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1 WSTEP

1.1 Wirus SARS-CoV-2
Do 2019 roku znanych bylo sze$¢ gatunkow koronawiruséw zdolnych do
zakazenia cztowieka. Wszystkie nalezg do podrodziny Coronavirinae rodzaju alfa- i

beta- koronawirusow:
1) koronawirusy alfa - HCoV-229E i HCoV NL63,

2) koronawirusy beta - HCoV-HKUIl, HCoV-OC43, koronawirus
bliskowschodniego zespotu niewydolnosci oddechowej (MERS-CoV),
koronawirus zespotu cigzkiej ostrej niewydolnosci oddechowej (SARS-CoV)

(1,2)

W grudniu 2019 w Wuhan w Chinach stwierdzono przypadki zapalenia ptuc o
niezidentyfikowanej przyczynie. Zachorowania powigzano z targiem owocOw morza w
Wuhan, natomiast u chorych wyizolowano dotychczas nie znany koronawirus beta,
ktéremu nadano wstepna nazwe 2019-nCoV ostatecznie nazywajac go SARS-CoV-2 -
koronawirus ciezkiego ostrego zespolu oddechowego (severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2) a chorobe ktéorag wywotuje COVID-19 (coronavirus disease
2019). SARS-CoV-2 jest ludzkim koranawirusem (HCoV - human coronavirus),

nalezacych do podrodziny Coronavirinae rodziny Coronaviridae rz¢du Nidovirales

3).

Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) oglosita COVID-19 jako
»stan zagrozenia zdrowia publicznego o zasiegu mie¢dzynarodowym” w dniu 30

stycznia 2020 roku. Szybko choroba rozprzestrzenita si¢ na inne czg¢sci Chin oraz inne



kraje obejmujac swoim zasi¢giem praktycznie caly glob (4). Od poczatku pandemii
COVID-19 do maja 2024 r. WHO zgtoszono 7 047 741 potwierdzonych zgondéw oraz
775 431 269 przypadkéw zakazen SARS-CoV-2 (5). W Polsce od marca 2020 do maja
2024 zgtoszono 120 602 potwierdzonych zgondéw oraz 6 662 770 przypadkéw zakazen
SARS -CoV — 2 (6). Niestety zglaszane dane do WHO sa niedoszacowane, a ilo$¢
zakazen 1 zgondw na COVID-19 najprawdopodobniej jest znacznie wigksza. Z tego
powodu WHO oszacowato globalng nadmierna $§miertelno$¢ zwigzana z COVID-19 na
poziomie 14,91 mln zgonéw w ciggu 24 miesiecy od 1 stycznia 2020 r. do 31 grudnia
2021 r, co stanowi 9,49 mln zgonow wigcej niz te, ktére na catym §wiecie zgloszono
jako bezposrednio zwigzane z COVID- 19. WHO definiuje nadmierng $miertelnos¢
jako ,,$miertelno$¢ powyzej tego, czego mozna by oczekiwaé na podstawie wskaznika

$miertelnosci w populacji bedacej przedmiotem zainteresowania” (7).

1.1.1 Budowa wirusa

Wirus SARS-CoV-2 zaliczany jest do rodziny koronawiruséw (Coronaviridae) z
rodzaju beta-koronawirusow. Tak jak wszystkie koronawirusy zbudowany jest z ostonki
otaczajacej niesegmentowane, jednoniciowe RNA o dodatniej polaryzacji (1, 8). W
obrazie mikroskopu elektronowego ma ksztalt sferyczny z pewnym pleomorfizmem,
srednicy okoto 60 do 140 nm, z widocznymi na powierzchni wirionu kolcami dtugosci

okoto 9 do 12 nm, nadajacymi mu wyglad korony stonecznej (3).



Rycina 1. Wirus SARS-CoV-2 w obrazie z transmisyjnego mikroskopu elektronowego

).

Jednoniciowy genomu RNA ma dlugosci 29891 nukleotydow kodujac biatka
pomocnicze ORF (open reading frame), bialka niestrukturalne NSP (nonstructural
proteins) 1 cztery bialka strukturalne M (membrane) - biatko btonowe, S (spike) - biatko
kolca; E (envelope) - biatko kolca. Biatka ORF biorg udzial w procesie transkrypcji i

replikacji. Biatka strukturalne tworzg dojrzaty wirion pelniagc zréznicowane funkcje:

e S — biatko kolca, jego funkcja jest potaczenie si¢ z komoérka zywiciela poprzez

dwie podjednostki:

o S1 — Iaczy si¢ z receptorem konwertazy angotensyny 2 (ACE2) dzigki
dwom domenom: N-koncowej — NTD (N-terminal domain) 1 wiazacej

receptor — RBD (receptor binding domain),



o S2 — powoduje fuzje bton wirusa i komorki gospodarza poprzez budujacy

ja trimeryczny rdzen biatka 1 jest odpowiedzialna za fuzj¢ bton
e E (Envelope) -bialko ptaszcza spetnia funkcje formowania wirionu,
o M (Membrane) - biatko blonowe jest gldwnym biatkiem macierzy wirusa,

e N (Nucleocapsid) - biatko nukleokapsydu speinia role: ochronng oraz

uczestniczy w replikacji oraz modyfikacji proceséw komoérkowych gospodarza,
(2,9, 10, 11).

Rycina 2. Schemat struktury koronawirusa (9).
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1.1.2 Mechanizm zakazenia

Transmisja wirusa SARS-CoV-2 z czlowieka na czlowieka nastgpuje gldwnie
droga kropelkowa, poprzez inhalacj¢ kropelek pary wodnej wydalanej z drog
oddechowych zakazonej osoby. Istnieje mozliwo$¢ transmisji droga powietrzng poprzez
aerozole, w trakcie procedur medycznych oraz w wyniku kontaktu z zanieczyszczonymi
SARS-CoV-2 obiektami nieozywionymi. Tak szerokie spektrum drog transmisji wirusa
zwigzane jest migdzy innymi z wydalaniem wirusa przez osoby zainfekowane poprzez

drogi oddechowe, §ling, kal oraz mocz (12, 13, 14, 15, 16, 17).

Mechanizm wnikania SARS-CoV-2 do komorki gospodarza zwigzany jest z
wigzaniem biatka S wirusa z receptorem gospodarza - enzymem konwertujagcym

angiotensyne typu 2 (ACE2) (18).

Receptory ACE2 zlokalizowane sa w wielu narzadach takich jak: drogi
oddechowe, przewdd pokarmowy (zotadek, jelito cienkie i grube), wezty chtonne,
grasica, kos$ci, szpik, §ledziona, watroba, nerki, mézg, skora (19). ACE2 sa szeroko
rozpowszechnione w drogach oddechowych, najliczniej na pneumocytach typu II
pecherzykow plucnych oraz mniejszym stopniu w monocytach i makrofagach
pecherzykowych, komoérkach nablonkowych tchawicy, oskrzeli, gruczolow

surowiczych oskrzeli (20, 21, 22).

Istnieja dwie rozne drogi wnikania SARS-CoV-2 do komoérki zywiciela
w zalezno$ci od udziatu proteaz komorki gospodarza w aktywacji biatka S zwigzanego

z receptorem ACE2:

e Dbez udzialu proteaz serynowych SARS-CoV- 2 po potaczeniu biatka S z
receptorem ACE2 wnika do komorki gospodarza poprzez endocytoze

przy udziale klatryn. Laczenie si¢ otoczki wirusa ze §ciang endosomalng
8



komorki zywiciela nastepuje po cigciu biatka S (podjednostka S2) przy
udziale katepsyny L w endolizosomach umozliwiajgc uwalnianie
nukleokapsydu wirusa do cytoplazmy komorki zywiciela.

bezposrednia fuzja wirusa z blong plazmatyczng komoérki zywiciela
poprzez cigcie biatka S (podjednostka S2) wirusa zwigzanego z
receptorem ACE2 na powierzchni komorki przez transblonowa proteaze
uwalnianie

serynowej 2 (TMPRSS2) gospodarza umozliwiajac

nukleokapsydu wirusa do cytpoplazmy komorki zywiciela (23, 24).

Rycina 3. Mechanizm wnikania SARS-CoV-2 do komorki zywiciela (24).
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Po uwolnieniu z nukleokapsydu RNA, genom wirusa zaczyna pei¢ funkcje

mRNA, rozpoczynajac procesy translacji, transkrypcji oraz replikacji wirusa. Nowo



powstale wirusy przy udziale aparatu Golgiego zostaja wydalone z komorki zywiciela w

procesie egzocytozy (24, 25).

Rycina 4. Schemat replikacji 1 wydzielania wirusa SARS-CoV-2 (24).
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1.1.3 Zmiennos¢ molekularna wirusa SARS-CoV-2

Procesy genetyczne przebiegajace w trakcie replikacji wirusa, mianowicie
delecjia i insercjia gtownie w obrgbie w biatku kolca S oraz w mniejszym stopniu w
biatkach pomocniczych ORF (open reading frame) skutkuja powstaniem mutacji oraz
wariantow. Mutacje oraz nowe warianty powoduja zmian¢ wlasciwosci biologicznych
wirusa, w niektorych przypadkach zwigkszajac zdolno$¢ transmisji 1 ucieczke
immunologiczng wirusa (11). W badaniach China National Center for Bioinformation
porownano 77 801 sekwencji genomu SARS-CoV-2 wykrytych nacatym $wiecie

identyfikujac facznie 15 018 mutacji (26).

Ze wzgledu na istniejagce liczne warianty wirusa WHO  klasyfikuje

najistotniejsze warianty wirusa do trzech grup w oparciu o tatwos¢ rozprzestrzeniania

10



si¢, stopnien cig¢zkosci choroby, szczepienia i leczenie. WHO wyrdznila trzy kategorie,
najbardziej zjadliwe i najbardziej rozprzestrzeniajace si¢ zaklasyfikowata jako warianty
budzace obawe (VOC - variants of concern). Warianty, ktore rozprzestrzeniaja si¢
mniej szeroko niz VOCs, sa klasyfikowane jako warianty wzbudzajace zainteresowanie
(VOI -variants of interest). Trzecig kategorig sg warianty ze zmianami genetycznymi,
co do ktérych istnieje podejrzenie, ze wplywaja na cechy wirusa, zaliczane sa
do wariantow podlegajacych monitorowaniu (VuM - Variants under Monitoring).
Dodatkowo w celu ulatwienia nazewnictwa znaczacych wariantow SARS-CoV-2,
w maju 2021 r. WHO zaczgta przypisywaé greckie litery wariantom budzacym obawy
(VOC) 1 wariantom bedacym przedmiotem zainteresowania (VOI). Na dzien
15.03.202r. WHO nie zakwalifikowata Zadnego wariantu jako budzacego
obawe (VOC) (27, 28). Dotychczas od poczatku pandemii WHO sklasyfikowato pig¢
wariantow VOC SARS-CoV-2 (Tabela 1) (29). Na dzien 23 pazdziernika 2023 istnieja

tylko trzy warianty VOI (Tabela 2) (28).

Tabela 1. Dotychczas sklasyfikowane VOC (29).

ALFA B.1.1.7 Wielka Brytania - grudzien 2020 (pierwszy
VOC)
BETA B.1.351 RPA - grudzien 2020
GAMMA P.1 Brazylia - styczen 2021

11



DELTA B.1.617.2 Indie - maj 2021

OMICRON B.1.1.529 RPA - 11.2021

Tabela 1. Obecne warianty VOI (28).

Wariant Linia genetyczna wg Data identyfikacji

PANGO

OMICRON XBB.1.5 21-10-2022
XBB.1.16 09-01-2023
EG.5 17-02-2023

1.1.4  Burza cytokinowa

W przypadku nadreaktywnosci odpowiedzi immunologicznej powstaje
patologiczna reakcja - burza cytokinowa, charakteryzujaca si¢ niekontrolowang
ogolnoustrojowg odpowiedzig zapalng z podwyzszonym poziomem IL-2, IL-7, IL-10,

GCSF, 1P-10, MCP-1, MIP-1a i TNF-a wywotujac uszkodzenie wielonarzadowe (30).

Replikacja wirusa wyzwala pyroptoze i uwalnianie z zakazonych komorek
DNA, ATP oraz prozapalnych cytokin (np IL-1B, IL-18) (30). Wydzielone cytokiny
wplywaja na sgsiednie komorki i makrofagi plucne, ktore uwalniaja kolejne prozapalne
cytokiny: IL-6, IL-8, TNF-o (tumor necrosis factor o), IP10 (Interferon Gamma-
induced Protein 10), MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1) 1 RANTES

(Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted). Wydzielone czynniki

12



rekrutuja do czynno$ci zapalnych komorki dendrytyczne oraz kolejne monocyty
powodujace wzmocnienie sygnalu oraz migracj¢ kolejnych limfocytéw T i innych
komorek odpornosciowych. U wiekszosci pacjentow, prawidlowa odpowiedz

immunologiczna eliminuje wirusa SARS-CoV?2 z ustgpieniem procesu zapalnego (31).

Burza cytokinowa manifestuje si¢ szerokim spektrum objawow w zalezno$ci od
stopnia jej nasilenia oraz zaj¢cia poszczegdlnych narzadow. U wigkszosci pacjentéw
obserowana jest goraczka, bole glowy, ogdlne zmeczenie, wysypka, bole stawdw i
migséni, biegunka, kaszel 1 tachypnoe. W miar¢ nasilania si¢ niekontrolowanej
odpowiedzi immunologicznej moze dochodzi¢ do wystapienia zespotu ostrej
niewydolnosci oddechowej, rozsianego wykrzepiania wewnatrznaczyniowego, ostrej

niewydolnosci watroby, niewydolnos$ci nerek, kardiomiopatii lub zgonu (32).

1.1.5 Choroba Covid -19

COVID — 19 (coronavirus disease 2019) jest chorobg zakazng wywolywano
przez wirusa SARS-CoV-2. Czas wylggania choroby wynosi 2-14 dni, $rednio 5-6 dni,
a $redni czas trwania choroby 7-14 dni (33, 34). Przebieg kliniczny COVID-19 jest
zroznicowany, od  bezobjawowego po  ci¢zkoobjawowy  z powiklaniami
wielonarzagdowymi. Objawy s3 niecharakterystyczne, o szerokim spektrum, a

najczesciej sg to objawy grypopodobne (Tabela 3), (35).

Tabela 2. Najczestsze objawy choroby COVID-19 (35).

goraczka (43-80%)

boéle glowy (13-70%)

utrata wechu (70%)

zmniejszenie droznosci nosa (68%)

kaszel (50-63%)
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zmeczenie (31-63%)

dusznos$¢ (23—63%)

bole migsni (17-62%)

niezyt nosa (6-60%)

zaburzenia smaku (49-54%)

bole gardta (12-53%)

nudnosci, wymioty, biegunka (20-31%)

U wigkszosci chorych infekcja SARS-CoV-2 przebiega bezobjawowo lub ewentualnie
z niewielkimi objawami. Wedlug doniesien odstetek chorych bezobjawowych z
COVID -19 moze wynosi¢ nawet 87,9-91%. (36, 37). Szacuje si¢ ze $miertelno$¢ u
chorych z COVID-19 waha si¢ miedzy 1 a 5 %, w Polsce wynosi 1,8%. Udowodnione
czynniki predysponujace do cigzkiego przebiegu COVID-19 zostaly wymienione w

Tabeli 4 (38).

Tabela 3. Czynniki ryzyka ci¢zkiego przebiegu COVID-19 (38).

wiek > 65 lat

pte¢ meska

otylos¢ (BMI >35 kg/m?)

choroba nowotworowa

pierwotne i wtorne niedobory odpornosci
choroby przewlekte :

e uktadu oddechowego
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e uktadu krgzenia

e nerek

e cukrzyca,

nikotynizm

cigza

zainhalowanie wigkszego fadunku wirusowego (wigksza

dawka zakazajaca)

niezaszczepienie przeciwko COVID-19

W zalezno$ci od wystepujacych objawdw, parametréw klinicznych i punktacji
w skali MEWS (Modified Early Warning Score - zmodyfikowana skala wczesnego
ostrzegania), (Tabela 6) wyrdznia si¢ 4 stopnie kliniczne ci¢zkosci choroby COVID 19

wg AOTMIT (Agencja Oceny Technologii Medycznych i Taryfikacji) (Tabela 5) (35).

Tabela 4. Stopnie cigzkosci przebiegu COVID-19 (35).

bezobjawowy 0 Brak objawow lub tagodne dolegliwosci ze
lub skapo- strony gornych drég oddechowych (goraczka,
objawowy kaszel bez dusznosci), ktorym moga

towarzyszy¢ bole gltowy, mies$ni, nudnosci,

wymioty i biegunka,
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objawowy <3

cigzkie zapalenie 3-4
ptuc z
niewydolnoscia
oddychania / pre-

ARDS

SpO2 >94%;

stabilny stan kliniczny.

Wyeczerpanie, astenia, goraczka >38°C, kaszel

i dusznos¢ i inne objawy pozaptucne.

kliniczne i radiologiczne cechy zajecia ptuc,

SpO2 >90% ale <94%.

Kliniczne i laboratoryjne objawy pogorszenia
wydolno$ci oddechowej i wymiany gazowe;j
(duszno$¢, zwickszona czgstos¢ oddechow
>30/min), nieme niedotlenienie (ang. silent
hypoxia, ostre objawy zajgcia ukladu
oddechowego, w badaniach obrazowych

zwykle zajete jest >50% migzszu plucnego,

obnizenie SpO2 <90%,

mozliwe manifestacje pozaplucne: udary
niedokrwienne lub krwotoczne, zakrzepica zyt
glebokich i/lub zapalenie mozgu, zespot
Guillain-Barre, zaburzenia $wiadomosci 1
napady padaczkowe, choroba niedokrwienna
serca,  zapalenie = mig$nia  sercowego,

zaburzenia rytmu,

nie wystepuja objawy ARDS, wstrzasu
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septycznego, niewydolnosci wielonarzadowe;.

ARDS, >4 Cigzki  stan  kliniczny, niewydolno$¢
niewydolnos¢ oddychania i upo$ledzeniem innych funkcji
wielonarzadowa zyciowych: zespdt ostrej niewydolnosci

oddechowej (acute respiratory distress

syndrome; ARDS),

sepsa i wstrzas septyczny,

niewydolnos$¢ wielonarzadowa.

Tabela 5. Zmodyfikowana skala wczesnego ostrzegania (MEWS) wg AOTMIT (35).

<8 9-14 15-20 21-29 >29

<40 41-50 51-100 101-110 111-129  >129

71— 81— 101-199 >200
80 100
< >0,5
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moczu 10 0,5

(ml/kg/h)

cieplota ciala <35 35,1- 36,1-38 38,1-38.5 >38,6

©0O) 36

objawy swiadomy reagujacy reagujacy  brak
neurologiczne na glos na bol reakcji

Zdefiniowano trzy kliniczne postacie COVID — 19 ze wzgledu na czas trwania:

1) ostrado 4 tyg.

2) przedluzajaca si¢ (ongoing symptomatic COVID-19 ), 4-12 tyg.

3) zespot pokowidowy (post-COVID-19 syndrome) > 12 tyg. (39).

Szacuje sig, ze zespdl pokowidowy rozwinie si¢ u 10-20% chorych. Objawy i
powiktania po przechorowaniu COVID-19 moga dotyczy¢ wielu narzadéw, zostaly
przedstawione w Tabeli 7. WHO zdefiniowato zespdt pokowidowy jako choroba
wystepujaca po trzech miesigcach po przebytym zakazeniu SARS-CoV-2 z objawami
utrzymujgcymi si¢ przez co najmniej dwa miesigce a wystgpujace objawy nie moga by¢

wyjasnione inng alternatywng diagnoza (40).

W 2022 roku opublikowano wyniki polskiego badania prospektywnego
SILCOC-19 oceniajacego po 90 dniach od wystgpienia pierwszych objawow COVID-
19 hospitalizowanych i nie poddanych hospitalizacji chorych w ktorym wykazano ze,
najczestszym powiklaniem kardiologicznym byla bradykardia (czg¢$ciej wystepujaca u

pacjentdw nie hospitalizowanych 17.5% vs 5.8%), zmiany w plucach stwierdzone w
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HRCT czesciej wystepowaty u hospitalizowanych pacjentoéw (39,3% vs 8.8%) a

najczestszymi zgltaszanymi objawami byty zaburzenia wechu i smaku (41).

Tabela 6. Objawy zespotu pokowidowego (38, 39).

dusznos¢, kaszel, skrocenie oddechu

ucisk i/lub bol w klatce piersiowej, arytmie,

zmeczenie, goraczka, bol

zaburzenia funkcji poznawczych (,,mgta mézgowa”, utrata
koncentracji, problemy z pamiecia), bol glowy, zaburzenia
snu, objawy neuropatii obwodowej (mrowienie,

dretwienie), zawroty glowy, majaczenie (u starszych osob);

bodle brzucha, nudnosci, biegunka, anoreksja i zmniejszony

apetyt (u starszych osob)

incydenty zakrzepowo-zatorowe, niedokrwistos$¢

boéle stawowe, bole migsni

depresja, niepokdj

szum w uszach, zaburzenia shuchu, bdl ucha, bél gardta,

utrata smaku i/lub zapachu

wysypki skérne
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1.2 Transferyna
1.2.1 Budowa
Transferyna (Tf) jest glikoproteing o masie molekularnej 79,6 kDa w obrgbie

ktorej wyrozniamy 3 podjednostki strukturalne:

e pojedynczy tancuch polipeptydowy posiadajacy czgs¢ N- 1 C koncowa,

e dwa niezalezne miejsca wigzace zelazo,

e oraz rozgalgzione dwa boczne tancuchy oligosacharydowe.

W sktad tancucha oligosacharydowego wchodzg weglowodany: mannoza, N-

acetyloglukozoamina, galaktoza i kwas sjalowy (42, 43).

Transferyna jest syntetyzowana gltéwnie w hepatocytach — na terenie aparatu
Golgiego oraz ziarnistego retikulum endoplazmatycznego. W mniejszym stopniu
wytwarzana jest rowniez w komodrkach Sertoliego, komorkach glejowych, a takze w
trakcie laktacji w komorkach gruczotu mlekowego (43, 44). Strukture biochemiczng
transferyny CDT (ubogoweglowodanowe izoformy transferyny) przedstawiono na

rycinie 5.
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Rycina 5. Schemat struktury CDT (np. disialo-Fe2-transferyna), (42).
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1.2.2  Funkcja transferyny
1.2.2.1 Transport zelaza

Transferyna jest jednym z glownych biatek transportujacych zelazo w
organizmie cztowieka — w ciggu doby przenosi ok. 25 mg Fe. Pojedyncza glikoproteina

moze odwracalnie zwiaza¢ dwa atomy Fe’" w obrebie tancuch polipeptydowego (44,

45).

Znajdujaca si¢ w osoczu transferyna wigzana jest na powierzchni docelowych
komorek za posrednictwem btonowego receptora transferyny 1 (TfR1). Po zwigzaniu z
receptorem TfR1 Zzelazo ulega uwolnieniu do komorki na drodze endocytozy, a
transferyna pozbawiona zelaza (apotransferyna) wydzielona zostaje do osocza i moze

ponownie by¢ uzyta do transportu jonow zelaza (46).
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1.2.2.2 Zapobieganie tworzeniu si¢ wolnych rodnikow

Wolne zelazo w duzych ilos$ciach jest niebezpieczne dla ustroju powodujac
powstawanie wolnych rodnikéw, zwlaszcza wysoko reaktywnego rodnika
hydroksylowego (reakcja Fentona: H,O, + Fe? — Fe™ + OH' + OH)). Nadmierne
stezenie wolnych rodnikow zaburza mechanizmy antyoksydacyjne wywotujac stres
oksydacyjny powodujacy uszkadzanie komoérek. Transferyna poprzez wigzanie Fe
zapobiega nadmiernemu tworzeniu si¢ wolnych rodnikow przerywajac niepozadany

cigg procesow powodujacych stres oksydacyjny i niszczenie komorek (47, 48).

1.2.2.3 Udzial w nieswoistej odpowiedzi immunologicznej — Kkomponenta
humoralna

Zelazo jest niezbedne do rozwoju bakterii. Wysoki poziom Zelaza w ustroju
predysponuje do wystepowania infekcji bakteryjnych. Utrzymanie prawidlowego
stezenia wolnego zelaza przez transferyng zmniejsza ryzyko rozwoju infekcji
bakteryjnej poprzez zmniejszenie iloSci niezwigzanego zelaza w ustroju. Dodatkowo
apotransferyna zmniejsza zdolno$¢ adhezyjng bakterii Gram-dodatnich i Gram-
ujemnych co istotnie wplywa na zmniejszenie zdolnos$ci inwazyjng drobnoustrojow

(47).

1.2.2.4 Marker diagnostyczny

Transferyna jest negatywnym biatkiem ostrej fazy, jej st¢zenie w surowicy
zmniejsza si¢ w wyniku zaburzenia homeostazy (ostry stan zapalny, zakazenia,

nowotwory, choroby autoimmunologiczne), (49).

U os6b spozywajacych alkohol etylowy w dawce 50 - 80 g dziennie przez
tydzien, w wyniku zaburzen enzymatycznych, wystepuje wigksze stezenie transferyny

desialowanej (ubogoweglowadanowej, CDT: carbohydrate-deficient transferin).
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Stezenie CDT w polaczniu z danymi klinicznymi moze by¢ uzywane do potwierdzenia
lub wykluczenia naduzywania alkoholu przez pacjentdow co jest niezmiernie wazne w

niektorych sytuacjach klinicznych np. kwalifikacja do transplantacji watroby (42, 50).

1.3 Izoformy transferyny
Transferyna charakteryzuje si¢ zmiennoscia budowy w obrgbie tancucha
polipeptydowego oraz oligosacharydowego co jest powodem wystgpowania licznych

izoform (heterogennosc).

Réznorodnos¢ tancucha biatkowego zwigzana jest z uwarunkowaniami
genetycznymi, wykazano 38 wariantdow genetycznych tancucha polipeptydowego.
Polimorficzne warianty wykazuja w wigkszosci taka sama zdolno$¢ do wigzania
atoméw zelaza. W populacji rasy kaukaskiej najczesciej wystepuje fenotyp C

transferyny (Tf- C), (42, 51).

Lancuchy oligosacharydowe tworzg struktury o zmiennym stopniu
rozgalezienia: dwu-, troj- i tetra-antenowe. Dodatkowo reszty sacharydowe moga
zwiazac facznie do o$miu reszt kwasu sialowego w kazdej glikoproteinie, warunkuje to
wystepowanie 9 zoform transferyny (mikroheterogenno$¢). Izoformy transferyny
posiadajace < 3 reszt kwasu sialowego (disjalo -, monosialo -, asialo — Tf) nazwane
zostaly transferyng desialowang (ubogowegglowodanowa, CDT). Kazda przylaczona
reszta kwasu sialowego powoduje zmniejszenie punktu izoelektrycznego o 0,1

jednostke pH. — Tabela. 8 (42, 50, 52).

23



Tabela 7. Izoformy transferyny i warto$¢ punktu izoelektrycznego (42).

Transferyna posiada w swoim lancuchu proteinowym dwa miejsca wigzania
zelaza. W zalezno$ci od liczby zwigzanych atomow Zelaza i miejsca w ktorym zelazo

zostato zwigzane (N- lub C-koncowy aminokwas) wystepuja cztery odmiany biatka:

FeO-Tf - nieposiadajaca przytaczonego atomu Fe

FeIN-Tf przylaczony jeden atom Fe z N-koncowym aminokwasem

FelC-Tf przytaczony jeden atom Fe z C-koncowym aminokwasem

Fe2-Tf - przylaczone dwa atomy Fe
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Zelazo zwigzane z transferyng powoduje zmniejszenie punktu izoelektrycznego o okoto
0,2 jednostki pH na kazdy atom zelaza. W warunkach fizjologicznych wystgpuja
wszystkie cztery odmiany transferyny. Zwigzane jest to z niewielkim wysyceniem

transferyny zelazem, wynoszacym okoto 30-40% (42, 43).

1.3.1.1 Zasady oznaczania izoform transferyny — transferyna desialowana

Ze wzgledu na znaczng heterogenno$¢ transferyny oznaczenie jej izoform
wymaga wysoce swoistych 1 czulych metod diagnostycznych oraz jest procesem

kilkuetapowym (42).

W pierwszym etapie stosuje si¢ metody umozliwiajgce oddzielnie transferyny
ubogoweglowodanowej (CDT) od innych bialek surowicy. W tym celu stosuje si¢
badania chromatograficzne lub elektroforetyczne, wykorzystujace do rozdziatu wielkos¢
fadunku elektrycznego 1 warto$¢ punktéw izoelektrycznych (pI). Na warto$¢ punktu
izoelektrycznego duzy wplyw ma ilo$¢ czasteczek zelaza zwigzanych z transferyng -
jeden atom Fe obniza punkt izolektryczny o ok 0,2 jednostki pH. Z tego powodu przed
uzyciem powyzszych metod konieczne jest wysycenie transferyny atomami Fe™ w celu
uzyskania jednej izoformy transferyny zwiazanej z dwoma atomami Fe™ (Fe2-Tf).
Proces ten redukuje liczbe izoform wystgpujacych w natywnej surowicy o podobnym

punkcie izoelektrycznym (42).

W drugim etapie po rozdziale CDT od innych bialek stosowane sg techniki
pomiaréw ilo$ciowych (radioimmunologiczne (RIA), immunoenzymatyczne (EIA) lub
turbidymetryczne) majace na celu oznaczanie bezwzglednego lub wzglednego stezenia

CDT oraz poszczeg6lnych izoform CDT (42).
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1.3.1.2 Elektroforeza kapilarna (CE)

Elektroforeza kapilarna shluzy do rozdziatu bialek. Proces zachodzi w kapilarach
wykonanych z szkta krzemianowego w buforze zasadowym. Dysocjujace jony
krzemianowe powoduja oddawanie kationéw do buforu. Nieruchoma $ciana kapilar
posiada tadunek ujemny natomiast w buforze znajduja si¢ uwodnione jony o dodatnim
fadunku. Po przytozeniu zewnetrznego pola elektrycznego nastepuje rozdziat czasteczek
w wyniku ruchliwo$ci elektroforetycznej oraz przeptywowi elektroosmotycznemu na
poszczegdlne  frakcje. Frakcje sg  identyfikowane  dzigki = pomiarom
spektrofotometrycznym, a u zyskane elektroferogramy umozliwiajg jakosciowe i
ilosSciowe oznaczanie CDT. Gléwnym ograniczeniem CE jest interreakcja
separowanych biatek z $ciang kapilar. Proces ten moze by¢ zmniejszony poprzez

zmian¢ wiasciwosci buforu lub modyfikacja wewnetrznej $ciany kapilary (42, 53).

1.3.1.3 Bialka ostrej fazy (BOF)

Biatka ostrej fazy sa heterogenng grupa biatek wytwarzanych gtownie przez watrobe.
Funkcja BOF jest eliminacja czynnika wywotujacego zburzenia homeostazy (ostry stan
zapalny, zakazenia bakteryjne, nowotwory, choroby autoimmunologiczne). BOF maja

szerokie spektrum oddziatywania:

e aktywuja uktad dopetiacza

e aktywuja uktad krzepnigcia

e wywieraja dziatanie bakteriostatyczne

e powodujg aglutynacje bakterii

e dzialaja jako opsoniny utatwiajace fagocytoze
¢ nasilajg lub hamuja odpowiedz zapalng
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Aktywatorami zwickszonej syntezy biatek ostrej fazy sa gldéwnie cytokiny prozapalne
(gtownie IL-6, IL-1, TNFa). Zaburzenie homeostazy wplywa na proces produkcji biatek

ostrej fazy powodujac zmiang ich syntezy wywotujac (Tabela 9):

e zwigkszenie (pozytywne biatka ostrej fazy)
e zmniejszenie (negatywne bialka ostrej fazy)

e brak lub nieznaczng zmiang stezenie w osoczu (biatka ostrej fazy obojetne)

(54, 55)

Tabela 8. Bialka ostrej fazy (55).

stezenie wzrasta co wigkszos¢ BOF, np. CRP, amyloid A
najmniej o 25%. (SAA), fibrynogen, haptoglobina czy a-1-

kwasnej glikoproteiny, prokalcytonina

stezenie maleje o transferyna, prealbumina, albumina i

okoto 30% inter-o-antytrypsyna, al-lipoproteina

nieznaczna lub brak a2-makroglobulina, protrombina,

zmiany stezenia surowiczy amyloid P (SAP)

1.3.1.3.1 Bialko c-reaktywne (CRP)

Biatko C-reaktywne (CRP) nalezy do rodziny pentadekstryn, jest pozytywnym
biatkiem ostrej fazy, syntetyzowane jest glownie w komorkach watrobowych.

Czasteczka CRP ma ksztalt pentameryczny i mas¢ ok. 118 kDa. Zbudowana jest z
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pigciu identycznych, polaczonych niekowalencyjnie polipeptydéw sktadajacych si¢ z
206 aminokwasow. Prawidtowe stezenie CRP w surowicy wynosi 0,5-5,0 mg/l. CRP
ma zdolno§¢ Iaczenia si¢ z fosfatydylocholing, fosfocholing, niezawierajacymi
ufosforylowanej choliny lipidami i polisacharydami (56). Wtlasciwosci takie
umozliwiaja CRP tworzenie komplekséw z  drobnoustrojami, organellami
komoérkowymi, sktadnikami wewnatrzkomorkowymi oraz zwigzkami kationowymi.
Utworzone kompleksy indykuja aktywacje uktadu dopeklniacza oraz pobudzaja

opsonizacje i fagocytoze (55).

Gloéwng funkcja CRP jest udziat w eliminacji drobnoustrojow (bakterie, grzyby,
pasozyty), uszkodzonych komorek gospodarza lub ich fragmentow. Wzrost stgzenia
CRP obserwowany jest w przeciaggu ok 48 h od inicjalizacji stanu zapalnego a
normalizacja nast¢puje w przeciagu 7-14 dni od jego ustgpienia. Z tego powodu biatko
CRP jest markerem stanu zapalnego. Zakazenia bakteryjne w znacznym stopniu
indukuja syntez¢ CRP, powodujac nawet kilkusetkrotny wzrost jego stezenia, w
odrdznieniu od zakazen wirusowych gdzie stwierdzany jest najwyzej niewielki wzrost
stezenia CRP. Umozliwia to w praktyce klinicznej wstgpne roznicowanie zakazen
bakteryjnych od wirusowych np. w zapaleniu opon moézgowo-rdzeniowych, zapaleniu

phuc (56).

Wykazano ze, CRP jest niezaleznym czynnikiem ryzyka rozwoju miazdzycy
oraz incydentow sercowo-naczyniowych. Wysokie ryzyko incydentow wiencowych
wystepuje przy stezenie hsCRP > 3,0 mg/l (57, 58). Mechanizm wptywu CRP na
rozwo0j miazdzycy, a w zwigzku z tym incydentoOw sercowo-naczyniowych nie jest do
konca poznany. Przypuszczalnie zwigzane jest to z prozakrzepowymi wiasciwosciami

CRP, opsonizacjg natywnych lipoprotein o matej gestosci przez biatko C-reaktywne,
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chemotaktycznym dziataniem odktadajacego si¢ w $cianach naczyn CRP dla
monocytow 1 wytwarzaniem komoérek piankowych, wzmozona sekrecja endoteliny 1
(ET-1) i IL-6 pod wptywem CRP oraz zdolnoscig do ekspresji czastek adhezyjnych na

powierzchni §rodbtonka naczyn krwionosnych (59).

CRP stosowne jest jako prognostyczny wskaznik przebiegu wielu chordb
np. w przebiegu ostrego zapalenia trzustki stezenie CRP > 150 mg/l w 24 1 48 h
od poczatku objawow jest jednym z czynnikdéw prognostycznych rozwoju cigzkiego
ostrego zapalenia trzustki (OZT) natomiast w 48-72 godzin $wiadczy o martwiczym

ostrym zapaleniu trzustki (wiarygodnos$¢ >86%, czutos¢ i swoistos¢ >80%) (60).

1.3.1.3.2 al-kwasna glikoproteina (AAG, AGP)

al- kwasna glikoproteina (orosomukoid, AGP alpha-1 acid glycoprotein) jest
pozytywnym biatkiem ostrej fazy o masie czasteczkowej 42 kDa (61). Stezenie AGP w
surowic u 0séb zdrowych wynosi 0,6-1,2 mg/ml, w niektdrych stanach patologicznych
wystepuje 2,5 x wzrost jej stezenia (62). Czynnikami predysponujace do zwigkszonej
syntezy AGP sa stany zapalne, infekcje, uszkodzenia tkanek (63). Funkcja AGP w

organizmie nie zostata do konca poznana, dotychczas wykazano:

e hamuje agregacje plytek,

e moduluje odpornos¢,

e utrzymuje funkcj¢ barierowa naczyn wlosowatych,
e jest wskaznikiem ostrej fazy procesu zapalnego,

e wigze 1 transportuje leki (63,64).
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Czasteczka AGP sklada si¢ z pojedynczego tancucha polipeptydowego
zwigzanego z pigcioma rozgatezionymi tancuchami glikanowymi. AGP charakteryzuje
si¢ polimorfizmem genetycznym w obrgbie tancucha aminokwasowego sktadajacego
si¢ z 183 aminokwasow oraz mikroheterogenicznoscig tancuchoéw polisacharydowych.
Najwigksza 1 najistotniejsza kliniczne heterogenno$¢ dotyczy tancuchow glikanowych.
Lancuchy glikanowe posiadaja dwa, trzy lub cztery lancuchy boczne (di- tri- lub
tetranantenowe). Do kazdego rozgalezionego tancucha moze by¢ przytaczona
czasteczka kwasu sialowego lub frukozy warunkujac wystepowanie wielu jej izoform.
Wzrost liczby form di-antenowych stwierdzany jest w ostrych stanach zapalnych, tri — i

tetra-antenowych w przewlektych procesach zapalnych (65).

Zaburzenia w glikozylacji AGP wykazano u pacjentéw z wrzodziejacym
zapaleniem jelita grubego, chorobami watroby (wirusowe zapalenie watroby B i C,

marsko$¢ watroby, alkoholowe choroby watroby), cukrzyca typu I (63).

1.3.1.3.3 al-antytrypsyna (AAT)

al-antytrypsyna (AAT, al-antitrypsin) jest pozytywnym bialkiem ostrej fazy,
zbudowana z 394 aminokwasOw 1 masie czasteczkowej wynoszacej ok 52 kDa.
Kodowana jest na ramieniu dtugim chromosomu 14 (14q31- 32.1). Wytwarzana jest
gléwnie w hepatocytach oraz takze przez makrofagi, komorki nabtonka oskrzeli 1 jelit.

Prawidlowe stezenie AAT w surowicy wynosi 1.9-3.5 mg/ml (66).

AAT jest szeroko rozpowszechniona w organizmie, wystepuje we wszystkich
tkankach 1 ptynach biologicznych (67). Jest jednym z najsilniejszych inhibitorow
proteaz serynowych, skuteczne dziatanie wykazuje wobec elastazy neutrofilowej,

proteinazy 3, katepsyny G, trypsyny (66, 68).
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Niedobdr al-antytrypsyny jest jedng z najczgstszych chorob genetycznych w

Europie, przyczyng choroby jest mutacja genu SERPINA1 (69).

Wykazano, ze niedobor AAT predysponuje do:

chorob watroby - od zapalenia 1 marsko$¢ watroby (gtownie noworodki i dzieci)
po wystepowanie raka watrobowokomoérkowy (gléwnie w populacji 0sob
dorostych). Choroby watroby spowodowane sg zaburzeniem struktury AAT, a
przez to zwigkszonej wewnatrzkomérkowej polimeryzacji i1 retencji AAT w
hepatocytach (70).
chorob pluc - rozedma ptuc, POChHP, astma oskrzelowa z cechami utrwalonej
obturacji. Chorob pluc wynikaja ze zwigkszonej aktywnosci elastazy
neutrofilowej w wyniku niedoboru AAT, bedacej silnym inhibitorem proteaz,
powodujac degradacje elastyny bedacej gléwnym skladnikiem wlokien
sprezystych w dolnych drogach oddechowych (68).
inne choroby prawdopodobnie wynikajace z niedoboru AAT:

o zapalenie tkanki podskornej,

o ANCA-dodatnie zapalenie naczyn,

o reumatoidalne zapalenie stawow,

o przewlekte zapalenie btony $luzowej nosa i zatok,

o ostre zapalenie btony naczyniowej oka,

o zapalenie trzustki,

o nieswoiste zapalenie jelit,

o celiakia, choroba wrzodowa,

o cukrzyca,

o rozrost komorek wysp trzustkowych,
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o choroba nerek,

o fibromialgia,

o idiopatyczne ziarniniakowe zapalenie sutka,
o neuropatia obwodowa,

o tetniaki,

o zawal serca,

o miazdzyca,

o nowotwory (71).

1.3.1.3.4 Haptoglobina (Hp)

Haptoglobina (Hp) jest pozytywnym biatkiem ostrej fazy. Syntetyzowana jest
gléwnie w watrobie, w mniejszej iloSci w plucach, skérze oraz innych narzadach.
Haptoglobina zbudowana jest z co najmniej dwoch tancuchéw B (~30-40 kDa kazdy)
oraz dwodch tancuchéw o (al (~9,1 kDa) i a2 (~16 kDa)) potaczonych mostkami
dwusiarczkowymi. Prawidtowe stezenie Hp w surowicy wynosi 0,3 - 3 mg/ml. Gléwna
funkcja Hp jest wigzanie wolnej hemoglobiny (Hb) a dzigki temu wywiera dziatanie
antyoksydacyjne (wolna hemoglobina jest silnym utleniaczem). Ponadto haptoglobina
stymuluje angiogenezg, moduluje proliferacj¢ limfocytow B, zmniejsza nasilenie
procesow zapalnych o podiozu autoimmunologicznym (72). Dodatkowo haptoglobina
jest markerem laboratoryjnym nasilonej hemolizy, ktéra powoduje zmniejszenie

stezenia Hp w osoczu (73).

Haptoglobina kodowana jest na ramieniu ditugim chromosomu 16 (16q22).
Wystepuja dwie formy alleliczne Hp (1 1 2), tworzac genotypy homozygotyczne (1-1

lub 2-2) i heterozygotyczne (2-1). Homozygoty typ 1-1 maja najwyzsze powinowactwo
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do wigzania hemoglobiny, u homozygot 2-2 zaobserwowano czgstsze wystgpowanie

nieswoistych choréb zapalnych jelit, celiakii, cukrzycy, miazdzycy tetnic (74).

1.3.1.3.5 Ferrytyna (FER)

Ferrytyna jest globularnym biatkiem, ktéorego gtowna funkcja jest
magazynowanie zelaza. Jedna czasteczka ferrytyny moze zmagazynowaé¢ 2000-4500
atoméw Fe. Ferrytyna jest szeroko rozpowszechniona w organizmie czlowieka,
syntetyzowana jest glownie w hepatocytach, prawidtowe stezenie w surowicy wynosi
30-300 pg/l u mezczyzn 1 kobiet po menopauzie oraz 15-200 pg/l u kobiet
miesigczkujacych. Czasteczka ferrytyny ma ksztalt wydrazone kuli o $rednicy 10-12
nm, zbudowana jest z 12 podjednostek H i 12 podjednostek L mogacych tworzy¢ ok 20

izoform (48).

Podjednostka H posiada aktywno$¢ ferroksydazy przeksztatcajac atomy
Fe2+ w Fe3+ wnikajace do otoczki ferrytyny, podczas gdy podjednostka L odpowiada
za magazynowanie Fe3+ wewnatrz czasteczki (rdzen). Uwolnienie zelaza
z wewnatrzkomorkowej ferrytyny nastgpuje poprzez degradacj¢ czasteczki ferrytyny
w lizosomach za posrednictwem receptora autofagii NCOA4. Nasilenie procesu
uwalniania zelaza z ferrytyny uzaleznione jest od zapotrzebowania komorkowego
(zwigkszone zapotrzebowania zwigksza proces degradacji ferrytyny, zmniejszone
zapotrzebowanie wywiera dziatanie odwrotne) (75). Synteza ferrytyny jest regulowana
przez biatko IRP1 1 IRP2 (iron regulatory proteins 1 and 2) wigzac si¢ ze swoistymi
regionami RNA (IREs — iron responsive elements) regulujac synteze ferrytyny w
zalezno$ci od poziomu zelaza w organizmie. Gdy poziom zelaza jest niski synteza
ferrytyny jest zmniejszona na drodze hamowanie translacji. Z tego wzgledu ferrytyna

jest uznawana jako wazny i czuty parametr zasobéw Fe w ustroju. Za niedoborami Fe
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przemawia st¢zenie ferrytyny ponizej 30 pg/l, nawet przy braku anemii czy

prawidtowym st¢zeniu Fe w osoczu (48, 75).

Ferrytyna jest pozytywnym bialkiem ostrej fazy, jej wytwarzanie jest
stymulowana przez cytokiny prozapalne (TNF-a, IL-la, IL-6 i kachektyna). Wzrost
stezenia ferrytyny wystepuje w pierwszych dwoch dobach od zadziatania czynnika
prozapalnego (szczyt w 8 dobie), mogac osigga¢ wielokrotny wzrost stg¢zenia ferrytyny
w surowicy (w posocznicy >20000 pg/l; choroba Stilla > 100000 pg/l). Dodatkowo
hiperferrytynemia obserwowana jest w przewlektych chorobach zapalnych, chorobach
zwigzanych z przetadowaniem Zelazem (np. hemochromatoza dziedziczna), chorobach
watroby, uszkodzeniu nerek, chorobach nowotworowych, cytolizie, u o0s6b

naduzywajacych alkohol, w zespole metabolicznym, porfiri skérnej poéznej (48, 76).

1.3.1.3.6 Fibrynogen

Fibrynogen jest biatkiem ostrej fazy, podczas ostrego stanu zapalnego poziom
fibrynogenu w osoczu moze wzrosng¢ nawet 5 krotnie (62). Prawidlowe stezenie
fibrynogenu w osoczu wynosi 1,5 — 3,5 g/l (77). Wykazano rowniez prozapalng rola
fibrynogenu w wielu chorobach np. raku zoladka, infekcje bakteryjne, zapaleniu
okreznicy, stwardnieniu rozsianym, reumatoidalnym zapaleniu stawow, udarze mozgu
(78, 79). Najprawdopodobniej wplyw prozapalny fibrynogenu spowodowany jest przez
indukcja syntezy cytokin prozapalnych (IL-6, TNF-alfa) oraz zwigkszong ilo§¢ mRNA

(80).

Fibrynogen jest homodimeryczng glikoproteing wytwarzang glownie
w hepatocytach o masie czasteczkowe]j wynoszacej okolo 340 kDa. Czasteczka
glikoproteiny sktadka si¢ z 6 tancuchow polipeptydowych (2 Aa, 2 BB 1 2 y)

potaczonych 29 mostkami dwusiarczkowymi (81). Fibrynogen kodowany jest przez trzy
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geny (FGA — lancuch Aa, FGB — lancuch BB, FGG — fancuch y) zlokalizowane
na chromosomie 4. Fibrynogen wydzielany jest bezposrednio do osocza, a czas jego
pottrwania wynosi ok 4 dni. Oprocz fibrynogenu znajdujacego si¢ bezposrednio
w osoczu, fibrynogen w krwi przechowywany jest w ziarnisto$ciach a ptytek krwi.
Fibrynogen petni kluczowa rol¢ w procesie krzepnigcia 1 wytworzeniu skrzepu.
Proces wytworzenia skrzepu fibrynowego z fibrynogenu mozna podzieli¢ na trzy
odrgbne fazy. W pierwszym etapie trombina rozszczepia enzymatycznie czasteczke
fibryny na monomery fibryny. Nastgpnie w wyniku samoorganizacji jednostek fibryny
wytwarza si¢ struktura polimerowa. W ostatnim etapie na polimer fibryny oddzialuje
czynnik XIIla powodujac kowalencyjne usieciowanie fibryny. Fibrynogen réwniez
peini wazna funkcje w pierwotnej hemostazie krwi w wytwarzaniu agregatow
ptytkowych za pomoca receptora glikoproteinowego GP IIb/Illa zlokalizowanego na

powierzchni plytek krwi (77).
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2 CEL PRACY

Celem pracy byla ocena st¢zenia transferyny i jej izoform oraz innych bialek ostrej fazy

w surowicy krwi pacjentéw chorych na COVID-19 w zalezno$ci od:

- stopnia ci¢zkosci przebiegu COVID-19,
- stosowanej tlenoterapili,

- obecnosci burzy cytokinowej,

- choréb przewlektych,

- szczepien przeciw COVID-19,

- loséw pacjentow,

- zmodyfikowanej skali wczesnego ostrzegania MEWS.
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3 MATERIALY I METODY

3.1 Grupa badana

Grupe badang stanowito 96 pacjentow w wieku od 22 do 89 lat (Srednia 59,2 lat)
zrozpoznanym COVID-19 hospitalizowanych w Oddziale Gastroenterologii,
Hepatologii 1 Chorob Wewnetrznych oraz Oddziale COVID Wojewoddzkiego Szpitala
Zespolonego w Biatymstoku w okresie od listopada 2021 do marca 2022. Zakazenie

SARS-CoV-2 stwierdzano za pomoca:

e testu genetycznego jakosciowej reakcji tancuchowej polimerazy z odwrotng
transkrypcja w czasie rzeczywistym (RT-PCR), zestaw SARS-Cov-2 Triplex PCR
firmy Astra Biotech GmbH (Berlin, Niemcy) z termocyklerem Azure Cielo 6
(Azure Biosystems, Dublin, USA)]

e oraz jako$ciowym wykryciem antygenu SARS-CoV-2 (Ag) w probkach wymazu
z jam nosowych za pomoca szybkiego testu Panbio' " COVID-19 Ag (Abbott

Rapid Diagnostics Jena GmbH, Jena, Niemcy).

U wszystkich wlaczonych do badania pacjentow krew do badan pobierano w
pierwszej dobie hospitalizacji (B1) a u 40 pacjentoéw w $rednio 9 dobie hospitalizacji (3-
12 doba) wykonano drugie pobranie materiatu biologicznego (B2). Badaniem objeto 39
kobiet w wieku 23-89 lat ($rednia 58,4 lat) oraz 57 me¢zczyzn w wieku 22 — 85 lat
(Srednia 59 lat). 66 chorych miato choroby wspéltowarzyszace, 29 pacjentow byto
zaszczepionych przeciw COVID-19, z czego 8 tylko trzema dawkami szczepionki
(1 dawka — 8 pacjentow; 2 dawki — 13 pacjentow; 3 dawki — 8 pacjentéw). 62 pacjentow
nie przebylo szczepienia przeciw COVID-19 a u 4 chorych nie udato si¢ uzyskac

informacji dotyczacej szczepienia. U 26 pacjentdéw rozpoznano burze cytokinows,
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definiowang jako poziom IL-6 powyzej 100 ng/ml. U 66 pacjentdow wystepowaty
choroby wspotistniejace, wséréd ktérych dominowaly: nadcis$nienie tetnicze — 21,
nadcis$nienie 1 cukrzyca typu 2 — 10, marsko$¢ watroby — 8 i cukrzyca — 5 i inne.
Lacznie 76 chorych wymagalo tlenoterapii: 43 chorych niskoprzeptywowe;j
(tlenoterapia bierna z przeplywem tlenu do 18 1/min); 23 chorych wysokoprzeptywowej
(tlenoterapia bierna z przeptywem tlenu 201-70 1/min); 10 chorych wymagato
respiratoroterapii. U 63 chorych stwierdzono umiarkowany kliniczny stopien ci¢zkosci
choroby (goraczka, kaszel, brak wechu i1 brak duszno$ci, zajecie dolnych drog
oddechowych, saturacja tlenem >94% 1 niewielkie zmiany radiologiczne), u 14 cigzki
(saturacja tlenem spada <94% przy czgstosci oddechow > 30/min, radiologicznie
nacieki ptucne >50% z niewydolnoscia oddechowa) natomiast stopien krytyczny
u 19 chorych (dysfunkcja wielonarzadowa z niewydolno$cia oddechowa). Pomimo
stosowanej terapii 9 chorych (9,4%) przekazano do oddziatu intensywnej terapii,

a 13 chorych zmarto (§miertelnos$¢ 13,5%).

Wszyscy pacjenci wyrazili zgod¢ na udziat w badaniu klinicznym na ktorego
przeprowadzenie uzyskano akceptacje Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego

w Bialymstoku (APK.002.497.2021).

3.2 Grupa kontrolna

Grupe kontrolng stanowito 30 zdrowych pacjentéw w wieku od 21 do 84 lat, 15
mezczyzn oraz 15 kobiet, u ktérych wykluczono zakazenia SARS-CoV-2, zglaszajacy
si¢ na badania kontrolne do Poradni Medycyny Pracy Uniwersyteckiego Szpitala
Klinicznego w Biatymstoku. Laboratoryjna charakterystyka grupy kontrolnej zawarta

jest w Tabeli 10.

38



Tabela 9. Laboratoryjno-kliniczna charakterystyka grupy kontrolne;j.

7,40
96,60
39,43

97,4
0,13

1,96

297,31

0,86

113,97

124,22

82,06

83,11
100,76
12,11
21,56
16,31
161,05
0,51

86,17
14,01

7,405
97,00
39,00
97,0
0,33
1,50
294,00

0,86

117,50

124,00

82,00

84,00
89,00
10,20
20,00
14,50
155,00
0,46

86,40
13,70

7,356
88,00
36,00
96,0
-1,68
1,50
215,00

0,65

96,00

120,00

81,00

68,00
37,00
5,00
7,20
5,00
105,00
0,15

64,50
12,50

39

7,440
103,00
43,00
99,0
1,77
7,72
382,00

1,15

129,00

128,00

84,00

96,00
200,00
37,80
49,70
52,00
245,00
1,80

121,60
16,10

0,028
4,68
2,34
0,97
1,15
1,27

50,49

0,12

10,66

2,13

0,95

8,02
47,59
6,21
8,01
9,02
31,59
0,27

9,99
1,02

7,375
93,00
37,00
97,0
-0,90
1,50
256,00

0,76

102,50

123,00

81,00

77,00
67,00
7,80
17,20
10,00
139,00
0,35

79,70
13,20

7,425
101,00
41,00
99,0
1,15
1,82
342,00

0,94

123,50

126,00

83,00

90,00
138,00
14,60
23,30
20,00
181,00
0,57

91,30
14,80



40,10 39,15 35,50 48,10 3,53 37,10
4,65 4,59 4,16 5,37 0,35 4,32
87,06 86,55 73,60 94,30 4,49 84,95
6,49 6,49 3,57 9,84 1,30 5,52
235,35 243,00 135,00 311,00 51,37 218,50
0,93 0,93 0,86 1,01 0,04 0,90
12,42 12,40 11,70 13,20 0,42 12,10
200,14 197,65 115,40 336,40 44,08 169,50
114,99 91,20 43,80 726,00 95,77 68,10
11,69 11,77 5,87 15,91 2,02 10,50

3.3 Material do badania

Material pobierano dwukrotnie: przy przyjeciu i przy wypisie ze szpitala
(srednio w 9 dobie hospitalizacji). Krew tetniczg pobierano z tetnicy udowej do
probowki na skrzep oraz do strzykawki heparynizowanej celem oznaczenia gazometrii.
Gazometrie oznaczano natychmiast po uzyskaniu materiatu, natomiast krew pobrang na
skrzep niezwtocznie po pobraniu wirowano z predkoscig 1500 obr/min przez 10 min w
temperaturze pokojowej w celu uzyskania surowicy. Uzyskang surowice
przechowywano w temperaturze - 78°C w zamrazarce firmy Arctico model ULUF 15.
Wszyscy mieli réwniez pobierang krew zylng z zyly tokciowej celem oznaczenia
podstawowych paramerdéw biochemicznych: morfologia, IL-6, fibrynogenu, D-dimeru,
ferrytyny, kreatyninny, CK, ALT, AST, GGTP, LDH, bilirubiny catkowitej, glukozy,

prokalcytoniny, APTT, PT, INR.
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3.3.1 Aparatura badawcza

Do wykonywania testow uzywano nast¢pujacych aparatow diagnostycznych:

e Analizator gazometryczny - ABL 90 FLEX PLUS, Radiometer Medical ApS,
Brenshgj, Denmark

e Analizator biochemiczny COBAS e -411 Cobas 8000, modut-e 801, Roche
Diagnostics International Ltd, Rotkreuz,Szwajcaria

e Analizator biochemiczny ACL TOP 300 CTS, Instrumentation Laboratory, Werfen
Company, Bedford, USA

e Analizator hematologiczny XN 1000 WPC XN 550 [DIFF]BF Sysmex Corp.,
Kobe, Japonia

e Analizator biochemiczny COBAS 6000 modut c501, Roche Diagnostics
International Ltd, Rotkreuz, Szwajcaria

e Analizator biochemiczny Cobas c¢501, Hitachi-High-Technologies Corporation,

Tokyo, Japan

34 METODY
341 CRP

CRP oznaczano metoda immunoturbidymetryczng ze wzmocnieniem czastek
lateksu (CRP4, COBAS). Agregaty powstale w wyniku aglutynacji ludzkie CRP z
czasteczkami lateksu optaszczonymi przeciwcialami monoklonalnymi anty CRP
oznaczano w analizatorze COBAS 6000 modut c501 (Roche Diagnostics International
Ltd, Rotkreuz, Szwajcaria). Warto$ci oczekiwana wynosita < 5 mg/L, zakres

oznaczenia 0.6-350 mg/L.
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3.4.2 Fibrynogen

Fibrynogem byl oznaczany metoda wiskozymetryczng (Hemosil Q.F.A.
Thrombin). Stezenie fibrynogenu w probkach osocza pacjentow okresla si¢ przez
poréwnanie warto$ci czasu krzepnigcia z krzywa odniesienia znanych referencyjnych
rozcienczen osocza o réznych wartosciach fibrynogenu w aparacie ACL TOP 300 CTS
(Instrumentation Laboratory, Werfen Company, Bedford, USA). Warto§¢ oczekiwana

200 - 393 mg/dL a zakres oznaczenia 35 - 1000 mg/dL.

3.43 Ferrytyna

Ferrytyne oznaczano metoda immunoturbidymetryczng ze wzmocnieniem
czastek lateksu (FERR4, COBAS). Za pomocg aparatu COBAS 6000 modut ¢501
(Roche Diagnostics International Ltd, Rotkreuz, Szwajcaria) Oznaczano kompleksy
immunologiczne w pasmie 570/800 nm powstaly w wyniku aglutynacji ludzkiej

ferrytyna z czastkami lateksu optaszczonymi przeciwciatami przeciwko ferrytynie.

Wartos$ci oczekiwane wynosity:

- m¢zezyzni (20-60 lat): 30-400 pg/L

- kobiety (17-60 lat): 15-150 pg/L

Zakres oznaczenia miescit si¢ w granicach 5-1000 pg/L.

3.44  al-antytrypsyna (AAT)

al-antytrypsyna oznaczana byla za pomocg testu immunoturbidymetrycznego
(AAT2, COBAS). W wyniku reakcji ludzkiej al-antytrypsyny z specyficzng surowica
odpornosciowa powstaja kompleksy immunologiczne oznaczane przy uzyciu
analizatora Cobas ¢501, (Hitachi-High-Technologies Corporation, Tokyo, Japan).

Warto$ci oczekiwane wynosity 0,9-2,0 g/L a zakres oznaczenia 0.2-6.0 g/L.
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3.4.5 al- kwasna glikoproteina (AGP)

al- kwasna glikoproteina oznaczana byla metoda immunoturbidymetryczng
(AAGP2, COBAS). Przeciwciata przeciwko ol- kwasnej glikoproteinie reaguja z
antygenem w probcee, tworzac kompleks immunologiczny, ktére oznaczano przy uzyciu
analizatora Cobas ¢501, (Hitachi-High-Technologies Corporation, Tokyo, Japan).

Wartosci oczekiwane wynosity 0.5-1.2 g/L a zakres oznaczenia.

3.4.6 Transferyna (TRF)

Transferyna oznaczana byla metodga immunoturbidymetryczng (TRSF2,
COBAS). Oznaczano kompleksy immunologiczne powstate w wyniku oddzialywania
ludzkiej transferyny ze specyficzng surowicg odpornosciowg za pomoca analizatora
Cobas ¢501, (Hitachi-High-Technologies Corporation, Tokyo, Japan). Wartosci

oczekiwane wynosity 2.0-3.6 g/L a zakres oznaczenia 0.1-5.2 g/L.

3.4.7 Haptoglobina (HAP)

Haptoglobina oznaczana byta metoda immunoturbidymetryczng (HAPT2,
COBANS). Poprzez rekcje ludzkiej transferyny ze specyficzng surowica odpornosciowa
tworza si¢ kompleksy immunologiczne, ktére oznaczano za pomoca analizatora Cobas
c501, (Hitachi-High-Technologies Corporation, Tokyo, Japan). Wartosci oczekiwane

wynosity 0.3-2.0 g/L a zakres oznaczenia 0.1-5.7 g/L.

3.4.8 Pozostale metody
Do oceny pacjentdw postugiwano si¢ réwniez powszechnie dostgpnymi testami

1 metodami, ktore przedstawiono w Tabeli 11.

Tabela 10. Pozostate metody laboratoryjne.

Rodzaj Metoda Nazwa Model WartoSci
diagnostyczna  komercyjna analizatora, oczekiwane
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Potencjometryc
zna,
amperometrycz
na

WBC - Metoda
cytofluorymetr
yczna
RBC - Metoda
impedancyjna
optyczna
HGB - Metoda
spektrofotomet
ryczna
PLT - Metoda
impedancyjna,
optyczna,
cytofluorymetr
yczna

PTiAPTT:

wiskozymetryc
zna

ABL 90 FLEX ABL 90 FLEX pH 7,35-7,45

solution pack

SC 90 300/30
BG/LYT/MET/
0X/A4QC

CBC+DIFF+
RET

APTT-SP
liquid
HemosIL,

PT-
recombiplasTin
2G
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PLUS,

Radiometer
Medical ApS,
Bronshgj,
Denmark

XN 1000 WPC

XN 550
[DIFF]BF

Sysmex Corp. ,
Kobe, Japonia

ACL TOP 300
CTS,
Instrumentation
Laboratory,
Werfen
Company,

pCO2 35 - 45
mmHg
pO2 83 - 108
mmHg
satO2 95 - 99%
ct02 7,1 -89
mmol/l (K); 8,4
- 9,9 mmol/l
M)
p5025-29
mmHg

RBC 4,0 - 5,0
x10%ul (K), 4,5
- 6,0 x10%pl
M)

HGB 12,0 -
16,0 g/dl (K),
14,0 - 18,0 g/dl
M)

HCT 37,0 -
47,0% (K), 40 -
54% (M)
MCV 81,0 -
99,0 1 (K),
80,0 - 94,0 fl
M)
MCH 27,0 -
34,0 pg
MCHC 31,0 -
37,0 g/dl
RDW-SD 37,0
-47,0 fl
RDW-CV 11,5
- 15,0%
PLT 130 - 350
x10°/ul

PT:12-16 sek
70-120%
INR: 0,8-1,2

APTT: 24,0 -
35,0 sek.



Bedford, USA

wiskozymetryc QFA Thrombin ACL TOP 300
zna Hemosil CTS,
Instrumentation
Laboratory,
Werfen
Company,
Bedford, USA
Kinetyczny test CREJ2 COBAS 6000
kol .
olorymetryczn modut ¢501, jw
y oparty na
metodzie
Jaffégo
Test UV CK COBAS 6000
modut ¢501, jw
Optymalizowa ASTL COBAS 6000
na, .
sl s modut ¢501, jw
metoda oparta
na zaleceniach
Migdzynarodo
wej Federacji
Chemii
Klinicznej
(IFCC), bez
aktywacji
fosforanem
pirydoksalu
Optymalizowa ALTL COBAS 6000
na, .
e modut ¢501, jw

metoda oparta
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Ratio: 0,80 -
1,20

200 - 400
mg/dl

Warto$ci
oczekiwane:

Kobiety:
0,5-0,9 mg/dl
Mgzczyzni:

0,70-1,20
mg/dl

Wartosci
oczekiwane:

Kobiety:
26-192 U/I
Mgzczyzni:
39-308 U/l

Warto$ci
oczekiwane:

Kobiety:
Do 32 U/l
Mgzczyzni:
Do 40 U/l

Wartosci
oczekiwane:

Kobiety:



na zaleceniach
Migdzynarodo
wej Federacji
Chemii
Klinicznej
(IFCC), bez
aktywacji
fosforanem
pirydoksalu

Metoda
enzymatyczno-
kolorymetryczn

awg IFCC
Szasz

Test UV, wg
IFCC

Test

kolorymetryczn
yz
wykorzystanie
m metody
diazowej

enzymatyczna
z heksokinaza

elektrochemilu
minescencji
“ECLIA”

Do 33 U/l

Mgzczyzni:
Do 41 U/
GGT-2 COBAS 6000 Wartosci
ki :
modut c501, jw oczeriwane
Kobiety:
6-42 U/l
Mezczyzni:
10-71 UI/1
LDHI2 COBAS 6000 Wartosci
ki :
modut ¢501, jw oczeriwane
Kobiety: 135-
214 U/
Mgzczyzni:
135-225 U/1
BILT3 COBAS 6000 Wartosci
modut 6501, jw oczekiwane:
do 1,2 mg/dl
GLUC3 COBAS 6000 Wartos$ci
modut 501, jw oczekiwane:
74-106 mg/dl
IL-6 COBAS e 411 Wartosci
cobas 8000, oczekiwane:
modut-e 801, Do 7 ng/ml
Roche (95. percentyl)
Diagnostics
International
Ltd,
Rotkreuz,

46



Szwajcaria

Metoda PCTX Cobas e-411 Wartosci
el;l;;rgsci;r:}ilu cobas 8000, oczekiwane:
« ,,J modul e-801,  Zdrowe osoby:
G180 Roche
e, Do 0,046 ng/ml

Tokio, Japonia 9. iR

Na prébkach
od pacjentéw
przyjetych na
OIOM: Niskie
ryzyko cigzkiej
sepsy/lub
wstrzasu
septycznego: <
0,5 ng/ml,

Wysokie
ryzyko: > 2,0
ng/ml

3.5 Analiza statystyczna

Opracowania statystycznego dokonano programem Statistica 13 PL.  Wyniki
wyrazono jako mediang i zakresy. Do oceny réznic pomi¢dzy grupa badang i kontrolng
zastosowatem test U Manna-Whitneya. Wptyw cigzkosci choroby, tlenoterapii i
zmodyfikowanej punktacji wczesnego noszenia (MEWS) na stezenie izoform zbadano
za pomocg testu ANOVA rangi Kruskala-Wallisa. Do oceny korelacji pomigdzy
izoformami transferyny a wynikami badan laboratoryjnych wykorzystano wspotczynnik

korelacji rang Spearmana. Za statystycznie istotne uznano wartosci p < 0,05.
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4 WYNIKI

4.1 Charakterystyka grupy badanej

Laboratoryjng charakterystyke grupy badanej przedstawiono w Tabelach 13 i 14.
Poniewaz zdecydowana wigkszo$¢ testow nie wykazywala rozkltadu normalnego
(p<0,05 w tescie Shapiro-Wilka) charakterystyke przedstawiono jako mediany, zakresy
1 rozstepy kwartylowe. Testy, ktérych rozklad wartosci byt zgodny z rozkladem
normalnym wymieniono w Tabeli 12. Byly to hemoglobina, RBC, MCV, PLT,

haptoglobina, al- kwasna glikoproteina, pO, 1 RR rozkurczowe.

Tabela 11. Analiza statystyczna badan laboratoryjnch, ktorych rozktady wartosci byty
zgodne z rozkladem normalnym (P>0,05).

Pobranie Bl Pobranie B2
0,166 0,322
0,302 0,541
0,468 0,150
0,171 0,169
0,086 0,493
0,393 0,177
0,334 0,203
0,488 0,451
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Tabela 12. Wartosci parametrow laboratoryjno-klinicznych chorych z COVID-19 w
pierwszej dobie hospitalizacji (pobranie B1).

7,46 7,28 7,54 7,43 7,48
83,6 14,6 149,0 64,0 107,0
36,1 20,1 60,3 34,0 39,8
96,8 6,8 99,9 93,0 98,5
2,5 -15,6 10,5 -0,7 4,9
42,0 1,9 990,0 19,4 127,0
393 30 1108 246 597
0,85 0,28 5,53 0,71 1,24
82,9 10,7 323,4 56,9 111,2
128 77 247 114 145
79 42 120 69 92
83 52 150 73 92
93 12 4391 47 192
30 5 244 15 56
42 10 334 23 71
53 10 904 26 114
268 114 989 204 399
0,5 0,1 5,0 0,3 0,7
109 50 296 92 134
12,9 7,8 17,4 11,2 14,0
38,4 0,5 52,4 33,4 41,3
4,28 2,31 5,56 3,68 4,65
89,20 72,40 107,90 85,50 94,05
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7,20 2,60 40,40 4,85 9,20

205,50 27,00 420,00 163,00 270,00
1,145 0,86 4,03 1,05 1,34
13,75 10,40 36,50 12,60 16,00

141,65 41,90 313,20 110,30 172,95

137,60 37,30 425,10 98,25 174,15
10,36 4,01 37,66 8,56 12,18

Tabela 13. Warto$ci parametréw laboratoryjno-klinicznych chorych z COVID-19 w
dziewiatej dobie hospitalizacji (pobranie B2).

7,45 7,19 7,60 7,43 7,48
82,6 20,6 163,0 65,7 107,0
38,5 23,3 78,2 34,9 41,3
96,7 36,8 99,7 94,9 98,1
3,0 -15,6 11,2 1,2 5,3
24,6 3,0 1022,0 12,8 65,9
315.,5 75,0 479,0 179,5 413.,0
0,77 0,22 3,96 0,60 0,95
104,0 18,8 311,6 76,9 128,8
124,0 89,0 173,0 111,0 139,0
75 49 114 68 85
82 41 140 73 92
32,0 11,0 251,0 23,0 66,0
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35 9 176 26 62

33, 9 177 20 50
75 14 925 31 150
182 110 892 161 253
0,4 0,1 12,4 0,2 0,8
105 59 285 90 129
12,6 8,3 17,0 10,9 13,8
37,6 254 53,3 33,5 40,8
4,13 2,6 6,15 3,75 4,6
89,5 76,0 106,5 85,7 93,2
6,9 2,45 40,8 5,17 9,9
254,0 2,4 632,0 158,0 345,0
1,18 0,97 3,51 1,09 1,44
14,00 11,60 42,60 13,00 16,70
140 57 291 119 191
164 53 399 107 213
10 5 28 8 11

Wartosci nastepujacych testow byty istotnie wyzsze u chorych z COVID-19
przy przyjeciu (pobranie B1), niz w grupie kontrolnej: pH, BE, IL-6, fibrynogen, CK,
ALT, AST, GGT, LDH, glukoza, INR, PT i TG (Tabela 15). Natomiast istotnemu
zmniejszeniu ulegly nastepujace testy: pO2, pCO2, HBG, HCT, RBC, PLT, eGFR,
cholesterol oraz IgG. U chorych na COVID-19 w dziewigtej dobie hospitalizacji
(pobranie B2) stwierdzono wyzsze niz w grupie kontrolnej wartosci badan: pH, BE,
kreatyniny, IL-6, AST, ALT, GT, LDH, glukozy, INR, PLT i TG, natomiast nizsze:

p0O2, CK, HBG, HCT, RBC, cholesterolu oraz RR rozkurczowe. Przy przyjeciu do
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oddziatu (B1) stwierdzono wyzsze wartosci: kreatyniny, CK, AST, LDH, glukozy,
HBG, HCT i RBC w stosunku do warto$ci notowanych w dziewigtym dniu
hospitalizacji. Natomiast w dziewiatej dobie hospitalizacji (B2) wykazano wyzsze

warto$ci: ALT, GGT, INR, PT, cholesterolu, TG, BE i eGFR niz w przy przyj¢ciu (B1).

Tabela 14. Analiza statystyczna wartosci wynikow laboratoryjno-klinicznych chorych
z COVID-19 przy przyjeciu (pobranie B1) i w dziewiatej dobie hospitalizacji (pobranie
B2) do grupy kontrolnej oraz pomiedzy badaniami B1 i B2.

<0,001 <0,001 0,468
0,027 0,048 0,856
0,002 0,241 0,058
0,204 0,048 0,994
0,002 <0,001 0,020

<0,001 <0,001 0,068
0,001 0,722 0,465
0,474 0,011 0,001

<0,001 0,119 0,002
0,451 0,742 0,465
0,074 0,013 0,135
0,965 0,969 0,928
0,007 <0,001 <0,001

<0,001 <0,001 0,074

<0,001 <0,001 0,005

<0,001 <0,001 0,983

<0,001 <0,001 <0,001
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0,209 0,962 0,850

<0,001 <0,001 0,977
<0,001 <0,001 0,199
0,028 0,010 0,570
<0,001 <0,001 0,213
0,073 0,101 0,046
0,202 0,201 0,047
0,129 0,505 0,002
<0,001 <0,001 0,742
<0,001 <0,001 <0,001
<0,001 <0,001 0,176
<0,001 <0,001 0,567
0,005 0,012 0,833

W tabeli podano wartos¢ p w teScie T-Studenta dla testow o rozktadzie zgodnym z
rozkltadem normalnym i warto§¢ p w tescie U Manna-Whitney dla testow o innym

rozkladzie.

4.2 Bialka ostrej fazy oraz izoformy transferyny

Stezenia wszystkich bialek ostrej fazy, z wyjatkiem AAT znaczaco roznity sie
w grupie chorych z COVID-19 w badaniu przy przyj¢ciu (Bl) i grupie chorych na
COVID- 19 w badaniu przy wypisie (B2) w porownaniu do grupy kontrolnej. Stezenia
AAT roznity si¢ tylko w grupie chorych z COVID-19 przy przyjeciu (Bl) w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. St¢zenia bialek ostrej fazy byly wysokie w stosunku
do grupy kontrolnej, z wyjatkiem TRF, ktorej stezenia byly mniejsze u chorych z
COVID-19.

Stezania biatek ostrej fazy w pierwszej dobie hospitalizacji (pobranie B1) byly
wyzsze niz w 9 dobie hospitalizacji (B2), za wyjatkiem ferrytyny, ktorej stezenia przy
wypisie (B2) ktore bylo wyzsze niz przy przyjeciu (B1).
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Stezenia wzgledne 5-sialo TRF 1 3-sialo TRF roznity si¢ istotnie w obu
badanych grupach w poréwnaniu do grupy kontrolnej, przy czym st¢zenia obu izoform
w grupie chorych na COVID- 19 pobranie przy wypisie (B2) byly wyzsze niz w grupie
chorych z COVID-19 pobranie przy przyj¢ciu (B1). Stgzenie 4-sialo TRF byto nizsze w
grupie chorych na COVID- 19 w dziewiatej dobie hospitalizacji niz przy przyjeciu oraz
nizsze niz w grupie kontrolnej. Porownanie stezen izoform TRF pomiedzy grupami
badanymi wykazato istotnie wzrost stezenia 3-sialo TRF w dziewiatej dobie
hospitalizacji (pobranie B2) w stosunku do st¢zenia przy przyjeciu do szpitala (pobranie
B1). Tabele 16, 17 1 18 oraz Ryc. 6 przedstawiajg wyniki biatek ostrej fazy oraz izoform
transferyny w grupie badanej i kontrolnej. Porownanie wynikow biatek ostrej fazy
i izoform transferyny w badanej grupie chorych z COVID-19 przy przyj¢ciu (pobranie
B1) i w grupie chorych na COVID-19 przy wypisie (pobranie B2) do grupy kontrolne;j
przedstawia Tabela 19.

Tabela 15. Wartosci bialek ostrej fazy oraz izoform transferyny w grupie chorych z
COVID-19 przy przyjeciu (pobranie B1).

41,0 1,8 452 18,1 109,1
606 17 4271 240 1439
0,1 0,02 6, 0,1 0,4
2,6 0,1 6,5 1,9 3,9
1,7 0,4 3,0 1,2 1,9
1,5 0,2 3,4 1,1 1,9
1,8 0,8 3,8 1,5 2,2
14,2 9,3 35,9 12,7 16,1
82,5 58,2 87,8 80,1 84,1
2,4 0,8 7,8 1,8 3,2
0,7 0,2 6,4 0,5 0,9
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Tabela 16. Wartosci biatek ostrej fazy oraz izoform transferyny w grupie chorych z
COVID-19 w dziewiatej dobie hospitalizacji (pobranie B2).

12,2
671,7
0,08

1,84
1,67
1,13
1,59
14,7
81,15
2,7
0,7

0,8
27,6
0,02

0,20
0,33
0,24
0,84
10,2
62,7

0,7

0,2

241
2125,0
6,6

4,49
3,95
2,84
3,26
26,5
86,6
10,1

1,7

4,0
303,7
0,04

1,22
1,23
0,71
1,31
13,3
79,5

2,1

0,5

36,9
1127,0
0,36

2,86
1,88
1,55
1,91
17,3
83,2

3,8

0,8

Tabela 17. Wartos$ci biatek ostrej fazy oraz izoform transferyny w grupie kontrolne;.
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83,05 79,8 86,5 81,4 83,8
4,0 2,1 7,0 3,7 52
0,6 0,4 1,1 0,5 0,8

Tabela 18. Analiza statystyczna warto$ci biatek ostrej fazy i izoform transferyny w
grupie badanej w grupie chorych z COVID-19 przy przyj¢ciu (pobranie B1) i w grupie
chorych na COVID-19 w dziewiatej dobie hospitalizacji (pobranie B2) do grupy
kontrolne;.

W tabeli podano wartosci p. * porownania wykonano testem t-Studenta.
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Rycina 6. Wartos$ci biatek ostrej fazy i izoform transferyny w badanych grupach oraz w
grupie kontrolnej. Nawiasem zaznaczono roznice istotne statystycznie pomiedzy grupg
chorych z COVID-19 przy przyjeciu (pobranie B1) i grupa chorych na COVID-19 w
dziewiatej dobie hospitalizacji (pobranie B2) oraz w poréwnaniu do grupy kontrolne;.
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4.3 Bialka ostrej fazy oraz izoformy transferyny wedlug stopnia ci¢zkoSci

choroby

Stezenia CRP, ferrytyny, prokalcytoniny oraz 5-sialo TRF byly istotnie wyzsze
u pacjentow z krytycznym przebiegiem choroby w stosunku do przebiegu
umiarkowanego, za$ stezenie transferyny istotnie nizsze w krytycznym przebiegu
choroby niz w przebiegu umiarkowanym (Tabela 20). Dodatkowo, dla CRP i
prokalcytoniny wystepowata roéznica stezenia migdzy umiarkowanym 1 cigzkim
przebiegiem choroby, stezenia w przebiegu ciezkim byly istotnie wyzsze niz w
przebiegu umiarkowanym. W grupie chorych z COVID-19 przy wypisie (pobranie B2)
jedyna zaobserwowana roznicg byla roznica stezenia CRP migdzy krytycznym (wyzsze
stezenie) a umiarkowanym przebiegiem choroby (nizsze stezenie), (Tabela 21).
Pokazuja to oryginalne tabele statystyczne z wynikami porownan wykonane testem

ANOVA rang Kruskala-Wallisa (Tabele 20).

Pozostate biatka ostrej fazy i izoformy transferyny w grupie chorych z COVID-
19 przy przyjeciu (pobranie B1) nie wykazaty roéznic zaleznych od stopnia cigzkosci

choroby. Byty to:

e Haptoglobina: Test Kruskala-Wallisa: H ( 3, N=96) =3,643808 p =0,3026
e AGP: Test Kruskala-Wallisa: H ( 3, N=96) =2,977261 p =0,3951

o AAT: Test Kruskala-Wallisa: H ( 3, N=96) =5,761629 p =0,1238

e 4-sialo TRF: Test Kruskala-Wallisa: H ( 3, N=93) =6,999026 p =0,0719
e 3-sialo TRF: Test Kruskala-Wallisa: H ( 3, N=93) =0,6117815 p =0,8937
e 2-sialo TRF: Test Kruskala-Wallisa: H ( 3, N=95) =1,184564 p =0,7567
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Tabela 19. Analiza statystyczna warto$ci biatek ostrej fazy i izoform transferyny w
grupie badanej chorych z COVID-19 przy przyjeciu (pobranie B1) wedlug stopnia
cigzkosci choroby (C - przebieg cigzki, U - przebieg umiarkowany, K — przebieg
krytyczny, C/K — przebieg graniczny umiarkowany/krytyczny).

C U K C/K

R:66,107 R:40,023 R:61,938 R:89,000
0,009 1,0 1,0
0,009 0,029 0,086
1,0 0,029 1,0
1,0 0,08 1,0

C U K C/K
R:58,364 R:37,569 R:58,750 R:33,500
0,074 1,0 1,0
0,074 0,018 1,0
1,0 0,018 1,0
1,0 1,0 1,0

C U K C/K
R:65,750 R:37,790 R:67,313 R:62,250

0,0032 1,0 1,0
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0,0032 0,0007 1,0
1,0 0,0007 1,0
1,0 1,0 1,0

C U K C/K
R:41,429 R:56,531 R:23,781 R:38,750
0,40 0,50 1,0
0,40 0,00015 1,0
0,50 0,00015 1,0
1,0 1,0 1,0

C U K C/K
R:44,923 R:42,355 R:66,438 R:49,000
1,0 0,20 1,0
1,0 0,009 1,0
0,19 0,009 1,0
1,0 1,0 1,0
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Tabela 20. Analiza statystyczna stezenia CRP w grupie chorych z COVID-19 w 9
dobie hospitalizacji z uwzglednieniem stopnia ci¢zko$ci choroby.

C U K C/K

R:47,538 R:33,536 R:62,000 R:58,000
0,24 1,0 1,0
0,24 0,016 1,0
1,0 0,016165 1,0
1,0 1,0 1,0
4.4 Bialka ostrej fazy oraz izoformy transferyny w zaleznosci od obecno$ci
burzy cytokinowej

Sposrod biatek ostrej fazy tylko haptoglobina i AGP nie wykazaty istotnych
statystycznie r6znic w zaleznosci od obecnosci burzy cytokinowej (Tabela 22). Sposrod
tych, ktore si¢ istotnie roznity, odnotowano istotne zwigkszenie stezenia biatek ostrej
fazy u chorych zburza cytokinows, z wyjatkiem transferyny, ktorej stezenie byto
wyzsze u pacjentow bez burzy cytokinowej (Tabela 23 i Tabela 24). Stezenia
wszystkich z izoform transferyny nie rdznity si¢ istotnie ze wzgledu na obecno$¢ burzy

cytokinowe;j.

Tabela 21. Analiza statystyczna warto$ci biatek ostrej fazy w grupie chorych z
COVID-19 pobranie przy przyjeciu (B1) w zaleznosci od obecnosci burzy cytokinowe;.

4,68836

0,000003
3,68695 0,000227
5,29970 0,000000

66




1,35212 0,176339

-4,60409 0,000004
0,75841 0,448206
2,99917 0,002707
1,33435 0,182089
-0,90574 0,365073
0,44074 0,659401
-0,31265 0,754545

Wartos$ci stezen bialek ostrej fazy oraz izoform transferyny w grupie chorych
z COVID- 19 przy przyjeciu (pobranie B1) przedstawiajg Tabela 23 (burza cytokinowa
obecna) 1 Tabela 24 (bez burzy cytokinowej).

Tabela 22. Ste¢zenia bialek ostrej fazy i izoform transferyny w grupie chorych
z COVID- 19 przy przyjeciu (pobranie B1) z burza cytokinowa.

129,7
1525,7 1404,0 200,0 4271,0  532,0 2253,0 11354

1,27 0,46 0,06 6,02 0,21 1,72 1,79
3,04 3,11 0,10 5,50 2,07 4,22 1,46
1,29 1,20 0,42 3,01 1,05 1,66 0,50
1,53 1,62 0,21 2,97 1,18 1,89 0,61
2,13 2,02 0,77 3,81 1,75 2,44 0,65
15,20 14,65 9,30 29,60 13,00 16,75 3,59
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81,05 81,90 61,30 86,0 79,35 8395 4,65

2,92 2,50 0,90 7,80 1,60 3,55 1,66

0,78 0,70 0,30 2,60 0,50 0,80 0,42

Tabela 23. Ste¢zenia bialek ostrej fazy i izoform transferyny w grupie chorych
z COVID- 19 przy przyjeciu (pobranie B1) bez burzy cytokinowe;.
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W grupie chorych na COVID-19 przy wypisie (pobranie B2) tylko st¢zenie
prokalcytoniny roznito si¢ istotnie w zaleznosci od obecnosci burzy cytokinowej i byto
istotnie wyzsze (mediana:0,33, zakres: 0,03-6,60) niz u pacjentéw bez burzy

cytokinowej (mediana: 0,067, zakres: 0,025-3,62), (Z=2,807, p=0,005).

4.5 Bialka ostrej fazy oraz izoformy transferyny w zaleznosci od stosowanej
tlenoterapii/respiratoterapii

Analiza wykazata wptyw intensywnosci tlenoterapii/respiratoterapii na st¢zenie
bialek ostrej fazy oraz brak wplywu na stezenie izoform transferyny (Tabela 25).
Gloéwna uchwycong zmiang byta rdznica st¢zenia biatek ostrej fazy miedzy tlenoterapia
o wysokim przeplywie tlenu i respiratoterapig (W i1 R) a brakiem wspomagania leczenia
tlenem (B). Taka zmiang wykazano dla CRP, ferrytyny, prokalcytoniny, transferyny i
al-kwasnej glikoproteiny. Dla ferrytyny i al-kwasnej glikoproteiny, dodatkowo
wykazano ro6znice migdzy niskim przeptywem tlenu (N) i brakiem wspomagania (B).
Dla haptoglobiny jedyna roznica st¢zenia wystgpita migdzy respiratoroterapig (R) a
brakiem wspomagania oddychania tlenem (B). Pomimo, ze analiza wariancji wykazata
zmienno$¢ stgzenia 5- sialo TRF zalezng od zastosowanej terapii tlenowej (P=0,0498),

to analiza pordwnan dwustronnych juz nie wskazata na istnienie takich roznic.

Tabela 24. Analiza statystyczna warto$ci biatek ostrej fazy oraz izoform transferyny w
zaleznosci od stosowanej tlenoterapii/respiratoterapii w grupie chorych z COVID-19
przy przyj¢ciu (pobranie B1), (N — niski przeptyw tlenu, W — wysoki przeptyw tlenu, R
— respiratoterapia, B — bez w/w).

Zalezna: Wartos¢ p dla poréwnan wielokrotnych (dwustronych); I-CRP,

CRP Zmienna niezalezna (grupujaca): Tlenoterapia (N-niski, W-wysoki, R-
respiratoterapia) Test Kruskala-Wallisa: H (3, N= 96) =23,11368 p
=,0000 Warunek uwzgledniania: V4="B1"

N \W% R B
R:46,302 R:59,522 R:73,850 R:27,875
N 0,40 0,03 0,09
\W4 0,40 1,0 0,001
R 0,03 1,00 0,0001
B 0,00 0,001 0,0001
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N w R B

R:45,987 R:53,026 R:57,450 R:24,925
1,00 1,00 0,015
1,00 1,00 0,003
1,00 1,00 0,005
0,015 0,003 0,005

N 4 R B
R:48,049 R:51,609 R:72,450 R:29,175
1,0 0,08 0,07
1,00 0,26 0,04
0,08 0,26 0,0002
0,07 0,04 0,0002

N W R B

R:49,674 R:54,043 R:64,550 R:31,575
1,0 0,78 0,098
1,0 1,0 0,05
0,77 1,0 0,013
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0,01 0,05 0,013

W R B
R:47, R:41,478 R:33,150 R:66,825
302
1,0 0,89 0,06
1,0 1,0 0,017
0,89 1,0 0,011
0,06 0,017 0,011

W R B

R:50,7 R:53,913 R:62,150 R:30,575
67
1,0 1,0 0,044
1,0 1,0 0,037
1,0 1,0 0,02
0,04 0,037 0,02

N W R B
R:51,232 R:45,750 R:58,900 R:33,750

1,0 1,0 0,1
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w 1,0 1,0 0,90
R 1,0 1,0 0,097
0,1 0,9 0,09

Na ponizszych rycinach przedstawiono zmiang st¢zenia biatek ostrej fazy w
zalezno$ci od zastosowanej tlenoterapii. Chorzy wymagajacy tlenoterapii o niskim
przeptywie tlenu mieli nizsze warto$ci CRP, haptoglobiny i AGP (Ryc. 7). Wyzsze
stezenia biatek ostrej fazy CRP, haptoglobiny, AGP, PCT i AAT wykazano u chorych z
tlenoterapia o wysokim przeplywie tlenu (Ryc. 8 ). Nie zanotowano zmian st¢zenia
biatek ostrej fazy u chorych z respiratoterapig. Nie stwierdzono istotnych zmian

stezenia izoform transferyny w réznych typach tlenoterapii.

Rycina 7. Stezenia bialek ostrej fazy u chorych z COVID-19 w pierwszej dobie
(pobranie B1) i1 dziewiatej dobie hospitalizacji (pobranie B2) u ktérych stosowano
tlenoterapi¢ o niskim przeptywie tlenu.
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Rycina 8. Stezenia bialek ostrej fazy u chorych z COVID-19 w pierwszej dobie
(pobranie B1) i1 dziewiatej dobie hospitalizacji (pobranie B2) u ktérych stosowano

tlenoterapi¢ o wysokim przeptywie tlenu.
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Analiza statystyczna dla bialek, ktore nie wykazaly zmian zaleznych od

tlenoterapii/respiratoterapii:

e Alfal-antytrypsyna: Test Kruskala-Wallisa (H ( 3, N=96) =7,278328 p =0,0635
e 4-sialo TRF: Test Kruskala-Wallisa: H ( 3, N=93) =3,429201 p =0,3301

e 3-sialo TRF: Test Kruskala-Wallisa: H ( 3, N=93) =3,540782 p =0,3155

e 2-sialo TRF: Test Kruskala-Wallisa: H ( 3, N=95) =0,2327732 p =0,9721

4.6 Bialka ostrej fazy oraz izoformy transferyny w zaleznosci od obecnosci
chorob przewleklych

Analiza wykazata zalezno$¢ stezenia prokalcytoniny, 5-sialo TRF i 4-sialo TRF
od obecnosci choréb przewlektych (Tabela 26). Przy przyjeciu u chorych z COVID-19
(pobranie B1) stezenie prokalcytoniny byto istotnie nizsze u pacjentow z towarzyszaca
chorobg przewleklta w poréownaniu do tych bez dodatkowych chorob (Tabela 27 i
Tabela 28). Stezenie 5-sialo TRF byto istotnie nizsze, a stezenie 4-sialo TRF istotnie
wyzsze u pacjentéow z dodatkowa chorobg przewlekta w poréwnaniu do tych bez chorob

wspotistniejgcych.

Tabela 25. Pordwnanie stezenia biatek ostrej fazy i izoform transferyny w zaleznosci
od obecnosci choroby przewlektej (pobranie B1).

0,20947 0,834083

-0,38159 0,702768
2,14538 0,031923
-0,96434 0,334874
-1,22124 0,221996
-0,86949 0,384580
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0,88925
2,03605
-2,49634
1,12792
0,38831

0,373869

0,041746

0,012549

0,259356

0,697786

Tabela 26. Wartosci biatek ostrej fazy i izoform transferyny w grupie chorych z
COVID-19 przy przyjeciu (pobranie B1) z obecng chorobg przewlekla.

73,4
1011,2
0,47

2,99
1,61
1,49
1,86
14,55
81,95
2,62
0,82

40,7
606,0
0,12

2,68
1,66
1,54
1,81
13,80
83,10
2,30
0,70

3,6
17,0
0,02

0,10
0,50
0,21
0,77
9,80
61,30
0,80
0,20

452,0
4271,0
6,02

6,54
3,01
2,57
3,0
29,60
87,80
7,80
2,60

20,2
272,5
0,07

2,00
1,22
1,09
1,55
12,70
80,80
1,70
0,60

106,1
1428,0
0,33

3,98
1,90
1,97
2,1
15,60
84,30
3,10
0,90

Tabela 27. Wartosci biatek ostrej fazy i izoform transferyny w grupie chorych z

COVID-19 przy przyjeciu (pobranie B1) bez choroby przewlekte;.

79,9
1053,4
1,14

1,39
0,52
0,56
0,45
3,27
4,04
1,44
0,46
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74,4 40,3 3,1 3614 15,0 120,0 82,7
9119 5830 41,0 4271,0 194,5 1342,5 1005,9

0,9 0,2 0,02 6,02 0,05 0,5 1,7
2,77 2,52 0,10 6,32 1,59 3,84 1,53
1,6 1,7 0,4 2,8 1,2 1,8 0,55
1,48 1,36 0,37 3,39 1,01 1,79 0,72
1,95 1,83 0,83 3,81 1,49 2,29 0,62
14,99 14,95 9,30 35,90 12,20 16,20 4,57

81,35 81,60 58,20 86,00 80,30 84,00 4,90

2,95 2,60 1,00 7,80 1,80 4,0 1,48
0,7 0,7 0,2 1,9 0,5 0,8 0,3
4.7 Bialka ostrej fazy oraz izoformy transferyny w zaleznoSci od statusu

szczepienia pacjentow przeciwko SARS-CoV-2

Analiza nie wykazata r6éznic w st¢zeniu biatek ostrej fazy i izoform transferyny
w zalezno$ci od statusu szczepienia u 29 pacjentow (Tabela 29). Zbyt mata grupa oséb
szczepionych (tacznie 29 pacjentéw byto zaszczepionych w tym: 8 chorych trzema
dawkami, 13 chorych dwoma dawkami, 8 chorych jedng dawka) nie pozwolita na
wyodrebnienie reprezentatywnych podgrup w zaleznos$ci od liczby szczepien. Dlatego
analiza obejmuje calg grupe pacjentéw bez wzgledu na liczbe szczepien bez wzgledu na

liczbe przyjetych dawek szczepionki.
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Tabela 28. Poréwnanie stezenia bialek ostrej fazy i izoform transferyny w zaleznos$ci
od statusu szczepienia pacjentow.

0,25403 0,799469

0,65472 0,512647
-0,53067 0,595647
0,88287 0,377305
-0,04164 0,966782
0,70380 0,481558
-0,52889 0,596881
-0,71604 0,473968
0,96774 0,333176
-1,20642 0,227658
0,98777 0,323265
4.8 Bialka ostrej fazy oraz izoformy transferyny w zaleznosci od loséw

pacjenta

Wyzsze stezenie prokalcytoniny i 5-sialo TRF oraz nizsze stg¢zenie transferyny i
4-sialo TRF stwierdzono u chorych z COVID-19, ktorzy zmarli w trakcie hospitalizacji
w poréwnaniu do pacjentdow, ktorzy zostali wypisani do domu (pobranie Bl), (Tabela
30).
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Tabela 29. Pordwnanie wynikow stgzen biatek ostrej fazy i izoform transferyny u
pacjentow z COVID-19, ktérzy zmarli w trakcie hospitalizacji wobec chorych ktorych
wypisano z oddziatu (pobranie B1).

-1,64648 0,099667

-1,64028 0,100947
-2,95085 0,003169
0,59037 0,554943
3,59470 0,000325
0,00656 0,994766
0,22959 0,818412
-2,58705 0,009681
2,74200 0,006107
-1,92681 0,054004
1,73492 0,082756

Stezenie CRP, prokalcytoniny, haptoglobiny, al-kwasnej glikoproteiny i al-
anty trypsyny bylo istotnie wyzsze u pacjentow przekazanych na OIT niz u pacjentow
pozostajacych na oddziale (pobranie B2), podczas gdy stezenie transferyny bylo istotnie
nizsze (Tabela 31).
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Tabela 30. Poréwnanie wynikow biatek ostrej fazy i izoform transferyny u pacjentow
przekazanych na OIT wobec chorych nie wymagajacych leczenia w OIT (pobranie B2).

-3,15550 0,001602

-1,68567 0,091860
-2,36240 0,018158
-2,73117 0,006311
1,99823 0,045693
-2,18339 0,029008
-2,16025 0,030754
0,40622 0,684584
-0,89706 0,369687
0,98169 0,326254
0,86019 0,389685

Stezenie transferyny bylo istotnie nizsze a stg¢zenie 5 - sialo transferyny istotnie
wyzsze u pacjentow ktorzy zmarli w trakcie hospitalizacji niz u chorych wypisanych ze
szpitala (Tabela 32 1 Tabela 35). W tabeli 33 i tabeli 34 przedstawiono wyniki biatek
ostrej fazy i izoform transferyny w grupie pacjentow z COVID-19, ktorzy zostali
wypisani z oddziatu oraz zmarli w pobraniu przy przyjgciu (pobranie B1).

Tabela 31 Analiza wynikéw biatek ostrej fazy i izoform transferyny u pacjentéw ktorzy
zmarli w trakcie hospitalizacji w poréwnaniu do pacjentéw wypisanych z oddziatu.

-1,00139

0,316640

-1,22687 0,219873
-1,95007 0,051168
1,10680 0,268382
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2,58253 0,009808

0,21082 0,833029
0,47434 0,635257
-2,05548 0,039833
1,10680 0,268382
-0,57975 0,562083
1,63384 0,102293

Tabela 32. Stezenie prokalcytoniny i transferyny u chorych z COVID-19, ktérzy zostali
wypisani z oddziatu (P) Iub zmarli w trakcie hospitalizacji (N).

P —pacjenci wypisani z oddziatu, N —pacjenci zmarli w trakcie hospitalizacji

Tabela 33. Wyniki bialek ostrej fazy i izoform transferyny w grupie pacjentow z
COVID-19, ktoérzy zostali wypisani z oddziatu (pobranie B1).




1,7 1,71 0,69 3,01 1,35 1,94 0,47
1,46 1,35 0,44 3,39 1,05 1,83 0,60
1,86 1,81 1,12 3,80 1,540 2,07 0,48

14,25 14,10 9,30 22,80 12,30 15,95 2,55
82,29 82,45 72,50 87,80 80,80 84,20 2,65
2,62 2,40 0,80 7,80 1,95 3,05 1,25
0,80 0,70 0,30 2,50 0,60 0,90 0,39

Tabela 34 Wyniki biatek ostrej fazy i izoform transferyny w grupie pacjentow z
COVID-19, ktérzy zmarli w trakcie hospitalizacji (pobranie B1).

1493 1253

1569,8 1251,0 98,0 4271,0 453,5 2649,0 13683

1,84 0,47 0,03 6,02 0,26 3,75 2,55
2,41 2,65 0,10 5,50 0,89 3,74 1,74
1,06 0,94 0,42 2,84 0,53 1,32 0,69
1,40 1,49 0,21 2,48 0,83 1,85 0,74
1,76 1,77 0,77 2,68 1,38 2,18 0,62
18,72 16,40 12,20 35,90 14,65 19,75 7,15
76,55 78,05 58,20 85,50 75,85 83,00 8,54
3,89 3,75 1,50 7,80 1,95 5,40 2,06
0,74 0,45 0,20 2,60 0,30 1,00 0,7

Nie wykazano istotnych réznic w poréwnaniu stezenia biatek ostrej fazy i

izoform transferyny w grupie chorych wypisanych z oddzialu przed drugim pobraniem
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(pobranie B1) a wynikami uzyskanymi w pobraniu przy wypisie z oddziatu (pobranie
B2) (tabela 36).

Tabela 35 Poréwnanie wynikéw biatek ostrej fazy i izoform transfryny u pacjentow
wypisujacych si¢ z oddzialu z wynikami pacjentow w drugim pobraniu (grupa B2).

0,32922

0,741992

0,38480 0,700388
0,02184 0,982576
-1,12571 0,260290
-1,29563 0,195105
0,21240 0,831797
-0,86021 0,389674
0,82989 0,406603
-0,41494 0,678184
0,06552 0,947762
-1,61515 0,106280
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S DYSKUSJA

Pandemia SARC-CoV-2 ktora objeta swoim zasiggiem caty $wiat doprowadzita
do znacznego obcigzenia $wiatowego systemu zdrowia. Od poczatku pandemii
COVID-19 do maja 2024 r. do WHO zgtoszono 7 047 741 potwierdzonych zgonow
oraz 775 431 269 przypadkow zakazen SARS -CoV-2, natomiast w Polsce od marca
2020 do maja 2024 odnotowano 120 602 potwierdzonych zgonoéw oraz 6 662 770

przypadkéw zakazen SARS -CoV -2 (5, 6).

Przy tak duzej liczbie zakazen a stosunkowo niskiej $miertelnos$ci istotne jest
wyselekcjonowanie wsrod zakazonych pacjentow z wysokim i niskim ryzykiem zgonu.
Pacjenci z grupy wysokiego ryzyka powinni mie¢ jak najwczesniej rozpoczete leczenie
w warunkach szpitalnych, a pacjenci z grupy niskiego ryzyka w warunkach
ambulatoryjnych nie powodujac nadmiernego odcigzenia szpitali. Do tego celu powinny

by¢ stosowane proste i ogolnodostepne metody.

Biatka ostrej fazy stanowig grupe heterogennych biatek wytwarzanych glownie
przez watrobe. Stymulatorami ich syntezy sa gtownie cytokiny prozapalne, a ich gtowna
funkcja jest eliminacja czynnika wywolujacego zaburzenia homeostazy (ostry stan
zapalny, zakazenia bakteryjne, nowotwory, choroby autoimmunologiczne). Czynniki
powodujace zaburzenie homeostazy wptywaja na proces produkcji bialek ostrej fazy
powodujac zmiang ich syntezy wywotujac zwickszenie (pozytywne biatka ostrej fazy),
zmniejszenie (negatywne biatka ostrej fazy), nieznaczng zmiang¢ lub ewentualnie brak
zmiany ich st¢zenie w osoczu (biatka ostrej fazy oboje¢tne). W chwili obecnej w
powszechnej diagnostyce laboratoryjnej dysponujemy szerokim wachlarzem

oznaczonych bialek ostrej fazy. Z tego powodu celowa wydaje si¢ analiza profilu biatek
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ostrej fazy w przebiegu COVID-19 oraz wyselekcjonowanie tych ktoére maja najwigksza

wartos¢ rokownicza.

Transferyna jest negatywnym bialkiem ostrej fazy, jej stezenie w surowicy
zmniejsza si¢ w wyniku zaburzenia homeostazy (ostry stan zapalny, zakazenia,
nowotwory, choroby autoimmunologiczne). Transferyna charakteryzuje si¢
zmiennos$cig budowy w obrgbie tancucha polipeptydowego oraz oligosacharydowego co
jest powodem wystepowania licznych izoform (heterogenno$¢). Roznorodnos¢ tancucha
biatkowego zwigzana jest z uwarunkowaniami genetycznymi, wykazano 38 wariantow
genetycznych tancucha polipeptydowego. Lancuchy oligosacharydowe tworzg struktury
0 zmiennym stopniu rozgal¢zienia: dwu-, troj- i tetra-antenowe. Mikroheterogennos¢
zwigzana z wigzaniem reszt kwasu sialowego w obrebie tancuchoéw polisacharydowych
warunkuje wystepowanie 9 izoform transferyny. W zdrowej populacji dominujaca
izoforma (64-80%) jest transferyna z przylaczonymi czteroma resztami kwasu
sialowego - tetrasialo-Tf, dodatkowo profil izoform jest staly. W przypadku
wystapienia stanu chorobowego dochodzi do zaburzen w glikozylacji glikoprotein co
warunkuje zmiang wystepujacych profildow izoform. W przypadku choréb zapalnych
podtozem zaburzen glikozylacji jest wptyw mediatoréw prozapalnych na proces syntezy
glikoprotein. Ze wzgledu na znaczng heterogennos$¢ budowy transferyny jest ona
adekwatnym wzorem do obserwacji takich zmian. Dotychczas zmiana profilu izoform
transferyny zostata wykazana w reumatoidalnym zapaleniu stawow, twardzinie
uktadowej, wirusowych zapaleniach watroby (WZW B i WZW C), przewleklym
zapaleniu watroby lub w przypadku oséb przewlekle spozywajacych alkohol. Majac
powyzsze na uwadze wydaje si¢ celowe oznaczenie izoform transferyny u pacjentow

chorych z COVID-19 (83, 84, 85, 86).
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PrzeprowadziliSmy badanie prospektywne u 96 pacjentéw chorych z COVID-19
hospitalizowanych w oddziale Gastroenterologii, Hepatologii i Chorob Wewngetrznych z
Osrodkiem Diagnostyki 1 Leczenia Endoskopowego oraz Oddziale COVID
Wojewddzkiego Szpitala Zespolonego w Biatymstoku w latach 2021-2022. Zakazenie
SARS-CoV-2 stwierdzano za pomocg testu genetycznego jakos$ciowej reakcji
tancuchowej polimerazy z odwrotng transkrypcja w czasie rzeczywistym (RT-PCR)
oraz jakosciowym wykryciem antygenu SARS-CoV-2 (Ag) w probkach wymazu z jam
nosowych. Pacjenci mieli wykonane badania krwi dwukrotnie — przy przyjeciu do
oddziatu oraz §rednio w 9 dobie hospitalizacji. Grup¢ kontrolng stanowito 30 zdrowych

pacjentoéw, u ktorych wykluczono zakazenie SARS-CoV-2.

Zakazenie = SARS-CoV-2, w  wyniku zainicjowanych  odpowiedzi
immunologicznych, stymuluje watrobe do syntezy biatek reakcji ostrej fazy (54, 55).
Uzyskane wyniki uzyskano w obu pobraniach (przy przyjeciu Bl 1 przy wypisie B2) w
poréwnaniu do wynikéw w grupie kontrolnej potwierdzily to zalezno$¢ za wyjatkiem
alfal-antytrypsyny (AAT) ktoérej stezenie byto wyzsze jedynie w pobraniu przy
przyjeciu (B1). Dodatkowo stwierdzitem réznice w poziomie biatek ostrej fazy
pomiedzy grupa chorych przed (pobranie B1) i po leczeniu (pobranie B2). Wartosci
wiekszosci biatek ostrej fazy po leczeniu ulegly obnizeniu istotnie statystycznie, poza
stezeniem transferyny i prokalcytoniny ktore nie zmienilo si¢. Stezenie ferrytyny uleglto
zwigkszeniu (istotno$¢ statystyczna) w dziewigtej dobie hospitalizacji. Zmiana st¢zenia
bialek ostrej fazy zwigzana jest z stymulujagcym dziataniem cytokin uwalnianych w
trakcie procesu zapalnego. Natomiast wyzsze st¢zenie ferrytyny u pacjentow po
leczeniu mozemy wigza¢ z faktem, iz najwyzsze stezenie ferrytyny po zadziataniu

czynnika prozapalnego wystepuje w 8 dobie od jego zadziatania. Dlatego
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przypuszczam, ze w dziewiatej dobie badania (pobranie B2) nie udalo si¢ uchwycié¢
spadku poziomu ferryty, ktory mogl mie¢ miejsce w podzniejszym okresie choroby.
Zmniejszenie st¢zenia wickszo$ci biatek ostrej fazy u pacjentdéw po leczeniu jest
efektem wygaszenia reakcji ostrej fazy i jest w pelni zgodny z obowigzujaca wiedza
dotyczaca biatek ostrej fazy. Natomiast brak zmian stgzenia transferyny (TRF) w
drugim badaniu (B2) jest zwigzany z okresem poéltrwania transferyny wynoszacym 8-10
dni. Jest to zgodne z obserwacjami innych autorow (87). Natomiast brak zmiany
stezenie prokalcytoniny (PCT) jest trudniejszy do wytlumaczenia. Prokalcytonina, jest
dodatnim biatkiem ostrej fazy, wytwarzana gtownie w komorkach C tarczycy,
dodatkowo syntetyzowana jest w watrobie, trzustce, nerkach, phucach, jelitach i
leukocytach. W warunkach fizjologicznych stezenie PCT w surowicy osigga stezenie
do 0,05 ng/ml. Zakazenie bakteryjne, zwlaszcza o cigzkim przebiegu (baketriemia i
sepsa), powoduja wielokrotny wzrost poziomu prokalcytoniny (nawet do 1000 x)
poprzez stymulacje pozatarczycowej synteza prokalcytoniny przez endotoksyny lub
cytokiny takie jak IL-6, IL-1b TNF-a. Z drugiej strony infekcje wirusowe wywieraja
supresyjne dzialanie na synteze prokalcytoniny poprzez wydzielane cytokin w trakcie
infekcji wirusowej (np. interferon -gamma), powodujac obnizenie poziomu PCT (88,
89, 90, 91, 92). Okres pottrwania prokalcytoniny jest jednym z najkrétszych wsrod
biatek ostrej fazy i szacuje si¢, ze wynosi 25-30 godzin) (93). Utrzymujacy si¢ wysoki
poziom PCT mozna rowniez przypisa¢ dodatkowej produkcji w innych dotknietych
chorobg tkankach organizmu (watroba, nerki, §ledziona i trzustka) w odpowiedzi na
burze cytokinowg (94). Odpowiedz ta ma charakter wtoérny (opdzniony w czasie) w
stosunku do oddzialywania burzy cytokinowej na uktad oddechowy, o czym $wiadczy
wyzszy poziom ALT i1 GGT w dziewiatej dobie hospitalizacji (pobranie B2) niz przy

przyjeciu (pobranie B1).
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W badaniach wtasnych, zgodnie zoczekiwaniem, catkowite stezanie
transferyny, ktéra jest negatywnym biatkiem ostrej fazy, byto nizsze u chorych z
COVID-19 zaréwno na poczatku jaki i po dziewigciu dniach terapii. Dotychczasowe
badania innych autoréw wykazaly patognomoniczng zmiang profilu izoform transferyny
w niektorych chorobach np. przewlektym zapaleniu watroby, pierwotnym zétciowym
zapaleniu drég zotciowych, reumatoidalnym zapaleniu stawow lub przewlektym

zapaleniu trzustki (83, 84, 85, 95).

W moich badaniach, analiza izoform transferyny wykazata wzrost 5-sialoTRF i
spadek 3-sialoTRF u pacjentow z COVID-19, zmiany te utrzymywaty si¢ przed (B1) i
po leczeniu (B2), dodatkowo stwierdzono nieistotng statystycznie tendencje spadkowa
stezenia najwickszej frakcji transferyny, 4-sialoTRF. Utrzymujace si¢ ste¢zenia 5-sialo-
TRF 1 3-sialoTRF zwigzane sg z okresem poOttrwania transferyny we krwi, ktory jak
wczesniej wspomnialem wynosi 8-10 dni, natomiast odstepy czasowe miedzy
pobraniami byly krotsze (mediana 9 dni). Podobnag korelacje obserwowalem
w przypadku calkowitego stezenia transferyny, jednak nie stwierdzilem roznic istotnych

statystycznie mi¢dzy st¢zeniem w pobraniu B1 i B2.

Zaobserwowatem zmiane¢ stezenie biatek ostrej fazy w zalezno$ci od stopnia
ciezkosci choroby, u pacjentow o cigzkim przebiegu choroby wystepowaly wyzsze
wartosci dodatnich biatek ostrej fazy (CRP, prokalcytonina i1 ferrytyna) oraz nizsze
stezenie transferyny. Zaobserwowatem statystycznie istotne roznice mi¢dzy pacjentami
bedacymi w stanie umiarkowanym 1 cigzkim oraz umiarkowanym i krytycznym
choroby. Dodatkowo stwierdzitem istotne réznice w stezeniu glikoprotein u chorych
ktorzy zostali przekazani do oddziatu intensywnej terapii (OIT) w porownaniu do

pacjentow ktorzy zostali wypisani z oddzialu (pobranie B2). Byly to wyzsze wartos$ci
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CRP, prokalcytoniny, haptoglobiny, al-kwasnej glikoproteiny i al- antytrypsyny oraz
nizsze stgzenie transferyny. Wyniki te s3 w pelni zgodne z wynikami innych autoréw i
zwigzane s3 z odpowiednig do ciezkosci procesu chorobowego stymulacja syntezy
bialek ostrej fazy przez czynniki prozapalne wytwarzane w trakcie infekcji (96, 97).
Wykazatem wyzsze st¢zenie 5-sialoTRF w grupie pacjentdow o krytycznym przebiegu
choroby w poréwnaniu do pacjentow z umiarkowang ciezkoscig choroby. Interesujaca
klinicznie obserwacja bylo stwierdzenie istotnie wyzszego stezenia 5-sialoTRF
oraz prokalcytoniny u pacjentow u ktérych hospitalizacja zakonczyla si¢ zgonem
w poréwnaniu do pacjentdow ktorzy przezyli. Odwrotng korelacje zaobserwowano
w przypadku st¢zenia calkowitej transferyny, mianowicie st¢zenie transferyny byto
istotnie nizsze w grupie chorych ktérzy zmarli w poréwnaniu do pacjentow wypisanych
ze szpitala. Zmiana ta znajduje odzwierciedlenie w catkowitym stezeniu transferyny,
ktére w stanie krytycznym jest mniejsza niz u chorych o umiarkowanym przebiegu
choroby. Wyniki te mogg stanowi¢ przestanke do uznania 5-sialoTRF oraz catkowitego

stezenia transferyny za marker prognostyczny przezycia chorych z COVID-19.

Calkowite stezenie transferyny bylo nizsze u pacjentdow ktdrzy wymagali
stosowania tlenoterapii. Mechanizm wnikania SARS-CoV-2 do komorki gospodarza
zwigzany jest z wigzanie biatka S wirusa z receptorem gospodarza - enzymem
konwertujacym angiotensyne¢ typu 2 (ACE-2) (18). Receptory ACE2 s3a szeroko
rozpowszechnione w drogach oddechowych, najliczniej na pneumocytach typu II
pecherzykow (20, 21, 22). W wyniku zajecia ptuc dochodzi do uszkodzenia migzszu
phucnego co powoduje zmniejszenie powierzchni oddechowej i konieczno$¢ tlenoterapii
uchorych w celu zapewnienia odpowiedniej podazy tlenu. Rodzaj stosowanej

tlenoterapii w gtownej mierze zalezy od stopnia uszkodzenia migzszu ptucnego. W
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badaniach wiasnych wykazano zmniejszenie stezenia transferyny, ktora jest
negatywnym biatkiem ostrej fazy i1 korelacj¢ z nasileniem procesu zapalnego.
Dodatkowo transferyna dostarczajac zelazo do syntezy hemoglobiny, odgrywa
kluczowa role w zaopatrywaniu tkanek w tlen. Zatem pacjenci z niskim st¢zeniem
transferyny wymagaja wigkszej podazy tlenu niz pacjenci z wyzszym stezeniem

transferyny.

Analiza stezen glikoprotein w zaleznos$ci od rodzaju zastosowanej tlenoterapii
wykazata, ze pacjenci z wyzszym st¢zeniem glikoprotein i w konsekwencji wigkszym
nasileniem burzy cytokinowej wymagali stosowania coraz intensywniejszej tlenoterapii.
Dodatkowo wykazalem zmniejszenie stezenie biatek ostrej fazy w wyniku stosowane;j
tlenoterapii, a najwicksze zmiany zostaly zaobserwowano po leczeniu tlenoterapig
wysokoprzeplywowa 1 dotyczyly gi. CRP, haptoglobiny, alfal-kwasnej glikoproteiny,
prokalcytoniny, alfal-antytrypsyny. Nie stwierdzilem zadnych zmian w st¢zeniu biatek
ostrej fazy w wyniku zastosowania respiratoroterapii. Brak spadku st¢zenia biatek ostrej
fazy u tych pacjentéw mozna traktowaé jako negatywny czynnik prognostyczny
przemawiajacy za bardzo nasilong burza cytokinowa. Analiza st¢zenia biatek ostrej fazy
w dziewiatej dobie hospitalizacji u chorych poddanych tlenoterapii nie wykazata roznic
w stezeniu wigkszosci glikoprotein w poréwnaniu do chorych niewymagajacych
tlenoterapii. Odstepstwem od tej reguty bylo stezenie CRP, ktorego stezenie byto
istotnie wyzsze u pacjentow poddanych wentylacji mechanicznej. Nasze obserwacje
potwierdzaja stuszno$¢ podjetej decyzji do stosowania irodzaju tlenoterapii w

zalezno$ci od nasilenia burzy cytokinowe;j.

Wspotistniejace  choroby przewlekle sg niepodwazalnie negatywnym

czynnikiem rokowniczym u chorych z COVID -19 wptywajac na przebieg choroby i
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leczenia. W badaniu nie stwierdzilem réznic w calkowitym stezeniu transferyny migdzy
pacjentami z chorobami przewleklymi 1 bez nich. Stwierdzilem Ze choroby
wspotistniejagce wptywaja na poziomy izoform transferyny. Stgzenie 5-sialo TRF byto
istotnie wyzsze za$ stg¢zenie 4-sialo TRF istotnie nizsze u pacjentow z dodatkowag
choroba wspotistniejaca. Niestety brak jest jednoznacznych danych naukowych
mogacych wytlumaczy¢ zaobserwowanag korelacj¢. Niemniej jednak wniosek
wyplywajacy z tej obserwacji wskazuje na to, ze wyzsze stezenie 5-sialoTRF 1 nizsze
stezenie 4-sialo TRF u pacjentow z towarzyszaca chorobg przewlekla nalezy traktowaé
jako dodatkowy czynnik obcigzajacy pacjentow z COVID-19. Dodatkowo
stwierdzitem, iz u pacjentow z chorobami przewlektymi st¢zenie prokalcytoniny bylo
istotnie nizsze niz u pacjentow bez choréb wspotistniejacych. Patomechanizm tej
obserwacji jest niejasny. Na podstawie dotychczasowych doniesien naukowych poziom
prokalcytoniny w poszczeg6lnych chorobach przewlektych moze zaleze¢ od rodzaju
choroby, stosowanych lekow ale wedlug wigkszosci autorOw wzrost stezenia
prokalcytoniny przede wszystkim zwigzany jest z istniejacg infekcjg bakteryjng (98, 99,
100, 101, 102, 103). Niestety, ze wzgledu na szerokie spektrum chorob przewlektych u
pacjentow objetych badaniem, brak wystarczajacych danych, nie udato si¢ wyodrebnic
reprezentatywnych podgrup w zaleznosci od rodzaju choréb przewleklych i1 zakazen

bakteryjnych.

Skala MEWS jest powszechnie stosowanym narzedziem diagnostycznym do
identyfikacji pacjentow w stanie zagrozenia zycia, uwzglednia latwe do oceny
parametry takie jak: tetno, czestos¢ oddechoéw, temperature ciala, saturacje, stan
swiadomosci pacjenta (skala AVPU) oraz diurez¢. Nie wykazatem zwigzku stezenia

izoform transferyny ze zmodyfikowang skala wczesnego ostrzegania (MEWS). W
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niniejszym badaniu jedynie dwa bialka ostrej fazy, tj. CRP i prokalcytonina, wykazaty
zwiazek ze skala MEWS. Uwzgledniajac punktacje w skali MEWS stwierdzono istotng
statystycznie réznice w stezeniu ferrytyny u chorych ktérzy otrzymali 0 pkt a
pacjentami z 6 pkt oraz prokalcytoniny migdzy pacjentami, ktdrzy uzyskali 1 pkt a
chorymi z 3 pkt w skali MEWS. Niestety zaobserwowatem, ze wyniki uzyskane w skali
MEWS nie odpowiadaty klinicznej skali cig¢zkosci choroby. Tylko 4,4% chorych
uzyskato wynik >5 w skali MEWS, natomiast az 18,75% chorych zostalo
sklasyfikowanych jako krytyczny w skali cigzkosci choroby. Porownujac obie te skale
zbiezno$¢ dotyczy jedynie nasycenia tlenem, poza tym tak duze rozbiezno$ci poddaja
pod watpliwo$¢ wartos$¢ diagnostyczng skali MEWS. Ostatnia teza wymaga poglebienia

1 badan na wiekszej grupie badanych.

W  przebiegu zakazenia SARS-CoV-2 najbardziej niepozadanym stanem
dajagcym istotne implikacje kliniczne jest rozwinigcie si¢ burzy cytokinowe;.
Patologiczny proces immunologiczny rozwija si¢ wyniku nadreaktywnej odpowiedzi
odpornosciowej na replikacje wirusa w organizmie zainfekowanego, charakteryzuje si¢
niekontrolowang ogoélnoustrojowa odpowiedzig zapalng 1 uwalnianiem cytokin
prozapalnych: IL-6, IL-8, TNF-a, IP10, MCP-1 1 RANTES. Burza cytokinowa jako
samonapedzajaca si¢, trudna do przerwania, spirala niekontrolowanej reakcji
immunologiczne] organizmu prowadzi do uszkodzenia wielonarzadowego 1 stwarza

wysokie ryzyko zgonu chorego (30).

W badaniu jako wyktadnik burzy cytokinowej wykorzystatem st¢zenie IL-6 w
surowicy. U pacjentdow z burza cytokinowag (IL-6 >100 ng/ml) stwierdzitem istotng
statystycznie zmiang stezenia wigkszosci bialek ostrej fazy, jedynie w przypadku
haptoglobiny i alfal-kwasnej glikoproteiny nie odnotowatem istotnych réznic w ich
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stezeniach u chorych z/lub bez wykladnikéw burzy cytokinowej. Jedynym biatkiem
ostrej fazy, ktorego stezenie ulegto zmniejszeniu u chorych z burzg cytokinowa byta
transferyna. U chorych z burza cytokinowa wykazalem istotny wzrost wartosci
prokalcytoniny oraz CRP (ponad 4-krotny). Jedynie w przypadku prokalcytoniny
stwierdzitem utrzymujace si¢ istotnie wyzsze st¢zenie tego biatka u pacjentéw z burza
cytokinowa w drugim oznaczeniu (B2). Nie zaobserwowatem zmian stezenia zadnej z
izoform transferyny w zalezno$ci od obecnosci burzy cytokinowej, chociaz w
warunkach burzy cytokinowej catkowite st¢zenie transferyny zmniejszato si¢. Ponadto
wykazatem ujemng korelacj¢ wartosci IL-6 z calkowitym st¢zeniem transferyny, ale co
ciekawe, takze dodatnig korelacj¢ z poziomem 5-sialoTRF i1 ujemng korelacj¢ z 4 -
sialoTRF. Zaobserwowane zaleznos$ci pokrywaja si¢ z wiedza dotyczaca bialek ostrej
fazy, a ocena korelacji potwierdzita zwigzek pomigdzy nasileniem burzy cytokinowe;,
a stezeniem glikoprotein. Prawdopodobne przyczyny utrzymujacego si¢ wzrostu
stezenia prokalcytoniny wykazatlem juz wcze$niej, a najwigkszy wzrost stezenia
prokalcytoniny mozna wytlumaczy¢ suma glikoprotein uwolnionych z innych narzadéw
wewnetrznych objetych chorobg. Chociaz uzyskano takze dodatnig korelacje 1L-6 z
haptoglobing i alfal-kwasng glikoproteing, jednak wartosci wspdiczynnikéw korelacji
byly niskie i1 dlatego w poréwnaniu obustronnym nie uzyskano zmiany stezenia tych

dwoch glikoprotein u pacjentdw z burzg cytokinowa.

Nie wykazalem roznic w stezeniach biatek ostrej fazy i izoform transferyny w
zaleznosci od przebytego szczepienia pacjentow przeciwko SARS-CoV-2. Celem
szczepienia jest wytworzenie swoistych przeciwciat w klasie IgG, ktore nie maja
bezposredniego wplywu na synteze biatek ostrej fazy, a w zwigzku z tym nie wptywaja

na stezenie bialek ostrej fazy u pacjentow z zakazeniem SARS-CoV-2. Dodatkowo
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grupa badana objeta jedynie 29 pacjentow a dane dotyczace rodzaju i ilosci dawek
przyjetej szczepionki byly ograniczone. Ponadto nie dysponowatem mozliwoscia
oznaczenia swoistych przeciwcial IgG w kierunku SARS-CoV-2. Majac powyzsze na
uwadze nie udato mi si¢ wyodrebni¢ reprezentatywnych grup statystycznych, a co za

tym idzie wyciggna¢ odpowiednich wnioskow.

Transferyna, dostarczajac zelazo do syntezy hemoglobiny, odgrywa kluczowa
role w zaopatrywaniu tkanek w tlen. Jako negatywne biatko ostrej fazy jej stezenie
zmniejsza si¢ w wyniku trwajacego procesu zapalnego. W zwigzku ze zmniejszeniem
stezenia transferyny u tych chorych nalezy spodziewaé si¢ obnizenia st¢zenia
hemoglobiny oraz liczby erytrocytow. W badaniu tym potwierdzitem ta zalezno$¢ i
wykazatem nizsze ste¢zenia hemoglobiny oraz ilosci erytrocytéw u pacjentow z COVID-
19 w obu badaniach (B1 1 B2) w porownaniu do grupy kontrolnej. Nie wykazatem
istotnej statystycznie réznicy, a jedynie tendencje spadkowsg, pomigdzy stezeniem
hemoglobiny 1 liczbg erytrocytoéw u pacjentow przed (B1) i po leczeniu (B2). Stan taki
prawdopodobnie spowodowany jest okresem pottrwania hemoglobiny, ktory pokrywa
si¢ z czasem zycia erytrocytow, a odstep migdzy pobraniami jest zbyt krotki aby

zaobserwowac istotne zmiany morfologiczne.

Podsumowujac, stezenie biatek ostrej fazy zalezy od cigzkosci choroby COVID-
19, obecno$ci burzy cytokinowej oraz zastosowanej tlenoterapii. Potwierdzitem
opisywane wczesniej obserwacje dotyczace rokowniczej warto$¢ bialek ostrej fazy.
Stwierdzitem wyzsze st¢zenie CRP, prokalcytoniny, haptoglobiny, al-kwasnej
glikoproteiny 1 al- antytrypsyny oraz nizsze st¢zenie transferyny u pacjentow ktorzy
zostali przekazani do Oddzialu Intensywnej Terapii celem dalszego leczenia.
Dodatkowo zaobserwowatem, iz st¢zenie prokalcytoniny byto nizsze, a st¢zenie
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transferyny wyzsze u pacjentow, ktorzy przezyli w stosunku do chorych, ktdrzy zmarli.
Istotng obserwacja byto stwierdzenie zmiany stezenia izoform transferyn, a doktadnie 5-
sialoTRF w zaleznos$¢ od cigezko$ci choroby. U pacjentow, ktorzy przezyli, stgzenie 5-
sialoTRF bylo nizsze niz u pacjentéw, ktdrzy zmarli. Wynik ten moze stanowié
przestanke do uznania 5-sialoTRF za marker prognostyczny przezycia chorych na
COVID-19. Wzrost st¢zenia bogatej w kwas sialowy izoformy 5-sialoTRF ktora
wykazuje wigksze powinowactwie do receptorow transferyny (104, 105) u cigzko
chorych pacjentdow wydaje si¢ by¢ mechanizmem kompensacyjnym, majacym na celu
zwigkszenie syntezy hemoglobiny a przez to zwigkszenie dostarczania tlenu do tkanek.
Niepokojaca obserwacja bylo wykazanie duzej rozbieznos$¢ skali MEWS w poréwnaniu
do klinicznej skali cigzkosci choroby, co poddaje pod watpliwos¢ wartos$¢
diagnostyczng skali MEWS oraz wymaga poglebienia uzyskanych wynikow w celu

wyciagnigcia obiektywnych wnioskow.
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6 WNIOSKI

. Bialka ostrej fazy sa wskaznikami stopnia ci¢zkosci choroby, obecnosci burzy
cytokinowej oraz koniecznosci tlenoterapii u chorych z COVID-19.

. Prokalcytonina, transferyna oraz jej izoforma 5-sialoTRF moga by¢ markerami
prognostycznymi przezycia chorych z COVID-19, a dodatkowo izoforma 5-sialoTRF
moze by¢ przydatnym wskaznikiem stopnia nasilenia choroby.

Szczepienia przeciwko COVID-19 nie maja wplywu na st¢zenie biatek ostrej fazy, w
tym na transferyng i jej izoformy.

Choroby przewlekte maja wplyw na przebieg i rokowanie u oséob z COVID-19, a
towarzysza im zmiany stezenia izoform 5-sialo oraz 4-sialo transferryn.

. Duza rozbiezno$¢ punktacji w zmodyfikowanej skali wczesnego ostrzegania do
klinicznej skali ciezkosci choroby poddaje pod watpliwos¢ znaczenie diagnostyczne

skali MEWS.
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7 STRESZCZENIE

Celem pracy byla ocena st¢zenia transferyny i jej izoform oraz innych biatek
ostrej fazy w surowicy krwi chorych z COVID-19. Grup¢ badang stanowilo 96
pacjentow w wieku od 22 do 89 lat (Srednia 59,2 lat) zrozpoznanym COVID-19
hospitalizowanych w Oddziale Gastroenterologii, Hepatologii i Chorob Wewngtrznych i
w Oddziale COVID-19 Wojewodzkiego Szpitala Zespolonego w Biatymstoku.
Zakazenie SARS-CoV-2 stwierdzano za pomocag testu genetycznego jakoSciowej
reakcji tancuchowej polimerazy z odwrotng transkrypcja w czasie rzeczywistym (RT-
PCR) oraz jakosciowym wykryciem antygenu SARS - CoV -2 (Ag) w prébkach
wymazu z jam nosowych za pomoca szybkiego testu Panbio™ COVID-19 Ag. Burze
cytokinowg stwierdzono u 34 chorych. Lacznie 76 chorych wymagalo tlenoterapii:
43 chorych niskoprzeptywowej; 23 chorych  wysokoprzeptywowej; 10 chorych
wymagato respiratoroterapii, U 63 chorych stwierdzono umiarkowany kliniczny stopien
cigzkosci choroby, u 14 cigzki, natomiast stopien krytyczny u 19 chorych. Pomimo
stosowanej terapii 9 chorych (9,4%) przekazano do oddziatu intensywnej terapii, a 13
chorych zmarlo ($miertelnos¢ 13,5%). Grupe kontrolng stanowito 30 zdrowych
pacjentéw w wieku 21-84 lat, 15 m¢zczyzn oraz 15 kobiet, zglaszajacy si¢ na badania
kontrolne do Poradni Medycyny Pracy Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w

Biatymstoku, u ktorych wykluczono zakazenie SARS-CoV-2.

Wykazano ze stezenie bialek ostrej fazy zalezy od cigzkosci choroby COVID-
19, obecnosci burzy cytokinowej, zastosowanej tlenoterapii. Pacjenci przekazani do
Oddziatu Intensywnej Terapii mieli wyzsze stezenie CRP, prokalcytoniny,
haptoglobiny, al-kwasnej glikoproteiny 1 ol- antytrypsyny oraz nizsze st¢zenie

transferyny. Nizsze stezenie prokalcytoniny i wyzsze stezenie transferyny obserwowane
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byto u pacjentéw, ktérzy przezyli w poréwnaniu do chorych ktoérzy zmarli. Wykazano
zmiany stezenia izoform transferyn, a doktadnie 5-sialoTRF w zalezno$¢ od cigzkosci
choroby. Ponadto u pacjentow, ktorzy przezyli, stgzenie 5-sialoTRF byto nizsze niz u
chorych ktérzy zmarli. Wysokie stezenie 5 - sialoTRF u cigzko chorych moze stanowi¢
przestanke do uznania go za marker prognostyczny przezycia chorych na COVID-19.
Wykazano duza rozbiezno$¢ w punktacji zmodyfikowanej skali wczesnego ostrzegania

MEWS w poréwnaniu do klinicznej skali cigzkosci choroby.
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8 SUMMARY

The aim of the study was to assess the concentration of transferrin and its
isoforms and other acute phase proteins in the blood serum of patients with COVID-19.
The study group consisted of 96 patients aged 22 to 89 years (average 59.2 years)
diagnosed with COVID-19 hospitalized in the Department of Gastroenterology,
Hepatology and Internal Diseases and in the COVID-19 Department of the Provincial
Hospital in Biatystok. SARS-CoV-2 infection was diagnosed using a qualitative real-
time reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) genetic test and
qualitative detection of the SARS - CoV - 2 (Ag) antigen in nasal swab samples using
the PanbioTM COVID rapid test -19Ag. Cytokine storm was detected in 34 patients. A
total of 76 patients required oxygen therapy: 43 patients with low-flow oxygen therapy;
23 patients with high-flow; 10 patients required ventilator therapy. In 63 patients, the
clinical severity of the disease was moderate, in 14 it was severe, and in 19 it was
critical. Despite the therapy, 9 patients (9.4%) were transferred to the intensive care
unit, and 13 patients died (mortality rate 13.5%). The control group consisted of 30
healthy patients aged 21-84, 15 men and 15 women, attending the Occupational
Medicine Outpatient Clinic of the University Clinical Hospital in Bialystok, in whom
SARS-CoV-2 infection was excluded.

It has been shown that the concentration of acute phase proteins depends on the
severity of COVID-19 disease, the presence of a cytokine storm and the oxygen therapy
used. Patients transferred to the Intensive Care Unit had higher concentrations of CRP,
procalcitonin, haptoglobin, al-acid glycoprotein and al-antitrypsin and lower
concentrations of transferrin. Lower procalcitonin levels and higher transferrin levels
were observed in patients who survived compared to those who died. Changes in the
concentration of transferrin isoforms, specifically 5-sialoTRF, have been demonstrated
depending on the severity of the disease. Moreover, in patients who survived, the
concentration of 5-sialoTRF was lower than in patients who died. High concentration of
5-sialoTRF in seriously ill patients may be a reason to consider it as a prognostic marker
for survival of COVID-19 patients. A large discrepancy was found in the scores of the

modified MEWS early warning scale compared to the clinical disease severity scale.
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