NASTAVNO-NAU CNOM VE CU FARMACEUTSKOG FAKULTETA

Na sednici Nastavno-n&wog Vea Farmaceutskog fakulteta, odrzanoj 11.06
2015. godine, odd=ni smo u Komisiju za ocenu zavrSene doktorske perknazivom
,Dijagnosti¢ki i ekonomski znafaj odredivanja biomarkera akutnog oSt&enja
bubrega kod dece” kandidata dipl. farmaceuta-medicinskog bioh&mra Stanislave
Petrovt, te posle pregledane teze podnosimo Nastavn&aoau Veu Farmaceutskog
fakulteta sledé&

IZVESTAJ

A. SADRZAJ DOKTORSKE TEZE

Doktorska teza je napisana na 112 strana, imal3€la, 18 slika i 174 literaturna
navoda. Sadrzaj doktorske teze izlozen je u sledgoglavljima: Uvod (33 strane),
Ciljevi rada (2 strane), Materijal i metode (18sia#), Rezultati (29 strana), Diskusija (10
strana), Zakljtci (2 strane) i Literatura (14 strana).

Cilijevi ove doktorske teze bili su: ispitivanjeopnene biomarkera bubrezne
funkcije - molekula oSteenja bubrega-1kjdney injury molecule-1 (KIM-1)] i lipokalina
[neutrophil gelatinase-associated lipocalin  (NGAL)] u urinu (UNGAL) i serumu
(SNGAL) u odnosu na stanje inflamacije i1 razvoj kg oStéenja bubrega (AOB) kod
dece sa infekcijom urinarnog trakta (IUT); ispitiy@ dijagnostike tatnosti ovih
parametara u skriningu razvoja AOB i duzine tragamjflamacije kod dece sa IUT,
utvrdivanje ukupnog prooksidantnog i antioksidativhogaeiteta dece sa IUT merenjem
parametara totalnog oksidativnog statusa (TOSplrtog antioksidativhog statusa (TAS)
i raunanjem indeksa oksidativhog stresa (OSI), kaoihomg promene u skladu sa
stanjem akutne inflamacije i razvojem AOB; ekonoeskaliza primene razitih AOB
biomarkera: UNGAL, jetrenog tip vezdgg proteina za masne kiselirle/r-type fatty
acid-binding protein (L-FABP)] u urinu (uL-FAB) i cistatina CQystatin-C (Cys-C)] u
serumu (sCys-C) u odnosu na aktuelnu dijagkistimetodu (merenje koncentracije
kreatinina u serumu) kod dece u kardiohirurgiji.

U poglavlju Materijal i metode u okviru dela o biarkerima AOB i parametrima
oksidativnhog statusa kod dece sa Id&ti su podaci o ispitanicima i primenjenim



metodama. Istrazivanje je obuhvatilo 50 pacijenatase&ne starosti do dve godine
kojima je na prijemu u bolnicu Univerzitetske c¢ge klinikke u Beogradu
dijagnostikovana prva febrilna IUT. Deca kod kojgu utvdene anorektalne i
urogenitalne anomalije, ili neuroloSke bolesti nisia ukljucena u ovu studiju. Studija je
sprovedena u skladu sa c&tim naielima HelsinsSke dekleracije i &é&lima Ettkog
komiteta Univerzitetske dée klinike u Beogradu i Farmaceutskog fakultetavérziteta

u Beogradu. Etki komiteti ove dve ustanove dali su saglasnosspavaienje studije
(broj reSenja: 1169/2 Farmaceutskog fakulteta Uniteta u Beogradu i 017/6-26/112
Univerzitetske d&je klinike u Beogradu). U studiju su ukena decaciji su roditelji ili
staratelji dali pismenu saglasnost zastvovanje u istrazivanju.

Za svakog pacijenta sakupljena su po dva uzorka ikarina, po prijemu u
bolnicu i u vreme otpusta iz bolnice. Krv je svak@acijentu uzeta u epruvete bez
aditiva za biohemijske analize. Uzorci seruma igkeni su za odidvanje koncentracije
markera inflamacije C reaktivhog proteina (CRP)apaetara bubrezne funkcije (ureje i
kreatinina), biomarkera AOB (SNGAL), kao i paramat@ksidativhog statusa (TAS i
TOS). Uzorci urina prikupljeni su tehnikom srednjataza ili primenom sterilnih kesica.
Jedan deo urina kotién je za hemijsku analizu i mikroskopsko ispitieasgedimenta
urina, odrdivanje koncentracije biomarkera AOB (UNGAL i KIM;1a drugi deo za
mikrobioloSka ispitivanja. Alikvoti seruma i uringuvani su na -80°C za odiganje
biomarkera AOB i parametara oksidativhog statusayviaostali testovi su izvedeni
odmah. Koncentracije ureje i kreatinina atiee su rutinskim metodama, a koncentracija
CRP primenom imunoturbidimetrijske metode. Biomark®OB (SNGAL, uNGAL i
KIM-1) odredeni su ELISA sendvi metodom. Za oddivanje parametara oksidativnog
statusa (TAS i TOS) primenjene su nove spektrofetdjeke metode koje je formulisao
Erel. Uraiena je modifikacija Erel-ove metode i aplikacijaaralizatoru ILAB 300 plus.
Odnos TOS i TAS izrazen je kao OSI.

Klasifikacija pacijenata je sprovedena na dva&ime prema proceni stanja
bubrezne funkcije i prema trajanju inflamacije tokdUT. Procena bubrezne funkcije
izvrSena je na osnovu iZnanate vrednosti brzine glomerularne filtracigliomerular
filtration rate (GFR)] primenom Schwartz-ove formule. Podela maaja u grupe prema
razvoja AOB (sa AOB i bez AOB) vrSena je prema gewgao vrednosti GFR za viSe od
25% u odnosu na referentne vrednosti za dati uzZthstugoj klasifikaciji, pacijenti su
podeljeni prema CRP vrednostima dobijenim pri ofpug bolnice. Formirane su dve
grupe: pacijenti sa koncentracijom CRP.am od 10mg/L pri otpustu iz bolnice su
oznaeni kao pacijenti sa duzim trajanjem inflamacijek du pacijenti sa koncentracijom
CRP manjom od 10mg/L oz&ani kao pacijenti sa kéan trajanjem inflamacije.

Statisttka analiza urdena je upotrebom programa Window SPSS, verzija 21 i
MedCalc programa za statidti softver Windows Version 9.6.3. (Mariakerke, Belg).



U okviru dela o ekonomskoj analizi primene biomaskédOB kod dece u
kardiohirurgiji koris¢ena je analiza odnosa troSkova i efektivnosti (tEtegija koje se
baziraju na primeni novih biomarkera (sCys C, uNGAL-FABP) za dijagnostikovanje
AOB, a u pordenju sa trenutnom dijagnostom strategijom (odi@vanjem
koncentracije kreatinina u serumu). Za analizu EEpyimenjeno “drvo odluke” i
Markovljev model. "Drvo odluke” je kor&&no za istrazivanje svih verovatnih puteva i
posledica koji se mogu pojaviti tokom vremena. Meafjev model je primenjen za
evaluaciju hroninih bolesti u kojma se tretmani i zdravstvena stappnavljaju.
Tranzicione verovatri@ u Markovljevom modelu utitene su sistematskim pregledom
striene literature za AOB kod dece posle kardiohirurSkitervencija. Kao parametar
efektivnosti korigen je parametar godine Zivota prildgoe u odnosu na kvalitet
[Quality adjusted life-year (QALY)].

Za ekonomsku analizu koégn je TreeAge Healthcare module version 1.5.2.

U poglavlju Rezultathajpre su prikazane demografske karakteristike giafost,
indeks telesne mase (ITM), telesna temperatur@gniea povisene telesne temperature,
broj dana provedenih u bolnici, uzrok infekcije i primenjena terapija) kao i
koncentracije ispitivanih parametara kreatininagje, broj leukocita i GFR.

Budui da se uzrast dece kretao u rasponu od 1 mesed2 dpdina, inter- i
intra-individualna varijabilnost za svaki pojedtaa parametar izéanati su u vreme
prijema u bolnicu i u vreme otpusta iz bolnice, gfwso u grupama dece rd&i starije od
12 meseci. Koeficijent varijacije (Kv) iznda subjekata (interindividualna varijabilnost)
za svaki parametar je izt@nata u vreme prijema i otpusta iz bolnice. Inwaidualna
varijabilnost je izrazena kao korelacija izitnevrednosti za svaki parametar u trenutku
prijema u bolnicu i vrednosti istog parametra unweeotpusta iz bolnice, ¢gananjem
Spearman-ovog koeficijenta korelacije.

Potom su ré&unate promene vrednosti biomarkera AOB i parametisalativnog
statusa u vreme prijema i u vreme otpusta iz belniga analizu kontinuiranih
promenljivin izmeu ispitanika tokom prijema i u vreme otpusta izrcd (dve téke
merenja), koje su distribuirane po normalnoj ragiodipotrebljen je Student-t test za
dva zavisna uzorka.

Nakon toga ispitane su promene vrednosti biomarkk@B i parametara
oksidativnhog statusa u odnosu na trajanje inflajeacirazvoj AOB. Efekat trajanja
inflamacije (izrazen u odnosu na koncentraciju CR&}gvoj AOB na varijable u serumu
i urinu u vreme otpusta iz bolnice ispitani su $oidt testom za dva nezavisna uzorka i
analizom kovarijanse (ANCOVA) uz korekciju za bamabrednosti (vrednosti u trenutku
prijema u bolnicu). Pored toga, promene u ispitinarvarijablama su analizirane



koris&¢enjem dvofaktorske analize varijanse (ANOVA) sa gdjanjem, gde su kao
faktori kori&eni vreme prijema i otpusta pacijenata iz bolnicazvoj AOB. Podaci koji
nisu distribuirani po normalnoj raspodeli analimirassu primenom neparametarskog
Wilcoxon signed-rank testa za dva zavisna uzorkaM&nn-Whitney testa za dva
nezavisna uzorka.

Odretivana je i dijagnostka tanost: 1. pojedinenih biomarkera AOB i
parametara oksidativhog statusa za detekciju diraganja inflamacije; 2. kombinacije
biomarkera AOB i parametara oksidativhog statusadregem leukocita za detekciju
duzeg trajanja inflamacije, 3. pojedéméh biomarkera AOB i parametara oksidativhog
statusa za detekciju AOB; 4. kombinacije biomark&@B i parametara oksidativhog
statusa sa urejom za detekciju AOB. Dijagniksti ta&¢nost ispitivanih parametara je
proverena upotrebom RO®dciever Operating Characteristic) analize.

Rezultati ekonomske analize su prikazani kao inkmani odnos TE
[incremental cost-effectiveness ratio (ICER)]. Na ovaj n&n su metode podene i
postavljeni su prioriteti prema intervencijama kgje relativno jeftine (mali troSak po
QALY) i na one relativno skupe (visok troSak po QAL Pouzdanost dobijenih
rezultatata je testirana primenom probabillsti analize osetljivosti upotreboionte-
Carlo simulacije, pricemu je izvrSeno 10000 simulacija.

Na kraju rada, dati su Zakfai koji proizilaze iz rezultata istrazivanja i njie
analize.

B. ANALIZA REZULTATA

U okviru dela o biomarkerima AOB i parametrima aldivnog statusa kod dece
sa IUT dati su podaci o ispitanicima, i kao Stavsgglo pretpostaviti, u \éni slucajeva
uzratnik IUT je bila Escherichia coli (88%, 44 sltaja). Proséna duzina boravka u
bolnici je bila 5,5 dana.

Vrednosti svih biomarkera AOB bile su Ziagno viSe u vreme prijema u bolnicu
od odgovarajtih vrednosti u vreme otpusta iz bolnice. Pored t&gacentracije CRP su
bile zn&ajno nize tokom otpusta iz bolnice u odnosu na vdggLee vrednosti za vreme
prijema u bolnicu (P<0,001). Od parametara oksidat) statusa samo su OSI vrednosti
bile zn&ajno niZze tokom otpusta iz bolnice u odnosu na wdggute vrednosti tokom
prijema u bolnicu (P=0,026).

Analiziranjem efekta trajanja inflamacije koji jezrazen u odnosu na
koncentraciju CRP, utdeno je da su koncentracije uNGAL kod ispitanikadsdim
trajanjem inflamacije bile viSe (115,37 ng/mL) unodu na uNGAL koncentracije



ispitanika sa krédm trajanjem inflamacije u isto vreme (67,87 ng/nf=0,022). SNGAL
(P=0,155) i KIM-1 (P=0,198) koncentracije nisu pp&i® zna&ajne razlike izméu
ispitivanih grupa. Od parametara oksidativnog sktu zavisnosti od duzine trajanja
inflamacije zndajnu promenu su pokazali TAS i OSI. TAS vrednostibile zn&ajno
viSe kod pacijenata sa duzim trajanjem inflama¢)®9 mmol/L+ 0,40 mmol/L) u
odnosu na one kod kojih je inflamacija &eatrajala (0,57 mmol/l+ 0,37 mmol/L),
P=0,017. Shodno tome, OSI vrednosti su bilecam® nize u grupi sa duzim trajanja
inflamacije [0,032 AU (0,018-0,042)] nego u gru@ &ra&im trajanjem inflamacije
[0,041 AU (0,029-0,053)], P=0,037.

Sposobnost biomarkera AOB za detekciju duzeg fajaflamacije ispitivana je
analizom ROC krive, préemu su analizirane vrednosti biomarkera AOB neaepnj u
bolnicu. Vrednosti parametara pri prijemu u bolnzkauKIM-1 (AUC=0,519, P=0,847),
uNGAL (AUC=0,549, P=0,638), SNGAL (AUC=0,516, P=bB3, kreatinin
(AUC=0,538, P=0,695) i ureju (AUC=0,560, P=0,538pun imale sposobnost da
detektuju duze trajanje inflamacije, dok je jedira@ekivano broj leukocita na prijemu u
bolnicu ispoljio zn&ajnu sposobnost za detekciju duzeg trajanja inftajama
(AUC=0,688, P=0,047). Od parametara oksidativhogtust, vrednosti TAS
(AUC=0,785, P=0,023) i OSI (AUC=0,765, P=0,036) prijemu u bolnicu su imale
sposobnost da detektuju duze trajanje inflamadigagnosttka tatnost parametara
oksidativnog statusa TAS i OSI za detekciju duZegahja inflamacije j&ak bila bolja
od broja leukocita.

Ispitana je i potencijalna korist od dodavanja laokera AOB i parametara
oksidativnog statusa broju leukocita u cilju balgtekcije pacijenata sa duzim trajanjem
inflamacije u odnosu na one kod kojih je inflamadijajala krée. Dodatak kreatinina
(AUC=0,723, P=0,027) i ureje (AUC=0,762, P=0,00®) povéao AUC za broj
leukocita, dok je dodatak uNGAL (AUC=0,695, P=0,p4fao marginalni efekat.
SNGAL i KIM-1 nisu zn&ajno poveéali dijagnostéku tatnost broja leukocita u detekciji
duzeg trajanja inflamacije. Kod parametara oksiwhaty statusa, nijedan od ispitivanih
modela nije pokazao bolju dijagna$tu tatnost od pojedinmih parametara. lako su
AUC vrednosti bile 0,7 i w&, samo je u sti@ju kombinacije broja leukocita i parametra
TAS dobijena statistka zn&ajnost (AUC=0,778, P=0,026).

Nakon toga su analizirane promene vrednosti bioerarkAOB i parametara
oksidativnog statusa u odnosu na razvoj AOB.¢&jma razlika u bazalnim vrednostima
od analiziranih biomarkera, izme grupa sa i bez AOB utdena je jedino za KIM-1
(0,519 ng/mL u poienju sa 0,287 ng/mL, P=0,038). Tdko nisu prondene znéajne
razlike u bazalnim vrednostima parametara oksidatvstatusa iznde grupa sa i bez
AOB. Sposobnost biomarkera za detekciju AOB isgitgnanalizom ROC krive. lako su
utvrdene zna&ajno razléite vrednosti za KIM-1 izmé&u grupa sa i bez AOB, tokom



prijema pacijenata u bolnicu KIM-1 nije pokazao splonost razdvajanja pacijenata sa
AOB i bez AOB (AUC=0,620, P=0,175). Sposobnost varahja nisu pokazali ni
parametri SNGAL (AUC=0,538, P=0,666) i uNGAL (AUC#85, P=0,329). S druge
strane, AUC vrednost za ureju je bila viSa (AUC#8Q,6P=0,040). Budii da nisu
pronaiene zn#&ajne razlike u bazalnim vrednostima parametaradakisinog statusa
izmedu grupa sa i bez AOB, tokom prijema pacijenata Imibo parametri TAS, TOS i
OSI nisu pokazali sposobnost razdvajanja pacijeseat®OB i bez AOB.

Posto je samo ureja imala statiktiznatajnu dijagnostiku tatnost za detekciju
AOB, vrednosti ureje su kombinovane sa vrednostinmmnarkera AOB i parametara
oksidativnog statusa na prijemu u cilju bolje detgkpacijenata sa AOB u odnosu na
one kod kojih nije doSlo do razvoja AOB. KombinacKIM-1 sa urejom povala je
sposobnost ureje da detektuje pacijente sanvezikom za razvoj AOB (AUC=0,705,
P=0,023). Dodatak sNGAL (AUC=0,680, P=0,041) nigvgtao dijagnostiku ta‘nost
ureje u detekciji AOB, dok je dodatak uUNGAL (AUCZQ5, P=0,015) u naj¢ej meri
povetao dijagnostiku tanost ureje. Nijedan od ispitivanih modela kombijeacireje sa
parametrima oksidativnog statusa nije pokazao baljjagnosttku tatnost od
pojedin&nih parametara.

U okviru dela o ekonomskoj analizi primene biomaskédOB kod dece u
kardiohirurgiji najpre su prikazani rezultati osmog modela u kome su updsemi
troSkovi i QALY sadaSnje dijagnogke strategije (pr@nje koncentracije kreatinina u
serumu) sa troSkovima i QALY dijagnastih strategija zasnovanih na primeni novih
biomarkera. Odnosi TE za sve strategije bili suetm1483$/QALY za kreatinin i
3578%/QALY za uNGAL. Analizirane dijagnogkie strategije bile su isplative u odnosu
na aktuelnu dijagnosku metodu. Mdutim, strategije bazirane na primeni uNGAL i
sCysC su imale ve troSkove i nizu efikasnost (dominirane) u odnosuulL-FABP
strategiju, zbogega je zn&jan ICER samo za uL-FABP. Strategija primene ulBPA
poveava QALY za 1,43 u odnosu na aktuelnu dijag&stmetodu uz dodatni troSak od
8521,87%. 1z toga sledi, da je ICER za uL-FABP uvepenju sa serumskim kreatininom
5959,35% po jednom dodatnom QALY.

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA 1Z DOKTORSKOG RADA SA POD ACIMA 1Z
LITERATURE

Biomarkeri AOB i parametri oksidativnog statusa katkce sa IUT

Blagovremeno identifikovanje dece sa AOB mozZedaitikljucnog zné&aja za dalje
zbrinjavanje, pogotovu Sto trenutni laboratorijskklinicki parametri nisu dovoljno
pouzdani za detekciju akutnog o&gja (1). Nekoliko puta uéana koncentracija
kreatinina u serumu i smanjenje klirensa kreatirgnasnovni kriterijumi koji se koriste



za dijagnozu AOB. Méutim, vrednosti serumskog kreatinina variraju u agin na
starost, pol, mi$hu masu i hidrataciju organizma. Pored toga, pra@merednosti
kreatinina u serumu zaostaju u odnosu na stepeteogt epitelniitelija tubula bubrega
(1). S druge strane, ispitivanja na Zivotinjamapslazala da terapiju koja spexa ili
ublazava AOB treba primeniti veoma rano posle @stg@, a zasigurno pre nego Sto
koncentracija kreatinina u serumucpe da raste (2). Zato su aktuelna ispitivanja
biomarkera koji odrazavaju promenu bubrezne fuekgipkutnim stanjimaiime bi bila
omogu«ena brza i pouzdana dijagnoza AOB. Dobar biomaf@B bi trebalo da bude
neinvazivan, da se moze odrediti iz prisitrph uzoraka kao Sto su krv i urin, merljiv
koris&¢enjem standardizovanih testova sa brzim rezultafirpahvatljivim troSkovima.
Takade, vazno je da se njihove vrednosti menjaju sanuy zstéenja bubrega, a ne
zbog infekcije, inflamacije i drugih uzroka. Tokoprotekle decenije sprovedena su
zn&ajna istrazivanja nekoliko biomarkera za ranu difay AOB, uklj@ujuci NGAL i
KIM-1 (3). Kako bi se obezbedila adekvatna kika primena biomarkera i interpretacija
rezultata neophodna je njihova sistematska procenazlcitim klinic¢kim stanjima sa
AOB. Osim toga, malo je verovatno da jedan biomarker dosledno obezbediti dovoljnu
preciznost za blagovremenu dijagnozu AOB u svinmi&kim stanjima, tako da se
kombinacijom biomarkera mogu formirati paneli zaedficne bolesti ili se moze
pove&ati preciznost (1).

Sve novije pedijatrijske studije pokazuju da A@Eke nastaje kao posledica druge
sistemske bolesti ili njenogdenja, nego usled primarne bolesti bubrega (4). dakisini
i inflamatorni procesi uzrokuju direktno o&&mje parenhima bubrega tokom AOB (1).
Moguwi uzrok za razvoj AOB je i tezi oblik IUT, kao peslica hipoperfuzije bubrega
usled ozbiljne dehidratacije organizma. RenalnljaiZie najozbiljnija komplikacija IUT,
a formiranju ozZiljaka posebno su sklona deca uarasd dve godine. Aktuelna
dijagnosttka procedura za ptanje zahvéenosti bubrega tokom IUT i inflamacije
parenhima bubrega je scintigrafija bubrega. lakegatigrafija bubrega najpreciznija u
otkrivanju korteksnih oStenja bubrega izazvanih IUT, to je invazivha i skupa
dijagnosttka tehnika koja nije uvek dostupna.

Od analiziranih biomarkera AOB, vrednosti uUNGALlsle zn&ajno viSe u vreme
prijema u bolnicu od odgovardjh vrednosti u vreme otpusta iz bolnice, kao i kod
pacijenata sa duzim trajanjem inflamacije u odnoaupacijenate sa ktien trajanjem
inflamacije, tako da su rezultati ove studije pdifrda je UNGAL osetljiv na stanje
infekcije. Prema podacima iz literature, uNGAL iegpva normalizovana vrednost
UNGAL/kreatinin mogu se koristiti kao osetljivi nka&ri za rano otkrivanje IUT u
odsustvu AOB i hrorne bolesti bubrega (HBB) (5). Sa druge strane, mkerednosti
KIM-1 bile viSe u trenutku prijema u bolnicu od ai@rajitih vrednosti u vreme otpusta
iz bolnice, KIM-1 nije pokazao zgajno viSe vrednosti u grupi sa duzim trajanjem
inflamacije u odnosu na grupu sa &m trajanjem inflamacijecime je potvdena



stabilnost KIM-1 u inflamaciji. Za sada je poznata je ekspresija KIM-1 po¢ana u
AOB razlicite etiologije, HBB, nakon transplantacije bubregaj slitaju karcinoma
bubrega (6).

Pored toga, u ovoj studiji je ispitano da li bi Brieani biomarkeri AOB sami ili u
kombinaciji sa tradicionalnim parametrima inflamecbili uspesni u detekciji duzeg
trajanja inflamacije. PoSto je u studiji Stoklandar. utvden visok stepen korelacije
izmedu koncentracije CRP u serumu i patoloskih nalazajeioih primenom scintigrafije
bubrega (7), trajanje inflamacije je pemo odrdivanjem koncentracije CRP, direktnog
kvantitativnog markera reakcije akutne faze i iitt#da inflamacije tokom IUT.
Dugotrajno visoke koncentracije CRP ukazuju na @rgirano zapaljenje koje moze
dovesti do razvoja fibroze i formiranja oziljakdubregu (8). Od analiziranih parametara
KIM-1, uNGAL, sNGAL, kreatinina i ureje, samo jedpieukocita imao statisiki ali ne
i klinicki znatajnu dijagnostiku sposobnost u detekciji duzeg trajanja inflangacij
(AUC=0,688, P=0,047). Take, istrazena je i potencijalna korist od dodavanja
parametara bubrezne funkcije broju leukocita wchpljeg razdvajanja pacijenata sa
duzim trajanjem inflamacije. Dodatak kreatinina (@B£0,723, P=0,027) i ureje
(AUC=0,762, P=0,009) poveo je dijagnostku sposobnost za broj leukocita, dok je
dodavanje uNGAL imalo marginalni efekat (AUC=0,695;0,041). Bazalne vrednosti
UNGAL nisu pokazale sposobnost za detekciju decm ke imati duze trajanje
inflamacije u odnosu na decu sadina trajanjem inflamacije. Do sada nisu objavljene
studije koje su pratavale uspeSnost novih biomarkera AOB u detekcifiedutrajanja
inflamacije.

U ovom istrazivanju testirana je i hipoteza da se&efana urinarna ekskrecija
KIM-1 kod dece sa IUT odnosi na o&aje bubrega. Ispitana je md@gost ovog
proteina kao potencijalnog biomarkera za dijagndfB u prisustvu IUT. Rezultati
sprovedene studije pokazuju Zapu razliku u izldivanju KIM-1 urinom méu
grupama sa AOB i bez AOB, ali bazalne vrednosti KIM vreme prijema u bolnicu nisu
pokazale sposobnost da razdvoje ove dve grupeanska (AUC=0,620, P=0,175).
Diskriminaciona sposobnost KIM-1 za AOB bila je aand tradicionalnog parametra
ureje (AUC=0,681, P=0,040), dok je kombinacija KIMsa urejom pouala je
sposobnost ureje da detektuje p&@arerizik za razvoj AOB (AUC=0,705, P=0,023). Ovo
je prva studija u kojoj je KIM-1 razmatran kao biarker za detekciju AOB kod dece sa
IUT. Do sada je KIM-1 uglavnom ispitivan kao biorkar za AOB u drugim Klirgkim
stanjima. Pedijatrijska studija na 40 dece kojgpadvrgnuta kardiohirurskoj intervenciji
utvrdila je da je KIM-1 u 12h postoperativno imat/@ vrednost 0,83 za detekciju AOB
(9). Slcan rezultat tenosti KIM-1 za ranu detekciju AOB ufdenom u ovom
istrazivanju, dobijen je u studiji koja je obuhvat?252 dece (prosaee starosti 11,4 + 4,8
godina) sa razlitim primarnim dijagnozama. U ovoj studiji, AUC wheost za KIM-1 u
predvidanju AOB je bila 0,61 (95% IP 0,48-0,73) (10). Wdiji Du i sar. (10) pacijenti



su bili podeljeni prema pRIFLEpediatric Risk, Injury, Failure, Loss, End-Stage Kidney
Disease) sistemu klasifikacijie AOB i KIM-1 je ispoljio viSUAUC vrednost za
predvitanje pRIFLE-I AOB nego za predianje pRIFLE-R AOB. Prema ovim
rezultatima, KIM-1 moZze posluziti kao biomarker A@BsILEaju tezih oboljenja.

Pored toga, danas je dobro poznato da oksidatitres Sma vaznu ulogu u
patogenezi bolesti bubrega. Bubrezi su izuzetnotljwsena oSt&enje izazvano
kiseontnim radikalima, najverovatnije zbog velike kafie dugolaganih,
polinezastenih masnih kiselina koje se nalaze u sastavundgngpida (11). IUT izaziva
oksidativni stres i dovodi do supresije antioksitd#m enzima (12). Koncentracije
razlicitin oksidanasa i antioksidanasa se mogu meritogho u serumu, ali su merenja u
tom sl@aju dugotrajna, zahtevaju intezivnho angazovanjeoritiorijskog osoblja i
primenu komplikovanih tehnika. Shodno tome, rangjesu mnoge metode koje mere
ukupni prooksidantni i antioksidanti kapacitet. ofe efekat raztitih oksidanasa u
serumu aditivan, primenom Erel-ove metode moZe dsediti ukupan kapacitet svih
pojedin&nih oksidanasa u organizmu koji se naziva TOS (I8)S predstavlja ukupni
antioksidativni kapacitet, odnosno nivo svih angidlknasa u organizmu, a tdkose
moze meriti Erel-ovom metodom (14). Analiza TOS ASI u krvi predstavlja
neinvazivan i jednostavan &a procene oksidativnog statusa organizma.

U ovom istrazivanju bazalne vrednosti TAS su bilgevkod pacijenata sa duzim
trajanjem inflamacije, Sto je potleno merenjem koncentracije CRP u vreme otpusta iz
bolnice. lako serum sadrzi radte antioksidantne molekule, proteini predstavljaju
glavnu antioksidantnu komponentu. Slobodne sulilmelrgrupe proteina su uglavnom
odgovorne za njihov antioksidativni efekat. Primen&rel-ove metode je uigeno da
ukupni proteini destvuju sa 52,9% u izmerenim vrednostima TAS uraarkod zdravih
osoba, (14). Sa druge strane, dobro je poztamjenica da je inflamatorni odgovor
pracen promenama u ekspresiji proteina akutne faze §Bddno tome, viSe vrednosti
TAS u stanjima produzenog trajanja inflamacije nmenaujuce. Osim toga, ispitano je
da li dolazi do promena u parametrima oksidativstgjusa u zavisnosti od o&taja
bubrega. Méutim, nije dokazano da su se parametri oksidativetajusa znsjno
razlikovali kod dece sa AOB u odnosu na decu beBAStudija Psotova i sar. koja je
ukljucila odrasle osobe sa HBB, a kojima su mereni @elreparametri (TAS, kreatinin,
ureja, mokréna kiselina) pre i posle dijalize, pokazala je deasjenje TAS vrednosti
posle dijalize uglavhom odgovara smanjenju niskaklarnih supstanci kreatinina,
ureje i mokréne kiseline (15). Znmjno smanjenje TAS vrednosti posle dijalize je
takaie utvideno kod pedijatrijskih pacijenata tokom hemodiglid6). U ovoj studiji,
TAS nije odrazio promene u koncentraciji antiokfietdh supstanci osetljivih na
bubreznu funkciju.

Takaie, neophodno je uzeti u obzir da su mnoge farmakel@®ksperimentalne
studije ispitivale uticaj primene dodatne terapffadikalskih sakupljga i vitamina



antioksidanata, anti-inflamatornih lekova, nat@ inhibitora ciklooksigenaze, i
kombinacije ovih agenasa), pored ktash protokola tretmana antibioticima, na
spre&avanje formiranje oziljaka u bubrezima. Tako je.mgtudija na deci sa primarnim
nefrotskim sindromom pokazala da TAS vrednosti mquedvideti odgovor na
kortikosteroide u vreme postavljanja dijagnoze A& Vrednosti posle prestanka primene
kortikosteroida mogu predvideti dac¢k pacijenti imati recidiv ili ne (17). U tom smislu
neophodno je sprodenje novih studija kako bi se ispitao potencijain&aj TAS, TOS

i OSI, kao parametara za selekciju pacijenata lxopili kandidati za primenu dodatne
terapije pored antibiotika u cilju sgi@vanja eventualnih komplikacija tokom IUT.

Ekonomska analiza primene biomarkera AOB kod deckardiohirurgiji

Sa ekonomske tke gledista, AOB je povezano saciwe utroSkom finansijskih
sredstava usled duzeg boravka ovih pacijenatanidocdli i vetih troSkova povezanih sa
dugora@nim posledicama. Procena je da su godisSnji troSkdsavstvene zastite pripisane
le¢enju AOB, viSe od 10 milijardi dolara samo u Sjgelimm Amertkim Drzavama (18).
AOB je ¢esta komplikacija i tokom kardiohirurSkih intervgacu pedijatriji. Poslednjih
decenija ulazu se veliki napori kako bi se dijagikesAOB unapredila, prcemu se
velike nade polazu u biomarkere AOB. Pored NGALIMKL u oblasti kardiohirurgije
dosta su ispitani Cys-C i L-FABP (3).

Rezultati sprovedene ekonomske studije pokazujsudanalizirane dijagnogke
strategije zasnovane na primeni biomarkera za A§®Baiive u odnosu na aktuelnu
dijagnosttku metodu. Méutim, strategije bazirane na primeni uNGAL i sCyaCimale
vece troskove i nizu efektivnost (dominirane) u odnasuuL-FABP strategiju. ICER za
uL-FABP u poréenju sa serumskim kreatininom je 5959,35%/QALY ,jétenatno nize u
odnosu na definisan prag isplativosti od 50000$/@A&toga, ovi rezultati ukazuju na to
da bi upotreba uL-FABP predstavljala ekonomski aegpjniju strategiju za rano
otkrivanje AOB kod dece tokom kardiohirurSkih intencija. ViSa cena za uL-FABP test
u odnosu na serumski kreatinin, pak i sCys C i uNGAL testove, je u potpunosti
kompenzovana boljim dijagno&kim karakteristikama (osetljivost i specifiost) uL-
FABP za rano otkrivanje AOB, kojée omoguiti pravovremeno i efikasnije ¢enje
pacijenata sa AOB. To bi dovelo do znathog pobojgashoda pacijenata sa AOB i
dugor@ne ustede finansijskih sredstava u zdravstvu.

Do sada je sprovedeno malo ekonomskih studija kojeispitivale isplativost
primene novih biomarkera u cilju unagemja dijagnostike AOB. U studiji Shaw i sar.
(19) primenjena je analiza TE za pideeje strategije primene uNGAL u odnosu na
odrefivanje kreatinina kod osobe muskog pola starostk&@ podleze kardiohirurSkoj
intervenciji. Prema rezultatima ove studije, primamNGAL se pokazala kao troSkovno
isplativa, a razlika izm# troSkova i QALY se uuavala kako su se efekti tretmana
poveavali. Razlika izméu ove i studije Shaw i sar. (19) je u studijskopplaciji i



ispitivanim biomarkerima. Kod dece koja se podvajawkardiohirurSkim intervencijama
prowtavanje biomarkera AOB je neoptéeao uticajem komorbiditeta koji ite

otezavaju stine studije kod odraslih, kao Sto su dijabetes, ikinan hipertenzija i
ateroskleroza.

Rezultati ove studije istu zna&aj efikasnih dijagnostkih testova, kojim bi se
precizno razdvajali pacijenti sa AOB kod kojih l@na intervencija ili modifikacija
terapije ublazila teSko i trajno o8émje bubrega, za razliku od pacijenata koji nenaili
korist od primene terapije. Jasno je da rana dgatika AOB zahteva dobar i povoljan
skrining test sa visokom osetljivasi malim procentom lazno negativnih rezultata,jger
vazno da se ne propusti ni jedna obolela osoba Rfied toga, vazno je da primenjena
analiza obezhiije brze i téne rezultate. U tom kontekstu, za razliku od NGALyis C
biomarkera za koje su &erazvijeni brzi point-of-care (POC)] testovi, L-FABP
biomarker joS nema mogunost ove vrste analize. Razvoj POC testa za uL-FABP
pozeljno, jer ovi testovi imaju nekoliko prednogbsnovna prednost POC testova je
njihova sposobnost da omagubrze rezultate i na taj &ia obezbede raniji tretman (21).
Ostale prednosti uklfiwju to Sto se uzorak ne mora posebno priprematradizu i
manje kolEine uzorka potrebnih za testiranje, Sto moze lisigbno korisno u pedijatriji.
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D. OBRAZLOZENJE NAU CNOG DOPRINOSA DOKTORSKE TEZE

Dobijeni rezultati su zr@ajni za procenu duzine trajanja inflamacije i rgavo

AOB kod dece tokom IUT. Najpre je dobijen uvid wlstnost KIM-1 u stanjima
aktuelne infekcije, 5to do sada nije ispitano. Dmske je da je KIM-1 manje osetljiv na
stanje inflamacije od NGAL i samim tim viSe spet za ishemijsko odtenje bubrega.
Shodno tome, detekcija payane urinarne ekskrecije KIM-1 kod dece sa IUT bi
ukazivala na oStenje bubrega. PoSto se za analizu KIM-1 kao uzdaisti urin
umesto krv, Sto je posebno korisno u pedijatrijpaed toga aktuelan je razvoj brzih



skrining urin traka, KIM-1 bi mogao da se koristikao biomarker za AOB u
pedijatrijskoj populaciji sa IUT. S druge stran®&@AL se koristiti kao osetljiv marker
za rano otkrivanje IUT u odsustvu AOB. Meim, dokazano je da se bazalne vrednosti
UNGAL ne mogu Koristiti za procenu duzeg trajamfiaimacije u cilju prognoze ishoda
bolesti. Takde su ispitane i promene u oksidativho-antioksidetim balansu
odrefivanjem parametara TAS, TOS i OSI kod dece sa RO prvi put je ispitano da li
su ovi parametri osetljivi na pr&tinflamatorno stanje tokom IUT, ali isto tako tsyia

je i njihova osetljivost na akutne promene u fupkbubrega. Potencijalni ziaj
parametara TAS, TOS i OSI se ogleda u selekcijijgraata za primenu dodatne terapije
(antioksidanasa, antiinflamatornih lekova) poredtitéotika, u cilju spréavanja
eventualnih komplikacija tokom IUT.

Posto neselektivna upotreba raitih biomarkera moze udaljiti lekare od adekvatne
klinicke procene, ali i neefikasno troSiti Zagme svote novca, prepd@uwe se primena
analize TE za procenu novih dijagnokiin i terapijskih intervencija u cilju efikasnije
preraspodele finansijskih sredstava u zdravstvdinSciljiem, u ekonomskoj studiji
akcenat je stavljen na strategiju ispravno postaelj dijagnoze AOB razitim
dijagnosttkim procedurama sa najmanjim utroskom finansijskédstava. U ovoj studiji
je preporden efikasan, bezbedan i ekonoam dijagnostiki pristup pedijatrijskim
pacijentima sa AOB nakon kardiohirurskih intervgamdiako bi se smanjio broj smrtnih
ishoda i hroninih komplikacija, a sa druge strane uStedela zrfataasijska sredstva.
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F. MISLIENJE | PREDLOG KOMISIJE

Na osnovu svega 5to je izloZzeno u doktorkoj tertsamo da ovaj rad predstavlja
zna&ajan nadni doprinos za oblast medicinske biohemije. Retiultaove doktorske teze
publikovani su u tri natna rada ucasopisima mdunarodnog znsmja (dva rada u
casopisu M21 i jedan rad M22). Stoga predlazemo dvastnadnom Veu
Farmaceutskog fakulteta da prihvati ovaj izveStaglobri kandidatiStanislavi Petrovi
javnu odbranu doktorske teze pod nazivgijagnostic¢ki i ekonomski znafaj
odredivanja biomarkera akutnog oStetenja bubrega kod dece*
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