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Sazetak:

Cilj istraZivanja: istraziti da li je moguce uz pomo¢ analiziranih laboratorijskih parametara predvidjeti tijek i
ishod bolesti COVID 19 kod starije populacije.

Ispitanici i metode: Ispitanici su 32 osobe hospitalizirane u jedinici intezivne njege KBC Split radi COVID-19
infekcije preko 60 godina starosti od kojih je 8 prezivljelih i 8 preminulih muskaraca te 8 prezivljelih i 8 preminulih
zena. Venepunkcija uzoraka seruma izvrsila se u okviru standardnog uzorkovanja krvi u skladu s Nacionalnim
preporukama za uzorkovanje venske krvi (Hrvatsko drustvo za medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu
(HDMBLM) iz ozujka 2014.godine). Razine vitamina D analizirane su imunokemijskom
elektrokemoluminiscentnom metodom proizvoda¢a Roche na analizatoru Cobas ¢801. Razine kalcija, magnezija
i fosfora analizirane su spektrofotometrijskom metodom proizvoda¢a Roche na analizatoru Cobas ¢702. Broj
leukocita, limfocita, neutrofilnih granulocita te trombocita su odredeni na multiparametarskom hematoloskom
analizatoru, Advia 2120, za dijagnostiku in vitro u klini¢kim laboratorijima. Pozitivan rezultat na virus SARS-
Cov-2 je dokazan molekularnom PCR metodom.

Rezultati: Napravljena je usporedba razine vitamina D u skupini osoba koje su preZivjele u odnosu na skupinu
umrlih osoba od posljedica COVID-19 bolesti te nije uo¢ena statisticka znacajnost, preZivijeli vs umrli (44.0 +29.7
vs 36.1 £ 18.3), p=0.376. Ono §to se primjecuje je kako obje skupine imaju sniZzenu razinu vitamina D u serumu.
Svim uklju¢enim pacijentima je napravljena krvna slika, razina kalcija, magnezija i fosfora u serumu. Uo¢avamo
najvecu statisticku znacajnost kod omjera neutrofila i limfocita p=0.002, te da dob osobe utjece na ishod bolesti
p=0.032 kao i ukupni broj leukocita p=0.028 i razina kalcija p=0.028. Izmjerene razine vitamina D u korelaciji s
analiziranim laboratorijskim parametrima nisu pokazale meduzavisnost odnosno nema poveznice izmedu razine
vitamina D i broja leukocita, neutrofilnih granulocita, limfocita, trombocita, neutrofilno-limfocithog omjera,
trombocitno-limfocitnog omjera, kalcija, fosfora i magnezija. Multivarijabilna logisticka regresijska analiza
pokazala je da je samo broj leukocita statisti¢ki znacajan prediktor prezivljenja COVID-19 bolesti (OR 1.570, 95%
Cl 1.016 - 2.427; p = 0.041) kada se stavi u model zajedno s osnovnim karakteristikama poput dobi i spola te s
drugim osnovnim laboratorijskim parametrima (OR 1.570, 95% CI 1.016 - 2.427; p = 0.041).

Zakljucak: Ishod bolesti COVID-19 kod istrazivane populacije je 1osiji §to je dob starija te je jo§ veéi rizik uz
visoki ukupan broj leukocita. Razina vitamina D je niska u proucavanoj skupini ali ne utjece na ishod bolesti i
nema prognostic¢ki znacaj. Neutrofilno-limfocitni omjer je prediktor tijeka COVID-19 bolesti te bi ga trebalo uzeti
U obzir kod primjene terapije u lijeenju.
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Objectives: Investigate is it possible to predict the course and outcome of COVID-19 disease in the elderly
population with the help of analyzed laboratory parameters

Subjects and methods: Respondents were 32 people hospitalized in the intensive care unit of KBC Split due to
COVID-19 infection over 60 years of age, of which 8 survivors and 8 deceased men and 8 survivors and 8 deceased
women. Venepuncture of serum samples was performed as part of standard blood sampling in accordance with the
National Recommendations for Venous Blood Sampling (Croatian Society for Medical Biochemistry and
Laboratory Medicine (HDMBLM) from March 2014). Vitamin D levels were analyzed by Roche immunochemical
electrochemoluminescent method on a Cobas €801 analyzer. Calcium, magnesium and phosphorus levels were
analyzed by spectrophotometric method from Roche on a Cobas ¢702 analyzer. A positive result for SARS-Cov-
2 virus was proved by molecular PCR method.

Results: A comparison of vitamin D levels in the group of survivors compared to the group of deaths due to
COVID-19 disease was made and no statistical significance was observed, survivors vs deaths (44.0 +29.7 vs 36.1
+ 18.3), p = 0.376. What is noticeable is that both groups have lowered serum vitamin D levels. A blood count,
calcium, magnesium and serum phosphorus levels were performed on all patients involved. We observe the
greatest statistical significance in the ratio of neutrophils and lymphocytes p = 0.002, and that the age of the person
affects the outcome of the disease p = 0.032 as well as the total number of leukocytes p = 0.028 and calcium levels
p = 0.028. Measured vitamin D levels in correlation with the analyzed laboratory parameters did not show
interdependence, there is no connection between the level of vitamin D and the number of leukocytes, neutrophilic
granulocytes, lymphocytes, platelets, neutrophil-lymphocyte ratio, platelet-cell lymphocyte and lymphocyte
lymphocytes. Multivariable logistic regression analysis showed that only leukocyte count was a statistically
significant predictor of COVID-19 disease survival (OR 1,570, 95% CI 1,016 - 2,427; p = 0.041) when placed in
the model along with basic characteristics such as age and sex and others basic laboratory parameters (OR 1,570,
95% CI 1,016 - 2,427; p = 0.041).

Conclusion: The outcome of COVID-19 disease in the elderly population is worse in the older age and the higher
is the risk with a high total leukocyte count. Vitamin D levels are low in the study group but do not affect disease
outcome and have no prognostic significance. The neutrophil-lymphocyte ratio is a predictor of the course of
COVID-19 disease and should be considered in the treatment of therapy.
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1. UVOD



1.1. COVID-19

Koronavirusna bolest 2019 (COVID-19) je brzo rastu¢a pandemijska bolest
uzrokovana virusom SARS-CoV-2, sedmim korona virusom Kkoji je sposoban inificirati
ljude, a uzrokuje akutne pluéne poremecaje disanja. Virus ima mogucénost visoke
prenosivosti, uglavnom kaplji¢énim putem, govorom, disanjem ili direktnim kontaktom
(1,2). Klinic¢ka slika moze biti u rasponu od kompletno asimtomatskog oblika do smrti
uzrokovane akutnim respiracijskim distres sindromom, engl. ARDS (Acute Respiratory
Distress Syndrom) povezanim s viseorganskim zatajenjem, sepsom i septickim Sokom jer
virus SARS-CoV-2 ne napada samo dis$ni sustav (1-3). Starija zivotna dob, pacijenti s
kardiovaskularnom, Se¢ernom ili nekim drugim pridruzenim bolestima su povezani s
ve¢om smrtnoS$¢u. Do 01.travnja 2022 godine u svijetu je 490 milijuna ljudi inficirano
od Cega je 6,1 milijjun zavrSilo smrtnim slucajem. U ocekivanju ciljanih antivirusnih
pristupa, trenutno klini¢ko lijeCenje se u osnovi temelji na kontroli upalnog odgovora i

respiratornoj podrsci.

1.1.1. SARS-CoV-2 i citokinska oluja

Teski akutni respiratorni sindrom koronavirus 2 (SARS-CoV-2) inficira pluéne
epitelne stanice koriste¢i receptore angiotenzin konvertiraju¢eg enzima 2 (ACE-2).
Ulazak u stanicu posreduje transmembranski S glikoprotein koji strsi iz povrSine virusa.
On je podijeljen u 2 podjedinice, S1 i S2 koje posreduju u vezanju na membranu stanice
I fuziju. ACE-2 receptor je dugacak transmembranski glikoprotein koji sadrzi 805
aminokiselina i 2 funkcionalne domene, N terminalnu peptidaznu domenu i C terminalnu
domenu. Peptidazna domena ima dva reznja u kojima se nalazi aktivno mjesto gdje se S1
podjedinica SARS-CoV-2 direktno veze (29). ACE-2 je izrazen u epitelnim stanicama
pluca, crijeva, bubrega, srca, adipoznog tkiva i krvnih Zila (31). Visoka ekspresija ACE-
2 receptora u usnoj Supljini povecéava rizik infekcije SARS-CoV-2 virusom(30). Osim
plu¢nog ostecenja, SARS-CoV-2 takoder inficira makrofage preko ACE-2 receptora te ih
aktivira (4). Makrofagi, neutrofilni granulociti i T limfociti se kontinuirano aktiviraju

citokinima, posebice interleukinima IL-1, 1L-6 i faktorom tumorske nekroze o (TNF-a)



Sto rezultira apoptozom pneumocita |1 kod nekih pacijenata i ARDS-om (4). Odgovori
domacina su ponekad pojacani velikom ekspresijom proupalnih citokina (Slika 1).
Pojednostavljeno bi se moglo re¢i kako su incijacijska, amplifikacijska 1 konzumacijska
faza sa slike ustvari pneumonija, ARDS i multiorgansko zatajenje. Mehanizam koji
blokira lucenje prekomjernih citokina prestaje raditi. Hipoksemija i bilateralna infiltracija
pluca zbog ozljede endotela, prekomjernih citokina i imunoloskog preoptere¢enja daju
sliku teske virusne upale plu¢a. Radi se 0 kaskadnom mehanizmu potencijalno smrtnog
imunoloskog odgovora, odnosno hiperinflamatorni odgovor na infekciju, tzv. ,,citokinska

oluja“, a ima veliki utjecaj na smrtnost COVID-19 bolesnika (5).

I. Faza bolesti: Inicijacijska II. Faza bolesti: Amplifikacijska I1l. Faza bolesti: Konzumacijska
(0 4. dan) (5.-14. dan) (15. dan - smrtni ishod)
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Slika 1. Tri faze imunopatogeneze imunoloskog odgovora kod COVID-19 koje prethode

smrtnom ishodu. Preuzeto iz: COVID 19 i citokinska oluja, Marko Kutlesa, Medicinski fakultet Sveucilista u
Zagrebu, https://hrcak.srce.hr/file/355052



1.1.2. Veza COVID-19i vitamina D

U prvoj fazi pandemije, SARS-CoV-2 infekcija je bila ucestalija i agresivnija u

juznim europskim zemljama, gdje je hipovitaminoza D najcesc¢a (6,7). Razlog tome je

nedovoljan boravak na suncu $to zbog posla, skole, prekomjernog boravka u ku¢i ili pak

zbog straha od raka koze i koriStenja zastitnih krema od UV zraka(32). Disne infekcije

se pojavljuju ¢esce zimi kada je i nedovoljan unos i niza razina vitamina D. Kako se

infekcija koronavirusom proSirila u zimskom periodu i presla u pandemiju, tako se

iznijela hipoteza da nedovoljan unos vitamina D moze imati ulogu u razvoju i ozbiljnosti

bolesti. Vitamin D je sposoban modulirati ekspresiju razli¢itih gena $to rezultira

pojatanim urodenim imunoloskim odgovorom 1 slabijim steCenim imunoloskim

odgovorom (11) (Slika 2). Dakle, postavljaju se pitanja postoji li povezanost izmedu

nedostatka vitamina D i osjetljivost na koronavirus bolest 2019 te moze li se sprijeciti

infekcija ili promijeniti tijek bolesti suplementirajuc¢i vitamin D osobama s nedostatkom?
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Slika 1. A) Osnovna patofiziologija COVID-19 i razvoj ARDS-a; B) Djelovanje vitamina

D na imunoloski odgovor i upalu. Preuzeto iz: Mohan M, Cherian JJ, Sharma A. Exploring links
between vitamin D deficiency and COVID-19. PLoS Pathog. 2020 Sep 18;16(9):€1008874. doi:
10.1371/journal.ppat.1008874




1.2. VITAMIND, VITAMIN I STEROIDNI HORMON

Vitamin D nije vitamin u pravome smislu jer se moze sintetizirati u kozi iz 7-
dehidrokolesterola (meduprodukta u sintezi kolesterola koji se akumulira u kozi) pod
utjecajem ultraljubicastog svjetla, njegovom glavnom izvoru. U daljnim reakcijama
nastaje kolekalciferol koji se apsorbira u krvotok. Drugi izvor vitamina D moze biti iz
hrane. Kolekalceferol, sintetiziran u kozi ili iz hrane, prolazi dvostruku hidroksilaciju
kako bi nastao aktivni metabolit 1,25-dihidroksi-vitamin D ili kalcitriol (Slika 3). lako je
najpoznatija njegova funkcija kontrola homeostaze kalcija, on sudjeluje u sekreciji
inzulina, sintezi i sekreciji paratireoidnog i tireoidnih hormona, inhibiciji proizvodnje
interleukina iz aktiviranih limfocita T i imunoglobulina iz aktiviranih limfocita B,
diferencijaciji prekursora monocita i modulaciji stani¢ne diferencijacije. U vecini ovih
aktivnosti vitamin D djeluje kao steroidni hormon, vezujuéi se na jezgrine receptore i
pojacavajuci ekspresiju gena i isto tako ima brzi u¢inak na prijenosnike kalcija u sluznici

tankog crijeva (8-10)

»
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Slika 2. Sinteza vitamina D. Preuzeto iz: Dastani Z, Li R, Richards B. Genetic regulation of vitamin
D levels.Calcif Tissue Int. 2013 Feb;92(2):106-17



1.2.1. Vitamin D i receptori

Unutar stanice, vitamin D se veze na nuklearne receptore vitamina D (VDR).
Aktivirani VDR dimeriziraju sami sebe ili s retinoidnim X receptorima (RXR) te
translociraju u jezgru kako bi se ukljucio element receptora vitamina D (VDRE) koji
regulira ekspresiju brojnih gena domacina (Slika 2B). Osim toga, razine vitamina D mogu
utjecati na ekspresiju toll-like receptora, transmembranskog proteina, Kkoji pokrecu

urodeni imunoloski odgovor prepoznavajuéi patogene (11)

1.2.2. Vitamin D i imunoloski sustav

Razli¢iti su nacini utjecaja na imunoloski sustav. 1,25-dihidroksi vitamin D3 regulira
antimikrobne peptide kao §to su defensin i katelicidin koji imaju sposobnost unistavanja
staniéne membrane mycobacteria, Gram pozitivnih i Gram negativnih bakterija (12) te
posjeduje antivirusni uéinak na adenovirus, herpes simplex virus, retrovirus i gljivice.
Prilikom oS$te¢enja staniéne membrane, ovi peptidi ulaze u inficiranu Stanicu i
neutraliziraju endotoksine (13). 1,25-dihidroksi vitamin D3 takoder inhibira proizvodnju
proupalnih citokina i povecava proizvodnju protuupalnih citokina $to nam ukazuje na
utjecaj 1,25-dihidroksi vitamin D3 na ucestalost i tezinu virusnih infekcija kontrolirajuci
sintezu i lu¢enje proupalnih citokina (14). Postoje i dokazi kako 1,25-dihidroksi vitamin
D3 moze smanjiti sposobnost faktora tumorske nekroze (TNF-o)) da pojaca transkripciju
RNA iz latentno inficiranih stanica virusom humane insuficijencije (HIV) (15). Nadalje,
1,25-dihidroksi vitamin D3 inhibira proliferaciju i aktivaciju T i B limfocita (18). 1,25-
dihidroksi vitamin D3 modulira adaptivne imunoloSke odgovore inhibiraju¢i funkciju
Thl stanica §to dovodi do smanjenja proizvodnje TNF-a, IL-2, faktora stimulacije
granulocitno makrofagne kolonije (GM-CFU) i interferon-p (IFN-B). Takoder, 1,25-
dihidroksi vitamin D3 pojacava djelovanje Th2 stanica 1 proizvodnju njihovih
protuupalnih citokina, IL-4, IL-5, i 1L-10 (19). Sumarno, adekvatan unos vitamina D3
moze barem djelomic¢no zastititi pacijente s COVID-19, inhibiraju¢i prekomjernu

proizvodnju IL-6 1 TNF-a (16,17)



1.2.3. Vitamin D i di$ni sustav

Mnoge studije podupiru ¢injenicu kako je visa razina 1,25-dihidroksi vitamina D3 u
serumu povezana s niskim rizikom od mikrobnih infekcija i smrti uzrokovane infekcijom
respiratornog trakta zbog pneumonije i gripe. Osim toga, preporucena razina 1,25-
dihidroksi vitamina D3 u serumu bi mogla smanjiti ozbiljnost bolesti i smrtnost u SARS-
CoV-2 infekciji (20). Nazalost, ne postoji standardna preporuka doze i optimalna razina
1,25-dihidroksi vitamina D3 potrebna za zastitu od infekcije respiratornog trakta tijekom
zimskog perioda. 1,25-dihidroksi vitamin D3 §titi plu¢a od akutne ozljede modulacijom
ekspresije renin-angiotenzin sustava ukljuCujuéi angiotenzin konveriraju¢i enzim 2
(ACE2) u pluénom tkivu. Vitamin D receptori (VDR) su Siroko rasprostranjeni u
stanicama respiratornog epitela bronha i stanicama imunoloskog sustava (B limfociti, T
limfociti, makrofagi i monociti). Razvoj ARDS-a pokazuje tipi¢ne promjene u
propusnosti membrane alveolarnih kapilara, progresivni edem, teSku arterijsku
hipoksemiju i1 pluénu hipertenziju. U studiji na Zivotinjama vitamin D je znaajno
umanjio o$teé¢enje pluca uzrokovano lipopolisaharidima (21). Ovo otkriée je znacajno,
budu¢i da lipopolisaharidi poveéavaju pluénu ekspresiju renina i angiotenzina 2 koji
potic¢u upalu. 1,25-dihidroksi vitamin D3 smanjuje povec¢anu ekspresiju renina i Ang 2 i
time znacajno smanjuje ozljedu pluc¢a(20). Smanjenje ekspresije ACE2 zbog infekcije
SARS-CoV povezana je s akutnim oSteenjem pluéa (edem, povecana vaskularna
propusnost, smanjena funkcija plu¢a) te kao i pridruzena disregulacija RAS (renin

angiotenzin sustav) dovodi do pojacane upale i vaskularne propusnosti u COVID-19.

1.3. KALCIJ

Za pravilno funkcioniranje ljudskog tijela ovaj makroelement je neophodan. Kalcij
utjeCe na mnoge ekstracelularne i intracelularne procese, esencijalan je za razvoj, rast i
odrZzavanje kostiju te za stabilnost stanicnog citoskeleta. Regulira aktivnost
intracelularnih enzima i sudjeluje u neuronskom provodenju kroz ionske kanale. Vazan
je u funkcijama kao $to su kontrakcija miSica, proces stani¢ne signalizacije 1 imunoloski

odgovor (22). Intracelularna razina kalcija je kontrolirana preko membranskih stani¢nih



pumpi, ATPazom i ionskim kanalima. Tijekom virusne infekcije stani¢na dinamika
kalcija je jako promijenjena jer infektivni agensi izazivaju disregulaciju signalnih kaskada

stanice domacina (22).

1.3.1. Regulacija razine kalcija

Glavni ¢imbenici koji odrzavaju konstantnu razinu kalcija u krvi su 1,25-dihidrokisi
vitamin D3, paratireoidni hormon (PTH) i faktor rasta fibroblasta 23 (FGF23).
Homeostaza kalcija je jako bitna jer utjeCe na mnoge bioloSke funkcije. Smanjenje kalcija
u serumu dovodi do inaktivacije receptora za kalcij (CaSR- calcium sensing receptor) u
paratireoidnim Zlijezdama te stimulira sintezu i lu¢enja PTH koji se pak veze za svoj
receptor u bubrezima, gdje povecava reapsorpciju kalcija i proizvodnju 1,25-dihidroksi
vitamina D3. PTH i 1,25-dihidroksi vitamin D3 se svojim receptorima veZu na osteoblaste
¢ime se poboljSava ekspresija aktivatora receptora za faktor k B ligand na jezgri
osteoblasta, koji poti¢e osteoklasti¢nu resorpciju kosti i oslobadanje kalcija i fosfora u
cirkulaciju. Ti mehanizmi odgovorni su za normalizaciju razina kalcija. Normalzacijom
razine se pokre¢e mehanizam negativne povratne sprege, ukljucujuéi oslobadanje
kalcitonina iz Stitnjace, $to smanjuje bubreznu reapsorpciju kalcija i crijevnu apsorpciju

te inhibiciju osteoklasta (23).

1.3.2. Kalcij i neaktivnost tijela

U sluc¢aju potpune fiziCke neaktivnosti, kalcij se gubi iz kostiju Sto rezultira brzim
smanjenjem ko$tane mase. To se dogada kod osoba ¢iji su dijelovi tijela stavljeni u gips
ili su imobilizirani zbog paraplegije i poliomijelitisa te kod astronauta u bestezinskom
stanju. Gubitak kalcija iz kostiju tijekom razdoblja neaktivnosti uglavnom su uzrokovana
gubitkom proteina iz koStanog matriksa, $to je povezano s gubitkom proteina iz drugih

dijelova tijela, posebice misica (23).



1.3.3. Kalcij i SARS-CoV-2

Funkcija kalcija u interakciji stanica domacina i virusa istraZena je za razliite viruse,
ukljucujuéi i koronavirus. Nedavno istrazivanje pretpostavlja potencijalno vezanje kalcija
na Sest kiselinskih ostataka koji se nalaze na fuzijskom proteinu (FP), dio SARS-Cov-2
Siljastog proteina (E819, D820, D830, D839, D843 i D848) koji modulira sposobnost
virusa da se infiltrira u lipidne membrane. KoriStenjem stimulacije molekularne dinamike
predlozeno je da vezanje kalcija pojacava interakciju izmedu fuzijskog proteina i
membrana stanica domacina. Zbog toga se koristenje specificnih inhibitora za kalcijeve
ionske kanale pokazalo uspjesno u lijecenju protiv virusa gripe A, Japanskog encefalitisa
(JEV), hemoragijske groznice uzrokovane arenavirusom (NWA) ili ebolavirus.
Temeljeno na ovome, razmatra se pozitivni potencijalni efekt lijecenja COVID-19

povezanog s moduliranjem unosa kalcija i stani¢nih signalnih puteva (22).

1.4. MAGNEZIJ

Kao element neophodan za pravilno funkcioniranje tijela, magnezij sudjeluje u
mnogim metaboli¢ckim putevima u stanicama. Aktivira preko 300 enzima ukljucenih u
metabolizam ugljikohidrata, nukleinskih kiselina i proteina. Djeluje kao stabilizator
staniéne membrane, smanjuju¢i njihovu propusnost. Odgovoran je za odrzavanje
homeostaze u tijelu sudjelujuci u transportu elektrolita kroz stanicne membrane. Ioni
magnezija takoder su neophodni za odrzavanje anatomskog i funkcionalnog integriteta
raznih stani¢nih organela, ukljucuju¢i mitohondrije 1 ribosome. Magnezij stabilizira
molekule DNA 1 omogucéuje odrzavanje tercijalne strukture tRNA. Odgovoran je za
normalnu kontraktilnost miSi¢a, osjetljivost neurona, oslobadanje hormona i
neurotransmitera. Djeluje kao antikoagulant, stabilizira stanicne membrane trombocita i
inhibira njihovu agregaciju. Utjece na leukocite tako Sto utjeCe na proces fagocitoze i

stvaranje limfocita te smanjuje upalne reakcije (23).



1.5. FOSFOR

Uklju¢en u mnoge bioloske procese. Kljuéni je ljudski intracelularni anion koji
sudjeluje u odrzavanju acidobazne ravnoteze, stvaraju¢i puferske sustave u krvi i urinu.
Ovaj element je dio nukleinskih kiselina i visokoenergetskih spojeva kao $to su adenozin
5'-trifosfat (ATP), adenozin 5 -difosfat (ADP) i fosfokreatin. Sastojak je fosfolipida i
stanicnih membrana. Ukljucen je u provodenje ziv€anih podrazaja. Fosfor je uz kalcij
osnovni sastojak kostanog tkiva. Homeostazu fosfora reguliraju tri hormona: PTH, 1,25-
dihidroksi vitamin D3 i FGF23 koje izlu¢uju osteociti. Odgovarajuca razina anorganskog
fosfora je klju¢na za aktivnost osteoblasta i osteocita u procesu mineralizacije matriksa

kosti. Apsorpciju fosfora inhibira kalcij i neki lijekovi (23).

1.6. ZASTO SU MAGNEZIJ | FOSFOR BITNI U COVID-19
BOLESNIKA?

Za sintezu i regeneraciju najvaznije energentske valute, ATP-a, potrebni su magnezij
1 fosfor. Zbog cesto nedovoljnog unosa hranom tijekom infekcije, kada su zahtjevi za
ATP-om visoki zbog aktiviranih imunoloskih stanica, potraznja za fosforom i
magnezijem se nadoknaduje iz kostiju i misi¢a. Katabolizam u kostima i mi$i¢ima je
odgovor na anabolizam u imunoloskim stanicama koji moze dovesti do intracelularnog
smanjenja fosfora i ATP-a i kona¢no do razgradnje miSi¢nih stanica s otpustanjem
intracelularnog fosfora i magnezija u ekstracelularni prostor. Dakle, kod pojacanog
imunoloskog odgovora, kao u COVID-19 gdje dolazi do hiperreakcije i citokinske oluje,
moZe do¢i do iscrpljivanja zaliha ATP-a §to ozbiljno ometa imunoloski sustav.
Hipofosfatemija dodatno smanjuje 2,3-bifosfoglicerat u eritrocitima, koji je bitan kod
oslobadanja kisika iz hemogolobina. Ovo dovodi do hipoksije tkiva. Komplikacije
hipofosfatemije ukljucuju trombocitopeniju, koagulopatiju, disfunkciju jetre i bubrega,
neuroloske poremecaje, imunodeficijenciju, odgodeno odvajanje od respiratora, zatajenje
srca 1 pluca te multiorgansko zatajenje, slicno komplikacijama povezanima s COVID-19.

Hipomagnezijemija moze dovesti, izmedu ostalog, do sréane aritmije, takoder uocene kod
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pacijenata s COVID-19. Nadalje, magnezij je vazan kofaktor membranske ATPaze,
enzima ukljucenog u patogenezu sindroma akutnog respiratornog distresa. Intracelularno
smanjenje ATPa zbog niskog sadrzaja fosfora 1 magnezija moze uzrokovati stani¢nu smrt
nekrozom umjesto apoptozom S$to je povezano nestabilnom membranom i otpustanjem
ATPa u ekstracelularni prostor. Povecana koncentracija ekstracelularnog ATP-a
zapocinje aktivaciju imunoloS§kog sustava s mogu¢om posljedicom razvoja citokinske
oluje ili ARDSa. Potrebna su dodatna istrazivanja kako bi se povezale metaboli¢ke
promjene u koncentracijama fosfora i magnezija s tezim oblicima infekcije COVID-19
(24).

1.7. LEUKOCITI | TROMBOCITI U COVID-19 BOLESNIKA

Tijekom razdoblja inkubacije, obi¢no u rasponu od 1 do 14 dana, i tijekom rane faze
bolesti, kada su nespecificni simptomi prisutni, broj leukocita i limfocita u perifernoj krvi
je normalno ili blago smanjen. Otprilike 7 do 14 dana od pojave pocetnih simptoma,
dolazi do porasta klini¢kih manifestacija bolesti, pove¢anja upalnih medijatora i citokina.
Uocljiva je i limfopenija. Razlozi limfopenije su razni. Limfociti eksprimiraju ACE2
receptor na svojoj povrsini te na taj naéin SARS-CoV-2 moze izravno zaraziti te stanice
1 u konacnici dovesti do njihove lize. Nadalje, citokinsku oluju karakteriziraju izrazito
poveéane razine interleukina (uglavnom IL-6, IL-2, IL-7), stimulirajuceg faktora
kolonija granulocita (CFS-G) , inerferona gama i TNF-o koji mogu potaknuti apoptozu
limfocita. Znacajna aktivacija citokina takoder moze biti povezana s atrofijom limfnih
organa, ukljucujuéi slezenu, Sto dodatno oSte¢uje promet limfocita. Poveéan rizik od
ARDS-a tijekom bolesti i rizik od smrti znacajno je povezan s povec¢anim neutrofilima i
smanjenim limfocitima (25). Nedavne studije pokazale su da su ozljede miokarda medu
bolnickim pacijentima s COVID-19 povezane s pove¢anom smrtno$céu, visim broj
leukocita, niskim brojem limfocita i trombocita (26). Trombocitopenija je takoder
znacajno povezana s ozbiljnos¢u COVID-19 bolesti, uocena je osobito u onih koji nisu
prezivjeli (27). PredloZeno je da visoki omjer trombocita i limfocita moZe ukazivati na

izrazeniju citokinsku oluju zbog pojacane aktivacije trombocita (28).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Glavni cilj ovog istrazivanja bio je otkriti da li je moguce uz pomoc¢ analiziranih

laboratorijskih parametara predvidjeti ishod bolesti COVID 19 kod starije populacije.

Sekundarni ciljevi istrazivanja su:

1. Pruziti podatke o utjecaju koncentracije vitamina D na ishod bolesti COVID
19 u starije populacije

2. Pomo¢i u stjecanju informacija o povezanosti razine magnezija, fosfora,
kalcija te broja leukocita, neutrofilnih granulocita, limfocita i trombocita na
ishod bolesti COVID 19 u starije populacije

3. Utvrditi je li omjer neutrofilnih granulocita i limfocita te omjer trombocita i
limfocita zna¢ajan za ishod bolesti COVID 19 u starije populacije

4. Odrediti medusobni odnos izmjerenih koncentracija vitamina D i

laboratorijskih parametara kalcija, fosfora i magnezija
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3. ISPITANICI | METODE
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3.1. Ispitanici

Ispitanici su osobe hospitalizirane u jedinici intenzivnog lije¢enja, JIL-u Klini¢kog
bolnickog centra Split radi COVID-19 infekcije. Simptomi, klinicke karakteristike i
anamneza dobiveni su iz elektroni¢kog medicinskog kartona pacijenta iz informacijskog
sustava BIS (bolnicko informacijski sustav). Hospitalizirani bolesnici su s pozitivnim
obriskom nazofarinksa na SARS-CoV-2. Zavr$na to¢ka studije bio je prijem u jedinicu
intenzivne njege najmanje 24 sata i bolnicka smrtnost. U istrazivanje je uklju¢eno 32
bolesnika dobi preko 60 godina, od kojih je 8 prezivjelih i 8 preminulih muskaraca te 8
prezivjelih i 8 preminulih Zena. Ispitanici su dobrovoljno ukljuceni u istrazivanje bez
kriterija isklju€ivanja. TraZeni podaci o umrlim osobama dobiveni su od ¢lanova njihovih

obitelji koji su dobrovoljno pristali sudjelovati u istrazivanju.

3.2. Materijali

Venepunkcija uzoraka seruma izvrsila se u okviru standardnog uzorkovanja krvi u
skladu s Nacionalnim preporukama za uzorkovanje venske krvi (Hrvatsko drustvo za
medicinsku biokemiju i laboratorijsku medicinu (HDMBLM) iz ozujka 2014.godine).
Planirana je u okviru redovitog kontrolnog uzorkovanja te se iz spremnika odvojio
volumen od 500 mikrolitara seruma koji su se do analize pohranili u laboratorijskoj
ledenici na -80 stupnjeva u Zavodu za medicinsko laboratorijsku dijagnostiku.
Prikupljanje uzoraka seruma planirano je odmah nakon ishodenja odobrenja Povjerenstva
za eticnost eksperimentalnog rada 1 potpisanog informiranog pristanka sudionika

istrazivanja te se izvrSilo tijekom ozujka 1 travnja 2021.g.

3.3. Metode odredivanja laboratorijskih parametara

Razine vitamina D analizirane su imunokemijskom elektrokemoluminiscentnom
metodom proizvodaca Roche na analizatoru Cobas €801. Razine kalcija, magnezija i

fosfora analizirane su spektrofotometrijskom metodom proizvoda¢a Roche na
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analizatoru Cobas c702. Broj leukocita, limfocita, neutrofilnih granulocita te trombocita
su odredeni na multiparametarskom hematoloskom analizatoru, Advia 2120, za
dijagnostiku in vitro u klini¢kim laboratorijima. Pozitivan rezultat na virus SARS-Cov-2

je dokazan molekularnom PCR metodom.

3.4. Statisticka obrada podataka

Analiza svih prikupljenih podataka je obavljena koriste¢i racunalni program
MedCalc (Medcal Software, Ostend, Belgija, verzija 20.110). Normalnost distribucije
varijabli je procijenjena koriste¢i Kolmogorov-Smirnov test. Sve kvalitativne varijable su
prikazane kao cijeli brojevi i postotak dok su kvantitativne varijable prikazane kao
aritmeticka sredina + standardna devijacija ili kao medijan i interkvartilni raspon.
Usporedba izmedu kategorijskih varijabli provedena koriste¢i Chi-kvadrat test, dok je
usporedba izmedu kontinuiranih varijabli provedena koriste¢i Student t-test za one s
normalnom distribucijom ili Mann-Whitney U test za one s nenormalnom distribucijom.
Korelacije izmedu kvantitativnih varijabli su izracunate koriste¢i Pearsonov test
korelacije ili Spearmanov test korelacije, ovisno o normalnosti distribucije. Nadalje,
provedena je multivarijabilna logisticka regresijska analiza te su prikazani OR, 95% CI

I P-vrijednost. Stupanj statisti¢ke zna¢ajnosti je bio postavljen na p < 0.05.
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4. REZULTATI
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Istrazivanje je obuhvatilo 32 osobe starije od 60 godina, hospitalizirane u JIL-u, od

¢ega je 16 prezivjelih i 16 umrlih od posljedica COVID-19 bolesti. Svim ukljucenim

pacijentima je napravljena krvna slika, razina kalcija, magnezija i fosfora u serumu.

Uoc¢avamo najvecu statisti¢ki znacajnu razliku izmedu dvije ispitivane skupine u omjeru

neutrofila i limfocita (p=0.002). Takoder, dob osobe utjece na ishod bolesti (p=0.032) kao

I ukupni broj leukocita (p=0.028) i razina kalcija s p=0.028 (Tablica 1.)

Tablica 1. Proucavani uzorci i usporedba izmedu prezivjele i umrle skupine

Parameter Uzorak studije Prezivjeli Umrli 0
(N=32) (N=16) (N=16)

Dob (godine) 76.8+7.3 74.1+7.3 79.6 + 6.5 0.032"
Muski spol 16 (50) 8 (50) 8 (50) 0.723%
Broj leukocita (10%/L) 9.3+5.0 74428 11.2+6.0 0.028"
Broj neutrofila (10%/L) 77+48 57+2.6 9.7+5.7 0.015"
Broj limfocita (10%/L) 0.6 (0.4-1.4) 1.1+0.6 0.6 +0.5 0.028"
Broj trombocita (10%/L) 246.4 £ 129.1 2703+139.4  2225+117.5 0.302°
NLR 7.0 (4.0-24.5) 4.0 (2.5-7.0) 22.0 (6.0-56.0)  0.0027
PLR 296 (182 -532) 280 (212-322) 532 (171-972) 0.128°
Ca (mmol/L) 2.1(2.0-2.3) 2.2 (2.1-2.4) 2.0(1.9-21) 0.028
P (mmol/L) 1.0 (0.8-1.2) 0.9 (0.8-1.0) 1.1(0.7-1.5)  0.258"
Mg (mmol/L) 0.9 (0.79-0.96) 0.86 (0.79-0.90) 0.94 (0.82-1.16) 0.093"

Svi podaci su prikazani kao cijeli brojevi (postoci), glavna + standardna devijacija ili

medijan (interkvartalni raspon)

* student’s t-test
T Mann-Whitney U test
# chi-square test

Izmjerene razine vitamina D u korelaciji s analiziranim laboratorijskim parametrima

nisu pokazale meduzavisnost odnosno nema poveznice izmedu razine vitamina D i broja

leukocita, neutrofilnih granulocita, limfocita, trombocita, neutrofilno-limfocitnog omjera,

trombocitno-limfocitnog omjera, kalcija, fosfora i magnezija (Tablica 2.)
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Tablica 2. Korelacije izmedu vitamina D i laboratorijskih parametara u ispitivanoj

populaciji

Parameter r p
Broj leukocita (10%/L) -0.105 0.566"
Broj neutrofila (10%/L) -0.167 0.361"
Broj limfocita (10%/L) 0.323 0.071"
Broj trombocita (10%/L) 0.317 0.077"
NLR -0.196 0.282°
PLR -0.015 0.934%
Ca (mmol/L) 0.297 0.098f
P (mmol/L) 0.052 0.776"
Mg (mmol/L) -0.040 0.8277

* Pearson’s correlation
1 Spearman’s correlation

Napravljena je usporedba razine vitamina D u skupini osoba koje su prezivjele u
odnosu na skupinu umrlih osoba od posljedica COVID-19 bolesti te nije uocena
statisticka znacajnost, prezivjeli vs umrli (44.0 £ 29.7 vs 36.1 + 18.3), p=0.376. Ono §to

se primjecuje je kako obje skupine imaju snizenu razinu vitamina D u serumu (Slika 4.)

140
p =0.376
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100
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60 —

Vitamin D (nmol/L)
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Survivors Deaths
Slika 4 Usporedba razine vitamina D izmedu preZivjele skupine (N=16) i umrle skupine.

Student’s t-test

19



Multivarijabilna logisticka regresijska analiza pokazala je da je samo broj leukocita
statisti¢ki znacajan prediktor prezivljenja COVID-19 bolesti (OR 1.570, 95% CI 1.016 -

2.427; p = 0.041) kada se stavi u model zajedno s osnovnim karakteristikama poput dobi

i spola te s drugim osnovnim laboratorijskim parametrima. (OR 1.570, 95% CI 1.016 -

2.427; p =0.041) (Tablica 3.)

Tablica 3. Multivarijabilna logisticka regresijska analiza neovisnih prediktora za

prezivljavanje bolesti COVID-19

Parameter OR 95% CI p

Dob (godine) 1.1193 0.8846 to 1.4163 0.347
Muski spol * 0.4527 0.0378 to 5.4279 0.531
Vitamin D (nmol/L) 0.9933 0.9407 to 1.0487 0.807
Broj leukocita (10%/L) 1.5708 1.0166 to 2.4271 0.041
Broj trombocita (109/L) 0.9942 0.9783 to 1.0104 0.480
NLR 0.9771 0.8654 to 1.1031 0.708
PLT 1.0071 0.9983 t0 1.0161 0.115

! Referentna grupa je Zenski spol
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5. RASPRAVA
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Poremecaj imunoloskog sustava je obiljezje teskog klinickog tijeka bolesti COVID-
19 te je sprjecavanje citokinske oluje klju¢no u borbi protiv loseg ishoda COVID-19
bolesti. Imunomodulatorne terapije mogu biti dvosjekli maé¢ jer potiskuju imunosni
odgovor te je za primjenu vrlo bitno u kojim se fazama virus replicira a u kojima ne.
Uloga vitamina D u pocetnoj replikaciji virusa i kasnije u prigusivanju proupalnih
citokina je neosporna. Opazeno je kako niske razine vitamina D mogu negativno utjecati
na ishod pacijenata oboljelih od COVID-19 (11). Nase istrazivanje je ukljucilo dvije
skupine bolesnika pozitivnih na SARS-Cov-2 i hospitaliziranih u jedinici intenzivne
njege. U jednu skupinu je ukljuc¢eno 8 prezivjelih muskaraca i 8 prezivjelih Zena starije
dobi te je u drugu skupinu ukljuc¢eno 8 umrlih muskaraca i 8 umrlih Zena iste dobi. Svima
je izmjerena niska razina vitamina D. Nismo uspjeli dokazati njegov utjecaj na ishod
bolesti s obzirom da umrla skupina nije imala znacajno nizu razinu od prezivjele (
prezivjeli vs umrli: 44.0 = 29.7 vs 36.1 + 18.3, p=0,376). Takoder, nismo dokazali
meduodnos vitamina D i ostalih, ovim radom, analiziranih laboratorijskih pretraga
(Tablica 2). lako je suplementacija vitaminom D jeftina i obecavajuca, nije preporué¢ena
svima. Naime, neki Cesto koriSteni lijekovi kao S§to su statini, antiturbekolitici i
entiepileptici djeluju u interakciji s vitaminom D. Nadalje, rijetko ali vitamin D moze
izazvati dehidriranost i visoke razine kalcija u serumu. Iako su vecina studija podrzale
suplementaciju, kKoristenje vitamina D za lijeCenje ili prevenciju infekcije COVID-19 jos

uvijek nije preporuka jer su potrebna daljnja istrazivanja (11,32).

Od pocetka epidemije starija je Zivotna dob povezana s tezom manifestacijom
COVID-19 bholesti kao i losijim ishodom. Poznato je kako veca dob moze uciniti
dijagnozu slozenijom jer kod starijih osoba infekcije Cesto imaju atipi¢ne manifestacije.
Cesti simptomi povezani s upalom pluéa u starijih osoba su pad i promjenjeni mentalni
status (34). Takoder je udio osnovnih kroni¢nih bolesti daleko veéi u starijih, posebno
demencija, kroni¢na opstruktivna pluéna bolest, zatajenje srca i kroni¢ne bolesti bubrega
Sto lijecenje ¢ini kompleksnijim. lako je nase istrazivanje obuhvatilo mali broj ispitanika,
vrijednosti koje smo dobili idu u prilog tome da starija zivotna dob ima losiji ishod bolesti,
prezivjeli vs umrli: 74.1 £ 7.3 vs 79.6 + 6.5, p=0,032. Kako je imunokompromitiranost
izraZenija u starijoj dobi, tako bi prema ovoj osjetljivoj skupini ljudi trebalo pristupiti s
vecom paznjom bez obzira o kojoj se zaraznoj bolesti radilo. Oni su nas ipak donijeli na

ovaj svijet.
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NLR je kombinacija dva parametra iz kompletne krvne slike: broj neutrofilnih
granulocita i broj limfocita. Sistemske upale povecavaju broj neutrofilnih granulocita dok
je limfopenija uzrokovana apoptozom limfocita. Omjer ova dva parametara su znacajna
u predvidanju ishoda COVID-19 bolesti (33) $to je i dokazano ovim radom. Umrla
skupina je imala visok NLR i u usporedbi s prezivjelom skupinom smo dokazali
znacajnost u ishodu bolesti (p=0,002). Ukupan broj leukocita, koji je u multivarijabilnoj
logistickoj regresijskoj analizi neovisnih prediktora za prezivljavanje bolesti COVID-19
jedini znacajni pokazatelj ishoda bolesti, te NLR su dvije laboratorijske stavke koje bi
lije¢nicima mogle pomoéi u dijagnozi tijeka bolesti i pri pracenju djelotvornosti
primjenjene terapije. Sto se ti¢e trombocitopenije i trombocitno-limfocitnog omjera
(TLR), ovim radom nije dokazan utjecaj na ishod bolesti. Kod broja trombocita p je 0,302
izmedu prezivjele i umrle skupine te to ne ide u prilog teoriji kako je trombocitopenija
uoCena kod skupine koja nije prezivjela od COVID-19 bolesti (27). Ovim radom
obuhvacen je mali broj ispitanika te bi trombocitopeniju i TLR trebalo dodatno istraziti

na vecem broju uzoraka.

Uloga kalcija tijekom virusne infekcije, a posebno u SARS-Cov-2 se sve vise
proucava ali jo§ nije u potpunosti istrazena (22). Inhibicija transporta kalcija kroz
membrane i unutar stanica terapijski je ciljno mjesto kod infekcije SARS-CoV-2 (22).
Hipotetski bi smanjenje razine intracelularnog kalcija utjecalo na virusni kalcij u
stanicama domacina te na taj nacin inhibiralo virus ali postoje nuspojave kao Sto je
depolarizacija membranskog potencijala (22). Hipokalcijemija odnosno razina ionskog
kalcija ispod 1,18 mmol/L se javlja kod brojnih virusnih bolesti kao i kod pacijenata
oboljelih od COVID-19. Ovim radom se dobila negativna potvrda utjecaja
hipokalcijemije na ishod bolesti. Pacijenti koji su prezivjeli su imali vi$e vrijednosti od
umrlih, prezivjeli vs umrli: 2.2 (2.1-2.4) vs 2.0 (1.9-2.1), p=0,028. Ima li hipokalcijemija

zaStitni ili Stetni ucinak na pacijente s COVID-19 jos treba istraziti.

Hipofosfatemija i hipomagnezijemija ometaju proizvodnju ATPa. Ljudi koji imaju
niske rezerve ATPa razviju teske simptome COVID-19, kao S§to su citokinska oluja i
ARDS (24). Iako su magnezij i fosfor uklju¢eni u ovaj rad zbog utjecaja na rad stanica

tokom bolesti, nismo dokazali imaju li vezu s ishodom. Unato¢ neizvjesnoj ulozi kalcija,
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magnezija i fosfora brojne studije su izvjestile o blagotvornom ucinku adekvatne

suplementacije vitaminima i mikronutrijentima na ishod infekcije SARS-CoV-2 (22, 24).

Nedostaci ove studije osim malog broja ispitanika je i u malom broju analiziranih
biljega te ju je neophodno prosiriti ve¢im brojem laboratorijskih biljega kako bi se dale
smjernice lije¢nicima koje bi pretrage bile prediktivne u pracenju i tijeku bolesti COVID-
19.
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6. ZAKLJUCCI
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Glavni i sporedni ciljevi istrazivanja su nam omogudili slijedeée zakljucke:
1. Ishod bolesti COVID-19 kod starije populacije je 1osiji, starija zivotna dob

predstavlja veci rizik kao i visoki ukupan broj leukocita.

3. Razina vitamina D je niska u obje istrazivane skupine ali ne utje¢e na ishod bolesti i
nema prognosticki znacaj.

4. Neutrofilno-limfocitni omjer je prediktor tijeka COVID-19 bolesti te bi ga trebalo

uzeti u obzir kod primjene terapije u lijecenju.

Rezultate laboratorijskih pretraga kao i tijek bolesti neophodno je tumaciti zajedno

s klini¢kom slikom pacijenta i s ostalim dijagnostickim testovima.
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Obrazovanje:
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Smijer: laboratorijski
Zvanje: zdravstveno laboratorijski tehnicar

Radno iskustvo:

Institut Virion — molekularna mikrobiologija — 9 mjeseci
Specijalisti¢ko medicinsko-biokemijski laboratorij ,,Poliklinika Analiza“ - 18 godina
Centralni laboratorij KBC Firule — 1 godina

Znanje i vjestine:

glavni laboratorijski tehni¢ar od 2008g u specijalisticko medicinsko biokemijskom

laboratoriju Poliklinike Analiza do 09/2021

odli¢no znanje vadenja krvi

znanje rada na hematoloSkom brojacu (Celly, Sysmex, CellDin) te mikroskopu
(urini, DKS- dijagnostika mladih patoloskih stanica)

znanje rada na imunokemijskom i biokemijskom analizatoru te urinskom analizatoru

(Arhitect, Hitachi, Axsym, Elecsys, Sysmex)

znanje rada u mikrobioloSkom laboratoriju (uzimanje uzoraka te nasijavanje na

podlogama,Citanje antibiograma,izdavanje nalaza)
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znanje rada u molekularnoj dijagnostici (izrada PCRa na Covid 19, spolnih bolesti )

administrativne obrade uputnica, vodenje radnog rasporeda djelatnika, vodenje skladista

1 narudZzba potroSnog materijala

uzimanje uzoraka za transfuziologiju

uzimanje uzoraka za genetiku

uzimanje uzoraka za PCR testiranja i brza antigenska testiranja na Covid 19-9
obrada i izrada nalaza alergoloskog testiranja (nanotehnologija, microarray)

3 godine rada u transportu krvi i kuénim posjetama
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PRILOZI
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POPIS KRATICA:

ACE-2 - angiotenzin konvertiraju¢ enzim 2

ADP- adenozin 5 -difosfat

ARDS engl.Acute Respiratory Distress Syndrom - akutni respiracijski distres sindrom
ATP - adenozin 5 -trifosfat

BIS - bolnic¢ko informacijski sustav

CFS-G - stimuliraju¢i faktor kolonija granulocita

COVID-19 - koronavirusna bolest 2019

CaSR engl. Calcium Sensing Receptor - receptor za kalcij

FGF23 - faktor rasta fibroblasta 23

FP - fuzijski protein

GM-CFU - faktor stimulacije granulocitno makrofagne kolonije
HDMBLM - Hrvatsko Drustvo za Medicinsku Biokemiju 1 Laboratorijsku Medicinu
HIV - virus humane insuficijencije

IL - interleukin

IFN- - interferon-p

JEV - Japanski encefalitis

JIL - jedinica intezivnog lijeCenja

NFkB — nuklearni faktor kapa lakih lanaca aktiviranih B limfocita
NLR - neutrofilno-limfocitni omjer

NWA - hemoragijska groznica uzrokovana arenavirusom

PCR engl.polymerase chain reaction — lan¢ana reakcija polimeraze

PTH - paratireoidni hormon
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RAS - renin angiotenzin sustav

RXR - retinoidni X receptor

SARS-CoV-2 - teski akutni respiratorni sindrom koronavirus 2
TLR - trombocitno-limfocitni omjer

TNF engl. Tumor Necrosis Factor - faktor tumorske nekroze
VDR - receptor za vitamin D

VDRE - element receptora za vitamin D
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