [1,001; 1,013] 0,014 0,998 [0,993; 1,002] 0,293 0,998 [0,993; 1,003] 0,388
Hemoglobin (g/L) 0,994 [0,974; 1,015] 0,568 1,006 [0,978; 1,034] 0,697 0,971[0,941;1,002] 0,064
Biohemijski parametri
Glikemija (mmol/L) 1,297 [0,893; 1,882] 0,172 1,286 [1,017;1,626] 0,036 1,099 [0,962; 1,254] 0,164
Urea (mmol/L) 1,131[0,937;1,366] 0,201 1,004 [0,922;1,094] 0,919 1,076 [0,967;1,197] 0,179
Kreatinin (umol/L) 1,004 [0,984; 1,024] 0,691 1,008 [0,991;1,025] 0,376 1,003 [0,996;1,011] 0,399
Ukupni bilirubin (mmol/L) 0,987 [0,898; 1,083] 0,777 1,019[0,919;1,130] 0,720 0,991 [0,884;1,112] 0,883
Direktni bilirubin (umol/L) 1,235 [0,889; 1,717] 0,209 1,157 [0,863; 1,551] 0,330 0,975[0,692;1,373] 0,884
AST (IU/L) 1,041 [1,006; 1,078] 0,021 1,029 [1,007; 1,051] 0,008 1,000[0,991;1,010] 0,963
ALT (IU/L) 1,022 [1,001; 1,044] 0,042 1,010 [0,999; 1,020] 0,065 0,998 [0,991; 1,005] 0,566
Albumini (g/1) 0,862 [0,780; 0,953] 0,004 0,931[0,844;1,026] 0,149 0,839[0,751;0,939] 0,002
LDH (U/L) 1,005 [1,001; 1,008] 0,012 1,008 [1,004; 1,011] 0,000 1,003 [1,000;1,005] 0,028
KK (U/L) 0,999 [0,995; 1,002] 0,536 1,000 [0,996; 1,004] 0,886 1,004 [0,999; 1,008] 0,088
D-dimer (ng/mL) 1,016 [0,962; 1,073] 0,564 0,991 [0,940; 1,043] 0,720 0,946 [0,812; 1,101] 0,471
CRP (mg/L) 1,027 [1,009; 1,046] 0,004 1,013[1,005; 1,021] 0,001 1,005[0,999;1,012] 0,095
395,305 [0,173; 379,307 [2,843; .
PCT (ng/mL) 905,3[58] 0,130 50,6([)8] 0,017 1,362[0,670;2,769] 0,393
pO- (kPa) 0,668 [0,449; 0,994] 0,047 0,745[0,529; 1,048] 0,091 0,901[0,719;1,129] 0,365
pCO; (kPa) 0,977 [0,282; 3,387] 0,971 0,793 [0,311;2,020] 0,626  1,745[0,984; 3,093] 0,057
Saturacija(%) 1,038 [0,870; 1,240] 0,677 0,793 [0,311;2,020] 0,626 0,884 [0,788;0,992] 0,036
pH krvi 0,477 [0,033; 6,881] 0,587 2,218[0,306; 16,073] 0,430 0,007 [0,000; 10,431] 0,184
K (mmol/L) 1,030[0,927; 1,143] 0,585 0,656 [0,292; 1,477] 0,309 1,032[0,504;2,113] 0,932
Na (mmol/L) 0,956 [0,875; 1,046] 0,328 0,966 [0,881;1,060] 0,470 1,031[0,937;1,134] 0,534
OR [95% CI] — odnos $ansi sa 95% intervalom poverenja; | —blaga, |l — umereno teska, III — teska, IV — kriti¢no teska klinicka slika
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4.1.3. Analiza demografskih, klini¢kih podataka i laboratorijskih parametara prema
ishodu bolesti

Na grafikonu 3 prikazana je raspodela pacijenta prema ishodu u celoj kohorti i
stratifikovano prema polu. Petina hospitalizovanih pacijenata je preminula. Stopa smrtnosti
kriticno obolelih pacijenata koji su leeni u jedinici intenzivne nege iznosila je 65%. Svi
pacijenti sa fatalnim ishodom su imali sepsu; medu njima 22(56,4%) je imalo septi¢ni Sok i
7(17,9%) ARDS. lako nije bilo statisticki znacajne razlike u polnoj distribuciji medu
otpustenim i preminulim pacijentima (¥2(1)=0,405, p=0,524), veca stopa mortaliteta
zabelezena je medu Zenama u odnosu na muskarce (25% (18/72) vs. 19,8% (21/106)).
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Grafikon 3. Relativna ucestalost pacijenata otpusStenih sa leCenja i sa smrtnim
ishodom u toku hospitalizacije u A) celoj kohorti i B) stratifikovano prema polu

Starost pacijenata i optere¢enje komorbiditetima otpustenih i preminulih pacijenata
prikazani su na grafikonu 4. Stariji pacijenti su imali statisti¢ki znacajno veéu verovatnoc¢u za
smrtni ishod OR[95%C1]=1,08[1,045; 1,116], p<0,001). Tako nije uocena statisticki znacajna
razlika u starosnom profilu otpustenih i preminulih Zena (U=2161,5, p=0,564) ili muskaraca
(U=122, p=0,059), starija dob je kod pacijenata oba pola bila znac¢ajno povezana sa smrtnim
ishodom (zene: OR [95%CI]=1,114[1,049; 1,182], p<0,001; muskarci: OR[95%CI]=1,057
[1,015; 1,102], p=0,008).
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Grafikon 4. A) Starost i B) vrednosti CCI pacijenata otpustenih sa lecenja (O) i
preminulih (S) u toku hospitalizacije u celoj kohorti i stratifikovano prema polu;
* - p<0,05
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Vrednost CCI skora su se statisti¢ki znacajno razlikovale medu otpustenim i preminulim
pacijentima (U=969, p<0,001). Pacijenti sa ve¢im brojem komorbiditeta su imali 1,9 (95% CI:
1,553; 2,516, p<0,001) puta vecu verovatnoc¢u za smrtni ishod. Uticaj komorbiditeta (CCI) na
smrtni ishod tokom hospitalizacije bio je izraZeniji kod Zena (OR [95%CI]=3,656[1,937;
6,900]) u odnosu na muskarce (OR[95% CI]=1,521[1,153; 2,006]). Medu preminulim
pacijentima, znacajno visi CCI je zabeleZen kod Zena nego kod muskaraca (U=101, p=0,012).

Rezultati analize distribucije uCestalosti simptoma, auskultatornog i radioloskog nalaza
medu otpusStenim pacijentima i pacijentima preminulim tokom hospitalizacije, kao 1 njihova
uloga u smrtnom ishodu kao nezavisniih prediktora prikazana je u tabeli 8.

Tabela 8. Relativna i apsolutna ucestalost simptoma, auskultatornog i radioloskog
nalaza na prijemu i njihova povezanost sa ishodom COVID-19

Otpusteni Preminuli

=148 =39 $23P p OR [95%CI] p
Simptomi
Febrilnost 81,8(112) 848(28) 0175 0675  0,614[0,272-1,385] 0,240
Kasgalj 70,1(96)  81,8(27) 11,294 0255  1,922[0,738-5005] 0,181
Dispneja 226(31)  394(13) 3072 0080  2,223[0,994-4,970] 0,052
Bol u grudima 7,3 (10) 9,1(3) NPY 0,719 1,270 [0,329 - 4,900] 0,729
Mijalgija 12,4 (17) 3.0(1) 1,579 0,209 0,221 [0,028 - 1,721] 0,149
Glavobolja 5,8 (8) 12,1 (4) NP¢ 0,251 2,224 [0,627 - 7,888] 0,216
Slabost 41,6 (57) 60,6 (20) 3,146 0,076 2,159 [0,993 - 4,694] 0,052
Bol u grlu 10,2 (14) 6,1 (2) 0,162 0,687 0.567 (0.122 - 2.626) 0,468
Anosmija 8,0 (11) 6,1(2) NP° 1,000 0,739 [0,156 - 3,506] 0,703
Digestivne tegobe 15,3 (21) 12.1 (4) 0,037 0,847 0,762 [0,243 - 2,392] 0,641
Auskultatorni nalaz
Abnormalni disajni zvuk 63,8 (88) 94,4 (34) 12,823 <0,001 9,659 [2,226 - 41,914] 0,002
Oslabljen disajni zvuk 40,6 (56) 66,7 (21) 6,808 0,009 2,929 [1,354 - 6,336] 0,006
Poostren disajni zvuk 8,0 (11) 2,8(1) NP°¢ 0,460 0,330 [0,041 - 2,643] 0,296
Pukoti 333(46) 69,4 (25) 13955 <0,001 4,545 [2,058 - 10,041]  <0,001
Zvizduci 3,6 (5) 9,3(3) NP 0,370 2,418 [0,550 - 10,636] 0,243
Radiolo$ki nalaz
Aktivne promene 76,3(106) 97,4(38) 7,521 0,006 11.830 [1.564 —89.507) 0,017
Naglasena .
bronhovaskularna Sara 7,9 (12) 51(2) NP 0,736 0,629 [0,133 - 2,965] 0,558
Intersticijske promene 25,9 (36) 28,2 (11) 0,007 0,934 1,124 [0,508 - 2,487] 0,773
Pojedinacna - 41(57)  564(22) 233 0126  1862[0,908-3815] 0,00
pneumonic¢na ognjista
Difuzna

18,7(23)  487(19) 12977 <0001  4,129[1,933-8,819]  <0,001
konfluentna ognjista

Homogna zasencenja 3,6 (5) 7,7(3) NP¢ 1.000 2,233 [0,509 -9,79) 0,287
Mleéno staklo 2,2 (3) 2,6 (1) NPe 0,179  1,193[0,121-11,799) 0,880

a_ Jejtsova korekcija kontinuiteta; ® — df=1; ¢ — Figerov egzakni test; p — nivo znacajnosti; OR [95% CI] — odnos $ansi sa 95% intervalom
poverenja; NP — nije primenljivo

Ucestalost simptoma prijavljenih na prijemu pacijenata u UKCKG se nije znacajno
razlikovala medu poredenim grupama. Gotovo svi pacijenti bez normalnog disajnog zvuka na
auskultatornom nalazu bili su u grupi pacijenata koji su preminuli, pri ¢emu je ovaj nalaz skoro
desetostruko povecavao verovatnocu za letalni ishod. Nalazi oslabljenog disajnog zvuka i
pukota bili su znafajno frekventniji u grupi pacijenata koji nisu preziveli SARS-CoV-2
infekciju. Pacijenti sa ovim patoloskim auskultatornim nalazima imali su dva do Cetiri puta veci
odnos Sansi za fatalni ishod. Prisustvo aktivnih promena u radioloSkom nalazu na prijemu
visestruko je povecavalo Sansu za letalni ishod u odnosu na pacijente sa normalnim nalazom.
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Pacijenti sa difuznim konfluentnim pneumoni¢nim ognjistima imali su znac¢ajno veci rizik za
smrtni ishod bolesti.

Tabela 9 pruza pregled vrednosti hematoloskih i biohemijskih parametara na prijemu u
UKCKG prema ishodu bolesti i njihove povezanosti sa smrtnim ishodom tokom hospitalizacije.
Pacijenti sa visim brojem leukocita i N/L odnosom, kao i nizim procentom limfocita i monocita,
imali su znaCajno povecan rizik od fatalnog ishoda. Takode, visi nivoi glikemije, uree,
kreatinina, LDH, CK, CRP i PCT, bili su znacajni prediktori smrti tokom hospitalizacije. S
druge strane, visi nivo albumina i visi pO2 na prijemu bili su statisticki znacajni indikatori
otpusta iz bolnice.

Tabela 9. Vrednosti hematoloskih i biohemijskih parametara na prijemu i njihova
povezanost sa ishodom COVID-19

Otpusteni Preminuli Man

=139 =39 Vitni U OR [95%Cl] p
Hematoloski parametri
Leukociti (x10%/L) 5,9 (4,2-8,35) 7,2(4,85-10,6)  2036,00° 1,108[1,021:1,203] 0,014
Neutrofili (%) 72 (61,14-83) 84 (71,75-89,75)  1769,50°  0,998[0,98;1,016] 0,799
Limfociti (%) 18 (10-26,04)  6,05(25-10,15) 876,000 0,834 [0,778;0,894]  <0,001
N/L 3,97 (2,29-7,80) 12(745-22,42)  3,656" 1,130 [1,070:1,194] <0,001
Monociti (%) 8,64(6,05- 11,75) 4(1,80-7) 1097,000 0,726 [0,642; 0,82]  <0,001
Eritrociti (x10'2/L) 4,56 (4,08-4,87) 428(3,8-4,68) 207800 0,791 [0503;1,244] 0,311
Trombociti (x10%L) 210 (170 - 295,5) 191,5(156,5-231,5) 2183,50 0,996 [0,992; 1,001] 0,090
Hemoglobin (g/L) 134 (119,5- 141) 123,5(115-1355) 1902,00° 0,978 [0,957; 1,000] 0,047
Biohemijski parametri
Glikemija (mmol/L) 5,8 (5,05-7,5) 8 (7-10,4) 1737,50° 1,124 [1,023; 1,235] 0,015
Urea (mmol/L) 5,5 (4,15-7,4) 6 (5,3-91) 1530,50f 1,111 [1,034; 1,194] 0,004
Kreatinin (umol/L) 85 (72-98) 93 (63,5-96) 2106,50 1,012 [1,002; 1,023] 0,023
Ukupni bilirubin (mmol/L) 9 (7-11) 9 (7-12,6) 884,00 1,023 [0,927;1,129] 0,649
Direktni bilirubin (umol/L) 2 (1,15-3) 2,9 (1,5-5,5) 979,50 1,171 [0,892; 1,539] 0,256
AST (IU/L) 38 (29-55,5) 52 (33-86) 1041,00° 1,003 [0,993; 1,012] 0,542
ALT (1UL) 42 (24-64) 52 (27,5-64,5)  1974,00 0,995 [0,984; 1,006] 0,380
Albumini (g/l) 38 (34-41) 32 (29-34) 826,00 0,819 [0,751;0,894] <0,001
LDH (U/L) 521(419,5-718,5) 753 (640,5-1026) 494,507 1,004 [1,002; 1,006] <0,001
CK (U/L) 105 (62-182) 162 (139,4-195)  1309,50" 1,002 [1,000; 1,003] 0,028
D-dimer (ng/mL) 0,67 (0,48-147)  0,7(0,49-196)  1251,50° 0,987 [0,921;1,058] 0,716
CRP (mg/L) 59 (24-115) 127 (83,5-2020)  114350" 1,011 [1,006;1,016] <0,001
PCT (ng/mL) 0,09 (0,05-0,17) 0,17 (0,13-0,64) 804,507 8,227 [1,816:37,26] 0,006
pO2 (kPa) 8,7 (8-9,85) 7,9 (7,3-8,4) 759,00 0,737 [0,583; 0,933] 0,011
pCO; (kPa) 4,5 (4,15-4,9) 4,8 (4,05-6,3) 1141,00 1,000 [1,000;1,001] 0,636
Saturacija(%) 94 (91-96) 91 (90-92) 737,00 0,242[0,033;1,787] 0,164
pH krvi 7,47 (7,44-7,50) 7,45 (7,40-7,51) 1000,50 1,302 [0,34; 4,988] 0,701
K (mmol/L) 3,9 (3,5-4,2) 4 (2,95-4,35) 224400  0,85[0,468;1,543] 0,592
Na (mmol/L) 137 (134-140)  132,5(136-137,5) 2498,00 1,007 [0,937;1,083] 0,844

Rezultati su predstavljeni kao medijana (Mdn) sa interkvartalnim opsegom (IQR); " - p<0,05; ' - p<0,001; p — nivo znagajnosti; OR [95%CI] —
odnos $ansi sa 95% intervalom poverenja
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4.2. Analiza polimorfizama ACE2 gena

4.2.1. Analiza polimorfizama ACE2 gena u celoj populaciji

4.2.1.1. Ucestalost alela, genotipova, genotipskih grupa, haplotipova i diplotipova u
ispitivanoj populaciji

Genotipizacija polimorfizma rs2106809 ACE2 gena, sprovedena je kod 178 pacijenata,
dok je na prisustvo ACE2 rs2074192 polimorfizma testirano 169 pacijenata. Ucestalosti alela,
genotipova 1 genotipskih grupa za navedene polimorfizme stratifikovane prema polu
predstavljeni su u tabeli 10.

Raspodela genotipova za polimorfizam rs2074192 u ¢itavoj ispitivanoj populaciji nije
odstupala od Hardi-Vajnbergove ravnoteze (2(2)=5,811, p=0,05), za razliku od polimorfizma
rs2106809, gde je prisutna statisticki znacajna razlika u oc¢ekivanoj i opserviranoj ucestalosti
genotipova (¥2(2)=8,901, p=0,01). Ucestalost manje zastupljenog alela rs2106809 G bila je
17%, dok je zastupljenost rs2074192 T alela bila 42% u ¢itavoj kohorti. Nosioca varijantnog
alela u muskoj populaciji, tj. varijantnog hemizigota, za rs2106809 je bilo gotovo dva puta vise
nego u populaciji Zena, dok je raspodela alela rs2074192 bila slicna medu polovima. Varijantni
homozigoti ¢inili su manje od 5% populacije Zena (tablela 10).

Tabela 10. Ucestalosti alela, genotipova, genotipskih grupa polimorfizama

ACE2 gena stratifikovane prema polu

Ucdestalost [95% CI]
Aleli
5. rs2106809 (A>G) 12,5 (18/144)  [8,0;19,0]
" 152074192 (C>T) 48,6 (70/144)  [40,6; 56,7]
\. 152106809 (A>G) 24,5 (26/106) [19,6; 31,3]
" rs2074192 (C>T) 34,0 (33/97) [28,0; 41,3]
Genotipovi*
A/A 79,2 (57/72)  [68,3; 87]
rs2106809 AIG 16,7 (12/72)  [9,7;27,1]
GIG 42 3/72)  [1,0;12,2]
c/c 27,8 (20/72) [18,8;39,1]
rs2074192 cIT 47,2 (34/72)  [36,1;58,6]
/T 25,0 (18/72)  [16,4; 36,2]
Genotipske grupe*
Domiinantni model
A/A 79,2 (57/72)  [68,3; 87,0]
52106809\ oL/ 208(15/72) [13.0;317]
c/c 27,8 (20/72) [18,8;39,1]
12074192 r Lo 722(52172)  [60,9; 81.2]
Recesivni model
A/A+AIG 958 (69/72) [87,8;99,0]
s2106809 42(372)  [1.0;12.2]
C/IC+CI/T 750 (54/72) [63,8;83,6]
(2074192 L0 250(18/72)  [16/4;36.2]

*zene; 95% CI — 95% interval poverenja
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Haplotipskom analizom definisani su haplotipovi i diplotipovi ACE2 gena prisutni u
populaciji. Rezultati ove analize stratifikovani prema polu prikazani su u tabeli 11. Analizom
kombinacija polimorfizama rs2106809 i rs2074192 ACE2 gena zabeleZena su Cetiri haplotipa
u celoj kohorti 1 sedam diplotipova u populaciji Zena, pri ¢emu homozigotni varijantni
diplotipovi nisu bili prisutni. U celokupnoj populaciji ucestalost varijantnog haplotipa G-T bila
je 5,4%, uz nesto visu zastupljenost u populaciji Zena i nizu medu muskarcima. Najfrekventniji
bio je diplotip sa jednim varijantnim alelom (A-C/A-T), pracen divljim diplotipom (A-C/A-C)
i homozigotom za A-T kombinaciju u istim procijama. Tri diplotipa (A-C/G-C, A-T/G-T i G-
C/G-C) bila su zastupljena u manje od 5% populacije Zenskog pola.

Tabela 11. Ucestalosti haplotipova i diplotipova ACE2 gena stratifikovane prema polu

Zene Muskareci
Udestalost [95% CI]  Uf¢estalost  [95% CI]

Haplotipovi

A-C 465 (777/144) [38,6;54,7] 42,3 (41/97) [32,9;52,2]
AT 41,0 (59/144) [33,3;49,1] 32,0 (31/97) [23,5;41,8]
G-C 49 (7/144)  [2,2;99] 23,7(23/97) [16,3;332]
G-T 76 (11/144)  [4,2;13,3] 21(2/97)  [0,2;7.8]

rs2106809- rs2074192

Diplotipovi
A-CIA-C 222 (16/72) [14,1;332] NP NP
A-CIA-T  34,7(25/72) [24,8;46,3] NP NP
A-T/IA-T  22,2(16/72)  [14,1;33,2] NP NP
rs2106809- rs2074192  A-C/G-C 1,4 (1/72) [0,4;83] NP NP
A-CIG-T  125(9/72)  [6,6;22,4] NP NP
A-TIG-T  28(272) [0,2; 10,3] NP NP
G-CIG-C 4,2 (3/72) [1,0; 12,2] NP NP

95% CI — 95% interval poverenja; NP — nije primenljivo

4.2.1.2. Analiza vezane neravnoteZe polimorfizama ACE2 gena

Rezultati testiranja neravnoteze vezanosti (LD) polimorfizama na nivou ACE2 lokusa
predstavljeni su na grafikonu 5. Vrednosti parametara D’ i r> ukazuju na veoma nisku vezanost
rs2106809 i rs2074192 polimorfizama ACE2 gena.

rs2074192
rs2106809
rs2074192
rs2106809

-
N
-
N

57
A) B)

BN

Grafikon 5. Shematski prikaz LD polimorfizama unutar ACE2 lokusa u celoj
populaciji predstavljen kroz: A) korigovani koeficijent neravnoteze vezanosti D’;
B) koeficijent korelacije r?. Vrednosti D’ i 12 izraZene u procentima.

52



Doktorska disertacija Rezultati

4.2.2. Analiza polimorfizama ACE2 gena prema teZini klinicke slike

4.2.2.1. Ucestalost alela i njihov uticaj na tezinu klinicke slike

Raspodela ucestalosti alela polimorfizama ACE2 gena po kategorijama tezine klinicke
slike prikazana je na grafikonu 6. Raspodela alela rs2074192 medu posmatranim kategorijama
je bila ravnomerna kod pacijenata oba pola. Kod muskaraca sa umereno teskim oblikom bolesti
ucestalost varijantnog rs106809 bila je nesto veéa u poredenju sa drugim kategorijama, dok je
u populaciji zena ovaj alel bio zastupljeniji kod pacijentkinja teSkom formom. Ipak, ucestalost

alela se nije statisticki znacajno razlikovala ni medu Zzenama ni medu muskarcima (¥2(3)<7,815;
p>0,05).

ACE?2 aleli

100% = II e .- u 7

80% BT

60% N mc

40%, uG

Ukestalost (%)

20% OA

0%

I 1 I IV
rs2(74192

[ 1 v
rs2106809

I 1 I v
152106809

132074192

Muskarci Fene

1 : ll_lll_l\fl

Grafikon 6. Relativna ucestalost alela polimorfizama ACE2 gena prema tezini
klinicke slike stratifikovana prema polu. | — blaga (n=30; 12 muskaraca), I —
umereno teSka (n=61; 40 musSkaraca), III — teska (n=27; 18 muskaraca), IV —
kriticno teska (n=60; 36 muskaraca) klinicka slika

Ordinalnom regresionom analizom utvrdeno je da aleli nisu zna¢ajno povecavali Sansu
za progresiju bolesti ni kod Zena ni kod musSkaraca. Univarijabilna logisticka regresija je
pokazala da aleli rs2106809 1 rs2074192 polimorfizama nisu nezavisni prediktori tezine
klinicke slike kod muskaraca (grafikon 7), dok je rizik za prelazak iz umerene u tesku klinicku
formu bio pet puta veci kod Zena koje su nosioci varijantnog rs2106809 G alela u poredenju sa
nosiocima divljeg alela.
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Grafikon 7. Uticaj alela polimorfizama ACE2 gena na tezinu klini¢ke slike kroz
parove kategorija (oznaCeno levo) stratifikovano prema polu. Crveni markeri
ukazuju na p<0,05, a crni na p>0,05. Vrednosti x-ose su prikazane na logaritamskoj
skali. OR — odnos S$ansi; 95% CIl — 95% interval poverenja; ref. — referentna
kategorija; | — blaga, 1l — umereno teska, Il — teska, IV — kriti¢no teska klini¢ka
slika

4.2.2.2. Ucestalost genotipova i genotipskih grupa i njihov uticaj na teZinu klinicke slike

Budu¢i da su muskarci nosioci samo jedne kopije analiziranih polimorfizama ACE2
gena, ucestalost njihovih genotipova je ista kao 1 uCestalost alela koji su obradeni u prethodnom
segmentu analize. Prema tome, medu musSkarcima se nije statisticki znacajno razlikovala
ucestalost genotipova prema kategorijama tezine bolesti (x2(3)<7,815; p>0,05, grafikon 8). U
grupi Zena, distribucija genotipova kroz kategorije polimorfizma rs2074192 bila je homogena.
Heterozigotni genotip rs2106809 A/G bio je viSestruko zastupljeniji kod Zena sa teSkim
oblikom bolesti u odnosu na druge kategorije, ali statisticka znacajnost nije dostignuta
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(x2(6)<21,026; p>0,05, grafikon 8). Varijantni homozigoti G/G nisu bili prisutni u ovoj
kategoriji.
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Grafikon 8. Relativna ucestalost genotipova polimorfizama ACE2 gena prema
tezini klinicke slike stratifikovana prema polu. | — blaga (n=30; 12 muskaraca), II —
umereno teSka (n=61; 40 muskaraca), III — teska (n=27; 18 muskaraca), IV —
kriti¢no teska (n=60; 36 muskaraca) klinicka slika

Ni nakon grupisanja genotipova po dominantnom i recesivnom modelu, medu zenama
nije dostignuta statisti¢ki znacajna razlika za oba polimorfizma (32(3)<7,815; p>0,05, grafikon
9). Medutim, opaza se da je prisustvo barem jednog varijantnog alela rs2106807 A/G+G/G
¢eS¢e kod pacijentkinja s tezim oblikom bolesti u odnosu na ostale kategorije. Ucestalost
genotipske grupe rs2074192 C/T+T/T je bila preovladujuc¢a u odnosu na homozigote za divlji
tip, a ravnomerno rasporedena medu kategorijama. Varijantni homozigoti za oba polimorfizma
su bili znatno rede zastupljeni od nosioca barem jednog divljeg alela.

ACE2 rs2106809 ACE2 rs2074192

100% m . T 100% — —

80% aG/G 80% L = oTT
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< jal +AG & BC/C + C
7 60% NATAG £ g CIC+ T
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1 )i nr 1V | 1 u m v 1 I i Iy 1 n m v —‘
Dominantni model | Recesivni model Dominantni moel Recesivai model

Grafikon 9. Relativna ucestalost genotipskih grupa polimorfizama ACE2 gena
prema tezini klinicke slike kod zena. I — blaga (n=18), Il — umereno teska (n=21),
Il — teska (n=9), IV — kriti¢no teska (n=24) klinicka slika

Kroz primenu ordinalne regresione analize otkriveno je da ni genotipovi, ni genotipske
grupe nisu znacajno uticale na povecanje rizika za napredovanje bolesti, bez obzira na pol
pacijenata. Binarna regresiona analiza ukazala je dvosmeran uticaj polimorfizma rs2106809 na
tezinu COVID-19 kod Zena (grafikon 10): genotip A/G donosi gotovo petostruko vecu
verovatnoc¢u za razvoj teSkog oblika, ali u isto vreme skoro deset puta smanjuje Sansu za razvoj
kriticno teske klinicke slike u odnosu na divlje homozigote. Sli¢no, prisustvo barem jednog
varijantnog alela povecava Sansu za razvoj tezeg oblika skoro dvanaest puta, dok smanjuje
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verovatno¢u za razvoj kriticno teskog oblika gotovo deset puta u poredenju sa divljim
homozigotima. Kod muskaraca uticaj hemizigotnih genotipova nije bio statisticki znacajan.
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Grafikon 10. Uticaj genotipova stratifikovanih prema polu i genotipskih grupa kod
zena za polimorfizme ACE2 gena na tezinu klinicke slike kroz parove kategorija
(oznaceno levo). Crveni markeri ukazuju na p<0,05, a crni na p>0,05. Vrednosti x-
ose su prikazane na logaritamskoj skali. OR — odnos $ansi; 95% CI — 95% interval
poverenja; ref. — referentna kategorija; ND — nije determinisano; | — blaga, Il —
umereno teska, Il — teska, IV — kritiéno teSka klinic¢ka slika
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4.2.2.3. Ucestalost haplotipova i diplotipova i njihov uticaj na teZinu klinicke slike

Analiza ucestalosti haplotipova prema polu i diplotipova kod Zzena prikazana je
grafikonom 11. Haplotip sa oba varijanta alela rs2106809-rs2074192 G-T zabelezZen je samo
kod muskaraca sa umerenim oblikom COVID-19, dok je kod Zena ovaj haplotip bio prisutan u
svim kategorijama, uz najvecu frekvencu od oko 20% kod pacijentkinja koje su iskusile tezu
formu. Diplotipovi A-T/G-T i A-C/G-T bili su najzastupljeniji medu Zenama sa teSokom
klinickom slikom. UocCene razlike nisu dostigle prag statisticke znacajnosti (haplotipovi
(%2(9)<16,919; p>0,05; diplotipovi (¥2(18)<8,869; p>0,05).
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Grafikon 11. Relativna ucestalost haplotipova stratifikovana prema polu i
diplotipova kod Zena za polimorfizme ACE2 gena prema tezini klinicke slike.
| — blaga (n=30; 12 muskaraca), Il — umereno teska (n=61; 40 muskaraca), III —
teska (n=27; 18 muskaraca), IV — kriticno teska (n=60; 36 musSkaraca) klinicka slika
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Rezultati ordinalne regresione analize pokazali su da haplotipovi i diplotipovi nisu imali
znacajan uticaj na povecanje rizika za napredovanje bolesti ni kod muskaraca, ni kod Zena.
Analizom povezanosti haplotipova sa teZinom klini¢ke slike koriste¢i binarnu logistiCku
regresiju, nije zabeleZena statisticki znacajna promena verovatnoce za razvoj tezeg oblika u
poredbenim parovima ni kod muskaraca, ni kod Zena, kao ni u slucaju diplotipova kod Zena
(grafikon 12). Ipak, medu Zenama se odrzao prethodno uoceni obrazac da prisustvo varijantnog
rs2106809 G alela u okviru haplotipova i diplotipova, istovremeno, povecava Sanse za ravoj
teSkog oblika i smanjuje verovatno¢u za razvoj kriti¢no teSkog oblika.
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Grafikon 12. Uticaj haplotipova stratifikovanih prema polu i diplotipova kod Zena
za polimorfizme ACE2 gena na tezinu klinicke slike kroz parove kategorija
(oznaceno levo). Crni markeri ukazuju na p>0,05. Vrednosti x-0se su prikazane na
logaritamskoj skali. OR — odnos Sansi; 95% CI — 95% interval poverenja; ref. —
referentna kategorija; ND — nije determinisano; | — blaga, Il — umereno teska, 11l —
teska, IV — kriti¢no teSka klinicka slika

4.2.2.4. Uticaj polimorfizama ACE2 gena na tezinu COVID-19: multivarijabilna
logisticka regresija

Ordinalnom logistickom regresijom procenjivan je efekat genetickih polimorfizma
ACE2, kao i laboratorijskih i klinickih parametara na prijemu, na verovatnocu progresije
COVID-19 kod Zena i muskaraca (tabela 12). Modeli predikcije ni u muskoj, ni u Zenskoj
populaciji nisu ukazali na ispitivane polimorfizme kao znacajne faktore koji uti¢u na progresiju
COVID-19. Prema finalnim modelima najveceg prediktivnog kvaliteta, ponaosob kod
muskaraca i kod zena, viSi nivo LDH na prijemu bio je povezan sa ve¢om verovatno¢om razvoja
teze forme COVID-19. Istovremeno, Zene sa viSim CCI skorom i N/R vrednostima na prijemu
imale su vece Sanse za progresiju u teze oblike tokom hospitalizacije.
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Tabela 12. Modeli ordinalne logisticke regresije koji najbolje opisuju uticaj
polimorfizama ACE2 gena na tezinu COVID-19 stratifikovani prema polu

Varijable B S.E. Wald p OR [95%CI]
Muskarecit
Blaga 2,033 0,917 4,919 0,027 NP [0,236; 3,830]
Umereno teska 5456 1,065 26,261 <0,001 NP [3,370; 7,543]
Teska 7414 1,256 34,854 <0,001 NP [4,952; 9,875]
Kriti¢no teska (ref)
Genotip ACE2 rs2106809? 0,087 0,532 0,027 0,870 1,091 [0,384;3,096]
LDH 0,007 0,001 25,022 <0,001 1,007 [1,004;1,010]
CcCl -0,034 0,136 0,063 0,801 0,967 [0,741;1,261]
N/R 0,082 0,044 3,399 0,065 1,085 [0,995;1,184]
Zene?
Blaga 3,671 1,200 9,358 0,002 NP [1,319; 6,024]
Umereno teSka 6,774 1,474 21,114 <0,001 NP [3,885; 9,664]
Teska 7916 1561 25718 <0,001 NP [4,856;10,975]
Kriti¢no teska (ref)
Dominantni model ACE2 rs2106809° 0,006 0,002 15,179 0,883 1,006 [1,003;1,009]
LDH 0,599 0,188 10,102 <0,001 1,820 [1,259;2,633]
CcCl 0,175 0,086 4,176 0,001 1,191 [1,007;1,409]
N/R 0,006 0,002 15179 0,041 1,006 [1,003;1,009]

2 — A za muskarce, A/A za Zene kao referentni genotip; B — koeficijent regresije; S.E. — standardna greska za 3; Wald 42 — Valdova
test statistika za jedan stepen slobode (df=1); p — nivo znacajnosti; OR — odnos Sansi; 95% CI — 95% interval poverenja za OR; NP
—nije primenljivo; LDH — laktat dehidrogenaza; CCI — Carlsonov indeks komorbiditeta; N/R — odnos neutrofila i limfocita;

Lo 42(4)=71,871, p<0,001; Test kvaliteta prilagodenosti: 2(254)=239,959, p=0,727, Nagelkerke R?=61%
2 - 42(4)=55,620, p<0,001; Test kvaliteta prilagodenosti: ¥2(173)=239,959, p=1,000, Nagelkerke R?=65,1%

4.2.3. Analiza polimorfizama ACE2 prema ishodu bolesti

4.2.3.1. Ucestalost alela i njihov uticaj na ishod bolesti

Distribucija alela genetickih polimorfizama ACE2 u grupama otpustenih i preminulih
pacijenata oba pola se nije statisti¢ki znac¢ajno razlikovala (y2(1)<3,841, p>0,05; grafikon 13).
Ipak, otpusteni pacijenti muskog pola su ¢esce bili nosioci varijantnog alela za rs2106809, dok
je alel rs2074192 T bio zastupljeniji medu preminulim muskarcima. Ucestalost alela se medu
pacijentkinjama nije znacajno razlikovala.

ACE?2 aleli
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Grafikon 13. Relativna ucestalost alela polimorfizama ACE2 gena prema ishodu
bolesti stratifikovana po polu. O — otpust iz bolnice (n=139; 85 muskaraca), S —
smrtni ishod tokom hospitalizacije (n=39; 21 muskarac)
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Binarnom logistiCkom regresijom nije utvrden znaCajni nezavisni uticaj alela
polimorfizama ACE2 gena na ishod bolesti (grafikon 14).
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Grafikon 14. Uticaj alela polimorfizama ACE2 gena na ishod COVID-19
stratifikovan prema polu. Crni markeri ukazuju na p>0,05. Vrednosti x-0se su
prikazane na logaritamskoj skali. OR — odnos $ansi; 95% CI — 95% interval
poverenja; ref. — referentna kategorija

4.2.3.2. Ucestalost genotipova i genotipskih grupa i njihov uticaj na ishod bolesti

Relativne ucestalosti genotipova i genotipskih grupa za polimorfizme ACE2 gena u
populaciji otpuStenih pacijenata i pacijenata preminulih tokom hospitalizacije, stratifikovanih
prema polu, prikazane su grafikonom 15. Statisticki znacajna razlika u zastupljenosti
hemizigota prema kategorijama ishoda bolesti u muskoj populaciji, kao i homo- ili hetero-

zigota u populaciji zena za ACE2 polimorfizme nije detektovana (muskarci: ¥2(1)<3,841,
p>0,05; zene: ¥2(2)<5,991, p>0,05; grafikon 15).
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Grafikon 15. Relativna ucestalost genotipova polimorfizama ACE2 gena prema
ishodu bolesti stratifikovana prema polu. O — otpust iz bolnice (n=139; 85
muskaraca), S — smrtni ishod tokom hospitalizacije (n=39; 21 muskarac)
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Ni nakon reklasifikacije u dominantne i recesivne modele, razlika u distribuciji
ucestalosti genotipova medu otpuStenim i preminulim pacijentima zenskog pola nije postala
statisticki znacCajna (y2(1)<3,841, p>0,05; grafikon 16). Medutim, primetno je da su zene
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nosioci barem jednog varijantnog alela za rs2106809 bile zastupljenije medu otpustenima sa
leCenja u poredenju sa onima koje su preminule.

ACE2rs2106809 ACE2 rs2074192
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Grafikon 16. Relativna ucestalost genotipskih grupa polimorfizama gena ACE2 i
prema ishodu bolesti kod Zena. O — otpust iz bolnice (n=54), S — smrtni ishod tokom
hospitalizacije (n=18)

Regresionom analizom, takode, nije pronadena znaCajna asocijacija genotipova i
genotipskih grupa za polimorfizme ACE2 gena sa prezivljavanjem SARS-CoV-2 infekcije ni u
populaciji muskaraca, ni Zena (grafikoni 17).
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Grafikon 17. Uticaj genotipova stratifikovan prema polu i genotipskih grupa kod
Zena polimorfizama ACE2 gena na ishod COVID-19. Crni markeri ukazuju na
p>0,05. Vrednosti x-ose su prikazane na logaritamskoj skali. OR — odnos $ansi;
95% CI — 95% interval poverenja; ref. — referentna kategorija

4.2.3.3. Ucestalost haplotipova i diplotipova i njihov uticaj na ishod bolesti

Ucestalosti haplotipova i diplotipova ACE2 rs2106809-2074192 u populacijama
pacijenata otpustenih sa bolni¢kog lecenja kao oporavljenih i grupi preminulih tokom
hospitalizacije, stratifikovanih prema polu, prikazane su na grafikonu 18.

Statistickom analizom nisu utvrdene znacajne razlike u ucestalosti haplotipova u
populaciji muskaraca i zena, a ni diplotipova medu Zenama na ACE2 lokusu prema
kategorijama ishoda bolesti (haplotipovi: %2(3)<7,815, p>0,05; diplotipovi: ¥2(6)<12,592,
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p>0,05). Ipak, varijantni haplotip G-T nije detektovan u populaciji preminulih muskaraca, kao
ni diplotipovi A-C/G-C i A-T/G-T medu preminulim pacijentkinjama.
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Grafikon 18. Relativna ucestalost haplotipova stratifikovana prema polu i
diplotipova kod Zena polimorfizama ACE2 gena prema ishodu bolesti medu
polovima. O — otpust iz bolnice (n=139; 85 muskaraca), S — smrtni ishod tokom
hospitalizacije (n=39; 21 muskarac)

Univarijabilna logisti¢ka regresija pokazala je da ACE2 haplotipovi i diplotipovi ne
predstavljaju znacajne nezavisne prediktore prezivljavanja SARS-CoV-2 infekcije bez obzira
na pol pacijenata (grafikoni 19).
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Grafikon 19. Uticaj haplotipova stratifikovan prema polu i diplotipova kod Zena
za polimorfizme ACE2 gena na ishod bolesti. Crni markeri ukazuju na p>0,05.
Vrednosti x-o0se su prikazane na logaritamskoj skali. OR — odnos $ansi; 95%CI —
95% interval poverenja; ref. — referentna kategorija; ND — nije determinisano

4.2.3.4. Uticaj polimorfizama ACE2 gena na ishod COVID-19: multivarijabilna
logisti¢ka regresija
U cilju procenjivanja povezanosti geneti¢kih polimorfizama ACE2 gena, laboratorijskih
1 klini¢kih parametara na prijemu sa ishodom COVID-19 kod pacijenata muskog i Zenskog

pola, ponaosob, kreirani su multivarijabilni logisti¢ki modeli primenom postepene eliminacije
varijabli unazad (tabela 13).
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Prediktivni model za populaciju pacijenata muskog pola nije sadrzao ispitivane
polimorfizme. U najbolji model (Hosmer-LemeSov test: ¥2(8)=5,159, p=0,740; Nagelkerke
R%=64,1%; ta¢no klasifikovanih 92,4% slu¢ajeva) predikcije smrtnog ishoda kod pacijenata
muskog pola ukljuceni su parametri LDH i N/L. ViSe vrednosti LDH 1 odnos neutrofila i
limfocita bili su povezani sa povecanom verovatno¢om smrtnog ishoda kod pacijenata muskog
pola sa COVID-19, dok ostali ispitivani faktori nisu znacajno uticali na posmatrani ishod.

Model sa najboljim prediktivnim karakteristikama (Hosmer-LemeSov test: y2(7)=0,341,
p=1,000) ishoda bolesti kod Zena objasnio je 77,2% (Nagelkerke R?) varijanse mortaliteta i
adekvatno klasifikovao 92,4% slucajeva. Povec¢ani CCI i N/L bili su povezani sa pove¢anom
verovatno¢om smrtnog ishoda kod pacijentkinja sa COVID-19. S druge strane, verovatnoca za
prezivljavanje SARS-CoV-2 infekcije bila je za 99% veca medu Zenama koje su nosioci makar
jednog varijantnog alela ACE2 rs2106809 u odnosu na nosioce oba divlja alela u svom
genotipu.

Tabela 13. Modeli multivariajbilne logisti¢ke regresije koji najbolje opisuju uticaj
polimorfizama ACE2 gena na ishod COVID-19 stratifikovani prema polu

Varijable B S.E. Wald p OR [95%CI]

Muskarci
Genotip ACE2 rs2106809? -1,362 1,225 1,235 0,266 0,256 [0,023; 2829]
N/L 0,163 0,065 6,294 0,012 1,177 [1,036; 1,337]
LDH 0,004 0,002 5,668 0,017 1,004 [1,001; 1,008]
Konstanta -6,722 1,724 15,206 0,000 0,001

iene
Dominantni model ACE2 rs2106809? -5,502 2,797 3,868 0,049 0,004  [0,000;0,981]
N/L 0,442 0,214 4,268 0,039 1,556 [1,023;2,365]
CClI 1,863 0,719 6,714 0,010 6,445 [1,575;26,385]
ACE inhibitori® 2,952 1,710 2,979 0,084 19,149 [0,670;547,169]
Konstanta -11,122 3,963 7,877 0,005 0,000

@ A za muskarce, A/A za Zene kao referentni genotip; °- pacijenti koji nisu le¢eni ACE inhibitorima kao kao referentna kategorija; B —
koeficijent regresije; S.E. —standardna greska za f3; Wald y2 — Valdova test statistika za jedan stepen slobode (df=1); p — nivo znacajnosti;
OR — odnos $ansi; 95%CI — 95% interval poverenja za OR; CCI — Carlsonov indeks komorbiditeta, N/L — odnos neutrofila i limfocita;
LDH - laktat dehidrogenaza
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4.3. Koncentracija solubilnog SACE2 u COVID-19 kohorti

Koncentracija SACE2 je odredena za 141 pacijenta u uzorcima seruma prikupljenim na
dan prijema na stacionarno le¢enje. Medijana koncentracije SACE2 u celoj kohorti COVID-19
pacijenata iznosila je 72ng/mL (IQR: 55,58 — 99,41). Prisutni nivoi SACE2 su bili u slaboj
pozitivnoj korelaciji, ali statisticki znacajnoj, sa staros¢u pacijenta (r(139)=0,275, p=0,001,
grafikon 20). Stratifikacijom prema polu, uoceno je da koncentracija sACE2 pozitivno korelira
sa godinama kod Zena, kao i da su ove dve varijable srednje jako povezane (r(56)=0,414,
p=0,001), dok korelacijom kod pacijenata muskog pola nije ustanovljena znacajna povezanost
(r(81)=0,133, p=0,229). Nivoi sACE2 se nisu znacajno razlikovali medu muskarcima i Zenama
(U=2325, p=0,731).
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Grafikon 20. Korelacija koncentracije SACE?2 i starosti u celoj kohorti
i stratifikovano prema polu.

4.3.1. Koncentracija SACE2 u odnosu na polimorfizme ACE2 gena

Analizom koncentracije slobodnog SACE2 u serumu pacijenata muskog pola sa
genotipovima za polimorfizme ACE2 gena (grafikon 21), utvrdeno je da hemizigotni nosioci
varijantnih genotipova rs2106809 G i rs2074192 A nemaju statisticki znacajno razlicite nivoe
SACE2 u serumu u odnosu na divlje hemizigote (U=715, p=0,577; U=663, p=0,562).
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Grafikon 21. Koncentracije SACE2 prema polimorfizmima ACE2 gena kod
pacijenata muskog pola.
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Koncentracije SACE2 se nisu statisticki znacajno razlikovale medu genotipovima i
genotipskim grupama polimorfizama ACE2 gena rs2106809 i rs2074192 u populaciji
pacijenata zenskog pola (p>0,05, grafikon 22).
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Grafikon 22. Koncentracije SACE2 prema polimorfizmima ACE2 gena kod
pacijenata zZenskog pola.

4.3.2. Koncentracija SACE2 u odnosu na tezinu klinicke slike

Rezultati analize koncentracije SACE2 spram tezine klinicke slike COVID-19 u celoj
kohorti i nakon stratifikacije prema polu, predstavljeni su na grafikonu 23 kao medijana sa
interkvartilnim opsegom.
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Grafikon 23. Koncentracije sACE2 prema tezini klinicke slike u celoj kohorti i
stratifikovano prema polu. | — blaga, Il — umereno teska, III — teska, IV — kriti¢no
teska klinicka slika; *p<0,05; **p<0,001
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Serumski nivo SACE2 se statisticki znacajno razlikovalo spram kategorija tezine klinicke
slike (H(3)=113,889, p<0,001). Nakon stratifikacije po polu, takode je uoCena statisticki
znacajna razlika na nivou oba pola (muskarci: H(3)=65,671, p<0,001; zene: H(3)=47,510,
p<0,001). Na nivou cele kohorte, ali i ponaosob medu Zenama i muskarcima, uoceno je da
serumski nivo SACE2 na prijemu raste kroz kategorije tezine klinicke slike, pri ¢emu se nivo
sACE2 nije statisti¢ki znaCajno razlikovao izmedu kategorija blage i umerene bolesti.
Ordinalnom logistickom regresijom utvrdeno je da je serumska koncentracija sACE2 nezavisni
prediktor progresije tezine kliniCke slike. Pacijenti sa viSom serumskom koncentracijom sACE2
na prijemu imali su vecu verovatnoc¢u za napredovanje tezine COVID-19 (OR[95%CI] = 1,096
[1,076; 1,128], p<0,001).

4.3.3. Koncentracija SACE2 u odnosu na ishod COVID-19

Razlika u koncentracijama sACE2 medu otpuStenim pacijentima i pacijentima sa
smrtnim ishodom u toku hospitalizacije prikazana je na grafikonu 24. U serumu pacijenata
preminulih u toku hospitalizacije izmerena je znacajno veéa koncentracija SACE2 u odnosu na
otpuStene pacijente (U=3488, p=0,001). Podelom prema polu, znacajna razlika medu
poredenim kategorijama ishoda je utvrdena i kod muskaraca (U=1072, p=0,001) i kod Zena
(U=672, p=0,001). Nivo SACEZ2 nije bio nezavisni prediktor ni ishoda bolesti (p>0,005).
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Grafikon 24. Koncentracije SACE2 prema ishodu COVID-19 u celoj kohorti i
stratifikovano prema polu. O — otpust iz bolnice, S — smrtni ishod u toku
hospitalizacije; * p<0,05

4.3.4. Uticaj sSACE2 na teZinu klinicke slike i ishod COVID-19: multivarijabilna
logisticka regresija

Za potrebe procene moguce povezanosti nivoa SACE2 u serumu u kombinaciji sa
relevantnim zbunjuju¢im faktorima, ukljucujuci ispitivane polimorfizme na ACE2 lokusu,
komorbiditete i laboratorijske parametre, sa razvojem teskih oblika COVID-19 i smrtnog
ishoda tokom hospitalizacije, sprovedena je multivarijabilna logisticka regresija. Modeli
najviseg prediktivnog kvaliteta, ponaosob za zene i muskarce, prikazani su u tabeli 14. Nakon
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prilagodavanja za zbunjujuce faktore, utvrdeno je da svaki porast za jedinicu SACE2 u serumu,
iz uzoraka prikupljenih na prijemu, povecava Sansu za progresiju tezine COVID-19 tokom
hospitalizacije za 13,2% kod muskaraca, dok je taj rizik gotovo duplo manji kod Zena.
Asocijacija SACE2 u serumu sa smrtnim ishodom nije bila statisticki znacajna.

Tabela 14. Modeli logisticke regresije koji najbolje opisuju uticaj SACE2 na tezinu i ishod
COVID-19 stratifikovani prema polu

Varijable B S.E. Wald p OR [95%CI]
Muskareit
Blaga 8,076 1,968 16,843 <0,001 NP [4,219; 11,933]
Umereno teska 13,210 2,572 26,386 <0,001 NP [8,170; 18,250]
Teska 16,624 2,978 31,160 <0,001 NP [10,787; 22,46]
Kriti¢no teska (ref)
Genotip ACE2 rs21068092 0,521 0,692 0,567 0,451 1,684 [0,434; 6,540]
SACE2 0,124 0,026 22,388 <0,001 1,132 [1,076; 1,192]
é: LDH 0,004 0,002 6,678 0,010 1,004 [1,001; 1,007]
_E:’ CClI 0,175 0,213 0,681 0,409 1,191 [0,786; 1,808]
3‘;’ N/R 0,145 0,071 4,232 0,040 1,156 [1,007; 1,328]
. Zene?
_g Blaga 6,463 1,752 13,611 <0,001 NP [3,029; 9,896]
;G_NJ Umereno teSka 10,319 2,372 18,923 <0,001 NP [5,670; 14,968]
Teska 12,898 2,809 21,076 <0,001 NP [7,391; 18,404]

Kriti¢no teska (ref)

Dominantni model ACE2 rs2106809°  -0,484 0,842 0,331 0,001 0,616 [0,118; 3,206]

SACE2 0,063 0,019 10,758 0,001 1,065 [1,025;1,105]
LDH 0,007 0,002 11,448 0,017 1,007  [1,003;1,011]
CcCl 0,543 0,227 5724 0,198 1,721  [1,103;2,683]
N/R 0,138 0,108 1,653 0,001 1,148  [0,931;1,418]
Muskarci®
Genotip ACE2 rs2106809% -24982 9024293 0,000 0,998 0,000 ND
SACE2 1,976 194,827 0,000 0992 7,213 ND
LDH 0,041 8,304 0,000 0,996 1,042 ND
CCl 1,149 486,874 0,000 0,998 3,154 ND
N/R 3,331  3570,964 0,000 0,999 27,956 ND

§ Konstanta 237,806 21253,895 0,000 0,991 0,000 ND

2 Zene*
Dominantni model ACE2 rs2106809% -33463  9040,182 0,000 0,997 0,000 ND
SACE2 1,529 280,579 0,000 0,996 4,612 ND
LDH -0,103 24,484 0,000 0,997 0,902 ND
CCl 2,757 842,026 0,000 0,997 15755 ND
N/R 1,352  3002,872 0,000 1,000 3,866 ND
Konstanta 97,664 16052,064 0,000 0,995 0,000 ND

A w N e

2— A za muskarce, A/A za zene kao referentni genotip; B — koeficijent regresije; S.E. —standardna greska za 3; Wald y2 — Valdova
test statistika za jedan stepen slobode (df=1); p — nivo znacajnosti; OR — odnos Sansi; 95%CI — 95% interval poverenja za OR;
NP — nije primenljivo; LDH — laktat dehidrogenaza; CCI — Carlsonov indeks komorbiditeta; N/R — odnos neutrofila i limfocita;

- 12(5)=86,742, p<0,001; Test kvaliteta prilagodenosti: ¥2(190)=181,570, p=0,657, Nagelkerke R?=79,4%

- ¥2(5)=63,339, p<0,001; Test kvaliteta prilagodenosti: ¥2(133)=81,866, p=1,000, Nagelkerke R?=79.3%

- %2(5)=48,752, p<0,001; Hosmer and Lemesov test: x2(7)=0.000, p=1.000, Nagelkerke R2=52,2%, adekvatno klasifikovano 10%
- %2(5)=39,561, p<0,001; Hosmer and LemesSov test: x2(7)=0,000, p=1,000, Nagelkerke R2=56,9%, adekvatno klasifikovano 10%
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4.4. Analiza polimorfizama IFNL3 i IFNL4

4.4.1. Analiza polimorfizama IFNL3 i IFNL4 u celoj populaciji

4.4.1.1. Ucestalost alela, genotipova, genotipskih grupa, haplotipova i diplotipova u
ispitivanoj populaciji
Prisustvo polimorfizama IFNL3 i IFNL4 utvrdeno je kod 178 COVID-19 pacijenata iz
uzoraka krvi sa antikoagulansom. Na osnovu podataka alelske diskriminacije izraCunate su
ucCestalosti alela, genotipova i genotipskih grupa za polimorfizme rs8099917 (T>G) i
rs12980275 (A>G) gena IFNL3, i rs12979860 (C>T) i rs368234815 (TT>AG) gena IFNL4, u
celoj ispitivanoj populaciji koje su prikazane u tabelama 15 i 16.

U celoj COVID-19 kohorti uéestalost genotipova nije odstupala od Hardi-Vajnbergove
ravnoteze (rs8099917: y2(1)=0,985, p=0,321; rs12980275: ¥2(1)=0,909, p=0,340; rs12979860:
x2(1)=0,374, p=0,541; rs368234815: %2(1)=0,033, p=0,857). Varijantni aleli ispitivanih
polimorfizama bili su prisutni kod oko 30% pacijenata, osim G alela rs8099917 ¢ija je
ucestalost bila neSto niza. Zastupljenost homozigota za varijantne alele svih ispitivanih
polimorfizama je bila manja od 10%. Dihotomizacijom genotipova u genotipske grupe
utvrdeno je da viSe od 50% populacije ¢ine nosioci makar jednog varijantnog alela (AG + GG;
CT + TT; TT/AG + AG/AG), izuzev 1s8099917 TG + GG koji je zastupljen kod treéine
pacijenata.

Tabela 15. Ucestalost alela, genotipova, genotipskih grupa IFNL3

Ucestalost 959% CI
Aleli
rs8099917 (T>G) 21,9 (78/356) [18,1; 26,7]
rs12980275 (A>G) 32,3 (115/356) [27,8; 37.4]
Genotipovi
TIT 62,4 (111/178) [54.7; 68.8]
rs8099917 TIG 315 (56/178) [25,5;39,0]
GIG 6,2 (11/178)  [3.4;10,8]
AIA 444 (79/178) [37,1;515]
rs12980275  A/G 46,6 (83/178)  [39,8; 54,2]
GIG 8,9 (16/178)  [5.5;14,2]
Genotipske grupe
Dominantni model
TIT 62,4 (111/178) [547; 68.8]
8099917 15y 37.6(67/178) [31.2:45.3]
AIA 438 (79/178) [37,1;515]
12980275 ny5 4+ G/G 55,6 (99/178)  [48.5: 62.9]
Recesivni model
TIT+T/G 93,8 (167/178) [89,2; 96,6]
rs8099917 G/G 6.2 (11/178)  [3.4; 10,8]
A/A+AIG 91,0 (162/178) [85,8; 94,5]
s12980275 7 8.9 (16/178)  [5,5: 14,2]

95% CI — 95% interval poverenja (engl. confidence interval)
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Tabela 16. Ucestalost alela, genotipova, genotipskih grupa IFNL4

Udestalost [95% CI]

Aleli
rs12979860 (C>T) 32,3 (115/356) [27,8; 37,4]
rs368234815 (TT>AG) 31,2 (111/356) [26,7; 36,3]
Genotipovi
c/C 44,9 (80/178) [37,6;52,0]
rs12979860 CIT 46,1 (82/178) [38,7;53,1]
TT 9,6 (17/178) [6,0;14,8]
TT/TT 47,2 (84/178) [39,8;54,2]
rs368234815 T/AG 43,3 (77/178)  [36,5; 50,9]
AG/AG 9,6 (17/178)  [6,0; 14,8]
Genotipske grupe
Dominantni model
C/C 44,9 (80/178)  [37,6, 52,0]
rs12979860 CIT+TIT  553(98/178) [48.0: 62.4]
(5368234815 TT/ITT 47,1 (84/178)  [39,8; 54,2]

TT/AG + AG/AG 52,8 (94/178)  [45,8; 60,2]
Recesivni model

CIC+CIT 91,0 (162/178) [85,2; 94,0]

rs12979860 TIT 9.6 (17/178)  [6.0; 14.8]
TT/TT+ TI/AG 91,0 (162/178) [85.2; 94.0]
5368234815 AG/AG 9,6 (17/178)  [6,0: 14,8]

95% CI — 95% interval poverenja (engl. confidence interval)

Dodatnom analizom, definisani su haplotipovi i diplotipovi lokusa za IFNL3 i IFNL4
gene, kao i njihova uéestalost, prikazana u tabelama 17 i 18.

Za IFNL3 lokus, kombinacija rs8099917 i rs12980275 polimorfizma dala je sva Cetiri
moguca haplotipa 1 sedam diplotipova. Najucestaliji haplotipovi predstavljali su kombinaciju
divljih alela (T-A) i kombinaciju varijantnih alela (G-G) datih polimorfizama, dok je G-A
haplotip identifikovan samo kod jednog pacijenta. S druge strane, tri identifikovana diplotipa
(G-G/T-G; T-G/T-G; G-A/G-G) bila su zastupljena kod manje od 5% pacijentata. Kombinacija
homozigota divljih alela tj. diplotip T-A/T-A, bio je najzastupljeniji, dok je G-G/G-G kao
kombinacija homozigota varijantnih alela pronaden kod vise od 5% ispitivane populacije.

Tabela 17. Ucestalost haplotipova i diplotipova IFNL3 gena
Ucestalost 95% CI

Haplotipovi

T-A  67,4(240/356) [62,3;72,0]
G-G 21,6 (77/356)  [17,8; 26,4]
T-G 10,7 (38/356)  [7.8; 14,3]
G-A 0,3(1/356)  [0,0;17,6]

rs8099917 - rs12980275

Diplotipovi

T-AIT-A 444 (79/178)  [37,1;51,5]
G-GIT-A 29,2 (52/178) [23,4;36,7]
T-AIT-G 16,9 (30/178)  [12,0; 23,0]
rs8099917 - 1s12980275 G-G/G-G 5,6 (10/178)  [3,0; 10,1]
G-GIT-G 2,2 (4/178) [0,7;5,9]
T-GIT-G 1,1 (2/178) [0,7;5,9]
G-A/IG-G 0,6 (L/178) [0,3; 3,0]

95% CI — 95% interval poverenja (engl. confidence interval)
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Haplotipizacijom IFNL4 gena za polimorfizme rs12979860 i rs368234815, registrova-
na su tri od Cetiri potencijalna haplotipa i Cetiri diplotipa. Najprevalentniji medu haplotipovima
bio je C-TT kao kombinacija divljih alela, dok je gotovo upola manje bio prisutan T-AG
haplotip kao kombinacija varijantnih alela. Medu diplotipovima, homozigotna kombinacija
divljih alela C-TT/C-TT i heterozigotna kombinacija C-TT/T-AG delili su sli¢an procenat
zastupljenosti. S druge strane, manje od 10% pacijenata su bili nosioci T-AG/T-AG diplotipa.

Tabela 18. Ucestalost haplotipova i diplotipova IFNL4 gena
Ucdestalost 95% CI

Haplotipovi

C-TT 67,7 (241/356) [62,6; 72,2]
rs12979860 - rs368234815 T-AG 31,2 (111/356) [26,7; 36,3]
T-TT 1,1 (4/356) [0,3; 3,0]

Diplotipovi

C-TT/C-TT  44,9(80/178) [37,6;52,0]
C-TT/IT-AG 43,3 (77/178) [36,5; 50,9]
T-AG/T-AG 9,6 (17/178) [6,0; 14,8]
C-TT/T-TT 2,2 (4/178) [0,7;5,9]
95% CI — 95% interval poverenja (engl. confidence interval)

rs12979860 - rs368234815

4.4.1.2. Analiza vezane neravnoteZe polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena

Neravnoteza vezanosti (LD) za ispitivane polimorfizme IFNL3 i IFNL4 prikazana je
grafikonom 25. Najizrazeniji LD uocen je izmedu rs368234815 i rs12979860 (D’=1,00 i
r’=0,95), a najslabije izrazen medu rs8099917 i rs368234815 (D’=0,91 i 1?=0,52).

rs368234815 —

rs368234815 — —
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Grafikon 25. Shematski prikaz LD polimorfizama unutar IFNL3 i IFNL4 lokusa u
celoj populaciji predstavljen kroz: A) korigovani koeficijent neravnoteze vezanosti
D’; B) koeficijent korelacije r>. Vrednosti D’ i r? sU izraZene u procentima.
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4.4.2. Analiza polimorfizama IFNL3 i IFNL4 prema teZini klinicke slike
4.4.2.1. Ucestalost alela i njihov uticaj na tezinu klinicke slike

Frekvencija alela polimorfizama gena IFNL3 i IFNL4 prema kategorijama tezine
klini¢ke slike COVID-19 prikazana je na grafikonu 26. Raspon ucestalosti divljih alela po
kategorijama bio je od 55% do 85%, a varijantnih od 14% do 46%. Ucestalost varijantnih alela
ispitivanih polimorfizama oba gena pratila je slican obrazac raspodele kroz posmatrane
kategorije. Tacnije, varijantni aleli bili su najzastupljeniji kod pacijenata sa lakom klinickom
slikom (I), dok je njihova ucestalost bila niza kod tezih pacijenata (II, III i IV). Odstupanje od
ovog obrasca se moze uoCiti kod rs8099917, gde je razlika u ucestalosti varijantnog alela G
izmedu grupe sa lakom klinickom slikom 1 ostalih kategorija bila zanemarljiva. Ipak, uocene
razlike medu grupama nisu bile statisticki znacajne (y2(3)<7,81; p>0,05).

A) IFNL3 aleli B) IFNL4 aleli

100% l . I 100% T e e

o G . I OAG
£60% BA 0% L aT
= L]
7 40% uG E 40% BT
] =]

20% oT 20% ac

0% — — 0%
[ II I v | 1 i m v I I 1II vV

‘ I_H_HI._IV—‘

‘ 158099917 | 512980275 | 1512979860 ‘ rs368234815

Grafikon 26. Relativna ucestalost alela polimorfizama gena A) IFNL3 i B) IFNL4
prema tezini klinicke slike. I — blaga (n=30), Il — umereno teska (n=61), III — teska
(n=27), IV — kriti¢no teska (n=60) klinicka slika

Rezultati ordinalne regresione analize su pokazali da aleli nisu imali znacajnu
asocijaciju s povecanim rizikom za napredovanje bolesti. Uticaj alela analiziranih
polimorfizama na razvoj tezine klinicke slike COVID-19 ispitivan je univarijabilnom
logistickom regresijom. Rezultati su ilustrovani grafikonom 27. Analiza je pokazala da
prisustvo varijantnih alela rs12980275 G, rs12979860 T i rs368234815 AG statisticki znacajno
smanjuje verovatno¢u za razvoj umereno teSke klinicke slike za oko 50%. Polimorfizam
rs8099917 nije znacajno uticao na tezinu COVID-19 ni u jednoj poredbenoj grupi.
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Grafikon 27. Uticaj alela polimorfizama gena IFNL3 i IFNL4 na tezinu klini¢ke
slike kroz parove kategorija (oznaceno levo). Crveni markeri ukazuju na p<0,05,
crni na p>0,05. Vrednosti x-0se su prikazane na logaritamskoj skali. OR — odnos
Sansi; 95% CI — 95% interval poverenja; ref. — referentna kategorija; 1 — blaga, 11 —
umereno teska, Il — teska, IV — kritiéno teSka klinic¢ka slika

4.4.2.2. Ucestalost genotipova i genotipskih grupa i njihov uticaj na teZinu klinicke slike

Distribucija genotipova i genotipskih grupa polimorfizama gena IFNL3 i IFNL4 u
odnosu na tezinu bolesti COVID-19 pacijenata prikazna je na graficima 28 i 29.

Analiziranjem ucestalosti genotipova nije uocCena statisticki znacajna razlika u
distribuciji genotipova medu kategorijama tezine klini¢ke slike COVID-19 ni za jedan od
ispitivanih polimorfizama gena IFNL3 i IFNL4 (y2(6)<12,59; p>0,05). Uprkos tome, uoc¢ava se
da je zastupljenost homozigota za varijantne alele bila najve¢a medu pacijentima sa lakom
klinickom slikom (I), dok je njihova ucestalost bila ujednacena u tezina kategorijama bolesti
(IL, IIT 1 IV), uz izuzetak rs8099917 GG koji nije detektovan medu pacijentima sa teSkom (III)
klini¢om slikom. Raspodela heterozigota i divljih homozigota bila je sli¢na medu posmatranim
kategorijama tezine bolesti.
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Rezultati
A) IFNL3 genotipovi B) TFNL4 genotipovi
100% 100% _— —
3 Wl -
80% BG/G 80% DAGIAG
_ oAG o OTT/AG
3 S
S60% == — mAA  S60% ETT/TT
E - GG 2 noT
B40% aTiG  S40% BCT
-l = P
aTT BCiC
0% 20%
0% — ! . 0% L L L
| I nom W \ \ I 0 om W I o m I \ I o0 m I
| rs8099917 \ \ 1512980275 rs12979860 \ rs368234815

Grafikon 28. Relativna ucestalost genotipova polimorfizama gena A) IFNL3 i
B) IFNL4 prema tezini klini¢ke slike. I — blaga (n=30), Il — umereno teska (n=61),
I — teska (n=27), IV — kriti¢no teska (n=60) klinicka slika

S druge strane, nakon grupisanja po recesivhom modelu uocava se da nosioci oba

varijantna alela ¢e$Ce razvijaju laku klini¢ku sliku u odnosu na nosioce makar jednog divljeg
alela za polimorfizme IFNL3 1rs8099917 (¥2(3)=8,38; p=0,039), IFNL4 rs12979860
(x2(3)=8,40; p=0,038) i IFNL4 rs368234815 (¥2(3)=8,40; p=0,038). Za polimorfizam IFNL3
rs12980275, ni nakon grupisanja u genotipske grupe nije bilo statisticki znacajne razlike u

distribuciji medu posmatranim kategorijama tezine bolesti (¥2(3)<7,81; p>0,05).
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Grafikon 29. Relativna ucestalost genotipskih grupa polimorfizama gena A) IFNL3
i B) IFNL4 prema tezini klini¢ke slike. I — blaga (n=30), Il — umereno teska (n=61),
Il — teska (n=27), IV — kriti¢no teska (n=60) klinicka slika; * p<0,05

IVW

Ordinalnom logisticCkom regresijom utvrdeno je da prisustvo oba varijantna alela
polimorfizma na IFNL4 lokusu znacajno redukuje Sansu za napredovanjem bolesti
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(OR[95%CI] = 0,39 [0,16; 0,99], p=0,048). Univarijabilna logisti¢ka regresija pokazala je da i
genotipovi i genotipske grupe imaju statisticki znacajan uticaj na razvoj umerene klinicke slike,
ali ne i na teze oblike COVID-19. Rezultati ove analize prikazani su na grafikonima 30 i 31.
Kada je re¢ o IFNL3, nosioci barem jednog varijantnog alela rs12980275 (A/G+G/G) imali su
tri puta manju verovatnocu za prelazak iz blage u umerenu formu COVID-19, dok se ovaj rizik
kod homozigotnih nosioca ovog alela (G/G) gotovo petostruko smanjio u poredenju sa divljim
homozigotima (A/A). Takode, $Sansa za razvoj umereno teske klinicke slike bila je gotovo Sest
puta manja kod homozigota za varijantni alel polimorfizma IFNL3 rs8099917 (G/G) u odnosu
na nosioce genotipa sa makar jednim divljim alelom (T/T+T/G). Cetvorostruko smanjenje
rizika za razvoj umerene klini¢ke slike uoc¢eno je kod homozigota za varijantne alele IFNL4
rs12979860 T/T i rs368234815 AG/AG u poredenju sa homozigotima za divlje alele
(rs12979860 C/C i rs368234815 TT/TT), a petostruko u odnosu na nosioce makar jednog
divljeg alela u svom genotipu (rs12979860 C/C+C/T i rs368234815 TT/TT+TT/AG).
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Grafikon 30. Uticaj genotipova polimorfizama gena IFNL3 i IFNL4 na teZzinu
klinicke slike kroz parove kategorija (oznaceno levo). Crveni markeri ukazuju na
p<0,05, crni na p>0,05. Vrednosti x-ose su prikazane na logaritamskoj skali. OR —
odnos Sansi; 95% CI — 95% interval poverenja; ref. — referentna kategorija; ND —
nije determinisano; | — blaga, Il — umereno teska, III — teska, IV — kriti¢no teSka
klinicka slika
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Grafikon 31. Uticaj genotipskih grupa polimorfizama gena IFNL3 i IFNL4 na
tezinu klinicke slike kroz parove kategorija (oznaceno levo). Crveni markeri
ukazuju na p<0,05, crni na p>0,05. Vrednosti x-o0se su prikazane na logaritamskoj
skali. OR — odnos S$ansi; 95% CIl — 95% interval poverenja; ref. — referentna
kategorija; ND — nije determinisano; | — blaga, Il — umereno teska, 111 — teska, IV —
kriti¢no teska klinicka slika

4.4.2.3. Ucestalost haplotipova i diplotipova i njihov uticaj na teZinu klinicke slike

Analiza raspodele haplotipova i diplotipova IFNL3 rs8099917-rs12980275 i IFNL4
12979860-rs368234815 prema kategorijama tezine COVID-19 pokazala je da je obrazac
raspodele alela uoc¢en u prethodnim analizma bio prisutan i medu haplotipovima (grafikon 32).
Ucestalost haplotipova i diplotipova sa oba varijantna alela i za IFNL3 i IFNL4 bila je najveca
u grupi pacijenata sa lakom klinickom slikom, uz nizu, ali ujednacenu frekvenciju medu tezim
kategorijama bolesti. Haplotipovi i diplotipovi sa oba divlja alela dominirali su u svim
kategorijama bolesti, dok je ucestalost heterozigotnih kombinacija bila niza. Statisticki
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znaajna razlika u distribuciji diplotipova bila je prisutna jedino za IFNL3 rs8099917-
1s12980275 (y2(18)=31,25; p=0,027).
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Grafikon 32. Relativna ucestalost haplotipova i diplotipova polimorfizama gena
A) IFNL3 i B) IFNL4 prema teZini klinicke slike. I — blaga (n=30), Il — umereno
teska (n=61), III — teSka (n=27), IV — kriti¢no teSka (n=60) klinicka slika; * p<0,05

Ordinalnom logistickom regresijom utvrdeno je da IFNL3 diplotip G-G/G-G statisti¢ki
znacajno redukuje verovatnocu progresije tezine klinic¢ke slike (OR[95%CI] = 0,26[0,08; 0,89],
p=0,032). Analiza uticaja haplotipova i diplotipova IFNL3 i IFNL4 gena na progresiju COVID-
19 univarijabilnom logistickom regresijom prikazana je na grafikonima 33 i 34. Nosioci
haplotipa T-G za IFNL3 rs8099917-rs12980275 imali su statisticki znacajno nizi rizik za
oboljevanje od umereno teskog COVID-19. Ovaj protektivni efekat bio je jos veci za T-A/T-G
I G-G/G-G diplotipove, ¢iji su nosioci imali desetostruko sniZenje Sansi za razvoj umereno
teskog oblika u odnosu na homozigotni diplotip za divlji alel. Haplotip sa oba varijantna alela
za IFNL4 T-AG smanjivao je verovatnoc¢u za umereno tezak oblik bolesti za oko 50% u odnosu
na divlji C-TT haplotip, dok je opservirani protektivni efekat kod homozigotnih nosioca ovog
haplotipa bio 80%.
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Grafikon 33. Uticaj haplotipova polimorfizama gena IFNL3 i IFNL4 na tezinu
klinicke slike kroz parove kategorija (oznaceno levo). Crveni markeri ukazuju na
p<0,05, crni na p>0,05. Vrednosti x-ose su prikazane na logaritamskoj skali. OR —
odnos $ansi; 95% CI — 95% interval poverenja; ref. — referentna kategorija; ND —
nije determinisano; | — blaga, 1l — umereno teska, Il — teska, IV — kriti¢no teska
klinic¢ka slika
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Grafikon 34. Uticaj diplotipova ipolimorfizama gena IFNL3 i IFNL4 na tezinu
klinic¢ke slike kroz parove kategorija (oznaceno levo). Crveni markeri ukazuju na
p<0,05, crni na p>0,05. Vrednosti x-0se su prikazane na logaritamskoj skali. OR —
odnos Sansi; 95%CI — 95% interval poverenja; ref. — referentna kategorija; ND —
nije determinisano
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4.4.3. Analiza polimorfizama IFNL3 i IFNL4 prema prisustvu pneumonije

U prethodnom delu analize uocena je jasna izrazita povezanost polimorfizama IFNL3 i
IFNL4 gena na razvoj blage u umerenu klinicku sliku COVID-19, dok veza sa daljom
progresijom bolesti nije zabeleZena. Shodno tome, uz posStovanje preporuka smernica SZO o
radioloski potvrdenoj pneumoniji kao primarnom dijagnostickom kriterijumu za specifi¢no
razlikovanje lake forme od svih ostalih ozbiljnijih stadijuma bolesti, restratifikovali smo nasu
studijsku kohortu u dve nove grupe: bez pneumonije (laki slucajevi) i sa pneumonijom
(umereni, teski i1 kriti¢no teski slucajevi), sa ciljem da se utvrdi povezanost polimorfizama
IFNL3 i IFNL4 gena sa razvojem pneumonije.

4.4.3.1. Ucestalost alela i njihov uticaj na razvoj COVID-19 pneumonije

Raspodela alela polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena prema prisustvu COVID-19
pneumonije prikazana je na grafikonu 35. Analizom rezultata utvrdeno je da je ucestalost
varijantnih alela bila statisti¢ki znacajno razli¢ita medu pacijentima sa i bez pneumonije za
polimorfizam IFNL3 gena rs12980275 G (¥2(1)=6,041; p=0,014), kao i polimorfizme IFNL4
gena rs12979860 T (x2(1)=4,644; p=0,031) i rs368234815 AG (x2(1)=4,310; p=0,038).
Ucestalost ovih alela je bila oko jedan i po puta veca u grupi pacijenata bez pneumonije u
poredenju sa grupom pacijenata sa pneumonijom. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u
distribuciji alela za polimorfizam IFNL3 gena rs8099917 (¥2(1)=2,221; p=0,136).
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Grafikon 35. Relativna ucestalost alela polimorfizama gena A) IFNL3 i B) IFNL4
prema prisustvu pneumonije. P- — bez pneumonije (n=30), P+ — sa pneumonijom
(n=148); * p<0,05

Univarijabilnom regresionom analizom dokazan je statisticki znacajan protektivni uticaj
ispitivanih polimorfizama na razvoj pneumonije. Prisustvo alela rs12980275 G, rs12979860 T
1 rs368234815 AG redukovalo je verovatnocu za razvoj pneumonije za oko 50% u poredenju
sa odgovaraju¢im divljim alelom (grafikon 36). Polimorfizam rs8099917 nije statisticki
znacajno uticao na nastanak COVID-19 pneumonije, ali je i G alel imao konotaciju
protektivnog alela.

79



Doktorska disertacija Rezultati
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Grafikon 36. Uticaj alela polimorfizama gena A) IFNL3 i B) IFNL4 na razvoj
pneumonije. Crveni krugovi ukazuju na p<0,05, crni na p>0,05. Vrednosti x-0se su
prikazane na logaritamskoj skali. OR — odnos $ansi; 95% CI — 95% interval
poverenja (engl. confidence interval); ref. — referentna kategorija

4.4.3.2. Ucestalost genotipova i genotipskih grupa i njihov uticaj na razvej COVID-19
pneumonije

Trend distribucije genotipova polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena medu grupama sa i
bez COVID-19 pneumonije prikazan je na grafikonu 37. Raspodela heterozigota i homozigota
za divlje alele pratila je isti trend medu poredenim grupama, s tim da su divlji homozigotni
genotipovi bili zastupljeniji u grupi pacijenata sa pneumonijom. Frekvencija homozigota za
varijantne alele bila je tri do Cetiri puta vea medu pacijentima bez pneumonije u odnosu na
grupu sa pneumonijom. Uocene razlike bile su statististicki znacajne i za genotipove IFNL3
gena rs8099917 (x2(2)=6,872; p=0,032) i rs12980275 (x2(2)=7,766; p=0,021) i za genotipove
IFNL4 gena rs12979860 (y2(2)=8,296; p=0,016) i rs368234815 (¥2(2)=8,112; p=0,017).
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Grafikon 37. Relativna ucestalost genotipova polimorfizama gena A) IFNL3 i B)
IFNL4 prema prisustvu pneumonije. P- — bez pneumonije (n=30), P+ — sa
pneumonijom (n=148); * p<0,05

Dihotomizacijom genotipova u genotipske grupe potvrdeni su rezultati dobijeni
analizom genotipova. Rezultati su prikazani na grafikonu 38. Naime, grupisanjem po
recesivnom modelu utvrdeno je da su homozigoti za varijantne alele statisticki znacajno
zastupljeniji u grupi bez pneumonije u poredenju sa pacijentima koji su razvili pneumoniju
(IFNL3rs8099917 T/T+T/G vs. G/G, p=0,022; IFNL3 rs12980275 A/A+A/G vs. G/G, p=0,032;
IFNL4 rs12979860 C/C+C/T vs T/T, p=0,011 i IFNL4 rs368234815 TT/TT+TTAG vs AG/AG,
p=0,011).
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Grafikon 38. Relativna ucestalost genotipskih grupa polimorfizama gena A) IFNL3
i B) IFNL4 prema prisustvu pneumonije. P- — bez pneumonije (n=30), P+ — sa
pneumonijom (n=148); * p<0,05

Asocijacija genotipova i genotipskih grupa polimorfizama IFNL3 i IFNL4 sa

verovatno¢om za oboljevanje od COVID-19 pneumonije bila je statisti¢ki znacajna. Prisustvo
oba varijantna alela svih ispitivanih polimorfizama nosilo je skoro petostruko smanjenje
verovatnoce za nastanak pneumonije u odnosu na divlje homozigote (grafikon 39). Magnituda
protektivnog uticaja na razvoj pneumonije replikovana je u recesivnom modelu, gde su nosioci
oba varijantna alela imali znacajno niZi rizik u odnosu na nosioce makar jednog varijantnog

alela (grafikon 40).
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Grafikon 39. Uticaj genotipova polimorfizama gena A) IFNL3 i B) IFNL4 na
razvoj pneumonije. Crveni markeri ukazuju na p<0,05, crni na p>0,05. Vrednosti
X-0se su prikazane na logaritamskoj skali. OR — odnos $ansi; 95% CI — 95% interval
poverenja; ref. — referentna kategorija
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Grafikon 40. Uticaj genetickih modela polimorfizama gena A) IFNL3 i B) IFNL4
na razvoj pneumonije. Crveni markeri ukazuju na p<0,05, crni na p>0,05. Vrednosti
x-0se su prikazane na logaritamskoj skali. OR — odnos $ansi; 95% CI —95% interval
poverenja

4.4.3.3. Ucestalost haplotipova i diplotipova i njihov uticaj na razvej COVID-19
pneumonije

Rezultati analize ucestalosti haplotipova i diplotipova medu pacijentima sa i bez
pneumonije prikazani su grafikonom 41. U obe grupe dominirali su haplotipovi sa divljim
alelima, s tim da je haplotip IFNL3 G-A bio prisutan samo u grupi pacijenata sa pneumonijom.
Neophodno je istaci da su haplotipovi sa oba varijantna alela IFNL3 G-G i IFNL4 T-AG bili
ucestaliji kod pacijenata bez pneumonije. Ipak, opservirane razlike u distribuciji haplotipova za
IFNL3 i IFNL4 gene nisu bile statisticki znacajne (IFNL3 rs8099917-rs12980275: ¥2(3)<7,815;
p>0,05; IFNL4 12979860-rs36823481: 42(2)<5,991; p>0,05).

S druge strane, razlike u zastupljenost IFNL3 i IFNL4 diplotipova medu poredenim
grupama su dosegle statisticku znacajnost (IFNL3 rs8099917-rs12980275: %2(6)=15,316;
p=0,018; IFNL4 12979860-rs36823481: %2(3)=8,537; p=0,032). Diplotip IFNL3 sa jednim
varijantnim alelom T-A/T-G, kao i diplotip sacinjen od homozigota za varijantne alele G-G/G-
G bili su c¢es¢i kod pacijenata bez pneumonije u odnosu na obolele sa pneumonijom.
Istovremeno, pacijenati bez pneumonije ¢eS¢e su bili nosioci homozigotne kombinacije
minornih alela IFNL4 T-AG/T-AG nego pacijenti koji su razvili pneumoniju. Diplotipovi
IFNL3 T-G/T-G i G-A/G-G zabelezeni su kod malog broja pacijenata sa pneumonijom.
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Grafikon 41. Relativna ucestalost haplotipova i diplotipova polimorfizama gena A) IFNL3
i B) IFNL4 prema prisustvu pneumonije. P- — bez pneumonije (n=30), P+ — sa pneumonijom
(n=148); * p<0,05

Analizom asocijacije univarijabilnom logistickom regresijom potvrdeno je da uocene
razlike u distribuciji haplotipova i diplotipova IFNL3 i IFNL4 gena statisticki znacajno
umanjuju sklonost ka razvoju COVID-19 pneumonije. Haplotipovi sa oba varijantna alela
IFNL3 G-G i IFNL4 T-AG redukuju rizik od razvoja pneumonije za 50% u odnosu na
haplotipove IFNL3 T-A i IFNL4 C-TT (grafikon 42). Veli¢ina protektivnog efekta kod
homozigota za navedene haplotipove kretala se u opsegu od 80% - 90% redukcije verovatnoce
za nastanak pneumonije u poredenju sa divljim diplotipovima IFNL3 T-A/T-A i IFNL4 C-
TT/C-TT (grafikon 43). Isti trend pratili su i haplotip IFNL3 T-G i diplotip IFNL3 T-A/T-G.
Odnos $ansi nije racunat za haplotip IFNL3 G-A i diplotipove IFNL3 T-G/T-G i G-A/G-G jer
navedeni nisu bili prisutni medu pacijentima bez pneumonije.
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Grafikon 42. Uticaj haplotipova polimorfizama gena A) IFNL3 i B) IFNL4 na
razvoj pneumonije. Crveni markeri ukazuju na p<0,05, crni na p>0,05. Vrednosti
X-0se su prikazane na logaritamskoj skali. OR — odnos $ansi; 95% CI —95% interval
poverenja; ref. — referentna kategorija; ND — nije determinisano
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Grafikon 43. Uticaj diplotipova polimorfizama gena A) IFNL3 i B) IFNL4 na
razvoj pneumonije. Crveni markeri ukazuju na p<0,05, crni na p>0,05. Vrednosti
x-0se su prikazane na logaritamskoj skali. OR — odnos $ansi; 95% CI —95% interval
poverenja (engl. confidence interval); ref. — referentna kategorija; ND — nije
determinisano

4.4.3.4. Uticaj polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena na razvoj COVID-19 pneumonije:

multivarijabilna logistiCka regresija

Da bi se dalje procenio potencijalni efekat geneti¢kih polimorfizama IFNL3 i IFNL4 na
verovatnocu razvoja pneumonije kod pacijenata sa COVID-19, uzimajuéi u obzir moguce
zbunjujuce faktore, kao S§to su starost, pol, pridruzene bolesti i laboratorijski parametri,
sprovedena je multivarijabilna logisti¢ka regresija sa sa postepenim iskljuc¢ivanjem varijabli
unazad (tabela 19). Najbolji model (Hosmer-Lemesov %2(7)=8,989, p=0,253) je bio statisticki
znadajan (x2(3)=24,593, p<0,001). Objasnio je 21,6% (Nagelkerke R?) varijanse razvoja
pneumonije 1 ta¢no klasifikovao 85,4% slucajeva. Rezultati su potvrdili pozitivnu asocijaciju
izmedu CCI i verovatnoc¢e razvoja COVID-19 pneumonije, pri ¢emu su Zene i nosioci oba
varijantna alela za IFNL4 rs12979860 ili rs368234815 imali manju verovatnoCu za razvoj
pneumonije.

Tabela 19. Model multivarijabilne logisticke regresije koji najbolje opisuje uticaj
polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena na razvoj COVID-19 pneumonije

Varijable B S.E.  Wald »? p OR [95% CI]
CClI 0,461 0,145 10,084 0,001 1,586 [1,193;2,109]
Pol? -1,019 0,437 5434 0,020 0,361 [0,153;0,850]

Recesivni model IFNL4%>¢ -1456 0,604 5821 0,016 0,233 [0,071;0,761]

@ _ muskarci kao referentna kategorija; ® - rs12979860 ili rs368234815; ¢ — C/C+C/T ili TT/TT+TT/AG kao
referentna grupa; B — koeficijent regresije; S.E. — standardna greska za §; Wald y2 — Valdova test statistika za jedan
stepen slobode (df=1); p — nivo znacajnosti; OR — odnos $ansi; 95% CI — 95% interval poverenja za OR; CCIl —
Carlsonov indeks komorbiditeta
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4.4.4. Analiza polimorfizama IFNL3 i IFNL4 prema prisustvu pneumonije i polu

Shodno rezultatima multivarijabilne logisticke regresije da uticaj ispitivanih
polimorfizama statisticki znacajno zavisi od pola, populaciju smo stratifikovali prema polu sa
ciljem da se sagleda stepen uticaja polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena kao protektivnih faktora
na razvoj COVID-19 pneumonije kod muskaraca i Zena.

4.4.4.1. Ucestalost alela i njihov uticaj na razvej COVID-19 pneumonije medu polovima

Kao $to je prikazano na grafikonu 44, relativna ucestalost divljih i varijantnih alela
polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena je bila je gotovo identi¢na medu pacijentima muskog pola
sa i bez COVID-19 pneumonije (¥2(1)<3,841; p>0,05). Nasuprot tome, distribucija alela IFNL3
gena rs12980275 (x2(1)=9,375; p=0,002), kao i alela IFNL4 gena rs12979860 (%2(1)=12,390;
p<0,001) i rs368234815 (¥2(1)=10,903; p=0,001) se statisti¢ki znacajno razlikovala medu
zenama. Frekvencija varijantnih alela za navedne polimorfizme je bila oko dva puta veca u
grupi Zena bez pneumonije u poredenju sa Zenama koje su razvile pneumoniju, dok su cesc¢i
aleli dominirali medu pacijentkinjama sa pneumonijom. Razlika u raspodeli alela IFNL3
rs8099917 prema prisustvu pneumonije kod Zena nije dosegla statisticku znacajnost

(42(1)=3,286; p=0,070).
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Grafikon 44. Relativna ucestalost alela polimorfizama gena A) IFNL3 i B) IFNL4
prema prisustvu pneumonije stratifikovana prema polu. P- — bez pneumonije (n=30;
12 muskarci), P+ — sa pneumonijom (n=148; 94 muskarci); * p<0,05

Regresionom analizom je potvrdeno da aleli ispitivanih polimorfizama nemaju
statisti¢ki znac¢ajan uticaj na razvoj pneumonije kod musSkaraca. S druge strane, verifikovano je
da prisutne razlike u distribuciji alela medu Zenama sa 1 bez pneumonije statisticki znac¢ajno
menjaju verovatno¢u za nastanak COVID-19 pneumonije. Preciznije, Zene koje su nosioci
varijantnih alela IFNL3 rs12980275 G, IFNL4 rs12979860 T ili IFNL4 rs368234815 AG imale
su oko Cetiri puta manju verovatnocu za razvoj pneumonije u odnosu na nosioce divljih alela,
dok je alel IFNL3 rs8099917 G smanjivao ovaj rizik za 57% (grafikon 45).
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Grafikon 45. Uticaj alela polimorfizama gena A) IFNL3 i B) IFNL4 na razvoj
pneumonije stratifikovano prema polu. Crveni markeri ukazuju na p<0,05, a crni na
p>0,05. Vrednosti x-ose su prikazane na logaritamskoj skali. OR — odnos $ansi;
95% CI — 95% interval poverenja; ref. — referentna kategorija

4.4.4.2. Ucestalost genotipova i genotipskih grupa i njihov uticaj na razvej COVID-19
pneumonije medu polovima

Obrazac zastupljenosti genotipova i genotipskih grupa za polimorfizme IFNL3 i IFNL4
gena prema prisustvu pneumonije kod muskaraca i zena prikazani su na grafikonima 46 i 47.

Medu muskarcima sa i bez pneumonije nije zabeleZena znacajna razlika u raspodeli
genotipova za bilo koji od ispitivanih polimorfizama (32(2)<5,991; p>0,05), naspram
pacijentkinja kod kojih je zapazZena znacajna razlika u alokaciji genotipova svih polimorfizama
medu poredenim grupama (IFNL3: rs8099917 ¢2(2)=6,101; p=0,047 i rs12980275
x2(2)=12,282; p=0,002; IFNL4: rs12979860 y2(2)=13,597; p=0,001 i rs368234815
x2(2)=13,888; p=0,001). Naime, pacijentkinje bez pneumonije su ceS¢e bile nosioci
homozigotnih genotipova za varijantne alele IFNL3 i IFNL4 gena u poredenju sa
pacijentkinjama koje su razvile pneumoniju. Istovremeno, ucestalost divljih homozigota svih
polimorfizama, osim za IFNL3 rs8099917, bila je oko 20% u grupi pacijentkinja koje su imale
pneumoniju (grafikon 46).
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Grafikon 46. Relativna ucestalost genotipova polimorfizama gena A) IFNL3 i B)
IFNL4 prema prisustvu pneumonije stratifikovana prema polu. P- — bez pneumonije
(n=30; 12 muskarci), P+ — sa pneumonijom (n=148; 94 muskarci);* p<0,05
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Analiza distribucije genotipskih grupa potvrdila je rezultate ustanovljene na nivou
genotipa (grafikon 47). Frekvencija oba varijantna homozigota, u okviru recesivnog modela,
bila je znacajno veca kod pacijentkinja bez pneumonije u odnosu na grupu sa
dijagnostikovanom COVID-19 pneumonijom (IFNL3: rs8099917 p=0,031; rs12980275
p=0,009; IFNL4: rs12979860 p=0,002 i IFNL4: rs368234815 p=0,002). Pored toga, statistic¢ki
znacCajna razlika zabeleZena je 1 na nivou dominantnih modela, osim za IFNL3 rs8099917
polimorfizam. Ovo ukazuje da su pacijentkinje sa makar jednim varijantnim alelom ¢esce bile
u grupi bez pneumonije u odnosu na grupu sa pneumonijom (IFNL3: rs12980275 y2(1)=5,457,
p=0,019, IFNL4 rs12979860: x2(1)=4,196; p=0,041 i rs368234815 y2(1)=4,755; p=0,029). Nije
uocena statisticki znaCajna razlika u raspodeli prema prisustvu pneumonije ni na nivou

recesivnih ni dominantnih modela u grupi muskaraca (y2(1)<3,841; p>0,05).
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Grafikon 47. Relativna ucestalost genotipskih grupa polimorfizama gena A)
IFNL3 i B) IFNL4 prema prisustvu pneumonije stratifikovana prema polu. P- — bez
pneumonije (n=30; 12 muskarci), P+ — sa pneumonijom (n=148; 94 muskarci); *
p<0,05
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Protektivni uticaj genotipova i genotipskih grupa polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena
na nastanak COVID-19 pneumonije bio je statisticki znacajan u grupi Zena, ali ne i medu
muskarcima. Rezultati su prikazani na grafikonima 48 1 49.

Protektivni efekat prisustva varijantnih alela za polimorfizam IFNL3 gena rs12980275,
kao i oba polimorfizma IFNL4 gena, rs12979860 i rs368234815 bio je prisutan u grupi
pacijentkinja. Naime, vrednosti verovatnoce za razvoj pneumonije opadale su kroz povecanje
broja varijantnih alela. Pacijentkinje kao nosioci makar jednog varijantnog alela IFNL3
rs12980275 A/G+GI/G, IFNL4 rs12979860 C/T+T/T i IFNL4 rs368234815 TT/AG+AG/AG
imale su Cetiri do pet puta manju Sansu za razvoj pneumonije u poredenju sa nosiocima divljih
homozigota, kao referentnom grupom (IFNL3 rs12980275 A/A, IFNL4 rs12979860 C/C i
IFNL4 rs368234815 TT/TT; grafikon 49). Snizenje verovatnoce bilo je izraZenije za varijantne
homozigote IFNL3 rs12980275 G/G, IFNL4 rs12979860 T/T i IFNL4 rs368234815 AG/AG: i

87



Doktorska disertacija Rezultati

kretalo se u opsegu od 10-13 puta u poredenju sa nosiocima genotipova sa divljim alelom
(IFNL3 rs12980275 A/A+A/G, IFNL4 rs12979860 C/C+C/T i IFNL4 rs368234815 TT/TT+
TT/AG; grafikon 49), dok je protektivni efekat bio udvostrucen, sa sniZzenjem rizika oko 20
puta, prilikom komparacije sa divljim homozigotima (IFNL3 rs12980275 A/A, IFNL4
rs12979860 C/C i IFNL4 rs368234815 TT/TT, grafikon 48). Takode, Sansa za razvoj
pneumonije bila je priblizno sedam puta manja kod homozigota za varijantni alel polimorfizma
IFNL3 rs8099917 G/G u odnosu na divlje homozigote (T/T; grafikon 48) i nosioce genotipa sa
makar jednim divljim alelom (T/T+T/G; grafikon 49).
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Grafikon 48. Uticaj genotipova polimorfizama gena A) IFNL3 i B) IFNL4 na
razvoj pneumonije stratifikovan prema polu. Crveni markeri ukazuju na p<0,05, a
crni na p>0,05. Vrednosti x-ose su prikazane na logaritamskoj skali. OR — odnos
Sansi; 95% CI — 95% interval poverenja; ref. — referentna kategorija
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Grafikon 49. Uticaj genetickih modela polimorfizama gena A) IFNL3 i B) IFNL4
na razvoj pneumonije stratifikovan prema polu. Crveni markeri ukazuju na p<0,05,
a crni na p>0,05. Vrednosti x-ose su prikazane na logaritamskoj skali. OR — odnos
Sansi; 95% CI — 95% interval poverenja

88



Doktorska disertacija Rezultati

4.4.4.3. Ucestalost haplotipova i diplotipova i njihov uticaj na razvej COVID-19
pneumonije medu polovima

Kao u prethodnim etapama analize, disproporcija u raspodeli haplotipova i diplotipova
IFNL3 rs8099917-rs12980275 1 IFNL4 12979860-rs36823481 prema statusu pneumonije je
bila statisti¢ki znacajna samo medu pacijentima Zenskog pola (grafikon 50). Haplotipovi IFNL3
lokusa sa jednim i oba varijantna alela su bili dominantniji u grupi pacijentkinja bez pneumonije
(T-G i G-G: x2(2)=11,399; p=0,003), kao i njihovi diplotipovi (T-A/T-G i G-G/G-G:
x2(4)=15,937; p=0,003), u poredenju sa grupom koja je imala pneumoniju. Nosioci haplotipa
IFNL4 T-AG i njegove homozigotne kombinacije u okviru diplotipa su rede imali pneumoniju
(12(2)=12,452; p=0,002 i ¥2(3)=13,964; p=0,003). Haplotipovi IFNL3 G-A i IFNL4 T-TT i
diplotipovi IFNL3 G-G/T-G, T-G/T-G, G-A/G-G i IFNL4 C-TT/T-TT bili su zastupljeni samo
u populaciji muskaraca.
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Grafikon 50. Relativna ucestalost haplotipova i diplotipova polimorfizama gena
A) IFNL3 i B) IFNL4 prema prisustvu pneumonije stratifikovana prema polu. P- —
bez pneumonije (n=30; 12 muskarci), P+ — sa pneumonijom (n=148; 94 muskarci);
*

p<0,05

Regresionom analizom dokazano je da prisustvo haplotipova T-G i G-G na IFNL3
lokusu, kao i T-AG na IFNL4 lokusu redukuje verovatnocu za nastanak COVID-19 pneumonije
kod pacijentkinja za priblizno 70% - 80% u odnosu na divlje haplotipove (IFNL3 T-A i IFNL4
C-TT,; grafikon 51). Ovaj procenat je prominentno porastao na gotovo 95% kod homozigotnih
varijantnih diplotipova IFNL3 G-G/G-G i IFNL4 T-AG/T-AG, ali i IFNL3 T-A/T-G diplotipa
u komparaciji sa divljim diplotipovima (IFNL3 T-A/T-A i IFNL4 C-TT/C-TT,; grafikon 52).
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Grafikon 51. Uticaj haplotipova polimorfizama gena A) IFNL3 i B) IFNL4 na
razvoj pneumonije stratifikovan prema polu. Crveni markeri ukazuju na p<0,05, a
crni na p>0,05. Vrednosti x-0se su prikazane na logaritamskoj skali. OR — odnos
Sansi; 95%CI — 95% interval poverenja; ref. — referentna kategorija; ND — nije

determinisano
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Grafikon 52. Uticaj diplotipova polimorfizama gena A) IFNL3 i B) IFNL4 na
razvoj pneumonije stratifikovan prema polu. Crveni markeri ukazuju na p<0,05, a
crni na p>0,05. Vrednosti x-ose su prikazane na logaritamskoj skali. OR — odnos
Sansi; 95% CI — 95% interval poverenja; ref. — referentna kategorija

4.4.4.4. Uticaj polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena na razvoj COVID-19 pneumonije
kod Zena: multivarijabilna logisticka regresija

Shodno rezultatima univarijabilne regresije, koji nedvosmisleno ukazuju na znacajan
protektivni uticaj polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena na razvoj COVID-19 pneumonije kod
zena, kreiran je multivarijabilni regresioni model sa postepenom eliminacijom varijabli unazad.
U najprikladniji regresioni model za predvidanje razvoja pneumonije kod Zena (Hosmer-
LemesSov test: y2(6)=6,823, p=0,338; tabela 20) ukljuceni su CCI i recesivni model za IFNL4
rs12979860 ili rs368234815. Prikazani model opisao je 51,1% (Nagelkerke R?) varijanse
razvoja pneumonije i adekvatno klasifikovao 83,3% slucajeva. Zene koje su homozigotni
nosioci varijantnih alela IFNL4 rs12979860 ili rs368234815 imaju gotovo 29 puta manju
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verovatnou za razvoj pneumonije tokom infekcije SARS-CoV-2 virusom, nakon
prilagodavanja za CCI. Medutim, ni multivarijabilna analiza nije pokazala takvu povezanost
kod muskaraca (Hosmer-LemeSov test: ¥2(5)=2,900, p=0,715; Nagelkerke R?=6%; ta¢no
klasifikovanih 88,7% slucajeva).

Tabela 20. Modeli multivarijabilne logisti¢ke regresije koji najbolje opisuju uticaj
polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena na razvoj COVID-19 pneumonije stratifikovani

prema polu
B S.E. Waldy? p OR [95% CI]
Muskarci
CClI 0,008 0,181 0,291 0,589 1,103 [0,773;1,573]
Recesivni model IFNL42® 0,000 1,111 0,000 1,000 1,000 [0,113;8,817]
Zene
CClI 1,033 0,327 9,996 0,002 2,810 [1,481;5,332]

Recesivni model IFNL4%® -3,360 1,257 7,145 0,008 0,035 [0,003; 0,408]

2 - 1512979860 ili rs368234815; ® — C/C+C/T ili TT/TT+TT/AG kao referentna grupa; B — koeficijent regresije; S.E. —
standardna greska za 3; Wald 2 — Valdova test statistika za jedan stepen slobode (df=1); p — nivo znacajnosti; OR —
odnos $ansi; 95% CI— 95% interval poverenja za OR; CCl — Carlsonov indeks komorbiditeta

4.4.5. Analiza polimorfizama IFNL3 i IFNL4 prema ishodu bolesti
4.4.5.1. Ucestalost alela i njihov uticaj na ishod bolesti

Ucestalost alela polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena prema kategorijama ishoda bolesti
prikazana je na grafikonu 53. Raspodela alela svih ispitivanih polimorfizama bila je homogena

medu pacijentima otpustenim iz bolnice 1 pacijentima preminulim tokom hospitalizacije
(x2(1)<3,841; p>0,05).
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Grafikon 53. Relativna ucestalost alela polimorfizama gena A) IFNL3 i B) IFNL4
prema ishodu bolesti. O — otpust iz bolnice (n=139), S — smrtni ishod tokom
hospitalizacije (n=39)

Univarijabilnom logistickom regresijom nije detektovana statisticki znacajana
povezanost alela ni za jedan od polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena, prikazanih na grafikonu
54, sa ishodom COVID-19. U svakom slucaju, varijantni aleli polimorfizama IFNL3
rs12980275, IFNL4 rs12979860 i IFNL4 rs368234815 pozicionirani su kao protektivni aleli,
dok je minorni alel za IFNL3 rs8099917 povecavao Sanse za fatalni ishod.
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Grafikon 54. Uticaj alela polimorfizama gena A) IFNL3 i B) IFNL4 na ishod
bolesti. Crni markeri ukazuju na p>0,05. Vrednosti x-ose su prikazane na

logaritamskoj skali. OR — odnos Sansi; 95% CI — 95% interval poverenja; ref. —
referentna kategorija

4.4.5.2. Ucestalost genotipova i genotipskih grupa i njihov uticaj na ishod bolesti

Uporedivanjem ucestalosti genotipova za polimorfizme IFNL3 i IFNL4 gena u grupi

otpustenih sa bolni¢kog le¢enja kao oporavljenih i grupi preminulih tokom hospitalizacije zbog
COVID-19 nije ustanovljena statisticki znacajna razlika ni za jedan od analiziranih
polimorfizama (¥2(2)<5,991; p>0,05; grafikon 55).
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Grafikon 55. Relativna ucestalost genotipova polimorfizama gena A) IFNL3 i B)
IFNL4 prema ishodu bolesti. O — otpust iz bolnice (n=139), S — smrtni ishod tokom
hospitalizacije (n=39)

Istovremeno, nakon grupisanja genotipova u genotipske grupe, ni na nivou

dominantnog, a ni recesivnog modela nije zabeleZena statisticki znacajna razlika u distibuciji
spram poredenih kategorija pacijenata (y2(1)<3,841; p>0,05; grafikon 56).
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Grafikon 56. Relativna ucestalost genotipskih grupa polimorfizama gena A)
IFNL3 i B) IFNL4 prema ishodu bolesti. O — otpust iz bolnice (n=139), S — smrtni
ishod tokom hospitalizacije (n=39)

Ispitivanjem pojedinacnog uticaja genotipova 1 genotipskih grupa za polimorfizme
IFNL3 i IFNL4 gena na ishod bolesti kod COVID-19 pacijenata univarijabilnom logistickom
regresijom, potvrdeno je da nema statisticki znacajne razlike medu poredenim grupama
(grafikoni 57 i 58). Ipak, vrednosti verovatnoée za smrtni ishod su opadale kroz povecanje broja
varijantnih alela za polimorfizame IFNL3 rs12980275, IFNL4 rs12979860 i IFNL4
rs368234815: od heterozigota i prisustva makar jednog varijantnog alela u odnosu na
homozigote za divlji alel prema varijantnim homozigotima i prisustvu oba varijantna alela u
poredenju sa divljim homozigotima i nosiocima makar jednog divljeg alela. S druge strane,
varijantni genotipovi i geneticki modeli IFNL3 rs8099917 su nedvosmisleno povecéavali
verovatnocu za smrtni ishod.
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Grafikon 57. Uticaj genotipova polimorfizama gena A) IFNL3 i B) IFNL4 na ishod
bolesti. Crni markeri ukazuju na p>0,05. Vrednosti x-ose su prikazane na
logaritamskoj skali. OR — odnos Sansi; 95% CI — 95% interval poverenja; ref. —
referentna kategorija
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Grafikon 58. Uticaj genetickih modela polimorfizama gena A) IFNL3 i B) IFNL4
na ishod bolesti. Crni markeri ukazuju na p>0,05. Vrednosti x-ose su prikazane na
logaritamskoj skali. OR — odnos $ansi; 95% CI — 95% interval poverenja
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4.4.5.3. Ucestalost haplotipova i diplotipova i njihov uticaj na ishod bolesti

Detektovani haplotipovi IFNL3 rs8099917-rs12980275 i IFNL4 12979860-rs36823481
i njihovi diplotipovi su bili ujednaceno distribuirani u posmatranim grupama (grafikon 59).
Nosioci diplotipova G-G/T-G i T-G/T-G za IFNL3 gen bili su deo grupe otpustenih pacijenata.
Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u raspodeli ni haplotipova ni diplotipova izmedu
otpustenih i preminulih pacijenata (haplotipovi: IFNL3 rs8099917-rs12980275: ¥2(3)<7,815;
p>0,05; IFNL4 12979860-rs36823481: %2(2)<5,991; p>0,05; diplotipovi: IFNL3 rs8099917-
rs12980275: 2(6)<12,592; p>0,05; IFNL4 12979860-rs36823481: ¥2(3)<7,815; p>0,05).
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Grafikon 59. Relativna ucestalost haplotipova i diplotipova polimorfizama gena
A) IFNL3 i B) IFNL4 prema ishodu bolesti. O — otpust iz bolnice (n=139), S —
smrtni ishod tokom hospitalizacije (n=39)
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Evaluacija uticaja univarijabilnom regresijom potvrdila je da haplotipovi i diplotipovi
ne menjaju statisticki znacajno verovatnoc¢u za smrtni ishod pacijenata sa COVID-19. Rezultati
logisticke regresione analize prikazani su na grafikonima 60 i 61. U svakom slu¢aju, prethodno
uoceni trend da su varijantni aleli skopc¢ani sa potencijalno nizom verovatno¢om od smrtnog
ishoda je bio prisutan na nivou i haplotipova i diplotipova.

A) IFNL3 haplotipovi B) IFNL4 haplotipovi
| OR[95%CI] P | OR[95%CI] P
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Grafikon 60. Uticaj haplotipova polimorfizama gena A) IFNL3 i B) IFNL4 na
ishod bolesti. Crni markeri ukazuju na p>0,05. Vrednosti x-ose su prikazane na
logaritamskoj skali. OR — odnos $ansi; 95% CI — 95% interval poverenja; ref. —
referentna kategorija

A) TFNL3 diplotipovi B) IFNL4 diplotipovi
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Grafikon 61. Uticaj diplotipova polimorfizama gena A) IFNL3 i B) IFNL4 na ishod
bolesti. Crni markeri ukazuju na p>0,05. Vrednosti x-ose su prikazane na
logaritamskoj skali. OR — odnos Sansi; 95% CI — 95% interval poverenja; ref. —
referentna kategorija; ND — nije determinisano

4.4.6. Uticaj poliomorfizama IFNL3 i IFNL4 gena na ishod COVID-19: multivarijabilna
logisticka regresija

Uticaj genetickih polimorfizma IFNL3 i IFNL4, kao i laboratorijskih i klini¢kih
parametara pri prijemu, na verovatno¢u smrtnog ishoda kod pacijenata sa COVID-19 procenjen
je multivarijabilnom logistickom regresionom analizom sa postepenom eliminacijom varijabli
unazad. Najprikladniji regresioni model (tabela 21; Hosmer-LemeSov test: x2(8)=4,237,
p=0,835) objasnio je 69,6% (Nagelkerke R?) varijanse ishoda bolesti i adekvatno klasifikovao
94,6% slucajeva. Povecani nivoi CCI, N/L 1 LDH bili su povezani sa pove¢anom verovatno¢om
smrtnog ishoda kod pacijenata sa COVID-19. Pored toga, veca je verovatnoca da Zene i N0SIiOCI
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najmanje jednog varijantnog alela IFNL3 rs8099917 necée preziveti infekciju SARS-CoV-2
virusom. Sa druge strane, prisustvo najmanje jednog varijantnog alela IFNL4 rs12979860 ili
rs368234815 smanjilo je vise od 15 puta verovatnocu fatalnog ishoda od COVID-19.

Tabela 21. Model multivarijbilne logisticke regresije koji najbolje opisuju uticaj
polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena na ishod obolelih od COVID-19

Varijable B S.E. Wald p OR [95%CI]
Dominantni model IFNL4P -2,75 1,327 4,297 0,038 0,064 [0,005; 0,861]
Dominantni model IFNL3 rs8099917¢ 3,579 1,46 6,011 0,014 35,842 [2,050;626,644]
Pol 2,029 0,892 5,171 0,023 7,604 [1,323;43,689]
LDH 0,005 0,002 9,991 0,002 1,005 [1,002; 1,009]
N/L 0,246 0,079 9,765 0,002 1,279 [1,096; 1,493]
CClI 0,89 0,275 10,497 0,001 2,436 [1,422; 4,175]
Konstanta -12,154 2,809 18,725

2 - 1512979860 ili rs368234815; ® — C/C ili TT/TT kao referentna grupa; - T/T kao referentna grupa; ¢ — muski pol kao referentna
grupa; B — koeficijent regresije; S.E. —standardna gre$ka za B; Wald y2 — VValdova test statistika za jedan stepen slobode (df=1); p —
nivo znacajnosti; OR — odnos Sansi; 95%CI — 95% interval poverenja za OR; LDH — laktat dehidrogenaza; N/L — odnos neutrofila i
limfocita; CCI — Carlsonov indeks komorbiditeta
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4.5. Koncentracije IFN — A3 i IFN — A4 u COVID-19 kohorti

U serumima 143 pacijenta, prikupljenin na dan hospitalizacije, izmerene su
koncentracije IFN-A3 i IFN-A4. Medijana produkovanog IFN-A3 iznosila je 1,02pg/mL (IQR:
0-2,71), dok je IFN-A4 bio detektovan samo kod $est pacijenata (Mdn (IQR) = 92.33pg/mL
(62,04-215,29)), s toga se u daljoj analizi ovaj interferon nije obradivao. Produkcija IFN-A3 nije
korelirala sa godinama starosti u celoj kohorti (r(141)=0,006, p=0,943), kao ni ponaosob po
polovima (muskarci: r(83)=0,154, p=0,158; Zene: r(56)=0,170, p=0,202). Polna distribucija u
sekreciji IFN-A3, takode, nije zabelezena (U=2597,5, p=0,576), kao $to je prikazano na
grafikonu 62.
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Grafikon 62. Korelacija koncentracije IFN-A3 i starosti u celoj kohorti i
stratifikovano prema polu

4.5.1. Koncentracije IFN — A3 u odnosu na polimorfizme IFNL3 i IFNL4 gena

Imaju¢i u vidu da polimorfizmi na IFNL4 lokusu mogu modulisati koli¢inu
produkovanog IFN-A3 [198], koncentracija IFN-A3 analizirana je spram ispitivanim
genotipovima i genotipskim grupama ispitivanih genetickih polimorfizama i IFNL3 i IFNL4
gena. Rezultati ove analize prikazani su na grafikonima 63 i 64. Produkcija IFN-A3 se nije
statisticki zna¢ajno razlikovala medu analiziranim polimorfizmima (p>0,05).
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Grafikon 63. Koncentracije IFN-A3 prema polimorfizmima IFNL3 gena
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Genotipovi Dominanti modeli Recesivni modeli
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Grafikon 64. Koncentracije IFN-A3 prema polimorfizmima IFNL4 gena

4.5.2. Koncentracije IFN — A3 u odnosu na teZinu klinicke slike

Rezultati analize serumskog nivoa IFN-A3 prema kategorijama tezine klini¢ke slike,
prikazane su na grafikonu 65. Produkcija IFN-A3 se statisti¢ki znacajno razlikovala spram
kategorija tezine klinicke slike (H(3)=21,893, p<0,001). Na nivou cele kohorte, uoceno je da
pacijenti sa kriti¢no teSkom klinickom slikom (IV) imaju niZe koncentracije IFN-A3 u odnosu
na pacijente sa umereno teSkim oblikom (II: U=551,5, p<0,001), kao i lakim COVID-19 (I:
U=319, p=0,001). Nakon stratifikacije po polu, takode je uocena statisticki znacajna razlika na
nivou oba pola (muskarci: H(3)=8,755, p=0,033; Zene: H(3)=13,068, p=0,004). Isti obrazac bio
je prisutan i kod Zena (I 1 IV: U=65, p=0,001; Il i IV: U=64, p=0.003) i kod muskaraca (Il i
IV: U=240.5, p=0,003). Ordinalnom logistiCkom regresijom utvrdeno je da je serumska
koncentracija IFN-A3 nezavisni prediktor progresije tezine klinicke slike. Pacijenti sa vecom
serumskom koncentracijom IFN-A3 na prijemu imali su manju verovatno¢u za napredovanje
tezine COVID-19 (OR[95%CI] = 0,886 [0,801; 0,980], p=0,019).
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Grafikon 65. Koncentracija IFN-A3 prema tezini klinicke slike COVID-19. | —
blaga, Il — umereno, 11l — teska, IV — kriti¢no teSka klini¢ka slika

4.5.3. Koncentracije IFN — A3 u odnosu na prisustvo pneumonije

Nivo IFN-A3 se nije znacajno razlikovao medu pacijentima bez i sa COVID-19
pneumonijom analiziranjem na nivou cele kohorte (U=1256, p=0,155), kao ni nakon
stratifikacije prema polu (muskarci: U=348,5, p=0,711; Zene: U=263,5, p=0,195). Rezultati
su prikazani na grafikonu 66. Istovremeno, koncentracija IFN-A3 nije bila ni znacajni prediktor
razvoja pneumonije (p>0,059).
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Grafikon 66. Koncentracije IFN-A3 prema prisustvu pneumonije. P- — bez
pneumonije, P+ - sa pneumonijom
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4.5.4. Koncentracije IFN — A3 u odnosu na ishod COVID-19

Rezultati poredenja nivoa IFN-A3 medu kategorijama ishoda COVID-19 prikazani su
grafikonom 67. Poredenjem nivoa produkcije IFN-A3 pacijenata otpustenih i preminulih tokom
hospitalizacije, opservirana je statisticki znacajna razlika na nivou cele kohorte (U=1019,
p=0,004). Naime, pacijenti koji nisu preziveli SARS-CoV-2 infekciju imali su zna¢ajno nize
koncentracije IFN-A3. Ova statisti¢ki znaCajna razlika bila je prisutna kod zena (U=147,5,
p=0,011), ali ne i kod muskaraca (U=395,5, p=0,126). Nivo IFN-A3 nije znac¢ajno menjao
verovatnoc¢u za letalni ishod bolesti (p>0,05).
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Grafikon 67. Koncentracije IFN-A3 prema ishodu COVID-19. O — otpust iz
bolnice, S — smrtni ishod tokom hospitalizacije

4.5.5. Uticaj IFN — A3 na teZinu Kklini¢ke slike, razvoj pneumonije i ishod COVID-19:
multivarijabilna logisti¢ka regresija

U svrhu procene potencijalnog uticaja serumske koncentracije IFN — A3 na rizik za
razvoj tezih oblika COVID-19, pneumonije, kao i smrtni ishod tokom hospitalizacije,
sprovedena je multivarijabilna ordinalna i binarna logisticka regresija, uzimajuéi u obzir
zbunjujuce faktore poput polimorfizama IFNL3 i IFNL4, pola, komorbiditeta i laboratorijskih
parametara. Detaljni rezultati ove analize prikazani su u zbirnoj tabeli 22, koja sadrzi
informacije o svim relevantnim varijablama i njihovom uticaju na ishode. Nakon
prilagodavanja za odgovarajuce zbunjujuce varijable, serumska koncentracija IFN - A3 je bila
znacajan prediktor progresije bolesti, dok asocijacija sa COVID-19 pneumonijom i smrtnim
ishodom nije bila statisticki znacajna. Porast koncentracije IFN - A3 1 prisustvo oba varijantna
alela IFNL4 rs12979860 ili rs368234815 smanjivali su verovatnocu za razvoj tezih oblika.
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Tabela 22. Regresioni modeli koji najbolje opisuju uticaj IFN — A3 tezinu klinicke
slike, razvoj pneumonije i ishod obolelih od COVID-19

B SE. Waldy p OR [95% CI]
Progresija teZine COVID-19*
Kriti¢no teska -2,096 0,400 27,532 0,000 NP [-2,879; -1,313]
Teska -1,283 0,374 11,787 0,001 NP [-2,015; -0,550]
Umereno teska 0,810 0,370 4,782 0,029 NP [0,084; 1,536]
Blaga (ref)
CClI -0,513 0,097 27,958 <0,001 0,598 [0,495; 0,724]
Pol? 0,558 0,329 2,884 0,089 1,747 [1,089; 3,326]
Recesivni model IFNL4P¢ 1,141 0,531 4,611 0,032 3,129 [1,105; 8,872]
IFN — A3 0,117 0,054 4,813 0,028 1,125 [1,013; 1,249]
COVID-19 pneumonija?
CClI 0,384 0,150 6,538 0,011 1,468 [1,094; 1,969]
Pol? -1,005 0,476 4,457 0,035 0,366 [0,144; 0,931]
Recesivni model IFNL4P¢ -1,324 0,634 4,366 0,037 0,266 [0,077; 0,321]
IFN — A3 -0,036 0,034 1,102 0,294 0,965 [0,902; 1,032]
Konstanta 1578 0,432 13,330 0,000 4,845
Ishod COVID-19°
LDH 0,005 0,002 8,671 0,003 1,005 [1,002; 1,008]
N/L 0,236 0,083 8,087 0,004 1,266 [1,076; 1,489]
CCl 0,895 0,331 7,316 0,007 2,447 [1,279; 4,680]
Pol? 1,845 0,980 3,546 0,060 6,329 [0,927; 43,191]
Dominantni model IFNL4"¢ -3,009 1,551 3,764 0,052 0,049 [0,002; 1,031]
Dominantni model IFNL3 rs8099917¢ 3,285 1,612 4,154 0,042 26,714 [1,134;629,066]
IFN — A3 -0,129 0,252 0,259 0,610 0,879 [0,536; 1,442]
Konstanta -11,350 2,997 14,347 0,000 0,000

@ — muski pol kao referentna grupa; - rs12979860 ili rs368234815; °- C/C+C/T ili TT/TT+TT/AG kao referentna grupa; - C/C ili TT/TT
kao referentna grupa; ¢ — T/T kao referentna grupa; B — koeficijent regresije; S.E. —standardna greska za B; Wald y2 — Valdova test
statistika za jedan stepen slobode (df=1); p — nivo znacajnosti; OR — odnos $ansi; 95% CI — 95% interval poverenja za OR; LDH — laktat
dehidrogenaza; N/L — odnos neutrofila i limfocita; CCI — Carlsonov indeks komorbiditeta; NP — nije primenljivo

1-42(4)=46,527, p<0,001; Test kvaliteta prilagodenosti: ¥2(290)=258,381, p=0,909, Nagelkerke R?=29,9%
2-42(4)=20,634, p<0,001; Hosmer and LemesSov test: ¥2(8)=14,987, p=0,059, Nagelkerke R?=21,9%, adekvatno klasifikovano 84,6%
8- 42(7)=61,742, p<0,001; Hosmer and LemeSov test: ¥2(8)=8,689, p=0,369, Nagelkerke R?=71,1%, adekvatno klasifikovano 95,2%
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4.6. Uticaj polimorfizama ACE2, IFNL3 i IFNL4 gena, serumskog nivoa
SACE2 i IFN — A3 na tezinu klinicke slike i ishod obolelih od COVID-19:
multivarijabilna logisticka regresija

Na osnovu rezultata univarijabilne i multivarijabilne logisticke regresije, koji su
pokazali da polimorfizmi ACE2, IFNL3 i IFNL4 gena, kao i serumski nivoi SACE2 i IFN-A3,
samostalno ili u kombinaciji s laboratorijskim i klini¢kim parametrima, predstavljaju nezavisne
prediktore tezine i ishoda SARS-CoV-2 infekcije, kreirani su sveobuhvatni multivarijabilni
modeli za ova dva ishoda. Ukljuceni su svi prethodno statisticki znacajni geneticki
polimorfizmi, serumski nivoi SACE2 i IFN-A3, te laboratorijski i klini¢ki parametri.

Varijable koje su ukljucene u finalne modele s najve¢om prediktivnom moéi za progresiju
tezine klini¢ke slike i smrtni ishod SARS-CoV-2 infekcije tokom hospitalizacije prikazane su
u tabeli 23. Ovim modelima je potvrdeno da nosioci oba varijantna alela za IFNL4 rs12979860
ili rs368234815 imaju statisticki znacajno nizu verovatnocu za razvoj tezih oblika i smrtni
ishod. Prisustvo barem jednog alela ACE2 rs2106809 nije imalo statisticki zna¢ajan uticaj na
tezinu COVID-19, ali je bilo povezano s nizom verovatno¢om za smrtni ishod. Nosioci makar
jednog varijantnog alela IFNL3 rs8099917 imali su visestruko vece Sanse za smrtni ishod tokom
hospitalizacije. Pol pacijenata nije bio statisti¢ki znac¢ajna determinanta tezine klini¢ke slike, za
razliku od smrtnog ishoda, gde su zene imale sedam puta vece Sanse za fatalni ishod. Pacijenti
s viS§im nivoima SACE2, LDH i N/R pri prijemu, kao i ve¢im CCI, imali su povecane Sanse za
razvoj tezih oblika i smrtni ishod COVID-19 tokom hospitalizacije.

Tabela 23. Modeli multivarijbilne logisti¢ke regresije koji najbolje opisuju uticaj
polimorfizama ACE2, IFNL3 i IFNL4 gena, serumskog nivoa SACE2 i IFN —2A3 na
tezinu klinicke slike i ishod obolelih od COVID-19

Varijable B S.E. Wald p OR [95%CI]
Tezina klinic¢ke slike’
Blaga 9,315 2,382 15,299 <0,001 NP [4,648; 13,983]
Umerena 13,815 2,740 25,429 <0,001 NP [8,446; 19,185]
Teska 16,611 2,929 32,169 <0,001 NP [10,871; 22,352]
Kriti¢no teska (ref)
Recesivni model IFNL4P -1,712 0,812 4,439 0,035 0,181 [0,048; 0,888]
Dominantni model ACE2 rs2106809¢  -0,107 0,535 0,040 0,842 1,113 [0,315; 2,565]
Pold -0,428 0,499 0,736 0,391 0,652 [0,577; 4,084]
Koncentracija SACE2 0,093 0,017 30,031 <0,001 1,097 [1,062; 1,134]
Koncentracija IFN — A3 -0,048 0,039 1546 0,214 0,953 [0,883; 1,028]
LDH 0,004 0,001 11,983 0,001 1,004 [1,002; 1,007]
N/R 0,131 0,061 4,548 0,033 1,140 [1,011; 1,285]
CCl 0,392 0,160 6,012 0,014 1,480 [1,082; 2,024]
Ishod bolesti?
Dominantni model IFNL42¢ -3,124 1,490 4,398 0,036 0,044 [0,002; 0,815]

Dominantni model IFNL3 rs8099917° 3,824 1,595 5,745 0,017 45,798 [2,008; 1044,534]
Dominantni model ACE2 rs2106809¢ -3,089 1,421 4,724 0,030 0,046 [0,003; 0,738]

Pol® 1997 0,955 4,376 0,036 7,368 [1,134; 47,863]
LDH 0,008 0,003 8,359 0,004 1,008 [1,003; 1,013]
N/R 0,313 0,101 9,681 0,002 1,367 [1,123;1,665]
CClI 1,241 ,387 10,304 0,001 3,459 [1,621; 7,378]
ACE inhibitori 2,697 1,101 5,998 0,014 14,832 [1,713;128,383]
Konstanta -18,159 4,795 14,342 0,000 0,000

2 - 1512979860 ili rs368234815; *- C/C+C/T ili TT/TT+TT/AG kao referentna grupa; ¢ — A/A kao referentna grupa; ¢ — muski pol kao
referentna grupa; - C/C ili TT/TT kao referentna grupa; f— T/T kao referentna grupa; B — koeficijent regresije; S.E. —standardna greska
za B; Wald y2 — Valdova test statistika za jedan stepen slobode (df=1); p — nivo znacajnosti; OR — odnos $ansi; 95% CIl — 95% interval
poverenja za OR; NP — nije primeljivo; LDH — laktat dehidrogenaza; N/L — odnos neutrofila i limfocita; CCl — Carlsonov indeks
komorbiditeta

1. 42(8)=133,508, p<0,001; Test kvaliteta prilagodenosti: ¥2(286)=239,248, p=0,980, Nagelkerke R?=78,9%

2. 42(8)=82.432, p<0,001; Hosmer and Lemesov test: x2(8)=1,761, p=0,987, Nagelkerke R?=76.7%, adekvatno klasifikovano 95.2%
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Pandemija COVID-19 je iz temelja promenila svetsku dinamiku, prisiljavajuéi nas da
se prilagodimo novim obrascima zivljenja, rada i druStvenih interakcija. Od prvog slucaja koji
je zabelezen u kineskom gradu Vuhanu, SARS-CoV-2 virus koji uzrokuje COVID-19 je prosao
kroz mnoge faze i1 evoluirao u razliite varijante. Danas se zna da ovaj virus ne izaziva samo
respiratorne simptome.

NajceS¢e se manifestuje asimptomatski ili blagom klinickom slikom, koje po
zastupljenosti prati COVID-19 pneumonija. Medutim, SARS-CoV-2 moze da provocira
preterani i nekontrolisani imunski odgovor, $to dovodi do razli¢itih komplikacija kako
pulmonalnih, tako i ekstrapulmonalnih, ukljucujuéi trombozu, oSteéenje tkiva, ARDS i
multiorganski disfunkcioni sindrom (MODS) [199]. Tako je COVID-19 postao S$iroko
prihva¢ena kompleksna multisistemska bolest, karakterisana relativno visokom incidencijom
smrtnih ishoda, lako¢om prenoSenja, znacajnom patogenoscu i stalnim pojavljivanjem novih
sojeva. Stoga, klju¢no je razumeti COVID-19 ne samo kao akutnu respiratornu infekciju, veé
kao letalni 1 kompleksni multisistemski nozoloski entitet.

Sve navedno je stvorilo potrebu za pravovremenim predvidanjem tezine i smrtnog
ishoda SARS-CoV-2 infekcije. Zbog slozenosti faktora koji uticu na SARS-CoV-2 infekciju,
pravovremeno predvidanje tezine i ishoda infekcije SARS-CoV-2 je od vitalnog znacaja u borbi
protiv pandemije COVID-19. Ovo mozZe pomoc¢i u identifikaciji osoba koje su u najveéem
riziku za razvoj teSkih formi i komplikacija, §to bi omogucilo ranu intervenciju i adekvatnu
terapiju. Stoga, razvijanje strategija za predvidanje tezine i ishoda COVID-19 na osnovu faktora
rizika, kao §to su godine, pol, komorbiditeti, klini¢ki parametri, nivoi odredenih biohemijskih
markera, ali 1 geneticki polimorfizmi moZe biti klju¢no za efikasno upravljanje tekuc¢om 1
budu¢im pandemijama. Razvoj efikasnih prediktivnih modela zasnovanih na genetickim 1
klini¢ckim faktorima moze pomo¢i u borbi protiv pandemije COVID-19 i smanjenju njenog
uticaja na zdravlje ljudi i druStvo u celini.

Cilj ove disertacije bio je istraziti ulogu i prediktorni potencijal polimorfizama u ACE2
genu, odgovornog za proizvodnju proteina koji su kljuéni za ulazak SARS-CoV-2 virusa u
¢elije domacina, kao i IFNL3 i IFNL4 gena, ¢iji su proteini primarni akteri u imunskom
odgovoru domacina tokom virusnih respiratornih infekcija. Takode, istrazivali smo ulogu
njihovih produkata, SACE2, IFN — A3 i IFN — A4, u kombinaciji sa kljuénim faktorima rizika
kao Sto su starost, pol, komorbiditeti, klinicke 1 laboratorijske karakteristike..

5.1. Povezanost laboratorijskih parametara i klinickih karakteristika sa teZinom i
ishodom COVID-19

Kategorizacija tezine COVID-19 ima znacajnu ulogu u pravilnom upravljanju boles¢u
1 pruzanju odgovarajuce nege pacijentima. Razli¢ite regulatorne agencije 1 tela Sirom sveta su
izdale smernice i preporuke za klasifikaciju tezine bolesti u cilju harmonizacije pristupa lecenju
1 pra¢enju pacijenata. Ove smernice daju jasne kriterijume za svaku kategoriju na osnovu
simptoma, vitalnih znakova, radiografskih nalaza i potrebe za kiseonickom terapijom. SZO
prepoznaje Cetiri glavne kategorije tezine bolesti [42]: blaga, umereno teska, teska i kriticno
teska, koje su i koris¢ene za klasifikaciju pacijenata zarazenih SARS-CoV-2 virusom u ovom
istrazivanju.

Distribucija pacijenata prema tezini klinicke slike u nasoj studiji nije pratila uobicajeni
obrazac raspodele pacijenata prema tezini oblika COVID-19 [42]. Primarno, polovina

ukljucenih pacijenata manifestuje blage i umerene simptome, Sto predstavlja znacajno nizu
ucestalost u poredenju s aproksimativno pretpostavljenih 80% [42]. S druge strane, pacijenti sa
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kriti¢no teSkim oblikom bolesti, koji su zahtevali intenzivnu negu, €inili su tre¢inu nase kohorte,
Sto je viSestruko viSe od ocekivane ucestalosti od 5% [42]. Nadalje, preko polovine pacijenata
sa kriti¢no teskim oblikom bolesti je preminulo, §to je usaglaseno s nalazima drugih istrazivanja
koja su takode izvestila 0 visokoj stopi smrtnosti medu pacijentima na intenzivnoj nezi [200,
201]. Alarmantno povecanje ucestalosti teskih oblika bolesti i visoka stopa smrtnosti u jedinici
intenzivne nege mogu se delimi¢no pripisati nizu faktora, pri ¢emu se odlaganje trazenja
zdravstvene nege moze ista¢i kao potencijalno najznacajnije. O tome svedoci i ¢injenica da je
prosecno vreme od pojave prvih simptoma do hospitalizacije bilo osam dana u okviru nase
kohorte.

Pored toga, znacajni faktori rizika koji doprinose ovoj razlici jesu starosna i polna
struktura nase kohorte, kao i optereéenje komorbiditetima. U skladu sa razultatima brojnih
studija [64-68], starost igra neospornu ulogu u razvoju tezih oblika COVID-19, kao i smrtnog
ishoda i u nasoj kohorti. Rizik od teske bolesti i smrtnosti od COVID-19 raste sa godinama.
Starije odrasle osobe, posebno oni stariji od 65 godina, imaju vecu verovatnoc¢u da razviju teske
simptome, zahtevaju hospitalizaciju i dozive fatalni ishod [64-68]. U skladu sa istrazivanjem
koje su sproveli Veng i saradnici [202], pacijenti koji su bili smesteni u jedinici intenzivne nege
bili su stariji i imali su viSe pridruzenih bolesti u poredenju sa pacijentima koji nisu bili smesteni
u jedinici intenzivne nege. Opterecenje komorbiditetima, izrazeno kroz CCI, bio je znaajan
faktor rizika za razvoj tezih oblika COVID-19 i smrtni ishod u nasoj kohorti. Druge studije
potvrdile su relevantnost CCl kao faktora rizika za ove ishode [203, 204]. Neocekivano,
ustanovili smo da je optere¢enje komorbiditetima bilo veée medu preminulim zenama u odnosu
na muskarce, dok su druge studije beleZile prisustvo multiplih komorbiditeta kod teZe obolelih
i preminulih muskaraca [70]. Ipak, pol pacijenata se nije pokazao kao faktor koji determinise
smrtni ishod, za razliku od teZine klinicke slike. Brojne studije dosledno pokazuju da muskarci
imaju vecéi rizik od razvijanja teSkih simptoma COVID-19 [205, 206], sto je slu¢aj i u naSem
istraZivanju.

Simptomi i znaci bolesti predstavljaju dragocen skup zdravstvenih podataka koji mogu
biti korisni u prvom koraku klini¢ke dijagnostike infekcije SARS-CoV-2 virusom. Najéesci
simptomi koji se javljaju kod COVID-19 pacijenata, ukljucujuéi i nasu kohortu, su povisena
temperatura, kasalj, slabost, glavobolja, i drugi, pri ¢emu su svi navedeni nespecifi¢ni i susrecu
se i kod drugih respiratornih infekcija [60]. Medutim, visoka temperatura i kaSalj na prijemu se
pokazala kao pouzdan pokazatelj progresije u umereni oblik, $to je u skladu sa drugim
istrazivanjima [207]. Sli¢no nasim nalazima, meta-analizom Mudatsir i saradnika utvrdeno je
da su dispneja i slabost nezavisni prediktori razvoja teze forme bolesti [208]. Takode, rutinske
hematoloSke i biohemijske analize krvi su €esto primenjivane na svim nivoima zdravstvene
zaStite 1 predstavlju dobar izbor za brzu procenu rizika, iako ovi laboratorijski biomarkeri nisu
specifi¢ni za COVID-19. Oslanjanje na parametre krvne slike, biohemijske parametre i markere
inflamacije bilo je uobicajeno u ranoj fazi pandemije, kada je kapacitet testiranja na prisustvo
SARS-CoV-2 virusa bio izuzetno ogranicen [209]. Kao i druga istrazivanja [48, 50, 210], nase
je takode pokazalo da su visok broj leukocita i neutrofila, uz posledi¢ni nizak broj limfocita i
visok odnos neutrofila i limfocita rani pokazatelji ozbiljnijih formi COVID-19 i smrtnog ishoda.
Tipi¢ni nalaz biohemijskih parametara medu pacijentima sa COVID-19 sacinjavaju poviseni
nivoi LDH, D-dimera i poviSeni inflamatorni markeri poput feritina, CRP-a, fibrinogena,
sedimentacija eritrocita. Visoki nivoi glikemije, kreatinina, LDH, D-dimera, CRP-a, PCT-a i
nizak nivo albumina na prijemu bili su povezani sa teskim formama bolesti i smrtnim ishodom
COVID-19 pacijenata, kako u nasem, tako i u drugim istrazivanjima [48, 50, 210].

Tehnike vizuelizacije su od klini¢ke koristi u otkrivanju promena u pluénom parenhimu
koji su povezani sa razvojem ozbiljnog oblika bolesti, kao i smrtnog ishoda. Preporuke u vezi
sa upotrebom najées¢e primenjivanih tehnika, rendgenskog snimanja grudnog kosa (RTG) i
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kompjuterizovane tomografije (engl. computed tomography; CT), kod pacijenata sa COVID-
19 su uspostavljene od strane multidisciplinarnog panela pulmologa i radiologa iz deset zemalja
na samom pocetku pandemije [211]. Panel je preporucio da se da se CT primenjuje kao
dijagosticki alat u ranim fazama bolesti, dok RTG mozZe biti koristan u otkrivanju napredovanja
bolesti. RTG, kao metoda niske senzitivnosti i specifi¢nosti, naro€ito u identifikaciji ranih
promena u pluénom parenhimu, moze dati normalne nalaze u pocetnim stadijumima bolesti
[212]. U kasnijim stadijumima infekcije, obi¢no se mogu uociti bilateralni multifokalni
alveolarni opaciteti, koji imaju tendenciju da se stapaju do potpunog zamucenja [212].
Najfrekventnije promene na RTG nalazu na prijemu u UKCKG u nasoj kohorti COVID-19
pacijenata bile su pojedinac¢na i difuzna pneumonic¢na ognjista. Istovremeno, oba nalaza bila su
nezavisni prediktori tezih oblika COVID-19, dok je nalaz difuznih pneumoni¢nih ognjista bio
prediktor smrtnog ishoda. Komparacija sa rezultatima drugih studija koje su procenjivale
povezanost RTG snimaka sa klini¢ckim pogorsanjem COVID-19 i fatalnim ishodom je otezana
zbog upotrebe razlicitih sistema ocenjivanja, koji, pored RTG nalaza, uklju¢ujuju i druge
klinicke i demografske parametre [213]. U svakom slucaju, prisustvo abnormalnih RTG nalaza
povecavalo je rizik za razvoj teze klinicke slike [214] i smrtni ishod [213], $to je u skladu sa
nasSim rezultatima.

5.2. Ulestalost polimorfizama ACE2 gena u ispitivanoj populacji

S pocetka pandemije COVID-19 virusa, ACE2 se pojavio kao jedan od klju¢nih proteina
u patogenezi ove infektivne bolesti. Ovaj transmembranski protein, svestran u svojoj ekspresiji
u brojnim tkivima humanog organizma, preuzima ulogu receptora za S protein SARS-CoV-2
virusa, omogucéavaju¢i mu ulazak u humane celije. No, ta uloga nosi znacajne posledice:
vezivanje virusa za ACE2 dovodi do smanjenja njegove ekspresije, kroz internalizaciju ili
oslobadanje solubilne forme, i disbalansa u renin-angiotenzin sistemu, posledi¢no uzrokujuci
ostecenje pluca [84]. Istovremeno razvijaju se i brojni patoloski procesi na nivou imunskog
odgovora koji mogu dovesti do teskog respiratornog zastoja i visestrukog otkazivanja organa.
SloZena meduigra izmedu virusa 1 imunog sistema domacina naglaSava vaznost razumevanja
uloge geneticke varijabilnosti u ekspresiji i funkciji ACE2 gena, kao prve kapije za ulazak
virusa. U skladu sa tim, genotipizacija za dva najéeS¢e proucavana SNP-a na ACE2 lokusu
sprovedena je sa ciljem da se utvrdi uticaj ovih polimorfizama na tezinu i ishod SARS-CoV-2
infekcije.

ACE?2 gen je visoko polimorfan sa velikim brojem polimorfizama koji mogu izmeniti
ekspresiju i/ili funkciju ACE2. Ipak, u ovom istrazivanju, genotipizacija u kohorti COVID-19
pacijenata je sprovedena za dva frekventna i funkcionalna SNP-a, rs2106809 i rs2074192. Oba
su lokalizovana unutar nekodirajuéih regiona: rs2106809 u intronu 2, a rs2074192 unutar
introna 16 [152]. Istrazivanja su pokazala da oba polimorfizma modifikuju mesta vezivanja
regulatornih faktora koji igraju ulogu u post-transkripcionim dogadajima, poput alternativnog
splajsovanja [148], dok se za rs2074192 vezuje i znacajna promena u sekundarnoj strukturi
IRNK [215]. Alel G polimorfizma rs2106809 povezan je visom ekspresijom ACE2 enzima
[149]. S druge strane, uticaj rs2074192 T alela na ekspresiju ACE2 gena nije u potpunosti
rasvetljen [216].

Frekvencija ACE2 polimorfizama rs2106809 i rs2074192 varira medu populacijama
razli¢itih etnickih i rasnih grupa. Na primer, u isto¢noazijskoj populaciji, frekvencija alela G za
rs2106809 je veca (61%) u poredenju sa evropskom (19,3%) i afriCkom populacijom (12,9%)
[217]. Nasuprot tome, ucestalost alela T za rs2074192 je sli¢na u isto¢noazijskoj (42,5%),
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evropskoj (44,6%) i africkoj populaciji (31,6%) [218]. Zabelezene frekvencije u nasoj
populaciji su bliske ucestalostima u evropskoj populaciji.

Hardi-Vajnbergova ravnoteza je osnovna geneti¢ka zakonitost koja opisuje ocekivanu
distribuciju alela i genotipova u populaciji koja nije izlozena evolucijskim procesima.
Otkrivanje odstupanja od Hardi-Vajnbergove ravnoteze je kljucni prvi korak u svim genetickim
studijama jer otkriva vazne probleme poput selekcione pristrasnosti i greSaka u genotipizaciji,
Sto dovodi u pitanje pouzdanost rezultata istrazivanja [219]. Prema ovoj zakonitosti, frekvencije
alela i genotipova na autozomalnim hromozomima ostaju konstantne kroz generacije, S§to
omogucava predvidanje ocekivanih frekvencija genotipova u populaciji. Za razliku od
autozomalnih gena, geni locirani na X hromozomu ne dostizu ekvilibrijum u jednoj generaciji.
Muskarci, kao hemizogoti, nasleduju svoj X hromozom od majke, dok zene nasleduju po jedan
X hromozom od oba roditelja. To znaci da je ucestalost alela sa X hromozoma kod muskaraca
jednaka frekvenciji alela kod Zena iz prethodne generacije, dok kod Zena zavisi od ucestalosti
gena koji se nalaze na hromozomima oba roditelja. Analizirani polimorfizmi ACE2 gena,
lokalizovanog na X hromozomu, testirani su na ovu zakonitost prema smernicama Grafelmana
i saradnika [195], medutim, opservirana ucestalost alela i genotipova za rs2106809 je odstupala
od ocekivane, u smislu neocekivano manjeg broja heterozigota u zenskoj populaciji, kao i veéeg
broja C hemizigota u muskoj populaciji. Potrebno je ista¢i da su u nasu kohorti ukljucivani
bliski srodnici, ukljucujuéi roditelje i decu, zbog Cinjenice da se hospitalizacija sprovodila u
klasterima infekcije. Prema prorac¢unima pojedninh autora, potrebno je viSe od 8 generacija za
dostizanje Hardi-Vajnbergove ravnoteze [195] alela i genotipova gena lociranih na X
hromozomu, §to u velikoj meri objaSnjava zabeleZeno odstupanje.

5.3. Ambivalentan uticaj polimorfizma rs2106809 ACE2 gena na teZinu klini¢ke slike
COVID-19 uz smanjenje rizika od smrtnog ishoda

Rezultati naSe studije pokazali su da postoji statisticki znacajna povezanost
polimorfizma rs2106809 ACE2 gena i tezine klini¢ke slike COVID-19, uz sloZenu ulogu ovog
polimorfizma u napredovanju bolesti. Pored toga, ovaj polimorfizam igrao je protektivnu ulogu
u smrtnom ishodu tokom SARS-CoV-2 infekcije. Vazno je istaci da je povezanost i sa tezinom
1 sa smrtnim ishodom bila prisutna samo medu Zenskom populacijom, §to naglasava polnu
specifi¢nost ove asocijacije.

ACE2 ima brojne zadatke u organizmu koji se susti¢u u dve kljuéne funkcije: negativna
regulacija RAS sistema i olakSani transport aminokiselina. Pored toga, ACE2 predstavlja
kljuénu kapiju za ulazak koronavirusa koji izazivaju prehlade, poput hCoV-NL63, ali i
koronavirusa koji izazivaju teski akutni respiratorni sindrom, SARS-CoV-1i SARS-CoV-2 [79,
80]. Zajednicki globalni napori u suzbijanju SARS-CoV-2 pandemije su doveli do toga da je
ACE2 postao jedan od najistrazivanijih humanih proteina [220]. | pored tako velikog broja
generisanih podataka na ovu temu prisutne su izvesne nejasnofe o povezanosti gustine
eksprimiranih ACE2 na povrSini €elija i sudbini SARS-CoV-2 infekcije. Tac¢nije, u literaturi se
mogu sresti dve teorije vezane za ovo pitanje koje su suprotstavljene, ali ne iskljucuju jedna

drugu.

Zagovornici prve teorije zastupaju stanoviste da veca ekspresija ACE2, tj. veca gustina
receptora dostupna na povrsini ciljnih ¢elija, povecava Sansu za razvoj teskog oblika COVID-
19. Prema ovoj teoriji, veca dostupnost receptora olakSava ulazak SARS-CoV-2 u ¢elije tokom
infekcije [221]. U skladu sa tim, pacijenti sa COVID-19 koji su klasifikovani kao teski slucajevi,
u poredenju sa pacijentima sa blazim simptomima, imali su vece virusno opterecenje u
uzorcima nazofaringealnih briseva prikupljenim tokom pocetnih stadijuma bolesti [222].
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Povecano virusno opterecenje takode je povezano sa visokim nivoom ACE2 transkripta [223].
Nakon inicijalnog umnozavanja u epitelnim celijama nazofaringsa, koje imaju najvecu
ekspresiju ACE2 receptora na nivou respiratornog trakta, veliki broj virusnih partikula stize do
alveola plu¢a, gde virus penetrira u pneumocite tip II koji dominantno eksprimiraju ACE2
molekule u donjim partijama respiratornog trakta, Sto dovodi do razvoja COVID-19
pneumonije. Nadalje, u teskim slucajevima, infekcija se generalizuje, zahvatajuc¢i i druge
organe u kojima je, takode, eksprimiran ACE2. ACE2 je distribuiran u razli¢itim tkivima u
organizmu, ukljucujuci enterocite, kardiomiocite, proksimalne tubule bubrega, endotelne ¢elije,
fibroblaste i glatke miSi¢ne ¢elije krvnih sudova, kao i ¢elije horoidnog pleksusa koje ¢ine deo
krvno-mozdane barijere, ¢ineéi ih lakim metama SARS-CoV-2 virusa [82]. Koekspresija ACE2
I virusnih antigena primeéena je U ¢elijama bubrega, pankreasa, endotela i srca, ukazujuci na
multiorgansku invaziju [224].

Druga teorija, pak, istice da je visoka ekspresija ACE2 receptora na povrsini ¢elija
povoljna za pacijente sa SARS-CoV-2 infekcijom. Prilikom prodora SARS-CoV-2 virusa u
ciljne ¢elije putem fuzije ili endocitoze, ACE2 molekuli koji su stupili u interakciju sa S
proteinom virusa se internalizuju u ¢eliju zajedno sa virusnom partikulom. Kao posledica ovog
procesa, broj dostupnih ACE2 molekula na povrsini ¢elije se smanjuje [84]. Ovim dogadajem
se pokre¢e pomeranje ravnoteze na precizno izbalansiranoj klackalici izmedu ACE 1 ACE2 u
RAS sistemu u korist ACE enzimom predvodenih dogadaja. Usled smanjenja gustine ACE2 na
povrsini éelije, redukuje se konverzija Ang-11 u Ang 1-7. Istovremeno, smanjuje se i pretvaranje
Ang-lu Ang 1-9, ¢ime Ang-1 ostaje dostupan ACE enzimu za konverziju u Ang-11. Kao rezultat,
nivo Ang Il se povecava i vezuje za AT1R. Ovaj kompleks generiSe pozitivnu povratnu spregu
putem povecavanja ekspresije ACE i ADAM17 gena, metaloproteinaze koja dalje doprinosi
uklanjanju ACE2 sa povrsine ¢elija, i smanjenja ekspresije ACE2, §to rezultuje smanjenjem
gustine ACE2 na ¢elijskim membranama i lokalnom proizvodnjom Ang-1l [225]. Pored toga
pokrece se i proinflamatorni odgovor. Naime, sistem Ang-1I/AT1R aktivira ADAM-17, koji
indukuje proizvodnju liganada za receptore epidermalnog faktora rasta 1 TNFa, Sto nadalje
stimuliSe transkripcioni faktor NF-kB koji je klju€an u stimulaciji produkcije proinflamatornih
citokina [226]. Aktivacija ADAM-17, takode, katalise proizvodnju solubilne forme IL-6Ra,
koja pojacava signalizaciju NF-kB kroz IL-6 — STAT3 signalni put. Ova konvergencija
prekomerne aktivacije NF-kB ¢ini se kljuénom u indukovanju citokinske oluje. Mehanizam je
samopodrzavajué¢i jer NF-kB indukuje ekpresiju gena za angiotenzinogen, pojacavajuci
proinflamatorni odgovor Ang-11 [226]. Brojni animalni Ace2 knock-out modeli pokazali su da
nedostatak ACE2 kod miSeva izaziva najtezi oblik akutne povrede pluca, ARDS, pracen
oste¢enjem vaskularnog korita sa povecanom propustljivos¢u krvnih sudova i
hipekoagulacijom, popusStanjem sréane funkcije, edemom i fibrozom pluca, akumulacijom
neutrofila $to uzrokuje apsolutnu deterioraciju respiratorne funkcije, ali i fizioloskih funkcija
drugih organa [227-230]. GaSenje ekspresije ACE gena ili tretman blokatorima AT1R receptora
Ace2 knock-out miseve $titi od razvoja ARDS-a, $to ukazuje na krucijalnu ulogu ACE2 u
odrZzavanju ravnoteze izmedu zastitnih i1 proinflamatornih 1 fibroticnith mehanizama RAS
sistema [227, 228]. Pored toga, dokazi ukazuju da humani rekombinantni ACE2 ima povoljan
efekat na protok krvi i oksigenaciju pluca u eksperimentalnom modelu ARDS-a kod svinja
[231]. S obzirom da manjak ACE2 moze pojacati sve nepogodne efekte RAS sistema, nekoliko
autora pripisuje osteéenje organa koje prati teski oblik COVID-19 povec¢anom nivou Ang-II
[232, 233]. U kohorti COVID-19 pacijenata zabelezen je viSestruko veci nivo Ang-Il u
poredenju sa kontrolnom grupom bez SARS-CoV-2 infekcije [234], §to pruza direktnu vezu
izmedu smanjenja ACE2 u tkivima, sistemske neravnoteZze RAS i oSte¢enja visSe organa usled
infekcije SARS-CoV-2.
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Uzimajudi obe teorije u obzir, ostaje otvoreno pitanje koja je realna pozicija ACE2 u
patologiji COVID-19, kao i kako geneticki polimorfizmi ACE2 lokusa, kao jedna od glavnih
determinanti nivoa ekspresije ACE2 gena, uti¢u na tok i ishod SARS-CoV-2 infekcije. U naSem
istrazivanju, prisustvo makar jednog alela rs2106809 G, kog karakteriSe viSa ekspresija ACE2
na povrsini ¢elija [149], povecavalo je Sansu za prelazak iz umerene u tesku formu bolesti kod
zena, dok je efekat ovog alela bio protektivan za progresiju iz teske u kriticno teSku bolest, koja
zahteva prijem u jedinicu intenzivne nege. Nekolicina dostupnih studija ispitivala je asocijaciju
polimorfizma rs2106809 sa tezinom SARS-CoV-2 infekcije [152]. U skladu sa naS$im
rezultatima, nalazi u Spanskoj populaciji potvrduju da prisustvo ovog alela povecava
verovatnocu hospitalizacije COVID-19 pacijenata [152]. Ipak, u ovoj studiji, alel rs2106809 G
okarakterisan je kao faktor rizika za prijem u jedinicu intenzivne nege [152], Sto je
kontradiktorno naSim nalazima. ObjaSnjenje ove kontradikcije potencijalno leZi u razlicitoj
klasifikaciji pacijenata i poredenim grupama po posmatranim ishodima. Konkretnije, Sabater
Molina i saradnici [152] su u pomenutoj studiji poredili pacijente sa lakim oblikom COVID-19
koji nisu kandidati za hospitalizaciju sa pacijentima koji su primljeni u jedinicu intenzivne nege
1 preminuli, nasuprot naSem poredenju koje je podrazumevalo suceljavanje pacijenata koji
imaju tezu formu SARS-CoV-2 infekcije nasuprot pacijentima koji su bili u jedinici intenzivne
nege 1, u krajnjem slucaju, preminuli. Takode, u literaturi su prisutni i podaci koji polimorfizam
rs2106809 stavljaju u polozaj protektivnog faktora za hospitalizaciju [151], dok drugi nisu
ustanovili prisustvo asocijacije izmedu klini¢kog toka i ovog polimorfizma [153]. Na kraju,
nedavno objavljena meta-analiza, koja je ukljucivala prethodno pomenute studije, utvrdila je
da rs2106809 povecava rizik od razvoja tezih oblika COVID-19 [235]. U skladu sa nasim
rezultatima, nijedna od navedenih studija nije ustanovila povezanost rs2106809 sa tezinom
COVID-19 u populaciji muskaraca [151-153, 235]. Vazno je napomenuti da je ovo prva studija
koja je ispitivala povezanost polimorfizma rs2106809 sa ishodom SARS-CoV-2 infekcije.
Prema naSim rezultataima, prisustvo makar jednog alela rs2106809 G redukovalo je
verovatno¢u smrtnog ishoda kod Zena. Kada je u pitanju veza izmedu rs2074192 polimorfizma
1 tezine ili ishoda SARS-CoV-2 infekcije, u naSem istrazivanju nije pronadena statisticki
znacajna asocijacija, dok su rezultati drugih istrazivanja protivrec¢ni [154-157].

Ambivalentni uticaj rs2106809 polimorfizma u razli¢itim stadijumima COVID-19
pokazan u nasoj studiji podrZava oba prethodno navedena koncepta i odreduje tacke gde visoka
ekspresija ACE2 receptora u kontekstu COVID-19 patologije moze biti zastitni faktor ili faktor
rizika. Pretpostavljamo da inicijalno visoka ekspresija ACE2 receptora uslovljena prisustvom
alela rs2106809 G u Zenskoj populaciji, omogucava vezivanje veceg broja SARS-CoV-2
viriona na ulaznim vratima, u nazofaringealnoj regiji. Nakon inicijalne replikacije znatno
uvecan broj virusnih partikula spusta se u nishodne delove respiratornog trakta, gde masovno
zarazava pneumocite tip II. Od ovog trenutka nastupa pluéna faza bolesti sa blazom ili tezom
pneumonjom. Virus se potom diseminuje do drugih tkiva i organa zahvaljuju¢i velikoj gustini
ACE2 receptora, $to je odlika teske klinicke forme COVID-19. Shodno tome, visoka ekpresija
ACE2 uzrokovana prisustvom rs2106809 G alela predstvalja faktor rizika za diseminaciju
virusa $irom organizma. U finalnoj fazi, kriticno teSkom obliku COVID-19, nastupaju
komplikacije, kako pulmonalne, tako i ekstrapulmonalne, uklju¢ujuci i najteze oblike, ARDS i
MODS, koje u visokom procentu slucajeva zavrSavaju letalno. S toga, pretpostavljamo da
inicijalno visoki nivoi ACE2 kod Zena koje su nosioci rs2106809 G alela, u ovoj fazi bolesti
smanjuju sve nepogodne efekte RAS sistema i igraju protektivnu ulogu u razvoju kritiéno
teSkog oblika i smrtnog ishoda SARS-CoV-2 infekcije.

Povezanost polimorfizma rs2106809 sa tezinom i ishodom COVID-19 koju smo uocili
bila je prisutna samo u Zenskoj populaciji. Jo§ s po¢etka pandemije primecena je nedvosmislena
razlika u tezini i ishodu SARS-CoV-2 infekcije medu polovima [70, 236-238]. Sirom sveta,
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muskarci ¢ine veci procenat hospitalizovanih pacijenata (55%), prijema u jedinice intenzivne
nege (63%) i smrtnih sluéajeva (57%) [239]. Ove polno specifiéne razlike i dalje nisu u
potpunosti razjaSnjene. Razlika u polno specifi¢noj tezini i ishodu bolesti uzrokovana je
razli¢itim mehanizmima, pri ¢emu su geneticki 1 hormonski medu glavnima. Tezina i1 ishod
SARS-CoV-2 infekcije je pod uticajem gena na X hromozomu i polnih hormona, ali specifi¢na
varijabla koja utice na SARS-CoV-2 infekciju je ekspresija ACE2 i njegovi geneticki
polimorfizmi koji, takode, imaju polno specificne efekte [146, 147, 149, 150]. Za veéinu gena
na X hromozomu, razlika u doziranju izmedu zena XX i musSkaraca XY uravnoteZena je
isklju¢ivanjem jednog od dva X hromozoma kod Zena u ranom razvoju. Medutim, ACE2 gen
se nalazi na Xp22.2, podru¢ju gde geni mogu izbeci ovu inaktivaciju X hromozoma, §to
rezultuje fenotipskim razlikama medu polovima. Posledi¢no, Zene imaju bazalno vecu
produkciju ACE2 molekula [240]. U ranijim studijama dokazano je da alel G polimorfizma
rs2106809 povecava nivo ACE2 molekula samo kod Zena [149, 150]. Pored toga, neizbezno je
pomenuti da estrogen podstic¢e ekspresiju ACE2 gena [241]. Kada je re¢ o nasim saznanjima,
verujemo da je ustanovljeni polno specifi¢ni efekat polimorfizma ACE2 rs2106809 posledica
svega prethodno navedenog. Dodatna ¢injenica koja potkrepljuje nase nalaze je da su i druge
studije koje su istrazivale povezanost rs2106809 sa tezinom COVID-19 otkrile vezu iskljucivo
kod zena [151, 152].

5.4. Nizi nivoi SACE2 prate tezi oblik i smrtni shod COVID-19

ACE2 je u ljudskom organizmu prisutan u dve forme: duzoj, potpunoj formi, koja je
vezana za membranu i kracoj, slobodnoj, solubilnoj formi, koja se oslobada u telesne te¢nosti i
cirkuliSe u krvi u minimalnim koli¢inama. Oba oblika sadrze istu sekvencu u katalitickom
domenu, ali rastvorljivi ACE2 nedostaje transmembranski domen koji je neophodan za
vezivanje za Celijsku membranu 1 ulazak SARS-CoV-2 virusa u ¢eliju. Nekoliko studija je
pokazalo da virusne infekcije, kao i1 kardiovaskularne 1 pulmoloSke bolesti, pove¢avaju nivo
cirkuliSu¢eg sACE2 [242].

Oslobadanje sACE2 sa epitelnih Celija respiratornih puteva je konstitutivni proces, ali
moze biti indukovan [86]. Ovo je kompleksan proces, regulisan putem vise faktora, ukljucujuci
virusne infekcije i razli¢ite stimuluse. Tokom virusnih infekcija, kao §to su SARS-CoV i SARS-
CoV-2, smatra se da se oslobadanje sACE2 indukuje usled mehanizama koje pokrece sam virus.
Medutim, postoje 1 drugi stimulusi, kao Sto su citokini, hipoksija 1 visoki nivoi Ang II, koji
mogu dodatno uticati na ovaj proces. Prisustvo ovih stimulusa u inficiranim tkivima moze
pojacati oslobadanje SACE2. Kao rezultat toga, sACE2 moze u¢i u cirkulaciju usled povecane
vaskularne propustljivosti [86]. Iako je verovatno da pluéne endotelne i/ili alveolarne ¢elije
glavni izvor, kontinuirano povecanje nivoa sACE2 u kasnim stadijumima bolesti sugeriSe na
mogucnost doprinosa drugih ¢elija i vaskularnog korita.

Glavni enzim zaduZen za proteoliticku obradu membranskog ACE2 1 formiranje sACE2
je ADAM-17. Ovaj enzim pripada grupi transmembranskih proteaza koje su uklju¢ene u mnoge
signalne puteve. Takode, poznat je kao enzim koji konvertuje TNF-a, budu¢i da je prvobitno
identifikovan kao proteaza koja odvaja i aktivira TNF-a vezan za membranu [243]. ADAM-17
kataliSe otkidanje ektodomena ACE2 u jukstamembranskom regionu, ¢ime se formira
cirkulisu¢a sACE2 forma [244]. Nedavne studije sugeriSu da SARS-CoV-2 podsti¢e odvajanje
ektodomene ACE2 putem povecane aktivacije enzima ADAM-17 [245]. Mehanisticki
posmatrano, nakon pocetne internalizacije ACE2 i smanjenja njegove prisutnosti na povrsini
¢elijske membrane, §to je posledica same infekcije, aktivacija AT1R posredovana Ang II
pokrece niz signalnih reakcija koje dovode do aktivacije p38 MAPK i fosforilacije ADAM-17,
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podstaknutih stvaranjem reaktivnih kiseonikovih vrsta putem NAPDH oksidaze 2. Ova
fosforilacija pojacava kataliticku aktivnost ADAM-17, §to rezultuje pojacanim odvajanjem
ACE2 i gubitkom ACE2 sa membrane, Sto dalje utiCe na smanjenje konverzije Ang Il u Ang
1-7 i dovodi do negativnih efekata u RAS-u pozitivnom povratnom spregom [246]. Pored ovog
enzima, proteaze poput TMPRSS2, TMPRSS11D, HNP/TMPRSS1 i ADAMI10, takode, ali
manjim udelom, ucestvuju u uklanjanju ACE2 sa membrane [247].

Ocekivalo se da ¢e nivo sACE2 biti direktno povezan sa polimorfizmima ACE2 gena,
koji uticu na ekspresiju ovog gena, kao §to su ispitivani u ovom istrazivanju. Medutim, nasi
rezultati ukazuju da koncentracije SACE2 ne zavise od rs2106809 i rs2074192 polimorfizama,
bez obzira na pol ispitanika. Ovo se podudara sa prethodnim istrazivanjima koja su se bavila
pacijentima sa kardiovaskularnim bolestima, koja takode nisu pronasla znacajnu povezanost
[149, 150] Moguci razlog za ovo lezi u prisustvu razli¢itih faktora koji regulisu uklanjanje ACE2
sa membrane, kao i varijacija u ekspresiji i aktivnosti ADAM-17 u razli¢itim infektivnim i
somatskim bolestima [248].

Pored navedenog, analizirali smo i potencijalne faktore rizika koji bi mogli da uti¢u na
nivo SACE2, kao $to su pol i starost pacijenata. Primeéeno je da pacijenti muskog pola sa
COVID-19 imaju vise pocetne nivoe SACE2 u poredenju sa Zenama [249-251], mada u nasoj
studiji nije bilo razlike izmedu polova. Sto se tiée starosti, koncentracija SACE2 zna¢ajno raste
sa godinama kod pacijenata obolelih od COVID-19, §to je u saglasnosti sa prethodnim
saznanjima [252]. Medutim, nakon stratifikacije prema polu, ova korelacija je bila prisutna
samo kod pacijenata zenskog pola. Jedno od mogucih objasnjenja ovog nalaza moze biti vece
opterecenje komorbiditetima kod Zenskih pacijenata koji su preminuli tokom hospitalizacije, s
obzirom na to da se zna da pacijenti sa kardiovaskularnim 1 metaboli¢kim oboljenjima imaju
povisene nivoe SACE2 [141-145].

Jedan od znacajnih rezultata ove studije je nalaz da je cirkulisSuci nivo SACE2 u trenutku
hospitalizacije znacajan prediktor razvoja tezeg oblika COVID-19. Naime, vi$i nivoi SACE2
zabeleZeni su kod pacijenata sa teSkim i kriti¢no teskim oblikom SARS-CoV-2 infekcije. Ovi
nasi rezultati su u skladu sa rezultatima drugih studija koje su ispitivale nivoe sACE2 u
cirkulaciji [249, 251, 253-256] pacijenata inficiranin SARS-CoV-2 virusom. Studija sli¢nog
dizajna nasoj ustanovila je da su visi nivoi SACE2 bili prisutni kod COVID-19 pacijenata sa
umerenim oblikom u odnosu na zdrave ispitanike u trenutku hospitalizacije [253]. Pored toga,
zabeleZen je znacajan porast u koncentraciji SACE2 kod teSkih pacijenata sedam dana nakon
hospitalizacije [253]. Jos jedna studija potvrdila je nalaze da se nivo sACE2 povecava tokom
bolesti kod teSkih pacijenata [249]. Fagijas i saradnici ustanovli su da je nivo SACE2 u
cirkulaciji bio statisticki znacajno veéi kod kriticno teskih pacijenata u odnosu na teske [251],
kao 1 u nasem istrazivanju. Visok nivo ACE2 u plazmi na prijemu kod pacijenata sa COVID-
19 bio je povezan sa povecanim rizikom od razvoja najtezeg oblika bolesti u roku od 28 dana
[252]. Za razliku od drugih cirkuli$uéih proteina koji se vracaju na bazalne nivoe tokom faze
oporavka od akutne virusne infekcije, nivo ACE2 ostaje povisen ¢ak i nakon mesec dana od
prelezanog COVID-19, naro¢ito kod pacijenta sa najtezim oblicima bolesti [254]. Ipak, i pored
ovih podataka koji potkrepljuju nase rezultate, vazno je napomenuti da u literaturi postoje i
podaci koji ukazuju na nepromenjene [255] ili ¢ak niske nivoe [256] SACE2 kod COVID-19
pacijenata u poredenju sa zdravim ispitanicima.

Dodatno, ispitivali smo povezanost izmedu pocetnih koncentracija sACE2 na dan prijema
I ishoda infekcije SARS-CoV-2. Ustanovljeno je da pacijenti koji su izgubili bitku sa COVID-
19 imaju znacajno vise nivoe sSACE2 u odnosu na one koji su otpusteni sa leCenja. Medutim,
ovaj parametar nije samostalni prediktivni faktor ishoda bolesti. Na temelju studija koje su
sproveli Fagijas i saradnici [251] i Kragstrup i saradnici [252], utvrdeno je da su preminuli
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pacijenti imali visoke vrednosti sACE2 pri prijemu u odnosu na prezivele. U ovim
istrazivanjima, nivoi sACE2 su statisticki znaCajno asocirani sa smrtnim ishodom tokom
hospitalizacije. Takode, primeéen je znacajan porast SACE2 kod pacijenata neposredno pre
smrti. Pacijenti koji su na pocetku imali vrednosti SACE2 > 45,4 mU/L imali su ve¢i rizik za
fatalni ishod u periodu od 30 dana u odnosu na one sa nizim nivoima aktivnosti SACE2 [251].
Nasuprot ovome, u literaturi su dostupni i rezultati studija koje nisu pronasle znac¢ajnu razliku
u nivoima ili aktivnosti SACE2 kod preminulih pacijenata [86].

Iako su razmatrani razli¢iti aspekti uticaja SACE2 na patologiju COVID-19, precizan
mehanizam jo$ uvek nije potpuno razjasnjen. Neki autori sugeriSu da sACE2 moze delovati kao
cirkuliSu¢i receptor za SARS-CoV-2, hvatajuci slobodne virusne partikule i spreCavajuci dalje
Sirenje infekcije [257], $to se ¢ini suprotno od nalaza visokih nivoa sACE2 kod najtezih
COVID-19 pacijenata. Drugi, pak, spekuliSu da bi kompleksi SACE2-SARS-CoV-2 mogli da
doprinesu Sirenju infekcije na udaljena tkiva [258], $to je manje verovatno jer za uspeSnu
infekciju virusom neophodan je ACE2 sa transmembranskim i intracelularnim domenom. Na
osnovu nasih istrazivanja i nalaza drugih studija, pretpostavljamo da sACE2 ne igra direktnu
ulogu u patogenezi SARS-CoV-2 infekcije, ve¢ je posledica gubitka membranskog ACE2 i
potencijalno pouzdan marker za prognozu tezine bolesti. Detrimentalni efekti narusavanja
ravnoteze u RAS-u tokom infekcije SARS-CoV-2 detaljno su opisani u prethodnom odeljku.

5.5. Ulestalost polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena u ispitivanoj populacji

Imajuéi u vidu vaznost genetickog kontrolisanja produkcije i aktivnosti IFN-A, ulogu
IFN-A u virusnim infekcijama, kao i1 nedostatak znanja o faktorima koji predvidaju nepovoljan
ishod COVID-19, u ovom istrazivanju smo imali za cilj da utvrdimo da li prisustvo najées¢ih
funkcionalnih genetickih polimorfizama dva najvaznija IFN-A, tj. IFN-A3 i IFN-A4, na neki
nacin utie na verovatnocu da pacijenti zarazeni SARS-CoV-2 razviju tezi oblik bolesti ili da
infekcija dovede do letalnog ishoda.

Stoga, u ovoj studiji su IFNL SNP-ovi odabrani na osnovu njihove poznate
funkcionalnosti, tj. na sposobnosti da menjaju produkciju odgovarajucih interferona. Na primer,
IFNL4 rs368234815 je polimorfizam koji reguliSe ekspresiju: sinteza IFN-A4 pune duZine
zahteva prisustvo varijantnog AG alela, dok TT predstavlja nonsens varijantu koja dovodi do
preuranjenog prekida sinteze proteina, pri ¢emu se stvara nekoliko polipeptida koji nemaju
poznatu biolosku funkciju [158]. Takode, smesSten u intronu 1 IFNL4 i u visokoj vezanoj
neravnotezi sa rs368234815, lezi rs12979860, ¢iji je varijantni T alel povezan sa produkcijom
IFN-A4, a alel C sa inaktivacijom gena [158]. U skladu sa njihovom znacajnom ulogom u
ekspresiji IFN-A4, opisani su Krucijani uticaji na ishod virusnih bolesti [122, 162]. S druge
strane, konkretni efekti ostala dva SNP-a koja su ovde prou¢avana, uprkos tome $to se smatraju
funkcionalnim, nisu dovoljno jasno i jednozna¢no definisani u literaturi. Intergenski IFNL3
rs8099917 polimorfizam smesten je uzvodno od gena IFNL4 [259], te se u literaturi moze sresti
kao varijanta IFNL4 [167]. Poznato je da IFNL3 rs8099917 polimorfizam modifikuje vezivanje
faktora transkripcije, ali njegova definitivna funkcija jo$ uvek nije rasvetljena: varijanta G alela
je povezana i sa povecanim [260] i sa smanjenim [261] nivoima IFN-A3. Sli¢no tome,
polimorfizam rs12980275, lokalizovan nishodno od IFNL3, uti¢e na stanje hromatina [262], ali
ne postoji dokaz o njegovoj ulozi u ekspresiji proteina [263]. Ipak, potvrdeno je da i ovi
kontroverzni IFNL3 polimorfizmi uti¢u na antivirusni imunski odgovor [264].

Potreba za analizom ucestalosti genskih polimorfizama u razli¢itim populacijama
proizlazi iz €injenice da postoji znacajna varijabilnost u njihovoj zastupljenosti medu razliitim
etnickim grupama, geografskim regijama i populacijama. Distribucija alela i genotipova
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ispitivanih IFNL4 polimorfizama u COVID-19 populaciji u naSoj studiji bila je sli¢na
ucestalostima referisanim u studijama sprovedenim u italijanskoj [265] [192], Spanskoj [190] i
egipatskoj [191] populaciji COVID-19 pacijenata. S druge strane, ucestalost varijantnih
homozigota za ispitivane IFNL3 i IFNL4 polimorfizme bila je viSe nego dvostruko niza od
zabeleZene u iranskoj populaciji [173] COVID-19 pacijenata. Ipak, odstupanja u zastupljenosti
polimorfizama zabeleZena su ¢ak i medu pripadnicima iste populacije. Naime, dve studije koje
su ispitivale uticaj polimorfizama IFNL3 i IFNL4 na virusoloski odgovor na terapiju i ishod
hronicne HCV infekcije u srpskoj populaciji ukazuju na znacajnu varijaciju ucestalosti
genotipova u odnosu na zabelezenu u nasem uzorku, i to: za polimorfizam rs12979860
ucestalost CC genotipa je bila uocljivo veca gotovo 70%, u jednoj studiji [266], dok je u drugoj
dominantni genotip bio CT [267]; na nivou rs8099917 polimorfizma dominiralo je TG
genotip[266]; dok je na nivou rs12980275 zabeleZena potpuna inverzija uéestalosti genotipova,
sa najzastupljenijim GG genotipom u jednoj[266] i AG u drugoj [267] studiji kod oko polovine
ispitanika. Potencijalno objasnjenje uocene diskrepance lezi u veli¢ini uzorka u ovim studijama,
koji je bio znacajno manji od naseg, kao i specifi¢nosti odlika pacijenata uklju¢ivanih u studiju
spram posmatranih ishoda 1 specifi¢nosti drugog infektivnog oboljenja.

Istaknuta odlika polimorfizama koji se nalaze unutar IFNL lokusa je znacajna vezana
neravnoteza (LD), odnosno nasledivanje viSe pojedinacnih varijacija. Konkretno, LD izmedu
IFNL4 rs368234815 AG i 1512979860 T alela je najslabiji u afri¢koj populaciji (r?~0,7), dok je
u evropskoj populaciji visok (r>>0,9), te najvisi, tj. apsolutan, u azijskoj populaciji (r>=1,0)
[158]. U nasoj kohorti, utvrdeno je da je vezana neravnoteza izmedu ova dva polimorfizma
veoma visoka (r>=0,95), sto je sli¢no nalazima u evropskoj populaciji. Preciznije, u nasoj
populaciji, svi nosioci IFNL4 rs368234815 AG, takode, bili su i nosioci rs12979860 T alela
(D’=1,0). Kada je re¢ o neravnoteZi vezanosti ostalih ispitivanih polimorfizama, vrednosti
koeficijenta korelacije za sve moguce kombinacije polimorfizama ukazuju na umerenu
(rs12980275 i rs12979860, rs368234815 i rs12980275, r>~0,8) i nisku vezanost (rs12979860 i
rs8099917, rs12980275 i rs8099917, rs368234815 i rs8099917, r’~0,4) u evropskoj populaciji
[268], sto je u skladu sa nasim rezultatima. Druga studija sprovedena na sprskoj populaciji
utvrdila je prisustvo umerene vezanosti medu polimorfizmima rs8099917, rs12979860 i
rs12980275 [267].

5.6. Protektivna uloga IFNL4 na razvoj COVID-19 pneumonije kod Zena

Nase istrazivanje je otkrilo da postoji povezanost izmedu ispitivanih IFNL3 i IFNL4
polimorfizama, i da je ona zavisna od pola: Zenski homozigotni nosioci varijantnih alela IFNL4
rs12979860 i rs368234815 imaju manje Sansi da progrediraju iz lake u umerenu klinicku sliku
COVID-19, odnosno da razviju COVID-19 pneumoniju. Koliko nam je poznato, ovo je prvi
dokaz o zastitnoj ulozi varijantnih alela IFNL4 u nastanku COVID-19 pneumonije kod Zena.

Vecina prethodnih studija o ulozi genetickih polimorfizama IFNL3 i IFNL4 u imunskom
odgovoru na virusnu infekciju odnosile su se na virusne infekcije druge etiologije, a ne na
COVID-19 [122, 162, 264]. Kada je re¢ o COVID-19, opisan je uticaj genotipa IFNL3/4 na
smrtni ishod [173], ali studije koje su se bavile tezinom infekcije SARS-CoV-2 gotovo redovno
nisu bile uspesne u dokazivanju znacajne povezanosti [173, 190, 191]. Za razliku od ranijih
saznanja, rezultati ovog istrazivanja ukazuju na protektivnu ulogu oba istrazivana IFNL4
polimorfizma u odnosu na progresiju COVID-19. Medutim, uoc¢ena povezanost je ogranic¢ena
na napredovanje od lake do umerene forme COVID-19, dok uticaj na dalje pogorsanje bolesti
nije bio zabelezen. Imajuci u vidu da je glavni klinicki znak ozbiljnijih stadijuma COVID-19 u
odnosu na blagu bolest razvoj pneumonije, ponovo smo stratifikovali nasu kohortu i ponovo
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analizirali podatke u skladu s tim, otkrivajuci da se zapravo posmatrani uticaj polimorfizama
IFNL4 gena odnosi na sklonost pacijenata ka razvoju pneumonije, a ne na druge aspekte
progresije bolesti. Koliko nam je poznato, ovo je prva studija koja se bavila ovim pitanjem kod
pacijenata sa COVID-109.

Vazno je napomenuti da su sli¢no istrazivanje nedavno sproveli od Nikolaeva i saradnici
[269], koji su analizirali potencijalnu ulogu geneti¢kih polimorfizama IFNL u razvoju
pneumonije nastale nakon respiratornih infekcija razlicitog porekla. Autori su zakljucili da
rs12979860 T/T genotip, u njihovom istrazivanju naznacen kao ,,nepovoljan®, moze povecati
rizik od istih komplikacija kod COVID-19 pacijenata. Medutim, njihova populacija pacijenata
se uglavnom sastojala od pacijenata zarazenih gripom, adenovirusima i rinovirusima (nijedan
nije bio zarazen SARS-CoV-2), dok je umereno pozitivna korelacija izmedu procenjenih
frekvencija alela rs12979860 T u pojedinim zemljama i dostupnih podataka o morbiditetu i
mortalitetu COVID-19 Sirom sveta sluzila kao jedini dokaz predloZene asocijacije. Nasuprot
tome, naSa populacija pacijenata se sastojala od laboratorijski potvrdenih COVID-19
pacijenata, pa verujemo da neposrednost nasih podataka Cini naSe istrazivanje validnijim i
zakljucke pouzdanijim.

Nasa glavna saznanja odnose se na protektivnu ulogu varijantnih alela IFNL4 rs12979860
1 rs368234815 (T i AG), iako njihov visok stepen vezane neravnoteze oteZzava nedvosmislen
zakljucak o tome koji od ova dva polimorfizma eventualno predvodi u generisanju protektivnog
efekta. Ova posmatranja se dobro uklapaju u opSte znanje o uticaju ovih polimorfizama na
ekspresiju IFN-A4 i njegovu ulogu u COVID-19: kako je ve¢ pomenuto, oba varijantna alela
IFNL4 omogucavaju sintezu funkcionalnog IFN-A4 pune duZine, $to ujedno pruza bolju
antivirusnu aktivnost protiv SARS-CoV-2 [113, 115]. Medutim, prethodne studije koje su
istrazivale ulogu IFNL4 polimorfizma u kontekstu infekcije virusom hepatitisa C (HCV),
gotovo jednoglasno su pokazale suprotno: klirens HCV, kako spontani [162, 261], tako i nakon
antivirusne terapije [122, 264], bio je otezan kod nosilaca varijantnih alela rs12979860 i
rs368234815 - onih koji su u ovom slucaju identifikovani kao protektivni.

Ovaj ocigledni paradoks otvara vazno pitanje: kako potpuno funkcionalni IFN-A4, poznat
po svojoj antivirusnoj aktivnosti, moze zastititi u jednoj, a ugroziti u drugoj virusnoj infekciji?
Iako sloZzenost IFN-posredovane signalne kaskade dozvoljava razne hipoteze, verujemo da se
osnovni mehanizam ovog problema moze objasniti neravnotezom IFN-a povezanih sa
bolestima i specifi¢nos$¢éu virus-IFN interakcije. Naime, postoje dva tipa IFN-a klju¢na za
urodeni imuni odgovor tokom virusnih infekcija: tip I i tip III [270, 271]. Oba se proizvode
nakon ulaska virusa u ciljne ¢elije 1, iako ukljucuju razli¢ite komplekse receptora, u osnovi
pokrecu vrlo sli¢nu signalnu kaskadu koja generise antivirusni odgovor i posreduje U eliminaciji
virusa [100, 158]. Ipak, postoje znacajne razlike medu njima: IFN tip III (ukljucujuéi IFN-A4)
se proizvode brze i konzistentnije, dominiraju u epitelnim ¢elijama, deluju manje snazno i
manje pro-inflamatorno i smanjuju signalizaciju IFN tipa | [270, 272-275]. Pod uslovom da je
domacin nosilac IFNL4 rs12979860 T i/ili rs368234815 AG alela, i HCV 1 SARS-CoV-2
infekcije ¢e pokrenuti sintezu IFN-A4 [271]. U HCV infekciji, gde su i mehanizmi eliminacije
virusa i mehanizmi bega virusa od imunskih mehanizama uglavnom zasnovani na IFN tip |
[276], ekspresija potpuno funkcionalnog IFN-A4, zbog njegovog suprimirajuéeg uticaja na
aktivnost IFN tip I, ide u korist virusu i pogorsava prognozu [271]. S druge strane, u SARS-
CoV-2 infekciji virus jednako izbegava i odgovor tipa | i tipa Il IFN-a. S obzirom na to da
proinflamatorna priroda IFN tip I povecava rizik od nekontrolisane imunopatologije u mnogim
organima, ukljucujuci pluca [277], balans koji pruza IFN-A4 treba da zastiti respiratorni epitel
od COVID-19 komplikacija, kao §to je pneumonija. Ovo se dobro uklapa u rezultate naseg
istrazivanja.
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Ipak, veza koju smo uocili izmedu prisustva polimorfizama koji proizvode IFN-A4 i
manjeg rizika od razvoja pneumonije, pokazala se ograni¢enom na zenski pol. Ocigledni
seksualni dimorfizam u imunskom odgovoru ve¢ je prepoznat [278]: i urodeni i steCeni imunski
odgovor je u vecini infektivnih bolesti, uklju¢uju¢i COVID-19, ¢ini se, jaci kod Zena [238, 279].
Ova razlika moze biti posledica razli¢itih mehanizama, ukljucujuci one genetickog porekla.
Naime, mnogi geni koji kodiraju proteine uklju¢ene u imunske reakcije nalaze se na X
hromozomu [280]. lako je kod Zenskih osoba jedan X hromozom obi¢no inaktiviran, neki geni
mogu izbeci transkripciono utiSavanje [281], $to rezultuje povecanim nivoom ekspresije i
posledi¢nim polno uslovljenim razlikama u odgovoru na infektivne agense. Jedan od
imunoregulatornih gena koji izbegava inaktivaciju X hromozoma kodira TLR7 [280]. TLR7
predstavlja endozomalni senzor urodene imunosti klju¢an za prepoznavanje brojnih patogena,
ukljucujuéi viruse, koji aktivira imunski odgovor ucestvovanjem u signalnoj kaskadi koja
indukuje proizvodnju i tipa I i tipa 111 IFN [282, 283]. Povecana ekspresija TLR7 kod Zenskih
osoba dovodi do viSeg nivoa TLR7 u mnogim tkivima, ukljucujuéi plazmocitoidne dendriti¢ne
¢elije [284], sto dovodi do vece ekspresije oba tipa IFN kod Zena u poredenju sa muskarcima
[285]. U vezi sa nasim saznanjima, pretpostvljamo da bi viSa ekspresija TLR7 kod Zena
zarazenih SARS-CoV-2 mogla modulirati interakciju izmedu tipa I i tipa III IFN u pravcu
izrazenijeg zaStitnog efekta [FN-A4 protiv razvoja upale pluca. Imajuéi u vidu da se razlike u
polno-specifi¢noj ekspresiji gena javljaju u ranoj embriogenezi i ne menjaju se kasnije u Zivotu
[286], prethodna saznanja o blazem bronhiolitisu u prisustvu IFNL4 rs12979860 T/T i
rs368234815 AG/AG kod devojéica, ali ne i kod decaka [187], u skladu su sa nasim sa naSim
saznanjima i predlozenom logikom.

5.7. Polimorfizmi IFNL3 i IFNL4 gena kao mac sa dve oStrice: povezanost sa ishodom
COVID-19

U naSoj studiji, verovatnoca fatalnog ishoda bila je niZa kod nosioca najmanje jednog
varijantnog alela IFNL4 rs368234815, a visa u prisustvu najmanje jednog varijantnog alela
IFNL3 rs8099917. Pored toga, zenski pol bio je prediktor smrtnog ishoda tokom hospitalizacije.

Osnovno nacelo imunosti je da se antivirusni odgovor, posredovan IFN-ima, pokrece pre
proinflamatornog odgovora, sa ciljem da se maksimizuje zastita domacina i ogranici kolateralna
Steta. Medutim, nedavna studija na kriti¢no obolelim pacijentima od COVID-19 [44] je otkrila
da je proizvodnja tip I i III IFN smanjena i1 odlozena sve dok se ne proizvedu proinflamatorni
citokini. U istoj studiji, poveéane koncentracije IFN-A i visi IFN-Atip-1 IFN odnos su bili
povezani sa nizim nivoom virusnog opterecenja u bronhijalnim aspiratima 1 boljim ishodom,
sugeriSuci da su IFN-A bitniji za modulaciju urodenog imunskog odgovora kod kriti¢no teSkih
pacijenata sa COVID-19 [44].

Pored toga, jedan od najznacajnijih pokazatelja imunopatologije COVID-19 je promena
u broju 1 funkeciji neutrofila. Nekoliko studija je dokumentovalo poviSen broj neutrofila i njihov
snazan aktivacioni fenotip, ukljucujuéi povecanu produkciju ROS - a i formiranje NET - a, u
prisustvu teSkog oblika COVID-19, komplikacija poput ARDS-a i smrtnog ishoda bolesti [287].
IFN-A imaju jedinstvenu sposobnost da kontroliSu oStecenja tkiva putem regulisanja
proizvodnje ROS od strane neutrofila [288], njihovog kretanja ka inflamiranom tkivu, kao i
stvaranja NET-a [289].

Konac¢no, u pokuSaju da savladaju infektivne agense, poput SARS-CoV-2, naivni Th
limfociti fenotipski polarizuju, zavisno od citokinskog miljea, u efektorske ¢elije Th 1 tipa
(Th1) ili Th 2 tipa (Th2). Cini se da je tokom ovih procesa IFN-A delegirana jo§ jedna vitalna
uloga u virusnim infekcijama: da posreduju u uspostavljanju veze izmedu urodenog i ste¢enog
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imunskog odgovora kroz M1/M2 polarizaciju makrofaga [290] i naknadno usmeravanje Th
limfocita. Signalizacija posredovana IFN-A povezana je sa pove¢anom produkcijom Thl
citokina i smanjenom produkcijom Th2 citokina [99, 290]. Nakon uspostavljanja infekcije
SARS-CoV-2 virusom, adekvatan Th1l imunski odgovor moZze eliminsati virus iz domacina na
bezopasan nac¢in. Medutim, ukoliko imunski odgovor nije adekvatno koordinisan, Th2 odgovor
postaje dominantan, sto prethodi citokinskoj oluji [291]. Kod vecine tesko obolelih i preminulih
COVID-19 pacijenata Cesto se uocavao dominantan Th2 odgovor [291]. U delu naSeg
istrazivanja (prikazanom u prilogu 1) identifikovan je veliki broj monocita sa meSovitim
M1/M2 fenotipom u perifernoj krvi teskih slucajeva, $to potvrduje ranije studije o meSanom
Th1/Th2 odgovoru kod kriticno obolelih COVID-19 pacijenata [291].

Kao $to je prethodno objasnjeno, IFN-A4 predstavlja slabo eksprimiran, ali visoko
potentan i brzo delujuéi citokin, poznat po svojoj paradoksalnoj ulozi u razli¢itim virusnim
infekcijama: generalno, poseduje vrsnu antivirusnu aktivnost [292], ukljucujuci i protiv HCV-
a [293], ali istovremeno znacajno ometa eliminaciju HCV-a, kako spontano tako i u odgovoru
na terapiju. Predlozeno je da se jedinstveni kontradiktorni efekat IFN-A4 moze objasniti
povecanom negativnom regulacijom interferonskog odgovora nakon indukcije supresorskih
citokina zavisnih od IFN-A4, $to dalje ograni¢ava ostecenje tkiva koje se obi¢no vida kod losije
prognoze COVID-19 i kod preminulih pacijenata [293].

Prema tome, pretpostavljamo da se povezanost alela IFNL4 rs368234815 AG sa manjom
verovatno¢om smrtnog ishoda tokom hospitalizacije koju smo uocili u nasoj studiji izvodi iz
direktnog efekta potpuno funkcionalnog IFN-A4, koji suprimira mehanizme neutrofilskog
arsenala [288, 289, 294] i promovise proizvodnju Th1 kroz M1 polarizaciju monocita/makrofaga
[99], a samim tim smanjuje oStecenja tkiva kod kriti¢no teSkih pacijenata sa COVID-19. Takode
smo primetili znatno ve¢i broj leukocita sa pove¢anjem neutrofila kod pacijenata preminulih
tokom hospitalizacije, a koji su bili pretezno TT nosioci. Dalja analiza je potvrdila da su svi TT
nosioci imali znacajno veci broj leukocita sa povecanim (iako nesignifikantnim) procentom
neutrofila (prilog 2), §to je u skladu sa prethodnom studijom koja je referisala dominantnost
homozigotnih nosilaca AG kod COVID-19 pacijenata sa niZim brojem leukocita i nizim brojem
neutrofila [192]. S druge strane, N/L odnos, kao jedan od naj¢eSc¢e analiziranih faktora rizika u
COVID-19, nije bio povezan sa varijantom rs368234815. Takode, prisutne su i suprotne
tvrdnje, kao $to su da se rs368234815 TT/TT, kao povoljni genotip, CeS¢e sree medu
prezivelim COVID-19 pacijentima u poredenju sa onima koji nisu preziveli infekciju [173], a
da su nosioci AG/AG genotipa manje efikasni u eliminisanju SARS-CoV-2, iako ovaj genotip
nije uticao na klini¢ki ishod bolesti [265]. Medutim, treba napomenuti da ove studije imaju
znaCajna ogranicenja koja mogu biti kljucna za asocijaciju izmedu IFNL4 rs368234815 i
COVID-19, uklju¢ujuci nedostatak podataka o pridruzenim bolestima koje mogu znacajno
uticati na smrtnost od COVID-109.

Nasi rezultati su pokazali da je varijantni alel G polimorfizma IFNL3 rs8099917 znacajan
faktor rizika za smrtnost od COVID-19 tokom hospitalizacije. U skladu sa naSim rezultatima,
neki od autora su izvestili da je IFNL3 rs8099917 G/G najcesci u grupi preminulih COVID-19
pacijenata, dok je homozigotni divlji T/T percipiran kao ,,povoljan* genotip [173]. Takode je
primec¢eno da se, u odgovoru na visoko virusno opterecenje, u gornjim disajnim putevima
pacijenata sa lakim oblikom COVID-19 produkuju visi nivoi IFN-A3 u poredenju sa teskim
slu¢ajevima [115]. Nedavna istraZivanja su pokazala da IFN-A3 indukuje ekspresiju M1
proinflamatornog fenotipa makrofaga [295], deluju¢i kao primarni medijator upale [296].
Imajuc¢i u vidu kako prethodna istrazivanja, tako i1 rezultate naseg istrazivanja, pretpostavljamo
da nedostatak IFN-A3 kod nosilaca alela rs8099917 G u inflamatornom okruzenju tokom
COVID-19 povecava rizik od smrti tokom hospitalizacije favorizovanjem M2 polarizacije
monocita/makrofaga i naknadnim Th2 usmeravanjem [99], S§to doprinosi razvoju citokinske
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oluje i sledstvenom oSte¢enju tkiva. Medutim, treba napomenuti da opazeni efekat rs8§099917,
kao 1rs368234815, moze biti posledica mnogo slozenije interakcije citokina, buduci da bi mogli
uticati i na ekspresiju drugih IFN-A ili biti u vezanoj neravnotezi sa drugim IFNL SNP-ovima
ili polimorfizmima drugih citokina za koje nismo genotipizovali.

lako je globalna prevalencija COVID-19 naizgled sli¢na kod muskaraca i zena, mnogi
izve$taji ukazuju na muski pol kao znacajan prediktor smrtnog ishoda [297-299]. U stvari,
koliko nam je poznato, postoji samo jedan prethodni izveStaj suprotnog karaktera, Sto je u
skladu sa nasim nalazom - da Zene nose veci rizik od smrti tokom hospitalizacije zbog COVID-
19 [300]. Buduc¢i da su u nasoj studiji razmatrani i starost i komorbiditeti kada je procenjivana
razlika u stopi smrtnosti izmedu muskaraca i zena, pretpostavljamo da drugi faktori mogu biti
odgovorni za opazeni nalaz. Jedan od tih faktora mogao bi biti rodna ambivalentnost drustva u
Srbiji, Sto bi moglo objasniti potencijalno oklevanje Zena da prijave simptome dok ne postanu
neizdrzivi, $to dovodi do odlaganja testiranja i prijema na stacionarno le¢enje u mnogo losijem
stanju, pa su stoga u vecem riziku od loSijeg ishoda u poredenju sa muskarcima. Dodatna
objasnjenja mogu ukljucivati razlike izmedu polova u osnovnoj stopi smrtnosti ili zanimanja
koja su segregirana prema polu [301]. Vredi napomenuti da, ukoliko bilo koji od predlozenih
faktora znacajno doprinosi opazenoj rodnoj razlici u verovatno¢i umiranja tokom
hospitalizacije zbog COVID-19, jednostavno poredenje izmedu zena i muskaraca u smislu
stopa smrtnosti moze biti zavaravajuce zbog sistemske pristrasnosti [302]. Za identifikaciju koje
od mogucih opcija su ta¢ne, potrebna su dodatna istrazivanja.

5.8. Povezanost koncentracije IFN-A3 sa teZinom i ishodom COVID-19, nezavisno od
IFNL3 i IFNL4 polimorfizama

Interferoni, kao deo Siroke lepeze medijatora koji se produkuju u odbrani od SARS-CoV-
2 infekcije, privukli su mnogo paZznje od samog pocetka pandemije. Najvece nerazjaSnjeno
pitanje je da li interferoni, posebno IFN-A, imaju protektivnu ili pogubnu ulogu u COVID-19,
s obzirom na opre¢ne rezultate koji su prisutni u literaturi [113, 114, 303]. Rezultati naseg
ispitivanja, govore u prilog protektivnoj ulozi IFN-A tokom SARS-CoV-2 infekcije, nezavisno
od polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena. Neocekivano, merljive koncentracije IFN-A4
zabeleZzene su kod malog broja pacijenata, uprkos tome S§to smo prethodno dokazali
fundamentalni uticaj polimorfizma koji determiniSe njegovu sintezu na tezinu i ishod SARS-
CoV-2 infekcije.

Urodeni imunski odgovor poseduje raznovrsna oruzja i isplanirane strategije protiv svih
“napadaca”, kroz sistem receptora koji prepoznaju mikroorganizme, kako na nivou membrane,
tako i unutar ¢elije. U slucaju infekcije epitelnih celija SARS-CoV-2 virusom, virus biva
prepoznat od strane intracelularnih senzora RIG-1 i MDA-5 ili TLR7 §to pokreée kaskadu
signalnih dogadaja za sintezu glavnih antivirusninih medijatora, poput IFN tip 111 [36-38, 103].
Kao klju¢na ulazna vrata za respiratorne viruse, epitelne Celije sluzokoZe respiratornog trakta
predstavljaju primarni izvor IFN-A, ali su istovremeno i glavna meta njegovog dejstva, buduci
da je IFNLR visoko eksprimiran upravo na ovim ¢elijama [103]. Pored mnogobrojnih virusnih
infekcija koje pogadaju respiratorni trakt, IFN-A poseduju visok antivirusni efekat i na SARS-
CoV-2.

Nedavna istrazivanja pokazala su da ekspresija IFN-A varira u razlicitim partijama
respiratornog trakta kod COVID-19 pacijenata. Visoka ekspresija IFN-A3 i protektivnih ISG
prisutna je kod pacijenata sa blazom klinickom formom COVID-19 i visokim virusnim
optere¢enjem u gornjim partijama respiratornog trakta. Istovremeno, niska ekspresija IFN-A uz
visoku ekspresiju IFN tip I nosila je desetostruko vecu Sansu za razvoj teskih oblika u poredenju
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sa lakim sluc¢ajevima [115]. Na nivou pluéa, u uzorcima bronhoalveolarnog lavata, kod teskih i
kriti¢no teskih pacijenata, ekspresija IFN-A2 i 3, ali 1 IFN tip I, bila je ve¢a u donjim partijama
u odnosu na gornje partije respiratornog trakta, uz nizu ekspresiju protektivnih ISG u poredenju
sa transkriptomom na nivou gornjih partija respiratornog trakta kod pacijenta sa istom i lakSom
formom bolesti [115].

Zanimljivo je to da koncentracije IFN-A proteina u bronhoalveolarnom lavatu i krvi nisu
korelirale medu teskim slucajevima [115]. U prilog tome govore i nasi rezultati koji su pokazali
da je koncentracija IFN-A3 u serumu znacajno niZa kod pacijenata tezim oblikom, kao i kod
preminulih. Takode, Fukuda i saradnici utvrdili su da je koncentracija IFN-A2 bila visa kod
pacijenta sa lakSim oblikom COVID-19. Rezultati nedavne studije pokazuju da je nivo
ekspresije IFN tipa III, narocito IFN-A3, bio manji u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi
kod pacijenata sa kriticno teSkom boles¢u 1 kod preminulih, u poredenju sa pacijentima koji su
imali blagu do umerenu formu bolesti i prezivelih [304].

Na temelju prethodno iznetih informacija i sopstvenog istrazivanja, mozemo pretpostaviti
da povecana produkcija razlicitih tipova IFN-A, posebno IFN-A3, u krvi tokom pocetne faze
SARS-CoV-2 infekcije odrazava visoku ekspresiju i produkciju ovih interferona u gornjim
delovima respiratornog sistema. Ova povisena produkcija aktivira brz i efikasan antivirusni
odgovor koji ogranicava Sirenje virusa i dovodi do eliminacije patogena u blazim sluc¢ajevima
COVID-19, istovremeno povecavajuci Sanse za prezivljavanje zarazenih osoba. Medutim, u
slucajevima tezih oblika bolesti i smrtnih ishoda, produkcija IFN-A3 i njegova ekspresija u
donjim delovima respiratornog trakta su suprotni u odnosu na nalaze kod pacijenata sa lak§im
oblikom COVID-19. Pretpostavljamo da niska proizvodnja IFN-A u krvi kod pacijenata sa
teSkim oblikom bolesti 1 onih koji su preminuli moze biti rezultat promena u broju
plazmacitoidnih dendritskih ¢elija (pDCs). Naime, pDCs predstavljaju klju¢ni izvor IFN-A u
krvi, a prethodna istrazivanja su pokazala da se njihov broj smanjuje kod pacijenata sa teSkim
klinickim oblikom COVID-19 [305], sto je u skladu sa naSim rezultatima (prilog 1). Ova
pretpostavka dobija podrsku 1 u cinjenici da kod pacijenata sa teSkim oblikom bolesti
primecujemo smanjen broj pDCs, zajedno sa nizim nivoima IFN-A3 u plazmi u poredenju sa
pacijentima sa blagim oblikom bolesti [305]. S druge strane, iako se transkripcija IFN-A u
donjim delovima respiratornog trakta odvija neometano, postavlja se pitanje da li dolazi do
adekvatne translacije ovih interferona, posebno zbog nedostatka aktivacije karakteristi¢nih
zaStitnih antivirusnih mehanizama koji su kljuéni za sigurno uklanjanje patogena iz organizma
domacina. Pretpostavljamo da u ovoj fazi bolesti, glavnu ulogu preuzimaju nekontrolisani
proinflamatorni mehanizmi imunskog odgovora, predvodeni interferonom tipa I.

Kao $to je prethodno objasnjeno (odeljak 5.3), u ovoj studiji su odabrani polimorfizmi
IFNL3 i IFNL4 gena na temelju njihove poznate funkcionalnosti, odnosno poznatom uticaju na
produkciju odgovaraju¢ih interferona. S druge strane, prisustvo nekih polimorfizama ima
plejotropni efekat na produkciju interferona. Preciznije, prisustvo ispitivanih varijanti
rs368234815 i rs12979860 koje generisu sintezu IFN-A4 uti¢u na produkciju IFN-A3. Ovaj
efekat je posledica ili direktnog delovanja IFN-A4 [306] ili prisustvo polimorfizama koji nisu
analizirani u ovom istrazivanju, a u visokoj su vezanoj neravnotezi sa polimorfizmima IFNL4
gena [198]. Jedan od takvih kandidata je polimorfizam rs4803217, smeSten u 3°’UTR regionu
IFNL3 gena, ¢iji T alel povecava razgradnju mRNK [198]. Uzimajuc¢i ovo u obzir ispitivali smo
uticaj polimorfizama i IFNL3 i IFNL4 gena na nivo cirkuliSu¢eg IFN-A3.

U dostupnoj literaturi, veza izmedu fenotipa i polimorfizama IFNL3 i IFNL4 gena
uglavnom se zasniva na merenju ekspresije IFNL3 gena, kao i na efektima koji proizvode ovi
interferoni kroz ekspresiju ISG, $to sluzi kao surogat nivoa produkcije IFN-A3. Manji broj
studija je utvrdivao koncentracije cirkuliSsu¢ih IFN-A3. Bez obzira na to koja strategija
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odredivanja nivoa IFN-A3 u svetlu prisutnih polimorfizama primenjivana, rezultati studija su
bili oprecni. Koncentracija IFN-A3 u serumu nije zavisila od prisustva polimorfizma
rs12979860 [307], ali su zabeleZene varijacije u ekspresiji ISG medu neinficiranim i inficiranim
hepatocitima HCV virusom: u neinficiranim hepatocitima TT alel je nosio najnizu ekspresiju
ISG, dok je u zarazenim hepatocitima isti genotip bio spregnut sa najvisim nivoom ISG.
Varijantni alel polimorfizma rs8099917 povezivan je i sa viSim [307] i nizim [308] nivoom
serumskog IFN-A3, ali i nizom relativnom ekspresijom u mononuklearnim ¢elijama [159] i
¢elijama jetre [309]. Medutim, neke studije nisu pronasle povezanost izmedu ovog
polimorfizma i nivoa IFN-A3 u serumu [310, 311]. Za razliku od prethodna dva polimorfizma,
za rs12980275 nije potvrdena povezanost sa koncentracijom IFN-A3 [307], niti ekspresijom
IFNL3 gena [309]. Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima istrazivanja koja ukazuju da nema
razlike u koncentracijama IFN-A3 u plazmi medu alelima i genotipovima ispitivanih
polimorfizama. Oprecnost dostupnih podataka, ukljucujuc¢i i naSe rezultate, ukazuje da
polimorfizmi unutar gena nisu jedina determinanta koja uti¢e na koncentaciju IFN-A3, ve¢ da
je u pitanju kompleksniji sistem sa mnogobrojnim faktorima.

Biohemijski gledano, IFN-A4 deluje na slican nacin kao ostali ¢lanovi porodice IFN tip
I11: signalizira preko IFN-A receptorskog kompleksa i indukuje skup gena koji su veoma sli¢ni
onima koje indukuju ostali ¢lanovi IFN-A porodice. Antivirusna aktivnost je in vitro
nedvosmisleno dokazana, uz tvrdnje nekih autora da poseduje istu [312] ili ¢ak 28 puta veéu
aktivnost od IFN-A3 [313]. Ipak, jedini medu IFN tip III, nije prisutan u ¢itavoj humanoj
populaciji, ve¢ samo kod pojedinaca koji su nosioci rs368234815 AG alela, koja u slucaju
evropske populacije iznosi 50% [158]. Druga glavna karakteristika koja ga izdvaja od ostalih
IFN-A je slaba sekrecija iz ¢elije i autokrino delovanje. Inicijalno, Prokunina-Olson i saradnici
su smatrali da je IFN-A4 intracelularni interferon koji se ne sekretuje zbog slabog signalnog
peptida [158]. Medutim, usledio je niz in vitro studija u kojima je potvrdeno da se IFN-A4
akumulira intracelularno, dok se veoma mala koli¢ina sekretuje iz ¢elije [100, 312-314]. Ove
studije ustanovile su 1 niz mehanizama na razli¢itim nivoima sinteze jednog proteina koji
doprinose smanjenoj produkciji IFN-A4, ukljucujuéi alternativno splajsovanje primarnog
transktipta ¢ime se proizvode znaCajne koli¢ine nefunkcionalnih proteina, ekspresija
nestabilnih varijanti iRNK koje sadrze introne, nizak nivo translacije usled slabog “kacenja” na
poliribozome i slab poliA signal koji dodatno destabilizuje iRNK i redukuje moguénost
efikasne translacije iRNK koja nosi informaciju za sintezu funkcionalnog IFN-A4 [312], zatim
neadekvatna post-translaciona N-glikozilacija [100], kao i akumulacija u endoplazmatskom
retikulimu [313]. Ovaj znacajan broj prepreka u produkciji IFN-A4 objasnjava na$ rezultat
merenja IFN-A4 u plazmi COVID-19 pacijenta. lako je vise od polovine genotipiziranih
pacijenata imala makar jedan AG alel u svom genotipu, IFN-A4 je dosegao detektabilni nivo
kod samo Sest pacijenata. Svi ovi pacijenti bili su nosioci homozigotnog AG genotipa. Lu i
saradnici su ustanovili da manje od 2% transkripta sa IFNL4 lokusa kod rs368234815
heterozigota produkuje funkcionalni IFN-A4 protein, §to u velikoj meri objasnjava nas rezultat
[314]. Ipak ostaje nereSeno pitanje zaSto IFN-A4 nije detektovan kod ostalih 11 AG/AG
homozigota. Jedan od moguc¢ih odgovora na ovo pitanje je prag detekcije samog testa.
Generalno, kada se bavimo temom IFN-A, imperativ je konstantno imati na umu da ovi molekuli
pretezno ostvaruju autokrini i parakrini efekat, te da nivoi u krvi nuzno ne reflektuju nivoe IFN-
A u inficiranom tkivu.

5.9. Metodoloski aspekti i ograni¢enja istraZivanja
Ova studija ima nekoliko ogranicenja koja je potrebno uzeti u obzir prilikom tumacenja
njenih rezultata. Prvo, studija je jednocentri¢na i obuhvata samo jednu populaciju COVID-19

119



Doktorska disertacija Diskusija

pacijenata na nivou Republike Srbije. S obzirom na to da su ispitanici ukljceni u studiju iste
etni¢ke pripadnosti, njeni rezultati se ne mogu generalizovati na druge populacije bez daljih
validacija i verifikacija.

Nacelno, broj ispitanika u genetickim studijama zavisi od mnogih faktora, kao §to su
ucestalost odabranih polimorfizama gena, heterogenost populacije, Zeljena statisticka snaga,
itd. Smatra se da veci uzorak ispitanika obezbeduje vecu snagu i pouzdanost, te manju sklonost
ka slucajnim varijacijama. Stoga, mnogi autori naglaSavaju vaznost veliine uzorka u
genetickim studijama, a neki od njih sugerisSu da bi studije koje ispituju povezanost genetickih
polimorfizama sa razli¢itim fenotipovima trebale ukljuciti ve¢i broj ispitanika kako bi se dobili
pouzdaniji i relevantniji rezultati. Uprkos tome $to je veli¢ina studijskog uzorka propracunata
prema ucestalosti jednog od ispitivanih polimorfizama, posmatrajuéi pretpostavljene uslove
prema Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi, prevalenca genotipova za polimorfizam ACE2
rs2106809 nije u skladu sa pretpostavljenom, sto je elaborirano u odeljku diskusije 5.2. Takode,
mali uzorak testiran za viSe SNP-0va, koji prikazuju relativno nisku ucestalost varijantnih alela
u evropskoj populaciji, smanjuje statisticku snagu nase studije i povecava verovatnoc¢u lazno
pozitivnih 1 lazno negativnih rezultata. Takode, nismo izvodili genotipizaciju za dodatne
funkcionalne polimorfizme koji su potencijalno u visokoj vezanoj neravnotezi sa ispitivanim
polimorfizmima ili uti¢u na funkcionalnost produkata koji nastaju ekspresijom ispitivanih gena.

Istovremeno, u studiji nisu analizirani podaci o mogucim zbunjujuc¢im faktorima, kao §to
su stepen izloZenosti SARS-CoV-2 virusa, inicijalno virusno opterecenje, zdravstveno
ponasanje i navike pacijenata, telesna tezina i lekovi koje su hroni¢no upotrebljavali, §to moze
znacajno uticati na posmatranu vezu izmedu faktora rizika i verovatnoc¢e razvoja teZeg oblika
COVID-19 ili smrtnog ishoda.

U sklopu studije, ispitivane su samo serumske koncentracije proteina SACE2, IFN-A3 i
IFN-A4. Tako su ovi proteini vazni za ulazak virusa u ¢elije domacina (ACE2) i za inicijalnu
odbranu od virusa (IFN-A3 i IFN-A4), nije merena njihova koncentracija u drugim tkivima i
tecnostima, kao §to su nazofaringealni bris, bronhoalveolarni lavat. Osim toga, u ovoj studiji
nije merena ekspresija gena koji kodiraju ove proteine, niti ispitivan uticaj polimorfizama
kodirajué¢ih gena na ekspresiju tokom SARS-Cov-2 infekcije.

Takode, treba napomenuti da postoji nekoliko prethodno objavljenih GWAS studija koje
nisu uspele da ustanove vezu izmedu IFNL3/4 lokusa i COVID-19 [127, 315], sugeriSuci da
polimorfizmi na ovim lokusima imaju malo ili nimalo uticaja na ishod infekcije SARS-CoV-2.
Ipak, jedna GWAS studija pronasla je vezu izmedu polimorfizma za IL10Rb, koji ¢ini receptor
za IFN-A zajedno sa podjedicom IFN-AR1, i COVID-19 [316], $to ukazuje na mogucéu ulogu
povezanih interferona i njihovih polimorfizama u SARS-CoV-2 infekciji, iako njihova precizna
priroda joS$ nije otkrivena.
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Na temelju rezultata prikazanih u ovoj doktorskoj disertaciji, koja se bavila ispitivanjem

uticaja polimorfizama ACE2, IFNL3 i IFNL4 gena na tezinu i ishod SARS-CoV-2 infekcije,
mozemo izvesti slede¢e osnovne zakljucke:

1.

Prisustvo bar jednog varijantnog alela ACE2 rs2106809 kod Zena ima ambivalentni
uticaj na razvoj tezih oblika COVID-19: s jedne strane, povecava Sansu za prelazak iz
umerene u teSku formu bolesti, dok s druge strane, pruza protektivni efekat protiv
progresije iz teske u kriti¢no tesku bolest. Polimorfizam ACE2 rs2074192 nije bio u
statistiCki znacajnoj asocijaciji sa tezinom bolesti ni kod Zena, ni kod muskaraca.

Prisustvo varijantnog alela ACE2 rs2106809 kod zena smanjuje verovatnocu smrtnog
ishoda u odnosu na nosioce oba divlja alela u svom genotipu. Polimorfizam ACE2
rs2074192 nije u statisticki znacajnoj asocijaciji sa ishodom ni kod Zena, ni kod
muskaraca.

Prisustvo varijantnih alela polimorfizama IFNL3 rs8099917 i rs12980275 i IFNL4
rs12979860 i rs368234815 u okviru genotipova, genotipskih grupa, haplotipova i
diplotipova visestruko redukuje verovatnoéu za razvoj umereno teske infekcije, dok
uticaj ovih polimorfizama na dalju progresiju COVID-19 nije dokazan.

Varijantni aleli polimorfizama IFNL3 rs8099917 i rs12980275 i IFNL4 rs12979860 i
rs368234815 u okviru genotipova, genotipskih grupa, haplotipova i diplotipova nose
znafajno smanjenje rizika za razvoj pneumonije kod SARS-CoV-2 inficiranih
pacijenata.

Prisustvo oba varijantna alela polimorfizama IFNL4 rs12979860 ili rs368234815
cetvorostruko smanjuje verovatnocu za razvoj pneumonije uzrokovane SARS-CoV-2
infekcijom.

Kod Zena, varijantni aleli polimorfizama IFNL3 rs8099917 i rs12980275, kao i IFNL4
rs12979860 i rs368234815, unutar genotipova, genotipskih grupa, haplotipova i
diplotipova, zna¢ajno smanjuju verovatnocu za razvoj pneumonije, dok kod muskaraca
ova asocijacija nije dokazana.

Zene nosioci oba varijantna alela polimorfizama IFNL4 rs12979860 ili rs368234815
imaju gotovo trideset puta nizu verovatnocu za razvoj COVID-19 pneumonije. Ovaj
efekat nije zabelezen kod muskaraca.

Prisustvo makar jednog varijantnog alela IFNL4 rs12979860 ili rs368234815 smanjuje
verovatno¢u za smrtni ishod COVID-19, dok makar jedan varijantni alel IFNL3
18099917 povecava Sansu za fatalni ishod.

Ostali zakljucci koji se mogu izvuéi na osnovu prikazanih rezultata su sledeci:

1.

Stariji pacijenti sa ve¢im brojem komorbiditeta imaju veci rizik za razvoj tezih oblika i
smrtni ishod COVID-19. Pacijenti muskog pola imaju ve¢i rizik za progresiju teze
forme bolesti, dok pol nije predstavljao znacajan faktor rizika za smrtni ishod.

Simptomi poput poviSene temperature i kaslja pri prijemu povezani su sa ve¢im rizikom
od napredovanja bolesti iz lak§e u umerenu formu. Dispneja, slabost, bol u grlu i
anosmija ¢es¢e se javljaju kod teske forme u poredenju sa umerenom, dok pacijenti s
mialgijom imaju manje Sanse za napredovanje iz teSke u kriticnu fazu bolesti. Ipak,
simptomi na prijemu nisu znacajni prediktori smrtnog ishoda.
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3. Abnormalni disajni nalaz, poput oslabljenog disajnog Suma, pukota ili zvizduka, cesce
se javljaju kod umerene forme bolesti u odnosu na lakSu formu. Pukoti su posebno bili
prisutni kod teskih slucajeva. Pacijenti sa ovim abnormalnim auskultatornim nalazima
imaju dva do Cetiri puta veci rizik od fatalnog ishoda.

4. Prisustvo aktivnih lezija na rendgenskom snimku grudnog kosa, posebno pojedinac¢nih
pneumonicnih ognjista, povezano je s viSestrukim povecanjem rizika za napredovanje
bolesti iz lakSe u umerenu klini¢ku sliku. Difuzna pneumonic¢na ognjista povecavaju
verovatno¢u napredovanja prema kriti¢no teSkoj bolesti i smrtnom ishodu COVID-19.

5. Pacijenti sa tezim oblikom bolesti imaju visok odnos neutrofila i limfocita (N/L), niske
nivoe albumina i poviSene vrednosti glikemije, LDH, D-dimera, CRP-a i PCT-a. Ovi
faktori su povezani s ve¢im rizikom od napredovanja bolesti i smrtnog ishoda. S druge
strane, pacijenti s blazim oblikom bolesti imaju veci broj limfocita, vise nivoe albumina,
visu vrednost pO2 i bolju saturaciju na prijemu, §to se povezuje s boljim ishodom i
otpustom iz bolnice.

6. Koncentracija SACE2 je veca kod starijih zena, ali ne zavisi od prisustva polimorfizama
ACE2 rs2106809 i rs2074192. Nivo sACE?2 je veéi kod pacijenata sa tezim klini¢ckim
simptomima i smrtnim ishodom SARS-CoV-2 infekcije. Visi serumski sSACE2 nivoi na
prijemu povecavaju verovatnocu za razvoj tezih oblika SARS-CoV-2 infekcije.

7. Koncentracija IFN-A3 ne zavisi od pola, starosti i prisustva IFNL3/4 polimorfizama.
Nivo IFN-A3 je nizi kod pacijenata sa tezom klinickom slikom i smrtnim ishodom
SARS-CoV-2 infekcije, ali samo kod zena. Serumski IFN-A3 je nezavisni indikator
tezine klinicke slike, dok veza s ishodom infekcije nije pokazana.
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PRILOG 1

MATERIJAL | METODOLOGIJA
Imunofenotipizacija mononuklearnih leukocita

Protocna citofluorimetrija je sofisticirana metoda koja omoguéava brzu,
multiparametarsku analizu pojedina¢nih ¢elija u suspenziji. Ova metoda pruza mogucénost
istovremnog ispitivanja viSe Celijskih karakteristika, ukljucuju¢i veli¢inu 1 granulaciju
citoplazme ¢elije u kombinaciji sa ekspresijom vise membranskih ili intracelularnih markera
¢ije se prisustvo detektuje emisijom fluorescentnih signala poreklom od specifi¢nih
monoklonskih antitela za dati marker koja su konjugovana sa razli¢itim fluorohromima. Jedna
od najvaznijih primena protocne citofluorimetrije je identifikacija subpopulacija humanih
mononuklearnih leukocita, tj. imunofenotipizacija.

Imunofenotipizacija mononuklearnih leukocita izvedena je obelezavanjem uzoraka
pune krvi komercijalnim monoklonskim antitelima kompanije Beckman Coulter (Brea,
California, SAD) koja su obeleZzena fluorohromima: fluorescein — izotiocijanat (FITC),
fikoeritrin (PE), Electron Coupled Dye (ECD), peridinin hlorofil protein (PerCP), fikoeritrin —
Cy7 (PE - Cy7) i fikoeritrin — Cy5 (PE — Cy5). Panel kori$¢en anti-humanih antitela ukljuc¢ivao
je: anti-HLA-DR PE i ECD, anti-CD3 ECD, anti-CD4 PE, anti-CD8 FITC, anti-CD19 PE-Cu?7,
anti-CD14 FITC, anti-CD16 PE-Cub5, anti-CD15 PE, anti-CD57 FITC, anti-CD56 PE, anti-
CDl11c, PerCP, anti-CD123 PE, anti-CD83 PE, anti-CD38 PE, anti-CD23 ECD, kao i izotipske
kontrole. Kombinacijom navedenih antitela detektovane su sledece populacije/subpopulacije
leukocita:

e anti - CD15 PE — neutrofili (CD15+);

e anti - CD3 ECD, anti - CD8 FITC, anti - CD4 PE — T limfociti (CD3+): citotoksi¢ni T
limfociti (CD3+CD8+), pomo¢nicki T limfociti (CD3+CD4+) 1 odnos CD4+/CD8+;

e anti - CD14 FITC sa anti-HLA-DR PE / anti - CD16 PE-Cy5, anti - CD38 PE, anti -
CD23 ECD - monociti (CD14+): antigen-prezentuju¢i (CD14+HLADR+), klasi¢ni
(CD14+CD16-), intermedijerni (CD14+CD16+), neklasi¢ni (CD14-CD16+), M1 monociti
(CD38+), M2 monociti (CD23+);

e anti - CD19 PE-Cy7, anti-HLA-DR PE - B limfociti (CD19+): antigen-prezentujuci
(CD19+HLADR+);

e anti - CD3 ECD, anti - CD56 PE, anti - CD57 FITC — NK ¢elije (CD3-CD56+):
neaktivirane (CD3-CD56+CD57-), aktivirane (CD3-CD56+CD57+);

e anti—Lyn FITC sa anti—- HLADR PE / anti - CD11c PerCP / anti - CD123 PE / anti -
CD83 PE - dendritske celije (Lyn-): ukupne: Lyn-HLA-DR+, mijeloidne (CD11c+),
plazmocitoidne (CD123+), aktivirane (CD83+).

U polistirenske epruvete za proto¢nu citofluorimetriju, dimenzija 12x75mm, obelezene
Sifrom pacijenta i kombinacijom antitela, sipano je na dno epruvete po 100uL periferne krvi sa
EDTA kao antikoagulansom. Potom je u svaku epruvetu dodato po 10uL odgovarajuéih antitela
za odredenu kombinaciju. Obelezeni uzorci su izmeSani na vorteksu i inkubirani 20 minuta na
temperaturi od +4°C u mraku. Po zavrSenoj inkubaciji, uzorci su podvrgnuti automatizovanoj
lizi eritrocita na aparatu TQ-Prep (Beckman Coulter, Brea, California, USA) koristec¢i
kombinaciju reagenasa Immunoprep (Beckman Coulter, Brea, California, USA). Ovu
kombinaciju ¢inili su Immunoprep 1 zaduzen za lizu eritrocita, Immunoprep 2 kao stabilizator
leukocita, a Immunoprep 3 koji ima ulogu fiksatora ¢elijske membrane. Pripremljeni uzorci
Cuvali su se u frizideru na 4°C do analize na proto¢nom citometru, najkasnije 24 ¢asa od
obelezavanja antitelima.
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Analiza obelezenih uzoraka sprovedena je na proto¢nom citofluorimetru FC500
Benchtop Cytometer (Beckman Coulter, Brea, California,USA) prikazanom na slici 11. Za
svaku kombinaciju antitela prikupljane su informacije od minimalno 10 000 mononuklearnih
leukocita, koje su analizirane softverom FlowJo verzija 10 (BD Bioscience, San Jose,
California, USA). Program raspolaze automatskom obradom fluorescencije ,,ograni¢ene* grupe
¢elija koja se iskazuje brojem i procentom pozitivnih celija, kao i ostalim parametrima
flouorescencije. Kako bi se odredile apsolutne vrednosti pojedina¢nih subpopulacija
mononuklearnih leukocita, koriS¢eni su podaci parametara krvne slike sa diferencijalnom
leukocitarnom formulom. Rezultati su graficki predstavaljeni u vidu tackastih dijagrama (engl.
dot-plot) i histograma fluorescencije.
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|

Slika 11. Originalne fotografije protocnog citofluorimetra FC500 Benchtop
Cytometer i aparata TQ-Prep (Beckman Coulter, Brea, California,USA)

REZULTATI

Analiza fenotipa mononuklearnih leukocita periferne krvi prema teZini klinicke slike
COVID-9

Proto¢nom citofluorimetrijom odredivan je fenotip mononuklearnih leukocita periferne
krvi kod pacijenata sa lak§im i tezim oblikom COVID-19. Znacajno veéi procenat
polimorfonukleara u kombinaciji sa nizim procentom mononuklearnih ¢elija bio je prisutan i
kod lako i kod tesko obolelih slucajeva u poredenju sa zdravim osobama, s tim da je uocena
razlika bila izraZenija medu tezim slucajevima. lako su kod lakih pacijenata svi parametri bili
blizu ili u opsegu normalnih vrednosti, procenat CD15+ ¢elija (neutrofili) bio je visi nego u
kontroli, a zastupljenost B limfocita (CD19+), monocita (CD14+), kao 1 pomoc¢nickih
(CD3+CD4+) i citotoksicnih (CD3+CD8+) T limfocita bila je niza. Veoma visoka vrednost
odnosa neutrofila i limfocita (17,4) kod pacijenata sa teskim oblikom bolesti odslikava porast
broja neutrofila (90,1%), smanjenje broja B limfocita (2,1%) i NK ¢elija (1,8%), a ujedno i
znacajan pad T limfocita (1,2%). I pomo¢nicki (0,8%) i citotoksi¢ni (0,1%) T limfociti bili su
zastupljeni u veoma niskom procenatu u perifernoj krvi, daleko ispod donje granice referentnog
opsega (tabela 24).

Odnos CD4/CD8 limfocita bio je tri puta visi kod tezih slucajeva u odnosu na kontrolu,
bez statisticke znacajnosti (tabela 24 i grafikon 68). Procenat monocita kretao se u opsegu
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referentnih vrednosti kod obe grupe COVID-19 pacijenata, ali je bio nizi nego u grupi zdravih
ispitanika.

Tabela 24. Relativni i apsolutni broj leukocita u perifernoj krvi kod zdravih
ispitanika, pacijenata sa blagom boles$¢u i pacijenata sa teSkim oboljenjem dobijenih
analizom proto¢ne citometrije

Kontrola Laksi oblik Tezi oblik p
PBL Md Opseg Md Opseg Md Opseg Md Opseg Md Opseg Md Opseg
(%) (%) (x109%mL) (x10%mL) (%) (%) (x109/mL) (x10%mL) (%) (%) (x109ml)  (x10%mL)
NelLy 12 1032 1,9 1426 17 1529 35 1952 174 goasq 152 2L3150 <0001
CD15+ 494 379-574 2,6 2.0-32 582 42.1-643 2,7 1.7-6.2 90,1 83.1-934 6,3 3.7-18.7 =0,0001
CD3+ 244  4.4-30,0 1.1 0.3-16 156 83-323 0,8 04-13 12 0.6-3,9 0,7 0-0.4 =0,0001
CD3+CD4+ 141 117-192 0,9 0.6-1.1 91 49111 0.4 0.2-0,9 08 0024 0,1 0-0.3 =0,0001
CD3+CD8+ 58 4997 0,3 0.2-06 25 0,7-31 0,1 0-0.2 0,1 0.1-14 0 0-0.1 =0.0001
CD4+/CD8+ 2,0 1,539 2,0 1.5-3.9 42 1.9-13.1 4,2 1.9-133 6,5 0.1-196 6 0-17 0,54
CD19+ 82 34-124 0,5 0,2-0,7 52 22170 0,3 0.1-1.7 2,1 1.6-3.,7 0,2 0,1-04 0.0032
CD3-CD56+ 4,2 4,1-103 03 0,2-06 6,3 3,1-85 0,3 0,2-0,6 1,8 1.1-25 0,1 0,1-04 0.016
CD14+ 8,7 49-114 0,5 0.3-08 7,7 58110 0,4 0.-0.8 53 23115 0,5 0.2-1,1 0.042
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Grafikon 68. Proto¢na citofluorimetrijska analiza T ¢elija iz leukocita periferne
krvi kontrolne grupe i COVID-19 pacijenata sa lakom (LB) i teSkom (TB)
klinickom slikom. Strategija ograni¢avanja: limfociti su selektovani na osnovu
FS/SS karakteristika; T limfociti su identifikovani na osnovu ekspresije CD3
markera. (B) Pseudokolorni dijagram CD3 vs. CD8 predstavlja CD3+CD8+ ¢elije;
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(C) Pseudokolorni dijagram CD3 vs. CD4 predstavlja CD3+CD4+ ¢elije u
populaciji T limfocita u kontroli i grupi pacijenata.

U populaciji NK ¢elija (CD3-CD56+) odredivana je ekspresija CD57 molekula, kao
markera sazrevanja i aktivacije NK ¢elija. Promena broja NK ¢elija bila je statisticki znacajna
medu grupama (p=0,016). U odnosu na kontrolu, laksi slucajevi su imali ve¢i broj NK celija
(6,3% naspram 4,2% u kontroli), ali priblizno isti procenat CD57+ celija (1,1% u blagim
slucajevima; 1,2% u kontroli), dok su medu tezim sluc¢ajevima i ukupan broj NK ¢elija i
procenat aktiviranih ¢elija bili nizi (1,8% 1 0,5%) (grafikon 69), iako nije postignuta statisticka
znacajnost.
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Grafikon 69. Razlike u populacijama NK ¢elija u zavisnosti od tezine bolesti.
A) na stubiCastom grafikonu predstavljen je procenat NK ¢elija medu leukocitima
periferne krvi i odnos CD57- CD57+ celija unutar populacije NK Celija.
B) Strategija ograni¢avanja: limfociti su selektovani na osnovu FS/SS
karakteristika; NK ¢elije su ogranic¢ene kao CD3 i CD19 negativne celije; C) NK
¢elije su definisane kao aktivirane na osnovu koeskpesije CD57 markera.

Dalja analiza je pokazala da je procenat ¢elija koje eksprimiraju HLA-DR bio skoro dva
puta manji medu lakim slucajevima nego u kontroli (8,1% naspram 14,9%) i 6,5 puta manji u
teskim slucajevima (2,3%), sa statistickom znacajno$c¢u p<0,0001. Smanjenje ekspresije HLA-
DR utvrdeno je i kod monocita (8,2%—Kkontrola; 5,7%—Ilaki slucajevi; 2,5%—teski slucajevi,
p<0,0001) i B limfocita (5,3%— kontrole; 2,6% —Iaki slucajevi; 0,7% — teski slucajevi, p=
0,014), uz izrazeniji pad u grupi teskih slucajeva (grafikon 70).
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Na stubicastom dijagramu prikazan je procenat HLA-DR™ ¢elija medu leukocitima
periferne krvi; B) Na FSC/SSC tackastom dijagramu (engl. dot plot) obeleZeni su
leukociti 1 iskljucen celijski debris; C) Preklopljeni histogrami predstavljaju
ekspresiju HLA-DR u populaciji leukocita u kontroli (zeleno), LB (plavo) i TB
(crveno). D) Stubicasti dijagram 1 reprezentativni pseudokolorni dijagrami na
kojima je prikazan procenat HLA-DR* i HLA-DR" ¢elija u populaciji monocita; E)
Stubicasti dijagram i reprezentativni pseudokolorni dijagrami na kojima je prikazan
procenat HLA-DR™ i HLA-DR" éelija u populaciji B limfocita.

Procentualni odnos dendritskih ¢elija (Lyn-HLADR+) se nije mnogo razlikovao izmedu
kontrolne grupe i lakih slucajeva. Medutim, u grupi lakih slucajeva izmeren je manji broj
plazmacitoidnih (CD123+) DCs (0,6% prema 1,4% u kontroli, p=0,0017), ve¢i broj mijeloidnih
(CD11s+) DCs (1,0% naspram 0,2% u kontroli, p=0,0047) i DCs koje eksprimiraju molekul
CD83, kao marker aktivacije antigen-prezetuju¢ih ¢elija (0,7% naspram 0,5% u kontroli)
(grafikon 71). Nasuprot tome, broj CD11+ DCs bio je prakti¢no zanemarljiv kod teskih
pacijenata, a procenat aktiviranih i plazmacitoidnih DCs bio je nizi nego u grupama lakih
slucajeva i kontroli.
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Grafikon 71. Razlike u subpopulacijama dendritskih ¢elija medu lakim (LB) i
teSkim (TB) pacijentima. Na stubicastim dijagramima (levi panel) 1
reprezentativnim pseudokolornim dijagramima (desni panel) predstavljeni su
procenti: A) dendritskih ¢elija ukupno; B) mijeloidnih DCs (mDCs);
plazmacitoidnih DCs (pDCs) i aktiviranih DCs u populaciji dendritskih éelija u
kontroli i grupi pacijenata.

Prac¢enjem relativnog nivoa ekspresije povrsinskih molekula CD14 i CD16, ispitan je
odnos subpopulacija monocita: klasi¢nih, intermedijernih i ne-klasi¢nih (grafikon 72). U
odnosu na kontrolu, procenat klasi¢nih monocita (CD14"9"CD16-) bio je veéi kod laksih
slu¢ajeva, a jo§ veéi medu teSkim slucajevima sa statistiCkom znacajnoséu (86,0% - kontrola,
89,2% - laki i 94,8% - teski, p=0,033), dok je procenat intermedijernih (CD14"9"CD16+) i ne-
klasi¢nih monocita (CD14'°“CD16+) opadao sa tezinom bolesti (intermedijerni: 5,5% -
kontrola, 3,6% - laki i 1,9% - teski, p=0,14; ne-klasi¢ni: 8,6% - kontrola, 7,2% - laki i 3,3% -
teskih, p=0,0057).
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Grafikon 72. Procentualni odnos subpopulacija monocita je izmenjen kod COVID-
19 pacijenata. A) Na stubicastom dijagramu predstavljen je procenat klasi¢nih,
intermedijernih i ne-klasi¢nih subpopulacija monocita u kontroli i grupi pacijenata.
Reprezentativni zebra plotovi prikazuju subpopulacije monocita u B) kontroli; C)
grupi pacijenata sa lakom (LB); i D) teSkom (TB) klini¢kom slikom.

Zatim, ispitana je polarizacija monocita u M1 i M2 fenotip, targetiranjem CD38 kao
markera M1 monocita 1 CD23 tipicnog za M2 monocite. U populaciji monocita kod teSkih
slucajeva, bio je prisutan veci procenat CD38+ monocita (98,3% prema 94,1% u kontroli i
93,3% kod lakih slu¢ajeva, p=0,039), ali 1 drasti¢no veci procenat CD23+ Celija (10,1% prema
1,5% u kontroli i 1,6% kod lakih slu¢ajeva, p=0,0032). Treba napomenuti da su svi monociti
pozitivni na CD23 istovremeno bili pozitivni i na CD38 marker (grafikon 73).
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Grafikon 73. Ekspresije CD38 i CD23 markera u populaciji monocita zdravih
kontrola, pacijenata sa lakom i teSkom klini¢kom slikom. Stubicasti grafikoni (levi
panel) i reprezentativni pseudokolorni dijagrami (desni panel) prikazuju procenat
(A) CD38+, (B) CD23+ i (C) dvostruko pozitivnin CD23 + CD38 + ¢elija u
populaciji monocita u kontroli, grupi pacijenata sa lakom (LB) i teSkom (TB)
klinickom slikom.

CY
1 10

Celije koje su koeksprimirale CD23 i CD38 bile su odsutne u subpopulaciji klasi¢nih
monocita i u kontrolnoj grupi i grupi pacijenata, ali su bile prisutne u intermedijernim i ne-
klasi¢énim subpopulacijama kod pacijenata, posebno kod teskih pacijenata (intermedijerni:
5,9%—Kkontrola, 21,5%—Dblagi, 27,7%—teski slucajevi, p=0,17; ne-klasi¢ni: 3,6% —kontrola,
17,1%—blagi, 48,5%—teski slucajevi, p=0,0021; grafikon 74).
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Grafikon 74. Mesovit M1/M2 fenotip dominira u subpopulaciji intermedijernih i
ne-klasi¢énih monocita kod teskih (TB) pacijenata. Na stubicastim dijagramima je
predstavljen procenat CD38+, CD23+ i duplo pozitivnih CD23+CD38+ ¢elija
medu A) klasi¢nim; B) intermedijernim i C) ne-klasi¢énim monocitima u kontroli,
LB i TB pacijentima.

DISKUSIJA

COVID-19 je tre¢a po redu novonastala zarazna bolest izazvana koronavirusom u 21.
veku. Virus je prenesen sa Zivotinjskog rezervoara i naisao je na imunoloski nespremno ljudsko
stanovni$tvo. Mnoga istrazivanja su opisala promene u prirodnom i steCenom imunoloskom
odgovoru kod pacijenata zarazenih SARS-CoV-2 virusom, ali jo§ uvek ima mnogo nepoznatih.
U nasSoj studiji smo analizirali osnovne karakteristike pacijenata obolelih od COVID-19 i
analizirali promene u populacijama perifernih krvnih ¢éelija u odnosu na zdrave kontrolne
ispitanike.

Limfopenija je jedan od najuocljivijih markera COVID-19, a javlja se kao rezultat
smanjenja broja svih populacija limfocita, ukljuc¢uju¢i CD4+ i CD8+ T ¢elije, B ¢elije i NK
¢elije. U skladu sa nasim rezultatima, Zhou i saradnici [317] su opisali znacajno smanjenje broja
CD4+ T limfocita kod pacijenata sa blagim 1 teSkim oblikom, dok je smanjenje broja CD8+
¢elija bilo izrazenije kod pacijenata sa tesSkim oblikom. Medutim, u literaturi je opisano i da je
smanjenje broja CD4+ T ¢elija mnogo vece kod teskih slucajeva [318]. Mi smo pronasli veci
pad u CD8+ populaciji u odnosu na CD4+ podpopulaciju, kao i smanjenje u procentu B ¢elija,
Sto je bilo izrazenije kod pacijenata sa tezim oblikom. VaZzno je napomenuti da je smanjenje
frekvencije svih populacija limfocita izraZenije kod pacijenata sa COVID-19 u poredenju sa
pacijentima sa pneumonijom druge virusne etiologije [319]. Jedan od mogucih uzroka
limfopenije je zadrzavanje limfocita u pluénom parenhimu, na mestu infekcije. Autopsije
COVID-19 pacijenata pokazale su da su infiltrirajuce c¢elije uglavnom bile monociti i
makrofagi, sa multinuklearnim gigantskim c¢elijama uz limfocite, uglavnom CD4+ T ¢elije, u
manjem broju [320]. Druga ispitivanja su, takode, pokazala da je broj zajeni¢kih mijeloidnih
progenitora u koStanoj srzi i limfocita u slezini i limfnim ¢vorovima znacajno smanjen. Ovi
podaci ukazuju na to da se limfopenija ne moze pripisati samo redistribuciji limfocita u tkivima
i naglasavaju moguci direktan uticaj virusa na imunske celije. Poznato je da MERS-CoV
direktno inficira ljudske T limfocite i aktivira spoljasn;ji ili unutra$nji put apoptoze, ali se ne
replikuje. lako se ACE2, kao glavno mesto vezivanja SARS-CoV-2, nisko ili ne eksprimira
ekspimira na limfocitima, nedavna istrazivanja su dokumentovala novi nacin na koji SARS-
CoV-2 invadira ¢elije. Naime, primeceno je da SARS-CoV-2 moze inficirati limfocite putem
interakcije S proteina sa CD147 markerom limfocita, koji je visoko eksprimiran na aktiviranim
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T i B ¢Celijama, ali i na dendritskim ¢elijama, monocitima i makrofagima [321-322]. Ipak, jos
uvek nije razjaSnjeno da li virus izaziva direktne citopatoloske efekte.

NK ¢elije, kao deo urodenog imuniteta, pruzaju kljuénu ranu zastitu protiv virusnih
infekcija. Za razliku od drugih istrazivanja [323-325], na$i rezultati su pokazali da je kod
pacijenata sa blagom COVID-19 infekcijom procenat ukupnih NK ¢elija bio veci u poredenju
sa kontrolnom grupom, a procenat aktiviranih ¢elija je bio jednak, ali su u slu¢ajevima teske
bolesti ukupne i aktivirane NK ¢elije bile znacajno desetkovane. U literaturi je opisano da je,
izmedu ostalog, za aktivaciju NK ¢elija potreban IFN tip | [326]. Nizak procenat dendritskih
¢elija kod teskih pacijenata, kako je opisano u nasim rezultatima, moze doprineti Smanjenoj
sekreciji IFN tipa I, sto dovodi do smanjenja aktivacije NK ¢elija. Osim toga, prekomerna
produkcija 1L-6 igra ulogu u smanjenoj aktivnosti NK ¢elija u modelima imitirane virusne
infekcije in vivo [327]. Danas je ve¢ dobro poznato da je nivo IL-6 visok kod pacijenata sa
teSkom COVID-19 infekcijom [328], a pored toga i negativno korelira sa brojem 1 aktivnosc¢u
NK ¢elija [323]. Stavise, neki autori su primetili povisenu ekspresiju inhibicijskog receptora
NKG2A na NK ¢elijama u ranim stadijumima COVID-19 infekcije [324].

Promene na nivou ¢elija koje povezuju urodeni i steCeni imunski odgovor, ali i regulisu
ste¢eni imunski odgovor, mogu biti odgovorne za smanjenje broja i funkcije limfocita. Kljué¢nu
ulogu u regulisanju imunskog odgovora i prezentaciji antigena imaju DCs. Opisano je nekoliko
nacina na koje virusi uti¢u na adekvatan odgovor DCs [329]. U nasoj studiji, utvrdili smo da je
procenat ukupnih DCs, kao i procenat mijeloidnih i aktiviranih DCs, bio vi$i u blagim
slu¢ajevima u odnosu na kontrolnu grupu, $to ukazuje na ocuvanu funkciju prezentovanja
antigena. Takode, Cao i saradnici [330] su pokazali da u eksperimentima diferencijacije
monocita u mDCs pod uticajem virusa influence, ove ¢elije, za razliku od klasi¢nih mDCs, luce
hemokine za monocite i IFN tip I. S druge strane, medu teskim slu¢ajevima, procenat ukupnih
DCs i analiziranih subpopulacija bio je nizi. Funkcionalna analiza aktivacije DCs u SARS-CoV
infekciji je bila neodredena, prikazujudi i aktivaciju [331] i odsustvo aktivacije [332]. Posledica
niske aktivacije dendritskih ¢elija je nedostatak kostimulatornih molekula koji su neophodni za
prezivljavanje tokom TCR angaZmana, Sto delimi¢no objaSnjava smanjenje T limfocita koji
umiru apoptozom u odsustvu adekvatnih signala. Smanjen procenat plazmacitoidnih
dendritskih ¢elija koje smo pronasli kod oba tipa pacijenata, blagih i teskih, sugerise da je
adekvatan odgovor na virusnu infekciju duboko narusen, s obzirom da plazmocitoidne DC
predstavljaju glavni izvor IFN tipa I. Sli¢an efekat primecen je i kod SARS-CoV infekcije, gde
DCs nisu uspele da pokrenu snazan odgovor IFN tipa I, impliciraju¢i da virus zaobilazi
aktivaciju urodenog imunog sistema [333]. SARS-CoV je takode izazvao umereno povecanje
produkcije IL-6 u DCs [334].

Eksprimiranje HLA-DR molekula je ograniceno na Celije koje se ponaSaju kao antigen-
prezentujuce Celije. Stoga, stepen ekpresije HLA-DR molekula na monocitima i B-¢elijama
ukazuje na njihovu sposobnost za prezentovanje antigena. U nasoj studiji, ukupna ekspresija
HLA-DR molekula na perifernim mononuklearnim ¢elijama bila je izuzetno smanjena u obe
grupe COVID-19 pacijenata - blagih i teSkih. Smanjenje ekspresije HLA-DR molekula na
monocitima u infekciji SARS-CoV-2 opisano je i u drugim studijama [335, 336]. Treba istaci
da smo takode utvrdili smanjenje ekspresije HLA-DR molekula na B limfocitima. U na$oj
kohorti, ekpresija HLA-DR molekula bila je ¢ak 6,5 puta manja kod teskih pacijenata. Supresija
ekspresije HLA-DR molekula na monocitima ispod grani¢ne vrednosti (<30% HLA-DR+
monocita) prihvacena je kao definicija imunoparalize koja se javlja u smrtonosnim stanjima
poput sepse i predstavlja predispoziciju za superinfekciju razli¢itim patogenima [337].
Giamarelos-Burbulis i saradnici [336] su predlozili da je jedan od okidaca smanjenja ekspresije
HLA-DR molekula koncentracija IL-6, zasnovano na pronalasku da je koncentracija IL-6
reciproc¢na ekspresiji HLA-DR molekula.
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Procenat monocita kod pacijenata sa COVID-19 bio je u normalnom rasponu, ali analiza
proto¢nom citofluorimetrijom pokazala je da se razlikuju od zdravih osoba. Iako nismo pronasli
populaciju monocita FSC"9" j SSCM9" koju opisuju neki autori [335, 338], otkrili smo da je
odnos izmedu odredenih subpopulacija monocita izmenjen kod pacijenata u poredenju sa
kontrolnom grupom. Medu slucajevima teske bolesti otkrili smo smanjenje intermedijernih
(CD14M"CD16+) i ne-klasi¢nih (CD141°"CD16+) monocita, zajedno sa povecanjem udela
klasi¢nih (CD14M"CD16-) monocita. Sliéna redistribucija subpopulacija monocita bila je
prisutna 1 kod blagih slucajeva, ali u manje izrazenoj meri. U perifernoj krvi zdravih ljudi,
klasi¢ni monociti su glavna populacija monocita (80-95%) [339]. Glavna funkcija ovih
takozvanih "inflamatornih" monocita je fagocitoza i lu¢enje proinflamatornih citokina. Osim
toga, oni su primarni izvor monocita koji se diferenciraju u dendritske ¢elije i tkivne makrofage.
Intermedijerni monociti (2-8%), koji takode imaju inflamtorna svojstva, su glavni proizvodaci
ROS-a i imaju najvecu ekspresiju MHC II klase molekula (HLA-DR), §to ih ¢ini ¢elijama
specijalizovanim za prezentovanje antigena. Ne-klasi¢éni monociti (2-11%) su “patrolni”
monociti koji putuju kroz krvne sudove kako bi skupljali mrtve Celije i patogene. U kontaktu sa
infektivnim agensima, oni proizvode proinflamatorne citokine i hemokine koji regrutuju
neutrofile 1 zatim Ciste nastali debris i promoviSu zarastanje i popravku tkiva. Tokom
inflamacije, ne-klasi¢ni monociti mogu da izlaze iz krvnih sudova i diferenciraju se u
makrofage u tkivu zahva¢enom inflamacijom. Tri subpopulacije monocita imaju razli¢ite uloge
u odgovoru na razli¢ite stimuluse, tj. tokom homeostaze, inflamacije i popravke tkiva. Trenutni
rezultati su delimi¢no suprotni, ali ipak nasi zakljucci se podudaraju sa mnogim prethodno
objavljenim nalazima [340-342]. Znac¢ajan pad intermedijernih i ne-klasi¢nih monocita u krvi,
posebno kod teSkih pacijenata, moZe biti rezultat migracije monocita u pluca, kako je opisano
od strane Sancez-Cerilo i saradnika [342]. Ova hipoteza se potkrepljuje ¢injenicom da je 70%
LB pacijenata i 10% TB pacijenata koje smo analizirali imali difuzna pneumoni¢na Zarista. Za
razliku od nasih rezultata, Zhang i Zhou [317,338] su pronasli povecanje broja CD16+ monocita
kod COVID-19 pacijenata. Divergencija imunoloskog odgovora moze biti posledica virusnih
mutacija. Naime, nekoliko izvestaja ukazuju na to da se zbog brzog Sirenja SARS-CoV-2 virusa
diljem zemalja, pojavljuju nove mutacije u razli¢itim delovima genoma, Sto ukazuje na
prisutnost razli¢itih sojeva virusa u Evropi i Aziji, pri ¢emu su evropski sojevi virulentniji [343-
346]. Takode, opisane su i razlike u redistribuciji mononuklearnih ¢elija izmedu polova [347].

CD38 je multifunkcionalni protein koji se eksprimira na ¢elijama urodenog i steCenog
imuniteta. Konstitutivna ekspresija CD38 na monocitima u perifernoj krvi se povecava u
inflamatornim uslovima, a povecanje gustine ovog proteina na povrSini Celije doprinosi
proinflamatornom fenotipu monocita [348]. Ekspresija CD23, nisko afinitetnog receptora za
IgE, kod ljudskih monocita se poveéava pod dejstvom IL-4 i predstavlja antiinflamatorni
fenotip [349]. Stoga, kako bi se dalje definisale funkcionalne promene u subpopulacijama
monocita tokom infekcije, posmatrali smo eksprimiranje povrSinskih molekula CD38 i CD23.
Nasi rezultati ukazuju na visoku ekspresiju kako CD38, tako i CD23 na monocitima kod
pacijenata sa teSkom boles¢u. Dok su u kontrolnoj grupi dvostruko pozitivne ¢elije bile odsutne
ili prisutne u vrlo niskom procentu, kod pacijenata sa COVID-19 pronaden je veliki broj
monocita koji koeksprimiraju CD23 i CD38 u intermedijernoj i ne-klasi¢noj subpopulaciji.
Vazno je napomenuti da su kod TB pacijenata u obe subpopulacije gotovo sve CD23+ celije
bile pozitivne i za CD38. Koncept M1 i M2, pro- i anti- inflamatornih monocita, koji odrazava
polarizaciju makrofaga u M1/M2, predstavili su Fukui i saradnici [350]. Od tada, ovaj koncept
je prihvacen od drugih istrazivaca [351-353]. MeSani M1/M2 fenotip je opisan u hroni¢nim
infekcijama, autoimunim bolestima, kanceru i poremecajima koji su povezani sa fibrozom
[354]. Pretpostavlja se da ovi monociti imaju i proinflamatorne i reparatorne funkcije.
Redistribucija subpopulacija monocita, s M1/M2 neklasicnim monocitima koji preferencijalno
migriraju u pluca [334], moglo bi da promovise 1 inflamaciju i fibrozu kao mehanizam za
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popravku tkiva. U skladu s tim, fibroza pluc¢a kao komplikacija teskog COVID-19, takode,
moze biti znacajan uzrok smrti kod pacijenata sa COVID-19 [355]. Imajuci u vidu centralnu
ulogu koju monociti igraju u patogenezi citokinske oluje u oste¢enju pluca kod COVID-19,
ovde predstavljamo potvrdu nekih ve¢ dostupnih dokaza i dodajemo neke novine o zna¢ajnim
fenotipskim promenama monocita kod pacijenata sa COVID-19.

S obzirom na prethodna saznanja i na osnovu nasih rezultata, mozemo pretpostaviti da
virus SARS-CoV-2 uzrokuje razaranje imunolos§kog odgovora, ali su nastale promene razlicite
kod blagih i teSkih pacijenata. Kod pacijenata koji nisu razvili teSke simptome, smanjenje broja
limfocita je manje, a urodeni imunitet je oCuvan. Uprkos smanjenju procenta B ¢éelija i monocita
koji eksprimiraju HLA-DR, broj ukupnih DCs ¢elija, mDCs ¢elija i aktiviranih DCs ¢elija je
veéi nego u kontrolnoj grupi, Sto upucuje na o¢uvanost funkcija ovih ¢elija. NK ¢elije, koje
igraju kljuénu ulogu u odbrani organizma od virusnih infekcija, takode su prisutne u ve¢em
broju, a aktivirane NK ¢elije su prisutne u istom broju kao i kod zdravih osoba. U populaciji
monocita, ekspresija M2 markera CD23 je niska, kao kod zdravih kontrola. S druge strane, kod
teskih slucajeva, pogodena su oba ogranka imunske odbrane, i urodeni i steceni. Broj T i B
limfocita dramati¢no se smanjuje, kao i broj NK i DCs ¢elija (ukupnih i aktiviranih). Broj ¢elija
koje eksprimiraju HLA-DR je drasti¢no manji kod teskih slucajeva, Sto odslikava nesposobnost
antigen-prezentujucih celija da aktiviraju T-limfocite. Virus, takode, uti¢e i na populaciju
monocita. Zastupljenost intermedijernih i neklasi¢nih monocita je smanjena, $to upucéuje na
naruseno funkcionalno sazrevanje. Povecanje procenta ¢elija koje su koeksprimirale markere
M1 i M2 monocita ukazuje na prolongiranu inflamaciju i razvoj fibroze kao mehanizma
reparacije, §to oSte¢uje pluéni parenhim i potencijalno povecava rizik od losijih klinickih
ishoda. Sveukupno, na$i rezultati ukazuju na deterioraciju odbrane domacina kod teSkih
pacijenata i promenjen, ali efikasniji imunski odgovor kod pacijenata s lakim/umerenim
simptomima.
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PRILOG 2

U tabelama 25 i 26 je predstavljena distribucija celija bele krvne loze prema alelima, genotipovima i genotipskim grupama ispitivanih
polimorfizama na IFNL3 i IFNL4 lokusu. Medu ispitivanim parametrima, ukupni broj leukocita se zna¢ajno razlikovao medu alelima IFNLA4.

Preciznije, prisustvo divljeg alela povezano je sa ve¢im brojem leukocita.

Tabela 25. Distribucija ¢elija bele krvne loze prema polimorfizmima na IFNL3 lokusu

WBC (x10°) Neutrofili (%) Limfociti (%) N/L Monociti (%)
Md (IQR) p Md (IQR) p Md (IQR) p Md (IQR) p Md (IQR) p
IFNL3
Aleli
T 6,21(4,60-8,00) 75,00(63,52-85,00) 15,00(8,58-23,60) 5,33(2,64-9,90) 8,00(5,10-11,48)
rs8099917 G 5,00(4,08-7,65) 0.097 71,00(62,00-84,00) 0402 16,00(8,65-26,67) 0,390 4,19(2,36-9,88) 0,462 8,30(6,24-11,33) 0.207
A 6,23(4,69-8,00) 76,40(64,00-85,00) 15,00(8,50-23,00) 5,40(2,68-10,00) 8,00(5,20-11,00)
(512980275 G 5,78(4,19-7,90) 0,660 72,00(61,80-84,24) 0440 16,15(8,79-26,67) 0.170 4,35(2,38-9,88) 0,355 8,47(6,00-11,87) 0,060
Genotipovi
TIT 6,52(4,99-8,35) 75,00(61,80-84,72) 13,00(7,50-23,00) 5,03(2,65-9,95) 7,00(4,00-11,00)
rs8099917 T/G 5,01(4,20-7,65) 0,175 73,30(62,00-84,00) 0,504 13,70(8,65-23,63) 0,710 5,33(2,59-9,76) 0,697 8,37(6,05-11,00) 0,331
GIG 6,7(3,51-8,32) 65,00(58,95-74,00) 18,91(6,80-28,23) 3,15(1,99-9,88) 7,50(5,64-11,50)
A/A 6,60(5,20-9,35) 75,00(63,77-84,00) 13,00(7,25-22,01) 5,47(3,06-10,00) 7,00(4,00-11,00)
rs12980275 A/lG 5,88(4,20-7,71) 0,086 73,00(61,25-84,72) 0,670 13,40(8,15-25,23) 0,370 5,13(2,38-9,89) 0,607 8,00(5,10-11,00) 0,099
GIG 5,80(3,63-9,65) 67,01(61,15-76,30) 18,46(10,00-28,23) 3,52(2,21-7,98) 9,90(7,00-13,50)
Genotipske grupe
Dominantni geneti¢ki model
TIT 6,52(4,99-8,35) 75,00(61,80-84,72) 13,00(7,50-23,00) 5,03(2,65-9,95) 7,00(4,00-11,00)
rs8099917 T/G+G/G  5,02(4,18-7,92) 0,066 72,00(61,71-84,00) 0,668 15,00(8,15-24,51) 0,440 4,93(2,42-9,88) 0.622 8,10(6,05-11,00) 0.148
A/A 6,00(5,20-9,34) 75,00(63,76-84,00) 13,00(7,25-22,01) 5,47(3,06-10,00) 7,00(4,00-11,00)
rs12980275 A/G+G/G  5,88(4,20-7,90) 0.072 72,00(61,25-84,24) 0,585 15,00(8,15-25,54) 0.230 4,63(2,38-9,89) 0,463 8,00(5,80-11,28) 0.172
Recesivni genetic¢ki model
TIT+T/IG  6,20(4,45-8,05) 74,00(62,00-84,24) 13,00(8,00-23,00) 5,33(2,64-9,89) 8,00(5,00-11,00)
rs8099917 GIG 5,8(3,63-9,65) 0.751 65,00(58,94-74,00) 0,242 18,91(6,80-28,23) 0610 3,15(1,99-9,88) 0.416 7,50(5,64-11,50) 0,880
A/A+A/G  6,21(4,44-8,05) 74,00(61,60-84,48) 13,00(8,00-23,00) 5,33(2,62-9,90) 7,75(4,90-11,00)
rs12980275 G/G 5,80(3,63-9,65) 0.679 67,01(61,15-76,30) 0404 18,46(10,00-28,23) 0.207 3,52(2,21-7,98) 0,390 9,90(7,00-13,50) 0,058




Tabela 26. Distribucija ¢elija bele krvne loze prema polimorfizmima na IFNL4 lokusu

WBC (x10°) Neutrofili (%) Limfociti (%) N/L Monaciti (%)
Md (IQR) p Md (IQR) p Md (IQR) p Md (IQR) p Md (IQR) p
IFNL4
Aleli
C 6,25(4,69-8,00) 75,80(64,00-85,00) 15,00(8,50-23,00) 5,40(2,79-10,00) 8,00(5,66-11,00)
rs12979860 T 5,56(4,14-7,59) 0,037 74,50(61,51-884,24) 0430 16,14(8,79-26,67) 0.140 4,35(2,38-9,88) 0,314 8,10(6,00-77,87) 0.137
TT 6,25(4,60-8,00) 75,80(64,00-85,00) 15,00(8,58-23,00) 5,40(2,80-9,90) 8,00(5,66-11,00)
15368234815 AG 5,56(4,15-7,59) 0,043 71,50(61,51-84,72) 0491 16,15(8,44-26,67) 0.170 4,35(2,38-9,89) 0,376 8,10(6,00-11,87) 0.178
Genotipovi
c/ic 6,60(5,17-9,45) 75,00(63,77-84,50) 13,00(7,00-22,01) 5,40(3,06-10,04) 7,45(4,00-10,92)
rs12979860 CIT 5,88(4,20-7,56) 0,073 73,00(61,42-84,00) 0,683 13,00(8,58-24,95) 0,290 5,47(2,43-9,89) 0,536 8,00(5,20-11,00) 0,286
TIT 5,40(3,56-8,60) 65,02(59,00-79,00) 21,20(8,30-29,60) 3,28(1,99-9,88) 8,30(7,00-12,00)
TT/TT 6,60(5,09-9,35) 75,00(63,52-84,00) 13,00(7,25-22,01) 5,40(3,06-10,00) 7,90(4,00-10,92)
rs368234815 TT/AG 5,88(4,24-7,56) 0,094 73,00(61,42-84,48) 0,701 13,00(8,00-24,95) 0,330 5,47(2,43-9,89) 0,574 7,70(5,20-11,00) 0,335
AG/AG 5,40(3,56-8,60) 65,02(59,00-79,00) 21,20(8,30-29,60) 3,28(1,99-9,88) 8,30(7,00-12,00)
Genotipske grupe
Dominantni geneti¢ki model
c/ic 6,60(5,17-9,45) 75,00(63,77-84,50) 13,00(7,00-22,01) 5,40(3,06-10,04) 7,45(4,00-10,92)
rs12979860 CIT+TIT 5,78(4,20-7,62) 0.023 72,21(61,08-84,00) 0,606 15,00(8,30-25,50) 0.240 4,74(2,42-9,88) 0.467 8,00(5,66-11,65) 0.244
TT/TT 6,60(5,09-9,35) 75,00(63,52-84,00) 13,00(7,25-22,01) 5,40(3,06-10,00) 7,90(4,00-10,92)
15368234815 TT/AG + AG/AG  5,78(4,20-7,62) 0,030 72,21(61,08-84,48) 0,676 15,00(8,00-25,50) 0.320 4,74(2,42-9,89) 0,582 8,00(5,66-11,65) 0.336
Recesivni geneticki model
C/C+CIT 6,21(4,46-8,05) 74,00(62,00-84,00) 13,00(8,00-23,00) 5,40(2,64-9,89) 7,80(5,00-11,00)
rs12979860 TIT 5,40(3,56-8,60) 0414 65,02(59,00-79,00) 0410 21,20(8,30-29,60) 0.180 3,28(1,99-9,88) 0,306 8,30(7,00-12,00) 0.172
TT/TT+TT/AG  6,21(4,46-8,05) 74,00(62,00-84,00) 13,00(8,00-23,00) 5,40(2,64-9,89) 7,80(5,00-11,00)
23481 414 41 1 172
5368234815 AG/AG 5,40(3,56-8,60) ' 65.02(500079.00) **° 2120(8302060) ™ 328190088 % 830(7,00-12,00

164



BIOGRAFIJA AUTORA
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Oépazay 1

H3JABA AYTOPA O OPHTHHA/THOCTH IOKTOPCKE JHCEPTAJHJE

H3jaBsbyjeM aa AOKTOPCKa JUCePTalyja NMoj HaCJOBOM:

,»YTHuaj nonuMopdusma ACE2, IFNL3 v IFNL4 rena Ha TEXWHY KIMHHYKE CIIMKE ¥ MCXOA

COVID-19%

NPEACTaB/ba OPUSUHATHO  AYMOPCKO Oelo HacTalo Kao pesynTar CconcmeeHoz

UCMpadscusaukoz paoa.

Osom H3zjasom makolie nomephyjem:

e [acaM jedunu aymop HaBeJeHe JOKTOPCKE IUCEpTaLuje,
e |3 y HABENEHO] JOKTOPCKO]j IMCEPTALIH] M HUCAM USEPUIUO/AA Nospedy aYTOPCKOT HUTH
JpYTOT MpaBa WHTEJNEKTYATHE CBOJUHE APYTHX JIMLIA,

V Kparyjeuy, 24.11.2023. roauxe

Mowserd”

IOTITHC ayTopa




Obpazay 2

H3JABA AYTOPA O HCTOBETHOCTH LITAMIIAHE H EJTIEKTPOHCKE BEP3HJE
AOKTOPCKE JHCEPTAIJHJE

Hsjaspyjem na cy mraMnasa M eJicKTPOHCKA BEP3Hja JOKTOPCKE AUCEPTALM]E IO HACTIOBOM:

»Y THIA] nomumopduama ACE2, IFNL3 u IFNL4 resa Ha TeXuHY KIMHHYIKE CITHKE A HCXOX
COVID-19%

HCTOBETHE.

V Kparyjerwy, 24.11.2023. ronuse

W0t

HOTIAC ayTopa



Obpaszay 3

H3JABA AYTOPA O HCKOPHIIITBABAILY IOKTOPCKE JIHCEPTAIIHIE

Ja, Cawa Matuh,

A03BOJbaBaM
l:l HE I03BOJbABaM

YHuBep3uTeTcKoj 6uGmMoTenw y Kparyjesiy fa HauMHH [Ba TpajHa YMHOXEHA NPHMEpPKA Y

€JIeKTPOHCKO] (POPMH JOKTOPCKE JUCEPTAIMje IO HACTOBOM:

»YTHIaj nomamopdusma ACE2, IFNL3 u IFNL4 reHa Ha TeXHHY KIHHUYKE CIHKE H HCXOX
COVID-19¢

U TO y LEJIHHH, Kao H Jia 0 jeJIlaH IPHMEepaK TaKO yMHOXEHE JOKTOPCKE JUCEpTalHje Y IHHH
TP&jHO JOCTYIIHMM jaBHOCTH IIyTEM IMIHTATHOT DENO3HTOPHjyMa YHHBED3HTETa Y
KparyjeBiry 1 IeHTpaITHOT PENO3UTOPHjyMa HAIEKHOT MAHHCTAPCTBA, TAKO Ja IPHIIATHHIH
JaBHOCTH MOTY HAYHHHTH TpajHE YMHOXEHE HPHMEPKE y €IEKTPOHCKOj (OpMH HaBeneHe

JIOKTOPCKE IUCEepTanyje IyTeM npey3uMarsd.

Osom UsjaBomM Takohe

@ JI03BOJBABAM
D He JJ03BOJbaBaM !

! Vkonnko ayTop u3abepe 1a He 103BOJM NPHNAAHHLIMMA JABHOCTH A8 TAKO AOCTYIIHY JMOKTOPCKY AHCEPTALM]Y
KOpHCTE NoA ycnoBuMa yTephenum jeom o Creative Commons THUEHLH, TO HE HCKIbYUYje TIPABO NPHIALHHKA
JaBHOCTH Jla HaBe/IeHy IOKTOPCKY MHCEPTALlM]y KOPHCTE Y CKIaiy ca oipeidama 3aKona 0 ayTOPCKOM H CPOIHHM
npaBuMa.



NPUIIIHKUIMMA JABHOCTH JIa TAKO IOCTYNHY JIOKTOPCKY JIMCEPTAIM]y KOPHCTE ITO/1 YCIAOBHMA

yrBphenum jearom o cneachux Creative Commons nuucsum:

1) AyropctBo

2) AyTOpPCTBO - HEIWTH MOJ MCTHM YC/IOBUMA

3) AytopcTBo - 6e3 npepasa

4) AYyTOPCTBO - HEKOMEPIIHjAITHO

5) AyTOpPCTBO - HEKOMEPLHJATHO - ACTATH IO UCTHM YCIOBAMA

Aympcmo - HEKOMEpITHjaiHo - 6e3 mpepajia’

V Kparyjesmy, 24.11.2023. rogune

HOTIIHAC ayTopa

2 Monumo ayTope KojU Cy w3abpaid ja jI03BOJIe NPUNAHHUKHMA JABHOCTH /la TAKO JOCTYIHY AOKTOPCKY
JCEPTaUM]y KOPUCTE NOJL yCioBuMa yTaphienum jeanom on Creative Commons TMUECHUM 13 JA0KPYKeE JE/IHY O1L
roHyleHux ueHiy. JleTaban Capiaj HaBeACHMX JIMUCHIM 0CTYNAH je Ha: hitp://creativecommons.org.rs/



