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Analiza seroloskih markera imunskog odgovora i parametara redoks
statusa nakon primene buster doze COVID-19 vakcina

Sazetak

Pandemija COVID-19 pokazala je da je vakcinacija jedna od najefikasnijih mera u
prevenciji teSkih oblika bolesti i smrtnog ishoda. Razvoj razlicitih tipova vakcina - iRNK,
vektorskih i inaktivisanih - omogucio je globalni odgovor na krizu, ali je otvorio pitanja o
trajanju i kvalitetu steCenog imuniteta, posebno u kontekstu pojave novih varijanti SARS-CoV-
2 virusa. U tom smislu, buster (treca) doza vakcine i heterologna vakcinacija pokazale su
potencijal za snaZzniji i dugotrajniji imunski odgovor na virus. Cilj istrazivanja u okviru ove
doktorske disertacije bio je da se ispita stanje humoralnog i ¢elijskog imunskog odgovora i
redoks statusa nakon primene buster doze COVID-19 vakcina.

Studija je obuhvatila 513 ispitanika, podeljenih prema vrsti vakcine koju su primili
(Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19, Pfizer-BioNTech, Sputnik V, heterogene
kombinacije vakcina), COVID-19 statusu i prisustvu hroni¢nih bolesti. Praceni su,
standardizovanim biohemijskim metodama, nivoi anti-IgG, anti-IgM, neutraliSuca antitela, IFN-
Y, kao i redoks parametri (ukupni proteini, albumin, nitriti, tioli, DPPH, FRAP) u serumu
ispitanika. Statisticka obrada rezultata ukljucila je ANOVA, korelaciju i regresione analize.

Rezultati su pokazali da tre¢a doza COVID-19 vakcina znacajno pojacava humoralni
imunski odgovor u svim analiziranim grupama, narocito kod heterolognih kombinacija vakcina
i kod ispitanika sa prethodno preleZanom infekcijom. Hibridni imunitet (COVID-19+ ispitanici)
se izdvojio kao najefikasniji oblik zaStite od SARS-CoV-2 virusa, sa najviSim nivoima antitela i
ocuvanom aktivnos¢éu IFN-y Sest meseci nakon vakcinacije. Suprotno tome, kod COVID-19-
ispitanika zabeleZen je pad nivoa antitela tokom vremena, $to ukazuje na slabljenje imunske
memorije u odsustvu prirodne infekcije. Analiza redoks statusa pokazala je da prethodna
infekcija, starija Zivotna dob i komorbiditeti doprinose smanjenju antioksidativnog kapaciteta
u serumu, dok su viSi nivo proteina i bolji nutritivni status bili pozitivho povezani sa
serumskom koncentracijom antitela i vrednostima parametara redoks homeostaze.

Rezultati ove disertacije ukazuju da buster vakcinacija, narocito u kontekstu hibridnog
imuniteta, omogucéava postizanje snaznog i dugotrajnijeg imunskog odgovora, uz pratece
promene u redoks homeostazi. Ovi nalazi doprinose dubljem razumevanju medusobne
povezanosti vakcinacije, imunskog odgovora i redoks homeostaze, Sto moze imati znacajne
implikacije za unapredenje strategija imunoprofilakse i klinicku procenu efikasnosti vakcina.

Klju¢ne reci: COVID-19, vakcina, buster doza, humoralni imunitet, ¢elijski imunitet, hibridni
imunitet, redoks homeostaza, oksidativni stres

Naucna oblast: Hemijske nauke

UZa naucna oblast: Biohemija



Analysis of serological markers of immune response and redox status
parameters following the administration of a COVID-19 vaccine booster
dose

Abstract

The COVID-19 pandemic has shown that vaccination is one of the most effective measures
in preventing severe forms of the disease and death. The development of different types of
vaccines - mRNA, vector-based and inactivated - has enabled a global response to the crisis,
but has also raised questions about the duration and quality of acquired immunity, particularly
in the context of the emergence of new variants of the SARS-CoV-2 virus. In this regard, the
booster (third) dose of the vaccine and heterologous vaccination have shown the potential for
a stronger and longer-lasting immune response against the virus. The aim of the research in
this dissertation was to examine the state of humoral and cellular immune responses and redox
status following the administration of a booster dose of COVID-19 vaccines.

The study included 513 subjects, divided by vaccine type (Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated COVID-19, Pfizer-BioNTech, Sputnik V, heterogeneous vaccine combinations),
COVID-19 status, and presence of chronic diseases. The levels of anti-IgG, anti-IgM, neutralizing
antibodies, IFN-y, as well as redox parameters (total proteins, albumin, nitrites, thiols, DPPH,
FRAP) in the subjects serum were monitored using standardized biochemical methods.
Statistical analysis of the results included ANOVA, correlation, and regression analyses.

The results showed that the third dose of COVID-19 vaccine significantly enhanced the
humoral immune response in all analyzed groups, especially in heterologous vaccine
combinations and in subjects with a previous infection. Hybrid immunity (COVID-19+ subjects)
proved to the most effective form of protection against the SARS-CoV-2 virus, with the highest
antibody levels and preserved IFN-y activity six months after vaccination. Conversely, in
COVID-19-individuals, a decrease in antibody levels was observed over time, indicating a
weakening of immune memory in the absence of natural infection. Analysis of redox status
showed that previous infection, older age and comorbidities contribute to a decrease in serum
antioxidant capacity, while higher protein levels and better nutritional status were positively
associated with serum antibody concentrations and redox homeostasis parameter values.

The results of this dissertation highlight that booster vaccination, especially in the context
of hybrid immunity, enables the achievement of a strong and long-lasting immune response,
with accompanying changes in redox homeostasis. These findings contribute to a deeper
understanding of the interrelationship between vaccination, immune response, and redox
homeostasis, which could have significant implications for improving immunoprophylaxis
strategies and clinical evaluation assessment of vaccine efficacy.

Keywords: COVID-19, vaccine, booster dose, humoral immunity, cellular immunity, hybrid
immunity, redox status, oxidative stress

Scientific field: Chemical Sciences

Subfield: Biochemistry
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1. UVOD

Pandemija izazvana novim koronavirusom, SARS-CoV-2 (engl. Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2), predstavlja jedan od najvecih izazova za javno zdravlje u savremenoj
istoriji. Od prvih prijavljenih sluc¢ajeva u decembru 2019. godine u Vuhanu (Kina), infekcija se
brzo prosirila svetom, $to je dovelo do toga da Svetska zdravstvena organizacija (SZ0) u martu
2020. godine proglasi pandemiju. Do kraja 2024. godine, viSe od 770 miliona ljudi Sirom sveta
bilo je inficirano, sa preko 7 miliona smrtnih ishoda pripisanih COVID-19 bolesti (engl.
Coronavirus disease 2019) [1].

U odgovoru na krizu, nauc¢na zajednica je u rekordnom roku razvila vise tipova vakcina,
ukljucujuci iRNK vakcine (engl. messenger RNA vaccines) (Pfizer-BioNTech COVID-19 Vaccine
(BNT162b2), Moderna (mRNA-1273)), vektorske vakcine (Oxford-AstraZeneca COVID-19
vaccine, Gam-COVID-Vac (Sputnik V)) i inaktivisane vakcine (Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated, COVID-19 vaccine i Sinovac-CoronaVac COVID-19 vaccine) radi suzbijanja Sirenja
virusa i prevencije teskih formi bolesti [2-4]. Vakcinacija se pokazala kao najefikasnija
strategija u smanjenju hospitalizacija i stope smrtnosti. Gradani Republike Srbije najCeSce su za
primarnu vakcinaciju koristili inaktivisanu Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19
vakcinu, dok su vakcine zasnovane na iRNK tehnologiji (Pfizer-BioNTech) i adenovirusnim
vektorima (Sputnik V) bile drugi, odnosno treci izbor za vakcinaciju [5].

Nakon primarne imunizacije sa dve doze vakcine, imunski odgovor na SARS-CoV-2
vremenom je opadao ispod zastitnog nivoa, zbog cega je preporucena treca, tzv. buster doza
vakcine. Pojava i Sirenje novih varijanti od znacaja (engl. Variants of Concern, VOC), koje su
zahtevale visi titar neutraliSucih antitela za efikasnu neutralizaciju, u kombinaciji sa slabljenjem
humoralnog imunskog odgovora nakon pocetne vakcinacije, predstavljali su klju¢ne razloge
zbog kojih je SZO preporucila primenu trece (buster) doze [6], posebno kod osoba sa
oslabljenim imunitetom i hroni¢nim bolestima. [zbor strategije buster vakcinacije — homologna
(ista vakcina za sve doze) naspram heterologne (kombinacije razli¢itih vakcina) — mnogo je
proucavan, kako bi se utvrdio njen uticaj na imunski odgovor organizma. Homologna
vakcinacija moZe ojacati ili smanjiti postoje¢e imunske odgovore tokom vremena, posebno kod
inaktivisanih virusnih vakcina. Kombinovanje razli¢itih vrsta vakcina, na primer iRNK ili
virusna vektorska vakcina nakon inaktivisane vakcine, moZe da poboljSa ukupni imunski
odgovor organizma, stimulisanjem Sireg i jaceg humoralnog i ¢elijskog imuniteta.

Infekcija SARS-CoV-2 izaziva snaZznu aktivaciju imunskog sistema, cesto pracenu
nekontrolisanim lu¢enjem proinflomatornih citokina tzv. citokinskom olujom, Sto dovodi do
povecCane proizvodnje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (engl. Reactive Oxygen Species, ROS) i
narusavanjem redoks ravnoteZe. Imunizacija takode moZe uticati na redoks ravnotezu
organizma, kroz aktivaciju imunskog sistema i indukciju stresa. U oba slucaja, ishod zavisi od
balansa izmedu prooksidativnih i antioksidativnih mehanizama, pri ¢emu blagi oksidativni
stres moZe imati stimulativni efekat na imunitet, a izraZen i dugotrajan stres doprinosi
imunskoj disfunkciji. Zbog toga se sve veci broj istrazivanja usmerava na razumevanje uloge
oksidativnog stresa tokom virusnih infekcija i njegovog uticaja na efikasnost imunskog
odgovora, ukljucujudi i odgovor nakon vakcinacije.

Redoks status predstavlja dinamicku ravnotezu izmedu oksidativnih i antioksidativnih
procesa u organizmu. Kljuc¢ni element ove ravnoteze Cine ROS i reaktivne azotne vrste (engl.
Reactive Nitrogen Species, RNS), koje se fizioloski stvaraju tokom ¢elijskog metabolizma, ali i, u
ve¢im koli¢inama, kao odgovor na infekcije, inflamaciju i stres. U normalnim uslovima,
ROS/RNS ucestvuju u signalizaciji unutar Ccelija, fagocitozi, razgradnji patogena i kontroli
Celijskog ciklusa. Medutim, kada dode do prekomernog nastajanja slobodnih radikala, a
antioksidativni sistemi nisu u stanju da ih neutraliSu, razvija se stanje oksidativnog stresa.
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Ovakav disbalans moZe dovesti do oksidativnih oStecenja makromolekula (proteina, lipida i
DNK), ali i do aktivacije inflamatornih puteva i ¢elijske smrti, Sto ima direktne posledice na tok
infekcije i jacinu imunskog odgovora organizma.

Redoks status je direktno povezan sa imunskim odgovorom. Blagi oksidativni stres
stimuliSe imunitet i funkciju leukocita, dok izraZzen i hroni¢an oksidativni stres inhibira
proliferaciju T i B limfocita, smanjuje ekspresiju citokina i doprinosi disfunkciji celijskog
odgovora. Takode, oksidativni stres utice na glikozilaciju i stabilnost antitela, Sto moZe umanjiti
efikasnost humoralnog imuniteta. U kontekstu vakcinacije, redoks status moZe biti vazan
prediktivni marker imunogenosti, posebno kod starijih osoba i osoba sa komorbiditetima.

S obzirom na geneticku varijabilnost SARS-CoV-2 virusa, razli¢ite tipove vakcina i
¢injenicu da imunski odgovor moZe znacajno varirati od osobe do osobe, razvija se potreba za
detaljnijom analizom ne samo imunskog odgovora, ve¢ i parametara koji odraZavaju stanje
oksidativnog stresa i ukupne bioloSke odbrane organizma. Razumevanje odnosa izmedu
imunskog odgovora i redoks homeostaze nakon buster vakcinacije predstavlja klju¢ni korak u
unapredenju strategija imunizacije i identifikaciji faktora koji uti¢u na dugoro¢nu zastitu od
SARS-CoV-2 i sli¢nih virusa.
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2. PREGLED LITERATURE

2.1. SARS-CoV-2 virus

Koronavirusi (CoVs) predstavljaju grupu RNK (engl. ribonucleic acid) virusa koja
pripada redu Nidovirales porodici Coronaviridae, koja se deli na cetiri roda: Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus i Deltacoronavirus. Ime su dobili po svom
karakteristicnom izgledu pod mikroskopom - imaju izbocine nalik kruni (lat. corona), koje
poticu od spike (S) glikoproteina na povrsini virusne cestice. To su jednolancani RNK virusi sa
genomom duZzine od 27 do 32 kb koji se ubrajaju u RNK viruse sa najduzim genomom [7,8].

------

ptice i razliCite sisare. Kod ljudi, ve¢ina poznatih koronavirusa izaziva blage respiratorne ili
gastrointestinalne infekcije, Cesto sa simptomima sli¢nim obic¢noj prehladi [9]. Medutim, tokom
poslednjih nekoliko decenija pojavili su se zoonotski koronavirusi koji su izazvali ozbiljne
epidemije i pandemije sa visokom stopom mortaliteta, kao Sto su:

e SARS-CoV (engl. Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus) - otkriven 2002.
godine u Kini, uzrokovao je epidemiju teskog akutnog respiratornog sindroma (engl.
Severe Acute Respiratory Syndrome, SARS) sa stopom smrtnosti oko 10%;

e MERS-CoV (engl. Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus) - otkriven 2012.
godine u Saudijskoj Arabiji, izazivaC epidemije bliskoisticnog respiratornog sindroma
(eng. Middle East Respiratory Syndrome, MERS) sa stopom smrtnosti oko 34%;

e SARS-CoV-2 (engl. Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) - uzroCnik
COVID-19 pandemije, identifikovan krajem 2019. godine u Vuhanu (Kina) sa stopom
smrtnosti oko 3%.

Zoonotski potencijal koronavirusa posebno je izraZzen zbog njihove sposobnosti
rekombinacije genoma, visokog stepena genetske varijabilnosti i adaptacije na razlicite
domacine. Ove karakteristike omogucavaju virusima da relativno lako predu sa Zivotinjskih
rezervoara na ljude, ¢esto preko posrednih domacina, kao Sto su pangolini, jednogrbe kamile,
cibetke. Slepi miSevi, koji se smatraju prirodnim rezervoarima brojnih koronavirusa, igraju
klju¢nu ulogu u njihovoj evoluciji i potencijalnom prenoSenju na druge vrste domacina. Zbog
ovih svojstava, koronavirusi predstavljaju stalnu pretnju za pojavu novih epidemijskih talasa i
potencijalni razvoj pandemija [9].

SARS-CoV-2 je jednolancani RNK virus, koji pripada rodu Betacoronavirus, familiji
Coronaviridae, redu Nidovirales. Ovaj virus je uzrocnik bolesti COVID-19 i pokazuje visok stepen
genetske slicnosti sa drugim zoonotskim koronavirusima, posebno SARS-CoV (oko 79%) i
odredenim sojevima koronavirusa izolovanim kod slepih miseva (do 96%) [10]. Evolucione
promene u genomu virusa dovele su do pojave razlic¢itih varijanti, koje se odlikuju promenama
u transmisibilnosti, sposobno$¢u izbegavanja imunskog odgovora i razli¢itim klinickim
manifestacijama bolesti.

2.1.1. Strukturna i genomska organizacija SARS-CoV-2 virusa

Virusna Cestica SARS-CoV-2 (Slika 1) ima sfericni oblik, pre¢nika od 60 do 140 nm, obavijena
je omotacem i sastoji se od Cetiri glavna strukturna proteina:

e S (Spike) protein - odgovoran za vezivanje za ACE2 receptore (engl. Angiotensin 2
Converting Enzyme) na Celijama domacina i ulazak virusa. Sastoji se iz dve subjedinice:
S1, koja sluzi za vezivanje, i S2 za fuziju membrana;

e E (Envelope) protein - najmanji strukturni protein, koji ima ulogu u morfogenezi
virusa;
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e M (Membrane) protein - najzastupljeniji protein, zaduZen za oblik virusne cestice;

e N (Nucleocapsid) protein - vezuje se za virusnu RNK, formira ribonukleoproteinski
kompleks i u¢estvuje u replikaciji i transkripciji.

— S(Spike) protein

N (Nucleocapsid)
protein

~ M (Membrane)

= // protein

y E (Envelope)
‘\\‘\// protein

~__ssRNK (+)

Slika 1. Struktura SARS-CoV-2 virusa; Povrsinu SARS-CoV-2 virusa Cine Cetiri strukturna proteini: S (spike) za
vezivanje za Celiju domacina, E (envelope) i M (membrane) vazZni za stabilnost i sazrevanje virusa, kao i N
(nukleokapsid) koji vezuje virusnu RNK [11].

Genom SARS-CoV-2 (Slika 2) predstavlja jednolancanu RNK pozitivne polarizacije,
duzine oko 29,9 kb [12]. Ima strukturu slicnu ostalim ¢lanovima porodice Coronaviridae i sadrzi
nekoliko otvorenih okvira citanja (engl. Open Reading Frame, ORF) koji kodiraju niz
nestrukturnih proteina (engl. non-structural-proteins, nsps), Cetiri glavna strukturna proteina
(S, M, NiE)idodatne (engl. accessory) proteine. SARS-CoV-2 genom ima 5’ metil-kapu i 3’ poli-
A rep, Sto omogucava direktno prevodenje genoma u ¢eliji domacina.
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Slika 2. Sematski prikaz genoma SARS-CoV-2 virusa; Najveci deo genoma zauzimaju Orfla i Orflb regioni koji
kodiraju nestrukturne proteine, dok se u 3'-terminalnom delu nalaze geni za strukturne (S, E, M, N) i dodatne proteine
vaZne za infektivnost i replikaciju [13].

Replikaciono-transkripcioni region (ORF1a/ORF1b) ¢ini oko g genoma i nalazi se na 5’

kraju. On kodira dva velika poliproteina ppla (ORF1la) i pplab (ORF1b), koji se proteoliticki
razlazu na najmanje 16 nestrukturnih proteina (nspl-nsp16), koji cine replikaciono-
transkripcioni kompleks (RTC). Ostatak genoma sadrZi gene za cCetiri glavna strukturna
proteina, koji su esencijalni za formiranje virusne cestice, odnosno gore navedene S, E, M i N
proteine.

Dodatni (accessory) proteini nisu nuzni za in vitro replikaciju, ali mogu doprineti
virulentnosti virusa i modulaciji imunskog odgovora kao Sto su:
e ORF3a - funkcioniSe kao jonski kanal i ucestvuje u apoptozi i inflamaciji;

e ORF6 - inhibira nuklearni transport interferonom-stimulisanih faktora transkripcije;
e ORF7a, ORF7b, ORF8 - ucestvuju u modulaciji imunskog odgovora [14,15].
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2.1.2. Mehanizam infekcije i replikacije

SARS-CoV-2 virus koristi kompleksne i efikasne mehanizme za ulazak u ¢eliju domacina,
replikaciju geneti¢kog materijala i produkciju novih virusnih ¢estica. Zivotni ciklus (Slika 3)
zapocinje vezivanjem S proteina virusa za ACE2 receptore. Ovi receptori se nalaze na povrSini
razlicitih Celija, narocito alveolarnih epitelnih ¢elija u plu¢ima, ali i ¢elijama sréanog misica,
bubrega, crevnog epitela i endotelnih ¢elija krvnih sudova [16].

S protein

N protein
——— M protein

E protein
Fuzija membrane

ACE2 {)
v
TMPSS2 \ 5 j

/ Egzocitoza
_— “\_/ —~
D b_:-:_T:"—:&j // ) Prelazak u

— — (Ll ERGIC
o— K*Sazrevanje\\,r&’l L

Endocitoza

Citoplazma
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u GoldZijevom
aparatu
Primarna translaciija RNK
replikacija
RTC kompleks — -
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Slika 3. Mehanizam infekcije i replikacije SARS-CoV-2 virusa. Virus se vezuje za ACE2 receptor i ulazi u
Celiju putem endocitoze, nakon cega dolazi do fuzije membrane i oslobadanja genetskog materijala.
Virusna RNK se koristi za primarnu translaciju i formiranje replikaciono-transkripcionog kompleksa
(RTC), sto omogucéava replikaciju RNK. Novoformirane virusne Cestice sazrevaju u GoldZijevom aparatu
i u intermedijarnom kompartmentu izmedu endoplazmatskog retikuluma i GoldZijevog aparata
(ERGIC), a zatim one se izlucuju iz Celije putem egzocitoze [17].

Nakon vezivanja, S protein biva proteoliticki aktiviran putem TMPRSS2 proteaze (engl.
Transmembrane protease, serine 2) na povrSini Celije domacina. Ova aktivacija omogucava
fuziju virusne i Celijske membrane, pri ¢emu virusni genom dospeva u citoplazmu celije. U
alternativnim uslovima, virus moze uci u ¢eliju i putem endocitoze, uz naknadnu aktivaciju S
proteina u endolizozomalnom sistemu [18]. Jednom u citoplazmi, virusna RNK direktno
funkcioniSe kao iRNK i vezuje se za ribozome, omogucéavajuci sintezu velikih poliproteina (ppla
i pplab). Proteolitickom razgradnjom poliproteina nastaje niz nestrukturnih proteina (nsp1-
nsp16), koji formiraju RTC - centralni kompleks odgovoran za sintezu komplementarne,
negativne RNK kopije, koja potom sluzi kao Sablon za replikaciju virusnog genoma i
transkripciju podgenomskih transkripata. Nakon toga sledi sinteza strukturnih proteina (S, E,
M, N), kao i dodatnih proteina (npr. ORF3a, ORF6, ORF8), koji ucestvuju u patogenezi i
izbegavanju imunskog odgovora domacina. Sklapanje virusnih Cestica odvija se u
endoplazmati¢nom retikulumu i GoldZijevom aparatu, dok se nove virusne Cestice oslobadaju
egzocitozom, spremne da inficiraju nove ¢elije [19].
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2.1.3. Transmisija SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 se prvenstveno prenosi respiratornim putem, odnosno, putem kapljica koje
nastaju pri kaSljanju, kijanju, govoru ili disanju osoba zarazenih virusom. Kapljice vece velic¢ine
(2 5 um) brzo padaju na povrsine u neposrednoj blizini, obi¢no unutar precnika od jednog do
dva metra. Osim kaplji¢nog prenosa, u odredenim uslovima moze do¢i i do prenosa aerosolima
- manjim Cesticama (<5 pm) koje mogu ostati suspendovane u vazduhu duze vreme, narocito u
zatvorenim i nedovoljno provetrenim prostorima (Slika 4) [20].
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Slika 4. Transmisija SARS-CoV-2 virusa. Virus se prenosi putem aerosola (Cestice <5 um koje ostaju duze
u vazduhu), respiratornih kapljica (>5 um koje se prenose na udaljenosti <1 m), kao i direktnim
kontaktom i indirektno preko kontaminiranih povrsina [20].

Pored respiratornog puta, SARS-CoV-2 se moZe preneti i indirektno, kontaktom sa
kontaminiranim povrSinama odnosno fomitima. [ako mogu¢, ucestalost ovog oblika prenosa
virusa znacajno je manja u poredenju sa respiratornim putem. Virusna RNK mozZe biti
detektovana na razli¢itim povrSinama, ali sposobnost virusa za infekciju opada vremenom, pod
uticajem spoljasnjih faktora kao Sto su temperatura, vlaznost i izloZzenost UV svetlu [21-23].

Transmisija SARS-CoV-2 moze se desiti i u predsimptomatskoj i asimptomatskoj fazi
infekcije, Sto znacajno otezava kontrolu Sirenja virusa. Inficirane osobe mogu preneti virus na
druge i pre nego Sto razviju simptome infekcije, odnosno bez da ikada postanu simptomatske
[24]. Najveca infektivnost obicno se javlja u periodu od jednog do dva dana pre pojave
simptoma i tokom prvih pet dana bolesti.

Brojna istrazivanja pokazala su da se virusna RNK moZe detektovati i u fecesu zarazZenih
osoba [25-28]. Takode, istrazivanja su pokazala i postojanje vertikalnog prenosa SARS-CoV-2,
odnosno sa majke na plod [29,30].

2.1.4. Patogeneza COVID-19

Od pocetka pandemije, COVID-19 je izazvao znacajne zdravstvene, socijalne i
ekonomske posledice Sirom sveta, Cime je postao jedno od najvecih izazova za javno zdravlje u
savremenoj istoriji. Progresija bolesti COVID-19 je rezultat sloZene interakcije viSe
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patofizioloskih mehanizama koji deluju istovremeno i medusobno se dopunjuju, a najvazniji
identifikovani mehanizmi ukljucuju:

¢ Direktno citocidno dejstvo SARS-CoV-2: Virus inficira ¢elije domacina vezivanjem za
ACE2 receptore, Sto dovodi do direktnog oStecenja inficiranih celija, narocito epitela
respiratornog trakta, pneumocita tipa Il i vaskularnog endotela;

¢ Smanjena ekspresija ACE2 i disbalans renin-angiotenzin-aldosteron sistema
(RAAS): Vezivanje SARS-CoV-2 za ACE2 receptor dovodi do njegove internalizacije i
degradacije, ¢ime se narusava regulacija RAAS. Posledi¢no dolazi do povecane
koncentracije angiotenzina I, koji ima proinflamatorna i profibroti¢na svojstva, kao i do
smanjene inaktivacije des-Arg9-bradikinina, Sto dodatno doprinosi povecanoj
vaskularnoj permeabilnosti i razvoju edema [31,32];

¢ Disregulisani imunski odgovor i citokinska oluja: U teZim oblicima COVID-19 dolazi
do prekomerne aktivacije imunosistema, praene masovnim oslobadanjem
proinflamatornih citokina kao $to su interleukini (IL-1, IL-6, IL-2, [L-17, IL-18) i TNF-«a
(engl. Tumor Necrosis Factor-a) [33]. Ova hiperinflamatorna reakcija izaziva sistemsku
upalu, oStecenje viSe organa i razvoj akutnog respiratornog distres sindroma (ARDS);

¢ Koagulopatija i imunotromboza: Infekcija SARS-CoV-2 virusom dovodi do oStecenja
endotela, aktivacije sistema komplementa i povecanog oslobadanja proinflamatornih
citokina, Sto zajedno stimuliSe sekreciju prokoagulantnih faktora i razvoj tromboticke
mikroangiopatije. Kao rezultat, dolazi do stvaranja mikrotromba u malim krvnim
sudovima, Sto dodatno otezava protok krvi i smanjenje oksigenacije tkiva.
Mikrotromboza u plu¢ima predstavlja specificno patofizioloSko obeleZje pneumonije
izazvane SARS-CoV-2 virusom i znacajno je doprinela klinickoj teZini bolesti, razvoju
respiratorne insuficijencije i pove¢anoj smrtnosti [34-36];

¢ Autoimunost: U pojedinim slucajevima, infekcija SARS-CoV-2 mozZe pokrenuti
autoimunske mehanizme, dodatno komplikujuéi tok bolesti. Neke od autoimunih bolesti
koje su povezane sa COVID-19 su: sekundarna hemofagocitna limfohistiocitoza (engl.
secondary Hemophagocytic Lymphohistiocytosis, sHLH), autoimunske bolesti Stitaste
zlezde, Kavasakijeva bolest, Miller Fisher sindrom, itd. [37-39].

2.1.5. COVID-19

COVID-19 karakteriSe izuzetno Sirok spektar klinickih manifestacija, a tok bolesti moZze
varirati od potpuno asimptomatskih slucajeva do teskih, Zivotno ugrozavajuc¢ih oblika, sa
viSestrukim oSte¢enjem organa i smrtnim ishodom. Klini¢ka prezentacija bolesti zavisi od
interakcije izmedu virusnih faktora, imunskog odgovora domacina i individualnih
predispozicija, ukljucujudi starost i prisustvo hroni¢nih oboljenja.

Period inkubacije varira od 2 do 14 dana, sa prosecnim trajanjem od 5 do 6 dana [40].
Tokom ovog perioda, osoba mozZe biti infektivna, Sto je znacCajan epidemioloski izazov u
suzbijanju Sirenja infekcije. Klinicke manifestacije COVID-19 klasifikuju se na sledec¢i nacin [41]:

e Asimptomatska infekcija: Kod znacajnog broja zaraZenih osoba, narocito mlade
populacije, infekcija SARS-CoV-2 moZe proci bez vidljivih simptoma. lako bez klinicke
prezentacije, ovakvi sluCajevi su znacajni za Sirenje infekcije zbog mogucnosti
transmisije virusa na druge osobe;

e Blaga forma bolesti: NajceS¢e se manifestuje poviSenom telesnom temperaturom,
suvoparnim kasljem, umorom, bolovima u misi¢ima, glavoboljom, kao i gubitkom ¢ula
mirisa (anosmija) i ukusa (ageuzija). Takode, mogu se javiti blagi gastrointestinalni
simptomi, kao $to su mucnina, povracanje i dijareja;

¢ Umerena forma bolesti: Obuhvata prisustvo znakova virusne pneumonije, kao Sto su
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uporan kasalj, dispneja (oteZano disanje) i promene u plu¢ima vidljive na radioloskim
snimcima, ali bez znakova teske hipoksemije. Vec¢ina pacijenata sa umerenom bolescu
zahteva klinicko pracenje i primenu kiseonicke terapije u bolnickim uslovima;

e TeSka forma bolesti: DefiniSe se razvojem teSke pneumonije sa izrazenom
hipoksemijom (saturacija kiseonika u krvi < 94%), ubrzanim disanjem (viSe od 30
udisaja u minuti), i uz klinicke manifestacije ARDS-a. Ovi pacijenti zahtevaju
hospitalizaciju, a Cesto i intenzivnu terapiju kiseonikom;

¢ Kiriticna forma bolesti: Obuhvata ARDS, septicki Sok, viSestruko otkazivanje organa
(engl. multiple organ failure, MOF) i potrebu za mehanickom ventilacijom.

Pored primarnih respiratornih simptoma, COVID-19 se sve viSe prepoznaje kao
multisistemska bolest, sa potencijalnim komplikacijama koje zahvataju kardiovaskularni
sistem (miokarditis, aritmije, tromboze, infarkt miokarda), nervni sistem (encefalitis, mozdani
udar, neuropatije), urinarni sistem (akutno oStecenje bubrega) i gastrointestinalni trakt
(hepatitis, pankreatitis).

Faktori rizika za razvoj teZih oblika bolesti ukljucuju starost (preko 65 godina),
prisustvo hroni¢nih oboljenja (hipertenzija, dijabetes melitus, koronarna bolest, hroni¢na
opstruktivna bolest pluca), gojaznost (indeks telesne mase (engl. body mass index, BMI) > 30
kg/m?), stanja imunokompromitovanosti (maligne bolesti, transplantacija), trudnocu i
postporodajni period [42-45].

Pored akutne faze bolesti, znacajan broj pacijenata razvija postakutni sindrom COVID-
19 ili tzv. "long COVID", koji ukljucuje dugotrajne simptome koji traju nedeljama ili mesecima
nakon inicijalne infekcije [46,47], kao Sto su: hroni¢ni umor, dispneja, palpitacije, kognitivne
teSkoce ("mozdana magla"), depresija, anksioznost i miSi¢no-skeletni bolovi.

2.1.6. Imunski odgovor u SARS-CoV-2 infekciji

2.1.6.1.  Urodeni imunski odgovor

Urodeni imunski odgovor (Slika 5) predstavlja prvu liniju odbrane organizma protiv
infekcija i njegova aktivacija je klju¢na za ogranicavanje inicijalne replikacije virusa i aktivaciju
steCenog imunskog odgovora. Nakon ulaska SARS-CoV-2 virusa u organizam i vezivanja za
ACE2 receptore, virus putem endocitoze ulazi u Celiju, gde virusna RNK biva prepoznata od
strane PRR receptora (engl. pattern recognition receptors), medu kojima su najvazniji Toll-like
receptori (TLR3, TLR7), RIG-I (Retinoic acid-inducible gene I) i MDA5 (engl. Melanoma
Differentiation-Associated protein 5). Aktivacijom ovih receptora inicira se signalna kaskada
koja dovodi do sinteze interferona tipa I (IFN-a, IFN-[3), interferona tipa III (IFN-A) i produkcije
proinflamatornih citokina, poput IL-1f3, IL-6 i TNF-a [48-50].

Interferoni igraju klju¢nu ulogu u inhibiciji virusne replikacije, jer aktiviraju ekspresiju
antivirusnih gena u zaraZenim i susednim Ccelijama. Istovremeno, produkcija hemokina
omogucava regrutaciju imunoloskih celija, ukljucujué¢i neutrofile, monocite i prirodne celije
ubice (engl. Natural killer cells, NK ¢elije), na mesto infekcije. Medutim, SARS-CoV-2 virus je
tokom evolucije razvio strategije kojima potiskuje ranu produkciju interferona. Virusni
nestrukturni proteini (nspl, nsp6, ORF6) inhibiraju klju¢ne signalne puteve odgovorne za
aktivaciju interferonskih odgovora [51-53]. Istovremeno, oslobodeni proinflamatorni citokini,
narocito IL-6, IL-1f i TNF-q, pokrecu hiperinflamatornu reakciju koja, umesto zastitnog efekta,
doprinosi oStecenju tkiva, posebno u plu¢ima. Prekomerna aktivacija makrofaga i neutrofila
dovodi do stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, oslobadanja proteaza i oSteenja
alveokapilarne barijere, Sto moZe rezultirati razvojem ARDS-a. Pored toga, aktivacija sistema
komplementa i stvaranje neutrofilnih ekstracelularnih zamki (engl. Neutrophil Extracellular
Traps, NETs) doprinosi razvoju imunotromboze, karakteristicne za teske oblike COVID-19, sa
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pojavom mikrotromboze u plu¢ima i drugim organima [34-36]. U blagim i umerenim oblicima
bolesti, urodeni imunitet uspesno ogranicava Sirenje virusa, omogucavajuéi pravovremenu
aktivaciju steCenog imunskog odgovora i razvoj specificne imunoloske memorije. S druge
strane, u teSkim oblicima bolesti, neadekvatna ili disregulisana aktivacija urodenog imuniteta
vodi ka razvoju citokinske oluje, koagulopatije i multiorganske disfunkcije, Sto znacajno
povecava smrtnost.
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Slika 5. Imunski odgovor na SARS-COV-2 virus. Urodeni imunski odgovor (levo) - virus ulazi u epitelne
Celije vezivanjem za ACEZ2 receptor putem S-proteina, $to aktivira imunski sistem ukljuc¢ivanjem
interferona (IFN), monocita i makrofaga. Steceni imunski odgovor (sredina) - prezentacija virusnih
antigena dovodi do aktivacije T-limfocita (CD87) koji ubijaju inficirane Celije i B-limfocita koji proizvode
specificna antitela. Imunski odgovor izazvan vakcinom (desno) - vakcina aktivira dendritske Celije,
T i B limfocite, sto dovodi do formiranja plazma ¢elija koje proizvode zastitna antitela i memorijskih
Celija koje omogucavaju brZu reakciju pri ponovnoj izloZenosti virusu [49].

2.1.6.2.  SteCeni imunski odgovor

Steceni (adaptivni) imunski odgovor predstavlja kljutnu komponentu u eliminaciji
virusa i u uspostavljanju dugotrajne imunoloSke memorije nakon infekcije ili vakcinacije.
Razvija se nakon aktivacije urodenog imuniteta i obuhvata visoko specificne mehanizme
usmerene ka virusnim antigenima. Ste¢eni imunski odgovor obuhvata dve glavne grane:

¢ Humoralni imunski odgovor - posredovan aktivacijom B limfocita i produkcijom
specifi¢nih antitela;

e Celijski imunski odgovor - posredovan aktivacijom T limfocita, ukljucujuéi
pomoc¢nicke (CD4%) i citotoksi¢ne (CD8™) T celije.

Nakon aktivacije B limfocita u limfnim ¢vorovima i slezini, dolazi do njihove
diferencijacije u plazma celije koje sekretuju antitela (Slika 5). Tokom infekcije SARS-CoV-2
virusom, simptomi se najcesce javljaju oko 5. dana, dok sinteza specificnih IgM antitela pocinje
oko 7-8 dana nakon infekcije [54]. IgA antitela se proizvode odmah nakon IgM, sa nivoima u

9



PREGLED LITERATURE

serumu viSim od IgM, i predstavljaju glavnu klasu antitela na povrSinama sluzokoZe i sekretima.
Zanimljivo je da se SARS-CoV-2-specificna IgA antitela mogu detektovati ¢ak i pre specificnih
IgM antitela i da dominiraju u ranim fazama neutralizacionog imunskog odgovora [55].

U narednih 1-2 nedelje, kroz proces afinitetnog sazrevanja i promene klasa antitela
(engl. class switching), dolazi do produkcije specifi¢nih IgG antitela koja imaju klju¢nu ulogu u
sistemskoj zastiti. Veéina simptomatskih pacijenata sa COVID-19 razvija izraZen, specifican
humoralni odgovor u roku od 28 dana. Specificna IgM antitela se prva detektuju, dok IgG
antitela dostizu maksimalne koncentracije izmedu trece i sedme nedelje [56]. Nakon toga,
koncentracije IgG antitela ulaze u fazu blagog opadanja i stabilizacije, pri ¢emu se u vecini
slucajeva odrzavaju najmanje dva meseca [57].

NeutraliSuca antitela predstavljaju specificnu kategoriju antitela koja onemogucavaju
virusnu infekciju blokiranjem vezivanja virusa za receptore ¢elija domacina. U kontekstu SARS-
CoV-2 infekcije, neutraliSuca antitela su specificna za receptor-vezujuc¢i domen (engl. Receptor
Binding Domain, RBD) i N-terminalni domen (engl. N-terminal domain, NTD) S proteina [58,59].
Ova antitela detektuju se u serumu ubrzo nakon pocetka infekcije [56], Cesto istovremeno sa
pojavom IgG i IgA antitela na druge virusne antigene, a u nekim slu€ajevima i pre IgM odgovora.
U ranim fazama bolesti, neutraliSu¢u aktivnost pokazuju IgA i IgM antitela, dok su u kasnijim
fazama dominantna IgG neutraliSuca antitela koja doprinose sistemskoj zastiti [60]. Njihov nivo
Cesto korelira sa tezinom kliniCke slike - viSi titri se uglavnom beleZe kod pacijenata sa teZim
oblicima bolesti [61-64], dok je kod osoba sa blagim simptomima ili asimptomatskim tokom
infekcije titar Cesto nizi i brze opada [65,66]. Vremenom, koncentracija neutraliSu¢ih antitela
opada, Sto postaje narocito izraZeno u prisustvu novih varijanti virusa koje nose mutacije u S-
proteinu, a koje mogu umanjiti efikasnost prethodno stecenog imuniteta [59,67].

T Celijski imunski odgovor (Slika 6) ima Kklju¢nu ulogu u eliminaciji infekcije virusom
SARS-CoV-2 i u uspostavljanju dugorocne zaStite. Nakon ulaska virusa u organizam, antigen-
prezentujuce Celije (engl. Antigen-Presenting Cell, APC), kao Sto su dendritske celije, prezentuju
peptide virusnih antigena na molekulima MHC klase II (engl. Major Histocompatibility Complex
class 11), $to dovodi do aktivacije CD4" T pomoc¢nickih celija (engl. CD4* T-helper lymphocytes).
Razlicite subpopulacije CD4* T celija mogu biti aktivirane antigenima SARS-CoV-2, ukljucujuci
pomocnicke T Celije tipa 1 (Th1), Th17 Celije, folikularne pomoc¢nicke T celije (Tth), regulatorne
T ¢elije (Treg) i citotoksicne CD4+ T cCelije (CD4* Cytotoxic T Lymphocytes, CD4 CTL) [69]. Tokom
infekcije SARS-CoV-2, T limfociti preteZno prepoznaju virusne antigene Kkoji ukljucuju
strukturne (S, M, N) i nestrukturne proteine (nsp3, nsp4), kao i pomo¢ni ORF3a protein, koji
zajedno doprinose razvoju efikasnog celijskog imunskog odgovora. Grifoni i saradnici su
analizirali specifi¢nost T ¢elijskog odgovora na SARS-CoV-2 kod obolelih osoba i pojedinaca koji
nisu prethodno bili izloZeni virusu. Utvrdeno je da CD4" i CD8* T Celije ciljaju razlicite virusne
antigene, ukljucujuci i strukturne i nestrukturne proteine SARS-CoV-2 [70].

Istovremeno, peptide virusnih antigena prezentovane na molekulima MHC klase I (engl.
Major Histocompatibility Complex class I), na povrsini inficiranih ¢elija prepoznaju CD8*
citotoksi¢ni T limfociti (engl. CD8* Cytotoxic T Lymphocytes, CD8" CTL), koji se aktiviraju i
ciljano unistavaju inficirane celije. Citotoksican efekat se ostvaruje oslobadanjem perforina, koji
stvara pore u membrani ciljnih ¢€elija, i granzima, koji indukuju apoptozu, ¢ime se sprecava dalje
Sirenje virusa unutar organizma. Efikasan CD8" T ¢elijski odgovor povezan je sa brzom
eliminacijom virusa, lakSom Kklinickom slikom bolesti i nizim rizikom od komplikacija [71]. U
teSkim oblicima COVID-19, imunoloski sistem pokazuje znaCajne promene koje ukljucuju
smanjenje broja T limfocita odnosno limfopeniju [50,72]. Analize akutne infekcije SARS-CoV-2
pokazale su da je blagi tok COVID-19 bolesti karakterisan ranom indukcijom specifi¢nih T ¢elija
unutar prvih sedam dana od pojave simptoma [73].

10



PREGLED LITERATURE

APC
CD8 Téelija
| °
APC [/ CD4 Téelija sl

A 9 ® e 0 o
P, 2 &

S d - e o ® ° IFNy
' L TNFa
) \ IFNy Granzim B
) S © TNFa

SARS-CoV-2

; Egzocitoza
“&% Vezivanje virusa %:%:é
=t N < ¢ -
Receptor V4
‘%‘% Formiranje viriona @ )

Ulazak N

S, MiE protein l
se kombinuju Sl
sa N proteinom @ Nukleokapsid

*

Virusni genom—p N

i Replikacija

Fuzija membrane /
! Transkripcija 2

Q%y: ,’ N u citoplazmi

w ~annn Nukleokapsidni protein (N) @ e
M ‘,Eﬂf'\‘dgﬂ :

\/V \ ~~nnn Protein Siljka (S) i S,MiEna %
OSIObadanle vlrusnog L ~nnnn  Membranski protein (M) l et S
genoma \
\ Protein omataéa (K v

Citoplazma Endoplazmatiéni retikulum (ER)

Slika 6. SARS-CoV-2 infekcija i T-Celijski odgovor. Nakon $to SARS-CoV-2 ude u ¢eliju domacina i
zapocne replikaciju, antigen-prezentujuce Celije (APC) prezentuju virusne proteine CD4* T-
pomocnickim Celijama. Ove Celije potom stimulisu aktivaciju CD8* citotoksi¢nih T-Celija, koje
prepoznaju i unistavaju zaraZene Celije. Aktivirane T-Celije luce citokine, kao Sto su interferon gama
(IFN-y) i tumor nekrozni faktor alfa (TNF-a), kao i proteinazu granzim B, ¢ime doprinose eliminaciji
virusa i ograni¢avanju sirenja infekcije [68].

2.1.7. Vakcine protiv COVID-19

Razvoj vakcina protiv SARS-CoV-2 predstavljao je jedan od najznacajnijih nau¢nih i
medicinskih poduhvata u novijoj istoriji. U rekordno kratkom vremenskom periodu, razvijene
su i odobrene razliCite platforme za proizvodnju vakcina sa ciljem zaustavljanja Sirenja
infekcije, ublaZavanja teZine bolesti i smanjenja smrtnosti izazvane COVID-19. Za razliku od
prethodnih pandemija, odgovor na COVID-19 karakterisala je primena naprednih tehnologija,
poput iRNK i vektorskih platformi. Istovremeno, koriS¢ene su i inaktivisane vakcine, zasnovane
na tradicionalnoj i dugogodi$nje primenjivanoj tehnologiji, poznatoj po bezbednosti i
stabilnosti u imunizaciji protiv razlicitih infektivnih bolesti.

Do marta 2023. godine, prema podacima SZ0O, u upotrebi je bilo vise od 30 razlicitih
vakcina razvijenih na razli¢itim platformama, dok je joS veci broj bio u fazi klinickih ispitivanja
[74]. Tabela 1 prikazuje pregled vakcina protiv SARS-CoV-2 koje su bile dostupne na globalnom
nivou u pomenutom periodu. U Republici Srbiji, za sprovodenje imunizacije u periodu
sprovodenja ovog istrazivanja (avgust 2021 - jun 2022) bile su dostupne sledece vakcine:
Pfizer-BioNTech COVID-19 Vaccine, Gam-COVID-Vac (Sputnik V), Spikevax, Sinopharm (Vero
Cell) Inactivated i ChAdOx1 (AstraZeneca) [75].
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Komercijalni | Alternativni . . Vrsta . Rezgnl Uslovi
naziv naziv Proizvodac vakeine Antigen nacin ¢uvania Referenca
doziranja )
Inaktivisani
COVID-19 SARS-CoV-2 soj 2 doze
. Sinovac Life L (CZ02), K
Vaccine . Inaktivisani ; razma o
CoronaVac v Cell Sciences., . propagiran u 14 dana: 2-8°C [76,77]
(Vero Cell), LTD. China virus kulturi Vero '
Inactivated celija im.
Beijing
Institute of
Biotechnolog Inaktivisani
Sinopharm/BI y / China SARS-CoV-2soj = 2 doze,
BP Covilo; National Inaktivisani (HBO02), razmak 9_goC 76,78]
COVID-19 BBIBP-CorV; | pharmaceutic virus propagiran u 21dan ’
vaccine al kulturi Vero im.
Celija
Group Co.
(Sinopharm)
Inaktivisani
Sinopharm/W Wuhan SARS-CoV-2s0j =~ 2 doze,
IBP Institute of | (WIV04), razmak
WIBP-CorV; Biological . propagiran u 3-4 2-8°C [79]
COVID-19 Products Co. virus kulturi Vero nedelje;
vaccine Ltd. celija .
i.m.
COVID-19
Vaccine Inaktivisani
(Whole Bh SARS-CoV-2
Virion e araltl Inaktivisani | (VV-2020-770 | 2 doze,
Covaxin Inactivated I IOteF 1 ha FWISam s0j), razmak 2-8°C [80]
Corona Virus ntiirrrrll?tt;(:ina virus propagiran u 28 dana
vaccine), kulturi Vero
Inaktivirani 24
SARS-CoV-2 0ze,
Valneva Valneva e i hCoV- razmak
COVID-19 VLA2001 Austria | makdvisani | (soj nCo 2-8°C [81]
K GmbH virus 19/Italy/INMl 4 nedelje;
vaccine m 1-is/2020) _
i.m.
gaxze\./r('ia u Replikaciono- 2 doze,
vropi (pre deficijentni razmak
AZD1222i AstraZeneca/ Virusni adenovirus 28 dana .
ChAdOx1); Oxford AstraZeneca vektor $impanze sa (interval | 2-8°Cdo [76]
Cov1sh.1fld u AB, Sweden ChAdOx1.S = SARS-CoV-2'S >12 6 meseci
Chgltf(l)]l;l s proteinom nedelja);
x1- .
[recombinant] L.m.
Rekombinantni
, nereplikacioni 2 doze;
]anssen . ]anssen_ Virusni humani k o,
covden Jeovden; JNJ- Cila vektor adenovirus tipa razma -20°C; 2-
J ® 78436735; g 8°Cdo 3 [76]
COVID-19 Ad26 COVZ:S International | adenovirus 26 sa 2- 6_ eseca
Vaccine ’ NV, Belgium -26 (Ad26) stabilizovanim meseci;
S proteinom im.
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CanSino
Convidecia; Biologi Virusni SARS-CoV-2
lologics CanSino nosen
PakVac; Ad5- Ad5-nCoV-S ) : vektor X . 1 doza;
nCoV binant Biologics Inc., . adenovirusnim . 2-8°C [76]
[recombinan China adenovirus vektorom Lm.
] COVID-19 -5 (Ad5) (Ad5)
vaccine
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Gam-COVID- Adeno-based Ir.15t1tu.te of Ad26 SARS-VCOV-Z (razmak obhlz); 2-
(rAd26- Epidemiology nosen ) 8°C [76]
Vac (I doza) X ) 21 dan);
S+rAd5-S) / and adenovirusnim ) (zamrznu
Sputnik light | Microbiology, Ad5 vektorima L.m. t)do 6
Russia. (11 doza) meseci
-25do -
15°G;
Moderna TX Ceo S protein rzagr(::l; 2-8°Cdo
Spikevax mRNA-1273; Inc,, USA. iRNK sa prolinskim 28 dana; 30 dana; [76,82]
zamenama im. sobna
temperat
ura<12h
BioNTech
Manufacturin -80do -
GmbH. °C: 2—
Pfizer- g . 2 doze, 69 G2
. Mainz, Ceo S protein 8°Cdo 5
BioNTech BNT162b2; Germany iRNK saprolinskim | _22mak dana; [76,83]
COVID-19 ; i p 21 dan; ' '
. Pfizer Zamenama ] sobna
Vaccine . im.
Manufacturin temperat
g Belglum ura<2h
NV, Belgium.
2-8°Cdo
CureVac / Prefuziono 3
GlaxoSmithKI stabilizovani S 2 doze, meseca;
CVnCoV CVnCoV : iRNK . razmak ’ [76]
ine protein SARS- 28 dana sobna
(Nemacka) CoV-2 temperat
ura 24 h
Rekombinantni
Nuvaxovid NVX- Novavax, Inc | Proteinska prerf(l)ltzel?r?; S 2 doze 2-8°Cdo [84]
CoV2373 (SAD) podjedinica prote 6 meseci
Matrix-M
adjuvans
i.m. - intramuskularno
2.1.7.1.  Inaktivisane vakcine

Inaktivisane vakcine se koriste decenijama unazad za sprecavanje mnogih bolesti, poput
onih protiv poliovirusa, hepatitisa A i influence [85-87]. Ove vakcine sadrZe celokupan virus
koji je prethodno hemijski ili fizicki inaktivisan, naj¢eS¢e primenom [(-propiolaktona,
formaldehida, ili UV zracenjem, ¢ime se eliminiSe njegova sposobnost replikacije i izazivanja
bolesti [88]. Njihove glavne prednosti ukljucuju dokazanu bezbednost, jednostavnu logistiku
skladiStenja (na temperaturi od 2-8°C) i moguc¢nost primene kod Sirokog spektra populacija,
ukljucuju¢i imunokompromitovane osobe. Ipak, zbog relativno slabije imunogenosti, posebno
u smislu indukcije kvalitetnog celijskog imuniteta, inaktivisane vakcine Cesto zahtevaju
dodatak adjuvansa, kao Sto je aluminijum-hidroksid, i viSestruke doze radi postizanja
optimalne zastite [89-91].

Proces proizvodnje inaktivisane vakcine obuhvata viSe Kklju¢nih faza, ukljucujuci
izolovanje i replikaciju virusa, njegovo inaktiviranje, preciS¢avanje i formulaciju vakcine, nakon
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Cega slede predklinicka ispitivanja, klinicke studije, dobijanje regulatornih odobrenja i, na
kraju, masovna proizvodnja i distribucija (Slika 7).

: -
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SOOI LV " 3 k5
M Rekombinantne = l e,
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/
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Preklini¢ka istraZivanja
Adenovirus

Slika 7. Najcesce koriséene vrste vakcina protiv SARS-CoV-2 i prikaz procesa razvoja inaktivisane vakcine [88]

Inaktivisane vakcine indukuju imunski odgovor koji ukljuc¢uje produkciju antitela na sve
strukturne proteine SARS-CoV-2 virusa, budu¢i da sadrZe kompletnu virusnu cCesticu sa
ocuvanim antigenskim strukturama. Ova svojstva omogucéavaju razvoj antitela ne samo na S
proteine (ukljuc¢uju¢i RBD i NTD domene), vec i na ostale strukturne proteine odnosno N, M i E
protein. lako ovaj oblik imunosti moZe biti efikasan u sprec¢avanju infekcije i razvoja teZih oblika
bolesti, ¢elijski imunski odgovor je kod inaktivisanih vakcina slabije izraZen u poredenju sa
iRNK i vektorskim platformama [92,93]. Jedan od razloga zbog kojih inaktivisane vakcine
indukuju slabije izraZen celijski imunski odgovor jeste to Sto se virusni antigeni ne sintetiSu
unutar ¢elija organizma, vec¢ se unose spolja kao gotove, inaktivisane virusne Cestice. Zbog toga
antigeni uglavnom bivaju prezentovani putem MHC klase Il molekula, Sto prvenstveno aktivira
CD4+ T limfocite i podsti¢e produkciju antitela. Nasuprot tome, prezentacija antigena putem
MHC klase I, koja je kljutna za aktivaciju citotoksi¢nih CD8* T ¢elija, u ovom slucaju je
ograni¢ena. Kao rezultat toga, imunski odgovor je preteZzno humoralnog tipa, sa manje
izraZzenom cCelijskom komponentom. Pored toga, izazov ovih vakcina predstavlja potencijalno
smanjena efikasnost protiv novih varijanti virusa, budu¢i da su zasnovane na originalnom
vuhanskom (Wuhan) soju SARS-CoV-2 [94-96].

Uprkos tim ogranicenjima, inaktivisane vakcine (Tabela 1.) su odigrale klju¢nu ulogu u
globalnoj imunizaciji, naroc¢ito u zemljama sa ogranicenim pristupom naprednijim
tehnologijama, zahvaljuju¢i moguc¢nosti skladiStenja na standardnim temperaturama (2-8°C),
nizoj ceni i viSedecenijskoj upotrebi ove tehnologije. Njihova masovna primena u Aziji,
Latinskoj Americi, Africi i na Bliskom istoku omogucila je brzo sprovodenje nacionalnih
vakcinacionih kampanja, narocito u ranom stadijumu pandemije.

2.1.7.2.  Vektorske vakcine

Tehnologija vakcina zasnovanih na virusnim vektorima razvijana je jos od kraja 20. veka,
sa ciljem da se stvore bezbedne i efikasne platforme za indukciju jakog imunskog odgovora.
Prvi pokusaji koriS¢enja virusa kao vektora vezuju se za istrazivanja u oblasti genske terapije i
razvoja vakcina protiv HIV-a (engl. Human Immunodeficiency Virus), malarije, ebole, MERS-a i
drugih infektivnih bolesti.
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Vektorske vakcine Kkoriste modifikovane viruse kao nosate za unos genetskog

materijala, koji kodira virusni antigen, u Celije domacina. Vektori su genetski izmenjeni tako da
ne mogu da se replikuju u ljudskim ¢elijama, Cime se obezbeduje visok stepen bezbednosti, uz
zadrzavanje njihove sposobnosti da snazno aktiviraju imunski odgovor. Nakon unosa
genetskog materijala, Celije domacina pocinju da sintetiSu strani antigen, ¢ime se pokrece
kaskada imunskog odgovor (Slika 8).
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sprecavaju ga da se replicira.

Slika 8. Mehanizam delovanja vektorske vakcine protiv SARS-CoV-2 [97]

Prvi virusni vektor koji je eksprimirao strani gen konstruisan je koriS¢enjem SV40

virusa (engl. Simian Virus 40) jos 1972. godine. Od tada je razvijen citav niz vektorskih sistema
zasnovanih na razli¢itim virusnim platformama, ukljuuju¢i adenoviruse, poksviruse,
herpesviruse, virus vesikularnog stomatitisa i lentiviruse [98]. NajCeSCe koriSc¢eni virusni
vektori su:

ChAdOx1 - nereplicirajuc¢i adenovirus Simpanze, prvobitno razvijen na Univerzitetu
Oksford za vakcinu protiv MERS-a [99];

Ad5 - humani adenovirus, korisS¢en kao prvi vektor u razvoju vakcina protiv ebole
[100];

Ad26 - manje prevalentan humani adenovirus serotip 26, za koji je pokazano da
indukuje efikasan humoralni i ¢éelijski imunski odgovor protiv razlicitih infektivnih
bolesti [101-103];

virus vezikularnog stomatitisa (VSV) - virus iz porodice Rhabdoviridae, ¢ija je
najpoznatija primena u vakcini protiv ebole (rVSV-ZEBOV), u kojoj je glikoprotein
omotaca VSV-a zamenjen glikoproteinom Zairskog soja virusa ebole (ZEBOV)[104].
Trenutno se ispituje za razvoj vakcina protiv drugih filovirusa, uklju¢ujudi virus Sudana
(SUDV) i virus Bundibugyo (BDBV), kao i protiv Zika virusa i virusa krimsko-
kongoanske hemoragijske groznice [98];

poksvirusnim vektori - vakcine zasnovane na modifikovanom virusu Ankara (MVA),
koji je odobren od strane FDA (engl. Food and Drug Administration) kao vakcina protiv
majmunskih boginja i velikih boginja[105], a koristi se i kao vektorska platforma za
razvoj vakcina protiv brojnih drugih znac¢ajnih infektivnih bolesti [106-108];
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e flavivirusi - koriste virus Zute groznice (engl. Yellow Fever Virus, YFV) kao osnovu za
konstrukciju hibridnih virusa, primenjeno u razvoju vakcine ChimerVax-JE protiv
japanskog encefalitisa [109] i tetravalentne vakcine protiv denga groznice, Dengvaxia
[110].

U kontekstu pandemije COVID-19, vektorske vakcine, ukljuc¢uju¢i ChAdOx1 nCoV-19
(AstraZeneca/Oxford) i Ad26.COV2.S (Janssen Jcovden), bile su medu prvim dostupnim
reSenjima za globalnu imunizaciju. Za razliku od inaktivisanih vakcina koje sadrZe ceo virus i
potencijalno indukuju imunski odgovor na viSe virusnih antigena, vektorske vakcine protiv
SARS-CoV-2 dizajnirane su tako da indukuju odgovor isklju¢ivo na S protein. Ovaj protein je
nosilac neutralisuc¢ih epitopa a kljucan je za vezivanje virusa za ACE2 receptore ¢elija domacina.
Nakon unoSenja genetskog materijala u Celije domacina, vektori omogucavaju endogenu
ekspresiju virusnih antigena, ¢ime se aktivira prezentacija antigena putem MHC klase I i II
molekula. Ovaj mehanizam dovodi do aktivacije CD8" citotoksi¢nih T limfocita, koji direktno
uniStavaju inficirane celije, ali i do aktivacije CD4* pomocnickih T celija, koje aktiviraju
sazrevanje B cCelija i produkciju specificnih antitela. Vakcine poput ChAdOx1 nCoV-19
(AstraZeneca/Oxford) i Ad26.COV2.S (Janssen Jcovden) pokazale su sposobnost da indukuju
dominantan Th1 tip imunskog odgovora, koji se odlikuje pojacanom produkcijom citokina kao
Sto su IFN-y, TNF-a i IL-2 [111,112]. Istovremeno, zabeleZen je nizak nivo aktivacije Th2
odgovora, Sto je vazno jer smanjuje rizik od pojave imunopatolosSkih reakcija povezanih sa
vakcinacijom.

Medutim, vektorske vakcine imaju i odredena ogranicenja. Jedan od izazova je
preegzistiraju¢i imunitet na humani adenovirus, narocito serotip 5 (Ad5), Sto moZe smanjiti
efikasnost vakcine, narocito u regijama sa visokom seroprevalencijom [113]. Kao odgovor na
taj izazov, razvijeni su alternativni vektori, poput adenovirusa Simpanze (ChAd), ili se
primenjuju heterologna prime-boost strategija sa razli¢itim vektorima kako bi se izbegla
neutralizacija vektora [114]. Takode, tokom upotrebe vektorskih vakcina u masovnoj
imunizaciji zabeleZeni su retki neZeljeni efekti, kao Sto je sindrom tromboze sa
trombocitopenijom (engl. Vaccine-induced immune thrombotic thrombocytopenia, VITT). Ova
komplikacija, pre svega prijavljena kod mladih Zena nakon primene ChAdOx1 nCoV-19 [115],
dovela je do izmena u smernicama upotrebe u pojedinim zemljama.

Uprkos tim izazovima, vektorske vakcine ostaju jedan od klju¢nih alata savremene
imunizacije. Njihova sposobnost da efikasno aktiviraju i humoralni i Celijski imunitet, kao i
njihova fleksibilnost u dizajnu, ¢ine ih pogodnim za brzo reagovanje na nove pretnje u oblasti
zaraznih bolesti.

2.1.7.3. Vakcine bazirane na nukleinskim kiselinama

Vakcine koje se zasnivaju na nukleinskim kiselinama, ukljucuju¢i i DNK i RNK vakcine,
predstavljaju savremeni pristup imunizaciji koji omogucava organizmu da sam proizvede
virusni antigen i time pokrene sopstveni imunski odgovor. Kod ovih vakcina ne unosi se
direktno patogen ili gotov protein, ve¢ genetska informacija koja se, nakon ulaska u celije,
koristi za sintezu specificnih antigena. lako su DNK vakcine istraZivane jos od 1990-ih godina,
njihova klinicka primena kod ljudi bila je ograni¢ena, dok su u veterinarskoj medicini nasle Siru
upotrebu [116-118]. Suprotno tome, iRNK vakcine su doZivele globalni razvoj tokom
pandemije COVID-19, prvenstveno kroz uspeSnu primenu vakcina kompanija Pfizer-BioNTech
i Moderna. Pre pandemije, obe platforme su bile predmet intenzivnog istraZivanja u borbi
protiv raznih virusa poput HIV-a, virusa zika, citomegalovirusa i gripa, kao i u okviru terapijskih
vakcina za odredene tumore [119-121].
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2.1.7.3.1. DNK vakcine

Uopsteno govoreci, DNK vakcine unose gene koji kodiraju ciljane antigene u Ccelije
domacina, a posebno u APC, koriste¢i DNK plazmid. Prednosti ovih vakcina ukljucuju to Sto su
neinfektivne, mogu se brzo i jednostavno proizvesti, ekonomicne su i stabilne. Dodatna
pogodnost ove platforme jeste veca termostabilnost u poredenju sa iRNK vakcinama, Sto znaci
da zahtevaju manje stroge uslove hladenja tokom skladiStenja i distribucije [122].

lako su iRNK vakcine dominirale globalnom imunizacijom tokom pandemije COVID-19,
nekoliko DNK vakcina je takode razvijeno i primenjeno, posebno u azijskim zemljama.
Najpoznatiji primer je ZyCoV-D, DNK vakcina koju je razvila indijska kompanija Zydus Cadila.
To je prva DNK vakcina protiv COVID-19 odobrena za upotrebu kod ljudi, a primenjuje se
intradermalno pomoc¢u posebne beziglene injekcione tehnologije [123,124]. Pored nje, u
razli¢itim fazama klinickih ispitivanja su i INO-4800, AG0302-COVID19, GX-19N vakcine [125].

2.1.7.3.2. iRNK vakcine

Iako su iRNK vakcine godinama unazad proucavane u borbi protiv razlic¢itih infektivnih
bolesti, kao Sto su grip, HIV, zika i krpeljski encefalitis [126-130], kao i u okviru imunoterapije
odredenih karcinoma, poput melanoma, njihovu pravu afirmaciju i globalnu primenu
omogucila je tek pandemija COVID-19.

Za razliku od tradicionalnih vakcina koje sadrZe gotov antigen ili oslabljeni virus, iRNK
vakcine sadrZe samo genetsku poruku - informaciju na osnovu koje ¢elije same proizvode
virusni protein. Nakon Sto se iRNK unese u organizam, ona ulazi u citoplazmu ¢elija domacina,
gde se prevodi u virusni antigen, koji se zatim prezentuje imunskom sistemu i pokrece imunski
odgovor (Slika 9). Nakon ulaska u ¢éeliju, iRNK ostaje iskljucivo u citoplazmi i sluzi kao matrica
za sintezu proteina na ribozomima. Ne ulazi u jedro, ne utice na DNK domacina i ne integriSe se
u genom [121]. Po zavrSetku procesa translacije, molekul iRNK se prirodno razgraduje
delovanjem endogenih enzima, prvenstveno ribonukleazama.
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Slika 9. Mehanizam delovanja iRNK vakcina [97]
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Zarazliku od inaktivisanih vakcina koje sadrze ceo virus i time mogu indukovati imunski
odgovor na viSe virusnih antigena, iRNK vakcine, kao i vektorske vakcine, kod SARS-CoV-2 su
dizajnirane da sadrZe iskljucivo genetsku informaciju za S protein. Zbog toga, imunski odgovor
koji ove vakcine indukuju, ukljuc¢ujuéi produkciju antitela i aktivaciju T-Celija, usmeren je
iskljucivo ka S proteinu, dok ostali virusni antigeni ostaju van domasSaja imunskog sistema. Ova
specificnost doprinosi efikasnosti, ali istovremeno moZze ograniciti zastitu u sluaju mutacija
koje menjaju strukturu S proteina [131].

Kao i druge vrste vakcina, i ove vakcine imaju svoje prednosti i nedostatke. U odnosu na
druge vrste vakcina, prednosti iRNK vakcina su:

e Brzi razvoj i proizvodnja - za razliku od inaktivisanih vakcina, iRNK vakcine ne
zahtevaju kultivaciju virusa ili bakterija, te se mogu sintetisati brzo i u velikim
kolicinama, koriS¢enjem celijsko-nezavisnih (engl. cell-free) proizvodnih procesa [132];

e Bezbednost - tokom procesa proizvodnje, ne postoji rizik od infekcije, jer vakcina ne
sadrzZi zivi virus;

o Bezrizika od genske integracije - poSto iRNK ne ulazi u jedro Celije, nema opasnosti
od insercionih mutacija niti integracije u genom domacina [121,133].

S druge strane, glavni problem iRNK vakcina je njihova nestabilnost. Zbog svoje prirodne
osetljivosti na razgradnju ribonukleazama (RNAzama) i nestabilnosti pri viSim temperaturama,
iRNK vakcine zahtevaju posebne strategije stabilizacije kako bi o¢uvale strukturnu i biolosku
funkciju. Danas postoji viSe strategija za optimizaciju stabilnosti iRNK vakcina, medu kojima se
izdvajaju modifikacija nukleozida, kodonska optimizacija i enkapsulacija u lipidne nanocestice
[133-135].

Prve farmaceutske kompanije cije su iRNK vakcine odobrene za upotrebu tokom
pandemije COVID-19 bile su Pfizer-BioNTech i Moderna. iRNK vakcina kompanije Pfizer-
BioNTech, oznac¢ena kao BNT162b, bila je prva vakcina odobrena od strane FDA za primenu
protiv COVID-19 [136]. Ova vakcina predstavlja iRNK molekul enkapsuliran u lipidne
nanocestice, a razvijena je u dve varijante: BNT162b1, koja kodira RBD domen S proteina, i
BNT162b2, koja kodira ceo S protein virusa SARS-CoV-2[122]. Za razliku od nje, mRNA-1273
Moderna vakcina kodira S2 subjedinicu S proteina [122]. U tabeli 1. su prikazane glavne
karakteristike ovih vakcina.

Brojne studije sprovedene tokom pandemije COVID-19 su pokazale i potvrdile visoku
efikasnost iRNK vakcina u sprecavanju teskih ishoda COVID-19 bolesti, ukljucujuci
hospitalizaciju i smrt, u razli¢itim populacijma i protiv razli¢itih varijanti SARS-CoV-2 virusa
[137-141]. Studija Dagana i saradnika [140], sprovedena u Izraelu na populaciji od gotovo
600.000 vakcinisanih i isto toliko nevakcinisanih ispitanika, pokazala je da iRNK vakcina
BNT162b2 (Pfizer-BioNTech) postiZe visoku efikasnost u prevenciji razlicitih klinickih ishoda.
Vec nakon prve doze zabeleZena je znacajna zasStita od infekcije (46%), simptomatske bolesti
(57%), hospitalizacije (74%), teskih formi bolesti (62%) i smrti (72%), dok je nakon primene
druge doze efikasnost bila joS izraZenija i dostizala 92% za potvrdenu infekciju, 94% za
simptomatski COVID-19, 87% za hospitalizaciju i 92% za teSku bolest. S druge strane, Lauring
i saradnici [142] pokazali su da iRNK vakcine (Pfizer-BioNTech i Moderna) obezbeduju visoku
efikasnost i u prevenciji hospitalizacija izazvanih razli¢itim varijantama SARS-CoV-2.
Efikasnost u sprecavanju hospitalizacije iznosila je 85% za dve doze protiv alfa varijante, 85%
za dve doze protiv delta varijante i 94% za tri doze protiv delta varijante. Kod omikron varijante
zabeleZena je znacajno niZa zasStita nakon dve doze (65%), dok je primenom trece doze
efikasnost porasla na 86%. Ovi rezultati jasno ukazuju da su iRNK vakcine zadrzale visok stepen
zaStite protiv tezih klinickih ishoda i u uslovima cirkulacije novih varijanti, pri ¢emu je dodatna
(buster) doza bila od presudnog znacaja za o¢uvanje adekvatne zaStite od omikron varijante.
Posebno je znacajno istaci da je visoka efikasnost potvrdena i u trudno¢i: u kohortnoj studiji
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sprovedenoj u Izraelu, efikasnost vakcine BNT162b2 kod trudnica iznosila je 96% za prevenciju
laboratorijski potvrdene infekcije, 97% za simptomatsku infekciju i 89% za hospitalizaciju
povezanu sa COVID-19, Sto ukazuje da je zaStita u ovoj osetljivoj populaciji bila uporediva sa
onom u opstoj populaciji [138].

2.1.7.4. Rekombinantne subjedini¢ne vakcine

Rekombinantne vakcine zasnivaju se na tehnologiji rekombinantne DNK, kojom se u
laboratorijskim uslovima proizvode specificni virusni proteini, koji se zatim Kkoriste kao
antigeni za podsticanje imunskog odgovora. Kada je re¢ o SARS-CoV-2, ove vakcine sadrze
preciS¢en S protein ili njegove funkcionalne domene, naj¢eS¢e RBD domen, koji se proizvode u
razli¢itim ekspresionim sistemima, ukljuc¢ujuéi kvasce (npr. Pichia pastoris) i sisarske Celije
[143,144]. Ove vakcine karakteriSe povoljan bezbednosni profil, ali se njihova imunogenost u
velikoj meri oslanja na primenu adjuvansa koji poboljSavaju unos antigena u APC i
omogucavaju razvoj dugotrajnog imunskog odgovora (101).

Prva rekombinantna vakcina za humanu primenu bila je vakcina protiv hepatitisa B,
odobrena 1986. godine, koja se zasnivala na rekombinantno proizvedenom povrSinskom
antigenu (engl. Hepatitis B surface antigen, HBsAg) u kvascu Saccharomyces cerevisiae [145].
TehnoloSki napredak ostvaren u ovom domenu postavio je temelje za savremene
rekombinantne subjedinicne vakcine, ukljuCuju¢i one razvijene tokom pandemije COVID-19.
Jedan od najznacajnijih primera je NVX-CoV2373 (Novavax), vakcina koja sadrzi
nanopartikulisani rekombinantni S protein SARS-CoV-2 proizveden u celijama Spodoptera
frugiperda, u kombinaciji sa adjuvansom Matrix-M [145,146].

Klini¢ke studije su pokazale da Novavax vakcina pruza visoku efikasnost u zastiti od
simptomatskog COVID-19 tokom ranih faza pandemije. Tokom faze III klinickog ispitivanja u
Ujedinjenom Kraljevstvu, ova vakcina pokazala je ukupnu efikasnost od 89,7% u prevenciji
infekcije, ukljucujuci 86% efikasnosti protiv alfa varijante SARS-CoV-2 virusa [147]. Dodatne
podatke pruzila je i PREVENT-19 studija, u kojoj je vakcina pokazala izuzetnu zaStitu od
hospitalizacije: tokom analize sprovedene u periodu kada je alfa soj bio dominantan, nijedan
vakcinisani ispitanik nije bio hospitalizovan, dok je u placebo grupi registrovano vise
hospitalizacija [148].

Uprkos visokoj efikasnosti Novavax vakcine protiv ranijih sojeva SARS-CoV-2,
ukljucujuci alfa varijantu, brojna istraZzivanja pokazala su da imunski odgovor izazvan ovom
vakcinom znacajno opada u prisustvu Omikron varijante i njenih podvarijanti. Nakon primene
dve doze originalne formulacije vakcine, neutralizacija nije bila detektovana u 72% uzoraka za
BA.11iu 59% uzoraka za BA.5 podvarijantu [149]. Medutim, u studiji koju su sproveli Raiser i
saradnici, Novavax vakcina je pokazala snaZan i Sirok imunski odgovor kada se koristi kao
buster (treca) doza, bez obzira na vrstu vakcine primenjene u primarnoj vakcinaciji (iRNK
vakcine poput BNT162b2 i mRNA-1273, vektorska Ad26.COV2.S ili rekombinantna NVX-
CoV2373) [150]. Ovi rezultati ukazuju na znacajan potencijal ove vakcine kao univerzalne
buster opcije u kombinaciji sa razli¢itim tipovima primarne vakcinacije.

2.1.8. Buster doze i potreba za dodatnom imunizacijom

Tokom pandemije COVID-19, pracenje nivoa antitela protiv SARS-CoV-2 imalo je klju¢nu
ulogu u razumevanju dinamike imunskog odgovora nakon prirodne infekcije i vakcinacije. Kako
su se virusne varijante vremenom menjale - neke postajale zaraznije, druge izbegavale
prethodno stecen vakcinalni imunitet - postalo je joS vaZnije pratiti nivoe antitela u populaciji.
U tom kontekstu, nauCna zajednica je sprovela veliki broj istrazZivanja posvecenih pracenju
dinamike antitela, njihovoj povezanosti sa klinickom zaStitom i sposobnosti da neutraliSu
razliCite varijante virusa.
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U pocetnoj fazi COVID-19 pandemije dominirala je tzv. izvorna (Wuhan) varijanta virusa.
Medutim, zbog visokog stepena transmisije i mutacija u virusnom genomu, tokom narednih
meseci pocCele su da se pojavljuju VOC kao Sto su Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gama (P.1), Delta
(B.1.617.2) i Omikron (B.1.1.529). Delta (B.1.617.2) varijanta virusa prvi put identifikovana je
u Indiji tokom 2021. godine, a ubrzo je postala i dominantna varijanta Sirom sveta [151]. Ubrzo
nakon nje, detektovana je Omikron (B.1.1.529) varijanta, koju je karakterisao visok stepen
mutacije (preko 60 mutacija od ¢ega su 37 mutacija u regionu S proteina [152,153]), koje su
dovele do povecane transmisije i virulentnosti ovog soja [154]. Upravo zbog ovih mutacija,
karakteristika Omikron (B.1.1.529) varijante je bio visok stepen izbegavanja prethodno
steCenog ili vakcinom indukovanog imunskog odgovora. Vazno je naglasiti da su vakcine prve
generacije, bilo da su zasnovane na celom inaktivisanom virusu (npr. Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated COVID-19 vakcina) ili na genetskoj informaciji za S protein (iRNK i vektorske
vakcine), razvijene prema izvornoj (Wuhan) varijanti SARS-CoV-2. Usled prisustva brojnih
mutacija u imunski relevantnim regijama kod novijih varijanti, njihova zastitna efikasnost bila
je delimi¢no smanjena.

Nakon primarne imunizacije sa dve doze vakcine, imunski odgovor na SARS-CoV-2 je
vremenom opadao ispod zastitnog nivoa, zbog ¢ega je preporucena treca, odnosno buster doza
vakcine. Pojava i Sirenje novih VOC SARS-CoV-2 virusa, koje su zahtevale visi titar neutraliSuc¢ih
antitela za efikasnu neutralizaciju [155-158], u kombinaciji sa slabljenjem humoralnog
imunskog odgovora nakon pocetne vakcinacije, predstavljali su klju¢ne razloge zbog kojih je
SZ0 preporucila primenu buster doze [6], posebno kod osoba sa oslabljenim imunitetom i
hroni¢nim bolestima.

Na osnovu preporuke SZ0, te odluke Nacionalnog komiteta za imunizaciju (NITAG), a
prema Stru¢no-metodoloSkom uputstvu za sprovodenje preporucene imunizacije u Republici
Srbiji [75], buster doza vakcine protiv COVID-19 primenjivala se prema slede¢im
kriterijumima:

¢ Nakon najmanje pet meseci od davanja druge doze, kod osoba koje su prethodno
primile dve doze iRNK (Pfizer-BioNTech) ili vektorske (Gam-KOVID-Vak, Astra
Zeneka) vakcine;

¢ Nakon najmanje Cetiri meseca od davanja druge doze, kod osoba koje su prethodno
primile dve doze inaktivisane SARS-CoV-2 (Vero Cell)-Inactivated Sinopharm vakcine;

¢ Nakon najmanje pet meseci od davanja dodatne, trece doze, kod osoba sa primarnim i
sekundarnim imunodeficijencijama (osobe koje su nakon najmanje 28 dana od druge
doze primile iRNK vakcinu, kao dodatnu, tre¢u dozu).

Pored nacionalnih smernica, znaCajan uticaj na definisanje buster strategija imale su i
preporuke regulatornih tela, kao Sto su FDA i EMA (engl. European Medicines Agency). Na
osnovu klinickih podataka Nacionalnog instituta za alergije i infektivne bolesti (NIAID), FDA je
odobrila primenu heterologne buster vakcinacije, poznate i kao ,mix and match” pristup. Ovim
je omoguceno da osobe koje su primarno vakcinisane jednom vrstom vakcine (npr. Janssen,
Modernaili Pfizer-BioNTech) dobiju buster dozu drugog proizvodaca, uz poStovanje propisanih
vremenskih intervala i kriterijuma za ciljnu populaciju. Ovakav pristup primenjivan je i u Srbiji,
narocito kod osoba koje su inicijalno primile inaktivisane vakcine (npr. Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated COVID-19 vakcine), a kasnije kao buster dozu iRNK vakcinu.

Buster vakcinacija protiv COVID-19, bilo homolognog ili heterolognog tipa, uopsSteno
pojacava imunski odgovor. Ipak, trajnost i efikasnost imunskog odgovora zavise od mnogih
faktora, ukljuc¢ujuéi vrstu vakcine, prethodni status infekcije i trenutne cirkuliSuée varijante
virusa. Brojne studije potvrdile su da tre¢a doza znacajno povecava nivo neutraliSucih antitela,
poboljsava efikasnost vakcine protiv novih varijanti i doprinosi smanjenju rizika od teskih
oblika bolesti i hospitalizacije [159-164].
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2.1.9. Hibridni imunitet - sinergija prirodne infekcije i vakcinacije

Hibridni imunitet predstavlja sinergiju prirodnog imuniteta, stecenog nakon prelezane
infekcije, i imuniteta indukovanog vakcinacijom (engl. vaccine-induced immunity). Prirodna
infekcija ¢esto dovodi do razvoja snazne i dugotrajnije imunoloSke memorije, dok imunitet
steCen vakcinacijom, iako inicijalno efikasan, vremenom pokazuje tendenciju opadanja. Zbog
toga se hibridni imunitet smatra posebno znacajnim, jer kombinuje prednosti oba mehanizma
i obezbeduje Siru i dugotrajniju zastitu od infekcije i njenih komplikacija (Slika 10). Tokom
pandemije COVID-19, brojne studije su pokazale da osobe sa hibridnim imunitetom:

e razvijaju visi titar neutraliSucih antitela [165,166];

e imaju Siri spektar antitela sa sposobnoS¢u neutralizacije razliitih varijanti virusa
[167-170];

e imaju jaciifunkcionalno aktivniji T-¢elijski odgovor (Slika 10) [171-173].

Studija objavljena u ¢asopisu The Lancet Infectious Diseases pokazala je da prirodni
imunitet pruza visoku i dugotrajnu zastitu od reinfekcije (95%) i hospitalizacije (87%) i do 20
meseci nakon infekcije, dok hibridni imunitet dodatno smanjuje rizik reinfekcije i obezbeduje
oko 90% manji rizik hospitalizacije u poredenju sa samim prirodnim imunitetom [174]. Sli¢no
tome, Feldstein i saradnici [175] potvrdili su da hibridni imunitet pruza najvisi nivo zasStite,
narocito protiv simptomatskog COVID-19. Kod osoba sa prethodnom infekcijom koje su primile
bivalentnu vakcinu, efikasnost u periodu 7-179 dana nakon vakcinacije iznosila je 62,2% za
laboratorijski potvrdenu infekciju i 73,0% za simptomatski COVID-19, dok je nakon 2180 dana
zaStita opadala (39,4% i 56,7%). Slicno tome, kombinacija infekcije i monovalentne vakcine
(<180 dana) obezbedivala je 59,5% zaStite od infekcije i 80,6% zaStite od simptomatskog
COVID-19. Ovi nalazi nedvosmisleno potvrduju da kombinacija prirodne infekcije i vakcinacije
pruZza najefikasniju i najtrajniju zastitu protiv SARS-CoV-2.
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Slika 10. T-Celijski odgovor na SARS-CoV-2: vakcinacija, infekcija i hibridni imunitet [172]
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2.2.0ksidativni stres

Oksidativni stres je stanje organizma kada kolic¢ina reaktivnih vrsta (pre svega poreklom
od molekulskog kiseonika i azota) premasuje kapacitet zastitnog sistema antioksidativne
zaStite da ih efikasno neutraliSe, Sto dovodi do povecanog oSte¢enja molekula i, posledicno, do
poremecaja Celijskih funkcija.

Reaktivne vrste obuhvataju ROS i RNS, koje se mogu generisati kako endogenim, tako i
egzogenim putem. Endogena produkcija ROS/RNS-a ukljucuje procese kao Sto su:
mitohondrijska respiracija, inflamatorni odgovor, fagocitna aktivnost i autooksidacija molekula
putem enzima poput NADPH oksidaze, lipoksigenaze, ciklooksigenaze i ksantin oksidaze. S
druge strane, egzogeni faktori koji doprinose nastanku reaktivnih vrsta ukljucuju jonizujuce i
UV zracenje, puSenje, alkohol, odredene lekove i psihofizicki stres [176].

U fizioloSkim uslovima, organizam odrzZava ravnotezu izmedu prooksidativnih i
antioksidativnih mehanizama (Slika 11) putem antioksidativnog sistema koji ukljucuje enzime
(superoksid-dismutaza (SOD), katalaza (CAT), glutation-peroksidaza (GPx)), neenzimske
molekule male molekulske mase (glutation, tioli, vitamin E, vitamin C) i hormonske regulatore.
Kada je ravnoteZa narusena u korist oksidansa - usled pojacane produkcije ili oslabljenog
delovanja antioksidativne odbrane - dolazi do razvoja oksidativnog stresa.
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Slika 11. Oksidativni stres — naru$ena homeostaza izmedu pro- i antioksidativnih molekula [177]

2.2.1. Reaktivne kiseonicne vrste

Redukcijom molekulskog kiseonika (0;) u Zivim sistemima nastaju razliite reaktivne
vrste kiseonika, kao Sto su superoksid anjon (0,*7), hidroksilni radikal (*OH), vodonik-peroksid
(H;0,) i singletni kiseonik (*0;). Medu njima, 0,*” se smatra primarnim oblikom ROS, jer
predstavlja polaznu tac¢ku za formiranje drugih reaktivnih vrsta, ukljuc¢ujuéi H,0, i *OH.

Kao Sto je prethodno navedeno, ROS mogu nastati iz razli¢itih endogenih i egzogenih
izvora. Endogeni izvori ukljucuju elektron-transportni lanac mitohondrija, aktivnost razlicitih
metabolickih enzima poput NADPH oksidaze i lipooksigenaze, dok egzogeni izvori obuhvataju
jonizujuce i UV zracenje, izloZenost ksenobioticima, toksinima i drugim faktorima iz spoljasnje
sredine. Prekomerna produkcija i akumulacija ROS-a moZe dovesti do oksidativnih oStecenja
makromolekula, ukljuCujuci proteine, lipide i nukleinske kiseline. Posledicno, ROS mogu
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aktivirati razlicite signalne puteve koji dovode do celijske disfunkcije, ukljuCujuci procese
apoptoze i autofagije (Slika 12)
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Slika 12. Nastanak i dejstvo reaktivnih kiseonicnih vrsta [178]

Superoksid anjon se uglavnom stvara u respiratornom lancu mitohondrija, narocito u
kompleksima I i III. Njegova redukcija odvija se pomoc¢u SOD koja katalizuje konverziju O,*~ u
H,0,. Vodonik-peroksid, iako sam po sebi relativno slab oksidans, u prisustvu Fe?* (ili Cu*)
moZe ucestvovati u Fentonovoj reakciji pri ¢emu nastaje izuzetno reaktivni *OH koji ima
sposobnost da direktno oSteti lipide, proteine i DNK [179]. Pored toga, 0,°” moZe inicirati
lipidnu peroksidaciju putem reakcije sa polinezasi¢enim masnim kiselinama, ¢ime se formiraju
hidroperoksilni radikali, a krajnji produkt reakcije je formiranje malonildialdehida (MDA).

Usled povecane produkcije ROS-a, i stanja oksidativnog stresa, dolazi do oSte¢enja
makromolekula poput nukleinskih kiselina, lipida i proteina. Na nivou DNK, delovanje ROS
moZe izazvati niz strukturnih promena: modifikacije purinskih i pirimidinskih baza, oSte¢enja
dezoksiriboze, pojavu jedno- i dvolancanih prekida, delecije, translokacije, kao i ukrStene veze
unutar istog ili izmedu razli¢itih DNK lanaca [179]. Kao biomarker oksidativnog oStecenja DNK
koristi se 8-hidroksiguanin (8-OHdG), oksidovani derivat guanina, Ciji se nivoi povecavaju
proporcionalno intenzitetu oksidativnog stresa [180].

Oksidativna oStecenja proteina takode predstavljaju vaznu posledicu dejstva ROS. Ona
mogu biti nespecifi¢na, pri ¢emu dolazi do degradacije proteina i modifikacije razli¢itih
aminokiselinskih ostataka, i specifi¢na, koja podrazumevaju formiranje karbonilnih grupa na
pojedinim aminokiselinama. Aminokiseline koje su narocito osetljive na ovakva oStecenja
ukljucuju lizin, prolin, histidin, arginin i treonin [181]. Jedan od znacajnih mehanizama
toksi¢nosti 0,°" jeste direktna oksidacija i inaktivacija Fe-S proteina, poput akonitaze. Ovaj
enzim ima klju¢nu ulogu u Krebsovom ciklusu, jer katalizuje pretvaranje citrata u izocitrat, a
njegova inhibicija moZe znacajno ugroziti proizvodnju energije i celijsku odrzivost. Kao
pouzdan pokazatelj oksidativne modifikacije proteina, koristi se odredivanje karbonilnih
grupa. Povecana akumulacija karbonilnih grupa moze ukazivati na prisustvo ili progresiju
razlicitih bolesti, uklju¢uju¢i Alchajmerovu bolest, dijabetes melitus, inflamatorne bolesti creva
(IBD) i reumatoidni artritis [182,183].

Polinezasicene masne Kkiseline, koje se nalaze u sastavu membranskih fosfolipida,
posebno su podloZne oksidaciji i zbog toga predstavljaju primarne ciljne molekule za reaktivne
kiseoni¢ne vrste. Proces njihove oksidacije poznat je kao lipidna peroksidacija i odvija se u tri
osnovne faze: inicijacija, propagacija i terminacija. U inicijalnoj fazi, ROS (najces¢e *OH) “uzima“
atom vodonika sa polinezasi¢ene masne kiseline, ¢ime se formira lipidni radikal (L*). Ovaj
radikal zatim reaguje sa molekulskim kiseonikom (0;) i formira lipidni peroksilni radikal
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(LOO*). Tokom faze propagacije, LOO* reaguje sa drugim nezasi¢enim masnim kiselinama u
membrani, “uzima“ atom vodonika i stvara nove lipidne radikale, ¢ime se lan¢ana reakcija
odrzava i dovodi do progresivnog oStecenja membranskih lipida. U zavr$noj, terminalnoj fazi,
dolazi do medusobne reakcije dva slobodna radikala, ¢ime se formiraju stabilniji produkti i
lancana reakcija se zaustavlja. Medutim, do tog trenutka, veliki broj molekula lipida moZe biti
oksidativno izmenjen. Lipidna peroksidacija ne samo da menja strukturu i fluidnost celijske
membrane, ve¢ dovodi i do stvaranja sekundarnih produkata kao Sto je MDA. Malonildialdehid
je toksican molekul, koji pokazuje mutagena i citotoksicna svojstva, i Cesto se koristi kao
biomarker oksidativnog oStecenja lipida [184].

Kako bi se zaStitio od Stetnih efekata oksidativnog stresa, organizam je razvio
antioksidativni zaStitni sistem, koji obuhvata enzimske i neenzimske komponente (Slika 13). U
enzimske antioksidanse ubrajaju se:

e SOD - katalizuje konverziju 0,*~ u H,0;

e CAT - razlaze H,0, na vodu i kiseonik;

e GPx - redukuje H,0, i lipidne perokside koristeci glutation (GSH);

e glutation-reduktaza (GR) - obnavlja regenirasani glutation iz njegovog oksidovanog

oblika (GSSG).

Kata@' O
Cu Zn-S0D

/ / O
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Vitamin C, E Enzimska reakcija

Slika 13. Sematski prikaz antioksidativnih sistema u Celiji. Aktivnost NADPH oksidaza (NOX) doprinosi
stvaranju superoksidnog anjona (0*7), koji se dalje razlaze pomocu superoksid-dismutaze (SOD) u
vodonik-peroksid (H;0,). H,0, se potom redukuje u vodu, pomocéu glutation-peroksidaze (GPx) ili
peroksiredoksina (Prx), pri ¢emu se trosi glutation (GSH). Regeneracija glutationa iz njegovog
oksidovanog oblika (glutation-disulfid, GSSG) sprovodi se uz pomo¢ glutation-reduktaze (GR) [178].

S druge strane, neenzimski antioksidansi ukljuCuju niz molekula male molekulske mase
koji deluju kao “hvataci“ (engl. scavengers) slobodnih radikala kao $to su:

e vitamin C (askorbinska Kkiselina) - snaZan hidrofilni antioksidans, koji direktno
neutraliSe ROS;

e vitamin E (a-tokoferol) - lipofilni antioksidans, koji stiti ¢elijske membrane od lipidne
peroksidacije;

e GSH, mokrac¢na Kkiselina, bilirubin, flavonoidi i karotenoidi, koji zajedno doprinose
ocuvanju redoks homeostaze.
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2.2.2. Reaktivne azotne vrste

Reaktivne azotne vrste predstavljaju grupu reaktivnih molekula koji nastaju iz azot-
monoksida (*NO) i njegovih derivata. Ova grupa obuhvata razliita azotna jedinjenja, medu
kojima su: nitroksil-anjon (HNO), nitrozonijum-kation (NO™), vi$i oksidi azota (npr. NO,, N,05)
i S-nitrozotioli (RSNO). Vazno je napomenuti da se nitrati (NO3™), kao krajnji proizvodi
metabolizma azotnih jedinjenja, ne ubrajaju u reaktivne azotne vrste zbog njihove hemijske
inertnosti. Usled prekomerne produkcije RNS-a dolazi do nastanka nitroznog stresa.

Azot-monoksid i njegovi derivati ¢ine osnovu razliCitih biohemijskih mehanizama
nastanka RNS-a, pri ¢emu ¢NO ima centralnu ulogu. Azot-monoksid se sintetiSe iz L-arginina i
molekulskog kiseonika, dejstvom enzima NO-sintaza (NOS). U ljudskom organizmu
identifikovane su tri glavne izoforme ovog enzima: neuronska (nNOS ili NOS1), inducibilna
(INOS ili NOS2) i endotelna (eNOS ili NOS3), od kojih svaka ima specifi¢cnu funkciju i tkivnu
ekspresiju [185].
veoma brzom reakcijom izmedu *NO i 0,*". ONOO™ se dalje moZe razgraditi do azot-dioksida
(NO;), dok nitrit (NO,") nastaje oksidacijom °*NO pod dejstvom ROS, kao i njegovom
razgradnjom iz peroksinitrita. U hipoksi¢nim uslovima, NO,™ moZe biti redukovan nazad u °*NO,
putem enzima kao $to je ksantin oksidaza [186].

Takode, dinitrogen-trioksid (N,03) nastaje autooksidacijom °*NO u prisustvu
molekulskog kiseonika, dok S-nitrozotioli (RSNO) predstavljaju stabilne produkte koji nastaju
kovalentnim vezivanjem NO-grupe za tiolne (-SH) grupe cisteinskih ostataka u proteinima.
RSNO jedinjenja imaju vaznu ulogu u ¢elijskoj signalizaciji, ali i u oStecenju proteina putem S-
nitrozilacije [187].

Kao Sto je slucaj sa ROS, i prekomerna produkcija RNS-a dovodi do znacajnog oStecenja
makromolekula (Slika 14) i poremecaja cCelijske homeostaze. Jedan od vaznih mehanizama
kojim RNS modifikuju proteine jeste S-nitrozilacija, specificna post-translaciona modifikacija
gde dolazi do kovalentnog vezivanja *NO za -SH grupu cisteinskih ostataka u proteinima, ¢ime
nastaje RSNO. Ova modifikacija se povezuje sa patofiziologijom brojnih bolesti, ukljucujuci
dijabetes melitus [188], cisticnu fibrozu [189] i neurodegenerativne bolesti [190].

) . _ Insulinska
Celijska smrt Celijsko dizanje rezistencija
] ! t
DHNE, iRNK Mitochondija Metabolicki

\\ T / proteini

; Transkripcioni
Lipidi .._| Reaktivne azotne vrste |— fpom

| (RNS)

Celijska sm‘rt/ \‘

Inflamacija

Hemoglobin

Membrana Froteini citoskeleta
l r L
Meurodegenerativne Maorfogeneza Azot oksid [NO]
bolesti celija transporter

Slika 14. Pregled bioloskih efekata reaktivnih azotnih vrsta (RNS) na kljucne Celijske strukture i procese [187]
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Drugi znacajan mehanizam je glutationacija, koja podrazumeva vezivanje GSH za -SH
grupe proteina, ¢ime se reguliSu njihova struktura i funkcija. Kada GSH podleZe S-nitrozilaciji,
nastaje S-nitrozoglutation (GSNO), koji se smatra kljunim fizioloSkim prenosiocem efekata
azot-monoksida [187]. Njegov metabolizam kontroliSe GSNO-reduktaza, enzim koji katalizuje
razgradnju GSNO uz formiranje glutation disulfida (GSSG) i amonijaka, ¢ime se reguliSu
intracelularni nivoi S-nitrozotiola [187]. Ova enzimska aktivnost predstavlja glavni mehanizam
kontrole bioloski aktivnog *NO unutar Celije.

Treéi vaZan mehanizam dejstva RNS je nitracija tirozinskih ostataka, proces koji se
odvija u dve faze. U prvoj fazi, ONOO™ oksiduje tirozinske ostatke u proteinima, stvarajudi tirozil
radikal. U drugoj fazi, tirozil radikal reaguje sa NO,, formirajuci 3-nitrotirozin (3-NO,-Tyr)
[191]. Ova modifikacija se koristi kao specifican biomarker nitrozativnog stresa, posebno u
stanjima kao Sto su inflamatorne bolesti i neurodegenerativni poremecaji [192-194].

RNS mogu direktno ili indirektno reagovati sa ¢elijskim lipidima, stvarajuéi proizvode
koji modifikuju proteine i spadaju u kategorije kao Sto su lipidni peroksidi, reaktivni lipidi sa
elektrofilnim svojstvima i agonisti receptora [187]. Nitrolinoleinska kiselina (LNOz), proizvod
NO-zavisne nitracije linolne kiseline, deluje kao signalni medijator i stiti ¢elije od upale [154].

Kao i ROS, RNS na nivou DNK dovode do modifikacija nukleotidnih baza, jedno- i
dvolancanih prekida, mutacija, delecija i translokacija. RNS, narocCito ONOO~, deluju kroz
nitraciju i nitrozilaciju nukleinskih kiselina, pre svega sa guaninskim bazama, usled ¢ega nastaje
8-nitroguanozin (8-NO2z-G), koji dovodi do transverzije guanina (G) u timin (T) [187].

Sli¢no kao kod oksidativnog stresa, organizam poseduje efikasne mehanizme zastite i od
nitrozativnog stresa, Ciji je cilj neutralizacija RNS-a i ocuvanje Celijske homeostaze. Ovi zaStitni
mehanizmi obuhvataju enzimske i neenzimske komponente antioksidativnog sistema. Medu
enzimskim antioksidansima najznacajniju ulogu imaju SOD, GPx i y-glutamil transpeptidaza
[187].

Neenzimski antioksidansi ukljucuju niz molekula male molekulske mase koji deluju kao
“hvataci“ slobodnih radikala i stabilizatori redoks ravnoteZe. U ovu grupu ubrajaju se [187]:

e GSH - centralni intracelularni tiolni antioksidans;

e tioredoksin (Trx) - ucestvuje u detoksikaciji ONOO™ i reverziji S-nitrozilacije, ¢ime
doprinosi oCuvanju cCelijske funkcionalnosti i redoks ravnoteze [195];

e peroksiredoksini (Prx), posebno izoforme Prx2 i Prx3, efikasno redukuju ONOO~, ¢ime
sprecavaju nitraciju tirozina i oksidaciju proteina [196,197];

e albumin - najzastupljeniji protein plazme sa antioksidativnim svojstvima;

e metaloporfirini - kompleksni molekuli koji u€estvuju u deaktivaciji reaktivnih vrsta;

e jedinjenja na bazi selena (Se) - kofaktori za aktivnost selenoenzima poput GPx, kao i
mokra¢na kiselina i (-karoten, koji doprinose neutralizaciji slobodnih radikala u
cirkulaciji i tkivima.

Zajednickim dejstvom svih ovih komponenti, organizam uspeva da efikasno kontrolise
Stetne efekte nitrozativnog stresa i ocuva funkcionalnost ¢elijskih struktura.

2.2.3. Oksidativni stres u patogenezi COVID-19

Veza izmedu virusnih infekcija i oksidativnog stresa prvi put je potvrdena jo§S 1979.
godine, na modelu infekcije Sendai virusom [198]. Od tada pa do danas, oksidativni stres se
povezuje sa brojnim virusnim infekcijama, ukljucujuéi infekcije izazvane humanim
respiratornim sincicijumskim virusom (RSV), rinovirusom, virusom influence i drugim
patogenima [199-201]. Tokom virusne infekcije, ROS ne moraju imati iskljucivo Stetan efekat
- one ucCestvuju u eradikaciji virusa i deluju kao signalni molekuli u komunikaciji izmedu celija
imunskog sistema. Ipak, kada dode do prekomerne aktivacije imunskog odgovora, pojacana
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produkcija ROS moZe dovesti do razvoja oksidativnog stresa, Sto za posledicu ima oSteéenje
¢elijskih struktura i tkiva.

Tacan mehanizam kojim se povezuje SARS-CoV-2 infekcija sa oksidativnim stresom jos
uvek nije u potpunosti razjasnjen. Ipak, poznato je da patogenezu bolesti karakterise
hiperaktivacija imunskog sistema i oStecenje Celija koje nisu direktno inficirane virusom. Do
toga dolazi usled delovanja ROS, koje u velikim koli¢inama oslobadaju aktivirane celije
imunskog sistema, prvenstveno neutrofili i makrofagi, dok migriraju i nakupljaju se u
inficiranim organima, poput plu¢a [202].

Kada infekcija SARS-CoV-2 virusom pokrene prekomernu aktivaciju neutrofila, posebno
kod osetljivih osoba poput starijih osoba ili onih sa postoje¢im zdravstvenim problemima, to
dovodi do prekomerne proizvodnje ROS koju telo ne moZe pravilno da reguliSe. Ovaj viSak ROS
narusava sposobnost eritrocita da transportuju kiseonik, ostecuje zidove krvnih sudova,
podstice stvaranje krvnih ugrusaka i pokrece vec¢u aktivaciju neutrofila, Sto zauzvrat proizvodi
viSe ROS (Slika 15) [203]. Krajnji rezultat je Siroko rasprostranjeno oStecenje tkiva i
potencijalno otkazivanje organa. Pored toga, SARS-CoV-2 moZe indukovati razli¢ite mehanizme
Celijske smrti, ukljuCujuci feroptozu, nekrozu, apoptozu, autofagiju i piroptozu [204].

Osche bez SARS-CoV-2
rizika infekeija

Neutrofil

Tretman 5a
antioksidansima ili
inhibitorima proteaze

Osobe sa rizikom

SARS-CoV-2 Alktivirani
infekrija neutrofil

Emmm

Oitedeni

eritrociti janj
H HaruZeni REDDES

Pro-oksidansi

Slika 15. Oslobadanja reaktivnih vrsta kiseonika (ROS) usled neutrofilije tokom SARS-COV-2 infekcije. a
|Kod osoba koje nisu pod povecanim rizikom, viSak ROS se uravnoteZuje povecanom aktivnoscu
antioksidativne odbrane. b | Kod osoba sa narusenom ravnoteZom redoks sistema, produkcija ROS nije
adekvatno kontrolisana, sto dovodi do poveéane produkcije ROS-a, disfunkcije eritrocita, tromboze i
alveolarnih osteéenja [203].

Mitohondrije predstavljaju kljucne Celijske organele odgovorne za proizvodnju energije
u obliku ATP-a (engl. Adenosine Triphosphate) putem oksidativne fosforilacije. Tokom celijskog
disanja, u mitohondrijama dolazi do stvaranja reaktivnih vrsta kiseonika specifi¢nih za ove
organele - mitohondrijskih ROS (engl. mitochondrial reactive oxygen species, mtROS). lako
neutrofili i makrofagi poseduju relativno mali broj mitohondrija, formiranje mtROS u ovim
Celijama igra klju¢nu ulogu u unutarcelijskoj signalizaciji povezanoj sa inflamatornim
odgovorom. U makrofagima, mtROS ucestvuju u aktivaciji NLRP3 inflamazoma [205], Sto
predstavlja centralni mehanizam za indukciju produkcije proinflamatornih citokina, kao Sto je
interleukin-1 (IL-18) [206].

S druge strane, proinflamatorni citokini, kao Sto su TNF-a i IL-6, mogu dodatno
stimulisati proizvodnju mtROS u endotelnim ¢elijama, ¢ime se pogorsava oksidativni stres i
indukuje endotelna disfunkcija - jedan od klju¢nih patofizioloskih mehanizama teskog oblika
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COVID-19 [207]. Ova disfunkcija ¢esto prethodi razvoju ozbiljnih komplikacija, ukljucujuci
trombozu i akutni respiratorni distres sindrom (ARDS).

Znacajan broj studija ukazuje na klju¢nu ulogu oksidativnog stresa u patofiziologiji
COVID-19, pri ¢emu su koris¢eni razli¢iti biohemijski pokazatelji za procenu stepena
oksidativnog oStecenja. U istraZivanju koje su sproveli Pavlova i saradnici [202], analizirani su
parametri oksidativnog statusa ukljucuju¢i TBARS (engl. Thiobarbituric Acid-Reactive
Substances), SOD, CAT, GR i ukupni antioksidativni kapacitet (AOC). Vrednosti TBARS-a bile su
gotovo tri puta viSe u odnosu na kontrolnu grupu (zdravi ispitanici), Sto ukazuje na izrazeno
lipidno oksidativno oStecenje. Istovremeno, AOC je bio smanjen viSe od Cetiri puta, odrazavajuci
znacajno naruSenu antioksidativnu zastitu organizma. Aktivnost SOD-a bila je skoro petostruko
povecana, Sto sugeriSe kompenzatorni odgovor na povecanu koncentraciju ROS. Aktivnost CAT
bila je umereno poviSena, dok je aktivnost GR bila znac¢ajno smanjena, Sto dodatno potvrduje
postojanje redoks-disbalansa.

Sli¢ne nalaze izneli su i Yahaya Muhammad i saradnici [208], koji su pokazali smanjenje
plazmatskih koncentracija vitamina A, C i E, kao i aktivnosti antioksidativnih enzima/kofaktora
(GSH, GPx, SOD, CAT). Zabelezen je i pad koncentracija esencijalnih mikronutrijenata - selena
(Se), cinka (Zn), magnezijuma (Mg) i bakra (Cu) - koji su vazni kofaktori za optimalno
funkcionisanje antioksidativnih sistema. Uz to, uoCeno je i poveéanje nivoa 8-izoprostaglandina
F2a, specificnog biomarkera lipidne peroksidacije, Sto dodatno potvrduje prisustvo
oksidativnog oStecenja kod pacijenata sa COVID-19.

Studija koju su sproveli Joél Pincemail i saradnici fokusirala se na ispitivanje markera
oksidativnog stresa kod pacijenata hospitalizovanih u jedinicama intenzivne nege. Kod ovih
bolesnika zabeleZene su znacajno smanjenje koncentracija vitamina C, proteinskih tiola,
redukovanog glutationa, y-tokoferola, 3-karotena i PAOT®! skora u poredenju sa referentnim
vrednostima [209]. Selen je bio na granici donje referentne vrednosti. Nasuprot tome, odnos
bakra i cinka (Cu/Zn), markera oksidativnog stresa, bio je povisSen kod 55% pacijenata. Uz to,
koncentracija Cu je bila znacajno pozitivno korelisana sa nivoom lipidnih peroksida (r = 0,95; p
< 0,001), Sto ukazuje na direktnu povezanost izmedu ovog mikroelementa i oksidativnog
oStec¢enja (makro)molekula.

Takode, sve veci broj istrazivanja bavi se povezanoS¢u izmedu oksidativnog stresa i
tezine klinicke slike COVID-19. Rezultati jedne takve studije pokazali su da su koncentracije
ukupnog tiola i disulfida bile znacajno sniZene kod pacijenata sa tesSkom ili kriticnom formom
bolesti, u poredenju sa onima sa blagom klinickom slikom (p < 0,05). Ovi nalazi ukazuju na
izraZeniji oksidativni stres kod tezih oblika bolesti, $to je u skladu sa poviSenim nivoima
inflamatornih markera i citokina [210].

2.2.4. Oksidativni stres i imunski odgovor

Imunski odgovor na vakcine i infekcije predstavlja koordinisanu aktivaciju razlicitih
komponenata urodenog i steCenog imuniteta, ukljucuju¢i antigen-prezentujuce celije, T
limfocite i B limfocite. Tokom ovog procesa dolazi i do aktivacije redoks sistema, pri ¢emu
reaktivne vrste kiseonika imaju dvostruku ulogu - s jedne strane, kao signalni molekuli koji
uticu na aktivaciju i proliferaciju T i B limfocita, a s druge strane, kao potencijalni uzroc¢nici
oksidativnog oStecenja makromolekula kada se proizvode u visku. Efekti ROS na T i B limfocite
prikazani su u Tabeli 2.

1 PAOT® (engl. Pouvoir AntiOxydant Total) predstavlja metodu za merenje ukupnog antioksidativnog kapaciteta u bioloskim i
prehrambenim uzorcima, razvijenu od strane Institut Européen des Antioxydants (IEA), Francuska.
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Tabela 2. Efekti reaktivnih kiseonicnih vrsta na T i B limfocite [211]

T limfociti B limfociti

e Podsticu diferencijaciju Th ¢elija ka
Th2 fenotipu
Reaktivne e U hroni¢nim uslovima izazivaju
Kiseonicne vrste hiperreaktivnost, iscrpljenost i
anergiju T ¢elija
e Narus$avaju T-¢elijsku homeostazu

. e Inhibira diferencijaciju Th-17 ¢elija Povecava nastajanje IgM antitela
Glutation , ) e
e Povecava broj Treg Celija
Tireodoksin o Poveﬁava b.I‘O] 'Freg c,eh.].a Povecava nastajanje IgM antitela
e Suzbija aktivaciju T ¢elija
¢ Inhibiraju aktivaciju i
Mitohondrijalne (,ilf?.rencuaa]u B celija u plazma
. Celije
reaktivne

e Smanjuju ekspresiju CD19 i
nastajanje antitela
e Povecavaju potro$nju IgM antitela

Kkiseonicne vrste

Visoke koncentracije H0, neophodne su za pokretanje i odrzavanje BCR (engl. B-cell
receptor) signalizacije. U pocetku, H,0, nastaje pod dejstvom NADPH oksidaze 2 (NOX-2), dok
u kasnijim fazama glavni izvor H,0, predstavlja mtROS [212,213]. Redoks status ¢elije i mtROS
igraju znacajnu ulogu u aktivaciji, proliferaciji i diferencijaciji B celija [214]. Preterana
proizvodnja mtROS moZe imati suprotan efekat, inhibirajuci aktivaciju B ¢elija, diferencijaciju
u plazma ¢elije i smanjenje proizvodnje antitela [211].

Sli¢no tome, prekomerno nastajanje ROS moze imati negativan uticaj na klju¢ne funkcije
T limfocita, uklju€ujuci njihovu aktivaciju, proliferaciju i diferencijaciju. Visok nivo ROS moZe
dovesti i do naruSene polarizacije mitohondrijske membrane, Sto moZe uticati na
funkcionalnost T ¢elija nakon aktivacije T-¢elijskog receptora (TCR) [211]. Pored toga, poviSene
koncentracije ROS mogu poremetiti homeostazu T limfocita, buduci da su efektorske T Celije
osetljivije na ROS-indukovanu celijsku smrt u poredenju sa Treg ¢elijama [215,216].

Nakon aktivacije TCR-a, dolazi do povecane sinteze GSH, koji deluje kao klju¢ni redoks
regulator. PoviSeni nivoi GSH suprimiraju diferencijaciju Th17 ¢elija, dok istovremeno
favorizuju razvoj Treg, cime doprinose ocuvanju imunoloSke tolerancije i kontrole
inflamatornog odgovora [211].

Paralelno Trx, posebno u formi Trx1, ima vaZnu ulogu u proliferaciji i diferencijaciji T
¢elija. Pored toga, poviSena ekspresija Trx1 je neophodna za efikasnu aktivaciju B limfocita
putem Th celija [217], ¢ime se naglaSava znacaj redoks sistema i u humoralnom imunskom
odgovoru.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Opsti cilj ove doktorske disertacije je istrazivanje seroloSkih markera imunskog
odgovora i parametara redoks statusa nakon primene buster (trece) doze razlicitih vakcina
protiv COVID-19. Istrazivanje je bilo usmereno na razumevanje medusobne povezanosti
vakcinacije, prethodne infekcije SARS-CoV-2 i antioksidativnog odgovora organizma, sa
posebnim fokusom na efekat homolognih i heterogenih buster doza COVID-19 vakcina.

Konkretno, za ostvarenje cilja, disertacija je imala za zadatke da:

1. Uporedi redoks parametre u serumu (ukupni proteini, tioli, nitriti, albumini, DPPH i
FRAP antioksidativni test), pre i mesec dana nakon primene buster doze, u cilju procene
antioksidativnog odgovora organizma nakon imunizacije;

2. Analizira razlike u titru antivirusnih antitela i redoks statusu medu ispitanicima koji su
primili razlicite vakcine (Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19, Pfizer-BioNTech,
Sputnik V, heterogene kombinacije vakcina);

3. Proceni uticaj prethodne COVID-19 infekcije (COVID-pozitivni vs. COVID-negativni ljudi)
i prisustva komorbiditeta (npr. kardiovaskularne bolesti, dijabetes, oboljenja Stitaste
Zlezde) na postvakcinalni humoralni i redoks odgovor;

4. Analizira razlike u imunskom i redoks odgovoru u zavisnosti od tipa buster vakcinacije
(homologne ili heterologne) nakon primene tre¢e doze COVID-19 vakcine;

5. Ispita dugorocni efekat homologne vakcinacije Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated
COVID-19 vakcinom, Sest meseci nakon tre¢e doze, na redoks homeostazu, humoralni
imunski odgovor (nivo IgG) i Celijski odgovor (nivo IFN-y).
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4. MATERIJAL I METODE

4.1.Dizajn studije

Klini¢ka, longitudinalna kohortna studija sprovedena je u Odeljenju za
laboratorijsku dijagnostiku Zavoda za biocide i medicinsku ekologiju u Beogradu, u
saradnji sa Odeljenjem za fiziologiju Instituta za bioloska istraZivanja ,SiniSa Stankovi¢” -
Instituta od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerzitet u Beogradu, kao i
Katedrom za biohemiju Hemijskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

4.2.Selekcija ispitanika

Studija je sprovedena u periodu od avgusta 2021. do juna 2022. godine. U istraZivanju je
ucestvovalo ukupno 513 ispitanika (203 muskarca i 307 Zena), koji su primili tri doze vakcine
protiv SARS-CoV-2, u skladu sa Stru¢no-metodoloskim uputstvom za sprovodenje preporucene
imunizacije u Republici Srbiji [75].

Kriterijumi za ukljucivanje u studiju bili su:

e starostiznad 18 godina;
prethodno primljene dve doze vakcine protiv SARS-CoV-2;
primljena buster (tre¢a) doza vakcine protiv SARS-CoV-2;
e potpisan informisani pristanak za ucesce u studiji.

U studiju nisu bili ukljuceni ispitanici mladi od 18 godina, kao ni osobe koje nisu bile
vakcinisane protiv SARS-CoV-2. Prethodna infekcija virusom SARS-CoV-2 nije predstavljala
osnov za iskljucenje iz studije.

Svi ispitanici su prilikom ukljucivanja popunili standardizovani upitnik (Prilog I) koji je
sadrZzao podatke o imunizaciji (datum i vrsta primljenih doza vakcine), istoriji preleZane
COVID-19 infekcije (ukljuCuju¢i datum poslednjeg pozitivnog nalaza dobijenog metodom
lancane reakcije polimeraze - PCR, ukoliko je bio poznat), kao i podatke o prisustvu hroni¢nih
bolesti i drugih komorbiditeta (npr. kardiovaskularna oboljenja, dijabetes melitus, bolesti
Stitaste Zlezde i drugo).

Na osnovu dobijenih podataka, ispitanici su podeljeni prema:

e prethodnom infektivnom statusu (COVID-19 pozitivni/negativni);

e vrsti primenjene vakcine (iRNK, vektorska, inaktivisana);

e tipu buster vakcinacije - homologna (ista vrsta vakcine u sve tri doze) ili heterologna
(razlicite vakcine u primarnoj vakcinaciji i buster dozi)

i prisustvu komorbiditeta.

Ova podela omogucila je dodatnu analizu uticaja navedenih faktora na imunski i redoks
odgovor organizma.

4.3.Pravni i eticki aspekti

Studija je sprovedena u skladu sa odobrenjem Etickog odbora Zavoda za biocide i
medicinsku ekologiju (delovodni broj 05-01 193/2 od 18. februara 2025. godine). Sva eticka
nacela primenjena su u skladu sa HelsinSkom deklaracijom iz 2013. godine.

Pre prikupljanja bioloSkog materijala, svi ispitanici su dali pisani informisani pristanak
za uceSCe u studiji. Takode, oni su bili detaljno obavesteni o ciljevima istraZivanja, nacinu
sprovodenja, kao i mogu¢im ishodima i znacaju studije.
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4.4.BioloSki materijal

4.4.1. Krv

Uzorkovanje krvi obavljeno je u prostorijama Odeljenja za laboratorijsku dijagnostiku
Zavoda za biocide i medicinsku ekologiju, u skladu sa vaze¢im nacionalnim i medunarodnim
vodi€ima za prikupljanje uzoraka [218]. Venepukcija je izvrSena iz vene sa unutrasnje strane
lakta, koriS¢enjem vakuumskog sistema, pri ¢emu je uzimano 4-6 mL venske krvi u epruvetu
bez dodatka antikoagulansa (VACUETTE®, GreinerBio-OneGmbH, Kremsmiinster, Austrija).

Nakon venepukcije, uzorci su ostavljeni da spontano koaguliSu na sobnoj temperaturi u
trajanju od 15 do 30 minuta, a zatim su centrifugirani pri 3000 obrtaja u minuti, u trajanju od
10 minuta, radi odvajanja seruma od krvnih ¢elija i koaguluma (Gyrozen 416 centrifuga, JuZna
Koreja). Dobijeni serumi su alikvotirani i cuvani na -20°C do trenutka analiza.

Uzorci krvi prikupljani su u razli¢itim vremenskim tackama, u zavisnosti od cilja analize:

e Za procenu imunskog odgovora nakon homologne ili heterologne vakcinacije,
uzorkovanje je vrseno pre trece doze vakcine, a zatim 1, 3 i 6 meseci nakon buster
doze;

e Zaodredivanje serumskih parametara redoks sistema, uzorci su prikupljeni pre i
mesec dana nakon treée doze vakcine;

¢ Kod ispitanika koji su primili tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-
19 vakcine, uzorkovanje za analizu redoks parametara, kao i humoralnog i ¢elijskog
imunskog odgovora, obavljeno je $est meseci nakon trece doze.

4.5.Metode

4.5.1. Odredivanje markera humoralnog imunskog odgovora

Humoralni imunski odgovor ispitanika procenjen je primenom komercijalno dostupnih
testova zasnovanih na ELISA metodi (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Analize su
obuhvatale odredivanje ukupnih neutralisu¢ih antitela, kao i specificnih IgG i IgM antitela
usmerenih na razlicite strukturne proteine SARS-CoV-2 virusa.

U nastavku su detaljno opisani svi kori$¢eni testovi, ukljucujuci njihove ciljne antigene,
princip rada i nacin interpretacije dobijenih rezultata. Analize su sprovedene na automatskim
ELISA platformama koje koristi Odeljenje za laboratorijsku dijagnostiku Zavoda za biocide i
medicinsku ekologiju, i to na uredajima Eurolmmun [ Analyzer (EUROIMMUN AG, Liibeck,
Nemacka) i DYNEX DS2® (Dynex Technologies, SAD).

4.5.1.1. Odredivanje ukupnih neutraliSuc¢ih antitela

Ukupna neutraliSu¢a antitela kvantitativno su odredivana primenom komercijalno
dostupnog testa Novel Coronavirus SARS-CoV-2 Neutralizing Antibody Detection Kit (ELISA),
proizvodaca Shanghai GeneoDx Biotech Co., Ltd. Test se zasniva na principu kompetativne
ELISA metode, kojom se in vitro oponasa interakcija izmedu RBD jedinice S proteina virusa i
humanog ACE2 receptora.

U prvoj fazi, 20 pL seruma je inkubirano sa 100 pL komercijalnog RBD rastvora, kako bi
neutraliSuca antitela iz uzorka formirala komplekse sa RBD. Zatim je 100 pL dobijene smeSe
preneto u bunari¢e mikrotitracione ploce obloZzene ACE2 proteinom i sve inkubirano 60 minuta
na 37°C. Tokom inkubacije, nevezani RBD, kao i RBD vezan za neneutraliSuca antitela, vezuju
se za ACE2 na ploci, dok kompleksi RBD-neutraliSuce antitelo ostaju u supernatantu i uklanjaju
se tokom faze ispiranja.

Nakon ispiranja uzoraka, dodato je 100 pL antitela konjugovanog sa enzimom, a reakcija
se razvija dodatkom 100 pL. TMB supstrata (3,3',5,5'-tetrametilbenzidin). Intenzitet razvijene
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boje obrnuto je proporcionalan koncentraciji neutraliSuc¢ih antitela u uzorku. Apsorbancija
uzoraka i standarda izmerena je na talasnoj duZini od 450 nm, koriS¢enjem automatskog ELISA
sistema DYNEX DS2® (Dynex Technologies, SAD).

Za kvantitativnu interpretaciju rezultata koriS¢ena je standardna kriva formirana sa Sest
kalibracionih rastvora koncentracija: 0 IU/mL?2, 6,25 IU/mL, 12,5 [U/mL, 25 IU/mL, 50 I[U/mL
i 100 IU/mL. Za interpretaciju rezultata koriS¢ene su vrednosti prikazane u Tabeli 3.

Tabela 3. Interpretacija rezultata za odredivanje ukupnih neutralisucih antitela

Vrednost Rezultat
<6.5 1U/mL Negativan
26.5 IU/mL Pozitivan

4.5.1.2. Odredivanje specifi¢nih IgG antitela
4.5.1.2.1. Odredivanje IgG antitela na S1 subjedinicu (ukljuc¢uju¢i RBD domen)

Za detaljniju karakterizaciju humoralnog imunskog odgovora, odredena su specificna
IgG antitela na S1 subjedinicu S proteina, uklju¢uju¢i RBD domen, primenom komercijalno
dostupnog testa Anti-SARS-CoV-2 QuantiVac ELISA (IgG), proizvodaca EUROIMMUN AG, Liibeck,
Nemacka.

Test se zasniva na principu indirektne ELISA metode i koristi mikrotitracione stripove
obloZene rekombinantnim S1 domenom S proteina SARS-CoV-2 virusa. U prvoj fazi, u svaki
bunari¢ se dodaje 100 pL razblaZenog seruma (odnos 1:101, uzorak:pufer za razblaZivanje), a
zatim se ploc¢a inkubira 60 minuta na 37°C. Tokom inkubacije, prisutna specificna IgG antitela
vezuju se za imobilisani antigen.

Nakon ispiranja, dodaje se 100 pL sekundarnog antitela, odnosno peroksidazom
obeleZenog anti-humanog IgG antitela, potom i 100 pL supstrata, koji u prisustvu aktivnog
enzima razvija plavu boju. Reakcija se zaustavlja dodatkom 100 pL reagensa za zaustavljanje
reakcije, pri ¢emu boja prelazi iz plave u Zutu. Intenzitet razvijene boje meri se
spektrofotometrijski, na talasnoj duZzini od 450 nm, uz referentnu talasnu duzinu izmedu 620
nm i 650 nm. Dobijene vrednosti su direktno proporcionalne koncentraciji specifi¢nih IgG
antitela u uzorku. Ovo testiranje je izvedeno koriS¢enjem Eurolmmun I Analyzer sistema
(EUROIMMUN AG, Liibeck, Nemacka).

Za kvantitativnu interpretaciju iskoriS¢ena je standardna kriva, formirana sa Sest
kalibracionih rastvora koncentracija: 120 RU/mL3, 80 RU/mL, 40 RU/mL, 20 RU/mL, 10
RU/mL i1 RU/mL. Vrednosti za interpretaciju rezultata prikazane su u Tabeli 4.

Tabela 4. Interpretacija rezultata za odredivanje specifi¢nih IgG antitela na S1 protein

Vrednost Rezultat

<8 RU/mL Negativan

28 do <11 RU/mL Granican
211 RU/mL Pozitivan

4.5.1.2.2. Odredivanje IgG antitela na N protein

Pored antitela usmerenih na S protein, analizirana su i IgG antitela na N protein,
primenom komercijalno dostupnog testa EIA COVID-19 NP IgG, proizvodaca TestLine Clinical

2 JU/mL - medunarodne jedinice po mililitru (engl. International Units per milliliter)
3 RU/mL - relativne jedinice po mililitru (engl. Relative Units per milliliter)

33



MATERIJAL I METODE

Diagnostics s.r.o. Brno, Republika Ceska.

Test se zasniva na principu sendvi¢ ELISA metode i koristi mikrotitracione stripove
obloZene nukleokapsidnim rekombinantnim antigenom. U prvoj fazi, u bunari¢ se dodaje 100
uL razblaZenog seruma (odnos 1:101, uzorak:pufer za razblaZivanje), a zatim se ploca inkubira
30 minuta na 37°C. Tokom inkubacije, prisutna specifi¢na IgG antitela vezuju se za imobilisani
antigen.

Nakon ispiranja, dodaje se 100 pL sekundarnog antitela, odnosno, peroksidazom
obeleZenog anti-humanog IgG antitela (enzim-konjugat), potom i 100 pL supstrata, koji u
prisustvu aktivnog enzima razvija plavu boju. Reakcija se zaustavlja dodatkom 100 pL reagensa
za zaustavljanje reakcije, pri cemu boja prelazi iz plave u Zutu. Intenzitet razvijene boje meri se
spektrofotometrijski na talasnoj duZini od 450 nm, a vrednosti su proporcionalne koncentraciji
specificnih IgG antitela u uzorku. Testiranje je izvedeno koriS¢enjem automatskog ELISA
sistema DYNEX DS2® (Dynex Technologies, SAD).

Za kvantitativnu interpretaciju iskoriS¢ena je standardna kriva formirana sa Cetiri
kalibraciona rastvora koncentracija: 5 U/mL#4, 20 U/mL, 80 U/mL i 320 U/mL. Vrednosti za
interpretaciju rezultata prikazane su u Tabeli 5.

Tabela 5. Interpretacija rezultata za odredivanje specificnih IgG antitela na N protein

Vrednost Rezultat
<18 U/mL Negativan
218 do <22 U/mL Granican
222 U/mL Pozitivan

4.5.1.3.  Odredivanje specifi¢cnih IgM antitela
4.5.1.3.1. Odredivanje IgM antitela na S protein (RBD domen)

Za procenu ranog imunskog odgovora i moguce nedavne izloZenosti virusu, analizirana
su IgM antitela specificna za RBD domen S proteina SARS-CoV-2 virusa. Specifi¢na IgM antitela
na S protein SARS-CoV-2 virusa, ukljucujuc¢i i RBD domen, odredena su primenom komercijalno
dostupnog testa EIA COVID-19 RBD IgM, proizvodaca TestLine Clinical Diagnostics s.r.o. Brno,
Republika Ceska.

Test se zasniva na principu sendvi¢ ELISA metode i koristi mikrotitracione stripove
obloZene antigenom - RBD domenom S1 subjedinice. U prvoj fazi, u bunari¢ se dodaje 100 pL
razblaZzenog seruma (odnos 1:101, uzorak:pufer za razblaZivanje), a zatim se ploca inkubira 30
minuta na 37°C. Tokom inkubacije, prisutna specificna IgM antitela vezuju se za imobilisani
antigen.

Nakon ispiranja, dodaje se 100 pL sekundarnog antitela (peroksidazom obeleZeno anti-
humano IgM antitelelo), potom i 100 uL supstrata, koji u prisustvu aktivnog enzima razvija
plavu boju. Reakcija se zaustavlja dodatkom 100 pL reagensa za zaustavljanje reakcije, pri cemu
boja prelazi iz plave u Zutu. Intenzitet razvijene boje meri se spektrofotometrijski na talasnoj
duZini od 450 nm, a vrednosti su proporcionalne koncentraciji specificnih IgM antitela u
uzorku. Testiranje je uradeno na automatskom ELISA sistemu DYNEX DS2® (Dynex
Technologies, SAD).

Za kvantitativnu interpretaciju iskoriS¢ena je standardna kriva formirana sa cetiri
kalibraciona rastvora koncentracija: 5 U/mL, 20 U/mL, 80 U/mL i 320 U/mL. Vrednosti za
interpretaciju rezultata prikazane su u Tabeli 6.

4U/mL - jedinice po mililitru (engl. Units per milliliter)
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Tabela 6. Interpretacija rezultata za odredivanje specificnih IgM antitela na S protein

Vrednost Rezultat
<18 U/mL Negativan
218 do <22 U/mL Granican
222 U/mL Pozitivan
4.5.1.3.2. Odredivanje IgM antitela na N protein

Paralelno sa odredivanjem specificnih IgM antitela na S protein, odredena su i IgM
antitela na N protein SARS-CoV-2, koji je prisutan tokom prirodne infekcije, ali ne i u sastavu
vecine vakcina. Stoga je ova analiza koris¢ena kao dodatni marker za diferencijaciju infekcije u
odnosu na post-vakcinalni imunski odgovor. Specificna IgM antitela na N protein SARS-CoV-2
odredena su primenom komercijalno dostupnog testa Anti-SARS-CoV-2 NCP ELISA (IgM),
proizvodaca EUROIMMUN AG, Liibeck, Nemacka.

Test se zasniva na principu indirektne ELISA metode i koristi mikrotitracione stripove
obloZenih nukleokapsidnim proteinom SARS-CoV-2 virusa. U prvoj fazi, u svaki bunari¢ se
dodaje 100 pL razblaZzenog seruma (odnos 1:101, uzorak:pufer za razblaZivanje), a zatim se
ploca inkubira 60 minuta na 37°C. Tokom inkubacije, prisutna specificna IgM antitela vezuju se
za imobilisani antigen.

Nakon ispiranja, dodaje se 100 pL sekundarnog antitela (peroksidazom obeleZena anti-
humana IgM antitelela), potom i 100 pL supstrata, koji u prisustvu aktivnog enzima razvija
plavu boju. Reakcija se zaustavlja dodatkom 100 pL stop reagensa (0,5 M sumporna Kkiselina),
pri ¢emu boja prelazi iz plave u Zutu. Intenzitet razvijene boje meri se spektrofotometrijski, na
talasnoj duzini od 450 nm, uz referentnu talasnu duZinu izmedu 620 nm i 650 nm. Za testiranje
je iskoriS¢en Eurolmmun I Analyzer sistem (EUROIMMUN AG, Liibeck, Nemacka).

Test omogucava semi-kvantitativnu evaluaciju rezultata, na osnovu izra¢unatog odnosa
izmedu opticke gustine uzorka i cut-off kalibratora. Vrednosti za interpretaciju rezultata
prikazane su u Tabeli 7.

Tabela 7. Semikvantitativno odredivanje IgM antitela na N protein

Vrednost Rezultat
Odnos <0.8 Negativan
Odnos =20.8 do <1.1 Granican
Odnos 21.1 Pozitivan

4.5.2. Odredivanje markera ¢elijskog imunskog odgovora

4.5.2.1. Odredivanje koncentracije IFNy

Procena SARS-CoV-2 specificnog celijskog imunskog odgovora sprovedena je primenom
EUROIMMUN Quan-T-Cell SARS-CoV-2 sistema (EUROIMMUN AG, Liibeck, Nemacka), koji se
zasniva na principu IGRA testa (engl. Interferon Gamma Release Assay). Ovaj test omogucava
kvantitativno merenje oslobadanja IFN-y iz aktiviranih T-limfocita, nakon njihove stimulacije
virusnim antigenima in vitro, a merenje je izvrSeno koriS¢enjem Eurolmmun [ Analyzer sistema
(EUROIMMUN AG, Liibeck, Nemacka).

Po 500 pL pune venske krvi sa heparinom dodato je u svaku od tri epruvete: negativnu
kontrolu (bez stimulansa), stimulus epruvetu (sa peptidima S1 domena S proteina SARS-CoV-
2) i pozitivnu kontrolu (sa mitogenom). Potom je krv inkubirana 20-24 sata u termostatskom
inkubatoru DHP-9052 (Zhengzhou Nanbei Instrument Equipment Co., Ltd., Zhengzhou, Kina),

35



MATERIJAL I METODE

pri temperaturi od 37°C, tokom ¢ega dolazi do specificne aktivacije T-limfocita (uglavnom CD4*
T celija) i sekrecije IFN-y u supernatant. Nakon inkubacije, epruvete su centrifugirane 10
minuta na 12 000 x g koriS¢enjem Hettich Mikro 200 centrifuge (Andreas Hettich GmbH & Co.
KG, Tuttlingen, Nemacka). Dobijeni supernatant (plazma bogata IFN-y) iskoris¢en je za
kvantitativnu analizu.

Koli¢ina IFN-y odredena je primenom Quan-T-Cell ELISA testa, koji se zasniva na
principu sendvi¢ ELISA metode. Nakon centrifugiranja, supernatant dobijen iz stimulisanih
uzoraka pune krvi razblazuje se u odnosu 1:5 (uzorak:pufer za uzorke), a zatim se 100 pL
razblaZenog uzorka, zajedno sa kalibratorima i kontrolama, nanosi u bunari¢e mikrotitracione
ploCe obloZene specificnim antitelima za IFN-y. Nakon inkubacije od 120 minuta na sobnoj
temperaturi, izvrSeno je ispiranje puferom za ispiranje, a potom je dodato biotinom obeleZeno
anti-interferon gama antitelo i streptavidin-HRP> konjugat. Reakcija se razvija dodatkom TMB
supstrata, pri ¢emu nastaje obojeni produkt, ¢iji se intenzitet meri spektrofotometrijski na
talasnoj duzini od 450 nm, uz referentnu talasnu duzinu izmedu 620 nm i 650 nm.

Dobijeni rezultati izrazeni su u mlIU/mL i interpretirani prema preporukama
proizvodaca kao:

e Pozitivan odgovor: IFN-y 2 200 mIU/mL;
e Granicni: IFN-y 100 - 200 mIU/mL;
e Negativan odgovor: IFN-y < 100 mIU/mL.

4.5.3. Odredivanje parametara redoks statusa

4.5.3.1. Odredivanje koncentracije ukupnih proteina

Kvantitativno odredivanje ukupnih proteina u serumu sprovedeno je na biohemijskom
analizatoru BA200 (BioSystems S.A, Spanija), primenom biuretske metode. Ova
kolorimetrijska metoda zasniva se na vezivanju jona bakra (Cu®*) u baznoj sredini sa peptidnim
vezama u proteinu, pri ¢emu nastaje ljubicasti kompleks C¢iji je intenzitet proporcionalan
koncentraciji ukupnih proteina. Kompleks ima apsorpcioni maksimum na 545 nm, a intenzitet
boje je direktno proporcionalan koncentraciji ukupnih proteina. Merenje apsorbancije radi se
spektrofotometrijski, a koncentracije ukupnih proteina u analiziranim uzorcima se odreduju na

osnovu kalibracione krive.

Referentne vrednosti za ukupne proteine u serumu odraslih osoba iznose (pribliZno)
60-80 g/L, u skladu sa preporukama proizvodaca reagensa i vaZeCim biohemijskim
standardima.

4.5.3.2. Odredivanje koncentracije albumina

Kvantitativno odredivanje albumina u serumu sprovedeno je na automatskom
biohemijskom analizatoru BA200 (BioSystems S.A. Spanija), primenom kolorimetrijske
metode sa bromkrezol-zelenim. Ova metoda se zasniva na specificnom vezivanju albumina i
bromkrezol-zelenog u kiseloj sredini (pH 4,2), pri cemu nastaje obojeni kompleks plavo-zelene
boje. Intenzitet razvijene boje proporcionalan je koncentraciji albumina u uzorku i meri se
spektrofotometrijski na talasnoj duzZini od 630 nm, dok se koncentracija albumina u
analiziranim uzorcima odreduje na osnovu kalibracione krive.

Referentne vrednosti albumina u serumu za odrasle osobe iznose 35-52 g/L, dok je kod
osoba starijih od 60 godina prihvacen referentni opseg 32-46 g/L, u skladu sa preporukama
proizvodaca reagensa.

5 HRP - hrenova peroksidaza (engl. Horseradish peroxidase)
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4.5.3.3. Odredivanje sadrZaja ukupnih tiola

Odredivanje ukupnih (proteinskih i neproteinskih) tiolnih grupa u serumu ispitanika
sprovedeno je primenom spektrofotometrijske Ellmanove metode, koriS¢enjem DTNB
reagensa (5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzojeva kiselina)) [219]. Ova metoda se zasniva na reakciji
slobodnih sulfhidrilnih grupa sa DTNB, pri ¢emu nastaje Zuti proizvod, 5-tio-2-nitrobenzoat
(TNB), c¢ija se apsorbancija meri na talasnoj duzini od 412 nm.

Ukratko, u mikrotube, zapremine 2 mL, pomeSano je 50 pL seruma, 50 uL 1 M Tris
pufera (pH 8,0), 350 uL destilovane vode i 50 uL. DTNB reagensa. Nakon inkubacije 30 minuta
na sobnoj temperaturi, 300 pL. smeSe preneto je u mikrotitarske ploce (Thermo Scientific™
Nunc MicroWell 96-Well Microplates), a apsorbancija uzoraka je izmerena na 412 nm na
Multiskan SkyHigh Microplate spektrofotometru (Thermo Fisher Scientific, Finland).

Svi uzorci su analizirani u duplikatu, dok je slepa proba reagensa pripremana i izmerena
u triplikatu, radi osiguravanja preciznosti i pouzdanosti rezultata. Slepa proba reagensa
sadrZala je 50 pL. 1 M Tris pufera, 400 pL. dH,0 i 50 uL. DTNB. Za korekciju apsorbancije svakog
seruma (korektivna proba) iskorisé¢eno je 50 pL seruma, 50 uL Tris pufera i 400 uL. dH,0. Od
apsorbancije svakog uzorka oduzete su vrednosti slepe probe i korektivne probe.

Konacne vrednosti A44, su iskoriS¢ene za izracunavanje sadrzaja ukupnih tiola u serumu
(izraZeno u mM), prema standardnoj krivi dobijenoj sa rastvorima cisteina (0,001-1 mM).

4.5.3.4. Odredivanje sadrZaja nitrita

Odredivanje koncentracije nitrita u serumu, kao posrednog pokazatelja prisustva azot-
monoksida (-NO), sprovedeno je spektrofotometrijskom Griess-ovom metodom [220]. Ova
metoda se zasniva na formiranju obojenog azo-jedinjenja u reakciji izmedu sulfanilne kiseline i
naftiletilendiamina u kiseloj sredini, u prisustvu nitrita. Reakcioni proizvod ima maksimum
apsorbancije na talasnoj duZini od 548 nm.

Griess-ov reagens je pripremljen meSanjem jednakih zapremina 0,1% rastvora
naftiletilendiamin-dihidrohlorida i 1% rastvora sulfanilne kiseline u 5% H3PO,. Reagens je
bezbojan, ili blago ruzicast, i stabilan nekoliko nedelja kada se ¢uva na suvom i hladnom mestu
(4 °C). Za pripremu standardne krive, napravljen je 0,1 M osnovni rastvor natrijum-nitrita u
MilliQ vodi, koji je dalje serijski razblazen do koncentracija od 2, 5, 10, 25, 50, 100 200 uM.

Postupak analize podrazumeva meSanje 60 pL seruma, ili standardnog rastvora nitrita,
20 uL Griess-ovog reagensa i 520 uL MilliQ vode u mikrotubi. Nakon vortexiranja i
centrifugiranja na 3000 x g, tokom 5 minuta (Centrifuge 5420, Eppendorf, Nemacka), smesa je
inkubirana 30 minuta na sobnoj temperaturi. Slepa proba sadrzala je 20 pL Griess-ovog
reagensa i 580 pL MilliQ vode.

Nakon inkubacije, po 250 pL svakog uzorka preneto je u bunarice mikrotitarske ploce, a
apsorbancija je izmerena na talasnoj duzini od 548 nm pomoc¢u Multiskan SkyHigh Microplate
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Finland). Svi uzorci su analizirani u duplikatu,
dok su standardni rastvori pripremani i izmereni u triplikatu, radi osiguravanja preciznosti i
pouzdanosti dobijenih rezultata.

Vrednosti apsorbancije analiziranih uzoraka su iskorigovane za slepu probu, a
koncentracije nitrita u wuzorcima izracunate su pomocu jednacine standardne krive
konstruisane na osnovu serije poznatih koncentracija natrijum-nitrita.

4.5.3.5. Testovi ukupne antioksidativne aktivnosti

Nivo ukupne (direktne) antioksidativne aktivnosti u serumu ispitanika procenjen je
primenom dva jednostavna spektrofotometrijska testa: DPPH testa, koji se zasniva na
neutralizaciji slobodnih (veStackih) radikala, i FRAP eseja, kojim se meri redukuju¢a mo¢
antioksidansa u uzorku [221].
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Priprema uzoraka:

U 350 pL. seruma dodato je 350 uL. metanola, uz meSanje na Vortex-u i inkubaciju 5
minuta na sobnoj temperaturi. Smesa je zatim izcentrifugirana 10 minuta na 21.000x g
(Eppendorf 5420 centrifuguga, Eppendorf, Nemacka). Dobijeni supernatant (deproteinizovani
serum) pazljivo je prenet u ¢istu mikrotubu i koriS¢en za sprovodenje DPPH testa i FRAP eseja.

4.5.3.5.1. DPPH test

Za procenu nivoa direktne antioksidativne aktivnosti u serumu, iskoriS¢en je
spektrofotometrijski DPPH test koji se zasniva na sposobnosti antioksidanasa da neutraliSu
stabilne slobodne radikale. Konkretno, kori$zen je 2,2'-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH*), azot-
centricni slobodni radikal ljubicaste boje, koji u kontaktu sa redukuju¢im supstancama prelazi
u svoju zutu formu (DPPH-H), Sto se prati/merti promenom apsorbancije na 515 nm.

Priprema reagensa:

Osnovni rastvor DPPH pripremljen je rastvaranjem 15,7 mg DPPH u 100 mL 96%
metanola (koncentracija 0,4 mM). Radni rastvor pripremljen je razblaZivanjem 20 mL
osnovnog rastvora sa 100 mL metanola, tako da apsorbanca radnog rastvora na 515 nm iznosi
pribliZno 0,9.

Postupak analize:

Za svaku analizu (uradena u duplikatu) pomesano je 200 pL radnog rastvora DPPH sa
40 pL deproteinizovanog seruma. Korektivni uzorci (u monoplikatu) sadrzali su 40 pL istog
seruma i 200 pL ¢istog metanola. Kontrola (u triplikatu) sadrzala je 200 uL. DPPH rastvora i
40 pL metanola. Nakon homogenizacije (Vortex, 10 sekundi), svi uzorci su inkubirani 30 minuta
na sobnoj temperaturi u mraku. Ukoliko su nakon inkubacije uzorci bili zamuceni, kratko su
izcentrifugirani (30 s, 15,000 obrtaja/minut; Eppendorf 5420 centrifuga, Eppendorf,
Nemacka). Zatim je po 180-200 pL svakog uzorka preneto u bunari¢e mikrotitarske ploce, a
apsorbancija je izmerena na 515nm, na Multiskan SkyHigh Microplate spectrofotometru
(Thermo Fisher Scientific, Finland).

Kapacitet neutralizacije DPPH radikala izraZen je kao procenat inhibicije radikala (%
RSC, engl. Radical Scavenging Capacity), prema sledecoj formuli:

(Aradne probe — Akorekcije)

% RSC =100 — x100

Akontrole
Sviuzorci analizirani su u duplikatu, dok su kontrole pripremane u triplikatu, a korekcije
u monoplikatu, radi povecanja ta¢nosti i pouzdanosti rezultata.

4.5.3.5.2. FRAP test

Za procenu redukuju¢e moci antioksidativnih komponenti seruma primenjen je FRAP
test (engl. Ferricion reducing antioxidant power), spektrofotometrijska metoda koja se zasniva
na redukciji trovalentnog gvozda (Fe**) u dvovalentni oblik (Fe**), pri niskom pH. Ovaj proces
vodi ka formiranju intenzivno plavo obojenog kompleksa Fe**-TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-s-
triazin), ¢ija se apsorbancija meri na talasnoj duzini od 593 nm.

Reagensi i njihova priprema:

1. FRAP radnireagens: smesa acetatnog pufera, TPTZ rastvora i FeCl; (odnos 10:1:1, v/v/v);
Acetatni pufer (pH 3,6): rastvoriti 0,31 g CH3COONa i 1,6 mL koncentrovane siretne
kiseline u 100 mL destilovane vode;

FeCl3-6H,0 (20 mM): rastvoriti 0,0541 g FeCl5-6H,0 u 10 mL destilovane vode;

TPTZ (10 mM): rastvoriti 0,0312 g TPTZ u 10 mL 40 mM HCI;

40 mM HCI: dodati 86 pL koncentrovane HCl u 25 mL destilovane vode;

Standard (100 uM FeS0,4-7H,0): 0,2879 g FeS0,:7H,0 u 100 mL destilovane vode.
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Postupak:
U bunari¢ mikrotitracione ploce dodato je:

e Radna proba (deproteinizovani serum, u duplikatu): 270 pL FRAP reagensa + 30 pL
uzorka;

e Slepa proba (u triplikatu): 270 pL FRAP reagensa + 30 pL metanola;

e Standard (u triplikatu): 270 pL FRAP reagensa + 30 uL rastvora FeSO, (100 pM).

Nakon inkubacije uzoraka od 15 minuta na sobnoj temperaturi, izmerena je njihova
apsorbancija na 593 nm, na Multiskan SkyHigh Microplate spektrofotometru (Thermo Fisher
Scientific, Finland).

Redukcioni kapacitet izraZen je u FRAP jedinicama, gde jedna FRAP jedinica odgovara
sposobnosti uzorka da redukuje 100 uM Fe3*, a izra¢unavanje je uradeno na osnovu formule:

n (FRAP jedinica) = 2edneprobe 100,

standarda

gde je:
Astandaraa (100 uM FeS04 - 7H,0),
R - faktor razblaZenja.

4.5.4. Statisticka analiza dobijenih podataka

StatistiCka obrada podataka sprovedena je koriS¢enjem softverskog paketa GraphPad
Prism (verzija 8.0.2; GraphPad Software, San Diego, SAD) i Microsoft Excel-a, u skladu sa
protokolima opisanim od strane Hinkle i saradnika [222]. Rezultati su prikazani kao srednje
vrednosti + standardna greska aritmeticke sredine (SEM), osim kada je drugacije navedeno.

Pre izbora odgovarajucih statistickih testova, procenjena je distribucija podataka. Za
podatke sa normalnom distribucijom kori$¢eni su parametarski testovi, dok su za podatke sa
neravnomernom distribucijom koris¢eni neparametarski testovi.

Za poredenje viSe nezavisnih grupa koriS¢ena je jednofaktorska analiza varijanse (engl.
one-way ANOVA), a post hoc poredenja izvrSena su Tukey-evim HSD testom. Poredenje dve
nezavisne grupe uradeno je Studentovim t-testom (za podatke sa normalnom distribucijom), ili
Mann-Whitney U testom (za nenormalnu distribuciju). Za poredenje zavisnih merenja unutar
iste grupe iskoriSc¢en je parni t-test (za normalnu distribuciju), ili Wilcoxonov test znakova
ranga (za nenormalnu distribuciju).

Korelaciona analiza sprovedena je Pearsonovim koeficijentom korelacije (za normalnu
distribuciju) ili Spearmanovim koeficijentom korelacije (za nenormalnu distribuciju).
ViSestruka regresiona analiza koriS¢ena je za procenu nezavisnog uticaja demografskih
karakteristika i prisustva komorbiditeta na ispitivane parametre.

U svim testovima, statisticka znacajnost prihvatana je za vrednosti p < 0,05.

39



REZULTATI

5. REZULTATI

5.1.0snovne karakteristike i metodoloska podela uzorka

Doktorska disertacija je obuhvatila 513 ispitanika koji su zadovoljili kriterijume za
ukljucivanje u studiju (Odeljak 4.2.), a koji su prethodno primili dve doze vakcine protiv SARS-
CoV-2itokom trajanjaistraZivanjaitrecu (buster) dozu, u skladu sa nacionalnim preporukama
0 imunizaciji.

[straZivanje je sprovedeno u dve komplementarne faze:

e U okviru prve faze, pracen je humoralni imunski odgovor, odredivanjem nivoa anti-S1
IgG antitela u Sest vremenskih tacaka: tri i Sest meseci nakon druge doze, pre buster doze,
kao i jedan, tri i Sest meseci nakon buster doze. Analiza je obuhvatila ispitanike koji su
svrstani u jednu od Cetiri vakcinalne grupe: tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated
COVID-19 vakcine, tri doze Pfizer-BioNTech vakcine, tri doze Sputnik V vakcine, ili
heterolognu kombinaciju (dvostruka doza Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19
vakcine i treca doza Pfizer-BioNTech vakcine, odnosno Sinopharm/Pfizer-BioNTech
grupa ispitanika). Pored nivoa antitela, u ovoj fazi su ispitani i parametri oksidativnog
stresa (ukupni proteini, tioli, nitriti, DPPH, FRAP i albumini), i to u dve vremenske tacke:
pre primene buster doze vakcine i mesec dana nakon buster doze.

e U okviru druge faze, izvrSena je dodatna procena humoralnog i Celijskog imunskog
odgovora, kao i parametara redoks statusa, Sest meseci nakon buster doze kod ispitanika
koji su primili sve tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine.
Analizirani su nivoi ukupnih neutraliSu¢ih antitela, anti-S1 IgG, anti-N IgG, anti-N IgM i
anti-RBD IgM antitela, kao i koncentracija IFN-y. Paralelno su odredeni i redoks parametri
(ukupni proteini, tioli, nitriti, DPPH, FRAP i albumini).
0d ukupno 513 ispitanika, 203 (39,6%) su bili muskarci, a 310 (60,4%) Zene. Svi ucesnici

su bili uklju€eni u najmanje jednu fazu istrazivanja. S obzirom da su dve faze imale razli¢itu
dinamiku uzorkovanja i specifi¢cne kriterijume za izbor ispitanika, u nastavku su prikazane
demografske i klinicke karakteristike ucesnika posebno za svaku fazu istrazivanja, ukljucujuci
raspodelu po polu, prethodnoj SARS-CoV-2 infekciji, prisustvu komorbiditeta, kao i pripadnosti
odredenoj vakcinalnoj grupi.

5.2.Dinamika humoralnog imunskog odgovora i redoks homeostaze nakon
buster doze vakcine

5.2.1. Demografske i klinicke karakteristike ispitanika

U ovoj fazi istrazivanja, koja je obuhvatila vremensko praéenje nivoa anti-S1 IgG antitela
i analizu parametara oksidativnog stresa pre i nakon primene buster doze vakcine, ukljuceno
je ukupno 410 ispitanika. Od toga, 178 (43.4%) su bili muskarci, a 232 (56.6%) Zene.
Demografski i anamnesticki podaci ispitanika prikazani su u Tabeli 8.

Na osnovu primljene vakcine, ispitanici su svrstani u Cetiri vakcinalne grupe:

o tri doze Pfizer-BioNTech COVID-19 vakcine - 88 ispitanika;

e tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine - 156 ispitanika;
e tri doze Sputnik V vakcine - 33 ispitanika;

e Sinopharm/Pfizer-BioNTech grupa ispitanika (dvostruka Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated COVID-19 vaccine i tre¢a doza Pfizer-BioNTech COVID-19 vakcine) - 133
ispitanika.
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Tabela 8. Demografski i anamnesticki podaci ispitanika ukljucenih u prvu fazu istraZivanja

Broj ispitanika

Prosecna
Ukupan broj 410 starost (+
SD)
Sve tri doze Pfizer-BioNTech COVID-19 vakcine 88 49+2
Sve tri doze Sinopharm [Vero_Cell]-Inactlvated COVID-19 156 5441
vakcine
Sve tri doze Sputnik V Vakcine 33 53+2
Sinopharm/Pfizer-BioNTech 133 52+1
o Z M
Pol ispitanika 232 178
Hipertenzija (n=91)
Perikarditis (n=2)
Da 110 Bolesti sr¢anih zalizaka
Prisustvo kardiovaskularnih bolesti kod ispitanika (n=4)
Druge kardiovaskularne
Ne 300 bolesti (n=13)
Mozdani udar (n=3)
Da 9 Epilepsija (n=2)
Neurolo$ki poremecaji kod ispitanika Drugi neuroloski poremecaji
(n=4)
Ne 401

Diabetes mellitus (n=19)
Bolesti Stitaste Zlezde (n=14)
Da 38 Druge bolesti endokrinog
sistema (n=5)

EndoKrini poremecaji kod ispitanika

Ne 372
- = Da 5
Bolesti jetre " Ne 405
_ ~Da 3
Bolesti bubrega Ne 407
. Da 13
Bolesti pluca Ne 397
Alergijske reakcije Ne 359
_ . ~Da 10
Autoimune bolesti Ne 400

7 - Zene; M - muskarci; Starost je prikazana kao srednja vrednost * standardna devijacija (SD).

Na osnovu anamnestickih podataka, prethodna infekcija virusom SARS-CoV-2
potvrdena je kod 213 ispitanika (51,9%), dok je 197 ispitanika (48,1%) bilo bez dokaza o
ranijem kontaktu sa virusom. Distribucija prethodnih PCR potvrda infekcije prikazana je u
Tabeli 9, s posebnim prikazom pozitivnosti na virus pre i nakon buster doze u okviru svake
vakcinalne grupe.

U grupi ispitanika koji su primili sve tri doze Pfizer-BioNTech COVID-19 vakcine (n =
88), prethodna infekcija potvrdena je kod 33 ispitanika (37,5%), od kojih je kod 8 ispitanika
(24%) PCR-pozitivan rezultat zabeleZen pre primene trece odnosno buster doze. U grupi koja
je primila tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine (n = 100), 14 ispitanika
(14%) imalo je PCR potvrdenu infekciju pre buster doze vakcine (Tabela 9).

[spitanici sa potvrdenom SARS-CoV-2 infekcijom nakon tre¢e doze vakcine dodatno su
klasifikovani na osnovu vremena koje je proteklo od vakcinacije do poslednjeg pozitivnog PCR
nalaza. Formirane su, tako, Cetiri grupe: (1) oni koji su imali PCR-pozitivan rezultat u roku od
mesec dana nakon trece doze; (2) oni kod kojih je infekcija potvrdena izmedu prvog i treceg
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meseca nakon trece doze; (3) oni sa PCR-pozitivnim rezultatom izmedu treéeg i Sestog meseca
nakon trece doze; (4) oni kod kojih je PCR-pozitivan nalaz zabeleZen vise od Sest meseci nakon

primene trece doze vakcine.
Tabela 9. Anamnesticki podaci o prethodnoj infekciji virusom SARS-CoV-2

Broj ispitanika

% ispitanika sa

S[.\RfS-lquQ PCR pozitivan rezultat PCR pozitivnim
Intekciya rezultatom
Ukupno . I
pre posle . pre posle
Da Ne trece trece prel posle trece trece
trece doze
doze doze doze doze
Sve tri doze Pfizer-BioNTech
0, 0,
COVID-19 vakcine 88 33 55 8 25 0 24% 76%
Sve tri doze Sinopharm [Vero
Cell]-Inactivated COVID-19 156 100 56 14 70 16 14% 70%
vakcine
Sve tri doze Sputnik V Vakcine 33 19 14 5 11 3 26% 78%
Sinopharm /Pfizer-BioNTech 133 61 72 11 50 0 18% 82%

Kod ukupno 70 ispitanika, iz grupe sa tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-
19 vakcine, registrovan je pozitivan PCR nalaz nakon treée doze. Od toga, 12 ispitanika bilo je
pozitivno tokom prvog meseca, 15 u periodu od 1-3 meseca, 17 u periodu od 3-6 meseci, dok
je 26 ispitanika bilo pozitivno vise od Sest meseci nakon vakcinacije (Tabela 10).

Tabela 10. Dinamika PCR pozitivnosti na virus nakon buster doze COVID-19 vakcine

Broj ispitanika

Mesec dana 3 meseca 6 meseci oy .
p , ViSe od 6 meseci
nakon trece nakon nakon trece .
p nakon trece doze
doze trece doze doze
Sve tri doze Pfizer-BioNTech 4 7 6 8
COVID-19 vakcine
Sve tri doze Sinopharm [Vero
Cell]-Inactivated COVID-19 12 15 17 26
vakcine
Sve tri doze Sputnik V Vakcine 2 3 5 4
Sinopharm/Pfizer-BioNTech 3 10 19 18

Prisustvo jednog ili viSe komorbiditeta zabeleZeno je kod 239 ispitanika (58,3%).
NajceSce su registrovane kardiovaskularne bolesti (110 ispitanika), alergijske reakcije (51),
endokrini poremecaji (38), autoimunske bolesti (10), kao i neuroloski poremecaji (9). Nijedna
od ispitanica u trenutku ukljucivanja u studiju nije bila trudna, niti je dojila. Takode, nijedan od
ispitanika nije imao/imala dijagnostikovanu primarnu ili sekundarnu imunodeficijenciju, niti
oboljenja hematopoetskog sistema.

5.2.2. Odredivanje dinamike humoralnog imunskog odgovora

Nivoi anti-S1 IgG antitela praceni su u ukupno Sest vremenskih tacaka: tri i Sest meseci
nakon druge doze vakcine, neposredno pre primene trece doze, kao i jedan, tri i Sest meseci
nakon buster doze vakcine. Na osnovu PCR potvrde prethodne infekcije SARS-CoV-2 virusom i
anamnestickih podataka, ispitanici su podeljeni u dve grupe: COVID-19 pozitivne (COVID-19+),
koji su imali potvrdenu i preleZanu infekciju, i COVID-19 negativne (COVID-19-), bez dokaza o
prethodnoj infekciji.
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U grupi ispitanika koji su primili tri doze Pfizer-BioNTech vakcine i nisu imali potvrdenu
infekciju SARS-CoV-2 virusom, odnosno COVID-19- ispitanici, Sest meseci nakon druge doze
vakcine detektovan je blagi porast nivoa anti-S1 IgG antitela, bez statisticke znacajnosti, dok je
neposredno pre trece doze uocen blag pad. Nakon primene buster doze, zabeleZen je statisticki
znacajan porast nivoa anti-S1 IgG antitela u sve tri posmatrane tacke: jedan, tri i Sest meseci
nakon vakcinacije (Slika 16A).
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Slika 16. Nivoi anti-S1 IgG antitela nakon vakcinacije kod ispitanika bez prethodne infekcije SARS-CoV-2
virusom: (A) tri doze Pfizer-BioNTech vakcine i (B) tri doze Sinopharm [Vero Cell] inaktivisane vakcine.
Statisticki znacajne razlike oznacene su sa * p < 0,05; ***p < 0,001.

Kod COVID-19- ispitanika, koji su primili tri doze doze Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated COVID-19 vakcine (Slika 16B), anti-S1 IgG antitela su tri meseca nakon druge doze
bila detektovana u koncentracijama iznad limita detekcije (1,2 RU/mL), ali ispod referentnog
praga za pozitivnost definisanog od strane proizvodaca (8,0 RU/mL), Sto ukazuje na nizak nivo
humoralnog odgovora u ovom periodu. Nakon toga, Sest meseci posle druge doze, zabeleZen je
statisticki znacajan porast koncentracije antitela. Ipak, neposredno pre primene buster doze,
usledio je novi pad nivoa antitela, dok mesec dana nakon buster vakcinacije nije zabeleZeno
znacajno povecanje u odnosu na prethodni vremenski momenat. Znacajno povecanje nivoa
anti-S1 IgG antitela zabeleZeno je tek Sest meseci nakon primene buster doze (p < 0,001).

Situacija sa Sputnik V vakcinom bila je slicna kao i sa Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated
COVID-19 vakcinom — nivoi anti-S1 IgG antitela su tri meseca nakon druge doze bili
detektovani u koncentracijama iznad limita detekcije testa, ali ispod klini¢ki relevantnog praga.
Nakon Sest meseci zabeleZen je blagi porast bez statisticke znacajnosti, dok je neposredno pre
treCe doze uocen ponovni pad nivoa ovih antitela. Nakon primene buster doze vakcine,
primecen je statistiCki znacajan porast nivoa anti-S1 IgG antitela ve¢ jedan mesec nakon
vakcinacije (p < 0,001). Tri meseca nakon trec¢e doze, nivo antitela je i dalje bio poviSen, uz
statisticku znacajnost (p < 0,05), dok je Sest meseci nakon buster doze dostigao jos visi nivo, uz
visoko znacajnu razliku (p < 0,001) u odnosu na pocetne vrednosti (Slika 17A).
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Slika 17. Nivoi anti-S1 IgG antitela nakon vakcinacije kod ispitanika bez prethodne infekcije: (A) tri doze
Sputnik V vakcine i (B) heterologna kombinacija (Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vaccine i tre¢a
doza Pfizer-BioNTech COVID-19 vaccine (Sinopharm/Pfizer-BioNTech). Statisticki znacajne razlike oznacene
susa*p<005i**p<0,001

Cetvrtu grupu ¢inili su ispitanici koji su primili prve dve doze Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated COVID-19 vakcine, ali su zbog nezadovoljavajuceg imunskog odgovora, kao trecu
dozu primili Pfizer-BioNTech vakcinu. Tri meseca nakon druge doze, nivoi anti-S1 IgG antitela
kod ovih ispitanika bili su ispod referentnog praga za seropozitivnost, Sto ukazuje na slab
odgovor na primarnu vakcinaciju, sli¢no kao i u grupi koja je primila tri doze Sinopharm [Vero
Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine. Zatim je zabeleZen blagi porast nivoa ovih antitela nakon
Sest meseci, a potom pad neposredno pre trece doze vakcine. Nakon primene Pfizer-BioNTech
vakcine kao buster doze, zabeleZen je visoko statisticki znaCajan porast nivoa anti-S1 IgG
antitela ve¢ jedan mesec nakon vakcinacije, a poviSeni nivoi su se zadrZzali i tri i Sest meseci
nakon trece doze (p < 0,001) (Slika 17B).

Nivo anti-S1 IgG antitela kod ispitanika koji su imali potvrdenu infekciju virusom SARS-
CoV-2 (COVID-19+) razlikovao se u odnosu na ispitanike bez prethodne infekcije. U prvoj (tri
doze Pfizer-BioNTech), trecoj (tri doze Sputnik V) i cetvrtoj grupi (Sinopharm/Pfizer-
BioNTech), uocen je porast nivoa anti-S1 IgG antitela Sest meseci nakon druge doze, koji se
odrzao tokom celog posmatranog perioda, ali bez statisticki znacajnih razlika u kasnijim
vremenskim tackama (Slika 184, 18C i 18D). U drugoj grupi, koja je primila tri doze Sinopharm
[Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine, zabeleZen je drugaciji obrazac imunskog odgovora
(Slika 18B). Naime, nakon druge doze uocen je umeren porast nivoa anti-S1 IgG antitela, dok je
intenzitet njihovog porasta Sest meseci nakon tre¢e doze bio manji u poredenju sa ostalim
grupama.
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Slika 18. Nivoi anti-S1 IgG antitela nakon vakcinacije kod ispitanika sa prethodnom infekcijom: (A) tri doze
Pfizer-BioNTech vakcine; (B) tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine; (C) tri doze
Sputnik V vakcine i (D) heterologna kombinacija (Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vaccine i tre¢a
doza Pfizer-BioNTech COVID-19 vaccine Sinopharm/Pfizer-BioNTech). Statisticki znacajne razlike oznacene
susa*p<005i**p<0,001

5.2.3. Uporedna analiza nivoa anti-S1 IgG antitela po vakcinalnim grupama

Uporedivanjem efikasnosti vakcina (Pfizer-BioNTech, Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated COVID-19 vakcina, Sputnik V i Sinopharm/Pfizer-BioNTech) u istim vremenskim
tackama - tri i Sest meseci nakon druge doze, neposredno pre trece doze, kao i jedan, tri i Sest
meseci nakon buster doze - kod ispitanika bez prethodne infekcije virusom SARS-CoV-2
(COVID-19-), utvrdene su znacajne razlike u nivou anti-S1 IgG antitela (Slika 19A). Ispitanici
koji su primili heterolognu kombinaciju Sinopharm/Pfizer-BioNTech (SSP) imali su statisticki
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znacajno niZe nivoe anti-S1 IgG antitela Sest meseci nakon druge doze, u poredenju sa grupama
koje su primile tri doze Pfizer-BioNTech (PPP) i tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated
COVID-19 vakcine (SSS) (p < 0,001). U PPP grupi ispitanika, nivoi ovih antitela su ostali visi
neposredno pre trece doze i statisticki su se razlikovali od preostale tri grupe ispitanika (p <
0,001).
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Slika 19. Nivoi anti-S1 IgG antitela, kao markera humoralnog imunskog odgovora, u sest vremenskih tacaka:
tri i Sest meseci nakon druge (11) doze vakcine, neposredno pre trece (111) doze, kao i jedan, tri i Sest meseci
nakon trece doze vakcine. Prikazana je dinamika odgovora kod ispitanika koji su primili: sve tri doze Pfizer-
BioNTech vakcine (PPP), sve tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine (SSS), sve tri doze
Sputnik V vakcine (SpSpSp), kao i heterolognu kombinaciju Sinopharm/Pfizer-BioNTech vakcina (SSP).
Rezultati su prikazani za ispitanike (A) bez prethodne infekcije SARS-CoV-2 (COVID-19-) i (B) sa
prethodnom infekcijom (COVID-19+). Statisticki znacajne razlike oznacene su sa *p < 0,05; ***p < 0,001.

Mesec dana nakon primene trece doze, grupa koja je primila tri doze Sinopharm [Vero
Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine (SSS) imala je statisticki znacajno niZe nivoe anti-S1 IgG
antitela u poredenju sa ostalim grupama, a ta razlika se zadrzala i tri meseca nakon buster doze,
u poredenju sa PPP grupom (p < 0,05). U istom periodu, grupa koja je primila tri doze Sputnik
V vakcine (SpSpSp) imala je takode niZe vrednosti ovih antitala u odnosu na PPP grupu (p <
0,05). Medutim, Sest meseci nakon trece doze, svi vakcinalni rezimi pokazali su sli¢ne,
maksimalne vrednosti anti-S1 IgG antitela, bez statisticki znacajnih razlika medu grupama
(Slika 19A).

Kod COVID-19+ ispitanika, nije bilo statisticki znacajnih razlika u nivou anti-S1 IgG
antitela izmedu vakcinalnih grupa u razli¢itim vremenskim tackama (ANOVA analiza nije
pokazala znacajnost) (Slika 19B). [ako su COVID-19+ ispitanici u svim analiziranim grupama
imali viSe bazalne vrednosti anti-S1 IgG antitela tri meseca nakon druge doze, ove razlike nisu
bile statisticki znacajne. Medutim, u SSS grupi, zabeleZen je visi nivo antitela mesec dana nakon
trece doze kod COVID-19+ ispitanika (p < 0,05), ali se ta razlika preokrenula Sest meseci nakon
buster doze (Slika 20). Takode, kod heterologne SSP grupe, prethodna infekcija je produZila
imunski odgovor i dovela do znacajno visih nivoa antitela tri meseca nakon druge doze vakcine
(p <0,05), kao i pre trece doze (p < 0,001).
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Slika 20. Uporedni prikaz nivoa anti-S1 IgG antitela kod ispitanika sa (COVID-19+) i bez prethodne infekcije
SARS-CoV-2 (COVID-19-) u razli¢itim vremenskim tackama: 3 i 6 meseci nakon druge (1) doze; neposredno pre
trece (111) doze; kao i 1, 3 i 6 meseci nakon trece doze vakcine. Analiza je prikazana za: (A) sve tri doze Pfizer-
BioNTech vakcine; (B) sve tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine; (C) sve tri doze
Sputnik Vvakcine; (D) heterolognu kombinaciju dve doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine
i trece doze Pfizer-BioNTech vakcine (Sinopharm/Pfizer-BioNTech). Statisticki znacajne razlike oznacene su
sa *p < 0,05; ***p < 0,001.

5.2.4. Analiza redoks parametara pre i posle tre¢e doze vakcine

U okviru ove analize ispitanici su, takode, grupisani prema tipu primljene vakcine i
statusu prethodne SARS-CoV-2 infekcije (COVID-19+ i COVID-19-). Za svaku podgrupu,
vrednosti ispitanih redoks parametara (DPPH, FRAP, tioli, nitriti, albumini i ukupni proteini)
uporedeni su pre i mesec dana nakon primene buster doze vakcine, u cilju procene promena u
redoks statusu usled dodatne imunizacije.

Kod COVID-19- ispitanika, koji su primili tri doze Pfizer-BioNTech vakcine, uocen je
trend smanjenja vrednosti vecine ispitivanih parametara redoks sistema nakon vakcinacije
(Slika 21). Medutim, statisticki znacajna razlika uocena je samo kod rezultata DPPH testa (p =
0,048), Sto sugeriSe smanjenu sposobnost neutralizacije slobodnih radikala specificnih za
DPPH test mesec dana nakon buster vakcinacije (Slika 21F). Kod ostalih redoks parametara,
iako je uocen trend smanjenja, promene nisu dostigle nivo statisti¢ke znacajnosti razlika.

Kao i kod COVID-19- ispitanika, i u grupi COVID-19+ ispitanika koji su primili tri doze
Pfizer-BioNTech vakcine, uocen je opsti trend smanjenja vrednosti vecine redoks parametara
nakon vakcinacije (Slika 22). Statisticki znac¢ajno smanjenje zabeleZeno je za koncentraciju
serumskog albumina (p = 0,004) (Slika 22B). Takode, DPPH test je pokazao znacajno smanjenu
antioksidativnu aktivnost seruma prema slobodnim radikalima (p = 0,011), Sto sugeriSe
smanjenu sposobnost organizma da neutraliSe oksidativni stres (Slika 22F). Nasuprot tome,
iako su ukupni proteini i nivo nitrita pokazali pad nakon buster doze, ove promene nisu bile
statisticki znacajne. Parametri FRAP testa i ukupni tioli su, naprotiv, pokazali blag porast, ali
takode bez statisticke znacajnosti, Sto ukazuje na ocuvanu, ili blago poboljSanu, komponentu
antioksidativne zastite kod ispitanika iz ove grupe.
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Slika 21. Promene redoks parametara kod ispitanika koji su primili tri doze Pfizer-BioNTech COVID-19
vakcine i bez prethodne infekcije SARS-CoV-2 virusom (COVID-19-): (A) Ukupni proteini, (B) Albumin,
(C) Ukupni tioli, (D) Nitriti, (E) FRAP, (F) DPPH. Prikazane su vrednosti navedenih parametara pre i mesec
dana nakon trece doze vakcine. Statisticki znacajne razlike oznacene su sa **p < 0,01.
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Slika 22. Promene redoks parametara kod ispitanika koji su primili tri doze Pfizer-BioNTech COVID-19
vakcine sa prethodnom SARS-COV-2 infekcijom (COVID-19+): (A) Ukupni proteini, (B) Albumin, (C)
Ukupni tioli, (D) Nitriti, (E) FRAP, (F) DPPH. Prikazane su vrednosti navedenih parametara pre i mesec
dana nakon trece doze vakcine. Statisticki znacajne razlike oznacene su sa **p < 0,01.
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Kod COVID-19- ispitanika, koji su primili sve tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated
COVID-19 vakcine, uocava se znacajno smanjenje ukupnih proteina, uz blagi pad sadrzaja
albumina (Slika 23). Parametri antioksidativnog statusa, mereni DPPH i FRAP esejima,
pokazuju stabilne vrednosti - DPPH bez znacajne promene, dok FRAP beleZi trend porasta, ali
nijedan od ovih nalaza nije dostigao statistiCku znacajnost.
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Slika 23. Promene redoks parametara kod ispitanika koji su primili tri doze Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated COVID-19 vakcine bez prethodne SARS-COV-2 infekcije (COVID-19- grupa). (A) Ukupni
proteini, (B) Albumin, (C) FRAP, (D) DPPH. Prikazane su vrednosti pre i mesec dana nakon trece doze
vakcine. Statisti¢ki znacajne razlike oznacene su sa *** p < 0,001.
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Slika 24. Promene redoks parametara kod ispitanika koji su primili tri doze Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated COVID-19 vakcine sa prethodnom SARS-COV-2 infekcijom (COVID-19+ grupa): (A)
Ukupni proteini, (B) Albumin, (C) Ukupni tioli, (D) Nitriti, (E) FRAP, (F) DPPH. Prikazane su vrednosti
pre i mesec dana nakon treée doze vakcine. Statisticki znacajne razlike oznacene su sa * p < 0,05.
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S druge strane, kod COVID-19+ ispitanika koji su primili tri doze Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated COVID-19 vakcine (Slika 24), statisticki znacajno smanjenje je registrovano u
koncentraciji serumskog albumina (p < 0,05), Sto moZe ukazivati na blage postvakcinalne
promene u homeostazi proteina, moguce usled inflamatornih procesa (Slika 24B). Vrednosti za
ukupne proteine, iako numericki niZe nakon vakcinacije, nisu pokazale statisticku znacajnost
razlika. Kod parametara antioksidativnog kapaciteta plazme (DPPH i FRAP esej), nije uocena
znacajna promena - DPPH rezultati su pokazali blagi pad, dok je FRAP test ukazao na blago
povecanje redukcionog kapaciteta, ali bez statistiCke znacajnosti. Vrednosti nitrita i ukupnih
tiola takode su ostale relativno stabilne, uz blagi porast koncentracije nitrita i diskretan pad
nivoa tiola, Sto ukazuje na odsustvo znacajnog oksidativnog disbalansa nakon buster doze kod
ispitanika sa prethodno prelezanom SARS-CoV-2 infekcijom.

Na slici 25 prikazana je promena redoks parametara kod COVID-19- ispitanika koji su
primili tri doze Sputnik V vakcine. Statisti¢ki znacajan pad uocen je u vrednostima u DPPH
antioksidativnom testu (%RSC) nakon buster doze vakcine (p < 0,01), Sto ukazuje na smanjenu
sposobnost seruma da neutraliSe slobodne radikale putem ovog testa i moZe reflektovati
kratkotrajnu potrosSnju ili redistribuciju antioksidanasa (Slika 25F). Kod ostalih redoks
parametara seruma nisu uocene statisticki znaCajne promene. Vrednosti ukupnih proteina i
albumina ostale su stabilne, uz blagi porast nivoa albumina. Takode, FRAP test rezultati i
sadrZaj nitrita nisu bili znacajno promenjeni, dok su ukupni tioli pokazali numericki izrazen
porast, Sto moze ukazati na aktivaciju endogenih tiolskih antioksidativnih mehanizama, iako
bez statisticke potvrde.
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Slika 25. Promene redoks parametara kod ispitanika koji su primili tri doze Sputnik V COVID-19 vakcine
bez prethodne SARS-COV-2 infekcije (COVID-19- grupa): (A) Ukupni proteini, (B) Albumin, (C) Ukupni
tioli, (D) Nitriti, (E) FRAP, (F) DPPH. Prikazane su vrednosti pre i mesec dana nakon treée doze vakcine.
Statisticki znacajne razlike oznacene su sa ** p < 0,01.
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Slican obrazac u nivou parametara povezanih sa antioksidativnom odbranom
organizma uocen je i kod COVID-19+ ispitanika koji su takode primili tri doze Sputnik V vakcine,
gde je statisticki znacajno smanjenje registrovano u neutralisanju DPPH radikala (p < 0,01). Kod
ostalih analiziranih parametara nisu uo¢ene znacajne promene (Slika 26).
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Slika 26. Promene redoks parametara kod ispitanika koji su primili tri doze Sputnik V COVID-19 vakcine sa
prethodnom SARS-COV-2 infekcijom (COVID-19+ grupa): (A) Ukupni proteini, (B) Albumin, (C) Ukupni
tioli, (D) Nitriti, (E) FRAP, (F) DPPH. Prikazane su vrednosti pre i mesec dana nakon treée doze vakcine.
Statisticki znacajne razlike oznacene su sa **p < 0,01.

Kod COVID-19- ispitanika koji su primili heterolognu kombinaciju Sinopharm/Pfizer-
BioNTech (Slika 27) statisticki znaCajne promene uocene su kod koncentracije serumskog
albumina i vrednosti DPPH testa. Koncentracija albumina bila je znacajno niZa mesec dana
nakon buster doze u poredenju sa vrednostima pre vakcinacije (p < 0,001) (Slika 27B), dok je
sposobnost neutralizacije slobodnih radikala, procenjena DPPH testom, takode pokazala
znacajan pad (p < 0,01) (Slika 27F). Ostali redoks parametri nisu pokazali znacajne promene:
sadrZaj ukupnih proteina i nitrita u serumu je ostao stabilan, dok je FRAP test pokazao
numericki porast vrednosti bez statisticke znacajnosti razlika. Vrednosti tiola su bile nesto niZe
nakon vakcinacije buster dozom, ali takode bez znacajnih razlika.

Slican obrazac promena u antioksidativnom kapacitetu u serumu zabeleZen je i kod
COVID-19+ ispitanika, a koji su takode vakcinisani heterolognom kombinacijom
Sinopharm/Pfizer-BioNTech vakcina (Slika 28). U ovoj podgrupi takode su zabeleZene
statisticki znaCajne promene u dva parametra: vrednosti albumina su opale nakon trece doze
(p < 0,0001), a DPPH aktivnost je takode bila znacajno niZa u postvakcinalnom periodu (p <
0,001), sto moZe ukazivati na dodatnu aktivaciju ili iscrpljivanje antioksidativnih mehanizama
kod osoba sa prethodnom izloZenoS¢u SARS-CoV-2 virusu. Ostali parametri nisu pokazali
statisticki znac¢ajne promene nakon buster doze vakcine. Vrednosti ukupnih proteina i tiola su
se numericki smanjile, dok su FRAP esej rezultati i vrednosti nitrita pokazali blagi porast (Slika
28).
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Slika 27. Promene redoks parametara kod ispitanika koji su primili heterolognu kombinaciju
Sinopharm/Pfizer-BioNTech vakcine bez prethodne SARS-COV-2 infekcije (COVID-19- grupa): (A)
Ukupni proteini, (B) Albumin, (C) Ukupni tioli, (D) Nitriti, (E) FRAP, (F) DPPH. Prikazane su vrednosti pre i
mesec dana nakon trece doze. Statisticki znacajne razlike oznacene su sa ** p < 0,01; ***p < 0,001.

Sinopharm/Phizer-BioNTech vakcina

1004
e
g
E g 60
B
= 3
£~ 404
=
= -
o_
N
‘z‘w\ w“&
. 4
&
W
30+
204
=T
- A
z '
104
o
RN
*ﬁ\ oé\
< ¥
R4
&
,\6‘

COVID-19+ ispitanici

B

Albumin
(/L)

FRAP

(FRAP jedinice)

607

-~
=]
|

20+

1= g
5 w ©°
Rirt 1 il

e
n
1

e
°
1

R

2007
_ 150
=
- =
E_E 1004
Z
=
504
0—
& &
Q{‘,‘\ *09\
@f
&
g
= dkok
50 1
40
E g 304
ez
a é' 204
104
0-
N S
& o“\
) \‘_§-
&
&

N

Slika 28. Promene redoks parametara kod ispitanika koji su primili heterolognu kombinaciju
Sinopharm/Pfizer-BioNTech vakcine sa prethodnom SARS-COV-2 infekcijom (COVID-19+ grupa): (A)
Ukupni proteini, (B) Albumin, (C) Ukupni tioli, (D) Nitriti, (E) FRAP, (F) DPPH. Prikazane su vrednosti pre
i mesec dana nakon trece doze vakcine. Statisticki znacajne razlike oznacene su sa *** p<0,001; ****

p<0,0001.
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Zbirni prikaz statisti¢ki znacajnih promena redoks parametara nakon primene buster
doze vakcine (Tabela 11) ukazuje na razlike u postvakcinalnim odgovorima u zavisnosti od
primenjenog vakcinalnog rezima i prethodne izloZenosti SARS-CoV-2 infekciji. Najveci broj
znacajnih promena uocen je u grupi sa heterolognom vakcinacijom (Sinopharm/Pfizer-
BioNTech), gde su kod COVID-19- i COVID-19+ ispitanika zabeleZeno izraZzeno smanjenje u
koncentraciji albumina (p < 0,001 i p < 0,0001) i antioksidativne aktivnosti prema DPPH (p <
0,01 i p < 0,001), Sto ukazuje na snazan, ali potencijalno iscrpljujuc¢i efekat kombinovane
imunizacije na antioksidativnhu ravnotezu u serumu ispitanika. Kod COVID-19- ispitanika,
vakcinisanih sa tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine, uocen je znacajan
pad ukupnih proteina (p < 0,001), dok su kod COVID-19+ osoba vrednosti albumina takode
opale (p < 0,05). Znacajno smanjenje DPPH aktivnosti registrovano je u obe Sputnik V grupe
(COVID-19-i COVID-19+), dok su ostali parametri ostali stabilni. Kod osoba vakcinisanih sa tri
doze Pfizer-BioNTech vakcine, doSlo je do znacajnog pada aktivnosti u DPPH testu i nivoa
albumina, ali samo u COVID-19- grupi, dok su kod COVID-19+ ispitanika ove promene takode
bile prisutne, ali ne i (statisticki) znacajne.

Tabela 11. Zbirna tabela sa statickim znacajnim razlikama parametrima redoks serumskog odgovora pre i
nakon 11l doze razlicitih COVID-19 vakcina.

Sinopharm [Vero

. . . . Sinopharm/Pfizer-
Pfizer-BioNTech Cell]-Inactivated Sputnik V ll;ioNT e{ ch
COVID-19 vakcine
COVID- COVID- COVID- COVID- COVID-
Parametar 19- 194 COVID-19- | COVID-19+ 19- 19+ 19- COVID-19+
Ukupni ok
proteini
Albumin %k * kKK kKK
Nitriti
Tioli
FRAP

5.2.5. Promene redoks parametara po vakcinalnim grupama

Prilikom poredenja serumskih redoks parametara medu svim vakcinalnim grupama,
posmatrano zasebno, pre i nakon primene buster doze vakcine, statisticki znacajna razlika
uocena je za odredene pokazatelje oksidativnog statusa. Konkretno, nivo albumina pokazao je
statisticki znacajnu razliku pre trece doze izmedu COVID-19- ispitanika koji su primili
heterolognu Sinopharm/Pfizer-BioNTech vakcinu (SSP) i COVID-19+ ispitanika koji su primili
tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine (SSS) (p < 0,05), Sto ukazuje na
mogucu ulogu prethodne SARS-CoV-2 infekcije, kao i tipa vakcine, u modulaciji ovog parametra
antioksidativne zastite (Slika 29).
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Slika 29. Nivoi serumskih albumina kod ispitanika pre primene trece doze COVID-19 vakcine, po vakcinalnim
grupama i COVID-19 statusu. Statisticki znacajne razlike oznacene su sa * p < 0,05.

Nakon primene trece doze vakcine, najuocljivije razlike medu vakcinalnim grupama
zabeleZene su u nivou ukupnih proteina (Slika 30A). Statisti¢ki znacajna razlika uocena je
izmedu ispitanika iz grupe PPP i grupe SSS, obe bez prethodne COVID-19 infekcije (p < 0,05),
kao i izmedu ispitanika iz grupe SSS i grupe SpSpSp koji takode nisu prelezali infekciju (p <
0,05). Znacajne razlike zabeleZene suiizmedu grupe SSS (COVID-19-) i grupe SSP (COVID-19+),
kao i u poredenju sa grupom SSP (COVID-19+, p < 0,05). Ovo dodatno ukazuje na specifican
profil odgovora kod ispitanika vakcinisanih Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19
vakcinom bez prethodne infekcije. Pored toga, i DPPH test je pokazao statisticki znacajne
razlike, i to izmedu grupa PPP i SSS (obe COVID-19-, p < 0,05), kao i izmedu SSS i SpSpSp takode
obe COVID-19- grupe (Slika 30B). Ostali analizirani parametri redoks statusa u serumu nisu
pokazali statisticki znacajne razlike medu grupama.
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Slika 30. Poredenje redoks parametara kod ispitanika mesec dana nakon treée doze COVID-19 vakcine,
podeljenih po vakcinalnim grupama i COVID-19 statusu: (A) ukupni proteini, (B) DPPH. Statisti¢ki znacajne
razlike oznacene su sa *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.

5.2.6. Korelacija izmedu nivoa antitela i redoks parametara

Analiza visSestruke linearne regresije, sprovedena zasebno po vakcinalnim grupama
ispitanika, ukazala je na razlicite obrasce povezanosti izmedu redoks parametara i nivoa anti-
S1 IgG antitela na SARS-CoV-2. U grupama vakcinisanih sa tri doze Pfizer-BioNTech COVID-19
i tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine, nije pronadena statisticki
znacajna povezanost izmedu redoks parametara i anti-S1 IgG antitela na SARS-CoV-2, niti pre,
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niti nakon primene trece doze vakcine. Suprotno tome, kod ispitanika vakcinisanih sa tri doze
Sputnik V vakcine, pre trece doze registrovana je znacajna pozitivnha povezanost izmedu
koncentracije nitrita i nivoa IgG antitela (p = 0,0008), dok nakon buster doze nije uocena
statisticka znacajnost razlika (Slika 31A).

NajizraZenija povezanost je primecena u grupi sa heterolognom Sinopharm/Pfizer-
BioNTech COVID-19 vakcinacijom. U ovoj grupi je, pre trec¢e doze, utvrdena statisticki znacajna
povezanost izmedu ukupnih proteina i anti-S1 IgG antitela (p = 0,0227) (Slika 31B), dok je
nakon trec¢e doze vakcine zabeleZena negativna korelacija izmedu rezultata FRAP testa i nivoa
ani-S1 IgG antitela (p = 0,0372), kao i izmedu sadrzaja tiola i anti-S1 IgG antitela (p = 0,0008)
(Slika 31C-D). Negativni beta koeficijenti u ovom modelu ukazuju da porast koncentracije anti-
S1 IgG antitela prati blago smanjenje ukupnog antioksidativnog kapaciteta (FRAP esej) i nivoa
slobodnih tiola u serumu, Sto moZe ukazati na imunolo$ki posredovanu potrosnju
antioksidanasa i adaptivne promene u redoks ravnotezi u postinfekcijskom periodu nakon
buster doze COVID-19 vakcine.
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Slika 31. Linearna zavisnost izmedu koncentracije anti-S1 IgG antitela i redoks parametara kod ispitanika
vakcinisanih razlicitim COVID-19 vakcinama, pre i nakon trece (buster) doze: (A) Korelacija izmedu koncentracije
nitrita i nivoa anti-S1 IgG antitela kod ispitanika vakcinisanih sa tri doze Sputnik V vakcine, pre primene treée doze;
(B) Korelacija izmedu ukupnih proteina i nivoa anti-S1 IgG antitela kod ispitanika vakcinisanih kombinacijom
Sinopharm/Pfizer-BioNTech vakcina, pre trece doze; (C) Odnos izmedu vrednosti FRAP (ukupnog antioksidativnog
kapaciteta) i nivoa anti-S1 1gG antitela kod Sinopharm/Pfizer-BioNTech grupe ispitanika, nakon trece doze
vakcine; (D) Negativna korelacija izmedu ukupnih tiola i nivoa anti-S1 IgG antitela kod ispitanika vakcinisanih
kombinacijom Sinopharm/Pfizer-BioNTech vakcina, nakon trece doze.

5.2.7. Uticaj demografskih i klinickih faktora na imunski odgovor i redoks
parametre

Analiziran je i uticaj prisustva komorbiditeta (hipertenzije, kardiovaskularnih bolesti,
bolesti Stitaste Zlezde i drugih hroni¢nih stanja) na koncentracije anti-S1 IgG antitela. U okviru
svih analiziranih vakcinalnih grupa i COVID statusa (COVID-19+ i COVID-19-), prisustvo
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komorbiditeta nije pokazalo statisticki znacajan uticaj na nivoe anti-S1 IgG antitela niti u jednoj
od izabranih vremenskih tac¢aka (p > 0,05). Ovi rezultati ukazuju da komorbiditeti nisu imali
znacajniji efekat na razvoj humoralnog imunskog odgovora u posmatranom periodu.

S druge strane, analiza uticaja pola na redoks parametre pokazala je statisticki znacajne
razlike izmedu muskaraca i Zena, kako pre, tako i nakon primene trece doze vakcine (Slika 32).
Kod ispitanika vakcinisanih Pfizer-BioNTech vakcinom, muskarci su pre trece doze imali
znacajno viSe vrednosti u FRAP eseju u odnosu na Zene (p < 0,001). Slican obrazac zadrzao se i
nakon buster doze, iako su FRAP vrednosti u obe grupe opale, pri cemu su muskarci i dalje imali
statisticki viSi (ukupni) antioksidativni kapacitet (p < 0,01) (Slika 32A). Kod osoba koje su
primile Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcinu, takode su uocene viSe FRAP
vrednosti kod muskaraca u odnosu na Zene nakon trece doze vakcine (p < 0,01) (Slika 32B),
dok su kod ispitanika koji su primili tri doze Sputnik V vakcine, muskarci pokazali znacajno visSe
FRAP vrednosti pre tre¢e doze u poredenju sa Zenama (p < 0,05) (Slika 32C).

U grupi heterologne vakcinacije (Sinopharm/Pfizer-BioNTech), nakon trece doze
uocena je znacajno visa koncentracija nitrita kod muskaraca u odnosu na Zene (p < 0,05), dok
su pre trece doze tioli bili znacajno visi kod musSkaraca (p < 0,01), ukazujuéi na izraZeniji
antioksidativni odgovor kod muskog pola (Slika 32D-E). NajizraZenija razlika u FRAP
vrednostima u okviru ove grupe zabeleZena je nakon tre¢e doze vakcine, gde su muskarci
pokazali visi ukupni antioksidativni kapacitet u odnosu na Zene (p < 0,0001) (Slika 32F). Ovi
nalazi sugeriSu da pol moZe imati modulatorski efekat na redoks ravnotezu, kako u kontekstu
osnovnog fizioloSkog statusa, tako i u odgovoru na vakcinaciju.
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Slika 32. Polno specificne razlike u redoks parametrima kod ispitanika pre i nakon buster doze
razli¢itih COVID-19 vakcina: (A) FRAP vrednosti kod ispitanika vakcinisanih Pfizer-BioNTech
vakcinom; (B) FRAP nakon trece doze Sinopharm vakcine; (C) FRAP nakon trece doze Sputnik V
vakcine; (D) Nitriti nakon treée doze Sinopharm/Pfizer-BioNTech vakcina; (E) Ukupni tioli pre trece
doze Sinopharm/Pfizer-BioNTech vakcina; (F) FRAP vrednosti kod ispitanika vakcinisanih
Sinopharm/Pfizer-BioNTech vakcinom. Statisticki znacajne razlike oznacene su sa *p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001.
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Analiza uticaja prelezane SARS-CoV-2 infekcije na serumski redoks status, pokazala je
statisticku znacajnost samo kod DPPH testa u okviru dve vakcinalne grupe (Slika 33A). Naime,
kod ispitanika vakcinisanih sa tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine,
nakon trece doze uocen je veci procenat neutralizacije slobodnih radikala (%RSC) kod COVID-
19- osoba u poredenju sa onima koji su preleZzali infekciju (p < 0,05), Sto ukazuje na oCuvani, ili
reaktivisani antioksidativni odgovor u odsustvu prethodnog virusnog izazova.

Sli¢no tome (Slika 33B), u grupi ispitanika koji su primili sve tri doze Pfizer-BioNTech
vakcine, pre primene trece doze takode je registrovana statisticki znacajna razlika, ali u
suprotnom pravcu - osobe koje su prelezale COVID-19 imale su vise vrednosti DPPH aktivnosti
u poredenju sa COVID-19- ispitanicima (p < 0,05). Ovakav nalaz moZe ukazivati na
postinfekcijsku kompenzaciju, kroz poveéan antioksidativni odgovor u serumu prethodno
inficiranih ispitanika.
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Slika 33. Uticaj prethodne SARS-CoV-2 infekcije na DPPH aktivnost kod ispitanika koji su primili tri doze
vakcine. (A) ispitanici vakcinisani sa 3 x Sinopharm vakcinom, nakon trece doze; (B) ispitanici vakcinisani
sa 3 x Pfizer-BioNTech vakcinom, pre trece doze. Statistic¢ki znacajna razlika oznacena je sa *p < 0,05.

U cilju procene uticaja starosti, pola i prelezane SARS-CoV-2 infekcije na redoks
parametre u serumu ispitanika, uradena je viSestruka linearna regresija, a statisti¢ki znacajni
rezultati uoceni su na nivou nitrita kod ispitanika koji su primili tri doze Sputnik V vakcine, kao
i na nivou albumina i tiola kod ispitanika koji su primili heterolognu Sinopharm/Pfizer-
BioNTech vakcinaciju. U grupi ispitanika koji su primili tri doze Sputnik V vakcine, pre primene
treCe doze starost ispitanika pokazala se kao znacajan prediktor nivoa nitrita (§ = 1,098; p =
0,0042), Sto ukazuje da sa porastom broja godina ispitanika dolazi do statisticki znacajnog
povecanja sadrzaja nitrita u serumu (Grafik 1).

Zavisnost koncentracije nitrita od godina
starosti

¥ = 08488 - 30499

30,00 0,00 50,00 60,00 T0.00 £0,00
Godine

Grafik 1. Linearna regresiona analiza odnosa izmedu starosti i koncentracije nitrita kod
ispitanika vakcinisanih sa tri doze Sputnik V vakcine, pre trece doze.
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U grupi ispitanika koji su primili heterolognu Sinopharm/Pfizer-BioNTech vakcinaciju,
pre treCe doze identifikovana je statisticki znacajna negativna povezanost izmedu starosti i
nivoa albumina (§ =-0,08166; p = 0,0496), Sto ukazuje da stariji ispitanici imaju niZe vrednosti
serumskih albumina (Slika 34A). Nakon trece doze vakcine, znacajna negativna korelacija
uocena je izmedu godina i nivoa serumskih tiola (8 = -1,832; p = 0,0023), Sto ukazuje na pad
ukupne antioksidativne zasStite sa starenjem u ovoj populaciji (Slika 34B).
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Slika 34. Odnos izmedu starosti i serumskog nivoa albumina (A) i tiola (B), kod ispitanika koji su primili
heterolognu Sinopharm/Pfizer-BioNTech vakcinaciju

U skladu sa prethodnim nalazima o razlikama u redoks statusu, dodatno je ispitivan
potencijalni uticaj komorbiditeta na varijacije u oksidativno-antioksidativnim parametrima
medu ispitanicima razli¢itih vakcinalnih grupa. Kod ispitanika koji su primili tri doze Pfizer-
BioNTech vakcine, prisustvo endokrinih bolesti bilo je povezano sa znacajno izmenjenim
vrednostima u DPPH testu (Slika 35A), pre trece doze vakcine (p = 0,0258). Sli¢no tome, u grupi
vakcinisanih sa tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcinom, prisustvo
kardiovaskularnih bolesti (KVB) bilo je statisticki znacajno povezano sa promenama u nivou
albumina pre trece doze (p = 0,0311) (Slika 35B). Ostali komorbiditeti nisu pokazali statisticki
znacajne razlike sa parametrima redoks homeostaze u serumu ispitanika.
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Slika 35. Uticaj komorbiditeta na serumske redoks parametre pre tre¢e doze COVID-19 vakcina. (A)
ispitanici koji su primili tri doze Pfizer-BioNTech vakcine, poredenje DPPH vrednosti izmedu osoba sa i
bez endokrinih bolesti; (B) ispitanici koji su primili tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated vakcine,
poredenje nivoa albumina izmedu osoba sa i bez kardiovaskularnih bolesti. Statisticki znacajna razlika
oznacena je sa *p < 0,05.
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5.3.Imunski i redoks odgovor Sest meseci nakon buster doze Sinopharm [Vero
Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine

U okviru druge faze istrazivanja, sprovedena je procena imunskog odgovora i
parametara redoks statusa kod ispitanika koji su primili tri doze Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated COVID-19 vakcine. Analiza je obuhvatila odredivanje nivoa ukupnih neutralisu¢ih
antitela, specificnih anti-S1 IgG, anti-N IgG, anti-N IgM i anti-RBD IgM antitela, kao i
koncentracije IFN-y kao markera ¢elijskog imunskog odgovora. Paralelno su ispitani i redoks
parametri, ukljuc¢ujuéi ukupne proteine, tiolne grupe, nitrite, DPPH i FRAP vrednosti, kao i
sadrZaj albumine. Svi uzorci su uzeti Sest meseci nakon primene trece (buster) doze vakcine,
kako bi se procenila perzistencija imunskog odgovora i potencijalna povezanost sa
oksidativnim stresom u kasnoj fazi postvakcinalne imunosti.

5.3.1. Demografske i klinicke karakteristike ispitanika

U drugoj fazi istrazivanja u okviru ove disertacije, ucestvovalo je ukupno 103 ispitanika
koji su prethodno primili tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine, a
uzorkovanje je sprovedeno Sest meseci nakon primanja trece (buster) doze. Od ukupnog broja,
75 ispitanika su bile Zene, a 28 muskarci. Na osnovu anamnestic¢kih podataka i PCR nalaza, 43
ispitanika (41,7%) imalo je potvrdenu prethodnu infekciju SARS-CoV-2 virusom, pri ¢emu je
infekcija kod 16 ispitanika zabeleZena pre, a kod 27 ispitanika nakon buster doze.

Prisustvo jednog ili viSe komorbiditeta zabeleZeno je kod znacajnog broja ispitanika.
Kardiovaskularne bolesti su bile naj¢es¢e (36 ispitanika), ukljuCujuc¢i hipertenziju (32),
miokarditis (1), perikarditis (1) i bolesti sr¢anih zalizaka (2). Endokrini poremecaji su
registrovani kod 11 ispitanika, najc¢esce dijabetes melitus (3), bolesti Stitaste Zlezde (2) i
primarni poremecaji endokrinog sistema (6). Neuroloski poremecaji su zabelezeni kod jednog
ispitanika, dok je prisustvo alergijskih reakcija evidentirano kod 10 ljudi, a autoimunih bolesti
kod 9. Bolesti jetre, bubrega i plu¢a nisu registrovane u ovoj grupi. Demografski i anamnesticki
podaci ispitanika prikazani su u Tabeli 12.

Tabela 12. Demografski i anamnesticki podaci ispitanika ukljucenih u drugu fazu istraZivanja

Broj ispitanika

Da 43 Pre 1l doze 16
COVID-19 pozitivnost Posle 11l doze 27
Ne 60
Ukupan broj 103
y/ 75
Pol M 28

Hipertenzija (n=32)
Da 36 Miokarditis (n=1)
Perikarditis (n=1)
Bolesti sréanih zalizaka

Prisustvo kardiovaskularnih

bolesti (n=2)
Ne 67
“ls - Da 1
Neuroloski poremecaji Ne 102
Diabetes mellitus (n=3)
Da 11 Bolesti Stitaste Zlezde
. s (n=7)
EndoKrini poremecaji Prolaktin (n=1)
Ne 92
. Da 2
Bolesti jetre No 101
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Bolesti bubrega 32 1(1) 2
Bolesti pluca 32 949
Alergijske reakcije 32 ég
Autoimune bolesti BZ 131

5.3.2. Procena imunskog odgovora

5.3.2.1. Uticaj prethodne infekcije SARS-CoV-2 na imunski odgovor

Kao Sto je prethodno navedeno, od ukupno 103 ispitanika, 43 (41,7%) imalo je
potvrdenu prethodnu SARS-CoV-2 infekciju (COVID-19+ grupa), dok je 60 (58,3%) bilo bez
dokaza o prethodnoj infekciji (COVID-19-). Uporedna analiza pokazala je da su nivoi ukupnih
neutraliSucih antitela, anti-S1 IgG i anti-N IgG antitela, kao i koncentracije IFN-y, bili statisticki
znacajno visi kod ispitanika koji su pre vakcinacije imali potvrdenu infekciju virusom SARS-
CoV-2, u poredenju sa onima koji su primili tri doze vakcine, ali nisu imali prethodnu infekciju
(Slika 36). Takode, vrednosti anti-RBD IgM antitela u COVID-19+ grupi bile su statisticki
znacajno viSe i prelazile prag pozitivnosti (>18 U/mL), dok su kod COVID-19- ispitanika
ostajale ispod grani¢nih vrednosti, te su se smatrale negativnim.
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Slika 36. Markeri humoralnog i éelijskog imunskog odgovora kod ispitanika bez prethodne infekcije
(COVID-19-) i sa prethodnom infekcijom SARS-CoV-2 (COVID-19+) nakon vakcinacije sa tri doze
Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine: (A) ukupna neutraliSuéa antitela, (B) anti-S1 IgG
antitela, (C) anti-RBD IgM antitela, (D) anti-N IgM antitela, (E) anti-N IgG antitela i (F) IFN-y. Statisticki
znacajne razlike oznacene su sa * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,005; vrednosti ispod linije oznacavaju
negativne rezultate.

Kada su svi ispitanici dodatno podeljeni prema polu i prethodnoj infekciji virusom SARS-

CoV-2, i kada je primenjena dvofaktorska analiza varijanse (two-way ANOVA), rezultati su

pokazali da pol nije imao znacajan uticaj na imunski odgovor. Nasuprot tome, kod COVID-19+
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ispitanika uocCene su poviSene koncentracije IFN-y, anti-N IgG i anti-S1 IgG antitela, Sto ukazuje
na statisticki znacCajan efekat prethodne infekcije na ove parametre imunskog odgovora
organizma (Slika 37).
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Slika 37. Markeri humoralnog i Celijskog imunskog odgovora nakon vakcinacije sa tri doze Sinopharm [Vero
Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine u zavisnosti od pola i COVID-19 statusa: (A) ukupna neutralisuca antitela,
(B) anti-S1 IgG antitela, (C) anti-RBD IgM antitela, (D) anti-N IgM antitela, (E) anti-N IgG antitela i (F) IFN-y.
Z/COVID-19-: Zene bez prethodne SARS-CoV-2 infekcije; Z/COVID-19+: Zene sa potvrdenom infekcijom;
M/COVID-19-: muskarci bez prethodne infekcije; M/COVID-19+: muskarci sa potvrdenom vurusnom infekcijom.
N.S. - nije statisticki znacajno; vrednosti ispod linije oznacavaju negativne rezultate.

U cilju procene dinamike promena nivoa antitela tokom vremena, ispitanici su podeljeni
u tri podgrupe na osnovu perioda koji je protekao od poslednje klinicke prezentacije simptoma
COVID-19 do trenutka testiranja (do 3 meseca, od 3 do 6 mesecii do 18 meseci nakon infekcije).
Rezultati su pokazali da ne dolazi do pada nivoa neutraliSuc¢ih antitela i IFN-y u periodu od 3, 6
i 18 meseci nakon preleZane virusne infekcije. Medutim, zabeleZen je statisticki znacajan pad
koncentracije anti-S1 IgG antitela Sest meseci nakon infekcije, kao i pad nivoa anti-N IgG antitela
18 meseci nakon infekcije. Statisticki znacCajna razlika utvrdena je i za nivoe anti-N IgM antitela,
iako su njihove vrednosti ostale ispod grani¢ne vrednosti za pozitivnost (Slika 38).
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Slika 38. Markeri humoralnog i celijskog imunskog odgovora nakon vakcinacije sa tri doze Sinopharm [Vero
Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine u zavisnosti od vremena proteklog od poslednje klinicke prezentacije
simptoma COVID-19 do trenutka testiranja: (A) ukupna neutralisuéa antitela, (B) anti-S1 IgG antitela, (C) anti-
RBD IgM antitela, (D) anti-N IgM antitela, (E) anti-N IgG antitela i (F) IFN-y. Statisticki znacajne razlike
oznacene su sa *p < 0,05; *** p < 0,005; vrednosti ispod linije oznacavaju negativne rezultate.

5.3.2.2. Uticaj demografskih karakteristika i komorbiditeta na imunski odgovor

Rezultati ove analize su pokazali da starost ispitanika, pri ¢emu su oni bili podeljeni u
desetogodiSnje starosne kategorije (20-30, 30-40, 40-50 i 50-60 godina Zivota), nije imala
statisticki znacajan uticaj na analizirane imunoloske parametre: nivo ukupnih neutraliSu¢ih
anti-SARS-CoV-2 antitela (F = 1,02; p > 0,05), anti-S1 IgG antitela (F = 0,21; p > 0,05), anti-N IgG
antitela (F = 0,17; p > 0,05), kao ni na ¢elijski imunski odgovor, procenjen koncentracijom IFN-
vy (F =1,03; p > 0,05). Slicno tome, niti pol nije pokazao statisticki znacajan uticaj na analizirane
parametre. Poredenjem izmedu muskih i Zenskih ispitanika nisu uocene znacajne razlike u
nivou ukupnih neutraliSucih antitela (F = 12,58; p > 0,05), anti-N IgG antitela (F = 1,029; p >
0,05), anti-S1 IgG antitela (F = 0,492; p > 0,05), niti u nivou IFN-y, kao pokazatelju ¢elijskog
imunskog odgovora (F = 1,157; p > 0,05).

Od ukupno 103 ispitanika uklju¢enih u ovo istraZzivanje, 36 (35%) je, na osnovu
anamnestickih podataka, imalo dijagnostikovanu kardiovaskularnu bolest (KVB). Prilikom
podele ispitanika na one sa i one bez KVB, statisticka analiza je pokazala da su ispitanici sa
kardiovaskularnim oboljenjima imali znacajno poviSene nivoe anti-N IgG antitela u poredenju
sa ispitanicima bez ovih komorbiditeta (Slika 39).

l[ako su vrednosti anti-N IgM antitela bile ispod praga za pozitivnost testa, kod ispitanika
sa KVB zabeleZene su statisti¢ki znacajno viSe koncentracije anti-N IgM antitela (Slika 39).
Zanimljivo je da su, nakon ukljucivanja COVID-19 statusa kao dodatnog parametra i
sprovodenja dvofaktorske analize varijanse (two-way ANOVA), ispitanici sa KVB pokazali
statisticki znacajno povecanje nivoa isklju¢ivo anti-N IgM antitela, nezavisno od toga da li su
imali prethodnu SARS-CoV-2 infekciju (Slika 40).
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Slika 39. Markeri humoralnog i éelijskog imunskog odgovora nakon vakcinacije sa tri doze Sinopharm [Vero
Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine u odnosu na prisustvo kardiovaskularnih bolesti: (A) ukupna
neutralisu¢a antitela, (B) anti-S1 IgG antitela, (C) anti-RBD IgM antitela, (D) anti-N IgM antitela, (E) anti-
N IgG antitela i (F) IFN-y. Bez KVB: ispitanici bez kardiovaskularnih bolesti; Sa KVB: ispitanici sa prisutnim
kardiovaskularnim bolestima. Vrednosti ispod linije oznacavaju negativne rezultate. Statisticki znacajne
razlike oznacene su sa *p < 0,05; **p < 0,01.
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Slika 40. Markeri humoralnog i ¢éelijskog imunskog odgovora nakon vakcinacije sa tri doze Sinopharm
[Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine u zavisnosti od prisustva kardiovaskularnih bolesti (KVB) i
prethodne SARS-CoV-2 infekcije (COVID-19 status): (A) ukupna neutralisu¢a antitela, (B) anti-S1 IgG
antitela, (C) anti-RBD IgM antitela, (D) anti-N IgM antitela, (E) anti-N IgG antitela i (F) IFN-y. Bez
KVB/COVID-19-: ispitanici bez kardiovaskularnih bolesti i bez prethodne COVID-19 infekcije; Bez
KVB/COVID-19+: ispitanici bez kardiovaskularnih bolesti, ali sa prethodnom virusnom infekcijom; Sa
KVB/COVID-19-: ispitanici sa kardiovaskularnim bolestima, bez prethodne infekcije; Sa KVB/COVID-19+:
ispitanici sa kardiovaskularnim bolestima i prethodnom virusnom infekcijom. Vrednosti ispod linije
oznacavaju negativne rezultate.
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Prisustvo endokrinoloskih poremecaja (EB) nije statisticki znacajno uticalo na
analizirane parametre imunskog odgovora, ukljucujuci serumske nivoe ukupnih neutraliSuc¢ih
anti-SARS-CoV-2 antitela (F = 2,91; p > 0,05), anti-S1 IgG antitela (F = 1,33; p > 0,05), anti-N IgG
antitela (F =1,095; p > 0,05), niti na ¢elijski imunski odgovor meren sadrZajem IFN-y (F = 2,069;
p > 0,05). Medutim, kada je u analizu dodat COVID-19 status kao drugi faktor (two-way
ANOVA), rezultati su pokazali da endokrinoloski poremecaji umanjuju porast nivoa ukupnih
neutraliSuc¢ih antitela kod vakcinisanih ispitanika bez prethodne SARS-CoV-2 infekcije (Slika
41).
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Slika 41. Markeri humoralnog i Celijskog imunskog odgovora nakon vakcinacije sa tri doze Sinopharm [Vero
Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine u zavisnosti od prisustva endokrinoloskih poremecaja (EB) i prethodne
SARS-CoV-2 infekcije: (A) ukupna neutralisuéa antitela, (B) anti-S1 IgG antitela, (C) anti-RBD IgM antitela, (D)
anti-N IgM antitela, (E) anti-N IgG antitela i (F) IFN-y. Bez EB/COVID-19-: ispitanici bez endokrinoloskih
poremecaja i bez prethodne infekcije; Bez EB/COVID-19+: ispitanici bez endokrinoloskih poremecaja, ali sa
prethodnom infekcijom; Sa EB/COVID-19-: ispitanici sa endokrinoloskim poremecajima koji nisu imali COVID-
19; Sa EB/COVID-19+: ispitanici sa endokrinoloskim poremecéajima koji su preleZali COVID-19. Vrednosti ispod
linije oznacavaju negativne rezultate.

Rezultati su pokazali da prethodna infekcija SARS-CoV-2 virusom dovodi do porasta
nivoa ukupnih neutraliSucih antitela, anti-S1 IgG i anti-N IgG antitela (Slika 36). Kako prisustvo
endokrinoloskih poremecaja i prethodna infekcija nisu pokazali statisticki znacajan uticaj na
humoralni ili ¢elijski imunski odgovor ispitanika, izuzev u sluc¢aju neutraliSuc¢ih antitela, dalje
je analizirana podgrupa ispitanika koji nisu imali COVID-19. Ova grupa je podeljena na
ispitanike sa i bez endokrinoloSkih poremecaja. Statisticka analiza (t-test) pokazala je da su
nivoi neutraliSuc¢ih antitela i anti-N IgG antitela bili znacajno niZi u grupi Bez EB/COVID-19-,
Sto ukazuje da su ispitanici sa endokrinoloskim poremecajima, koji su primili Sinopharm [Vero
Cell]-Inactivated COVID-19 vakcinu, a nisu imali prethodnu infekciju, ispoljili slabiji humoralni
imunski odgovor u poredenju sa vakcinisanim ispitanicima bez endokrinoloskih poremecaja

(Slika 42).
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Slika 42. Markeri humoralnog i Celijskog imunskog odgovora nakon vakcinacije sa tri doze Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated COVID-19 vakcine kod ispitanika sa prisutnim endokrinoloskim poremecajima (EB) i bez prethodne
COVID-19 infekcije: (A) ukupna neutralisuéa antitela, (B) anti-S1 IgG antitela, (C) anti-RBD IgM antitela, (D) anti-N
IgM antitela, (E) anti-N IgG antitela i (F) IFN-y. Bez EB/COVID-19-: ispitanici bez endokrinoloskih poremeéaja i bez
prethodne infekcije; Bez EB/COVID-19+: ispitanici bez endokrinoloskih poremecaja, ali sa prethodnom infekcijom; Sa
EB/COVID-19-: ispitanici sa endokrinoloskim poremecajima koji nisu imali COVID-19; Sa EB/COVID-19+: ispitanici
sa endokrinoloskim poremecajima koji su prelezali COVID-19. Statisticki znacajne razlike oznacene su sa * p < 0,05;
***p < 0,005; vrednosti ispod linije oznacavaju negativne rezultate.

Korelaciona analiza sprovedena na celokupnom uzorku pokazala je da kod vakcinisanih
ispitanika postoje znacajne pozitivne korelacije izmedu markera humoralnog i celijskog
imunskog odgovora - ukupnih neutralisucih antitela, anti-S1 IgG, anti-N IgG antitela i IFN-y. Ovi
nalazi ukazuju na postojanje jedinstvenog, koordinisanog imunskog odgovora specificnog za
SARS-CoV-2 (Tabela 13).

Tabela 13. Korelaciona analiza izmedu titra neutraliSucih antitela, IFN-y, anti-N IgG antitela (nukleokapsid), anti-
RBD IgM antitela (receptor-vezujuci domen), anti-N IgM antitela i anti-S1 IgG antitela (ukljucujuci RBD), sprovedena
na celokupnom uzorku. Crvenom bojom oznacene su statisticki znacajne korelacije izmedu analiziranih parametara.

Ukupna Anti-S11IgG Anti-RBD Anti-N Allltic;N IFNy
Neutralisuca antitela IgM IgM an t%tela
antitela antitela antitela
Ukupna
neutralisuéa
antitela
anti-S1 IgG 0,400
antitela
anti-RBD IgM 0,0525 0,0923
antitela
anti-N IgM 0,078 0,0002 0,098
antitela
anti-N IgG 0,240 *** 0,666 *** -0,099 -0,039
antitela
IFN vy 0,142 0,392 *** 0,196 0,0923 0,336 ***
% p < 0,05,
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5.3.3. Procena redoks statusa

5.3.3.1.  Uticaj prethodne infekcije SARS-CoV-2 na redoks parametre

Sest meseci nakon primene trece doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19
vakcine, sprovedena je analiza redoks parametara kod ispitanika koji su primili sve tri doze
Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine, sa podelom na grupe prema prethodnom
COVID-19 statusu (COVID-19+ i COVID-19-). S obzirom da ovi podaci nisu bili normalno
raspodeljeni, za poredenje grupa iskoriS¢en je Mann-Whitney U test.

UocCena je statisticki znacajna razlika u vrednostima DPPH i koncentraciji albumina kod
ispitanika, pri ¢emu su ispitanici sa prethodnom istorijom COVID-19 infekcije (COVID-19+
ispitanici) imali znacajno niZe nivoe albumina i smanjenu antioksidativnu aktivnost (nize DPPH
vrednosti) u poredenju sa osobama koje nisu prelezale infekciju (Slika 43).
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Slika 43. Poredenje redoks parametara izmedu ispitanika koji nisu prelezali COVID-19 infekciju (COVID-
19-) i onih sa prethodnom infekcijom (COVID-19+), Sest meseci nakon trece doze Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated vakcine: (A) Ukupni proteini, (B) Albumin, (C) Ukupni tioli, (D) Nitriti, (E) FRAP, (F) DPPH.
Statisticki znacajne razlike oznacene su sa * p < 0,05.

Kako bi se bolje razumela meduzavisnost izmedu razli¢itih serumskih redoks
parametara u kontekstu prethodne SARS-CoV-2 infekcije, sprovedena je korelaciona analiza u
okviru zasebnih grupa ispitanika: onih koji su prelezali COVID-19 infekciju (COVID-19+) i onih
bez dokaza o prethodnoj infekciji (COVID-19-). Cilj ove analize bio je da se identifikuju moguce
unutrasnje veze izmedu biohemijskih markera oksidativnog statusa, te uoce eventualne razlike
u obrascima povezanosti izmedu grupa sa i bez postinfekcijskog imunskog opterecenja.

Rezultati korelacione analize (Tabela 14) su pokazali da, u COVID-19+ grupi, postoji
statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu ukupnih proteina i albumina (r = 0,439; p =
0,036), Sto ukazuje na njihovu povezanost u postakutnoj fazi bolesti. Korelacija izmedu sadrzaja
nitrita i proteina bila je negativna, ali nije dostigla statisticku znacajnost (r =-0,173; p = 0,440).
Takode, u ovoj grupi nije utvrdena znacajna korelacija izmedu antioksidativnih parametara
(DPPH i FRAP vrednosti) i nivoa tiola. U COVID-19- grupi je uocena snazna i statisticki visoko
znacajna korelacija izmedu ukupnih proteina i albumina (r = 0,743; p = 1,6 x 107'%), $to ukazuje
na stabilnu homeostazu proteina u odsustvu prethodne infekcije. Sli¢cno kao u COVID-19+ grupi,
negativna korelacija izmedu sadrzaja nitrita i proteina (r =-0,193; p = 0,148) nije bila znacajna,
dok su DPPH i FRAP vrednosti pokazale blago pozitivnu korelacije (r = 0,243), ali bez statisticke
znacajnosti (p>0,05).
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Tabela 14. Koeficijenti korelacije (1) i p vrednosti za meduzavisnost redoks parametara u odnosu na prethodni
COVID-19 status (COVID-19+ i COVID-19-). Crvenom bojom su oznaceni statisticki znacajni rezultati.

COVID+ ispitanici
r DPPH FRAP TIOLI p DPPH FRAP TIOLI
DPPH 1 0,113 -0,140 DPPH 0 0,609 0,545
FRAP 0,113 1 -0,180 FRAP 0,609 0 0,435
TIOLI -0,140 -0,180 1 TIOLI 0,545 0,435 0
r Proteini Albumin Nitriti p Proteini Albumin Nitriti
Proteini 1 0,439 -0,173 Proteini 0 0,036 0,440
Albumin 0,439 1 -0,303 Albumin 0,036 0 0,170
Nitriti -0,173 -0,303 1 Nitriti 0,440 0,170 0
COVID- ispitanici
r DPPH FRAP TIOLI p DPPH FRAP TIOLI
DPPH 1 0,243 0,072 DPPH 0 0,064 0,593
FRAP 0,243 1 0,087 FRAP 0,064 0 0,518
TIOLI 0,072 0,087 1 TIOLI 0,593 0,518 0
r Proteini Albumin Nitriti p Proteini Albumin Nitriti
Proteini 1 0,743 -0,193 Proteini 0 1,6 x 10-11 0,148
Albumin 0,743 1 -0,047 Albumin 1,6 x 1011 0 0,729
Nitriti -0,193 -0,047 1 Nitriti 0,148 0,729 0
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Slika 44. Vizuelni prikaz korelacija izmedu redoks parametara kod ispitanika Sest meseci nakon trece doze
Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine. A) COVID-19+ grupa (osobe koje su preleZale infekciju);
B) COVID-19- grupa (osobe bez prethodne infekcije). Vrednosti u matrici predstavljaju relativnu jacinu
korelacija izmedu parametara (DPPH, FRAP, tioli, ukupni proteini, albumini i nitriti). JaCina korelacije
oznacena je skalom boja, pri cemu su crvene nijanse indikator pozitivne, a plave negativne korelacije.
Statisticki znacajne korelacije oznacene su sa * p < 0,05 i ***p < 0,001.

Korelaciona analiza je pokazala da najizraZenija i statisticki znacajna veza postoji
izmedu ukupnih proteina i albumina, sa znatno jacom korelacijom u COVID-19- grupi (r =
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0,743; p < 0,0001) u poredenju sa COVID-19+ ispitanicima (r = 0,439; p = 0,036). Ova razlika je
vizuelno prikazana na slici 44, gde su uocljive jace nijanse crvene boje u donjem levom
kvadrantu heat mape za COVID-19- grupu (B). Nitriti su pokazali tendenciju negativne
korelacije sa ukupnim proteinima u obe grupe, ali bez statisticke znacajnosti, prikazano
svetloplavim kvadratima u odgovaraju¢im segmentima heat mape (Slika 44, A i B pozicija:
nitriti-proteini). Pored toga, antioksidativni parametri DPPH i FRAP nisu pokazali znacajnu
medusobnu povezanost sa koncentracijom tiola, Sto moZe ukazati na nezavisne mehanizme
oksidativnog stresa u odnosu na tiolne grupe. Odsustvo znacajne korelacije izmedu ovih
parametara jasno je vidljivo kroz bele i svetloplave kvadrate na dijagonalama koje ukljucuju
tiolne vrednosti u oba panela heat mape.

5.3.3.2.  Rezultati viSestruke regresione analize

Visestruka regresiona analiza je pokazala da su godine statisticki znacajan negativan
prediktor nivoa DPPH vrednosti (8 = -0,091; p = 0,017), pri ¢emu stariji ispitanici imaju niZzi
antioksidativni kapacitet, Sto ukazuje na postepeno slabljenje antioksidativne zaStite sa
starenjem. Takode, utvrdena je pozitivna povezanost ukupnih proteina sa DPPH vrednostima
(B =0,119; p = 0,002), Sto sugeriSe da osobe sa viSim proteinskim statusom imaju izraZeniji
antioksidativni kapacitet.

Kao najjaci prediktor nivoa ukupnih proteina identifikovani su serumski albumini, sa
vrlo izraZzenom pozitivnom korelacijom ( = 1,163; p < 0,0001), Sto potvrduje direktnu vezu
izmedu proteinskog statusa i koncentracije albumina u serumu (Slika 45A). Antioksidativni
kapacitet, meren DPPH metodom, takode je znacCajan pozitivan prediktor ukupnih proteina (3
= 1,015; p = 0,002), Sto dodatno naglaSava vezu izmedu redoks balansa i nutritivnog/
proteinskog statusa (Slika 45B). Nasuprot tome, tioli su pokazali negativnu povezanost sa
ukupnim proteinima (8 = -0,042; p = 0,018), ukazujuc¢i na postojanje razlicitih regulatornih
mehanizama izmedu tiolne antioksidativne zaStite i proteinskog profila u serumu ispitanika.
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Slika 45. Scatter plot prikaz meduzavisnosti ukupnih proteina sa albuminima (A) i antioksidativnim
kapacitetom (DPPH test) (B), sa odvojenim regresionim linijama za ispitanike sa prethodnom COVID-19
infekcijom (COVID-19+, crvena linija) i bez nje (COVID-19-, plava linija).

Rezultati su pokazali i da su godine Zivota znacajan negativan prediktor nivoa tiola (§ =
-2,115; p=0,003), pri Cemu se starijim ispitanicima registruju niZe vrednosti tiola, ukazujuc¢i na
slabljenje tiolne komponente antioksidativne zaStite tokom starenja. Takode, utvrdena je
negativna povezanost ukupnih proteina sa tiolima ( = -1,717; p = 0,018), dok su albumini
pokazali pozitivnu povezanost sa nivoom tiola (§ = 2,010; p = 0,049), Sto sugeriSe da visi nivo
albumina doprinosi o¢uvanju tiolne ravnoteZe, kroz stabilizaciju redoks statusa.

Prisustvo prelezanog COVID-19 identifikovano je kao statisticki znacajan prediktor
FRAP vrednosti (3 =-21,250; p=0,015), pri Cemu osobe koje nisu preleZale infekciju imaju niZe
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FRAP vrednosti u poredenju sa COVID-19+ ispitanicima (Slika 46). Ova razlika ukazuje da
COVID-19+ ispitanici poseduju visi antioksidativni kapacitet, Sto moZe biti rezultat dugoroc¢nih
adaptivnih promena u redoks ravnotezi nakon virusne infekcije. Analizom je utvrdeno da je
prelezani COVID-19 znacajan negativan prediktor anti-S1 IgG antitela (8 = -21,25; p = 0,0148),
Sto ukazuje da COVID-19- osobe imaju znacajno niZi nivo anti-S1 IgG antitela u odnosu na
COVID-19+ populaciju.
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Slika 46. Povezanost COVID-19 statusa i FRAP vrednosti (korelaciona analiza)

Medu ostalim znacajnim prediktorima, anti-N IgG antitela pokazuju jaku pozitivnu
povezanost sa anti-S1 IgG antitelima ( = 0,140; p < 0,0001), sto je u skladu sa ulogom oba
parametra u humoralnom imunskom odgovoru organizma. Takode, ukupna neutraliSuca
antitela su se pokazala kao znacajan pozitivan prediktor (§ = 0,010; p = 0,003), ¢ime se istice
znacaj neutralizacije virusa kao dela efikasnog imunskog odgovora. Konac¢no, albumini su
pokazali pozitivnu povezanost sa anti-S1 IgG antitelima (§ = 1.457; p = 0,0073), Sto ukazuje na
povezanost nutritivnog/proteinskog statusa sa intenzitetom imunoloske reakcije.

5.3.3.3. Uticaj demografskih karakteristika i komorbiditeta na redoks parametre

Na osnovu sprovedene korelacione analize izmedu godina starosti i redoks parametara,
statisticki znacajna povezanost utvrdena je isklju¢ivo u grupi ispitanika koji nisu prelezali
COVID-19. U toj grupi, zabeleZena je slaba, ali statisticki znacajna negativna korelacija izmedu
godina starosti i koncentracije ukupnih tiola (r =-0,260; p = 0,048). Ovaj nalaz ukazuje da se sa
porastom starosti blago smanjuje nivo tiolnih jedinjenja, Sto mozZe reflektovati postepeni pad
antioksidativne zaStite u zdravoj populaciji. U grupi osoba koje su prelezale COVID-19 infekciju,
nije uoCena znacajna korelacija izmedu starosti i bilo kog od redoks parametara.

Ovaj nalaz dodatno je potvrden analizom visSestruke regresije, u kojoj je DPPH vrednost
postavljena kao zavisna promenljiva. Medu analiziranim prediktorima, godine starosti su se
pokazale kao statisticki znacCajan negativan prediktor DPPH vrednosti (§ =-0,091; p = 0,017),
Sto potvrduje da sa porastom starosti dolazi do smanjenja ukupnog antioksidativnog kapaciteta
u serumu ispitanika. Pored toga, ukupni proteini su identifikovani kao snaZan pozitivan
prediktor DPPH vrednosti ( = 0,119; p = 0,002), Sto sugeriSe da je visi nivo proteina povezan
sa izraZenijim antioksidativnim odgovorom. Zajedno, ovi nalazi ukazuju da i starosna dob i
proteinski status znacajno utiCu na redoks homeostazu, Sto moZe imati klinicki znacaj u
kontekstu imunskog statusa i oporavka nakon COVID-19 infekcije.

S obzirom da hroni¢ne nezarazne bolesti mogu znacajno uticati na oksidativno-
antioksidativnu ravnotezZu organizma, izvrSena je analiza uticaja komorbiditeta na redoks
parametre. Cilj ove analize bio je da se identifikuje da li prisustvo komorbiditeta (npr. KVB,
bolesti plu¢a, bubrega i centralnog nervnog sistema (CNS)) uti¢u na serumske nivoe proteina,
albumina, tiola, nitrita, kao i na antioksidativni kapacitet meren DPPH i FRAP metodama.
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Tabela 15. Uticaj komorbiditeta na redoks parametre kod ispitanika Sest meseci nakon trece doze Sinopharm [Vero
Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine. Prikazani su statisticki znacajni odnosi izmedu prisustva komorbiditeta i
nivoa ukupnih proteina, albumina, tiola, nitrita, kao i antioksidativnih parametara (DPPH i FRAP) u serumu.
Statisticka znacajnost je oznacena odgovarajuéim p vrednostima.

Parametar Komorbiditet i statisticka znacajnost
Proteini KVB (8 =10,33; p=0,016)*
Albumin Bolesti pluc¢a ( =-21.94; p = 0,004)**
KVB Bubrezi Onkoloske promene
DPPH N (B=-6.959,p *
(B=1.842;p=0,016) _ . (B=-14.49; p=0,023)
=0,048)
FRAP CNS (B =-1.186; p = 0,008)**
Nitriti KVB (B =-10,73; p = 0,049)*

*KVS - kardiovaskularne bolesti

Rezultati prikazani u Tabeli 15 pokazuju da s KVB statisticki znaCajno povezane sa
smanjenjem nivoa ukupnih proteina (p = 0,016), smanjenim DPPH vrednostima (p = 0,016),
kao i poviSenim koncentracijama nitrita (p = 0,049). Ovi nalazi ukazuju na izraZen oksidativni
stres kod osoba sa KVB, verovatno kao posledicu hroni¢ne inflamacije i disfunkcije endotelne
regulacije. Plu¢ne bolesti su bile u znacajnoj negativnoj korelaciji sa koncentracijom albumina
(p = 0,004), sto moZe reflektovati prisustvo hroni¢ne upale, malnutricije, ili pojacanog
katabolizma proteina kod ovih pacijenata. Smanjene vrednosti DPPH zabeleZene su i kod osoba
sa bubreZnim oboljenjima (p = 0,048), kao i kod onkoloskih pacijenata (p = 0,023), Sto sugerise
da je antioksidativni kapacitet posebno kompromitovan kod ovih grupa, verovatno usled
pojacanog oksidativnog stresa izazvanog hroni¢nim oboljenjem, terapijom ili tumorskim
metabolizmom. Nasuprot tome, tioli nisu pokazali statisticki znacajnu povezanost niti sa jednim
analiziranim komorbiditetom, Sto ukazuje na njihovu relativnu stabilnost, ili da su oni manje
podloZni uticaju hroni¢nih bolesti u posmatranom periodu. Ovi nalazi ukazuju da
komorbiditeti, posebno kardiovaskularna, plu¢na, bubrezna i onkoloSka oboljenja, mogu
znacajno modifikovati oksidativni status ispitanika, Sto moZe imati klinicke implikacije u
kontekstu imuniteta, oporavka i odgovora na vakcinaciju.

5.3.4. Korelaciona analiza redoks parametara i markera imunskog odgovora

Na osnovu rezultata korelacione analize izmedu redoks parametara i markera
humoralnog i ¢elijskog imunskog odgovora, uocene su odredene povezanosti koje ukazuju na
razlike izmedu osoba koje su prelezale COVID-19 (COVID-19+) i onih koje nisu (COVID-19-).

U COVID-19- grupi, utvrdena je statisticki znacajna pozitivna korelacija izmedu IFN-y i
anti-S1 IgG antitela (r = 0,334; p = 0,013) (Slika 47A), kao i izmedu nitrita i [FN-y (r = 0,313; p
= 0,022), Sto ukazuje na funkcionalnu povezanost redoks i celijskog imunskog odgovora.
Takode, nitriti su pokazali negativnu korelaciju sa anti-N IgM antitelima (r = -0,092), ali bez
statistickog znacaja (p > 0,05). U ovoj grupi uocena je i pozitivna korelacija izmedu sadrzaja
tiola i IFN-y (r = 0,235; p = 0,090), ali ona nije dostigla nivo statisticke znacajnosti. Takode,
FRAP i IFN-y pokazuju blagu negativnu korelaciju (r = -0,088), ali bez statisticke znacajnosti (p
> 0,05). U grupi COVID-19- ispitanika, uoCene su i negativne korelacije rezultata DPPH testa sa
IFN-y vrednostima (r = -0,217), anti-S1 IgG antitelima (r = -0,184) i anti-N IgM antitelima (r =
-0,239), Sto ukazuje na inverzan odnos izmedu antioksidativne aktivnosti slobodnih radikala i
aktivacije imunskog sistema. Medutim, ove korelacije nisu dostigle statisti¢cku znacajnost (p >
0,05).
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Slika 47. Korelaciona analiza redoks parametara i markera imunskog odgovora nakon trece (buster) doze Sinopharm
[Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine: (A) Korelacija izmedu koncentracije IFN-y i nivoa anti-S1 IgG antitela; (B)
Korelacija izmedu koncentracije ukupnih proteina i albumina kod COVID-19- ispitanika; (C) Korelacija izmedu
ukupnih proteina i albumina kod COVID-19+ ispitanika.

U COVID-19+ grupi, uocena je pozitivna korelacija izmedu proteina i albumina u serumu
(r=0,439; p = 0,03), mada slabija u poredenju sa COVID-19- grupom (r = 0,743; p=1,6 x 107*%)
(Slika 47B-C). Iako se oc¢ekivala znacajna povezanost izmedu antioksidativnih markera DPPH i
FRAP, u ovoj grupi ta korelacija nije bila statisticki znacajna (r = 0,113; p > 0,05). Kao i kod
COVID-19- ispitanika, uoc¢ena je negativna korelacija izmedu FRAP vrednosti i IFN-y (r =-0,33;
p > 0,05), Sto ukazuje na uticaj oksidativnog stresa na celijski imunski odgovor, iako oba
statisticki nisu potvrdena. Zanimljivo je da je DPPH test pokazao razlicite obrasce korelacija u
zavisnosti od COVID statusa ispitanika. U COVID-19- grupi, DPPH je bio u negativnoj korelaciji
sa [FN-y, anti-S1 IgG antitelima i anti-N IgM antitelima (redom, r vrednosti od -0,217, -0,184 i
-0,239), dok suu COVID-19+ grupi uocene pozitivne korelacije sa IFN-y i anti-N IgM antitelima
(r=0,267;r=0,268), anegativna samo sa anti-S1 IgG antitelima (r = -0,259). Iako ove korelacije
nisu dostigle statisticku znacajnost (p > 0,05), divergentni obrasci ukazuju na mogucu
imunolo$ko-redoks dinamiku specifi¢nu za prethodnu infekciju.

Uporedna analiza izmedu grupa pokazala je da su proteini i albumini snaZnije povezani
u COVID-19- grupi, Sto ukazuje na stabilniji metabolicki status kod ovih osoba. Korelacija
izmedu proteina i anti-S1 IgG antitela postaje negativnija u COVID-19+ grupi, Sto moguce
odraZava disbalans imunskog odgovora nakon infekcije. Takode, veza izmedu DPPH vrednosti
i tiola slabi kod COVID-19+ ispitanika (r =-0,140; p > 0,05) u odnosu na COVID-19- ispitanike(r
= 0,072; p > 0,5). Korelacija izmedu nivoa nitrita i anti-S1 IgG antitela bila je slaba i bez
statisticke znacajnosti u obe grupe: COVID-19- (r = 0,046; p = 0,731) i COVID-19+ (r = -0,054;
p = 0,810), Sto ukazuje na odsustvo funkcionalne povezanosti izmedu ovog redoks parametra i
humoralnog imunskog odgovora organizma. S druge strane, blago negativna korelacija izmedu
DPPH i anti-S1 IgG antitela u obe grupe sugeriSe da je antioksidativni status u odredenoj meri
povezan sa postinfektivnim IgG odgovorom.

Ove korelacije istiCu sloZen odnos izmedu oksidativnog stresa i imunskog odgovora, te
ukazuju na potrebu za daljim istrazivanjima kako bi se razumela dugorocna posledica SARS-
CoV-2 infekcije na redoks i imunski status organizma coveka.
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6. DISKUSIJA

Ova doktorska disertacija imala je za cilj da proceni trajanje i kvalitet postvakcinalnog
imunskog odgovora, kao i promene u redoks statusu, u serumu osoba koje su primile trec¢u
(buster) dozu vakcine protiv COVID-19. Istrazivanje je sprovedeno u dva segmenta: u prvom
delu analizirana je dinamika humoralnog imunskog odgovora, kao i promene redoks
parametara, pre i nakon aplikacije buster doze razlic¢itih tipova vakcina (Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated vakcine, Pfizer-BioNTech vakcine, Sputnik V vakcine i heterolognih kombinacija
ovih vakcina), dok je u drugom delu, Sest meseci nakon tre¢e doze Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated COVID-19 vakcine, istovremeno procenjen humoralni, ¢elijski i redoks odgovor u
serumu ispitanika.

Pri tumacenju dobijenih rezultata, neophodno je uzeti u obzir brojne faktore koji mogu
uticati na efikasnost vakcinacije. Efikasnost vakcine zavisi od sloZenog medudejstva
karakteristika domacina (poput starosti, prisustva komorbiditeta i prethodne infekcije),
osobina patogena (npr. prisustva novih varijanti), kao i karakteristika same vakcine - njenog
tipaivremena proteklog od primene [223-225]. Vakcinacija protiv COVID-19 u Republici Srbiji
zapocela je u januaru 2021. godine. S obzirom na dostupnost razlic¢itih vakcina i slobodu izbora
ljudi u odabiru vakcina koju ¢e primiti, znacajan deo stanovnistva primio je razlicite
kombinacije vakcina, Sto je direktno uticalo na izbor ispitanika uklju¢enih u ovu studiju.
[spitanici obuhvaceni ovom doktorskom disertacijom primili su Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated COVID-19, Pfizer-BioNTech, ili Sputnik V vakcinu, pri ¢emu su sve one bile razvijene
od originalnog (Wuhan) soja SARS-CoV-2 virusa.

Upravo sloboda izbora vakcine predstavlja jedan od razloga zasto je drugi deo ove
disertacije, koji se odnosi na analizu imunskog i redoks odgovora organizma Sest meseci nakon
trece doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine, sproveden na ogranicenom
broju ispitanika (n=103). Ogranicen uzorak posledica je viSe faktora, od kojih se dva izdvajaju
kao Kklju¢na: prvo, moguc¢nost izbora buster vakcine rezultirala je time da su mnogi ispitanici,
koji su prethodno primili dve doze inaktivisane Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19
vakcine, odlucili da kao tre¢u dozu prime iRNK vakcinu (zbog izostanka detektabilnih nivoa
neutraliSu¢ih antitela neposredno pre buster doze). Drugo, znacajan broj ljudi uopste nije
primio trec¢u dozu COVID-19 vakcine, jer su verovali da ne pripadaju rizicnim grupama, ili su
smatrali da su sa prethodnim dozama stekli dovoljan stepen zaStite.

Genomska analiza virusa SARS-CoV-2, sprovedena tehnikom sekvenciranja u Republici
Srbiji u periodu od marta 2020. do januara 2023. godine, identifikovala je tri epidemioloska
talasa sa razli¢itim dominantnim varijantama virusa. Ove varijante pripadale su VOC grupi,
ukljucujuci Alfa, Delta i Omikron soj, koje su se sukcesivno smenjivale u populaciji. Prvi talas
karakterisala je dominacija Alfa varijante (B.1.1.7), u periodu od kraja decembra 2020. do
avgusta 2021. godine, pri cemu je maksimalna ucestalost ove varijante virusa zabeleZena u
aprilu 2021. godine (100% analiziranih sekvenci). Delta varijanta (AY.122) dominirala je od
juna do decembra 2021, dok je od kraja decembra 2021. do januara 2023. godine bila
najzastupljenija Omikron varijanta (BA.1.1) [226,227].

Ovakvi podaci omogucili su povezivanje vremena infekcije kod ispitanika sa specifi¢nim
varijantama virusa. Na osnovu PCR nalaza na prisustvo SARS-CoV-2 virusa, ispitanici su
podeljeni u dve grupe: oni koji su infekciju prelezali pre primene trece doze i oni koji su oboleli
nakon trece doze vakcine, Sto je omogucilo precizniju analizu imunskog odgovora u zavisnosti
od hronologije infekcije. Svi sa pozitivnim PCR nalazima pre buster doze bili su zarazZeni Alfa
varijantom virusa, dok su se svi ispitanici koji su se razboleli nakon vakcinacije inficirali u
periodu dominacije Delta i Omikron varijanti (Tabela 9). U okviru podgrupe ispitanika koji su
analizirani Sest meseci nakon tre¢e doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine,
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27 ispitanika prebolelo je infekciju nakon vakcinacije (svi u periodu januar-mart 2022, u vreme
dominacije Omikron varijante), dok je 16 ispitanika infekciju prelezalo pre pocetka imunizacije,
u periodu novembar 2020 - septembar 2021, Sto vremenski odgovara dominaciji Alfa i Delta
varijante (Tabela 12).

Efikasan imunski odgovor na SARS-CoV-2 ukljucuje koordinisano delovanje humoralne
i Celijske imunosti [228]. Medu Cetiri strukturna proteina virusa (S, E, M, N), za imunolosku
detekciju najvaZzniji su S i N proteini. S glikoprotein posreduje ulazak virusa u ¢eliju domacina
preko ACE2 receptora, a RBD domen S1 subjedinice sadrzi epitope za neutraliSuca antitela i T-
Celijski odgovor [229,230]. N protein, kao imunodominantni antigen, visoko je eksprimiran u
inficiranim ¢elijama i sadrzi epitope za CD4+ i CD8+ T-limfocite [231].

Nakon prirodne infekcije virusom SARS-CoV-2, imunski odgovor ukljucuje razvoj
antitela na N protein, koji nije prisutan u vecini dostupnih vakcina. Antitela klase IgM i IgG na
N protein mogu se detektovati ve¢ u prvoj nedelji nakon pojave simptoma. IgM antitela obi¢no
dostiZu vrhunac u drugoj nedelji, dok IgG ostaju prisutna duZe vreme i predstavljaju pouzdan
marker prethodne prirodne infekcije, s obzirom na to da vakcine zasnovane na S proteinu ne
indukuju njihovu produkciju [232,233]. Kod vakcinacije, glavna antigenska meta jeste S1
podjedinica S proteina, posebno RBD, koji je kljuan za vezivanje virusa za ACE2 receptor na
¢elijama domacina. IgG antitela na RBD i S1 postaju detektabilna 7 do 14 dana nakon prve doze,
dok se znacajan porast titra beleZi nakon druge doze, sa maksimumom izmedu druge i Cetvrte
nedelje [234]. Zbog toga vecina seroloskih testova koristi S i N antigene kao osnovu za merenje
imunskog odgovora organizma na izloZenost virusu.

Antitela nastala tokom prethodnih infekcija drugim humanim koronavirusima mogu
pokazivati unakrsnu reaktivnost, narocito ako su iz istog roda (npr. HCoV-0C43, HKU1, 229E,
NL63) [235]. Medutim, iako su N antigen i S2 domen relativno konzervisani medu
koronavirusima, antitela nastala tokom prethodnih infekcija ne pruzaju zastitu protiv SARS-
CoV-2 virusa [235-237].

Efikasnost razlicitih vakcina protiv SARS-CoV-2 moZe varirati usled razlic¢itog
mehanizma dejstva, budu¢i da su razvijene primenom razli¢itih tehnologija (npr. iRNK,
vektorske, subjedinic¢ne ili inaktivisane) koje ciljaju razlicite delove strukture virusa i podsticu
razli¢ite imunske puteve [238]. Vecina vakcina je dizajnirana da podstakne odgovor iskljucivo
na S antigen, zbog Cega se za pracenje efikasnosti vakcinacije naj¢esc¢e koriste testovi koji mere
prisustvo neutraliSu¢ih antitela [239-241]. Za razliku od njih, Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated COVID-19 vakcina, kao inaktivisana celovirusna vakcina, indukuje imunski odgovor
tela na sve strukturne antigene virusa, ukljuCujuc¢i i S i N antigene. Zbog toga je analiza
seroloSkog profila kod vakcinisanih i/ili inficiranih osoba od velikog znacaja za razumevanje
ukupnog imunskog odgovora organizma.

Imunski odgovor na vakcinu uobicajeno dostiZe svoj maksimum 14-28 dana nakon
druge doze primarne vakcine [242,243]. Za razliku od IgG antitela protiv brojnih drugih
patogena, koja mogu da perzistiraju tokom Ccitavog Zivota, antitela protiv SARS-CoV-2
postepeno opadaju, tako da nekoliko meseci nakon vakcinacije mogu pasti ispod nivoa koji se
smatra zaStitnim [243-245]. Prema literaturnim podacima, dve doze Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated COVID-19 vakcine pokazale su varijabilnu kratkoro¢nu efikasnost protiv
simptomatskog COVID-19 u periodu od Sest meseci nakon vakcinacije: efikasnost se kretala od
83,5% u Turskoj, preko 50,7% u Brazilu, do 65,9% u Cileu. Efikasnost u prevenciji
hospitalizacija bila je znatno vi$a - u Brazilu je iznosila 83,7% (95% CI: 58,0-93,7), a u Cileu
87,5% (95% CI: 86,7-88,2) [245-248]. Faza 3 klinickih ispitivanja vakcina pokazala je ukupnu
efikasnost od 50,7%, dok je zaStita od teSkih oblika bolesti bila znacajno veca [249,250]. U
skladu sa tim nalazima, efikasnost inaktivisanih vakcina protiv COVID-19 nakon primene dve
doze generalno je procenjena na 70-80% [174,251] .
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Na osnovu gore navedenih nalaza, preporucena je primena trece - buster doze - koja,
prema rezultatima i ove disertacije, doprinosi produzenom imunskom odgovoru na originalni
soj virusa [252].

6.1.Dinamika humoralnog imunskog odgovora i redoks homeostaze nakon
buster doze vakcine

Prema podacima iz literature, tokom Sestomesec¢nog perioda pracenja Pfizer-BioNTech
vakcine, ovaj tip vakcine je, uprkos postepenom padu efikasnosti, zadrZala povoljan
bezbednosni profil i visoku zastitu od COVID-19 infekcije [244,246,247]. Efikasnost protiv
simptomatskog COVID-19 iznosila je 91,3% kod osoba bez prethodne infekcije SARS-CoV-2, dok
je zaStita od teskih formi bolesti bila 96,7%. ZabeleZen je postepeni pad efikasnosti vakcine, pri
¢cemu su vrednosti varirale od 86% do 100% u zavisnosti od zemlje, starosti, pola, etnicke
pripadnosti i prisustva faktora rizika. Efikasnost vakcine u prevenciji teSkih oblika bolesti
iznosila je 96,7% [244,247].

U okviru ove studije, kod vecine ispitanika vakcinisanih inaktivisanom Sinopharm [Vero
Cell]-Inactivated COVID-19 vakcinom, a bez prethodne infekcije SARS-CoV-2 virusom tri
meseca nakon zavrsSene primarne vakcinacije i neposredno pre trece (buster) doze, zabeleZeni
su nedetektabilni, ili veoma niski nivoi anti-S1 IgG antitela u skladu sa kriterijumima
definisanim uputstvom proizvodaca (Slika 16B). Suprotno tome, kod ispitanika koji su primili
Pfizer-BioNTech vakcinu uocen je blagi, statisticki neznacajan porast anti-S1 IgG antitela Sest
meseci nakon druge doze, pracen blagim padom neposredno pre buster vakcinacije (Slika 16A).
Slican trend zabeleZen je i kod vakcinisanih Sputnik V vakcinom - vrednosti antitela su ostale
niske do tre¢eg meseca nakon druge doze, a zatim su blago porasle do Sestog meseca, pra¢ene
blagim padom pre trece doze, bez statisticke znacajnosti (Slika 17A).

Prethodna SARS-CoV-2 infekcija, bilo da se javila izmedu osnovne vakcinacije i buster
doze ili nakon buster vakcinacije, znacajno je povecala imunski odgovor organizma. U svim
vakcinalnim grupama zabeleZen je porast titra anti-S1 IgG antitela kod osoba sa prethodnom
infekcijom, Sto potvrduje izraZen efekat tzv. hibridne imunosti (Slika 20).

Antigen-specificna IgG antitela koja nastaju tokom prirodne infekcije uglavnom su
dugotrajna i mogu perzistirati pri ponovnoj izloZenosti patogenu. Medutim, kada je re¢ o
prirodnoj infekciji virusom SARS-CoV-2, titar specificnih IgG antitela naj¢es¢e dostiZze visok
nivo u toku prva tri meseca, nakon cega dolazi do postepenog opadanja. Studije pokazuju da se
SARS-CoV-2-specifi¢na IgG antitela mogu detektovati ve¢ u prvoj nedelji nakon infekcije, dok
vecina obolelih razvija antitela u roku od 3-4 nedelje od pojave simptoma [242,246].
[straZivanja su takode ukazala da na nivo antitela mogu uticati starije Zivotno doba, muski pol,
etnicka pripadnost, gojaznost, puSenje, konzumacija alkohola, hroni¢ne bolesti i primena
imunosupresivne terapije [253-256]. Vreme pojave, maksimalni nivo i trajanje specificnih
antitela varirali su prema podacima razlicitih studija.

Imunitet steCen vakcinacijom podloZan je oscilacijama i opada tokom vremena, zbog
cega je za odrZanje zaStite potrebna dodatna buster doza. Istovremeno, antigenski drift SARS-
CoV-2 virusa dovodi do pojave novih VOC, protiv kojih je za efikasnu zaStitu neophodan visi
nivo anti-S1 antitela. Postepeni pad antitela dovodi ne samo do smanjene zastite od infekcije,
vec¢ i do delimi¢nog gubitka zaStite od hospitalizacije i smrtnog ishoda, narocito kod starijih
osoba [257]. U vreme sprovodenja buster vakcinacije, u Republici Srbiji dominirala je Omikron
varijanta, dok vakcine prilagodene novim varijantama tada jo$ nisu bile dostupne [258]. Zbog
toga je preporuka bila da se primeni tre¢a doza dostupnih vakcina, uz mogu¢nost izbora vrste
vakcine za prethodno vakcinisane osobe.

Rezultati ove disertacije pokazali su da tre¢a, homologna buster doza svih analiziranih
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vakcina, dovodi do statisticki znacajnog porasta nivoa antitela, u poredenju sa nivoom
postignutim nakon dve doze osnovne vakcinacije, kada se buster daje pribliZzno Sest meseci
nakon druge doze. Kod ispitanika bez prethodne SARS-CoV-2 infekcije, koji su primili tri doze
Pfizer-BioNTech ili Sputnik V vakcine, zabeleZen je znacajan porast anti-S1 IgG antitela mesec
dana nakon buster doze (Slika 16A i Slika 17A). Nasuprot tome, kod ispitanika sa tri doze
Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine, porast anti-S1 IgG antitela bio je
statisticki znacajan tek Sest meseci nakon tre¢e doze (Slika 16B). Ovi rezultati su u skladu sa
podacima iz literature, koji pokazuju da treca doza Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-
19 vakcine, primenjena Sest meseci nakon druge, dovodi do znacajnog porasta titra
neutraliSu¢ih antitela u odnosu na nisku bazalnu vrednost [259,260]. Ovakvi nalazi dobijaju
dodatni znacaj kada se sagledaju zajedno sa parametrima cCelijskog imunskog odgovora, medu
kojima je, u drugom delu studije odredivan, nivo IFN-y, koji je pokazao statisti¢ki znacajno
povecanje nakon buster vakcinacije, ukazuju¢i na oCuvanu funkcionalnost T-limfocita (Slika
36).

U ovoj studiji analizirane su i razlike u humoralnom imunskom odgovoru nakon primene
homolognih i heterolognih buster doza kod ispitanika koji su prethodno primili dve doze
inaktivisane Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine. Heterologna vakcinacija
obuhvatala je primenu Pfizer-BioNTech vakcine kao trece doze. Rezultati su pokazali da su obe
kombinacije, i homologna i heterologna, dovele do znacajnog porasta anti-S1 IgG antitela, pri
cemu je heterologna vakcinacija indukovala izraZeniji/jaci imunski odgovor. Tri meseca nakon
dve doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine zabeleZen je vrlo nizak titar anti-
S1 IgG antitela, dok su buster doze, bez obzira na tip, znacajno pojacale humoralni odgovor
(Slika 19). Literatura takode pokazuje da je intenzitet imunskog odgovora organizma bio
izraZeniji nakon buster doze vakcinom Sputnik V ili iRNK vakcinom (Pfizer-BioNTech), u
poredenju sa homolognim reZimom, pri ¢emu je najvisi nivo odgovora postignut nakon primene
iRNK buster vakcine [261-263]. Kod starijih osoba, prema podacima iz literature, heterologna
buster vakcinacija, nakon primarne imunizacije inaktivisanom Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated COVID-19 vakcinom, rezultirala je 8-22 puta viSim titrom neutraliSuc¢ih antitela u
poredenju sa homolognom buster dozom [261]. Ipak, rezultati ove disertacije nisu potvrdili
ovaj nalaz, Sto se najverovatnije moze pripisati ograni¢enom broju starijih ispitanika uklju¢enih
u studiju. Tre¢a doza inaktivisane vakcine dala je pribliZzno 20-puta veéi porast titra
neutraliSucih antitela u odnosu na bazalne vrednosti, Sto premasuje 12-puta zabeleZen porast
nivoa anti-S1 IgG antitela. Razlike u populaciji i koriS¢enim testovima mogu objasniti
odstupanja u zabeleZom apsolutnom imunskom odgovoru. Buster doze vektorskih i iRNK
vakcina znacajno povecavaju neutralizacioni kapacitet protiv Delta i Omikron varijanti
(seropozitivnost 2 90% nakon buster vakcine), dok se kod Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated
COVID-19 buster doze beleZi niZi odgovor, sa samo 35% seropozitivnih na Omikron [264,265].
Jedno istrazivanje je takode pokazalo 1,4-puta veci porast neutralizacije Omikrona nakon iRNK
buster doze kod osoba prethodno vakcinisanih Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19
vakcinom, u poredenju sa dvema dozama iRNK vakcine [244,264,265].

Rezultati ove disertacije pokazuju da je vakcinacija sa dve doze pruzila odredeni stepen
zaStite kod svih vakcinisanih osoba, Sto je potvrdeno PCR dijagnostikom SARS-CoV-2 infekcije
(Tabela 9). Neocekivano, iRNK vakcina (Pfizer-BioNTech) i rekombinantna vektorska vakcina
(Sputnik V) pokazale su nesto niZu efikasnost u poredenju sa inaktivisanom Sinopharm [Vero
Cell]-Inactivated COVID-19 vakcinom, u suprotnosti sa ranije objavljenim podacima [266].
Medutim, kada se efikasnost vakcina procenjuje na osnovu titra anti-S1 IgG antitela, slika je
obrnuta: najniZi titar zabeleZen je kod primalaca Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19
vakcine, a najviSi kod onih vakcinisanih Pfizer-BioNTech vakcinom, $to je u skladu sa podacima
iz literature. Buster doza je znacajno povecala nivo antitela, posebno kod heterologne
kombinacije, ali je njena efikasnost vremenom opadala, Sto je vidljivo po povecanju broja PCR-
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pozitivnih slucajeva nakon buster doze (Tabela 9). Ovaj pad efikasnosti ne moZe se objasniti
smanjenjem nivoa anti-S1 IgG antitela, buduc¢i da su njihove vrednosti ostale poviSene i Sest
meseci nakon buster vakcinacije. Najverovatniji uzrok smanjenja efikasnosti vakcina
predstavlja dominacija Omikron varijante virusa u periodu posle aplikacije buster doze
vakcine.

NajviSa efikasnost vakcine zabeleZena je pre primene buster doze, pri ¢emu se
efikasnost protiv Alfa i Beta varijanti virusa kretala od 14% do 26%. Najbolji rezultati uoceni
su kod ispitanika koji su primili tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine.
Na osnovu PCR potvrda infekcije pre buster doze, infekcija je zabeleZena kod 14% osoba
vakcinisanih Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcinom, 24% kod primalaca
Pfizer-BioNTech, 26% kod ljudi vakcinisanih Sputnik V, kao i 18% kod ispitanika sa
heterolognom kombinacijom Sinopharm/Pfizer-BioNTech vakcina (Tabela 9).

Ipak, efikasnost vakcinacije opadala je tokom vremena, Sto se najverovatnije moze
pripisati promenama u dominaciji varijanti od znacaja. Naime, osnovna vakcinacija sprovedena
je u periodu kada je dominirala Alfa varijanta, dok su buster doze primenjene tokom perioda
dominacije Omikron varijante. U tom kontekstu, smanjenje efikasnosti nakon buster
vakcinacije ne predstavlja iznenadenje. Na osnovu PCR potvrdenih nalaza nakon buster doze,
njena efikasnost je iznosila 70% kod osoba koje su primile buster Sinopharm [Vero Cell]-
Inactivated COVID-19 vakcinu, 76% kod osoba koje su primile Pfizer-BioNTech, 78% za Sputnik
Vi 82% kod osoba koje su inicijalno vakcinisane Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19
vakcinu, a primile buster dozu Pfizer-BioNTech vakcine (Tabela 9).

Uprkos znacajnim benefitima koje vakcinacija pruza, sve viSe istrazivanja ukazuje na to
da ponovljena primena vakcina koje sadrze identican antigenski sastav moze dovesti do
smanjenja njihove ukupne efikasnosti [267]. Najnovije publikacije bave se mehanizmima u
osnovi ovog fenomena. Ovi mehanizmi se uglavnom svode na: (1) model brze eliminacije
virusnih antigena, pri ¢emu vec prisutna antitela dovode do ubrzane eliminacije antigena iz
vakcine; (2) model negativne signalizacije posredovane Fc receptorima, gde cirkuliSuca antitela
vezuju komponente vakcine i inhibiraju aktivaciju B Celija; i (3) model maskiranja epitopa, pri
¢emu antitela iz cirkulacije vezuju i maskiraju neutraliSuée epitope, omogucavajuci time
stimulaciju B Celija koje prepoznaju udaljenije (manje dominantne) epitope [268,269].

Rezultati ove disertacije pokazali su da tre¢a doza Pfizer-BioNTech i Sputnik V vakcina
znacajno uticu na kvalitet humoralnog imuniteta, sa statisticki viSim nivoima antitela mesec
dana nakon buster doze u poredenju sa vrednostima mesec dana nakon druge doze. Slican
trend uocen je i kod ispitanika primarno vakcinisanih Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated
COVID-19 vakcinom, koji su buster dozu dobili u vidu Pfizer-BioNTech vakcine (Slika 19A).
Nasuprot tome, kod ispitanika koji su pre trec¢e doze ve¢ prelezali COVID-19, porast nivoa anti-
S1 antitela nakon buster vakcinacije nije bio statisticki znacajan, Sto ukazuje da je dodatno
povecanje titra antitela kod osoba sa prethodnom infekcijom i tri primljene doze vakcine
ograniceno (Slika 19B). Ovakav fenomen, poznat kao ,imunolosko zasi¢enje“ (engl. immune
ceiling), primecen je i kod sezonskih vakcina protiv gripa. Naime, istraZivanja su pokazala da
starije osobe koje se redovno vakcinisu iz godine u godinu mogu imati slabiji seroloski odgovor
i nizu efektivnost vakcine u poredenju sa onima koje se vakciniSu prvi put, Sto ukazuje na
ograni¢en Kkapacitet imunog sistema da generiSe snazan imunski odgovor nakon vise
uzastopnih ekspozicija istom antigenu [270-273].

Medutim, mutacije i selekcija novih VOC zahtevaju redovnu imunizaciju vakcinama koje
sadrZe aZurirane varijante virusnih proteina. Budu¢i da SARS-CoV-2 nastavlja da cirkuliSe i da
dolazi do antigenskog pomeranja usled genetskog drifta, povremeno se pojavljuju nove
varijante virusa protiv kojih prethodno steCen imunitet, bilo prirodnom infekcijom ili
vakcinacijom, moZe biti nedovoljan [274-277]. Primer za to je Omikron varijanta SARS-CoV-2,
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koja je zbog povecane prenosivosti klasifikovana kao varijanta od znacaja. Ova varijanta sadrZzi
preko 37 amino-kiselinskih supstitucija u S proteinu, od kojih se 15 nalazi unutar RBD domena.
Pretpostavlja se da neke mutacije omogucavaju izbegavanje delovanja neutraliSucih antitela,
koja predstavljaju klju¢nu komponentu zastite od infekcije [249,278,279]. U okviru sprovedene
analize zabeleZen je porast broja PCR-pozitivnih sluc¢ajeva tokom vremena nakon primene
buster doze (Tabela 9), sto ukazuje na moguci pad efikasnosti vakcina u kontekstu novih
varijanti. Ovi nalazi podrZavaju preporuku o uvodenju godiSnje vakcinacije za
imunokompromitovane osobe, po uzoru na vakcinaciju protiv sezonskog gripa, imajuci u vidu
njihov povecan rizik od razvoja teZih oblika bolesti i tendenciju opadanja stecenog imunskog
odgovora tokom vremena [280]. Preporuka se posebno odnosi na upotrebu vakcina koje su
azurirane tako da ciljaju aktuelne, cirkuliSuce varijante virusa SARS-CoV-2, ¢ime se dodatno
unapreduje zastita ove osetljive populacije.

Analiza serumskih redoks parametara pokazala je da tre¢a doza vakcine razli¢ito utice
na redoks ravnoteZu, u zavisnosti od tipa vakcine i prethodnog COVID-19 statusa ispitanika.
Kod COVID-19 negativnih osoba, najkonzistentniji nalaz bio je pad vrednosti u DPPH testu u
vecini vakcinalnih grupa, Sto ukazuje na prolazno smanjenje specificne antioksidativne
aktivnosti nakon buster doze vakcine. Ovo smanjenje moze biti posledica povecane potrosnje
antioksidativnih molekula tokom rane postvakcinalne imunoloske aktivacije i pojaCane
produkcije ROS [281-283]. Istovremeno, porast FRAP vrednosti mozZe ukazivati na
kompenzatornu aktivaciju alternativnih neenzimskih antioksidanasa koje DPPH metoda ne
detektuje [284]. Smanjenje albumina i ukupnih proteina kod osoba vakcinisanih Sinopharm
[Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcinom i kod heterologne Sinopharm/Pfizer-BioNTech
grupe, mogu odrazavati blagu akutno-faznu reakciju izazvanu vakcinacijom, pri ¢emu je
albumin prepoznat kao negativni reaktant akutne faze [285,286]. Stabilne vrednosti nitrita u
svim vakcinalnim podgrupama COVID-19 negativnih ispitanika sugeriSu da nitro-oksidativni
put (*"NO/0,™*) nije znacajno pogoden buster vakcinacijom. Kako nitriti u serumu predstavljaju
stabilne metabolite *NO, koji nastaje katalitickim delovanjem NOS, odsustvo promena u
njihovom nivou ukazuje da vakcinacija nije izazvala znacajan endotelni ili imunoloSki odgovor
koji bi povecao sintezu °NO, ili njegov raspad u (opasan) ONOO™. O¢uvana stabilnost nivoa
nitrita u serumu ukazuje da eventualni oksidativni stres nakon vakcinacije nije bio dovoljno
izraZen da naruSi homeostazu *NO, Sto moZe biti rezultat efikasne kompenzacije endogenih
antioksidativnih mehanizama [287,288].

U COVID-19+ grupi zabeleZen je konzistentan pad koncentracije serumskog albumina
mesec dana nakon buster vakcinacije, bez obzira na tip primljene vakcine. Ovaj nalaz je u skladu
sa prethodnim istrazivanjima, koja sugeriSu da je albumin osetljiv biomarker nutritivnog i
inflamatornog statusa tokom i nakon SARS-CoV-2 infekcije. Vaz-Rodrigues i saradnici (2023)
su pokazali da se albumin, zajedno sa transtiretinom i serotransferinom, znacajno smanjuje kod
pacijenata sa teZom klinickom slikom COVID-19, dok inflamatorni markeri, poput C-reaktivnog
proteina (CRP), beleze porast vrednosti [289]. Autori su takode zabeleZili da ove promene
mogu opstati i nakon vakcinacije, $to sugeriSe da vakcinalni imunski odgovor moZe privremeno
modifikovati homeostazu transportnih proteina. Ovi nalazi podrZavaju hipotezu da pad
albumina nakon buster vakcinacije, posebno kod osoba sa prethodnom infekcijom, mozZe
odraZzavati kombinovani efekat rezidualne postinfektivne inflamacije i redistribucije
proteinskih resursa tokom adaptivnog imunskog odgovora organizma [290].

Slican obrazac promena primecen je i kod parametara antioksidativnog statusa: DPPH
antioksidativni esej u viSe vakcinalnih podgrupa pokazao je znacajan pad aktivnosti nakon
buster doze, Sto ukazuje na privremeno iscrpljivanje niskomolekulskih antioksidanasa u
serumu ispitanika i preraspodelu antioksidativnih resursa tokom imunske aktivacije. Nasuprot
tome, FRAP test, koji meri ukupni redukcioni kapacitet plazme, u vecini podgrupa beleZio je
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blag porast vrednosti bez statisticke znacajnosti, Sto moZe odrazavati ocuvanu ili blago
pojacanu aktivnost metal-vezuju¢ih antioksidativnih proteina (npr. transferin, ceruloplazmin)
tokom postvakcinalnog perioda. lako je DPPH test pokazao smanjenje, a FRAP povecanje
antioksidativnog kapaciteta seruma, ova razlika odrazava razlic¢ite aspekte antioksidativnog
sistema - DPPH meri direktnu neutralizaciju slobodnih radikala, dok FRAP pokazuje ukupnu
redukcionu sposobnost, pa oba testa zajedno pruzaju komplementarnu sliku antioksidativnog
statusa.

U COVID-19+ grupi, vrednosti nitrita su u svim vakcinalnim podgrupama ostale stabilne,
ili su zabelezile samo blag porast nakon buster vakcinacije, bez statisticke znacajnosti. Ova
stabilnost nivoa nitrita sugeriSe da nitro-oksidativni put, u kome je *NO centralni mediator,
verovatno nije bio znacajno pogoden imunoloSkom aktivacijom izazvanom vakcinacijom kod
osoba sa prelezanom SARS-CoV-2 infekcijom.

Prisustvo komorbiditeta, ukljucujuci hipertenziju, kardiovaskularne bolesti, poremecaje
funkcije Stitaste Zlezde i druga hroni¢na oboljenja, nije imalo statisticki znacajan uticaj na
koncentraciju anti-S IgG antitela niti u jednoj vakcinalnoj grupi, bez obzira na prethodnu SARS-
CoV-2 infekciju. Ovi nalazi ukazuju da hroni¢ne bolesti nisu bile ogranicavaju¢i faktor za razvoj
humoralnog imunskog odgovora nakon tree doze vakcine. Ovi rezultati su u skladu sa
pojedinim ranijim istraZivanjima koja su pokazala da imunogenost vakcina ostaje ocuvana i kod
osoba sa komorbiditetima, iako efikasnost vakcinacije moZe biti smanjena kod starijih osoba i
onih sa izrazZenijom imunosupresijom [291,292].

S druge strane, analiza redoks parametara otkrila je jasne polno-specifi¢ne razlike (Slika
32). Kod ispitanika vakcinisanih Pfizer-BioNTech vakcinom, muskarci su imali znacajno visi
FRAP pre i nakon trece doze, a sli¢ni obrasci su uoceni i kod osoba koje su primile Sinopharm
[Vero Cell]-Inactivated COVID-19 i Sputnik V vakcinu. U heterolognoj grupi (Sinopharm/Pfizer-
BioNTech vakcina), viSi nivoi nitrita i tiola, kao i izraZeniji FRAP odgovor kod musSkaraca,
dodatno ukazuju na snazniji antioksidativni potencijal kod muskog pola.

U pogledu uticaja prethodne infekcije, znacajne razlike su uofene u DPPH
antioksidativnom testu. Kod osoba vakcinisanih Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19
vakcinom, veca antioksidativna aktivnost primecena je kod osoba bez prethodne infekcije, dok
je kod primalaca Pfizer-BioNTech vakcine viSe DPPH vrednosti zabeleZene kod COVID-19
pozitivnih osoba (Slika 33). Ovo ukazuje na mogu¢ postinfekcijski adaptivni odgovor koji se
ogleda u povecanoj neutralizaciji slobodnih radikala, kao i na razli¢itu dinamiku oksidativnog
odgovora u zavisnosti od tipa vakcine i prethodne izloZenosti virusu.

Starost ispitanika pokazala se kao znacajan prediktor u visestrukoj regresionoj analizi.
Kod osoba koje su primile Sputnik V vakcinu, stariji ispitanici su imali viSe koncentracije nitrita,
dok je kod heterologno vakcinisanih ispitanika zabeleZen negativan trend izmedu godina i
nivoa albumina (pre trece doze) i tiola (nakon trece doze). Najverovatnije sa starenjem dolazi
do pada odredenih komponenti zasStitnog antioksidativnog sistema, Sto moZe imati implikacije
na ukupni imunoloski odgovor i efikasnost vakcinacije u starijim populacijama.

Na kraju, kod ispitanika sa endokrinim bolestima koji su primili Pfizer-BioNTech
vakcinu, uocene su znacajne promene u DPPH vrednostima pre primene trece doze, dok je kod
ispitanika sa kardiovaskularnim bolestima koji su primili Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated
COVID-19 vakcinu zabeleZen statisticki znacajan pad nivoa serumskih albumina. lako nema
(direktnih) dokaza u literaturi o uticaju specificnih komorbiditeta na rezultate u DPPH testu, ili
na serumski nivo albumina nakon vakcinacije, brojna istrazivanja potvrduju da endokrini i
kardiovaskularni poremecaji narusavaju redoks ravnotezu, putem povecanog oksidativnog
stresa, smanjenja ukupnog antioksidativnog kapaciteta organizma, sniZenih koncentracija tiola
i oksidativne modifikacije albumina [293-295].
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6.2.Imunski i redoks odgovor Sest meseci nakon buster doze Sinopharm [Vero
Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine

Rezultati prvog dela disertacije pokazali su da, kod ispitanika koji su primili tri doze
Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine, Sest meseci nakon buster doze, dolazi do
pada koncentracije anti-S1 IgG antitela, Sto ukazuje na postepeno smanjenje specificnog
humoralnog imunskog odgovora tokom vremena (Slika 18B). Analiza redoks parametara u istoj
populaciji nije pokazala statisticki znacajne promene, ali su zabeleZeni odredeni trendovi:
vrednosti DPPH testa pokazale su blago smanjenje, Sto sugeriSe smanjenu sposobnost
neutralizacije slobodnih radikala, dok su vrednosti FRAP testa pokazale blagi porast, Sto mozZe
ukazivati na neznatno povecanje ukupnog redoks antioksidativnog kapaciteta (Slike 23 i 24).
Takode, zabeleZene su niZe vrednosti serumskog albumina i ukupnih proteina, $to moze
odraZavati promene u proteinskoj komponenti antioksidativne odbrane (Slike 23 i 24). Ovi
nalazi bili su osnov za sprovodenje drugog dela istraZivanja, u kojem je kod ispitanika koji su
primili sve tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine, Sest meseci nakon
trece doze, istovremeno procenjen humoralni, Celijski i redoks odgovor organizma, radi
dobijanja sveobuhvatnijeg uvida u trajanje i kvalitet postvakcinalnog imuniteta.

Humoralni i €elijski imunski odgovor analizirani su odvojeno kod vakcinisanih osoba
koje su prelezale COVID-19. Ove osobe poseduju tzv. hibridni imunitet, koji predstavlja
kombinaciju prirodnog i vakcinom indukovanog imuniteta. U literaturi se ovaj oblik imuniteta
Cesto opisuje kao ,superiorni imunitet” [296-299]. Kod vakcinisanih osoba, bez prethodne
SARS-CoV-2 infekcije, uocen je znacajan pad nivoa anti-S1 IgG antitela i IFN-y (Slika 36).
Nasuprot tome, osobe koje su prethodno stekle prirodni imunitet putem infekcije, a zatim bile
vakcinisane, razvijaju snazniji imunski odgovor na SARS-CoV-2 [251,300]. ViSe autora istice
znacaj memorijskog imuniteta, a studije pokazuju da osobe sa hibridnim imunitetom razvijaju
veci broj memorijskih B-¢elija u poredenju sa osobama koje su imale samo prirodnu infekciju,
ili su bile samo vakcinisane [301-305].

Prema podacima iz literature, i prethodna infekcija sama po sebi, kao i u kombinaciji sa
poslednjom dozom vakcine, obezbeduje visok i dugotrajan nivo zastite od hospitalizacije i
teSkih oblika bolesti [306]. S obzirom na ograni¢ene podatke o seroloSkom statusu nakon
vakcinacije Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcinom, rezultati ove disertacije
uporedeni su sa nalazima seroloSkih markera nakon vakcinacije iRNK vakcinama.

Nakon jedne doze iRNK vakcine, nivo humoralnog imuniteta je 10-45 puta visi kod
osoba koje su prethodno bile zaraZzene u poredenju sa osobama koje nisu imale infekciju
[307,308]. Primena druge doze dovodi do trostrukog poveéanja koncentracije antitela kod
osoba bez imuniteta, dok taj efekat nije zabeleZen kod osoba sa prethodnom infekcijom. Osobe
koje su primile dve doze iRNK vakcine i ranije prelezale infekciju imaju i do Sest puta visi nivo
antitela u odnosu na one koje su bile samo prirodno inficirane, ili samo vakcinisane. Takode,
vakcinacija prethodno inficiranih osoba dovodi do znacajno viSih nivoa unakrsno-neutraliSuc¢ih
antitela u poredenju sa potpuno vakcinisanim osobama bez prethodne infekcije [303].

U ovoj disertaciji, ispitanici koji su pre vakcinacije prelezali COVID-19, i bili potpuno
imunizovani sa tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine, pokazali su
statisticki znacajan porast svih tipova antitela specifi¢nih za SARS-CoV-2, narocito anti-S1 IgG i
anti-N IgG (Slika 36). Titar neutraliSuc¢ih antitela takode je bio visi kod osoba sa prethodnom
infekcijom, kao i nivo [FN-y, Sto potvrduje pojavu hibridnog imuniteta, koji prema humoralnim
biomarkerima pruZa najjacu i najtrajniju zastitu. Kod viSe ucesnika, posebno onih koji su imali
COVID-19 neposredno pre ili nakon vakcinacije, detektovana su pozitivna anti-RBD IgM
antitela, Sto se verovatno moze objasniti razlikom izmedu soja virusa sadrZzanog u vakcini i soja
koji je izazvao infekciju, ¢ime je stimulisana de novo produkcija IgM antitela [309,310].
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Pored opste populacije ispitanika, poseban fokus ove studije bio je usmeren na osobe sa
hroni¢nim oboljenjima koja mogu uticati na funkciju imunskog sistema, a samim tim i na
odgovor na vakcinaciju protiv SARS-CoV-2. Dobro je poznato da pacijenti sa kardiovaskularnim
i endokrinoloskim bolestima imaju povecan rizik od komplikacija i smrtnog ishoda nakon
COVID-19, pri ¢emu je humoralni imunski odgovor nakon prirodne infekcije Cesto slabiji u ovim
grupama [311]. U tom kontekstu, vakcinacija, a narocito primena buster doze, ima za cilj da
poveca nivo zastite i ojaca imunski odgovor na virusnu infekciju.

Prema podacima iz literature, kardiovaskularne bolesti, posebno arterijska hipertenzija,
predstavljaju znacajan kofaktor za razvoj teskih formi COVID-19 [312-315]. U ovoj studiji, 85%
(27 od 32) ispitanika sa kardiovaskularnim bolestima koristilo je ACE inhibitore kao deo
terapije. Dosadasnja istrazivanja ukazuju da hipertenzija, medu ostalim kardiovaskularnim
oboljenjima, moZe biti povezana sa slabijim odgovorom antitelima nakon iRNK vakcinacije, dok
je antihipertenzivna terapija, nasuprot tome, u nekim studijama povezana sa klinickim
benefitima kod COVID-19. Smatra se da je ovaj pozitivan efekat posledica poboljSane produkcije
antitela putem modulacije inflamatornih puteva i efikasnije prezentacije antigena [311].

S obzirom da su stariji ispitanici u naSem uzorku uglavnom bili le¢eni zbog hipertenzije
ili drugih kardiovaskularnih bolesti, moguce je da je uoCena pozitivna povezanost izmedu ovih
bolesti i imunskog odgovora posledica efekta terapije. Ipak, u ovoj studiji nisu registrovane
statisticki znacajne razlike u markerima humoralnog i ¢elijskog imunskog odgovora izmedu
ispitanika sa kardiovaskularnim bolestima i ostalih ucesnika, izuzev nivoa anti-N IgM antitela,
koji je bio viSi u grupi sa kardiovaskularnim oboljenjima (Slika 40).

Endokrini poremecaji takode uticu na efikasnost imunskog odgovora [316,317]. Prema
rezultatima naSe studije, ispitanici sa endokrinim poremecajima imaju statisticki znacajno
oslabljen humoralni imunski odgovor nakon vakcinacije, sa nizZim vrednostima za sva testirana
antitela (neutraliSuca antitela, anti-S1 IgG i anti-N IgG) (Slika 42). To ukazuje da osobe sa
endokrinim poremecajima razvijaju slabiji humoralni odgovor nakon vakcinacije Sinopharm
[Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcinom. Medutim, ove razlike nisu bile prisutne u grupi
ispitanika sa prethodnom COVID-19 infekcijom i endokrinim poremecajima, kod kojih nije bilo
statisticki znacajnih razlika niti u markerima humoralnog, niti u markerima ¢elijskog imunskog
odgovora organizma (Slika 41).

Nivoi neutraliSu¢ih antitela i IFN-y ostaju stabilni kod osoba koje su pre vakcinacije
prelezale COVID-19 i kasnije primile tri doze inaktivisane vakcine, u periodu do 18 meseci od
poslednje klinicke manifestacije infekcije. Za razliku od toga, anti-N IgG antitela pokazuju
statisticki znacajan pad ve¢ 3 meseci nakon infekcije, dok je kod anti-S1 IgG antitela pad uocen
nakon 6 meseci (Slika 38). Na osnovu kompletne analize podataka, primena buster doze
pokazala se kao klju¢na strategija za o¢uvanje i jaCanje zastitnog imunskog odgovora. O¢uvanje
neutralizujuce aktivnosti i ¢elijskog imuniteta, uz postepeni pad pojedinih specifi¢nih antitela,
u skladu je sa konceptom hibridnog imuniteta, koji nastaje kombinacijom prirodne infekcije i
vakcinacije. Ovaj oblik imunskog odgovora obezbeduje najvisi stepen adaptivnog imuniteta,
verovatno efikasnog kako protiv originalnog soja virusa, tako i protiv njegovih varijanti.

U grupi ispitanika sa prethodnom infekcijom, titar neutraliSucih antitela i IFN-y ostao je
stabilan tokom perioda pracenja, dok su anti-S1 IgG i anti-N IgG antitela pokazala statisticki
znacajan pad 18 meseci nakon infekcije (Slika 38). Ovi nalazi potvrduju da inaktivisana
Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcina, sli¢no iRNK i vektorskim vakcinama,
izaziva efikasnu produkciju neutraliSu¢ih antitela. Prirodni imunitet i vakcinom izazvan
imunitet zajednicki doprinose zaStiti od reinfekcije SARS-CoV-2 virusom, pri ¢emu T-cCelijski
odgovor, posebno imunolo$ka memorija, ima vaznu ulogu u odrZzavanju dugotrajne zastite.

Korelaciona analiza je pokazala da se imunitet uspostavlja putem pozitivne
kooperativnosti izmedu anti-S1 IgG i anti-N IgG antitela, koja medusobno stimulisu svoju
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proizvodnju, kao i putem interakcije sa neutraliSu¢im antitelima i IFN-y, pri ¢emu se ovi procesi
odvijaju kroz nezavisne i odvojene imunoloske puteve (Slika 48).

NeutraliSuca

f antitela \

Anti-S11g6 <y ANUNISG
antitela
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™/

Slika 48. Shematski prikaz uskladenog toka imunskog odgovora organizma na vakcinaciju

Sest meseci nakon primene treée doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19
vakcine, analiza redoks parametara pokazala je znacajne razlike izmedu ispitanika sa
prethodnom SARS-CoV-2 infekcijom i onih bez prethodne infekcije virusom. Kod COVID-19+
ispitanika utvrdene su statisticki znac¢ajno niZe vrednosti serumskog albumina i u DPPH testu,
sugeriSuci smanjenu antioksidativnu sposobnost i mogucu perzistenciju redoks disbalansa kao
posledicu prethodne infekcije. Smanjena DPPH aktivnost, koja odraZzava smanjenu sposobnost
neutralizacije slobodnih radikala u serumu, moZe biti posledica produZenog oksidativnog
stresa, izazvanog postakutnim inflamatornim procesima, u skladu sa nalazima drugih autora,
koji opisuju perzistentni oksidativni stres mesecima nakon preleZanog COVID-19 [208,209].

Korelaciona analiza pokazala je i izraZene razlike u obrascima povezanosti izmedu grupa
ispitanika. Kod COVID-19- ispitanika zabeleZena je snaZna pozitivna korelacija ukupnih
proteinaialbumina, $to ukazuje na stabilnu homeostazu proteinske frakcije seruma u odsustvu
inflamatornog opterecenja (Slika 47A). U COVID-19+ grupi, ova korelacija je bila znacajno
slabija, verovatno usled postinfekcijskih promena u sintezi, katabolizmu, ili distribuciji
albumina (Slika 47B). Albumin, glavni nosilac antioksidativnog kapaciteta seruma/plazme,
podloZan je oksidativnim modifikacijama u uslovima poviSenog stvaranja ROS, Sto doprinosi
smanjenju njegove koncentracije i funkcionalne aktivnost [318]. Odsustvo znacajne
povezanosti izmedu DPPH/FRAP vrednosti i tiolnih grupa sugeriSe da su ovi antioksidativni
sistemi aktivirani kroz nezavisne mehanizme, u skladu sa ranijim studijama koje navode da se
oksidativna i nitroksidativna oStecenja (makro)molekula u post-COVID periodu odvijaju kroz
viSe paralelnih i medusobno nepovezanih puteva [319,320].

Rezultati viSestruke regresione analize pokazali su da su godine starosti znacajan
negativan prediktor nivoa DPPH vrednosti i sadrzaja serumskih tiola, u skladu sa literaturom o
postepenom slabljenju antioksidativne zaStite tokom starenja [321]. Albumin se izdvojio kao
najjaci prediktor ukupnih proteina, potvrdujuéi svoju klju¢nu ulogu u odrZanju proteinske
homeostaze i antioksidativne zaStite organizma, putem svoje slobodne tiolne grupa u bo¢nom
ostatku cisteina (Cys34), koja neutraliSe ROS [318,322,323]. Prisustvo prethodne COVID-19
infekcije identifikovano je kao znacajan prediktor FRAP vrednosti, pri ¢emu su COVID-19+
ispitanici imali viSi antioksidativni kapacitet, moguce kao posledica adaptivnih promena u
redoks homeostazi i aktivacije imunoloSke memorije [283,324-326]. Dodatno, albumin je
pokazao pozitivhu povezanost sa nivoom anti-S1 IgG antitela, Sto sugeriSe mogucu ulogu
nutritivnog statusa u modulaciji humoralnog odgovora [327-331].
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Povezanost redoks i imunoloskih parametara zavisila je od prethodnog COVID-19
statusa. U grupi COVID-19- ispitanika, utvrdena je statisticki znacajna pozitivna korelacija
izmedu nivoa IFN-y i anti-S1 IgG antitela, kao i izmedu sadrZaja nitrita i IFN-y, Sto ukazuje na
funkcionalnu vezu izmedu redoks statusa i ¢elijskog imunskog odgovora [209,332]. Negativna
povezanost DPPH vrednosti sa [FN-y i antitelima sugeriSe da viSi antioksidativni kapacitet moZe
biti prac¢en niZim stepenom imunoloSke aktivacije [209]. Promenjen smer korelacije rezultata
DPPH testa sa imunskim markerima u COVID-19+ grupi ukazuje na dugotrajne posledice SARS-
CoV-2 infekcije na oksidativno-imunolosku homeostazu. lako u dostupnoj literaturi nema
direktnih izvesStaja o povezanosti DPPH vrednosti sa IFN-vy ili anti-S1 IgG antitelima, prethodna
istrazZivanja su pokazala da post-COVID period karakteriSu perzistentni oksidativni stres i
inflamatorna aktivacija [319,333], Sto moze predstavljati osnovu za uoc¢ene promene u redoks-
imunolos$koj interakciji.

Analiza rezultata je pokazala da starija Zivotna dob ima znacajan, ali relativno slab
negativan efekat na antioksidativni status kod osoba koje nisu prelezale COVID-19, najizraZeniji
kroz smanjenje nivoa tiolnih jedinjenja i DPPH vrednosti u serumu ispitanika. Ovaj nalaz je u
skladu sa literaturom, koja potvrduju da starenje prati povecanu proizvodnju ROS/RNS,
smanjuje kapacitet antioksidativnih sistema, uz poveceno oSteCenje proteina i lipidnih
struktura usled oksidativnog stresa [334,335]. Takode, u naSem uzorku, viSi nivoi ukupnih
proteina bili su povezani sa ve¢im serumskim antioksidativnim kapacitetom, Sto potvrduje
ulogu proteinskog i nutritivnog statusa u o¢uvanju redoks ravnoteze [336-339].

Analiza komorbiditeta ukazala je da osobe sa kardiovaskularnim, plu¢nim, bubreznim i
onkoloSkim oboljenjima imaju znacajno smanjene antioksidativne parametre u serumu
(ukljucujuci ukupne proteine, DPPH i albumine), kao i poviSene vrednosti oksidativnih markera
poput nitrita. Ovi nalazi su uskladeni sa literaturom, koja jasno opisuje sinergijski efekat
hronic¢ne inflamacije, endotelne disfunkcije i metabolickih poremecaja kod hroni¢nih bolesti,
dovodeci do sistemskog oksidativnog stresa i smanjenog antioksidativnog kapaciteta u telu
coveka [340-342].
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ZAKLJUCCI

7. ZAKLJUCCI

Pandemija COVID-19 pokazala je da efikasna vakcinacija sa pracenjem vakcinalnog

imuniteta, predstavlja klju¢nu strategiju u kontroli Sirenja SARS-CoV-2 virusa i prevenciji teSkih
formi bolesti. Na osnovu postavljenih ciljeva, primenjene metodologije i dobijenih rezultata
ovog istrazivanja, mogu se izvuci slede¢i najvazniji zakljucci:

1.

Trec¢a (buster) doza vakcine protiv COVID-19 znacajno povecava humoralni imunski
odgovor u svim ispitivanim vakcinalnim grupama, pri ¢emu su najizrazZeniji efekti
zabeleZeni kod heterolognih kombinacija vakcina, kao i kod osoba sa prethodnom SARS-
CoV-2 infekcijom (hibridni imunitet);

Hibridni imunitet, Sest meseci nakon tri doze Sinopharm [Vero Cell]-Inactivated COVID-19
vakcine, obezbeduje visi titar anti-S1 IgG, anti-N IgG i neutraliSucih antitela, uz ocuvanu
aktivnost IFN-y, u poredenju sa osobama bez prethodne infekcije;

Kod osoba bez prethodne infekcije SARS-CoV-2, Sest meseci nakon trece doze Sinopharm
[Vero Cell]-Inactivated COVID-19 vakcine, zabeleZen je pad koncentracije anti-S1 IgG
antitela, Sto ukazuje na postepeno slabljenje humoralnog imunskog odgovora tokom
vremena, moguce usled ponovljene stimulacije imunskog sistema vakcinom sa identicnom
antigenskom strukturom;

Analiza redoks statusa u serumu ispitanika pokazala je da prethodna infekcija moZe dovesti
do trajnog smanjenja antioksidativnog kapaciteta (nize vrednosti u DPPH testu i smanjeni
nivo albumina) i promenjenih obrazaca povezanosti izmedu redoks i imunoloskih
parametara;

Starija Zivotna dob povezana je sa smanjenjem serumskih tiolnih jedinjenja i DPPH
vrednosti, Sto ukazuje na postepeno slabljenje antioksidativne zaStite tokom starenja;

Visi proteinski status pozitivno korelira sa antioksidativnim kapacitetom i nivoom anti-S1
IgG antitela, naglasavaju¢i znacaj nutritivnog statusa u odrzavanju imunskog i redoks
balansa u organizmu/krvi;

Komorbiditeti, posebno kardiovaskularne, plu¢ne, bubrezne i onkoloske bolesti, povezani
su sa smanjenjem antioksidativnih parametara u serumu (ukljuc¢ujuc¢i ukupne proteine,
DPPH vrednosti i albumine) i/ili pove¢anjem oksidativnih markera poput nitrita;

Povezanost redoks i imunoloskih parametara zavisi od prethodnog COVID-19 statusa — kod
COVID-19- ispitanika utvrdena je pozitivna korelacija nivoa [FN-y sa anti-S1 IgG antitelima
i nitritima, dok su kod COVID-19+ ispitanika obrasci korelacija izmenjeni, Sto moze
odraZavati dugorocne posledice infekcije na oksidativno-imunolosku homeostazu.

Dobijeni rezultati iz ove doktorske disertacije dodatno naglasavaju znacaj buster

vakcinacije, posebno heterolognih kombinacija vakcina, potrebu za individualizovanim
pristupom imunizaciji rizi¢nijih populacija, kao i vaZnost pracenja redoks parametara kao
dopunskog biomarkera postvakcinalnog imuniteta.
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PRILOG

9. PRILOZI
Prilog I
Popunjava ispitanik
I Opsti podaci
1. Ime i prezime:
2. Pol: M Z
3. Datum rodenja:
4. Broj telefona i e-mail adresa:
II Anamnesticki podaci
1. Prethodna infekcija virusom da ne
SARS-CoV-2: Datum:
2. Prisustvo teskih alergijskih
reakcija u anamnezi: da ne
3. Trudnoca: da ne
4. Dojenje: da ne

5. Bolesti kardiovaskularnog

sistema

6. Bolesti centralnog nervnog

sistema

7. Poremecaji endokrinog
sistema:

8. Oboljenja jetre:

Hipertenzija
Ishemijska bolest srca
Srcana insuficijencija
Bolesti sr¢anih zalistaka
Miokarditis
Endokarditis
Perikarditis
Tromboza dubokih vena
Drugo
Cerebrovaskularna oboljenja
MoZdani udar
Epilepsija
Multipla skleroza
Polineuropatija
Neuroboelioza
Drugo
Diabetes mellitus
Metabolicki sindrom
Hipertireoza
Hipotireoza
Cushing-ov sindrom
Drugo
Hepatitis B
Hepatitis C
Ciroza jetre
Drugo
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da
da
da
da
da
da
da
da

da
da
da
da
da
da

da
da
da
da
da

da
da
da

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne

ne



9. Oboljenja bubrega:

10. Plucne bolesti

11. Prisustvo alergijskih reakcija:

12. Autoimune bolesti:

13. Primarne i sekundarne
imunodeficijencije:

14. Teska oboljenja
hematopoetskog sistema:

15. Onkoloske bolesti:

1. Vakcinacija protiv SARS-CoV-
2:

I doza

Il doza

III doza

Hipertenzivna nefropatija

Dijabetesna nefropatija

Hidronefroza

Hronicna insuficijencija bubrega

Drugo
Astma
HOBP
Emfizem pluca
Plu¢na hipertenzija
Drugo
Atopija
Alergijski dermatitis
Alergijski rinititis
Alergijska astma
Drugo
Sistemski lupus
Reuamatoidni artritis
Sistemska skleroza
Drugo

da

da

da

III Podaci o imunizaciji

da
Datum Naziv
vakcinacije vakcine
Datum Naziv
vakcinacije vakcine
Datum Naziv
vakcinacije vakcine
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da
da
da
da

da
da
da
da

da
da
da
da

da
da
da

ne

ne

ne

ne

PRILOG

ne
ne
ne
ne

ne
ne
ne

ne

ne
ne
ne
ne

ne
ne
ne

NeZeljena reakcija

NeZeljena reakcija

NeZeljena reakcija
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