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YBoa: Obonmere Covid-19, n3a3BaHO KOPOHA BUPYCOM TELLIKOT aKyTHOT
pecnupaTtopHor cuapoma 2 (SARS-CoV-2) y 2020. 1 2021. roAMHU HAMETHYNO
ce Kao 3HayajaH y3poK mopbuauTeta u MopTanuTeTa y cBeTy. Beh Ha camom
no4yeTKy NaHAEeMMje YOUeH je 3HayajaH bpoj ciyyajeBa MHPEKLMje Koju cy
6unn npahenn nopemehajuma GyHKLMOHANHOCTU XEMOCTA3HOT MEXAHWU3MA,
KOju ce orfeao y u3pasmTo NoBUILEHOM HUBOY CTUMMUYIaLMje TPOMBUHCKe
aKTMBHOCTU, MeHUdecToBaHMM Y BUAY ANCEMUHOBAHE MHTPABACKylapHe
Koarynaumje Kao 1 pa3Bojem apeTepujckUX U BEHCKMX TPOM603a pasanumnTmx
nokanusaumja. MNpeunsaH mexaHM3am pa3Boja Koarynonatuja npu nHdekumjn
SARS-CoV-2 BUpYyCcHOM MHMEKLMjOM HUje Y MOTNYHOCTM pa3jalltbeH .
YK/by4eHOCT CBe TP KOMMNOHEHTe Bupxuerbese Tpujage y cagejctey ca
MHbNAaMATOPHMM NPOMEHaMa HaCTaIMM Kao nocneamua nHbekumje anm um
CaMor MMYHCKOT oarosopa opraHnsama mogdyhe je objawrere
naTopn3nONOLIKOF MEXaHU3MA KoarynonaTuje.

Marepujan u metope: cnutmsarse je KOHUMNNPAHO Kao y BUAY
NPOCMNEKTUBHE CTyAje TOKOM YMje n3paae je n3BpLeHo perpytosarbe 60
naunjeHata ca RT-PCR notBpheHom nHdpekumjom SARS-CoV-2,
XOCMNUTAM30BaHUX HMUMjanHo y COVID jeanHmuama KAnHMYKOr LeHTpa
BojBoanHe, n3ysnmajyhu naumjeHTe Koju cy ce Hanasuam y jeauHuuama
WMHTEeH3MBHe Here. 3a noTpebe UCTparkMBarba KOPULLTEHWU CY OCHOBHM
aHaMHECTUYKM NoAaum Kao 1 nogaum nabopatopmjckux aHanm3a ysopaka
naumjeHata gobunjeHnx GneboTomMmnjom 1 aHaNM3nparbeM y3opaka nyHe
renapuvHM3npaHe Kpeu Kao u aHaansom EDTA KpBu 1 uMtpaTHe naasme.
OppehuBatbe NnapameTapa KpBHe CAMKe, YKbydyjyhu oapehmearse 6poja
TpomboLMa N TPOMBOLUTHUX MHAEKCA U3BPLUHHO je Ha ayTOMaTU30BaHOM
XxemaTtosnowKom bpojavy. Mcnutnearse GyHKLMOHANHOCTU NPUMapHe
XemocTase, nopes oapehunsara 6poja TpombounTa U TPOMOOLUTHUX
MHAEeKca, 06yKBaTUAO je arperoMeTpujcka Meperba MeTOA0M MMNpPeAaHCHe
arperomeTpuje oapehmearbem TRAP TecTa Kao noKasaTesba 6asanHe
bYHKUMOHANHOCTU TpOMbBOUMTA U3 Y30pKa MYHE KPBU Ca IUTUjYM-XernapnuHOm
Kao aHTMKoarynaHcom. MpoueHa KoarynaumoHor mexaHn3ma nsBpLUeHa je
oapehuBaHjem akTMBUCAHOr NapuujasHor TPOMBOMNAACHUHCKOT BpeMeHa
(aPTT), npoTtpombuHckor BpemeHa (PT), dpnbpuHoreHa u a-anmepa 13
y30paKa umMTpaTHe naas3ema Ha ayToMaTM30BaHUM
Koarynometpuma.EyrnobynmHcKo Bpeme iM3e Koarysayma Kao TeCcT NpoLeHe
bYHKUMOHANHOCTU GUBPUMHOAN3HOT MeXaHW3Ma je oapehHBaHO METOLOM
npema Makdapnany u MUAMHIyM3 y3opaka uuTpaTHe naasme. 3a yHoC u
obpagy nogataka KopuwheH je nporpam SPSS, Bep3uja 24.0.Y okeupy
KOMMapaTMBHE CTaTUCTUKE Y Ly/by oapehuBarba paTimMKa umehy
NCNUTUBAHMX rpyna KopuwheH je CTyAeHTOB T-TECT 32 HE3aBUCHE y30pKe,
unu oarosapajyha HenapameTpujcka 3ameHa MaH-BuTHujeB TecT. Kako 6u ce
YyTBPAMANA NOBE3AHOCT U3MERNY Pa3ANUYNTUX NOCMATPAHUX KNAMHUYKMX
napameTapa npumerbeH je CnMpmaHoB KoepULUUjeHT paHr Kopenauuje 1
MupcoHoB KoedULMjEHT NMMHEAPHE Kopealnje ako cy y NuTakby
KOHTUHYMpPaHe Bapujasae ca HopMaHOM ANCTPUOYLMjoM. 3a NpoLeHy
yT1Laja NojeAMHAYHUT UCUTUBAHMX NApaMeTapa Ha PU3UK 0f, HaCTaHKa




CMPTHOT UCX0Aa MM TPOMBO3HMX KoMMAMKaunja KopuwheHa je
HEKOHAMUMOHAHA NOFUCTUYKA perpecuja.

Pe3syntatu: Y rpynu ncnutaHuka je 6uno 36 mywkapaua (60%) u 24 xeHe
(40%) ncnutaHuka. MpoceyHa CTapocT U3HOCUNA je 65 roanHa, NPUANKOM
yera je Hajmnahu MNUTaHUK Mmao 32 rogmHe, AOK je HajcTapuju nmao 96
roavHa. Og, yKynHor 6poja ucnuTaHuKa, Kog vyetnpu (6,7%) je
AnjarHocTMKoBaHa Tpombo3a ayb6okux BeHa unu nayhHa Tpomboembonunja
[OOK je CMPTHM Ucxoa, HacTynuo Kog, 12 naumjeHaTta wto usHocu 20% yKynHor
6poja ncnutaHuKa. Mpynucarbem UCNUTaHWKa y NOredy UCX04a Sedersa
youdeHa cy 44 nosuTtneHa ucxoaa (73,3%). 4OK je HeraTMBaH Ucxoa, Koju
obyxsata TpomboemboNMjcKe KOMMNIMKaLMje U CMPTHU ncxog, 6o npucyTaH
Koz 16 ncnutaHuka (26,7%). UcnnutuBarbe CTaTUCTUYKE 3HAYAjHOCTM pPas/MKa
y napameTpuma NnpumapHe xemocTtase, KoarynaumoHor u pubpuHonmnsHor
MexaHM3Ma MOKa3asio je NoCTojakbe CTaTUCTUYKM 3HaYajHe pasauke (p<0,001)
3a cBe ucnuTMBaHe napameTpe nopegehu rpyny MCNMTaHUKA Ca HEraTUBHUM
Mcxoaom, Kao v nopegehu rpyny UCNMTaHUKa ca CMPTHUM MCXOA0M Ca
rPYynom UCNUTaHWKa ca NO3UTUBHUM UCXOAO0M. [TpuMmeHOM
HEKOHAMUMOHAHE IOTUCTUYKE perpecuje U3BpLLEHa je NPOoLLEeHa penaTMBHoOr
pU3KMKa 3a HaCTaHaK HeraTMBHOT MCXOAa KoA NauuMjeHaTa y ogHocy Ha
nojeamHayHe nabopatopujcke napameTpe XeMOCTa3HOI MexaHM3Ma
MCNUTUBAHE Y TPEHYTKY Npujema Ha 6oNHUYKO NeveHrbe. Kako caBu
NpUMeHMBaHU TECOTBM 3@ MPOLLEHY NPUMAPHE XeMOCTa3e, KoaryaaumoHor u
¢nbpuHONM3HOT MexaHn3Ma nmajy yHUopmHe pedepeHTHe oncere Koju cy
jeAHaku 3a oba nona, NorMcTUYKa perpecuja npunaroheHa je 3a roamHe
MCNWUTaHMKA. Pe3yataTu npoueHe pusmKa 3a HaCTaHaK HeraTMBHOF UCXoaa
60/1eCTN Y 0AHOCY HA UCMUTUBAHE NOjeAMHAYHe NapamMeTpe NPUMapHe
XeMocCTase NoKasanum cy Aa UCNUTUBAHM NapaMeTpy UMajy yTULaj Ha nopacTt
pU3KMKa Ha HeraTMBaH UCXO4, NPU Yemy HUXOB NOjeANHAYHN YyTULLAj U3HOCK
7%. HeKoHOMUMOHaNHa IOTUCTUKA perpecuja NpMMer-eHa je 1 Ha napameTpe
KOarynaluMoHOr MexaHn3Ma Ynju pesyataTu cy yKasaau Ha bnar ytuuaj ceakor
0/, UICMUTUBAHMX NapameTapa. TecT eyrnobyNnMHCKOr BpeMeHa in3e
Koarysiyma Kojume je BplieHa npoueHa GyHKUMOHaNHOCTM GUbprHOAN3HOr
MexaHM3Ma, TeCTMPaH HEKOHAMLMOHAIHOM SIOTUCTUYKOM perpeamjom
nokasao je 6nar ytmuaj (OR 1.084 95%Cl 1.023-1.160) oBor napameTpa Ha
ncxoa camor obosberba. MynTMBapujaHTHW PEFPECMOHM MOAEN NMOKa3ao je
Aa, y3umajyhu y 0631p AONPUHOC CBAKOF NojeauHavyHor nsmepeHor
napameTpa npMmapHe XeMocTase, KoaryiaumoHor u GnbpuHoAn3Hor
MexaHM3Ma, kuxoBy MehycobHy MHTepaKLMjy 1 edeKaT Ha ucxos obosbera
eyrnobynnHCKo Bpeme iIn3e Koaryayma ce U3fBojuio Kao CTaTUCTUYKM
CUTHUOUKAHTAH NPEANKTOP UCX0Aa, Ca CTAaTUCTUYKOM 3HaYajHoWhy Ha HUBOY
p<0.001.

3aKksbyyak: Pe3yntaTn oBe CTyamje jow jeaHOM Cy NOKasain 3Ha4aj
GMBPUHONMZHOT MEXAHM3MA Y PEryNaLLMjN LLeTOKYNHOT XeMOCTa3HOr
MexaHM3Ma M NoKasanu NoTeHUMjanHy Kopuct og ogpehunsarba
eyrnobynnHCKor BpemMeHa /in3e Koaryayma Kao nokasaTesba rnobanHe
npoueHe ¢MbPUHONM3HOT MexaHU3Ma Kog, ocoba obonennx og SARS-CoV-2
BMPYCHE MHbEKUM]je Y TPEHYTKY Npujema Ha BONHUYKO flederse Kog, Kojux je
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Abstract in English
language:

Introduction: Covid-19, caused by severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) in 2020 and 2021, has emerged as a significant
cause of morbidity and mortality worldwide. At the very beginning of the
pandemic, a significant number of cases of infection were observed, which
were accompanied by dysfunctions of the hemostatic mechanism, which was
reflected in markedly elevated levels of thrombin activity, manifested as
disseminated intravascular coagulation and development of arterial and
venous thrombosis. The exact mechanism of coagulopathy development in
SARS-CoV-2 virus infection has not been fully elucidated. The involvement of
all three components of the Virchow' triad in cooperation with inflammatory
changes caused by infection, but also by the immune response of the
organism itself, may be an explanation of the pathophysiological mechanism
of coagulopathy.

Material and methods: The study was conducted as a prospective study
during which 60 patients with RT-PCR confirmed SARS-CoV-2 infection were
recruited, initially hospitalized in COVID units of the Clinical Center of
Vojvodina, except for patients who were in intensive care units. For the
purposes of the research, the basic anamnestic data and laboratory data of
patient samples obtained by phlebotomy and analysis of whole heparinized
blood as well as EDTA and citrate plasma were used. Determination of
blood count parameters, including determination of platelet count and
platelet indices, was performed on an automated hematology analyzer.
Examination of the functionality of primary hemostasis, in addition to
determining the number of platelets and platelet indices, included
aggregometric measurements by the method of impedance aggregometry by
determining the TRAP test as an indicator of basal platelet function from a
whole blood sample with lithium heparin as an anticoagulant. Evaluation of
coagulation mechanism was performed by determination of activated partial
thromboplastin time (aPTT), prothrombin time (PT), fibrinogen and d-dimer
from citrate plasma samples on automated coagulometers. Euglobulin clot
lysis time as an assessment of the functionality of the fibrinolytic mechanism
was determined by the method according to McFarlane and Peeling from
citrate plasma samples SPSS program, version 24.0, was used for data entry
and processing. In order to determine the correlation between the different
observed clinical parameters, Spearman 's correlation rank coefficient and
Pearson's coefficient of linear correlation were applied in the case of
continuous variables with normal distribution. Non - conditional logistic
regression was used to assess the influence of individual examined
parameters on the risk of death or thrombotic complications.

Results: In the group of respondents there were 36 male (60%) and 24
female (40%). The average age was 65, during which the youngest
respondent was 32 years old, while the oldest was 96 years old. Of the total
number of subjects, four (6.7%) were diagnosed with deep vein thrombosis
or pulmonary thromboembolism, while death occurred in 12 patients, which
is 20% of the total number of subjects. By grouping the respondents in terms
of treatment outcomes, 44 positive outcomes were observed (73.3%). while
a negative outcome, which includes thromboembolic complications and




death, was present in 16 subjects (26.7%). Examination of statistical
significance of differences in the parameters of primary hemostasis,
coagulation and fibrinolytic mechanism showed the existence of statistically
significant differences (p <0.001) for all examined parameters comparing the
group of subjects with negative outcome and the group of subjects with fatal
outcome with the group of subjects with positive outcome. Using non -
conditional logistic regression, the assessment of the relative risk for the
occurrence of a negative outcome in patients in relation to individual
laboratory parameters of the hemostastic mechanism examined at the time
of admission to hospital treatment was performed. As all applied tests for the
assessment of primary hemostasis, coagulation and fibrinolytic mechanism
have uniform reference ranges that are equal for both sexes, logistic
regression was adjusted for the age of the subjects. The results of the risk
assessment for the occurrence of a negative outcome of the disease in
relation to the examined individual parameters of primary hemostasis
showed that the examined parameters have an impact on the increase in risk
of a negative outcome with their individual impact of 7%. Non-conventional
regression logistics was also applied to the parameters of the coagulation
mechanism, the results of which indicated a slight influence of each of the
examined parameters. The euglobulin clot lysis time, which assessed the
functionality of the fibrinolytic mechanism, tested by non-conditional logistic
regression, showed a mild effect (OR 1,084 95% Cl 1,023-1,160) of this
parameter on the outcome of the disease. Multivariate regression model
showed that, taking into account the contribution of each individual
measured parameter of primary hemostasis, coagulation and fibrinolytic
mechanism, their interaction and effect on disease outcome, euglobulin clot
lysis time was isolated as a statistically significant predictor of outcome
p<0.001.

Conclusion: The results of this study once again showed the importance of
the fibrinolytic mechanism in the regulation of the overall hemostatic
mechanism and showed the potential benefit of determining the euglobulin
clot lysis time as an indicator of global assessment of fibrinolytic mechanism
in persons with SARS-CoV-2 viral infection at hospital admission. in whom
thrombotic complications and a negative outcome have developed.
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Lista skracenica

TF - tkivni faktor

GP —glikoprotein

VWF - fon Vilebrandov faktor

TXA2 — tromboksan A2

PC — protein C

TFPI — inhibitor puta tkivnog faktora

AT — antitrombin

ADP — adenozin difosfat

COAT — kolagenom i trombinom stimulisani trombociti

TAFI — trombinom aktiviasni fibrinolizni inhibitor

HC Il — heparin kofaktor 2

EPCR — endotelni protein C receptor

aPC — aktivisani protein C

PS — protein S

PC - protein C

a2AP — alfa-2-antiplaznim



t-PA — tkivni aktivator plazminogena

u-PA — urokinaza-mokracni aktivator plazminogena

Pl - a2-antiplazmin-inhibitor plazmina

PAI-1 - inhibitor aktivatora plazminogena 1

IL-1 — interleukin-1

TNF — faktor tumorske nekroze

TNF-a — faktor tumorske nekroze alfa

TNF-B - transformisuci faktor

PAI-2 - Inhibitor aktivatora plazminogena 2

DVT — tromboza dubokih vena

PTE — plu¢na tromboembolija

PTS — posttrombotski sindrom

BMI — body mass index

SARS-CoV-2 — korona virus teSkoh akutnog respiratornog sindroma 2

SARS — teski akutni respiratorni sindrom

ACE 2 - angiotenzin konvertujuéi enzim 2

RBD- receptor vezujuéi domen



Mpro — main proteaza

NK-celije — prirodne celije ubice

IFN — interferon

ARDS — akutni respiratorni distres sindrom

TLR - toll-like receptor

PAMP — pathogen-asssociated molecular pattern

PRR — pattern recognition receptors

IRF — interferon regulatorni faktor

DC - dendriti¢ne ¢elije

APC — antigen prezentujuce celije

IL-1B — interleukin 1-beta

IL-6 — interleukin-6

Th1- T-helper tip 1

PAF — trombocit aktivirajuci faktor

RAAS —sistem renin-angiotenzinogen-aldosteron

PGI2 — prostaglandin |12

NO — azot monoksid



aPTT - aktivisano parcijalno tromboplastinsko vreme

PT- protrombinsko vreme

ECLT — euglobulin clot lysis time

EVLK — euglobulinsko vreme lize koaguluma

RT-PCR - real time polymerase chain reaction

PLT — broj trombocita

PDW - raspon distribucije trombocita

MPV - srednji volumen trombocita

P-LCR — procenat velikih trombocita u odnosu na celokupnu populaciju trombocita u krvotoku

PCT — trombocitokrit

TRAP — trombin receptor aktivirajuci peptid

INR — internacionalni normalizovani odnos
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1. Uvod

1.1. Hemostazni mehanizam

Hemostazni sistem ucestvuje u odrzavanju homeostaze organizma svojim brojnim ulogama, od
kojih su najznacajnije zaustavljanje krvarenja iz oSteéenog ili povredenog krvnog suda, Sto
predstavlja fizioloski proces koji se naziva hemostaza, spre¢avanje zazivotnog intravaskularnog i
intrakardijalnog formiranja tromba kao i odrzavanje krvi u te¢nom stanju. Hemostazni
mehanizam je takode u znacajnoj meri ukljucen u fizioloske ali i patofizioloSke mehanizme

zapaljenskog procesa, proces zarastanja rana kao i proces reprodukcije.

Sama funkcionalnost hemostaznog mehanizma uslovljena je skladnim dejstvom njegovih
integralnih komponenti koje moraju funkcionisati u savrSenom sinergizmu kako bi se ostvarila
fizioloSka uloga hemostaze i sprecio razvoj patofizioloskih mehanizama uslovljenih narusenom
funkcionalnoséu hemostaznog mehanizma i njegovih pojedinih komponenti koji za posledicu

mogu imati razvoj tromboze ili krvarenja.

Osnovne komponente hemostaznog sistema su krvni sudovi, trombociti i plazmatski proteini
koji se u zavisnosti od svoje osnovne uloge u hemostaznom mehanizmu mogu podeliti na
Cinioce koagulacije, Cinioce fibrinolize i inhibitore koagulacije i fibrinolize. Samo fizioloSko
delovanje ovih komponenti moZe se posmatrati kroz tri faze hemostaznog mehanizma: fazu
primarne hemostaze, koagulacije i fibrinolize. Svaka od ovih faza hemostaznog mehanizma

njegov je integralni deo i samo apsolutno sadejtsvo ovih faza, kao i Cinilaca koji su njihove
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sastavne komponente omogudava apsolutnu homeostazu, dok svako narusavanje ovog
delikatnog balansa ima za posledicu razvoj odredenog patofizioloSkog poremecaja i posledi¢ne

patologije (1).

1.2. Primarna hemostaza

Kljuéni koncept koji prozima paradigmu ,,éelijama posredovane hemostaze” jeste da celije
igraju presudnu aktivnu ulogu u regulaciji i lokalizaciji koagulacije. Pod pojmom primarne
hemostaze podrazumevamo sadejstvo nekoliko konstituenata: zida krvnog suda, trombocita i
adhezivnih proteina cija je primarna fizioloska uloga formiranje belog, trombocitima bogatog
tromba, na mestu osStecenja krvnog suda. Mnoge celije organizma mogu ucestvovati u procesu
hemostaze i tromboze, medutim dva klju¢na igraca svakako jesu trombociti i endotelne celije
krvnih sudova. Lokalizovanje generisanja trombina klju¢no je u sprec¢avanju formiranja krvnog
ugruska na mestima gde bi se njegovo prisustvo smatralo Stetnim, a ne protektivnim.
Trombociti ne samo da obezbeduju povrsinu na kojima ¢e se odvijati prokoagulantne aktivnosti,
vec direktno usmeravaju stepen i mesto produkcije trombina, specifi¢cno adherirajuéi za mesto
povrede. Epitelne celije, s druge strane, poseduju nekoliko mehanizama koji su aktivno
antitromboticni, sprecavajuéi propagaciju zgrusavanja sa mesta povrede u udaljene delove
vaskularnog sistema. lzostanak éelijske regulacije ili lokalizovanja ovog procesa dovodi do

narusavanja fizioloskog mehanizma primarne hemostaze (2—-4).

Ipak, za proces primarne hemostaze postoji nekoliko krucijalnih uloga epitelnih celija. One,

pored toga Sto predstavljaju mehani¢ku barijeru koja efikasno razdvaja razlicite cinioce

2
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hemostaznog mehanizma i subendotelne strukture, ¢ija aktivnost je neophodna za odvijanje
procesa primarne hemostaze, imaju i vodec¢u ulogu u aktivaciji primarne hemostaze, nastale
kao posledica osteéenja samih epitelnih celija, prvenstveno jer su odgovorne za produkciju

mnoStva faktora kako koagulacije tako i fibrinolize.

Fizioloska svrha primarne hemostaze jeste formiranje tromba na mestu oStecenja ili rupture
zida krvnog suda. Ovaj proces biva inicijalizovan onog momenta kada celije nosioci tkivnog
faktora (TF) postanu izlozene krvi na mestu povrede. TF je strukturno sli¢an citokinskim
receptorima, dok nije uocena strukturna sli¢nost sa ostalim faktorima koagulacije. Ova Cinjenica
naglasava blisku evolutivnu i fiziolosku vezu izmedu hemostaznog mehanizma i komponenti
odbrane organizma. TF je transmembranski protein koji eksprimuju epitelne celije, celije
miokarda, cerebralnog korteksa kao i kapsule vezivnog tkiva koje okruzuju razlicite organe. On
fizioloski nije eksprimovan od strane celija koje su u direktnom kontaktu sa krvnom strujom i
njenim komponentama ali jeste od strane celija koje okruzuju krvne sudove (u mikrovaskulaturi
to su miofibroblastima sli¢ne celije (periciti), kao i odredeni broj joS uvek nedovoljno ispitanih

¢elija adventicije velikih arterija i vena) (5).

Nakon oStec¢enja krvnog suda dolazi do pojave vazokonstrikcije cija je osnovna uloga
usporavanje toka krvi i njenog gubitka iz povredenog krvnog suda. Sam nastanak
vazokonstrikcije posledica je oslobadanja supstanci sintetisanih od strane aktivisanih
trombocita. Trombociti su bezjedarne celije porekla megakariocita ciji se Zivotni vek u perifernoj
cirkulaciji procenjuje na 7-10 dana. U krvotoku one cirkuliSu kao neadhezivne ¢elije diskoidnog
oblika. Trombociti ucéestvuju u primarnoj hemostazi kroz razlicite mehanizme koji

podrazumevaju adheziju, agregaciju, sekreciju, retrakciju ugruska, a istovremeno predstavljaju i



Doktorska disertacija dr Igor Spasic

povrsinu na kojoj se formiraju makromolekulski enzimski kompleksi koagulacije. Oste¢enjem
krvnog suda zapocinje inicijalna faza aktivacije trombocita-adhezija koja za posledicu ima
formiranje jednoslojnog celijskog pokrova koji oblaze ogoljenu povrsinu endotela krvnog suda.
Jednom aktivirani prolaze kroz proces diskretnih transformacija. Sam intenzitet aktivacije
trombocita zavistan je kako od vrste stimulansa koji do aktivacije dovodi, tako i od informacija
dostupnih na interaktivnim domenima kompleksa celularnog matriksa. Tako aktivacija
lamininom dovodi do minimalne aktivacije i pojave iskljuivo fokalne adhezije, aktivacija
fibronektinom dovodi do kompletne aktivacije trombocita, dok ¢e aktivacija prostaglandinima
dovesti do aktivacije trombocita pra¢ene formiranjem agregata i praznjenjem intracelularnih
granula trombocita (6). Adhezija trombocita podrazumeva njihovo direktno vezivanje za
ogoljeni subendotelni kolagen pomocu njihovih kolagenskih receptora, glikoporotein (GP) la/lla
i GPVI, posredstvom fon Vilebrandovog faktora (VWF) koji sluzi kao most izmedu trombocita i
subendotelnog kolagena. Inicijalna adhezija trombocita ima za posledicu aktivaciju trombocita,
koja rezultira promenom njihovog oblika kao i sekrecijom iz dva tipa granula prisutnih u njima.
Alfa granule sadrZe proteine kao Sto su faktor V, trombocitni faktor 1V, fibrinogen i vVWF, dok
guste granule sadrZe neproteinske komponente, kao Sto su epinefrin, serotonin, adenin
nukleotid, neorganski fosfat i kalcijum. Aktivacija trombocita takode doprinosi vazokonstrikciji,

oslobadanjem tromboksana A2 (TXA2), najpotentnijeg aktivatora trombocita.

Kompletna aktivacija trombocita dovodi do konformacione promene GPllb/Illa receptora na
povrsini aktivisanih trombocita ¢ime oni prelaze u svoju aktivhu formu, sposobnu da veie

fibrinogen i samim tim dovede do agregacije trombocita.
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Zahvaljujuci sekreciji faktora V, fibrinogena i polifosfata trombociti obezbeduju fosfolipidnu
povrSinu neophodnu za formiranje makromolekulskih enzimskih kompleksa, znacajno
ubrzavajué¢i formiranje trombina. Kontraktilni proteini trombocita dovode do retrakcije

formiranog ugruska i jedan su od najranijih koraka u procesu zarastanja rane.(6-9)

1.3. Koagulacija

Sezdesetih godina proslog veka grupe istraZivaca predstavile su kaskadni model koagulacionog
mehanizma koji se sastojao od niza proteolitickih etapa. Aktivacija jednog faktora koagulacije
vodila je do proteoliticke aktivacije sledec¢eg, kona¢no dovodeéi do generisanja dovoljne
koli¢ine trombina. Tada je smatrano da svaki aktivisani faktor ima proteoliticku aktivnost. Danas
je pak dokazano da se kljuéne komponente koagulacione kaskade sastoje od proteaze u
kompleksu sa neenzimskim kofaktorom. Dok je primarni koncept koagulacione kaskade
opisivao iskljucivo unutrasnji (intrinzing) put, kasnije je koncept evoluirao u Semu Y oblika sa
odvojenim intrizing i spoljasnjim (ekstrinzing) putem, koji se susrecu na nivou FXa/FVa
(kompleks Xa), od koga pocinje zajednicki put koagulacije. Spoljasnji put koagulacije, poznat i
kao put tkivnog faktora, biva inicijalizovan oslobadanjem TF. Unutrasnji put koagulacije, koji se
naziva jo$ i put kontaktne aktivacije, inicijalizovan je aktivacijom kontaktnih faktora plazme.
Zajednicki put nastaje kao posledica spajanja ova dva puta i ukljuuje finalni korak pre

formiranja krvnog ugruska (6,10) (slika 1.).
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Trombocitha/celijska
aktivacija

Slika 1. Shema koagulacione kaskade
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Koagulacija je kompleksan bioloski proces koji podrazumeva prevodenje solubilnog molekula
fibrinogena u nesolubilni fibrin. In vivo proces koagulacije prolazi kroz faze inicijacije,

amplifikacije i propagacije.

TF prisutan u zidovima krvnih sudova vezan je za FVII ¢ak i u odsustvu povrede. Jednom vezan
za TF, zimogen FVII biva brzo aktviran procesom autoaktivacije ili kao posledica prisustva niskih
koncentracija aktivisanog faktora X (FXa), aktivisanog faktora IX (FIXa) i prethodno aktivisanog
FVlla ¢ime zapocinje inicijacija koagulacionog procesa. FVIla/TF komplels katalizuje aktivaciju
niskih koncentracija FX i FIX. Novonastalo generisanje niskih koncentracija aktivisanih faktora
koagulacije govori u prilog tome da proces koagulacije moze biti brzo aktiviran kada povreda
omoguci ulazak krvi u ekstravaskularni prostor. Formirani FX na povrsini éelija koje imaju
sposobnost sekrecije TF stupa u interakciju sa svojim kofaktorom FVa kako bi formirao
kompleks Xa i generisao niske pocetne koncentracije trombina na povrsini celija nosilaca
tkivnog faktora. Generisanje trombina tokom procesa inicijacije predominantno je
potpomognuto oslobadanjem FV od strane trombocita koji adheriraju na mesto povrede krvnog
suda. Trombociti su odgovorni za oslobadanje posebnog oblika FV koji su preuzeli iz
plazmatskog pula i aktivirali u aktivni prokoagulant rezistentan na inaktivaciono dejstvo
preoteina C (PC). Dakle, saradnja izmedu ¢elija nosilaca tkivnog faktora i prvopristiglih
trombocita dovodi do generisanja niske koncentracije trombina, koja je kriti€ha za nastavak

procesa koagulacije i prelazak u fazu amplifikacije (11-15).

FXa i FIXa, formirani na povrsini ¢elija koje su nosioci TF, imaju razli¢ite funkcije u procesu
koagulacije. Dejstvo FXa, formiranog od strane kompkeksa FVIla/TF, ograniceno je na povrsinu

¢elija nosilaca tkivnog faktora, jer FXa disocijacijom sa éelijske povrsine biva brzo inhibisan
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dejstvom inhibitora puta tkivnog faktora (TFPI) ili antitrombina (AT) u tecnoj fazi. Nasuprot
tome, FIXa ima moguénost difuzije kroz tec¢nu fazu jer nije inhibisan od strane TFPI, dok je
inhibicija od strane AT daleko sporija u poredenju sa FXa. FIXa koji dosegne povrsinu aktivisanih
trombocita ima mogucnost vezivanja za specificne receptore i time ucestvuje u generisanju

trombina na povrsini trombocita tokom faze propagacije (16).

Vezivanje trombocita za mesto povrede dovodi do delimi¢ne aktivacije trombocita. Aktivacija je
najverovatnije podstaknuta vezivanjem za kolagen ekstacelularnog matriksa. Aktivacija
trombocita dovodi do oslobadanja adenozin difosfata (ADP) iz gustih granula, ¢ime se potencira
dalja aktivacija dodatnog broja trombocita. Trombin je takode potentan aktivator trombocita
posredstvom odredenih receptora. Simultano dejstvo kolagena i trombina na receptore
trombocita dovodi trombocite u visoko prokoagulantno stanje (kolagenom i trombinom
stimulisani trombociti (COAT)). Pretpostavka je da je najveca prokoagulanta aktivnost prisutna
upravo na trombocitima koji su prvi prispeli na mesto povrede. Aktivisani trombociti inicijalno
obezbeduju povrsinu za povratnu aktivaciju FV, FVIIl i FXI od strane trombina i amplifikaciju
prokoagulantnog stimulusa. lako niske koncentracije trombina generisanog u inicijalnoj fazi nisu
dovoljne da prevedu fibrinogen u fibrin, one su odgovorne za kasniju izrazenu aktivaciju
trombinske aktivnosti uslovljene potpunom aktivacijom trombocita, aktivacijom FV, FVIII i

njegovom disocijacijom od VWF kao i aktivacijom FX (17-20).

Jednom kada su trombociti aktivisani, kofaktori FVa i FVllla brzo se orijentiSu ka povrsini
trombocita. FIXa aktivisan od strane kompleksa FVIla/TF ima mogucnost kretanja kroz tecnu
fazu i takode se vezuje za povrsinu aktivisanih trombocita. FXI aktivisan primarnom koli¢inom

generisanog trombina tokom faze inicijacije ima mogucnost aktivacije dodatne koli¢ine FIX ¢ime
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vrs$i suplementaciju inicijalne koli¢ine FIXa generisanog kompleksom FVlla/TF. Jednom
uspostavljena spacijalna konfiguracija FIXa i FVIlla na povrsini aktivisanih trombocita, dovodi do
toga da FX prisutan u plazmi biva preveden u svoju aktivhu formu FXa na povrsini trombocita.
Daljim vezivanjem FXa sa FVa generiSe se dovoljna koli¢ina trombina neophodna za produkciju
stabilnog fibrinskog ugruska, koji pak stabilizuje primarni beli tromb bogat trombocitima. Jos
jedan od nacina na koji trombin utice na stabilizaciju fibrinskog ugruska jeste i aktivacijom FXIII
koji dovodi do medusobnog ukrstanja fibrinskih monomera ali i aktivacijom trombinom

aktivisanog fibrinoliznog inhibitora (TAFI) koji snizava aktivaciju plazmina u fibrinskom ugrusku.

Celijski model koagulacije pokazuje da spolja$nji i unutra$nju put nisu dva zasebna procesa, ve¢
dobro integrisane etape koagulacionog mehanizma koje se neprestano prepli¢u i nadopunjuju
¢inedi jedinstven mehanizam. Uproséeno, spoljasnji put mozemo posmatrati kao sadejstvo
kompleksa FVlla/TF i kompleksa FXa/Va dok se unutrasnji put sastoji od dejstva FXla sa
kompleksima FVllla/FIXa i FXa/FVa. Spoljasnji put svoje dejstvo ispoljava prevashodno na
¢elijama koje su nosioci tkivnog faktora, dovodedi do inicijacije, dok unutrasnji put svoje dejstvo
usmerava na povrsinu aktivisanih trombocita u cilju produkcije velike koli¢éine trombina, Sto

dalje vodi do formiranja i stabilizacije fibrinskog ugruska (21-23).

Generisanje fibrina kontrolisano je nekolicinom mehanizama koji uklju¢uju odreden broj
razli¢itih inhibitora i puteva, gde spadaju kontrola inicijacije, inhibicija pojedinih aktivisanih
faktora koagulacije antitrombinom kao i kontrola kofaktorske funkcije faktora V i faktora VIlI

posredstvom puta proteina C.
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14, Regulatorni mehanizmi inicijacije i koagulacije

Faza inicijacije je kontrolisana od strane TFPI koji inhibiSe kako faktor Xa tako i kompleks
TF/FVlla-fosfolipidi mehanizmom koji se odvija u dva koraka. Prvo se TFPI vezuje za FXa,
inhibisuci njegovu aktivnost. Potom se kompleks TFPI/FXa vezuje za TF/FVlla, putem posebnog
dela TFPI molekula. Na ovaj nacin dolazi do potpunog gasenja faze inicijacije i samo ukoliko su
prisutne dovoljne koli¢ine FX koje bi nadvladale ovaj inhibitorni mehanizam proces moze da
produzi u fazu koagulacije. Antikoagulantno dejstvo proteina S (PS) je nedavno otkriveno kao
komponenta puta proteina C, ¢ime je dokazano da PS potencira efekat TFPI pospesujudi

formiranje kompleksa TFPI/FXa (24).

Jednom kada je faza koagulacije inicirana, razli¢ite enzimske reakcije, mahom potencirane
dejstvom serin proteaza, dovode do kaskadne aktivacije faktora koagulacije u cilju generisanja
trombina. One su pak podredene kontroli od strane inhibitora serin proteaza koji se jednim
imenom nazivaju serpini, od kojih je svakako najznacajniji antitrombin (AT). Serpini se
prvenstveno vezuju za ciljni enzim, formirajuéi kovalentni kompleks, ¢ime se proteaza
ireverzibilno prevodi u inaktivisano stanje. AT prevashodno inhibise trombin, FXa i FIXa, a
njegovo dejstvo zavisno je od kofaktora heparina, od kojih je in vivo svakako jedan od najbitnijih
heparan sulfat, prisutan na povrsini endotelnih ¢elija. Interakcija AT i heparan sulfata lokalizuje
aktivnost AT iskljuCivo na prostor krvnog suda. Usled toga, tokom oStecenja krvnog suda,
izostaje formiranje ovog kompleksa, Sto omogucava trombinu da izbegne ovu kontrolnu tacku i
dovede do akceleracije faze koagulacije. Jednom kada se nade u krvnom ugrusku, trombin je

zasti¢en od inhibitornog dejstva AT. S druge strane, serpin po imenu heparin kofaktor Il (HC II)
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ima moguénost da ispolji inhibitorno dejstvo na trombin, nezavisno od toga da li je on u
cirkulaciji ili vezan u krvnom ugrusku. Gotovo ¢etvrtina inhibicije trombina odvija se putem HC
Il. Medutim, iako je nedostatak AT predstavlja trombofiliju i snazno je povezan sa nastankom
tromboze, to nije slucaj sa HC Il deficitom (25). Kriticni kompleks FIXa/FVllla kao i kompleks
FX/FVa sa jonima kalcijuma, koji dovode do generisanja FXa i protrombina, imaju nekoliko
zajednickih karakteristika. Oba bivaju formirani kalcijum zavisnim mehanizmom organizacije
kompleksa faktora koagulacije na povrsSini fosfolipida. Takode, oba kompleksa zahtevaju
prisustvo kofaktora neophodnih za odvijanje enzimske rekacije i to u dovoljnoj koli¢ini kako bi
aktivacija enzima prevazisla kontrolne mehanizme usmerene prema njima. FVIII nakon
aktivacije prelazi u FVIlla i predstavlja kofaktor neophodan za aktivaciju FX. Sa druge strane, FV,
nakon konverzije u FVa, slicnim mehanizmom dovodi do formiranja trombina. Funkcija FVa i

FVllla regulisana je od strane puta proteina C.

Aktivacija PC generisana je kompleksom trombin/trombomodulin. Trombomodulin je protein
prisutan na povrsini endotela. Ceo proces je posredovan vezivanjem proteina C za endotelni PC
receptor (EPCR), koji omogucava prezentovanje PC kompleksu trombin/trombomodulin.
Jednom kada se nade u kompleksu sa trombomodulinom, protrombin gubi svoja
prokoagulantna svojstva i preuzima antikoagulantu ulogu aktivacijom PC. Nakon toga, aktivisani
protein C (aPC) procesom proteoliticke degradacije FVa i FVIlla u prisustvu kalcijuma, fosfolipida

ali i svog kofaktora proteina S atenuiSe produkciju trombina (26).
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1.5. Fibrinolizni mehanizam

Fibrinolizni mehanizam predstvalja integralni deo hemostaznog mehanizma ¢ija je osnovna
regultorna uloga enzimska degradacija fibrinskog ugruska, kako onog formiranog
intravaskularno, omogucavajuéi rekanalizaciju okludiranog krvnog suda, tako i istalozenog
fibrina u ekstravaskularnim tkivima. Ova funkcija zavisna je od lokalne aktivacije
plazminogena i njegovog prevodenja u aktivni oblik koji se naziva plazmin. Hemostazni
mehanizam je fino podesen, kako bi omogudio zaceljivanje vaskularne lezije, bez da
kompromituje ranu stabilnost hemostatskog ugruska i ogranicio fibrinoliticku aktivnost
iskljuéivo na mesto povrede. Hemostazni mehanizam se konstantno nalazi u stanju
dinamickog ekvilibrijuma koji postoji izmedu koagulantne i fibrinolizne aktivnosti, kao i

izmedu razlicitih proteolitickih i inhibitornih proteina koji su sastavni deo ovih mehanizama.

Ipak, ulogu fibrinoliznog mehanizma nije moguce svesti samo na ovu funkciju jer je brojnim
istraZzivanjima ustanovljena njegova upletenost u razlicite fizioloSke mehanizme i procese,
gde pre svega mislimo na obnavljanje oStecenog tkiva, uticaj na funkcionalnost makrofaga,

ovulaciju ali i malignu alteraciju.

Kada procesi depozicije fibrina i njegovog uklanjanja funkcioniSu skladno i adekvatno su
regulisani oni izvrSavaju svoju homeostaznu ulogu, medutim, svaki disbalans njihovog
delikatnog odnosa dovodi do patofizioloSkih posledica koje se manifestuju tendecijom ka
krvarenju ili tromboziranju. Zbog toga hemostazni mehanizam bi trebalo posmatrati kao niz

uzajamnih procesa Cija je osnovna uloga da u pravom momentu ostvare svoju funkciju
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formiranja tromba, kada je to svrsishodno, i njegovu razgradnju, kada njegovo postojanje
vise ne predstavlja pozeljno fizioloSko stanje, a u cilju odrzavanja krvi u teénom stanju.
Intravaskularna depozicija fibrina takode je povezana sa razvojem ateroskleroze, Sto
upucuje na to da efikasan fibrinolizni mehanizam teZzi da =zaStiti organizam od

aterosklerotskih promena, kao i od akutnog procesa tromboze.

1.5.1. Cinioci fibrinoliznog mehanizma

Molekulski mehanizmi koji koordinisu formiranje fibrina i fibrinolizu, struktura i funkcija svih
vaznih fibrinoliznih proteina, gde spadaju serin proteze, njihovi inhibitori, aktivatori i
receptori, danas je dobro poznata (Slika 2.). Poznavanje ovih struktura i njihove funkcije
daje uvid u vainost samog fibrinoliznog mehanizma, omogucava bolje poznavanje
patofizioloSkih mehanizama koji dovode do njegove disfunkcije, dok trasira put ka
pronalazenju novih terapijskih modaliteta usmerenih prema patoloskim stanjima koja ova

disfunkcija izaziva.

1.5.1.1.  Plasminogen

Plazminogen je glikoprotein molekulske mase 92-kDa prisutan u plazmi. Kao jednolanc¢ani
molekul predstavlja klasi¢an zimogen koji odvajanjem jedne peptidne veze prelazi u svoj
aktivni oblik plazmin. Molekul plazminogena sastoji se iz 791 aminokiseline koje formiraju
nekoliko blago savijenih domena. Posmatrano sa N-terminalnog kraja molekula razlikuju se

aktivacioni peptid, ,,pan apple” domen, kringle (pereca) 1-5 domeni i domen proteaze.
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Kristalna struktura plazminogena ukazuje na prisustvo jona hlora koji u sadejstvu sa pan
apple i serin proteaza domenom odrZzavaju zimogen u svojoj neaktivnoj formi. Kringle
domeni, posebno kringle 1, omoguéavaju plazminogenu da se veze za celije i druge
proteine, a pre svega za fibrin, alfa-2-antiplazmin(a2AP) i TAFI $to ima veliki znacaj za
aktivaciju molekula plazminogena. Sinteza plazminogena prevashodno se odvija u
hepatocitima, a plazminogen spada i u reaktante akutne faze zapaljenja. Osim hepatocita,
mogucnost sinteze plazminogena poseduju i brojne druge ¢elije gde spadaju eozinofili,

pojedine Celije bubrega, kornee, mozga i srzi nadbubrezne zlezde.

Sinteza plazminogena je pod kontrolom gena na dugom kraku hromozoma 6. Aktivatori
konvertuju plazminogen u dvolanc¢ani molekul plazmina raskidajuéi Arg56-Val561 vezu na

mestu spajanja teskih i lakih lanaca (27-30).

Molekul plazminogena poseduje nekoliko varijanti koje se razlikuju u pogledu obima
proteolize, stepena glikozilacije kao i genskog polimorfizma. Dve najzastupljenije varijante
jesu Glu-plazminogen, koji na svom aminoterminalnom kraju sadrZi aminokiselinu glutamin i
predstavlja varijantu pune duZine, i Lys-plazminogen koji je procesuiran u razli¢itom stepenu
od strane plazmina prisutnog u tragovima. Ove dve forme znadajno se razlikuju po
efikasnosti njihove aktivacije. Glu- plazminogen je relativno zatvorena struktura, dok je Lys-
plazminogen fleksibilniji i otvoren $to omogucava da njegovo vezivanje za plazminogen
aktivator bude deset puta efikasnije, kao i vezivanje za fibrin i receptore za plazminogen
koje je daleko veéeg afiniteta. Lys-plazminogen varijanta zahvaljuju¢i ovim mehanizmima
biva aktivirana daleko efikasnije od Glu varijante, pogotovo na fibrinu i povrsini razlicitih
¢elija (31-33). Karboksiterminalni kraj molekula plazminogena predstavlja aktivni centar
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sastavljen iz aminokiselina histidina, asparagina i serina. Na aktivni centar molekula
plazminogena mogu delovati Cinioci prisutni u plazmi koji spadaju u unutradnji put
aktivacije, FXII, trombin, prekalikrein i kininogen. Cinioci spoljadnjeg puta aktivacije
plazminogena su aktivatori koji nisu prisutni u plazmi veé se stvaraju u tkivima i endotelnim

¢elijama od kojih su najvazniji tkivni i mokraéni aktivator plazminogena (31).

1.5.1.2. Plazmin

Plazmin je proteolizni enzim iz grupe serin proteaza, aktivni oblik plazminogena, molekulske
tezine 82 kDa, sastavljen iz teskog i lakog polipeptidnog lanca koji su medusobno povezani
disulfidnom vezom. Svoje proteoliticko dejstvo ispoljava prvenstveno na molekulu fibrina,
dovodedi do njegove razgradnje, a kao posledica ovog proces nastaju fragmenti koji se

nazivaju fibrin degradacioni produkti (34).

1.5.1.3.  Tkivni aktivator plazminogena (t-PA)

Tkivni aktivator plazminogena spada u grupu serin proteaza Cija je molekulska teZzina 68-kDa
(EC 3.4.21.68). Po svojoj strukturi je glikoprotein koji se sastoji od 527 aminokiselinskih
ostataka. Njegovu sintezu kodira gen prisutan na kracima p12-p11 hromozoma 8. Sintetisani
protein prisutan je u dve izoforme u organizmu u zavisnosti od prisustva serina i glicina na

N-terminalnom delu molekula, pri ¢emu serin izoforma predstavlja predominantni oblik
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enzima u organizmu. Primarni izvor t-PA u bazalnim uslovima jesu endotelne celije iz kojih
se kontinuirano oslobada. Sekundarni pul prisutan je u specijalizovanim vezikulama
prisutnim u endotelnim, neuroendokrinim i adrenalnim hromatofilnim ¢elijama, odakle se
oslobadanje odigrava kao posledica ekstracelularnih stimulusa. Supstance koje se mogu
pojaviti kao ekstracelularni stimulusi, izazivajué¢i oslobadanje t-PA iz vezikula, jesu
bradikinin, acetilholin, endotelin, tkivna acidoza i brojni drugi. U ekstracelularnoj te¢nosti
gotovo svi molekuli t-PA nalaze se u kompleksu sa inhibitorom aktivatora plazminogena 1
(PAI-1). Osnovna uloga ovog enzima je u aktivaciji plazminogena, u prisustvu fibrina koji je
obligatorni kofaktor prevodenju plazminogena u plazmin, ¢ime sprecava nastanak i Sirenje

intravaskularne koagulacije (35-38).

1.5.1.4.  Urokinaza-mokracni aktivator plazminogena (u-PA)

Urokinaza je serin proteaza (EC 3.4.2.73) Cija je sinteza kodirana od strane gena prisutnog na
hromozomu 10qg24. Za sintezu enzima odgovorne su epitelne ¢elije, monociti, makrofagi ali i
celije koje su po svojoj morfologiji slicne fibroblastima. NajviSe koncentacije enzima prisutne
su u urinu, kao posledica sinteze od strane celija bubreznog epitela, dok se u plazmi nalazi u
niskim koncentracijama. Urokinaza vrsi aktivaciju plazminogena cepanjem veze Arg561-
Val562, na identican nacin kao i t-PA, ali za razliku od njega ne zahteva prisustvo fibrina kao
kofaktora kako bi izvrSila svoju enzimsku funkciju. Upravo ova cinjenica dovela je do
zaklju¢ka da tPA prvenstveno ima ulogu u fibrinolitickim procesima koji se odigravaju u
vaskularnom odeljku, dok uPA primarnu ulogu ima u degradaciji ekstracelularnog matriksa,
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zaceljivanja rana, inflamaciji, embriogenezi kao i invaziji tumorskih éelija i metastaza. Ipak
uloge koje poseduje van fibrinoliznog mehanizma ne umanjuju njen znacaj prilikom

degradacije fibrina (39-42).

1.5.1.5.  a2-antiplazmin-inhibitor plazmina (Pl)

a2-antiplazmin predstavlja brzodelujuéi inhibitor plazmina sastavljen iz 452 aminokiselinske
sekvence koje Cine jednolanc¢anu molekulsku strukturu tezine 70-kDa. Gen odgovoran za
sintezu PI lokalizovan je na hromozomu 17p13. Primarno mesto sinteze je u jetri usled ¢ega
su prisutne niske koncentracije kod pacijenata sa jetrenom insuficijencijom. Poluvreme

eliminacije iznosi prosecno 3 dana za razliku od plazmina ¢iji je poluZivot svega 12 ¢asova.

Funkcija a2-antiplazmina ogleda se u formiranju kompleksa sa molekulom plazmina ¢ime
vrSi njegovu inhibiciju. Ovaj proces odvija se u dva koraka. Prvi podrazumeva formiranje
kompleksa sa plazminom vezanim za fibrin uz pomo¢ nekovalentnih veza. Drugi je
ireverzibilno vezivanje serina plazmina sa aktivnim mestom a2-antiplazmina. U ovom
procesu i sam antiplazmin biva delimi¢no razgraden plazminom. Vezivanje plazminogena za
fibrin, a2-antiplazmin sprecava putem kompetitivne inhibicije za zajednicka receptorska

mesta (43,44).
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1.5.1.6.  Inhibitor aktivatora plazminogena 1 (PAI-1)

Inhibitor aktivatora plazminogena 1 je glikoprotein izgraden iz 379 aminokiselinskih rezidua,
molekulske teZine 52-kDa, sastavljen iz jednog polipeptidnog lanca sa reaktivhom
peptidnom vezom na mestu Arg345-Met346 Cija je sinteza kodirana genom na hromozomu

7.

PAI-1 predstavlja jedan od najvaznijih fizioloskih inhibitora t-PA i u-PA, formiranjem
kompleksa sa odgovarajuc¢im aktivatorom u plazmi u odnosu 1:1. Takode, PAI-1 zajedno sa

TAFI prestavlja glavni inhibitor plazmina u trombu.

Sama sinteza ovog serpina dokazana je u brojnim celijskim kulturama ukljucujudi
hepatocite, trombocite, megakariocite, adipocite kao i miocite glatkih miSi¢a i epitelne
Celije. Stimulacija sinteze odigrava se posredstvom brojnih stimulusa gde spadaju trombin,
deksametazon, inetrleukin-1 (IL-1), faktor tumorske nekroze (TNF), transformisuci faktor
(TNF-B) i drugi. UoCeno je postojanje aktivne forme ovog serpina kao i posebne latentne
forme koja nastaje kao posledica spontane insercije aktivnhog centra enzima u unutrasnjost
polipeptidne strukture. Koncentracija PAI-1 u plazmi je izuzetno varijabilna kod svakog
pojedinca i moZe se kretati u rasponu od 1-40 ng/ml. IstraZivanja joS uvek nisu sa sigurnoscu
utvrdila koje ¢elije predstavljaju primarni izvor PAI-1 u plazmi. Dokazano je da normalan
epitel i hepatociti ne eksprimiraju PAI-1, sto dalje upucuje na zakljucak da bi izvor mogli biti

adipociti. Medutim alfa granule trombocita predstavljaju signifikantan rezervoar ovog
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serpina u plazmi i odgovorne su za sintezu gotovo polovine njegove ukupne koncentracije u
plazmi, s tim da je ustanovljeno da je ovaj oblik manje aktivan u odnosu na ostatak
plazmatskog PAI-1, Visoke koncentracije ovog oblika detektovane su u trombima Sto
direktno korelira sa moguc¢noscu lize samog tromba, zahvaljujuci inhibiciji t-PA i u-PA.
Ustanovljen je i porast ekspresije ovog enzima od strane hepatocita u akutnim

inflamatornim stanjima (45-48).

1.5.1.7.  Inhibitor aktivatora plazminogena 2 (PAI-2)

PAI-2 je primarno izolovan kao inhibitor urokinaze u placenti. Kasnija istrazivanja su utvrdila
da je on primarni inhibitor PA skvamoznih epitelnih Celija epidermisa, ezofagusa, kornee,

oralne mukoze jezika i vagine. Monociti takode predstavljaju znacajan izvor PAI-2.

Istrazivanja su dokazala njegovu hemostaznu ulogu koju ostvaruje u toku trudnoce i

porodaja. Uocen je porast koncentracije ovog serpina u plazmi tokom trudnode i pad koji

nastaje neposredno nakon porodaja (49).

1.5.1.8.  Trombinom aktivisuci fibrinolizni inhibitor (TAFI)

Generisanje c-terminalnih lizil rezidua je vazan mehanizam vezivanja plazminogena za fibrin

i dalje podsticanje fibrinoliznog mehanizma. Ove rezidue mogu biti uklonjene dejstvom
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trombinom aktiviSuceg fibrinoliznog inhibitora (TAFI) ¢ime on ucestvuje u regulaciji i

inhibiciji fibrinoliznog mehanizma.

TAFI predstavlja metaloperoksidazu (EC 3.4.17.20), jednolancani glikoprotein molekulske
tezin 60-kDa. Primarno mesto sinteze se nalazi u jetri. U obliku zimogena biva aktiviran
posredstvom trombin/trombomodulin kompleksa i plazmina, u reakciji koja je posredovana
prisustvom glikozaminoglikana. TAFI se smatra molekularnom vezom izmedu koagulacionog

i fibrinoliznog mehanizma (50-52).

1.5.1.9.  Dodatni fibrinolizni inhibitori

Pojedini Cinioci Cija primarna uloga nije modeliranje funkcije fibrinoliznog sistema mogu

imati odredeni uticaj na njegovu funkcionalnost.

Cl-inhibitor: visoko glikozilirani serpin molekulske teZine 105-kDa sastavljen iz 478
aminokiselinskih rezidua ¢iju sintezu kodira gen lokalizovan na hromozomu 11q12-q13.
Njegova fizioloSka uloga jeste inhibicija aktivisanih subkomponenti komplementa Clr i Cls,
kontaktnih proteaza, FXlla, FXla, kalikreina, tPA i uPA. U plazmi, u situacijama kada postoji
povisena koncentracija tPA u odnosu na PAI-1 uoceno je formiranje kompleksa C1 inhibitora
i tPA. Takode je dokazano da prevenira nespecificnu aktivaciju plazminogena od strane

urokinaze (53,54).

a-2 makroglobulin: glikoprotein molekulske teZine 72.5-kDa koji se sastoji iz 1451

aminokiselinske rezidue ¢iju sintezu kodiraju lokusi na hromozomu 12p13.3-12.3. U
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organizmu poseduje funkciju inhibitora nekoliko razlicitih proteaza. U pogledu fibrinoliznog
sistema njegova inhibitorna uloga dolazi do izrazaja kada je sam fibrinolizni sistem aktiviran
u svom punom obimu, a kapacitet a2-antiplazmina u potpunosti iscrpljen. Takode poseduje
mogucnost formiranja kompleksa sa tPA i uPA (55,56).

Lipoprotein (a): ima moguénost vezivanja za fibrin, ekstracelularni matriks razlicitih ¢elija
kao i za trombocite. Dokazan je antifibrinoliticki efekat lipoproteina (a) koji nastaje kao
posledica njegove kompeticije sa plazminogenom i tPA za vezuju¢a mesta na molekulu
fibrina. Samim tim vezivanje plazminogena za molekul fibrina ali i povrSinu trombocita biva
atenuisano od strane lipoproteina (a). Pored toga, ustanovljeno je da interferira sa samo-
propagiraju¢om fazom aktivacije plazminogena sprecavajuci plazminom posredovanu

konverziju Glu-PLG u Lys-PLG formu (55,57).

1.5.2. Fiziologija regulatornih mehanizama fibrinoliznog sistema

U fizioloSskom, homeostaznom stanju organizma, koagulacija i fibrinoliza su precizno
regulisane pristustvom brojnih supstrata, aktivatora, inhibitora, kofaktora i receptora.
Molekularne veze uspostavljene izmedu ovih sistema omogucavaju lokalizovano i
pravovremeno uklanjanje akutno istaloZenih fibrinskih depozita. Ovi koordinisani
molekularni mehanizmi osiguravaju stalno stanje krvi u te¢nom obliku, istovremeno
sprecavajuéi njen gubitak iz vaskularnog prostora i organizma.

Aktivacija koagulacionog mehanizma dovodi do generisanja trombina, koji dovodi do

konverzije fibrinogena u fibrin i aktivacije trombocita Sto rezultira formiranjem tromba.
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Plazmin kao klju¢na proteaza fibrinoliznog mehanizma aktivira se iz zimogenog prekursora
plazminogena posredstvom tkivnog plazminogen aktivatora i urokinaze. Mehanizmom
pozitivne povratne sprege plazmin vrsi konverziju tPA i uPA iz jednolanc¢anog u dvolancani
polipeptidni oblik. Fibrin, kao vazan substrat plazmina, reguliSe sopstvenu degradaciju
vezivanjem plazminogena i tPA na svojoj povrsini, ¢ime lokalizuje i pospesSuje dalje
generisanje plazmina. lako je tPA slab aktivator plazminogena u odsustvu fibrina, njegova
kataliticka efikasnost biva gotovo duplirana u prisustvu fibrina. Jednom formirani plazmin
dovodi do razgradnje molekula fibrina prilikom ¢ega nastaju solubilni degradacioni produkti
sa izlozenim lizin reziduama na svom karboksilnom kraju. ,,Kringle” 2 domen tPA i domeni 1
i 4 molekula plazminogena poseduju lizin-vezuju¢a mesta koja posreduju u daljem vezivanju
za fibrin pojacavajuci aktivaciju plazmina i uklanjanje fibrina. Ovo vezivanje moze biti
blokirano brojnim molekulima koji se ponasaju kao lizin-analozi od kojih svakako
najzanimljiviji u etipatogenetskom smislu jeste trombinom aktiviSuéi fibrinolizni inhibitor
(TAFI) koji, jednom aktiviran od strane trombina, uklanja oslobodene lizin-rezidue ¢ime
atenuiSe generisanje plazmina i dovodi do stabilizacije fibrinskog tromba i uspostavlja
regulatornu komponentu izmedu koagulacionog i fibrinoliznog mehanizma. Takode, razliciti
celijski tipovi pospesSuju generaciju plazmina eksprimujuci receptore na svojoj Celijskoj
povriini. Endotelne ¢elije, monociti, makrofagi, neutrofili i odredene tumorske Ccelije
poseduju moguénost vezivanja plazminogena, kao i tPA i uPA. Njihovi receptori lokalizuju
fibrinoliznu aktivnost na celijsku povrsinu prilikom ¢ega sluze kao kofaktori u akutno
prisutnom generisanju trombina i obezbeduju specifiénu sredinu koja sluzi kao zastita od

cirkulisucih inhibitora (11,58).
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Regulacija fibrinoliznog procesa odvija se i na nivou trombocita zahvaljujuéi sadrzaju granula
trombocita. Tako trombociti mogu vezivati i plazminogen i t-PA povecavajudi na taj nacin
stvaranje plazmina, ali mogu i ogranicavati fibrinolizni proces putem sekrecije PAI-1 i

inhibitora plazmina skladistenih u a-granulama (59).
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Slika 2. Cinioci fibrinmoliznog mehanizma u svojoj fizioloskoj ulozi

24



Doktorska disertacija dr Igor Spasic

1.6. Tromboza
Tromboza podrazumeva zazivotno intravaskularno ili intrakardijalno formiranje krvnog
ugruska nastalo kao posledica poremeéaja hemostaznog mehanizma, odnosno njegovih
sastavnih ¢inilaca - trombocita, faktora koagulacije, faktora fibrinolize i inhibitora koagulacije i
fibrinolize. Tromboza se mozZe razviti i u arterijskom i u venskom delu kardiovaskularnog
sistema. Izmedu arterijskih i venskih tromboza postoje razlike u etiopatogenezi, strukturi

tromba i klinickim manifestacijama koje izazivaju (3).

Osnovni patofizioloski mehanizam razvoja venske tromboze objasnjen je Virchow-ljevim
trijasom ¢iji sastavni ¢inoci podrazumevaju postojanje usporenog toka krvi i prestanak njenog

laminarnog kretanja, promenu zida krvnog suda i promene u sastavu krvi (60) (Slika 3.).
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Slika 3. Shematski prikaz Virchow-ljeve trijade
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Najcesce klinicke manifestacije venske tromboze su tromboza dubokih vena (DVT) i plué¢na
tromboembolija (PTE).

Incidenca venskog tromboembolizma u svetu je razlic¢ita u razli¢itim zemljama i na razli¢itim
kontinentima. U SAD incidenca iznosi 117/100 000, pri ¢emu je incidenca tromboze dubokih
vena 48/100 000, a pluéne tromboembolije 69/100 000, uz 250 000 novootkrivenih slucajeva
godisnje (61), dok u Evropi incidenca tromboembolizma iznosi 160-180/100 000 (62). Uoceno
je daincidenca raste eksponencijalno sa godinama Zivota. Visa incidenca u Zenskoj populaciji u
toku reproduktivnog perioda pripisuje se dodatnim faktorima rizika kojima su Zene izloZene,
gde se pre svega misli na trudnodu, puerperijum i primenu oralnih kontraceptiva. Takode,
treba istaci da je najvisa incidenca uocena kod pacijenata sa malignitetima. Podaci ukazuju i da
je smrtnost u prvih 30 dana od nastanka prve epizode venske tromboze veca kod pacijenata sa
pluénom embolijom, nego kod pacijenata sa DVT (9.7% prema 4.6%), kao i kod pacijenata sa
malignitetom u odnosu na pacijente bez maligniteta (19.1% prema 3.6%). Sa druge strane,

jednogodisnja stopa mortaliteta, koja iznosi oko 20% priblizno je ista za TDV i za PE (63).

1.6.1. Klinicki znacaj venskog tromboembolizma

Klinicki znacaj venske tromboze ogleda se kako u samim klini¢ikim manifestacijama, DVT i PTE i
riziku po zdravlje pacijenta do kojih ova stanja dovode, tako i u visokoj stopi recidiva koja je
zastupljena kod pacijenata ali i komplikacijama koje se mogu javiti nakon prve epizode venskog
tromboembolizma, opisanih skupom simptoma i znakova koji se zajedni¢ki nazivaju

posttrombotski sindrom (PTS).
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Istrazivanja su pokazala da recidivi venskog tromboembolizma povecavaju stopu mortaliteta
kod pacijenata koji dozive tromboembolijsku bolest, kao i razvoj PTS nakon pojave DVT. Uoceno
je da je incidenca recidiva nakon inicijalne epizode venskog tromboembolizma izrazito visoka, a
najvedi rizik je uoéen 6-12 meseci nakon prve epizode. Takode, moguénost recidiva ostaje na
visokom nivou i do 10 godina nakon inicijalne epizode. Epidemioloski podaci ukazuju na
incidencu recidiva nakon prve pojave epizode venskog tromboembolizma u sledeéim
procentima: nakon 7 dana 1.6%, 30 dana 5.2%, 180 dana 10.1%, 1 godine 12.9% i 10 godina ¢ak
30.4%. (64) Ovakvi podaci ukazuju da u periodu od 10 godina nakon prve epizode venskog
tromboemblizma trecina obolelih dozZivi recidiv oboljenja, Sto jasno ukazuje na njegov klinicki
znacaj. Cilj antitrombozne terapije u sklopu akutnog VTE jeste da prevenira propagaciju tromba
i embolizaciju. Trajanje antikoagulante terapije je individualno za svakog pacijenta ali prose¢no
traje izmedu tri i Sest meseci. Nakon ovog vremena tromb je ili liziran ili organizovan i mala je
mogucnost njegovog kretanja i embolizacije. Nakon ovog vremena, svaka dalja antitrombozna
terapija ima za cilj prevenciju nastanka recidiva VTE, a primenjuje se kod pacijenata kod kojih je
procenjeno da rizik od nastanka nove epizode venske tromboze prevazilazi rizik od nastanka
komplikacija usled dugoro¢ne primene antikoagualantne terapije. Trajanje primene terapije ne
uti¢e na incidencu pojave recidiva nakon prestanka njene primene, $to nas navodi na zakljucak
da VTE jeste zapravo hroni¢na bolest sa epizodama rekurencije. Stopa recidiva raste sa
porastom godina Zivota obolelih, visa je kod pacijenata sa neuroloskim oboljenjima kod kojih je
prisutna paraliza donjih ekstremiteta, pacijenata sa malignitetom, a takode je uodena

povezanost stope recidiva sa body mass indeksom (BMI) pacijenata. Medu pacijentima sa
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malignom bolesc¢u najvisa incidenca recidiva javlja se kod karcinoma pluca, gastrointestinalnih i
genitourinarnih maligniteta (65).

Posttrombotski sindrom predstavlja bitnu hroni¢nu sekvelu DVT koja se razvija kod 20-50%
pacijenata sa DVT, ¢ak i nakon adekvatne primene antitrombozne terapije. Klinicki znacaj ovog
sindroma proistice iz klinickih manifestacija i komplikacija koje se mogu javiti u vidu oskudnih ali
i ozbiljnih simptoma i znakova u vidu neizdrzivog bola, pojave edema i venskih ulkusa, Sto
dodatno pogorsava kvalitet Zzivota obolelog. U simptome PTS koji su prisutni na donjim
ekstremitetima spadaju osecaj teZine ekstremiteta, bol, otok, oseéaj svraba, pojava grceva,
osecaj zarenja. Klinicki znaci koje objektivno moZzemo uoditi jesu edem, teleangiektazije,
sekundarni varikoziteti vena, hiperpigmentacija i venski ekcem, crvenilo ili cijanoza,

lipodermatoskleroza, zaceljeni ili otvoreni ulkus (66).
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1.7. SARS-CoV-2 virusna infekcija

Oboljenje Covid-19, izazvano korona virusom teSkog akutnog respiratornog sindroma 2
(SARS-CoV-2) u 2020. i 2021. godini nametnulo se kao znacajan uzrok morbiditeta i
mortaliteta u svetu(67,68). Do 01.08.2021. je zabelezeno preko 196,5 miliona slucajeva
infekcije ovim virusom, sa preko 4,2 miliona preminulih. Sredinom decembra 2019. godine
zdravstvene vlasti provincije Wuhan u Kini detektovale su nekoliko slu¢ajeva atipi¢nih
pneumonija za koje se kasnije dokazalo da su uzrokovane novim korona virusom.
Pretpostavlja se da se prenos virusa sa Zivotinjskog rezervoara na ¢oveka odigrao pocetkom
prve nedelje novemba 2019. godine (69). lako joS uvek nije utvrdeno koja Zivotinja je
intermedijarni rezervoar infekcije, dobro je poznato da su slepi misevi primarni rezervoar
ovakvih tipova virusa (70). Ispitivanja koja su usledila utvrdila su da je uzro¢nik RNK virus koji
pripada istoj porodici korona virusa koja je uzro¢nik pandemija teskog akutnog respiratornog
sindroma (SARS) kao i respiratornog sindroma Bliskog istoka (MERS-CoV) 2003. i 2012. godine

(71).

Porodica koronaviride je velika grupa virusa koja ima moguénost inficiranja ljudi i Zivotinja.
Postoji sedam tipova humanih korona virusa koji su primarno respiratorni patogeni: 229E,
NL63, OC43, KHU1, MERS-CoV, SARS-CoV i SARS-CoV-2. Poslednja tri svrstavaju se u genus
beta korona virusa i sve ih karakteriSe visoka stopa mutacija koja za posledicu ima visoku
stopu genetskog diverziteta, plasti¢nost i adaptibilnost sto im omogucava invaziju velikog

broja razli¢itih domadina (72).
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1.7.1. Struktura virusa

SARS-CoV-2 je sfericnog ili blago pleomorfnog viriona, diametra 60-140 nm, obavijenog
omotacéem (73). Virusna membrana poseduje omotac koji sadrzi spike (S) glikoprotein koji
formira peplomere na povrsini viriona dajuci kruni-slicnu morfologiju uodljivu elektronskom
mikroskopijom. Membranski glikoprotein (M) i ,,Envelope” (E) protein daju strukturu prstena.
U unutrasnjosti viriona prisutan je helikalni nukleokapsid izgraden iz nukleokapsidnog (N)
proteina koji formira kompleks sa jednolan¢anim RNK genomom duzine 30 kb (74). Genom
virusa poseduje odredene slicnosti sa genomima drugih virusa: slicnost sa korona virusom
slepog misa (BatCoV RaTH13) iznosi 96%, slicnost sa SARS-CoV iznosi 80% dok je u slucaju
MERS-CoV sli¢nost oko 50% (71). Jednolancani RNK genom sastavljen iz 30 000 baza poseduje 5’
kapa strukturu i 3’ poli A rep. Uoceno je 14 otvorenih okvira za Citanje (open reading frames-
ORFs) koji kodiraju 29 proteina. 5’ kraj sadrzi ORFlab, najveci gen koji kodira sintezu pplab
proteina koji sadrzi 15 razlicitih nestrukturnih proteina. 3’ terminalni kraj genoma sadrzi Cetiri
strukturna proteina: spike protein (S), protein omotaca (E), membranski glikoprotein (M) i

nukleokapsidni fosfoprotein (N) (71) (Slika 4.).
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1.7.2. Replikacioni ciklus virusa

Kao obligatorno intracelularni organizam, korona virus koristi resurse ¢elije domadina kako bi
obezbedio sopstvenu replikaciju i Sirenje. S obzirom da interakcija izmedu virusa i celija
domacdina formira osnovu oboljenja, poznavanje ove interakcije je od velikog znacaja, pogotovo
kako bi se identifikovali adekvatni mehanizmi na koje bi delovala antiviralna terapija.
SARS-CoV-2 u ¢eliju domadina dospeva pomocu transmembranskog S glikoproteina koji formira
homotrimere koji protrudiraju sa povrsine virusne partikule. S protein korona virusa sastoji se iz
dve funkcionalne subjedinice; S1 subjedinica, na kojoj se nalazi domen za vezivanje receptora
(RBD), odgovorna je za vezivanje za povrsinske receptore prisutne na povrsini ¢elije domacina,
dok je S2 subjedinica odgovorna za fuziju virusne membrane i ¢elijske membrane domacina.
Receptor vezujué¢i domen virusa vezuje se direktno za peptidni domen angiotenzin
konvertuju¢eg enzima 2 (ACE 2) koji takode sluzi i kao celularni receptor za virusnu partikulu
(75). RBD je najvarijabilniji deo SARS-CoV-2 genoma (71,76).

ACE 2 je membranski protein koji u¢estvuje u maturaciji angiotenzina. U respiratornom traktu
rasprostranjen je u epitelnim éelijama, alveocitima, traheji, bronhu i bronhijalnim seroznim
Zlezdama, alveolarnim monocitima i makrofagima. Nakon vezivanja RBD u S1 subjedinici za
receptor ACE 2, S protein biva odstranjen dejstvom transmembranske serin proteaze 2
(TMPRSS2), dovodi do aktivaranja S2 domena i omoguéava fuziju virusne membrane i
membrane ¢elije domadina (77). Pretpostavka je da prodor SARS-CoV-2 u €eliju, kao i SARS-CoV,
tece kroz receptor posredovanu endocitozu gde fuzija virusa sa éelijom dovodi do obmotavanja
njegovog omotac¢a membranama endozoma dovodedi do oslobadanja virusnog nukleokapsida u

citosol inficirane éelije. Nakon oslobadanja i odvijanja virusne RNK u citoplazmi replikacija virusa
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zapoCinje translacijom ORFla i ORF1lb i sintezom poliproteina ppla i pplab kroz tzv.
,,frameshifting” mehanizam. Posledi¢no, poliproteini ppla i pplab bivaju obradeni od strane
unutrasnje virusne proteaze, ukljucuju¢i main proteazu (Mpro), potencijalni target antivirusnih
lekova cija je kristalna struktura nedavno otkrivena (71,78). Sama replikacija virusne RNK
odigrava se na virusno indukovanoj retikulovezikularnoj mrezi membrane modifikovanog
endoplazmatskog retikuluma. Formiranje viriona je osigurano akumulacijom RNK i strukturnih
komponenti prilikom ¢ega N protein sa njima formira strukturu oblika heliksa. Potom M protein
lokalizovan na intracelularnoj membrani GoldzZijevog intermedijernog kompartmana
endoplazmatskog retikuluma stupa u interakciju sa proteinima S, E i N ¢ime se omogucava
vezivanje viriona. Nakon ovog procesa virion biva transportovan u vezikule i na kraju osloboden

egzocitozom (79-81).
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1.7.3. Patogeneza interakcije virusa sa humoralnim i celularnim imunim odgovorom
domacina

Fizioloski imunski odgovor protiv veéine virusnih parikula uklju¢uje ranu fazu posredovanu
komponentama nespecificnog urodenog imunskog odgovora i, ukoliko je neophodno, kasnu
fazu posredovanu daleko sofisticiranijim mehanizmima adaptivnog (stecenog) imuniteta koji bi
trebalo da eliminiSe patogen i generiSe dugoro¢nu imunolosku memoriju za datu antigensku
strukturu. Nespecifi¢ni imunski odogovor podrazumeva produkciju tip | antiviralnih interferona
(IFN), makrofaga, neutrofila koji dovode do proinflamatorne produkcije citokina kao i prirodnih
Celija ubica (NK-Celija). S druge strane antiviralni specificni odgovor uklju¢uje virusnim
antigenim determinantama uzrokovanu aktivaciju CD8+ citotoksi¢nih T limfocita i Th1 subklase
CD4+ pomocnickih limfocita koji dovode do odgovora protiv virusne partikule i drugih
intracelularnih patogena, aktivaciju specifi¢nih plazma celija koje poseduju sposobnost sinteze
antitela i kona¢no produkciju memorijskih T i B ¢elija. Imunski odgovor na SARS-CoV-2 moze
dovesti do brzog, interferonom, posredovanog odgovora koji dovodi do brzog klirensa virusne
partikule iz organizma i do aktivacije antivirusnih limfocita sa posledichom pojavom
memorijskih éelija. S druge strane, zakasnela aktivacija urodenog imuniteta smatra se
odgovornom za teske klinicke oblike infekcije praéene pneumonijom, akutnim respiratornim
distres sindromom (ARDS), septi¢nim Sokom, multiorganskim otkazivanjem, koagulopatijom
pracenom tromboznim komplikacijama i kona¢no smréu. U ovom slucaju se pretpostavlja da
neadekvatan odgovor na dejstvo interferona dovodi do neefikasnog uklanjanja virusnih
partikula od strane alveolarnih makrofaga sto predstavlja dobru podlogu za ubzanu replikaciju

virusa, dovodedéi do razvoja tezih klini¢kih slika ali i povecane transmisibilnosti virusa s jedinke
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na jedinku. Uoceno je da kod pacijenata koji poseduju oslabljen ili na neki drugi nacin
disregulisan imunski odgovor, kao $to su starije osobe sa komorbiditetima, ¢esce se ispoljava

teki oblik COVID-19 infekcije (79,81,82).

1.7.3.1.  Urodeniimunski odgovor

Nakon ulaska virusa u ¢eliju domacina njegove antigenske determinante bivaju prepoznate od
strane obrazac prepoznajucéih receptora (Pattern recognition receptors-PRR), koji prepoznaju
patogen-asocirane molekulske obrasce (pathogen-associated molecular patterns-PAMPs) kao
Sto su Toll-like receptori (TLR), TLR7 i TLR8 u slucaju jednolancanih RNK virusa, RIG-I-like (RLR) i
NLR koje eksprimiraju epitelne celije kao i lokalno prisutne éelije urodenog imuniteta kao Sto su
alveolarni makrofagi (83). PAMPs su antigenske strukture grupno prisutne na razli¢itim
patogenima prepoznate od strane PRR koji su nastali tokom evolucije nespecificnog imuniteta
Covekovog organizma.

Vezivanjem liganda za PRR potencira se sinteza proteina koji aktiviraju transkripciju razlicitih
faktora, kao Sto su interferon regulatorni faktor (IRF), NF-kB i AP-1, Sto dalje rezultira
produkcijom tip-I i lll antiviralnih interferona i razli¢itih hemokina (84). Upravo ovi hemokini
dovode do daljeg privla¢enja ¢elija urodenog imunskog odgovora na mesto kontakta sa
patogenom, pre svega polimorfonukleara, monocita, NK-¢elija, dendriti¢nih ¢elija (DC) koje i
same vrSe produkciju hemokina sposobnih za regrutaciju i aktivaciju limfocita koji ¢ée konaéno
izvrsiti prepoznavanje obradenog i prezentovanog antigena od strane antigen prezentujuéih

¢elija (APC), u prvom redu makrofaga i dendriti¢nih ¢elija (85).
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Nedavna istrazivanja pokazala su da inicijalne faze SARS-CoV-2 infekcije u poredenju sa SARS-
CoV mogu podjednako da inficiraju tip-l i tip-Il pneumocita i alveolarne makrofage. S druge
strane SARS-CoV je pokazao sposobnost da indukuje ekspresiju IFN-I, IFN-II i IFN-IIl dok to nije
bio sluc¢aj sa SARS-CoV-2 koji je takode bio manje efikasan u indukciji drugih citokina. Dokazano
je da u odnosu na druge korona viruse SARS-CoV-2 karakteriSe snizen odgvor IFN-I i IFN-II
odgovor ali i signifikantna profukcija proinflamatornih hemokina IL-1B, IL-6, TNF i IL1RA. Ovi
podaci su kasnije i potvrdeni detekcijom povisenih koncentracija ovih molekula u plazmi
obolelih od COVID-19. Ovakvi podaci samim tim pokazuju da SARS-CoV-2 ostvaruje drugaciju
interakciju sa nespecificnim imunitetom domacina u odnosu na druge korona viruse Sto se
ogleda u njegovoj daleko ve¢oj mogucnosti replikacije u pluénom tkivu, izbegavanju antiviralnog
dejstva IFN-I i Il, aktivaciji nespecificnog imuniteta i izazivanju produkcije visokih vrednosti

citokina neophodnih za dalju aktivaciju specificnog imunskog odgovora (86).
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1.7.3.2.  Steceni imunski odgovor

Interakcija izmedu razli¢itih komponenti nespecificnog i specificnog imunskog odgovora upravo
je krucijalni momenat u daljoj progresiji SARS-CoV-2 virusne infekcije. Nedovoljno razjasnjeni
patofizioloSki mehanizmi odgovorni su za kretanje imunskog odgovora u jednom od dva pravaca
koji podrazumevaju ili razvoj protektivnog i svrsishodnog imunskog odgovora organizma
domadina ili pak egzacerbacije preterano snaznog imunskog odgovora (87,88).

Protektivni odgovor je zavisan od posredstva T-limfocita gde CD4 subpopulacija u sadejstvu sa
B-limfocitima podsti¢e produkciju specificnih neutralisuc¢ih antitela dok sa CD8 citotoksi¢nim
limfocitima dovodi do liziranja inficirane ¢elije. S druge strane, disfunkcionalan imunski odgovor
koji nije u mogucnosti da izvrsi inhibiciju replikacije virusne partikule i eliminaciju inficirane
Celije moZe za posledicu imati upravo egzacerbaciju inflamatornog odgovora sa posledi¢nim
razvojem citokinske oluje koja se klini¢ki manifestuje akutnim respiratornim distres sindromom
ili diseminovanom intravaskularnom koagulacijom. Istrazivanje na modelu primata sprovedeno
od strane Clay i saradnika (89) pokazalo je da se virusna replikacija u plu¢ima odigrava do 10.
dana od infekcije. Medutim, zapaljenske promene uocene u pluénom parenhimu postaju
intenzivnije nakon klirensa samog virusa i dostizu pik 14. dana odrZavajuci se sve do 28. dana.
Ovi rezultati govore u prilog tome da je rana faza inflamacije zavisna od virusa dok su kasnije
faze nezavisne od njegovog prisustva, imunski posredovane i upravo pracene egzacerbacijom

inflamatornih komponenti.
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1.8. Spona imunskog odgovora i koagulacionog mehanizma u SARS-CoV-2 virusnoj
infekciji

Vec na samom pocetku pandemije uocen je znacajan broj slu¢ajeva infekcije koji su bili praceni
poremecajima funkcionalnosti hemostaznog mehanizma, koji se ogledao u izrazito povisenom
nivou stimulacije trombinske aktivnosti, manifestovanim u vidu diseminovane intravaskularne
koagulacije kao i razvojem arterijskih i venskih tromboza razli¢itih lokalizacija. lako podaci o
incidenci ovih komplikacija nisu joS uvek konzistentni uo¢ena je ozbiljnost ovih komplikacija kao
i njihov uticaj na konacan ishod bolesti.

Precizan patofizioloSki mehanizam razvoja koagulopatije pri infekciji SARS-CoV-2 virusom nije u
potpunosti razjasnjen. Uklju¢enost sve tri komponente Virhovljeve trijade u sadejstvu sa
inflamatronim promenama nastalim kao posledica infekcije ali i samog imunskog odgovora
organizma, kako celularnog tako i humoralnog dela, moguce je objasnjenje patofizioloskog
mehanizma koagulopatije.

Naime uoceno je da prisustvo poviSenih koncentracija proinflamatornih citokina i hemokina, a
pre svega faktora tumorske nekroze alfa (TNF-a), interleukina 1-beta (IL-1B), interleukina-6 (IL-

6) kao i monocitnog hemoatraktantnog proteina 1.
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1.8.1. Inteleukin-6 (IL-6)

Interleukin-6 je pleotropni citokin sintetisan od strane velikog broja ¢elija imunskog sistema,
mastocita, tkivnih makrofaga, dendritskih ¢elija, T i B limfocita, kao i celija koje nisu deo
imunskog sistema. Prethodna istrazivanja pokazala su da disbalans u sintezi IL-6 u toku virusnih
infekcija ima znacajan uticaj na klirens virusa iz organizma, perzistiranje, Sirenje virusa kroz
organizam kao i odrzavanje hroni¢ne virusne infekcije. Postoje dokazi da IL-6 uclestvuje u
kriticnim celularnim deSavanjima kao $to su proliferacija, diferencijacija, prezivljavanje i
pokretljivost samih celija. U tom pogledu IL-6 poseduje dvojaku ulogu sa moguénosc¢u aktivacije
i regulacije kako inflamatornog, tako i antiinflamatornog odgovora, direktino modelirajuci
funkciju nespecificne imunske odbrane organizma, celularnog i humoralnog imuniteta. U
pogledu celularnog imuniteta odgovoran je za produkciju antimikrobnih peptida (AMP),
stimulaciju diferencijacije monocita u makrofage, maturaciju dendritskih éelija, kao i stimulaciju
produkcije reaktanata akutne faze. Sam patogen svojim ulaskom u organizam domacina biva
detektovan od strane imunskog sistema prepoznavanjem PAMP pomoc¢u PRR prisutnih na
razli¢itim céelijama organizma. U slucaju virusnih infekcija kao $to je SARS-CoV-2 ovi receptori
omogucavaju vezivanje za PAMP $to predstavlja transkripcioni signal koji omogucava sintezu IL-
6 i drugih inflamatornih citokina (90).

Kada govorimo o ste¢enom imunskom odgovoru IL-6 takode poseduje mnostvo regulatornih
uloga kao $to je podsticanje sinteze imunoglobulina G (IgG), ali i diferencijacija naivnih T CD4+
limfocita, inhibicija aktivnosti T-helper tip 1 ¢elija (Th1) i stimulacija aktivnosti Th2 ¢elija. Takode

je dokazano i njegovo pozitivno dejstvo na aktivaciju CD8+ citotoksi¢nih T limfocita (91).
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Dosta znacaja se pridaje samoj ulozi IL-6 na patogenezu SARS-CoV-2 virusne infekcije, a
posebno njegovoj ulozi pri nastanku citokinske oluje kod zaraZzenih pacijenata.

Dosadasnja istrazivanja pokazala su znacajnu pozitivnu korelaciju izmedu virusnog opterecenja i
koncentracije IL-6 u organizmu obolelih od COVID-19, a koji su razvili tesku klinicku sliku
praéenu signifikantnim osteéenjima plu¢nog parenhima. Gotovo svi dokazi govore o mogucoj
destruktivnoj ulozi IL-6 kod ovih pacijenata (92,93).

Istrazivanja su pokazala da IL-1 i TNF-a poseduju antikoagulantna svojstva, dok IL-6 moze
stimulisati koagulacionu kaskadu svojim uticajem na generisanje TF i posledi¢nom produkcijom
trombina. Prisustvo povisenih koncentracija proinflamatornih citokina i hemokina dovodi do
aktivacije i privlacenja celija imunskog sistema Coveka u zapaljensko tkivo u svrhu njegove
odbrane ali i oStecenja samog tkiva uz favorizovanje endotelne disfunkcije. Kao posledica
prirode virusne infekcije uocen je snazniji odgovor limfoidnog tkiva, dok prisustvo TNF-a ima za
posledicu aktivaciju apoptoze u samim limfocitima Sto rezultira limfopenijom kao cestim
laboratorijskim nalazom u ovoj infekciji. Aktivacija imunskog sistema stimuliSe ekspresiju TF na
povriini samog monocitno-makrofagnog sistema ali i ¢elijama endotela. Koagulaciona kaskada
biva aktivirana prevashodno na celijskoj povrsini posredstvom TF (94). Takode, pretpostavlja se
da urodene i ste¢ene abnormalnosti inhibitora koagulacije, antitrombina i proteina C i S
znacajno uticu na patogenezu koagulopatije jer u inflamatornim stanjima njihova koncentracija

biva dodatno sniZzena (90,95,96).
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1.9. Patogeneza tromboznih komplikacija u sklopu infekcije SARS-CoV-2 virusom

Nekoliko faktora mogu doprineti razvoju poremecaja hemostaznog mehanizma pri COVID-19
infekciji. Ovi faktori imaju posredan ili neposredan uticaj na sve tri komponente Virhovljeve
trijade Sto podrazumeva pojavu endotelne disfunkcije, heperkoagulabilnosti i hemodinamske

nestabilnosti u vidu staze ili turbulentnog toka krvi u vaskularnom sistemu.

1.9.1. Virusom potaknuta endotelna disfunkcija

Direktno osStecenje endotela od strane patogena na nivou pluénog parenhima i periferne
cirkulacije nesumnjivo je jedan od najvaznijih mehanizama aktivacije koagulacionog sistema.
Ostecéenje endotela moZe dovesti do sistemske cirkulatorne disfunkcije koja se karakterisSe
vazokonstrikcijom pracenom posledicnom ishemijom tkiva i inflamatornim promenama u
mikrocirkulaciji koje dovode do pojave edema. Elektronskom mikroskopijom dokazana je
akumulacija inflamatornih ¢elija i virusnih inkluzija u endotelu srca, tankog creva, pluda i
bubrega (97). Prisustvo patogena i odgovor imunskog sistema domadina rezultuju pove¢anom
ekspresijom i sintezom IL-1 koji se smatra odgovornim za formiranje retikularnih inkluzija
glikoproteinskog i fosfolipidnog porekla dovodeci do osStecenja samih ¢elija vaskularnog
endotela, razvoja njihove disfunkcije i ekspresije protromboti¢nih gena. SARS-CoV-2 je RNK
virus, a dosadasnja istraZivanja su pokazala da prisustvo ekstracelularne RNK, slicno DNK
oslobodenoj iz ostecenih ¢elija endotela, moze biti nezavisni trombogeni faktor zahvaljujudi

vezivanju proteaza koje dovode do promocije aktivacije FVII, FXI i FXII (98,99).
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1.9.2. Inflamacija

Stanje inflamacije samo po sebi predstavlja bitan faktor aktivacije koagulacione kaskade.
Aktivisani trombociti i oSte¢ene endotelne éelije mogu dovesti do ekspresije TF, Sto za
posledicu ima sintezu trombina. Istovremeno, proinflamatorni citokini i hemokini kao sto je IL-
6 mogu dovesti do aktivacije koagulacione kaskade ali i do inaktivacije prirodnih
antikoagulanata i supresije fibrinolize. Neprimereno snazan inflamatorni odgovor uzrokuje
citokinsku oluju dovodeéi do difuznog alveolarnog ostecenja, bubrezne insuficijencije,
miokarditisa i multiorganskog zatajenja. Infekcija uzrokuje oslobadanje proinflamatornih
citokina koji su povezani sa nastankom sistemskog inflamatornog odgovora uzorkujuci
Celijisku smrt u pluénom parenhimu, jetri, sréanom misi¢u, bubrezima i adrenalnom korteksu

(100).

1.9.3. Hipoksija, hiperkoagulabilnost i viskoznost

Hipoksija kao posledica smanjene razmene kiseonika na nivou pluénog parenhima namece
se kao jo$ jedan od relevantnih faktora u patogenezi koagulopatije pri infekciji SARS-CoV-2
dovodec¢i do stimulacije koagulacionog mehanizma i nastanka tromboze putem
vazokonstrikcije i povecane viskoznosti krvi. Hipoksija moZe dovesti do promene funkcije
endotela, Cija je fizioloSka uloga prevashodno antitromboticna i antiinflamatorna, u jedan
prokoagulantni i proinflamatorni fenotip, prilikom ¢ega dolazi do indukcije tzv. hipoksijom

aktiviranih prokoagulatnih fakotra.
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1.9.4. Antifosfolipidna antitela

Istrazivanje Harzallah i saradnika ukazalo je na prolazni porast koncentracije
antifosfolipidnih antitela kod pacijenata sa potvrdenom COVID-19 infekcijom. Poznato je da
inflamatorna etiopatogeneza nesumnjivo dovodi do porasta koncentracije ovih antitela u
organizmu, ne samo kod SARS-CoV-2 virusne infekcije, ali poznavajué¢i doprinos
antifosfolipidnih antitela etiopatogenezi prokoagulantnog stanja namede se pitanje njihovog
znacaja i rutinskog odredivanja pri ovoj virusnoj infekciji, a pogotovo kod pacijenata koji ve¢

poseduju odredene faktore rizika za nastanak venske tromboze (101).

1.9.5. Uloga trombocita

Fizioloska uloga trombocita u hemostaznom mehanizmu, kao i dosadasnja saznanja o
njihovoj funkciji prilikom inflamatornih promena u organizmu usmerila su istraZivace u
pravcu otkrivanja potencijalnog patofizioloSkog mehanizma kojim trombociti doprinose

nastanku koagulopatije u SARS-CoV-2 virusnoj infekciji.

Nedavne publikacije iz razliCitih istraZzivackih centara pokazale su prisustvo povisenih
koncentracija markera koagulacije kao i pojavu mikrotromba u pluénom parenhimu i drugim
organima obolelih. Pored toga uocena je patoloska aktivacija i agregacija trombocita kod

ovih pacijenata (102-104).
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Najpotentniji aktivator trombocita svakako jeste lipid inflamatorni molekul, trombocit
aktiviraju¢i faktor (PAF), cija biohemijska struktura je 1-Oalkyl-2acetyl-sn-glycero-3-
phosphocholine. Sintetisan je od strane mnogih déelija prokariotskih i eukariotskih

organizama. PAF igra izuzetno vaznu ulogu u inflamatornim procesima (105,106).

S obzirom na to da trombociti imaju moguénost degranulacije perivaskularnih mastocita,
¢ime dolazi do inflamatornog odgovora i tkivnog ostecenja, a sami tkivni makrofagi mogu
biti aktivirani od strane PAF, ali ga i sami sintetiSu i oslobadaju u sopstvenu mikrosredinu,
postavlja se pitanje kompleksnog odnosa trombocita i mastocita u etiopatogenezi

inflamatornih i prokoagulantnih desavanja tokom infekcije.

Dosadasnja istraZivanja pokazala su da brojni receptori za PAF imaju znac¢ajnu ulogu prilikom
ulaska brojnih, prevashodno virusnih, patogena u ljudski organizam. Tako je dokazana

njihova uloga prilikom infekcije virusima HIN1, H3N2 kao i HIV virusom (107,108).

PAF takode uti¢e i na sistem renin-angitenzinogen-aldosteron (RAAS), prevashodno putem
ACE2 koji se pokazao kao receptor neohodan za ulazak SARS-CoV-2 u pluéni parenhim
zarazenih. Angitenzinogen Il direktno stimuliSe produkciju PAF, dok on sam povecava

aktivnost ACE2 receptora (109).

Kao Sto je ve¢ pomenuto, oStecenje endotela Cest je deo patogeneze virusne infekcije koji
direktno uti¢e na hemostazni mehanizam. Virusne i bakterijske infekcije kao i inflamatorni
stimulusi mogu dovesti to ekspresije TF, ne samo od strane endotela, nego i od strane
cirkulisu¢ih monocita i granulocita. Ove celije takode nakon aktivacije od strane brojnih

stimulusa dovode do oslobadanja mikrovezikula u krvotok od kojih su fosfatidil serin i TF
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prepoznati kao prokoagulanti i direktno doprinose aktivaciji koagulacije. Sistemske infekcije
pracene izrazitim inflamatornim promenama i endotelnom disfunkcijom mogu dodatno
izmeniti hemostazni mehanizam posredstvom smanjene produkcije prostaglandina 12 (PGI2)
i azot monoksida (NO) koji imaju izrazito znacajnu ulogu u kontroli aktivacije trombocita

(110).

Nizak broj trombocita koji se cesto srece prilikom infekcije sugeriSe povisenu potrosnju
trombocita usled obilne trombocitne aktivacije i formiranja tromba. Aktivisani trombociti i
sami poseduju mogucnost ekspresije TF. Jasno je da sopstvenom agregacijom trombociti, ne
samo da obezbeduju adekvatnu negativno naelektrisanu fosfolipidnu podlogu za dalju
aktivaciju faktora koagulacije, nego su i sami odgovorni upravo za aktivaciju koagulacione

kaskade (111,112).

Posebno zamiljivo pokazalo se istrazivanje Manne i saradnika (113) u okviru koga je vrSena
analiza celokupnog transkriptoma trombocita obolelih od SARS-CoV-2 virusne infekcije,
prilikom Cega je dokazana razli¢ita ekspresija preko 3000 gena u trombocitima obolelih
osoba u odnosu na kontrolnu grupu, Sto je joS jedan od pokazatelja znacajnih promena koje

trombociti trpe prilikom infekcije, kao i njihovog doprinosa patogenezi koagulopatije.

1.9.6. Fibrinolizni mehanizam i Covid-19

Sam znacaj fibrinoliznog mehanizma i njegovog doprinosa ocuvanju homeostaze

hemostaznog mehanizma dovodi do potrebe da se odgovor na razvoj koagulopatije kod
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COVID-19 potrazZi upravo u njegovoj izmenjenoj funkcionalnosti. Naime dokazano je da

alveolarni prostor u fizioloSkim uslovima predstavlja profibrinoliticko podrucje organizma.

Dosadasnja istraZivanja ukazala su na odredene osobitosti fibrinoliznog mehanizma plu¢nog
parenhima u fizioloskim stanjima, kao i stanjima poremecene homeostaze pluénog
parenhima u razli¢itim patoloskim stanjima Ciji je primarni patofizioloSki supstrat upravo

pluéni parenhim.

Ispitivanja koja su podrazumevala analizu bronhoalverolarnih lavata kod pacijenata sa
razli¢itim pulmoloskim oboljenjima pokazala su odredene karatkeristike i razlike u odnosu
na lavate zdravih osoba. Naime, bronhoalveolarni lavat u fizioloSkim uslovima poseduje
mogucnost prevodenja plazminogena u plazmin, prilikom cega se dejsto uPA smatra
najodgovorinijom za ovu enzimsku reakciju, dok su koncentracije PAI-1 i drugih inhibitora
aktivnosti plazminogena bile nedovoljne kako bi izvrsile supresiju fibrinoliznog mehanizma.
S druge strane, znacajno sniZzene koncentracije aktivnosti PA pronadene su kod osoba sa
razli¢itim pulmoloSkim oboljenjima 3$to je najceSée rezultiralo pojaanom sintezom
bronhoalveolarne te¢nosti, akumulacije fibrina, formiranja hijalinih membrana i posledi¢nog
fibroziranja pluénog parenhima. Pri tom, brojna inflamatorna stanja upravo karakteriSe
porast PAI-1, sto nije karakteristicno samo za plu¢ni parenhim, nego i za parenhim bubrega,
sinoviju, arterijske krvne sudove i jetrin parenhim (114). Smatra se da upravo porast
koncentracije PAI-1, kako u plazmi, tako i u bronhoalveolarnoj tecnosti vrsi supresiju

fibrinoliznog mehanizma.
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Dokazano je da plazmin ima veliki znacaj u odstranjivanju fibrina ali takode i brojnih matriks
proteina, gde ubrajamo i brojne proteinske produkte nekroticnog tkiva. Upravo supresija
fibrinoliznog mehanizma, potaknuta inhibicijom aktivnosti plazmina, usled povisenih
koncentracija PAI-1 ima za posledicu akumulaciju ovih nekroti¢nih proteinskih produkata u
tkivima koja imaju direktan uticaj na nastanak i razvoj hijalinih memebrana u plu¢énom

parenhimu (115,116).

Doprinos patogenezi koagulopatije kod COVID-19 pozitivnih pacijenata smatra se da ima i
sam fenotip fibrinoliznog mehanizma koji je moguce klasifikovati kao hiperfibrinolizni,
hipofibrinolizni, okultna fibrinoliza, fizioloska fibrinoliza i zatajenje fibrinoliznog mehanizma
(117). Moze se postaviti hipoteza da i odredeni fenotip ima znacajan uticaj na sam ishod

oboljenja pacijenata obolelih od COVID-19.

1.9.7. Venska staza pri SARS-CoV-2 virusnoj infekciji

PatoloSka stanja | komorbiditeti koja dovode do dugotrajno smanjene pokretljivosti,
nepokretljivosti | imobilizacije izazivaju pojavu venske staze, treée komponente Virchow-ljeve
trijade, Sto je znacajan doprinoseci faktor razvoja tromboznih komplikacija kod pacijenata sa
SARS-CoV-2 virusnom infekcijom. Imobilizacija dovodi prvenstveno do smanjene miSiéne
aktivnosti, a samim tim | smanjene aktivnosti miSicne pumpe, koja je pak neophodna za

adekvatno odvodenje venske krvi sa periferije Sto rezultira nastankom venske staze (118).
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2. Radna hipoteza i cilj istrazivanja

Aktuelna pandemija izazvana virusom SARS-CoV-2, tezZina klini¢ke slike koja se moze razviti
kod odredenog broja pacijenta, zahtevi za bolni¢kim le¢enjem i jo$ uvek nepoznate
posledice koje ova infekcija moze imati na dalji kvalitet Zivota obolelih zahtevaju dalje
ispitivanje patogeneze ovog oboljenja i njegovih propratnih stanja.
Kako je poremecaj funkcionalnosti hemostaznog mehanizma jedna od najtezih posledica
infekcije ovim virusom, koja u mnogome komplikuje ishod samog oboljenja, a dosadasniji
radovi i strazivanja od strane naucne zajednice ne pruZaju kompletan uvid u sve
specificnosti  funkcionalnosti hemostaznog mehanizma u okviru ovog oboljenja,
potencijalno rezultati ovog istraZzivanja mogli bi odgovoriti na neke od nepoznanica na
ovom polju ¢ime bi se pomoglo u sprecavanju razvoja tezih klinickih manifestacija i uticalo
na skracenje duzine trajanja hospitalizacije kao i smanjenje materijalnih troSkova vezanih
za leCenje oboljenja.

Ciljevi istrazivanja i oCekivani rezultati:

1. Ispitati funkcionalnost primarne hemostaze kod obolelih od SARS-CoV-2 virusne
infekcije kao i njen uticaj na rizik od nastanka smrtnog ishoda i tromboznih
komplikacija.

2. lIspitati funkcionalnost koagulacionog mehanizma kod obolelih od SARS-CoV-2 virusne
infekcije i njegov uticaj na nastanak smrtnog ishoda i tromboznih komplikacija.

3. Proceniti uticaj i funkcionalnost fibrinoliznog mehanizma na rizik od nastanka smrtnog

ishoda i tromboznih komplikacija kod obolelih od SARS-CoV-2 virusne infekcije.
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Hipoteze istraZivanja:

1. Pacijenti oboleli od SARS-CoV-2 virusne infekcije, koji imaju suprimiranu primarnu
hemostazu imaju vedi rizik od nastanka smrtnog ishoda i tromboznih komplikacija u
poredenju sa pacijentima obolelim od ove infekcije koji imaju fizioloski nivo
funkcionalnosti primarne hemostaze.

2. Poremecaj funkcionalnosti koagulacionog mehanizma u pravcu hiperkoagulabilnosti kod
obolelih od SARS-CoV-2 virusne infekcije poveéava rizik od nastanka tromboznih
komplikacija i smrtnog ishoda.

3. Suprimirana funkcionalnost fibrinoliznog mehanizma povecava rizik od nastanka

tromboznih komplikacija i smrtnog ishoda kod obolelih od SARS-CoV-2 virusne infekcije.
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3. Materijal i metode istrazivanja

Ispitivanje je koncipirano u vidu prospektivne studije. Tokom njene izrade izvrSeno je
regrutovanje 60 pacijenata sa RT-PCR potvrdenom infekcijom SARS-CoV-2, hospitalizovanih
inicijalno u COVID jedinicama Klinickog centra Vojvodine. Prilikom regrutovanja pacijenata

izuzeti su oni pacijenti koji su se ve¢ nalazili u jedinicama intenzivne nege.

Za potrebe istrazivanja koristeni su osnovni anamnesticki podaci, uocene klinicke
manifestacije kao i podaci o primenjenoj terapiji i ishodu oboljenja, dobijeni uvidom u

medicinsku dokumentaciju ispitanika.

Pored anamnestickih podataka, koris¢eni su i podaci laboratorijskih analiza uzoraka
pacijenata dobijenih flebotomijom i analiziranjem uzoraka pune heparinizirane krvi kao i

analizom EDTA krvi i citratne plazme.

Deo analiza koji spada u standardnu paletu analiza, a koje se po protokolu traze kod
obolelih od SARS-CoV-2 virusne infekcije, odraden je u sklopu laboratorija Centra za
laboratorijsku medicinu Klinickog centra Vojvodine, uz posStovanje propisanih procedura od

strane same laboratorije, koje se odnose na nacin uzorkovanja, transport i obradu uzoraka.

Odredivanje parametara krvne slike, ukljucujuéi odredivanje broja trombocita i
trombocitnih indeksa izvrSeno je na automatizovanom hematoloSkom brojacu firme Sismex,

istog dana kada je izvrSeno uzorkovanje bioloSkog materijala. Sam bioloSki materijal
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upotrebljen za odredivanje parametra kompletne krvne slike podrazumevao je uzorkovanje

pune krvi sa EDTA kao antikoagulansom.

Ispitivanje funkcionalnosti primarne hemostaze, pored odredivanja broja trombocita i
trombocitnih indeksa, obuhvatilo je agregometrijska merenja izvedena na aparatu
Multiplate koji funkcioniSe na principu impedansne agregometrije. U sklopu procene
agregabilnosti trombocita odredivani su testovi TRAP, kao pokazatelj bazalne
funkcionalnosti trombocita. Za ispitivanje agregabilnosti trombocita kao bioloski materijal
upotrebljena je puna krv sa litijum-heparinom kao antikoagulansom. Samo ispitivanje
agregabilnosti trombocita sprovedeno je u Zavodu za laboratorijsku dijagnostiku Medlab.
Usled nestabilnosti uzorka i ograni¢enog Zivotnog veka trombocita koji iznosti svega 4 sata
vrsen je redovan transport uzoraka iz Klinickog centra Vojvodine u Zavod za laboratorijsku
dijagnostiku Medlab, odmah nakon uzorkovanja bioloSkog materijala, a njegovoj obradi se
pristupalo istog trenutka kada je uzorak stigao u laboratoriju ili najkasnije 3 sata od trenutka

uzorkovanja bioloSkog materijala.

Koagulacioni testovi su vrSeni na aparatu Siemens BCS-XP u sklopu Centra za laboratorijsku
medicinu i obuhvatili su odredivanje aktivisanog parcijalnog tromboplastinskog vremena
(aPTT), protrombinskog vremena (PT), koncentracije fibrinogena i vrednosti D-dimera iz
uzorka citratne plazme. Prilikom obrade uzorka postovale su se sve preporuke i standardi
dobre laboratorijske prakse u pogledu preanaliticke, analiticke i postanaliticke faze

laboratorijskog ispitivanja.
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Euglobulinsko vreme lize koaguluma, kao test globalne procene funkcionalnosti
fibrinoliznog mehanizma, je odredivano metodom prema Macfarlane-u i Pilling-u koja se
zasniva na prvobitnom razblaZzivanju citratne plazme destilovanom vodom, a zatim
acidifikacijom iste rastvorom siréetne kiseline Sto dovodi do talozenja euglobulinske frakcije
plazme. Zatim dobijeni talog biva resuspendovan u boratnom puferu, dodatkom 0,025 M
rastvora CaCl2 do koagulacije i potom se registruje vreme lize koaguluma koji se inkubira u

vodenom kupatilu na 37C2. Vreme lize koaguluma je izrazavano u minutima.

Uzorci venske krvi za sve analize uzimani su odmah po prijemu pacijenta u Klini¢ki centar
Vojvodine, a pre primene bilo kakvih terapijskih ili dijagnostickih procedura koje bi mogle da

imaju efekta na same vrednosti ispitivanih parametara.

Neadekvatno uzorkovani uzorci koji ne sadrze poZeljan odnos uzorka i antikagulansa,

koagulisali ili hemolizovani uzorci nisu koris¢eni za izvodenje analiza.

3.1. Nacin izbora, veli¢ina i konstrukcija uzoraka

U studiju je uklju¢eno 60 ispitanika inicijalno hospitalizovanih u COVID jedinicama Klini¢kog
centra Vojvodine, izuzev jedinica intenzivne nege, kod kojih je RT-PCR metodom potvrdeno

prisustvo SARS-CoV-2 virusne infekcije.

Samo uzorkovanje bioloSkog materijala neophodnog za laboratorijske analize izvrseno je

prilikom samog prijema pacijenata, a pre nego Sto su preduzeti dalji terapijski zahvati.
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Nakon uradenih laboratorijskih analiza izvrSeno je klasifikovanje pacijenata u odnosu na

dobijene vrednosti ispitivanih parametara na sledeéi nacin:

1. Na osnovu procene funkcionalnosti primarne hemostaze: na ispitanike sa o€uvanom i
suprimiranom funkcionalno$éu primarne hemostaze

2. Na osnovu vrednosti D-dimera na ispitanike sa fizioloSkim i nesignifikantno povisenim
nivoom stimulacije trombinske aktivnosti (vrednosti D-dimera do 1000 ng/ml) i
ispitanike sa signifikatno povisenim nivoom trombinske aktivnosti (vrednosti D-dimera
vise od 1000ng/ml)

3. Na osnovu vrednosti euglobulinskog vremena lize koaguluma na ispitanike sa o¢uvanom
(vrednost EVLK do 240 min.) i suprimiranom funkcionalnoscu fibrinoliznog mehanizma

(vrednost EVLK duza od 240 min.).

Kriterijumi za ukljucivanje ispitanika u uzorak:

e Uzrast stariji od 18 godina
e Pozitivan rezultat na SARS-CoV-2, dokazan RT-PCR tehnikom

e Potpisan pristanak informisanog ispitanika

Kriterijumi za iskljucenje ispitanika iz uzorka:

e Uzrast mladi od 18 godina
e Negativan rezultat na SARS-CoV-2, dokazan RT-PCR tehnikom

e Nepotpisan ili povucen pristanak informisanog ispitanika
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e Istorija ranijih tromboza ili aktuelnih malignih oboljenja

e Prethodna primena antitrombozne terapije

U odnosu na ishod bolesti pacijenti su klasifikovani na grupe sa:

e lzletenom SARS-CoV-2 infekcijom bez razvoja tromboznih komplikacija
e Pacijente kod kojih je nastupio smrtni ishod

e Pacijente kod kojih je doSlio do nastanka arterijskih ili venskih tromboznih

komplikacija

Za unos i obradu podataka koriséen je statisticki program SPSS, verzija 24.0. Za potrebe
analize i opisa strukture uzorka istrazivanja koris¢eni su deskriptivni statisti¢ki pokazatelji:

frekvencije, procenti, medijana i drugi. Rezultati su prikazani u vidu tabela i grafikona.

U okviru komparativne statistike, u cilju odredivanja razlika izmedu ispitivanih grupa,
koris¢en je Studentov t-test za nezavisne uzorke, ili odgovaraju¢a neparametrijska zamena

Man-Vitnijev test u zavisnosti od prirode ispitivanih parametara i veli¢ine podgrupa.

Kako bi se utvrdila povezanost izmedu razli¢itih posmatranih klinickih parametara
primenjen je Spirmanov koeficijent rang korelacije ili Pirsonov koeficijent linearne
korelacije, ako su u pitanju kontinuirane varijable sa normalnom distribucijom. Vrednost

p<0,05 smatra se statisticki zna¢ajnom.

Za procenu uticaja pojedinacnih ispitivanih parametara na rizik od nastanka smrtnog ishoda

ili tromboznih komplikacija koriséena je nekondicionalna logisticka regresija.
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4. Rezultati ispitivanja

4.1. Selekcija ispitanika

Ispitivanjem je prvobitno obuhvaéeno ukupno 78 ispitanika. Primenom prethodno formiranih
kriterijuma iz studije je isklju¢eno 6 pacijenata usled akutno prisutnog maligniteta. Dodatnih 7
pacijenata je isklju¢eno usled prethodne primene antikoagulantne terapije u momentu prijema.
Takode, iz ispitivanja je iskljueno 5 osoba kod kojih postoji ranija istorija tromboembolizma. U
ispitivanje je uklju¢eno ukupno 60 ispitanika kod kojih su ispunjeni svi kriterijumi za uklju¢enje u

ispitivanje (Slika 5).
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Ukupan broj
pacijenata

N=78

/ N
Isklju¢eno 6 pacijenata
usled aktivnog

maligniteta

N=72

- J

4 )

Isklju¢eno 7 pacijenata
usled prethodne primene

antikoagulantne terapije

N=65

- J

/ N
Isklju¢eno 5 pacijenata
zbog prethodne istorije

tromboembolizma

N=60

- J

Slika 5. Selekcija ispitanika na osnovu kriterijuma za iskljucivanje
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4.2. Osnovne karakteristike ispitanika

U grupi ispitanika je bilo 36 muskaraca (60% ispitanika) i 24 Zene (40% ispitanika), sto je

predstavljeno grafikonom 1. Prosecna starost ispitanika iznosila je 65 godina, prilikom

¢ega je najmladiispitanik imao 32 godine, dok je najstariji ispitanik imao 96 godina.

B Muskarci

m Zene

Grafikon 1. Polna struktura ispitanika
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Od ukupnog broja ispitanika, kod 4 (6,7%) je dijagnostikovana tromboza dubokih vena ili pluéna
tromboembolija dok je smrtni ishod nastupio kod 12 pacijenata $to iznosi 20% ukupnog broja

ispitanika.

Grupisanjem ispitanika u pogledu ishoda le¢enja uocena su 44 pozitivna ishoda (73,3%), dok je
negativan ishod, koji obuhvata tromboembolijske komplikacije i smrtni ishod bio prisutan kod

16 ispitanika (26,7%) Sto je prikazano na grafikonu broj 2.
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B DVT+PTE
 Smrtni ishod

W Pozitivan ishod

Grafikon 2. Zastupljenost smrtnih ishoda i tromboembolijskih komplikacija

Ispitivanje statisticke znacajnosti razlika u parametrima primarne hemostaze, koagulacionog i
fibrinoliznog mehanizma pokazalo je postojanje izrazito statisticki znacajne razlike (p<0,001) za
sve ispitivane parametre porededi grupu ispitanika sa negativnim ishodom bolesti i grupu sa
pozitivnim ishodom, kao i porededi grupu ispitanika sa smrtnim ishodom sa grupom ispitanika

sa pozitivnim ishodom (Tabela 1).

60



Doktorska disertacija dr Igor Spasic

Tabela 1. Ispitivanje statisticke znacajnosti razlika vrednosti ispitivanih parametara primarne

hemostaze, koagulacionog | fibrinoliznog mehanizma

Naziv varijable Pozitivan ishod DVT+PTE Smrtni ishod Ukupni negativni
ishod
x x x x

PLT (x10°/L)

PDW (fL)

MPV (fL)

P-LCR (%)

PCT (L/L)

TRAP (AU*min)

aPTT (ratio)

PT-INR (ratio)

Fibrinogen (g/L)

D-dimer (ng/mL)

ECLT (min)

218,14 + 82,582

12,741 £2,4172

10,318+1,01358

30,675 +7,9756

0,22955+0,07551

788.3 £ 300.584

0,9266 + 0,17942

1,0786+0.49281

6,2209 + 0,90053

1291,77+ 974,655

261,93 + 89,678

270,5 £ 122,34
p 0,45
12,825+2,2065
p 0,045
10,6250 + 1,3073
p 0,045

29,0 £9,3499

p 0,045

0,25 +0,1303

p 0,045

829,25 + 299,75
p 0,045

0,8450 * 0,6245
p 0,045
1,46+1,007
p0,045

7,485 + 1,253

p 0,45

985,0 + 480,31
p 0,045
460,00 + 111,65
p 0,045

225+133,682
p <0,001
12,142,542
p<0,001
10,4833+1,0692
p<0,001
29,755+8,3023
p<0,001
0,2316:0,1288
p<0,001
792,17+ 302,87
p<0,001
0,9167+0,2025
p<0,001
1,05£0,338
p<0,001

6,2475 + 0,880
p<0,001

2190,33+2616,24
p<0,001
523,33+70,108
p<0,001

225,88+125,839
p <0,001

12,281 +2,4699
p<0,001
10,5750+1,0792
p<0,001

30,15 + 8,2998
p<0,001
0,23625+0,1250
p<0,001

803,00 + 295,57
p<0,001

0,9750 + 0,3460
p<0,001
1,1525+0,5664
p<0,001

6,484 + 1,062
p<0,001

1870,25 + 2324,25
p<0,001

480,63 + 112,87
p<0,001

PLT- broj trombocita, PDW-raspon distribucije trombocita, MPV-srednji volume trombocita, P-LCR- procenat velikih

trombocita u odnosu na celokupnu populaciju trombocita u krvotoku, PCT- trombocitokrit, TRAP-trombin receptor

aktivirajudi peptid, aPTT- aktivisano parcijalno tromboplastinsko vreme, PT-INR- protrombinsko vrerme izrazeno

kao internacionalni normalizovani odnos ECLT- euglobulinsko vreme lize koaguluma
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Ispitivani parametri primarne hemostaze, koagulacionog | fibrinoliznog mehanizma prikazani su
u pogledu njihove zastupljenosti u grupama ispitanika u odnosu na pozitivan ili negazivan ishod

bolesti.

Parametri kojima je odredivana funkcionalnost primarne hemostaze pokazali su razlicitu

zastupljenost u pojedinim grupama u odnosu na ishod samog oboljenja (Grafikon 3).

Posmatrajudi broj trombocita u grupi ispitanika koji su imali pozitivan ishod bolesti uoceno je
da snizen ili fizioloski nivo trombocita ima 41 osoba (93,2%), dok je povisen broj trombocita
uocen kod tri pacijenta (6,8%). U grupi ispitanika sa negativnim ishodom pak, registrovano je 15
(93,8%) osoba sa snizenim ili fizioloskim brojem trombocita dok je kod jedne osobe (6,3%)

zapaZena trombocitoza.

Kada govorimo o rasponu ditribucije trombocita (PDW), u grupi ispitanika sa pozitivnim
ishodom, kod 42 ispitanika (95,5%) je uocena fizioloska vrednost, dok je kod dva (4,5%) uocena
poviSena vrednost ovog parametra. S druge strane u grupi ispitanika sa negativnim ishodom 15
(93,8%) imalo je fizioloSke vrednosti PDW dok je kod jedne osobe (6,3%) uocena povisena

vrednost.

Ispitivanjem srednjeg volumena trombocita (MPV), u grupi ispitanika sa pozitivnim ishodom,
registrovano je 38 (86,4%) ispitanika sa fizioloSkim vrednostima i Sest (12,5%) ispitanika sa
povisenim vrednostima datog parametra. U grupi ispitanika kod kojih je zabeleZen negativan
ishod oboljenja 15 (93,8%) ispitanika je imalo fizioloSke vrednosti dok je jedan pacijent (6,3%)

imao poviSene vrednosti.
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Parametar koji pokazuje odnos velikih trombocita u odnosu na celokupnu populaciju prisutnih
trombocita u krvotoku (P-LCR) bio je u fizioloskim granicama kod 42 ispitanika (95,5%), a
povisen kod dva (4,2%) ispitanika u grupi koja je imala pozitivan ishod oboljenja. U grupi sa
negativnim ishodom pak, registrovano je 15 (93,8%) ispitanika sa fizioloskim vrednostima i

jedan (6,3%) sa poviSenim vrednostima P-LCR.

Trombocitokrit (PCT) u grupi ispitanika sa pozitivnim ishodom bio je sniZzen kod devet (20,5%)
ispitanika, fizioloski kod 31 (70,5%) i povisen kod cetiri (9%) ispitanika, dok je u grupi sa
negativnim ishodom pet ispitanika (31,3%) imalo snizene, devet (56,3%) fizioloske, a dva

(12,4%) povisene vrednosti trombocitokrita.

Procena bazalne funkcije agregabilnosti trombocita izvrSena TRAP testom pokazala je u grupi
ispitanika sa pozitivnim ishodom da je 26 (59,1%) ispitanika imalo sniZzenu agregabilnost
trombocita dok je 18 ispitanika (40,9%) imalo fiziolosku bazalnu agregabilnost trombocita. S
druge strane u grupi ispitanika sa negativnim ishodom registrovano je 11 (68,8%) ispitanika sa
snizenom agregabilno$¢u, dok je pet (31,3%) ispitanika imalo fizioloSku agregabilnost

trombocita pri TRAP testu.
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12,50%

40,90%

93,20% 95,50% 95,50%

59,10%

MPV P-LCR PCT TRAP

Pozitivan ishod/fizioloska vrednost M Pozitivan ishod/patoloska vrednost

B Negativan ishod/fizioloska vrednost B Negativan ishod/patoloska vrednost

Grafikon 3. Prikaz distribucije patoloskih vrednosti ispitivanih parametara primarne hemostaze

u grupama ispitanika u odnosu na ishod oboljenja
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Procena funkcionalnosti koagulacionog mehanizma izvrSena odgovarajuéim laboratorijskim

tesotvima pokazala je sledecu distribuciju (Grafikon 4.):

Aktivisano parcijalno tromboplastinsko vreme (aPTT) izrazeno kao ratio u grupi ispitanika sa
pozitivnim ishodom bilo je skra¢eno kod 12 (27,3%) ispitanika dok je u fizioloSkom opsegu bilo
kod 32 (72,7%) ispitanika. U grupi ispitanika sa negativnim ishodom osam ispitanika (50%) imalo

je skra¢eno, a osam ispitanika (50%) fizioloSko aktivisano parcijalno tromboplastinsko vreme.

Protrombinsko vreme (PT), izraZzeno kao internacionalni normalizovani ratio (INR) bilo je u
granicama referentnog opsega kod 41 (93,2%) ispitanika, a produzeno kod tri (6,8%) ispitanika u
grupi ispitanika sa pozitivnim ishodom. Grupu sa negativnim ishodom oboljenja karakterise 14
(87,5%) ispitanika sa fizioloSkim vrednostima PT-INR i dva (12,5%) ispitanika sa produzenim

vrednostima pomenutog parametra.

Vrednosti fibrinogena u grupi ispitanika sa pozitivnim ishodom bile su u fizioloSkim granicama
kod Cetiri (9,1%) ispitanika i povisene kod 40 (90,9%) ispitanika, dok je u grupi sa negativnim

ishodom registrovano 16 (100%) ispitanika sa poviSenim vrednostima fibrinogena.

Koncentracija d-dimera bila je fizioloSka kod pet (11,4%), a povisena kod 39 (88,6%) ispitanika
grupe kod koje je registrovan pozitivan ishod oboljenja, za razliku od grupe kod koje je
registrovan negativan ishod oboljenja gde je jedan (6,3%) ispitanik imao fiziolosku vrednosti d-

dimera, a 15 (93,8%) povisenu vrednost ispitivanog parametra.
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90,90% 88,60%

9,10% 11,40%

PT-INR Fibrinogen D-dimer

Pozitivan ishod/fizioloska vrednost M Pozitivan ishod/patoloska vrednost

B Negativan ishod/fizioloska vrednost B Negativan ishod/patoloska vrednost

Grafikon 4. Prikaz distribucije zastupljenosti patoloskih vrednosti parametara koagulacionog

mehanizma u grupama ispitanika u odnosu na ishod oboljenja
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Procena fibrinoliznog mehanizma, laboratorijski ispitana analizom euglobulinskog vremena lize
koaguluma, jedina je pokazala statisticki znacajnu razliku u zastupljenosti patoloskih vrednosti
izmedu ispitivanih grupa sa vredno$éu x? testa <0,001 pri éemu je u grupi ispitanika sa
pozitivnim ishodom registrovano 24 (54,5%) ispitanika sa ocuvanom, a 20 (45,5%) sa
suprimiranom fibrinoliznom aktivnosti, dok je u grupi ispitanika sa negativnim ishodom
oboljenja uoceno da svega jedna osoba (6,3%) ima ocCuvanu fibrinoliznu aktivnost, dok 15

(93,8%) ispitanika pokazuje suprimiranu fibrinoliznu aktivnost (Grafikon 5.).

67



Doktorska disertacija dr Igor Spasic
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Pozitivan ishod/fiziolo$ka funkcionalnost B Pozitivan ishod/suprimirana funkcionalnost

B Negativan ishod/fizioloska funkcionalnost B Negativan ishod/suprimirana funckionalnost

Grafikon 5. Prikaz distribucije zastupljenosti patoloskih vrednosti euglobinskog vremena lize

koaguluma u grupama ispitanika u odnosu na ishod oboljenja
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Vrednosti ispitivanih parametara primarne hemostaze, koagulacionog mehanizma kao i

fibrinoliznog mehanizma predstavljene su u tabeli broj 2.

Tabela 2. Prikaz vrednosti ispitivanih parametara primarne hemostaze, koagulacije |

fibrinolize

SV+SD raspon
PLT ( x10%/L) 220,20 £ 94,912 31-616
PDW (fL) 12,618 + 2,4190 8,7-20,7
MPV (fL) 10,690 + 1,02456 9-13,5
P-LCR (%) 30,535 *+7,9955 17-50,9
PCT (L/L) 0.23133 £ 0,0902 0,04-0,61
TRAP (AU*min) 792,22 + 296,820 148-1401
aPTT (ratio) 0.9395 * 0,23316 0,67-2,09
PT-INR (ratio) 1,0983 + 0,50955 0,85-3,37
Fibrinogen (g/L) 6,2912 + 0,94430 4,37-8,87
D-dimer (ng/mL) 1446,03 *+ 1460,246 340-9870
ECLT (min) 320,25 + 136,424 140-640

PLT- broj trombocita, PDW-raspon distribucije trombocita, MPV-srednji volume trombocita, P-LCR-
procenat velikih trombocita u odnosu na celokupnu populaciju trombocita u krvotoku, PCT-
trombocitokrit, TRAP-trombin receptor aktivirajuéi peptid, aPTT- aktivisano parcijalno
tromboplastinsko vreme, PT-INR- protrombinsko vrerme izraZzeno kao internacionalni normalizovani
odnos ECLT- euglobulinsko vreme lize koaguluma
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U sledecoj fazi statisticke obrade primenom nekondicionalne logisticke regresije izvrSena je
procena relativnog rizika za nastanak negativhog ishoda kod pacijenata u odnosu na
pojedinacne laboratorijske parametre hemostaznog merhanizma ispitivane u trenutku prijema
na bolnicko lecenje. Kako svi primenjivani testovi za procenu primarne hemostaze,
koagulacionog | fibrinoliznog mehanizma imaju uniformne referentne opsege koji su jednaki za
oba pola, logisticka regresija prilagodena je za godine ispitanika. Obzirom na uniformnost
ispitivane grupe u smislu kriterijuma za ukljuenje u studiju a koje se odnose na faktore koji
uti€u na funkcionalnost hemostaznog mehanizma analizu nismo morali da prilagodavamo za

druge potencijalne confounding faktore.

Posmatrajuéi rezultate procene rizika za nastanak negativnog ishoda bolesti u odnosu na
ispitivane pojedinacne parametre primarne hemostaze, uoCavamo da svi ispitivani parametri
imaju uticaj na porast rizika za negativan ishod ali da njihov pojedinacni uticaj iznosi oko 7% za

svaki parametar (Tabela 3.).
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Tabela 3. Procena rizika za nastanak negativnog ishoda bolesti u odnosu na pojedinacne

Pozitivan ishod
n (%)

Negativan ishod
n (%)

parametre primarne hemostaze

Odds ratio*
(95% Cl)

Odds ratiot
(95% Cl)

Parametri primarne
hemostaze

PLT fiziolo¥ki broj

41 (93,2%)

15 (93,8%)

1.0 (Reference)

1.0 (Reference)

PLT patoloski broj 3 (6,8%) 1(6,3%) 1.001 (0.995-1.008) 1.072(1.014-1.134)
1.0 (Reference) 1.0 (Reference)

PDW fizioloski nivo 42 (95,5%) 15 (93,8%)

PDW patoloski nivo 2 (4,5%) 1(6,3%) 0.915(0.702-1.193) 1.071(1.013-1.132)
1.0 (Reference) 1.0 (Reference)

MPYV fizioloski nivo 38 (86,4%) 15 (93,8%)

MPYV fizioloski nivo 6 (12,5%) 1(6,3%) 0.817(0.444-1.503) 1.072(1.014-1.133)
1.0 (Reference) 1.0 (Reference)

P-LCR fizioloski nivo 42 (95,5%) 15 (93,8%)

P-LCR patoloski nivo 2(4,2%) 1(6,3%) 0.983(0.910-1.062) 1.072(1.014-1.133)
1.0 (Reference) 1.0 (Reference)

PCT fizioloski nivo 31 (70,5%) 9(56,3%)

PCT patoloski nivo 13 (20,5%) 7 (43,7%) 3.710(0.005-2645.16) 1.072 (1.014-1.134)
1.0 (Reference) 1.0 (Reference)

TRAP fizioloska 18 (40,9%) 5(31,1%)

agregabilnost

TRAP patoloska 26 (59,1%) 11 (68,8%) 1.00 (0.998-1.002) 1.072 (1.014-1.134)

agregabilnost

*Bez prilagodavanja T Prilagodeno za godine
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Nekondicionalna logisticka regresija primenjena je i na parametre koagulacionog mehanizma.
Prilagodavanje je takode izvrSeno za godine ispitanika a rezultati ukazuju na blag uticaj svakog

ispitivanog parametra na negativan ishod oboljenja (Tabela 4.).

Tabela 4. Procena rizika za nastanak negativnog ishoda bolesti u odnosu na pojedinacne

parametre koagulacionog mehanizma

Pozitivan ishod Negativan ishod Odds ratio* Odds ratio™
n (%) n (%) (95% Cl) (95% Cl)

Parametri koagulacionog

mehanizma
1.0 (Reference) 1.0 (Reference)

aPTT ratio fizioloski nivo 32 (72,7%) 8 (50%)

aPTT ratio patoloski nivo 12 (27,3%) 8 (50%) 2.455 (0.237-25.403) 1.073 (1.014-1.135)
1.0 (Reference) 1.0 (Reference)

PT-INR fizioloski nivo 41 (93,2%) 14 (87,5%)

PT-INR patoloski nivo 3(6,8%) 2(12,5%) 1.217(0.411-3.601) 1.071(1.013-1.133)
1.0 (Reference) 1.0 (Reference)

Fibrinogen fizioloski nivo 4 (9,1%) 0 (0%)

Fibrinogen patoloski nivo 40 (90,9%) 16 (100%) 1.927(0.926-4.011) 1.093 (1.025-1.165)
1.0 (Reference) 1.0 (Reference)

D-dimer fizioloski nivo 5(11,4%) 1(6,3%)

D-dimer patoloski nivo 39 (88,6%) 15 (93,8%) 1.00 (1.00-1.00) 1.067 (1.007-1.131)

*Bez prilagodavanja T Prilagodeno za godine
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Test euglobulinskog vremena lize koaguluma kojime je vrSena procena funkcionalnosti
fibrinoliznog mehanizma, testiran nekondiocionalnom logistickom regresijom pokazao je blag

uticaj ovog parametra na rizik vezan za negativan ishod samog oboljenja (Tabela 5.).

Tabela 5. Procena rizika za nastanak negativnog ishoda bolesti u odnosu na funkcionalnost

fibrinoliznog mehanizma

Pozitivan ishod Negativan ishod Odds ratio* Odds ratio™

n (%) n (%) (95% Cl) (95% Cl)
Parametri funkcionalnosti
fibrinoliznog mehanizma

1.0 (Reference) 1.0 (Reference)

ECLT oCuvana fibrinolizna 24 (54,5%) 1(6,3%)
aktivnost
ECLT suprimirana

20 (45,5%) 15 (93,8%) 1.015(1.007-1.022) 1.084 (1.023-1.160)

fibrinolizna aktivnost

*Bez prilagodavanja T Prilagodeno za godine
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Kako bi se ispitao kombinovani uticaj pojedinacnih ispitivanih parametara, njihova medusobna
interakcija, efekat i doprinos svake od njih na sam ishod oboljenja upotrebljen je multivarijabilni
model logisticke regresije (Tabele 6, 7 i 8.). Posmatranjem modela multivarijantne regresione
analize uocava se pre svega da je model dobar prediktor ishoda (Prilagodeni R square 0,447) i to
na statisticki zna¢ajnom nivou (p<0.001), govoreci u prilog tome da predstavljeni regresioni

model moze da predvidi 44,7% varijanse ishoda (Tabela 6. i Tabela 7).
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Tabela 6. Rezime modela®

Procena standardne
Model R R Square Prilagodeni R Square greske

1 74272 .550 447 332

a. Prediktori: (Constant), Euglobinsko vreme lize koaguluma, Fibrinogen, TRAP, PT INR, D-dimer, MPV,
PCT, aptt ratio, PDW, P-LCR, PLT
b. Zavisna varijabla: ishod

Tabela 7. ANOVA®

Model Sum of Squares df Mean Square F Sig.

1 Regression 6.453 11 .587 5.333 .000°
Residual 5.280 48 .110
Total 11.733 59

a. Zavisna varijabla: ishod
b. Prediktori: (Constant), Euglobinsko vreme lize koaguluma, Fibrinogen, TRAP, PT INR, D-dimer,
MPV, PCT, aptt ratio, PDW, P-LCR, PLT

Multivarijantni regresioni model pokazao je da, uzimajuci u obzir doprinos svakog pojedinacnog
izmerenog parametra primarne hemostaze, koagulacionog i fibrinoliznog mehanizma, njihovu
medusobnu interakciju i efekat na ishod oboljenja euglobulinsko vreme lize koaguluma izdvojilo
se kao statisticki signifikantan prediktor ishoda, sa statistickom znacajnoséu na nivou p<0.001

(Tabela 8.).
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Tabela 8. Multivarijantni regresioni model primenjen na sve ispitivane parametre primarne

(95% ClI)

Model p Donja granica Gornja granica

1 (Constant) .948 -4.101 3.842
PLT 774 -.013 .010
PDW 404 -.217 .089
MPV .961 -.579 .552
P-LCR .759 -.050 .068
PCT .824 -10.067 12.594
aptt ratio .629 -.623 1.021
PT INR .837 -.430 .350
Fibrinogen 435 -.058 133
D-dimer 913 .000 .000
TRAP .848 .000 .000
Euglobinsko vreme lize koaguluma .000 .002 .003
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5. Diskusija

Pojavom pandemije virusa SARS-CoV-2 krajem 2019. godine ubrzo su u sklopu klini¢ke slike

same infekcije uocene brojne trombozne komplikacije, kako arterijske, tako i venske.

PribliZno 5-10% osoba obolelih od SARS-CoV-2 virusne infekcije zahteva hospitalizaciju u
jedinicama intenzivne nege. Od ovog broja 20-30% obolelih razvija klinicku sliku tromboznih
manifestacija u vidu DVT i/ili PTE kao i arterijskih tromboza u vidu ishemijskog mozdanog udara

i infarkta miokarda (119,120).

Naucnoj zajednici je postalo jasno da hemostazni mehanizam zauzima znacajno mesto u
patofizioloSkim deSavanjima i mehanizmima podstaknutim infekcijom novim virusom. Ova
spoznaja usmerila je deo naucne zajednice i medicinskih radnika da pokusSaju da odgonetnu
razlog poremecaja hemostaznog mehanizma koji se javlja tokom infekcije SARS-CoV-2 virusom,
mapiraju jasne etiopatogenetske ¢vorove i spoznaju dodatne faktore rizika i komorbiditete koji
mogu biti doprinoseci faktor disfunkciji hemostaznog mehanizma, a sve u cilju buduce
pravovremene dijagnostike poremecéaja hemostaznog mehanizma kod obolelih, kao i mogude
prevencije razvoja teZih klini¢kih stanja i oblika tromboembolizma. Kako su trombozni procesi
po svojoj etiopatogenetskoj prirodi multifaktorska oboljenja, pri ¢emu se faktori rizika razlikuju
za trombozne komplikacije nastale u venskom i arterijskom delu kardiovaskularnog sistema ali i
delimic¢no preplic¢u, potrebno je i njihovo poznavanje i identifikacija u svetlu oboljenja COVID-19
sa ciljem prepoznavanja posebno rizi¢nih pacijenata kod kojih postoji moguénost poremecaja
hemostaznog mehanizma kao i prevencije kasnijih komplikacija koje bi nastale kao posledica

tromboembolijskih dogadaja.
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Aktuelna istrazivanja na polju poremeéaja hemostaznog mehanizma kod osoba inficiranih SARS-
CoV-2 virusnom infekcijom pokusavaju da odgonetnu ne samo etiopatogenezu nastanka
koagulopatije nego i adekvatne dijagnosticke modalitete kako bi se pravovremeno uocili
pacijenti koji su u riziku da razviju neki od poremeéaja hemostaznog mehanizma, a samim tim i

odrede adekvatni terapijski protokoli koji bi bili primenjeni u slu¢aju njegovog nastanka.

Ono sto je svakako doprinosedi Cinilac u svetlu COVID-19 jeste racionalna i svrsishodna primena
dijagnostickih testova u cilju adekvatne procene ocuvanosti ili disfunkcije hemostaznog
mehanizma kod obolelih kojim bi se izvrsila stratifikacija rizika za razvoj tromboembolijskih

poremecaja.

Posmatraju¢i hemostazni mehanizam kao kompleksnu slagalicu sastavljenu iz njegovih ¢inilaca:
koagulacije, fibrinolize i inhibitora koagulacije i fibrinolize kao i primarne hemostaze,
neophodno je ispitati svaki od navedenih Cinilaca i potencijalne patofizioloSke procese koji se
javljaju u svetlu oboljenja COVID-19. Dosadasnje istrazivacke aktivnosti na polju ispitivanja
poremecaja hemostaznog mehanizma akcenat su stavljale pretezno na koagulacioni mehanizam
i primarnu hemostazu, dok je fibrinolizni mehanizam cesto bio tretiran kao propratni fenomen
Cija je uloga prosto da ogranici prethodno aktiviranu koagulaciju, bez moguénosti uticaja na sam
proces fibrinolize i bez davanja na znacaju fibrinolitickim procesima koji su svakako neotudivi
deo hemostaznog mehanizma. Nova otkri¢éa u pogledu regulatornih mehanizma fibrinoliznog
mehanizma doprinela su shvatanju znacaja same fibrinolize i njene krucijalne uloge u

etiopatogenezi tromboze.
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Stoga ova studija je pokusaj da se da potencijalni doprinos aktuelnoj pandemiji u cilju uocavanja
potencijalnih zbivanja u hemostaznom mehanizmu obolelih, a pridajuéi jednak znacaj svakom

od Cinilaca hemostaznog mehanizma, pa tako i fibrinolizi.

Cilj ovog istraZzivanja bio je da se uoce potencijalne promene u funkcionalnosti hemostaznog
mehanizma u samom momentu prijema na bolnic¢ko le¢enje i potencijalno da doprinos proceni
rizika kod pacijenata i potencijalnom ishodu oboljenja uzimajuéi u obzir podatke dobijene

laboratorijskim testiranjem primarne hemostaze, koagulacionog i fibrinoliznog mehanizma.

Studijom je obuhvadéeno 60 ispitanika koji su u trenutku prijema na bolnicko lecenje, usled PCR
metodom potvrdenog prisustva SARS-CoV-2 virusne infekcije i klinicke slike koja je zahtevala
hospitalizaciju, ispunili dodatne uslove za ukljucenje u istraZivanje. Tok oboljenja i sama priroda

bolesti omogucili su da ispitivanje postavimo kao prospektivnu studiju.

Kako bi se izbeglo unosenje bias-a u studiju posebna paznja posvecena je selekciji ispitanika,
njihovoj randomizaciji, ali i kvalitetu sakupljenog bioloskog materijala u trenutku prijema na
bolnicko lecenje kao i njegovoj pravovremenoj obradi u skladu sa dobrom klinickom i dobrom
laboratorijskom praksom. Randomizacija ispitanika je omoguéena cinjenicom da su uzorci
ispitanika sakupljani na uniforman nacin, ali su ispitanici koji su bivali hospitalizovani upudivani
u Klini¢ki centar Vojvodine iz razli¢itih delova teritorije Autonomne pokrajine Vojvodine i u
razli¢itim vremenskim periodima, ¢ime su izbegnute zajednicke karakteristike uzorka koje bi
mogla da unesu bias u studiju, pre svega etioloski faktori Zivotne sredine, radne sredine, uzrasta

ili pola. Tendencija je bila da se prikupi priblizno jednak broj ispitanika po pitanju pola kao i da
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se obezbedi heterogenost uzorka po pitanju uzrasta, koliko je to moguée uzimajuci u obzir samu

prirodu oboljenja.

Strogo definisanim pravilima za iskljucenje u studiju tezili smo da eliminiSemo greske po pitanju
kvaliteta informacija, Sto je pre svega omoguceno kreiranjem upitnika koji je popunjavan
iskljuCivo od strane jedne ovlas¢ene osobe za to. Samim tim osigurali smo uniformnost
ispitivanog uzorka ¢ime u daljoj statistickoj obradi dobijenih podataka nije bilo neophodno
prilagodavanje dobijenih rezultata za confounding faktore koji su ujedno i najveci izvor bias-a u
istrazivanjima. Kvalitet samih analiza bioloskog materijala zagarantovan je ISO 15189
standardom koji poseduju laboratorije u kojima je vrSeno odredivanje paramatara hemostaznog

mehanizma kao i principima dobre laboratorijske prakse kojih se laboratorije pridrzavaju.

U skladu sa aktuelnim istrazivackim dilemama vezanim za poremecaj hemostaznog mehanizma
kod pacijenata obolelih od SARS-CoV-2 virusne infekcije nametnula su se pitanja: Da li je
moguce ve¢ na samom prijemu na bolnicko leCenje predvideti mogudi razvoj poremecaja
funkcije hemostaznog mehanizma? Da li na osnovu lako pristupacnih i rutinski primenjivanih
testova za procenu hemostaznog mehanizma mozZemo izvrsiti stratifikaciju rizika i preduprediti
razvoj tezih Kklinickih oblika poremecaja hemostaznog mehanizma? Da |i se neki od
laboratorijskih tesova za procenu primarne hemostaze, koagulacionog i fibrinoliznog

mehanizma posebno izdvaja kao test koji bi mogao da ukaZe na ishod samog toka bolesti?

U naSoj studiji dijagnostikovano je ukupno Ccetiri slucaja simptomatskog venskog
tromboembolizma Sto Cini 6,7% ukupnog broja ispitanika uklju¢enih u nju. To se zaista Cini kao

veoma nizak broj tromboznih komplikacija medutim mora se imati na umu ukupni broj
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negativnih ishoda bolesti. Naime u trenutku prikupljanja podataka i ukljucivanja ispitanika u
studiju nisu vrSene obdukcije osoba preminulih od COVID-19. Pregledom literature i objavljenih
naucnih ¢lanaka zemalja i zdravstvenih centara gde su vrSene obdukcije, obdukcijski nalazi
govore u prilog visokoj incidenci tromboznih komplikacija kod osoba kod kojih je zabelezen
negativan ishod bolesti. Tako rad Wichmann-a i sar. (121) govori da je gotovo 58% smrtnih
ishoda posledica upravo tromboze dubokih vena i plué¢ne tromboembolije iako su istrazivaci
stavili do znanja da je studija izvedena na malom uzorku $to predstavlja jednu od njenih
ogranicenja. Drugi istrazivacki timovi takode su objavili slicne podatke. Tako u radu Edler i sar.
(122) preko 40% slucajeva smrtnog ishoda bilo je pripisano dubokoj venskoj trombozi, a
dodatnih 25% autopsija pokazalo je prisustvo mikrotromba u vaskulaturi razlicitih tkiva i organa,
dok studija Elsoukkary i sar. (123) govori da je u cak 88% smrtnih ishoda na obdukciji
ustanovljena pluéna tromboembolija i/ili duboka venska tromboza. Upravo iz ovog razloga
odlucili smo se da grupu ispitanika sa negativnim ishodom bolesti posmatramo kao
reprezentativnu grupu u kojoj bismo pratili parametre hemostaznog mehanizma u odnosu na
grupu sa pozitivnim ishodom bolesti uz pretpostavku da je velika vecina ispitanika sa
negativnim ishodom bolesti imala signifikantnu disfunkcionalnost hemostaznog mehanizma

koja je doprinela negativnom ishodu ili bila direktni njegov uzrok.

Poznato je da primarna hemostaza igra znacajnu ulogu u nastanku venskih i arterijskih
tromboza. Cinjenica da trombociti na mestu povrede zidova krvnih sudova stupaju u kontakt sa
ogoljenim kolagenom ¢ime prelaze u izrazito aktivisano stanje, u€estvuju u procesu formiranja

tromba procesima adhezije i agregacije ali i predstavljaju povrSinu na kojoj ée se odvijati dalja
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trombinska aktivnost i amplifikacija prokoagulantnog stimulusa predstavlja razlog zasto smo se

odlucili za ispitivanje agregabilnosti trombocita kao i trombocitnih parametara kod obolelih.

Trombociti su sve viSe prepoznati kao kljuéni medijatori inflamatornih procesa i imunske
disfunkcije (124). Trombocitopenija je ¢est nalaz kod kritiéno obolelih pacijenata i ¢esto govori u
prilog ozbiljne organske disfunkcije kao i moguéeg razvoja diseminovane intravaskularne
koagulopatije. Kako COVID-19 prati izrazit imunski odgovor organizma i opsezne inflamatorne
promene, tako je i sama funkcionalnost trombocita kao i njihov broj, stepen aktivacije i
diferencijacije veoma znacajan u patofizioloskim mehanizmima ovog oboljenja i smatra se
znacajnim doprinoseé¢im faktorom koagulopatije. Razvoj trombocitopenije kod osoba obolelih
od COVID-19 je najverovatnije multifaktorijalno uslovljen uz pretpostavku da kombinacija
mehanicke ventilacije i oste¢enja endotela dovode do aktivacije trombocita, njihove adhezije i
agregacije i posledi¢nog utroska (125). Podaci nase studije govore u prilog tome da postoji
statisticki znacajna razlika (p<0.001) u broju trombocita u zavisnosti od ishoda oboljenja, dok je
nestandardna logisti¢ka regresija, pak pokazala blag uticaj (OR 1.072; 95%CI 1.014-1.134) broja
trombocita na nastanak negativnog ishoda oboljenja kod pacijenata obolelih od SARS-CoV-2
virusne infekcije. Sli¢ni rezultati publikovani su u studiji Zhao i sar. (126) koji govore u prilog
tome da sniZzene vrednosti broja trombocita na prijemu mogu biti pokazatelj kasnijeg loSijeg
ishoda oboljenja. S druge strane studija Polat E. i Demir MC nije pokazala statisti¢ki znacajnu
razliku izmedu grupa pacijenata koji su hospitalizovani i pacijenata koji su le¢eni u ku¢nim

uslovima niti u pogledu broja trombocita niti u pogledu ostalih trombocitnih parametara (127).

Kada govorimo o brojinim trombocitnim pokazateljima, naSom studijom pokusali smo da

ustanovimo da li bi neki od njih mogli da daju nagovestaj o moguéem ishodu oboljenja.
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Raspon distribucije trombocita (PDW), volumen trombocita (MPV), procenat velikih trombocita
u odnosu na celokupnu populaciju (P-LCT) kao i trombocitokrit (PCT) predstavljaju lako
dostupne trombocitne parametre. Njihove vrednosti ¢esto bivaju povisene prilikom aktivacije
trombocita u sklopu aktivacije hemostaznog mehanizma. Kako su uocene promene u broju
trombocita usled njihove aktivacije tokom infekcije SARS-CoV-2, Zeleli smo da ispitamo i
potencijalnu prediktivnu vrednost ovih trombocitnih parametara u odnosu na ishod bolesti.
Rezultati naSe studije pokazali su izrazitu statisticki znacajnu razliku (p<0.001) prilikom
ispitivanja statisticke znacajnosti razlika vrednosti ispitivanih parametara za svaki od navedenih
parametara. Ipak primenom nekondicionalne logisticke regresije svaki od pojedinacnih
pobrojanih parametara pokazao je blagu statisticku znacajnost. Broj trombocita (OR 1.072;
95%Cl 1.014-1.134), PDW (OR 1.071; 95%Cl 1.013-1.132), MPV (OR 1.072; 95%Cl 1.014-1.333),
P-LCR (OR 1.072; 95%Cl 1.014-1.333), PCT (OR 1.072 95%Cl 1.014-1.134). Ovakvi podaci iako
pokazuju blagu statisticku znacajnost svakako su i posledica ograni¢enja same studije. S obzirom
na trend na koji sami podaci ukazuju, optimisti smo da bi veéi broj ispitanika u studiju dodatno
ucvrstio zapazanja proistekla iz naSe studije i pokazala vecu statisticku znacajnost ispitivanih
parametara. Dobijene rezultate nase studije uporedili smo sa do sada objavljenim radovima koji
su se bavili ovom tematikom. Meta analiza Daniels S., Wei H. i Denning WD (128), pokazala je
znacaj ispitivanja trombocitnih parametara MPV, P-LCR i PDW kod COVID-19 pozitivnih
pacijenata. Podaci ove studije govore u prilog zna¢ajnog uticaja MPV i P-LCR na tezinu klinicke
slike i mortalitet, dok je poviSena vrednost PDW znacajno povezana sa mortalitetom. Naime,
prisustvo mladih trombocita u krvotoku oslikava aktivnost samih trombocita i predstavlja

koristan prognosticki biomarker i prediktor tromboznih komplikacija (129,130). Rad Bhandary
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CP i sar. takode je pokazao znadajne promene u trombocitnim parametrima kod COVID-19
(131). Ono sto je neophodno napomenuti jeste heterogenost podataka u razli¢itim studijama
nastalih kao posledica razlicitog momenta koji su uzeti kao polazna tacka za odredivanje datih
parametra. Odredene studije za polaznu tacku uzimaju prijem pacijenata na intenzivno lecenje
kada su ovi pacijenti ve¢ pod odredenom imunosupresivhom terapijom kao Sto je

kortikosteroidna terapija i koja ima efekat na inflamatorna deSavanja u organizmu.

Takode u obzir se mora uzeti i eventualna antiagregaciona terapija kojoj su pacijenti bili izlozeni
u trenutku odredivanja pomenutih parametara. S obzirom na protokole lecenja u Republici
Srbiji, svi pacijenti u trenutku prijema su bili na antiagregacionoj terapiji acetil-salicilnom
kiselinom. Kako bismo ispitali uticaj same agregabilnosti trombocita na ishod bolesti, odludili
smo se za izvodenje TRAP testa kao pokazatelja bazalne funkcionalnosti trombocita. Rezultati
nase studije govore u prilog statisticki znacajne razlike (p<0.001) prilikom ispitivanja znac¢ajnosti
razlika vrednosti ispitivanih parametara, dok je univarijantna nekondicionalna logisticka
regresija pokazala blagi uticaj ovog ispitivanog parametra na konacni negativan ishod bolesti
(OR 1.072; 95%Cl 1.014-1.134). TRAP kao osetljiv parametar bazalne funkcionalnosti trombocita
uslovljen je takode i brojem trombocita pacijenta. Usled toga se uvidom u sirovu matricu
podataka stice utisak da je sama bazalna agregabilnost zapravo snizena. Medutim, obzirom na
navedenu vezu ovog parametra sa brojem trombocita, zakljuuje se da to nije slucaj i da je
njihova funkcionalnost zapravo ocuvana. Antiagregaciona terapija acetil-salicilnom kiselinom
nema uticaja na ovaj parametar tako da njena eventualna primena nije ugrozila validnost
dobijenih podataka. Uzimajuc¢i u obzir veliku varijabilnost ovog parametra i nemogucnost

medusobnog poredenja razli¢itih metoda odredivanja agregabilnosti trombocita postoje
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suprotstavljeni naucni podaci i stepenu agregabilnosti kod pacijenata obolelih od SARS-CoV-2
virusne infekcije. Tako je studija Heinz C. i sar. pokazala da agregabilnost trombocita nema
znacajan uticaj na ishod bolesti. (132). Ipak, iako je ova studija izvedena na identicnom
agregometru kao i nasa, postoji ograni¢enje u smislu broja ispitanika koji iznosi svega 27 pri
¢emu su ispitanici bili regrutovani sa jedinica intenzivnog le¢enja. S druge strane studija Bhanu
KM. i sar. (133) iako nije odredivala agregabilnost trombocita kao takvu, pristupila je
odredivanju koncentracije p-selektina koja je bila povisena kod pacijenata obolelih od COVID-
19. P-selektin je vazan transmembranski protein eksprimovan na povrsini endotelnih celija ali i
aktivisanih trombocita, direktno ucestvujuc¢i u agregabilnosti trombocita pri ¢emu se moze
smatrati indirektnim pokazateljem kako povisene aktivnosti trombocita tako i njihove povisene

agregabilnosti.

Ispitivanje koagulacionog mehanizma u nasSoj studiji zasnovano je na odredivanju vrednosti
fibrinogena, aktivisanog parcijalnog tromboplastinskog vremena (aPTT), protrombinskog
vremena izrazenog kao internacionalizovani ratio (PT-INR) i d-dimera. Kriterijum za iskljuéenje iz
studije bila je primena antikoagulantne terapije, bilo da se radi o parenteralnoj primeni

heparinskih preparata ili oralnoj antikoagulantnoj terapiji.

Rezultati nase studije pokazali su izrazitu statisticki znacajnu razliku (p<0.001) u koncentraciji
fibrinogena pacijenata sa negativnim ishodom oboljenja u odnosu na pacijente sa pozitivhim
ishodom, dok je univarijantna nekondicionalna logisticka regresija pokazala blag doprinos

koncentracije fibrinogena na sam ishod bolesti (OR 1.093; 95%Cl 1.025-1.165).
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Kod pacijenata obolelih od COVID-19 dolazi do porasta koncentracije fibrinogena i VWF u
sklopu odbrambenih mehanizama organizma domacina. U inicijalnoj fazi bolesti povisene
vrednosti fibrinogena mogu predstavljati odraz protektivnog dejstva fibrinogena jer su ove
povisene koncentracije pracene samo blago povisenim vrednostima d-dimera. Ovakva slika
hemostaznog mehanizma sreée se u brojnim inflamatornim stanjima, postoperativno i tokom
trudnoce kada blagi porast d-dimera prolazi bez klinickih pokazatelja tromboze. Ipak ukoliko
inflamatorno stanje potraje, hemostazni mehanizam ima tendenciju da ogranici dalje Sirenje
patogena kroz organizam upravo formiranjem krvnih ugrusaka. Ovakav razvoj patofizioloskih
desavanja rezultira signifikantnim porastom nivoa d-dimera, kao i iscrpljivanjem sadrzaja
granula trombocita. Kako je fibrinogen delimi¢no prisutan u granulama trombocita, njihovo
iscrpljivanje dovodi do pada koncentracije fibrinogena paralelno sa porastom koncentracije d-
dimera (134). Upravo ovakvo stanje hemostaznog mehanizma prikazano je u radu Tang i sar.
(135) cCiji podaci govore u prilog visokim vrednostima d-dimera i niskim vrednostima fibrinogena
u grupi pacijenata sa negativnim ishodom bolesti. S druge strane kohortna studija Di Micoo-a i
sar. pokazala je statisticki znacCajan porast koncentracije fibrinogena u trenutku prijema
pacijenta u grupi obolelih kod kojih se kasnije razvio ARDS (136). Nasa studija je pak pokazala
statisticki znacajnu razliku izmedu grupa pacijenata sa negativnim ishodom u odnosu na
prezivele (p<0.001) uz veoma blag uticaj d-dimera na sam ishod bolesti meren
nekondicionalnom logistickom regresijom (OR 1.067 95%CI (1.007-1.131) Sto govori u prilog
prethodno navedenim rezultatima studije. Nasi uzorci uzimani su od pacijenata u trenutku

hospitalizacije pri cemu hipoteticki moZzemo zakljuéiti da u tom trenutku inflamacija nije dobila
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svoj pun oblik da bi narusena ravnoteza hemostaznog mehanizma pokazala izrazajniji porast

vrednosti d-dimera.

Vrednosti aPTT-a i PT-INR-a u naSoj studiji pokazali su statisticki znacajnu razliku u grupi
pacijenata sa negativnim ishodom poredeéi ovu grupu sa grupom pacijenata kod koje je
zabeleZzen pozitivan ishod bolesti (p<0.001) dok je univarijantna logisticka regresija pokazala
blag uticaj ovih parametara: aPTT (OR 1.073 95%Cl 1,014-1,1359) i PT-INR (OR 1.071 95%ClI
1.013-1.133). Do sada objavljene studije dale su razli¢ite podatke u pogledu koagulacionih
testova kod osoba obolelih od SARS-CoV-2 virusne infekcije. Studija Cui S, Li X, Chen Si Wang F.
pokazala je produZene vrednosti aPTT i poviSene vrednosti d-dimera u grupi pacijenata sa
dijagnostikovanom DVT uzrokovanom SARS-CoV-2 virusnom infekcijom (137). S druge strane
rad Han H. i sar. (138) nije dokazao statisticki znacajne razlike u vrednostima aPTT-a i PT-INR-a

kod pacijenata obolelih od SARS-CoV- 2 virusne infekcije.

Konacno, u svrhu globalne procene fibrinoliznog mehanizma i rizika od tromboze u sklopu nase
studije vrsili smo odredivanje euglobulinskog vremena lize koaguluma. S obzirom na neosporni
znacaj fibrinoliznog mehanizma u odrzavanju fizioloske funkcionalnosti hemostaznog
mehanizma kao i brojnim patofizioloSkim mehanizmima kojima njegova disfunkcija doprinosi
prilikom nastanka koagulopatija, smatrali smo da njegovo odredivanje u sklopu SARS-CoV-2
virusne infekcije moZe imati odredeni znacaj i ukazati na moguci razvoj tromboze. Rezultati
ispitivanja fibrinoliznog mehanizma u brojnim studijama pokazali su znacaj odredivanja ovog
parametra kod pacijenata sa venskim tromboembolizmom kod kojih se nalaze produzene
vrednosti euglobulinskog vremena lize koaguluma koje ukazuju upravo na suprimiranu

funkcionalnost fibrinoliznog mehanizma.
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Sama globalna procena fibrinoliznog mehanizma omoguéena je razvojem testova kao S$to su
upravo ECLT koji u obzir uzima samo euglobulinsku frakciju, kao i vreme lize koaguluma
razblazene cele krvi (DWBCLT). Potrebno je imati na umu da sistemski nivoi fibrinoliznih
komponenti nisu uvek dobar pokazatelj lokalnog fibrinoliznog statusa ali kako je COVID-19
sistemsko oboljenje koje zahvata razlicita tkiva i organe smatrali smo da primena globalne
procene fibrinoliznog mehanizma mozZe biti znacajan pokazatelj narusenosti hemostaznog
mehanizma i objasniti deo nastalih tromboembolijskih komplikacija. lako nedovoljno specifi¢an
i senzitivan, ovaj test je lako dostupan klini¢kim laboratorijama i uz kratko obrtno vreme daje

brze informacije o funkcionalnosti fibrinoliznog mehanizma pacijenata.

Rezultati nase studije prilikom ispitivanja statisticke znacajnosti razlika izmedu grupa ispitanika
sa pozitivnim i negativnim ishodom oboljenja pokazali su statistic¢ki znacajnu razliku (p<0.001)
izmedu pomenutih ispitivanih grupa. Univarijantna nekondicionalna logisticka regresija
pokazala je blagu statisticku znacajnost (OR 1.084 95%Cl 1.023-1.160) produzZenja
euglobulinskog vremena lize koaguluma u grupi pacijenata kod kojih je nastupio negativan
ishod bolesti. lako blaga, ova statisticka znacajnost ipak bila je ubedljivija od ostalih ispitivanih
parametara primarne hemostaze i koagulacionog mehanizma. Do sada je objavljen odredeni
broj studija koje su se fokusirale na funkcionalnost fibrinoliznog mehanizma kod osoba obolelih
od SARS-CoV-2 virusne infekcije. lako heterogene po pitanju izbora ispitanika, trenutka kada su
ispitanici ukljuceni u ispitivanje, kao i izbora dijagnostickih metoda za procenu fibrinoliznog
mehanizma, veliki broj njih pokazao je upravo disfunkciju fibrinoliznog mehanizma u ovoj grupi
ispitanika. Tako je studija Frenklin L. i sar. (139) primenom tromboelastografije kod pacijenata

obolelih od COVID-19 smeStenih u jedinicama intenzivne nege pokazala suprimiranost
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fibrinoliznog mehanizma i pokazala se kao dobar prediktor nastanka venskog tromboembolizma
u daljem toku oboljenja. Jo$ jedna studija Bachler M. i sar. (140) uspela je da demonstrira
suprimiranost fibrinoliznog mehanizma kod obolelih od SARS-CoV-2 primenom sistema ClotPro
analizatora koji funkcioniSe po principu viskoelastografije pune krvi. Studija Blasi A. i sar. (141)
pokazala je da i pored primene antikoagulantne terapije postoji konstantno prisutna

trombinska aktivnost kod obolelih uz prisutan suprimiran fibrinolizni mehanizam.

Svesni isprepletenosti same fiziologije hemostaznog mehanizma, medusobne interakcije
njegovih razli¢itih komponenti, kao i kompleksnih i jos uvek nedovoljno istrazenih odnosa samih
¢elija, enzima, proteinskih struktura i molekularnih mehanizama genske ekspresije odlucili smo
da ispitamo same medusobne odnose svake od ispitivanih komponenti hemostaznog
mehanizma, odnosno, primarne hemostaze, koagulacije i fibrinolize. To je podrazumevalo
primenu multivarijantne logisticke regresije gde smo uvrstili svaki od ispitivanih parametara
kako bismo procenili njihovu medusobnu interakciju, iskljucili pojedine bias-e u studiji i pokusali
da dobijemo 3to jasniju sliku njihovog doprinosa ishodu oboljenja. Kona¢nim prilagodavanjem
rezulatati multivarijantne logisticke regresije pokazali su da je pre svega nas model dobar
prediktor ishoda (Prilagodeni R square 0,447) i to na statisticki zna¢ajnom nivou (p<0.001),
govoreci u prilog tome da predstavljeni regresioni model moze da predvidi 44,7% varijanse
ishoda. Nakon izvedene statisticke obrade euglobulinsko vreme lize koaguluma pokazalo je
izrazitu statisticku znacajnost (p<0.001) i pokazalo se kao jedini relevantnan prediktor ishoda

oboljenja.

lako studiju karakteriSe mali broj ispitanika, ¢injenica je da su uporedne studije sa kojima smo

poredili nase rezultate ¢esto imale broj ispitanika 2-3 puta manji nego broj ispitanika nase
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studije. Trendovi rezultata nase studije govore u prilog odredene statisticke znacajnosti
parametara primarne hemostaze i koagulacionog mehanizma $to moze govoriti u priliog tome
da bi veca grupa ispitanika mogla da pokaze i vedi statisti¢ki znacaj ispitivanih parametara. Ipak
kako je nasa studija pokazala izraziti znacaj suprimiranosti fibrinoliznog mehanizma kod osoba
obolelih od SARS-CoV-2 virusne infekcije u grupi ispitanika kod kojih je uo¢en negativan ishod
bolesti, moZzemo pretpostaviti da je globalna procena fibrinoliznog mehanizma dobar prediktor
ishoda oboljenja i njeno rutinsko odredivanje u trenutku prijema na bolni¢ko le¢enje moze
omoguditi bolju stratifikaciju rizika i skrenuti paznju na osobe kod kojih je mogué¢ razvoj

poremecaja hemostaznog mehanizma u pravcu koagulopatije.
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6. Zaklju¢ak

Nase istraZivanje bilo je pokuSaj da se stekne uvid i identifikuju potencijalni pokazatelji
povecéanog rizika za nastanak tromboembolijskih komplikacija na osnovu parametara primarne

hemostaze, koagulacionog i fibrinoliznog mehanizma.

Rezultati ove studije joS jednom su pokazali znacaj fibrinoliznog mehanizma u regulaciji
celokupnog hemostaznog mehanizma i pokazali potencijalnu korist od odredivanja
euglobulinskog vremena lize koaguluma kao pokazatelja globalne procene fibrinoliznog
mehanizma kod osoba obolelih od SARS-CoV-2 virusne infekcije u trenutku prijema na bolnicko

lecenje kod kojih je doslo do razvoja tromboznih komplikacija i negativnog ishoda.

1. Pacijenti oboleli od SARS-CoV-2 virusne infekcije, koji imaju suprimiranu primarnu
hemostazu imaju vedi rizik od nastanka smrtnog ishoda i tromboznih komplikacija u
poredenju sa pacijentima obolelim od ove infekcije koji imaju fizioloski nivo
funkcionalnosti primarne hemostaze.

2. Poremecaj funkcionalnosti koagulacionog mehanizma u pravcu hiperkoagulabilnosti kod
obolelih od SARS-CoV-2 virusne infekcije povedava rizik od nastanka tromboznih
komplikacija i smrtnog ishoda.

3. Suprimirana funkcionalnost fibrinoliznog mehanizma povecava rizik od nastanka

tromboznih komplikacija i smrtnog ishoda kod obolelih od SARS-CoV-2 virusne infekcije.
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Osaj Obpazay uyuHu cacmasuu 0eo OOKMOpcKe oOucepmayuje, OOHOCHO
O0OKMOPCKO2 YMemHU4YKo2 npojekma Koju ce opanmu nHa Yuueepsumemy y Hosom
Caoy. llonywen Obpaszay ykopuuumu uza mexkcma OOKMOpcKe oucepmauyuje,
O0OHOCHO OOKMOPCKO2 YMEMHUUKO2 NPOjeKmd.

[Iman TpeTmaHa noxaraka

CrenupuIHOCTH XeMOCTa3HOT MexaHu3Ma ko1 obosenmux o1 SARS-CoV-2 BupycHe uHdekImje

a) Kimmanuku tientap Bojsonune-Covid jenunuiie
0) Knmnanuku nientap Bojsoaune-1lenTap 3a 1aboparopujcky MEIHIIMHY

B) 3aB0/1 3a J1aOOPAaTOPH]CKY IUjarHOCTUKY Meiab

JIoKTOpCKE aKaJieMCKe CTy/fje-CMep KIMHUYKA UCTPaKHBambha

1.1 Bpcra cryauje

Yxpamxo onucamu mun cmyouje y okeupy Koje ce nooayu npuxyn/odajy

HcnutuBame je KOIUIUPAHO Y BUY POCIEKTHBHE cTymuje. TOKOM IheHe U3pajic U3BPIICHO je
perpyToBame 60 nanujenara ca RT-PCR notephenom undeknmjom SARS-CoV-2, xocnuTann3oBaHUX
naunmjarao y COVID jeaununiama Kimawukor nenTpa BojBouHe Koju Cy UCITYHUIIH YCIIOBE 32
YKIJbYyUHBame y cTyaujy. [Ipunmkom perpyroBama naiyjeHara u3y3eTr Cy OHH MallijeHTH KOjH Cy ce
Beh Hayas3wiM y jequHUIIaMa HHTEH3UBHE HeTe Kao 1 MAIMjeHTH KOjH Cy NCITyHhaBalll jeJlaH O
KpUTEpHjyMa 3a UCKIbyUeHhe U3 CTy/IH]e.

3a moTpebe ucTpaknBama KOpUIIheH! Cy OCHOBHH aHAMHECTHUKH IOJIAIH, YyOueHe KIMHUIKE
MaHudecTanuje Kao ¥ NoJalu 0 IPUMEHEHO] TEPAIUjH U UCX0Qy 000JbeHa, 100HjeHN YBUIOM Y
MEIUIUHCKY IOKyMEHTAIH]jy UCTTUTaHHKA.

[lopen anaMHECTHYKUX MMOAATaNa KOPHUIITNEHH CY U ITO/IAIH JIA00OPATOPHjCKUX aHaJH3a y30paKa
nanujeHaTa ooujeHux Gpae0oToOMHUjOM U aHAIM3UPakEM y30paka IyHe XenapuHU3UpaHe KPBU Kao
ananmzoM EDTA kpBu u nuTpaTHe mmia3me.

1.2 Bpcre nogaraka
a) KBAHTUTATUBHH

0) KBAJINTATHBHU




1.3. Haunn npukynbama nojaraka
a) aHKeTe, YIIMTHAIH, TECTOBU
0) KJIMHUYKe MpoleHe, MeIUIUHCKHU 3aNMCH, eJIeKTPOHCKH 3/iPABCTBEHH 3N CH

B) TCHOTHUIIOBU: HABECTU BPCTY

I‘) AAMHUHUCTPATUBHU IOAAlIN: HABECTHU BPCTY

1) Y30pIH TKHBA: HABECTH BPCTY Y30pIy NalujeHaTa J001jeHuX (ie00TOMI]jOM U aHATU3UPAEM
y30paKa IMyHe XenapuHu3upane Kppu kao aHann3oM EDTA kpBu u nutpaTHe 1a3me.

) caumim, poTorpaduje: HaBeCTH BPCTY

€) TeKCT, HABECTH BPCTY

) Maria, HaBeCTH BPCTY

3) OCTaJIO: OMHCATU

1.3 ®opmar nopataka, ynorpedpeHe cKkaje, KOJIUYMHA Mo/[aTaka

1.3.1 YnorpeGsberu copTBep U PopMar AaTOTEKE:
a) Excel ¢ajn, naroreka

b) SPSS ¢ajn, natoreka .sav

¢) PDF ¢ajn, naroreka .pdf

d) Teker dajn, natoteka .doc; .docx

e) JPG ¢ajn, natoteka .jpg

f) Ocrano, naroreka

1.3.2. bpoj 3ammca (ko KBAaHTUTATHBHUX TTOAATaKa)

a) 6poj Bapujabmu 11

0) Opoj Mepema (MCTHTaHUKA, TIPOIIEHa, CHUMaka u ci.) 60

1.3.3. IloHOBJbEHA MEPEHA
a) ma

0) He




Yxkonuko je OATOBOp Ja, OATOBOPUTH HaA cneneha nUTamka:

a) BPEMEHCKH pa3MakK M3MeJjy TIOHOBJLEHUX Mepa je

0) BapHjabJie Koje ce BHIIE IyTa MEepPe OJHOCE Ce Ha

B) HOBe Bep3uje (ajlioBa KOjU calipiKe MOHOBJbEHA MEPEHa Cy UMEHOBAHE Kao
Hamnomene:

Jla u gpopmamu u cogpmeep omoeyhasajy oemerve u y20pouHy 8aruoHOCm nooamaka?
a) Jla
6) He

Axo je 002080p He, 0bpasznodicumu

2.1 MertomoJioryja 3a NpuKyIJbambe/ TeHEpUCahe MoIaTaKa

2.1.1. Y okBHpPY KOT UCTPaKHBAYKOT HAI[PTA Cy MOAIH MPUKYTJHEHU?

a) eKCIIEPUMEHT, HABECTH THII: M3Pajia JOKTOPCKe JucepTaluje

0) KOpEIaMOHO UCTPAKUBAHE, HABECTH THIT. MPOCNEKTHBHO

1) aHaJIM3a TeKCTa, HABECTH THIT. NMPHUKYIJ/bambe M0JaTaKa U3 JIuTepaType

1) OCTaJIO, HABECTH IITa

2.1.2 Hagecmu 8pcme MepHUX UHCMPYMEHAMA UIU CIMAHOapoe nodamaxa cneyuuynux 3a oopehery
HayuHy OUCyuniuny (axo nocmoje).




2.2 KpanuTter nojaraka v cTaHapau

2.2.1. Tperman HenocTajyhux nojaraka

a) [la mu marpuna caapxku HegocTajyhe nmogarke? Jla He

AXoO je oroBOp Ja, OJArOBOPUTH Ha cieneha nurama:

a) Komnuku je 6poj Hepocrajyhux momaraka?
0) Jla 1 ce KOPHCHUKY MaTpHIle Ipernopy4yje 3aMmeHa Henocrajyhux mogaraka? Jla He
B) AKO je 0JIrOBOp J1a, HABECTH CYI'eCTH]E 3a TPETMaH 3aMeHe HenocTajyhinx mojaraka

2.2.2. Ha Koju Ha4Y¥H je KOHTPOJHMCAH KBATUTET rnojaTaka? Onucatu

AHaAMHECTHYKH NMOJALIHM HCIIUTAHUKA NPUKYIIJbEHU CY YBU/IOM Y MEAUIIUHCKY }IOKyMe]-[TaH](ljy
nmyTem 0O0JTHHYKOT I/IH(I)OMpalIl/IOHOF CHUCTEMA.

Pe3ysitaTn 1aGopaTopujcKuX HCIUTHBAKHA CY YHETH TUPEKTHO Y MATPHILY

KBaauTer nogaraka KOHTPOJIMCAH je MPUMEHOM PA3TUYUTHX CTATHCTHYKHUX METOa U HbUXOBOM
BAJTUIALMjOM.

2.2.3. Ha Koju Ha4uH je U3BpIICHA KOHTPOJIAa yHOCA [TojaTaKa y MaTpuiry?

KonTpoJa yHoca nogaTaka je BpiuieHa BUIIECTPYKUM JIMYHUM NMPOBepaBameM U He3aHBHOM
NMpoBepoM o1 ctpane MeHTopa. HakoH Tora cy nmojgauu yHOIIeHH Y MATPHILY

3.1. TperMaH u uyBame MoAaTaKka

3.1.1. Ilooayu he bumu denonoganu y Peno3umopujym.

3.1.2. URL adpeca aodpeca https//cris.uns.ac.rs/searchDissertation.jsf
3.1.3. DOI

3.1.4. Jla mu he nodayu bumu y omeopeHom npucmyny?

a) a




0) a, anu nocie embapea xoju hie mpajamu 0o

8) He

Axo je 002080p He, Hasecmu pazioe

3.1.5. I[looayu Hehe 6umu OenoHosanu y penozumopujym, au he oumu wyeaHu.

Obpasnoscerve

3.2 Mertanojany 1 JOKyMEHTAIIM]a ITo/1aTaKa

3.2.1. Koju cranmap 3a meTanoaatke he OUTH MpUMEHEH?

3.2.1. HaBectn MeTammogaTke Ha OCHOBY KOJHX CY ITOJAITH JICTIOHOBAHH Y PETIOZUTOPH]YM.

Axo je nompebHno, Hagecmu memode Koje ce KOpucme 3a npey3umMar-e no0amaxd, anaiumuyxe u
npoyedypanne uHpopmayuje, HUX080 KOOUparbe, 0emasbHe OnUce 8apujabau, 3anuca umo.




3.3 Crpareruja u cTaHAapau 33 YyBambe MMOojaTaka

3.3.1. Jlo xor nepuoja he moganu OutH yyBanu y penosutopujymy? TpajHo

3.3.2. Jla iu hie momarm Outk nenonoBanu nox mmgppom? Jla He

3.3.3. Jla iu hie mmdpa Outu nocrymnua oapeheHom kpyry ucrpaxupaua? Jla He

3.3.4. Jla i1 ce mojaaiy MOpajy YKJIOHUTH U3 OTBOPEHOT IPUCTYIIA MTOCJIEC U3BECHOT BpeMeHa?
Jla He

OO0pa3noxuTu

Ogaj onesbak MOPA OuTH momymeH ako Ballly MOJAIM YKJbYUYjy JIMYHE ITOaTKE KOjU Ce OJIHOCE Ha
YYECHHKE y UCTPAXKUBaBY. 3a pyra UCTPaKUBama Tpeda Takohe pa3sMOTPUTH 3alITUTY U CUTYPHOCT
Mo/1aTaKa.

4.1 dopmaiiHK cTaHAapad 3a CUTYPHOCT HH(pOpMaIHja/ogaTaKa

HcTpakuBadu KOjU CIIPOBOJIC HCIIMTHBAMA C JbYAMMAa MOPajy Jia ce IpUApKaBajy 3aKoHa O 3alTHTH
nomaraka o auunoctu (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon o _zastiti podataka o licnosti.html) u
oxarosapajyher HHCTUTYLIMOHAIHOT KOJIEKCa O aKaJIeMCKOM HHTETPUTETY.

4.1.2. lla v je uCTpakuBame 0JJ0OpeHO o7 cTpaHe eTnuke Komucuje? a He

AKo je ogrosop Jla, HaBeCcTH IaTyM U Ha3WB €THUYKE KOMHCH]E KOja je 0100pIIia HCTPaKUBAbE
Etnuaka komucuja Kimmanukor Beatpa Bojsoanae

25.2.2021. ETnuka komucuja Knuanukor uestpa Bojpoaune

17.3. 2021. ETnuka komucuja Mequuunckor ¢pakyiarera y Hosom Cany.

4.1.2. la 1 moia1yl YKJbY4Yjy JIMYHE MOAAaTKe y9eCHUKa Y ucTpakuBamwy? Jla He

AKo je 0roBOp J1a, HaBeIUTE Ha KOjH HAUMH CT€ OCUTYPaId TOBEPJBUBOCT M CUTYPHOCT HH(pOpMaLja
BE3aHHUX 32 UCITUTAHUKE:

a) [lopauu HUCY Y OTBOPEHOM IPUCTYILY

0) Hopaum cy aHOHMMHM3MPAHU



https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html

1) Ocrano, HaBeCTH IITa

5.1. Ilooayu he bumu
a) jaeno oocmynHu (HAKOH 00jas.busarba nojedUHUX nyoaIUKayUja)
6) doCmynHU Camo YCKOM Kpyey ucmpaxcusaya y oopehenoj Hayunoj ooaacmu

y) 3ameopenu

Axo cy nooayu 00Cmyntu camo YyCKOM Kpyey UCmpaicudayd, Hagecmu noo Kojum yCio8uma Moy 0d ux
Kopucme:

Axo cy nooayu 0ocmynHu camo yCKOM Kpy2y UCHpAadicueayd, Hagecmu Ha Koju HauuH Mo2y
NPUCIYRUMU NO0AYUMa:

5.4. Hasecmu nuyenyy noo kojom he npuxynmsenu nooayu 6umu apxusupaHu.

AyTOpCTBO — HeKOMepLMjaIHo - 0e3 npepane. /l03Bo/baBa ce yMHOKaBa-€, TUCTPUOYLHja U
jaBHO caonmTaBame Jej1a, aKo ce HaBeJe HMe ayTopa Ha HauUMH ofipel)eH o cTpaHe ayTopa Wjiu
JaBaoLa JHIeHle.)

6.1. Hagecmu ume u npesume u meji aopecy 81ACHUKA (aymopa) nooamaxa

Urop Cnacuh
igsp92@gmail.com




6.2. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe Koja oopacasa Mampuyy ¢ nooayuma

Urop Cnacuh
igsp92@gmail.com

6.3. Hasecmu ume u npesume u mejn aopecy ocobe xoja omocyhyje npucmyn nooayuma opyum
ucmpasicusawuma

Urop Cnacuh
igsp92@gmail.com




