NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA

UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Naucnog veéa Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrzanoj dana
28.04.2016. godine imenovana je komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije mr sci med
Ljiljane Mili¢ pod naslovom: ,,Prognosticki znac¢aj proteina HMGB1 u difuznom
sekundarnom peritonitisu”.

Eticki komitet je dao saglasnost za izradu ove disertacije dana 14.05.2012. pod brojem
29/V-5.

Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:

Prof. dr Aleksandar Karamarkovi¢, vanredni profesor Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu;

Prof. dr Ana Sijacki, redovni profesor Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu;

Dr Desanka Bogojevi¢, nauéni savetnik u Institutu za bioloska istrazivanja ,,Sinisa
Stankovi¢* Univerziteta u Beogradu.

Na osnovu analize prilozene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene
doktorske disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom ve¢u Medicnskog fakulteta sledeci



IZVESTAJ

A) Prikaz sadrZaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija mr sci med Ljiljane Mili¢ pod naslovom: ,,Prognosticki znacaj
proteina HMGBL1 u difuznom sekundarnom peritonitisu” napisana je na 122 strane i podeljena
je na slede¢a poglavlja sa pripadaju¢im potpoglavljima: Uvod, Ciljevi rada, Materijal 1
metode, Rezultati, Diskusija, Zakljucci i Literatura. U disertaciji se nalazi ukupno pet
grafikona, 19 tabela i jedna slika. Doktorska disertacija sadrzi sazetak na srpskom i
engleskom jeziku, biografiju kandidata, podatke o komisiji, spisak skra¢enica koris¢enih u
tekstu i tri priloga.

U Uvodu je dat pregled peritonitisa (etiologije i patogeneze, klinickih oblika i podela),
nacini dijagnostike intraabdominalne sepse, terapijski koncept leCenja intraabdominalne
sepse, hirurSko lecCenje peritonitisa 1 njegovih uzroka, nacela antimikrobne terapije kao i
principi intenzivne terapije ovih bolesnika. Navedeni su i opisani patofizioloski skorovi koji
se koriste u jednicama intenzivnog lecenja 1 prilikom odlucivanja o operativnom lecenju
(APACHE 1II i ASA skor). Detaljno je opisana imunopatogeneza sepse: pocetni imunski
odgovor, reakcije endotela i epitela, proinflamatorni i antiinflamatorni odgovor i sistem
koagulacije/koagulopatija u sepsi. Posebno su obradeni inflamatorni markeri sepse (proteini
akutne faze i to C-reaktivni protein, serumski amiloid A, prokalcitonin) sa posebnim
naglaskom na HMGB1 (High Mobility Group Box 1) protein, njegovu strukturu, ulogu kao
proinflamatornog medijatora, njegovog regenerativnog efekta i istaknuta je uloga HMGB1
proteina kao terapijske mete u zapaljenskom procesu.

Ciljevi rada su precizno definisani. Sastoje se u proceni prognostickog znacaja
odredivanja postoperativnog nivoa HMGBI1 proteina u serumu pacijenata sa difuznim sekundarnim
peritonitisom i ispitivanju uloge HMGB1 u predikciji mortaliteta u uslovima razvijenog septi¢nog
sindroma.

Takode je kao cilj definisana i komparativna analiza kinetike HMGBL1 proteina sa drugim
serumskim markerima inflamacije — prokalcitoninom, C-reaktivnim proteinom, serum amiloidom A u
uslovima razvijenog septi¢nog sindroma.

U poglavlju Materijal i metode navodi se da je studija kohortna, izvedena na Klinici
za Urgentnu hirurgiju Urgentnog Centra, Klinickog Centra Srbije i Institutu za bioloska
istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢“ u Beogradu.

Navedeno je koliko je pacijenata bilo ukljuc¢eno u studiju, kao i ukljuéni i isklju¢ni
kriterijumi. Opisane su 1 kontrolna i studijska grupa, sa pripadaju¢im parametrima.



Metodoloski je definisan nacin dijagnostike abdominalne sepse. Takode je definisan i
difuzni peritonitis.

Navodi se nacin stratifikacije stanja i tezine fizioloskog odstupanja od normale kod
ispitivanih pacijenata, na prijemu i tokom bolni¢kog lecenja, pomo¢u APACHE II (Acute
Physiology And Chronic Health Evaluation Il) skor i ASA (American Society of
Anesthesiologist) skor. Takode su definisane indikacije za operativno lecenje.

Takode, metodoloski su obradene laboratorijske metode za odredivanje prac¢enih
parametara, pored standardnih, vrednosti D-dimera, plasminogena, antitrombina Il (AT Il1I),
C-reaktivnog proteina (CRP), prokalcitonina (PCT), serum amiloida A (SAA) i HMGB 1 u
serumu ispitivanih pacijenata. D-dimer je odredivan turbidimetrijski pomocéu lateks
turbidimetrik D-dimer PLUS testa. Berihrom (Berichrom) plazminogen test i Berihrom
(Berichrom) antitrombin 11 test su koris¢eni za spektrometrijska merenja bioloske aktivnosti
plazminogena i antitrombina Ill. CRP je odredivan imunoturbidimetrijski, 8 PCT pomocu
kombinovane imonosaj sendvi¢ metode sa finalnom fluorescentnom detekcijom (ELFA).
Nivo HMGBL1 proteina u serumu pacijenata odredivan je kvantitativnom Western imunoblot
analizom kori$¢enjem poliklonskog anti-HMGB1 antitela

Statisticki su obradeni demografski, etiopatoloski, laboratorijski, mikrobioloski,
klini¢ki i podaci o hirur$kim intervencijama kao i postoperativni morbiditet.

U statisti¢koj analizi srednjih vrednosti ispitivanih obelezja koristi se t-test za male
uzorke a za atributivna obelezja i razliku u ucestalosti Fisherov t-test. KoriS¢ene su i oblik
zavisnosti, regresione statisticke metode, Pearsonov koeficijent korelacije 1 multivarijantna
analiza.

U poglavlju Rezultati detaljno su opisani i jasno predstavljeni svi dobijeni rezultati.

Diskusija je napisana jasno i pregledno, uz prikaz podataka drugih istrazivanja sa
uporednim pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije.

Zakljucdci sazeto prikazuju najvaznije nalaze koji su proistekli iz rezultata rada.

Koris¢ena literatura sadrzi spisak od 345 referenci.

B) Kratak opis postignutih rezultata

Ova studija pokazuje da vrednosti CRP-a, PCT-a, SAA i HMGBL su bile statisticki
znacajno viSe kod pacijenata sa peritonitisom preoperativno u odnosu na pacijente sa kilama
(kao kontrolnom grupom). PCT, CRP i HMGBI su pri tom, takode imali statisti¢ki znacajno
viSe vrednosti kod pacijenata u grupi bolesnika sa sepsom u odnosu na pacijente u grupi
SIRS.



Sva cCetiri markera inflamacije su pokazala znafajne promene tokom vremena
pracenja. Pri tome su se vrednosti CRP-a, SSA i HMGBI statisticki visoko znacajno
razlikovale medu pacijentima u grupi SIRS u odnosu na grupu sa sepsom; samo za SSA i
HMGBL1 se pokazalo da su obrasci promene u toku vremena razli¢iti u pomenute dve grupe.
kile, bili su HMGBI1 i SSA, oba pokazavsi statisticki visoko znacajan skok neposredno
postoperativno.

Vrednosti HMGB1 su se statisticki vrlo znacajno razlikovale u grupi septi¢nih
bolesnika u odnosu na grupu SIRS tokom perioda prac¢enja. Kod pacijenata sa sepsom
vrednosti HMGB1 blago opadaju prvih dana posle operacije, dosezu¢i najnizu tacku treceg
dana pracenja. Potom rastu sa varijabilnim nagibom do sedmog postoperativnog dana, da bi
nakon toga opet gubili na visini vrednosti. S druge strane, u grupi SIRS najnize vrednosti se
registruju ve¢ prvog postoperativnog dana pracenja, da bi potom postepeno porasle sa
maksimumom u treCem postoperativnom danu i oscilirale potom izmedu te dve vrednosti do
kraja perioda pracenja.

SAA nivoi su se statisti¢ki visoko znacajno razlikovali u grupi sa sepsom u odnosu na
grupu SIRS tokom perioda pra¢enja. Koncentracija SSA je statisticki visoko znacajno rasla
nakon prvog postoperativnog dana, a zatim kontinuirano opadala do kraja perioda
hospitalizacije kod septicnih bolesnika. Nasuprot tome, kod grupe SIRS je vrednost nakon
prvog postoperativnog dana prolazno snizena u odnosu na preoperativnu vrednost i zatim je
nastavila da opada tokom perioda hospitalizacije.

Vrednosti PCT-a su se statisti¢ki znacajno menjale tokom vremena prac¢enja. Postojao
je jasan skok u vrednostima prvog postoperativnog dana, a nakon toga PCT pokazuje stalan
opadajuéi trend do kraja perioda pracenja, kako u grupi SIRS tako i u grupi bolesnika sa
sepsom.

CRP vrednosti su bile statisticki znacajno vise u grupi septi¢nih pacijenata u odnosu
na grupu SIRS tokom celog perioda pracenja. Koncentracija CRP-a se statisticki visoko
znacajno menjala tokom vremena: evidentan je postoperativni porast tako da je dostigla
maksimalnu vrednost drugog postoperativnog dana, zatim je vrednost padala u kontinuitetu
do kraja hospitalizacije. Ovakav obrazac promene koncentracije CRP-a je bio prisutan u obe

grupe.

Shodno intraoperativnom nalazu, u grupi bolesnika sa sepsom najvise je radena
apendektomija a u grupi SIRS sutura ulkusa. Distribucija po tipu operativne intervencije se
statisticki znacajno razlikuje u grupama pacijenata sa sepsom i SIRS-om.



C) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

Intraabdominalna infekcija dovodi do aktiviranja inflamatornog odgovora Kkoji
generiSe stvaranje brojnih medijatora odgovornih za zbivanja u peritonitisu, $to sugeriSe da bi
se neki od ovih medijatora mogli koristiti kao markeri tezine novonastale sepse (Enguix i sar,
2001), ali pre svega da bi identifikovali ili iskljucili novonastalu sepsu. Gustot i sar.
konstatuju da od mnogobrojnih markera koji se koriste u sepsi, nijedan nema dovoljnu
specificnost i senzitivnost da bi se rutinski koristio u klini¢koj praksi. Takode, zakljucuju da
je malo verovatno, s obzirom na kompleksnost inflamatornog odgovora u sepsi da ¢e biti
pronaden jedan idealan biomarker. Smatraju da bi kombinacija nekoliko markera bila
efikasnija u identifikovanju sepse.

Analizirana studija pretpostavlja da bi i HMGB1 kao kasni marker sepse, mogao biti
znacajan prognosticki marker u sekundarnom peritonitisu.

U studiji su ispitivani i akutni markeri sepse kao sto su CRP, PCT i SAA kod
pacijenata sa peritonitisom i kod pacijenata sa kilama. Doslo se do zakljuc¢ka da su vrednosti
CRP-a bile znacajno viSe u grupi SEPSA u odnosu na grupu SIRS na prijemu, §to je
objasnjeno intezivnijim inflamatornim odgovorom u grupi SEPSA.

Sliéne rezultate je pokazala skorasnja studija sprovedena od strane Gucyetmeza-a i
Atalana, u kojoj su vrednosti CRP-a bile vise kod pacijenata sa sepsom u odnosu na one sa
SIRS-om. U studiji Reith i sar. (2000) vrednosti CRP-a su bile vise kod pacijenata sa
postoperativnom infekcijom i sepsom u odnosu na pacijente koji su imali postoperativni tok
bez komplikacija, te takode konstatuju da su vrednosti CRP-a znacajne u predvidanju
prognoze kod pacijenata sa abdominalnom sepsom.

Cinjenica da nije bilo razlike medu grupama sa peritonitisom, u nekoj meri limitira
upotrebu PCT-a u razlikovanju SIRS-a od sepse. Takode je i istrazivanje Zheng Wao i sar.
pokazalo da PCT nije idealan biomarker u diskriminaciji SIRS-a od sepse.

Yang i sar. (2014) konstatuju da se PCT ne moze Koristiti samostalno kao zlatni
standard za dijagnozu peritonitisa. Analizirajuc¢i rezultate studije i publikovane rezultate
drugih studija, dolazi se do zakljucka da bi bilo poZeljno u istrazivanje ukljuciti merenje i
SAA kao proteina akutne faze u sekundarnom peritonitisu i analizirati njegovo ponasanje.
Uvidom u literaturu, zapazeno je da su se studije koje su ispitivale ponaSanje SAA u sepsi,
uglavnom odnosile na neonatalni period.

S obzirom da je koncentacija SAA obi¢no paralelna sa koncentracijom CRP-a u
serumu, neki autori smatraju da je SAA pored CRP-a, koristan klini¢ki marker inflamacije ili
virusne infekcije. U ispitivanoj grupi sa peritonitisom u analiziranoj studiji, vrednosti
HMGBI su bile znacajno vise kod pacijenata u grupi SEPSA u odnosu na pacijente u grupi
SIRS, §to je objasnjeno razvijanjem intezivnijeg inflmatornog odgovora zbog prisustva
infektivnih mikroorganizama u grupi SEPSA 1 ekcesivnijim oslobadanjem HMGBI.



Van Zoelen i sar. (2007) su istrazivali nivo HMGB1 kod pacijenata sa sepsom.
Pacijenti sa peritonitisom su imali poviSene vrednosti nultog dana ali ne 1 treceg
postoperativnog dana, dok su se kod pacijenata sa cistitisom poviSene vrednosti HMGB1
pojavile tek tre¢eg dana. Pokazali su da je kinetika oslobadanja HMGBI1 zavisila od izvora
infekcije, ali nije uticala na mortalitet i ozbiljnost bolesti

Na osnovu dosadasnjih istrazivanja, zakljuceno je da bi pronalazenje specificnog
markera za dijagnozu sepse, markera koji bi napravio razliku izmedu SIRS-a i sepse i
predocio prognozu u peritonitisu, svakakao bio od izuzetnog znacaja u leCenju peritonitisa. Na
osnovu analiziranog istrazivanja zakljucuje se da bi HMGB1 protein kao kasni parametar
inflamacije, mogao da bude prognosticki marker u sekundarnom peritonitisu.

D) Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije

1. Mili¢ Lj, Grigorov I, Krsti¢ S, Cerani¢ MS, Jovanovi¢ B, Stevanovié J, Pesko P. Serum
level of HMGBL protein and inflammatory markers in patients with secondary peritonitis:
time course and the association with clinical status. J Med Biochem. 2016;
DOI:10.15151/jomb-2016-0016

E) Zakljucak (obrazloZenje nau¢nog doprinosa)

Postoji veliki interes da se otkrije optimalni marker za rano, neinvazivno i pouzdano
dijagnostikovanje sistemskih komplikacija kod razvijenog sekundarnog peritonitisa. HMGB1
protein kao kasni medijator sistemskog inflamatornog odgovora, c¢ija koncentracija u
cirkulaciji koreliSe sa jac¢inom inflamatornog odgovora i organskim oSte¢enjima, mogao bi da
ukaze na pojavu i intenzitet sistemskih komplikacija i omoguéi blagovremeno korigovanje
primenjene terapije. Pored toga, uporednim praéenjem koncentracija HMGB1 i drugih
markera inflamacije, moguce je preciznije definisati mesto ovog molekula u patofiziologiji
SIRS-a. S tim u vezi, ovaj rad sugeriSe da vise postoperativne vrednosti HMGB1 proteina u
serumu pacijenata sa difuznim sekundarnim peritonitisom, mogu posluziti kao potencijalni
prognosti¢ki marker sepse. Studijom je takode pokazano da su preoperativne vrednosti CRP-
a, PCT-a i HMGBI bile vise u grupi septi¢nih pacijenata. Medutim, postoperativna kinetika
promene ispitivanih markera inflamacije ukazuje da su SAA i HMGB1 markeri koji su se
razlikovali u SIRS-u u odnosu na sepsu.

Doktorska disertacija ,,Prognosti¢ki znafaj proteina HMGBI1 u difuznom
sekundarnom peritonitisu” dr Ljiljane Mili¢ predstavlja originalni nauc¢ni doprinos. Ova



doktorska disertacija je uradena prema svim principima nauc¢nog istrazivanja. Ciljevi su bili
precizno definisani, nau¢ni pristup je bio originalan i pazljivo izabran, a metodologija rada
savremena. Rezultati su pregledno i sistemati¢no prikazani i diskutovani, a iz njih su izvedeni
odgovarajuci zakljucci.

Na osnovu svega navedenog, i imaju¢i u vidu dosadasnji naucni rad kandidata,
komisija predlaze Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati
doktorsku disertaciju dr Ljiljane Mili¢ ,,Prognosti¢ki znac¢aj proteina HMGB1 u difuznom
sekundarnom peritonitisu® i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja akademske titule
doktora medicinskih nauka.
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