UNIVERZITET U BEOGRADU
MEDICINSKI FAKULTET

Milica N. Rasic¢

ISPITIVANJE UDRUZENOSTI POLIMORFIZAMA GENA
REGULATORA VASKULARNE HOMEOSTAZE SA
RIZIKOM OD RAZVOJA TESKIH KOMPLIKACUA |

ISHODOM KOD HIRURSKIH PACIJENATA SA
SEKUNDARNIM PERITONITISOM

Doktorska disertacija

U Beogradu, 2026



UNIVERSITY OF BELGRADE
FACULTY OF MEDICINE

Milica N. Rasic¢

ANALYSIS OF THE ASSOCIATION BETWEEN
VASCULAR HOMEQOSTASIS REGULATOR GENE
POLYMORPHISMS AND THE RISK OF SEVERE
COMPLICATIONS AND OUTCOMES IN SURGICAL
PATIENTS WITH SECONDARY PERITONITIS

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2026



MENTORI:

Prof. dr Nela Maksimovi¢, vanredni profesor
Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Prof. dr Krstina Doklesti¢ Vasiljev, vanredni profesor
Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu

CLANOVI KOMISIJE:

Prof. dr Tatjana Damnjanovi¢, redovni profesor
Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Prof. dr Bojan Jovanovi¢, vanredni profesor
Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Prof. dr Dejan Ivanov, redovni profesor
Medicinski fakultet, Univerzitet u Novom Sadu

Datum odbrane



ZAHVALNICA

Veliku zahvalnost dugujem svojim mentorkama, prof. dr Neli Maksimovi¢ i prof. dr Krstini
Doklesti¢ Vasiljev, na poverenju, podrsci, strpljenju i dragocenim savetima tokom izrade ove
doktorske disertacije. Njihovo znanje, iskustvo i posvecenost bili su mi oslonac tokom svakog
koraka ovog istraZivanja i znacajno su doprineli mom stru¢nom i nau¢nom razvoju.

Zahvaljujem ¢lanovima komisije na vremenu, paznji i spremnosti da svojim strucnim
sugestijama doprinesu oceni ovog rada.

Zahvalnost dugujem koautorima na radu proisteklom iz ove doktorske disertacije, na saradnyji,
struc¢nim savetima i doprinosu u oblikovanju i publikovanju rezultata ovog istraZivanja.

Iskreno zahvaljujem kolegama sa Instituta za humanu genetiku Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu na pomodi, saradnji i podrsci tokom rada, a svojim koleginicama iz
sobe na svakodnevnom razumevanju i svim lepim trenucima koji su ovaj put cinili laksim.
Posebno hvala nasim divnim tehnicarkama, Sandri i Marini, za pomo¢ u laboratorijskom delu
ovog istraZivanja.

Najdublju zahvalnost dugujem svojim roditeljima, Brankici i Nebojsi, i sestri Mileni, koji su mi
tokom celog Zivota bili najveci oslonac. Njihova ljubav, strpljenje i vera u mene davali su mi
snagu da istrajem i privedem kraju ovaj vaZan Zivotni i profesionalni put.

Sa posebnom emocijom pominjem svoju baku Kosaru i deku, prof. Srboljuba Guliéa, koji su od
srca prizeljkivali da docekaju zavrsetak ove disertacije. lako nisu tu da vide njen kraj, njihova
ljubav i trag koji su ostavili u mom Zivotu trajno su utkani u ovaj rad.

Posebnu zahvalnost dugujem svom suprugu Petru na ljubavi, strpljenju, razumevanju i
nesebicnoj podrsci tokom izrade ovog rada. Ovu disertaciju sa ljubavlju posvecujem njemu i
svojoj ¢erki Sofiji, koji su moja najveéa snaga i najdublji smisao svega Sto radim.



Ispitivanje udruzenosti polimorfizama gena regulatora vaskularne homeostaze sa
rizikom od razvoja teskih komplikacija i ishodom kod hirurskih pacijenata sa
sekundarnim peritonitisom

SAZETAK

Uvod: Sekundarni peritonitis predstavlja teSko urgentno hirur$sko stanje koje moZe biti
praceno razvojem sepse, sindroma akutnog respiratornog distresa (ARDS), multiorganske
disfunkcije (MODS), multiorganske insuficijencije (MOF) i smrtnim ishodom. Poremecaj
vaskularne homeostaze i endotelna disfunkcija imaju vaZnu ulogu u nastanku i progresiji
ovih komplikacija. Cilj rada bio je da se ispita uCestalost genotipova i alela polimorfizama
gena NOS2 (rs2297518), NOS3 (rs2070744, rs1799983, VNTR 4a/4b) i ACE (I/D,
rs4646994), kao i njihova povezanost sa razvojem teskih komplikacija i ishodom le¢enja kod
hirurskih pacijenata sa sekundarnim peritonitisom.

Metod: Istrazivanje je obuhvatilo 202 odrasla pacijenta sa sekundarnim peritonitisom.
Praceni su razvoj ARDS-a, MODS-a, MOF-a, sepse i intrahospitalni mortalitet. Genotipizacija
je izvedena primenom metode polimerazne lancane reakcije (PCR), polimerazne lancane
reakcije uz restrikcionu digestiju (PCR-RFLP) i polimerazne lanc¢ane reakcije u realnom
vremenu (real-time PCR).

Rezultati: Ucestalosti genotipova i alela polimorfizama NOS2 i NOS3 bile su u skladu sa
Hardy-Weinberg ravnoteZom. Polimorfizam NOS3 c.-786T>C (rs2070744) bio je znacajno
povezan sa razvojem MODS-a i MOF-a, a TT genotip bio je nezavisan prediktor ovih
komplikacija, uz gotovo petostruko vedi rizik za razvoj MOF-a. Haplotip T4bG bio je znacajno
povezan sa MODS-om, MOF-om i sepsom.

Zakljucak: Rezultati ove studije ukazuju da bi genske varijante NOS3, posebno polimorfizam
c.-786T>C i haplotip T4bG, mogle biti povezane sa sklono$¢u ka razvoju teSkih komplikacija
kod pacijenata sa sekundarnim peritonitisom i imati potencijalnu ulogu u ranoj proceni
rizika za njihov razvoj.

Klju¢ne reci: sekundarni peritonitis, polimorfizam, NOS3, NOS2, ACE, sepsa, MODS, MOF,
ARDS, intrahospitalni mortalitet

Naucna oblast: Medicina
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Analysis of the association between vascular homeostasis regulator gene
polymorphisms and the risk of severe complications and outcomes in surgical
patients with secondary peritonitis

ABSTRACT

Introduction: Secondary peritonitis is a severe surgical emergency that may be accompanied
by the development of sepsis, acute respiratory distress syndrome (ARDS), multiple organ
dysfunction syndrome (MODS), multiple organ failure (MOF), and fatal outcome.
Disturbances of vascular homeostasis and endothelial dysfunction play an important role in
the onset and progression of these complications. This study aimed to examine the
frequencies of genotypes and alleles of polymorphisms in the NOSZ (rs2297518), NOS3
(rs2070744, rs1799983, VNTR 4a/4b), and ACE (I/D, rs4646994) genes, as well as their
association with the development of severe complications and outcome in surgical patients
with secondary peritonitis.

Method: The study included 202 adult patients with secondary peritonitis. The development
of ARDS, MODS, MOF, sepsis, and in-hospital mortality were monitored. Genotyping was
performed using polymerase chain reaction (PCR), polymerase chain reaction-restriction
fragment length polymorphism (PCR-RFLP), and real-time PCR.

Results: The genotype and allele frequencies of NOS2 and NOS3 gene polymorphisms were
consistent with the Hardy-Weinberg equilibrium. The NOS3 c.-786T>C (rs2070744)
polymorphism was significantly associated with the development of MODS and MOF, while
the TT genotype emerged as an independent predictor of these complications, with an
almost fivefold higher risk of developing MOF. The T4bG haplotype was significantly
associated with MODS, MOF, and sepsis.

Conclusion: The results of this study indicate that NOS3 gene variants, particularly the c.-
786T>C polymorphism and the T4bG haplotype, may be associated with susceptibility to the
development of severe complications in patients with secondary peritonitis and may have a
potential role in the early assessment of risk for their development.

Key words: secondary peritonitis, polymorphism, NOS3, NOS2, ACE, sepsis, MODS, MOF,
ARDS, in-hospital mortality
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1.UVOD
1.1. PERITONITIS
1.1.1. Definicija peritonitisa

Peritonitis predstavlja upalu peritoneuma, serozne membrane koja obavija trbusnu Supljinu
i intraperitonealne organe (1,2). Inflamacija moZe nastati kao posledica intraabdominalne
infekcije, hemijskog ili mehanickog nadraZaja, povrede, perforacije Supljih organa ili
delovanja drugih patoloskih procesa (1-3).

U zavisnosti od etiologije, obima zahvacenosti i teZine klinicke slike, peritonitis se moze
manifestovati u Sirokom spektru - od lokalizovane infekcije sa blagim simptomima do teskog
difuznog procesa pra¢enog sepsom i multiorganskom disfunkcijom (1-3).

1.1.2. Klasifikacija peritonitisa

Klasifikacija peritonitisa ima vaznu ulogu u proceni teZine bolesti, izboru terapijskog
pristupa i predvidanju ishoda (4,5). Tradicionalna podela, zasnovana na tzv. Hamburskoj
klasifikaciji, obuhvata etiologiju (primarni, sekundarni, tercijarni peritonitis), lokalizaciju
(lokalizovani naspram difuznog) i tezinu inflamatornog procesa (blagi, umereni, teski oblici)
(4). Tokom poslednjih decenija razvijeno je viSe sistema Klasifikacije, koji uzimaju u obzir
tok bolesti, lokalizaciju inflamatornog procesa, mikrobioloSke karakteristike i odgovor
domacina. Savremene preporuke izdate od strane Svetskog udruzenja za urgentnu hirurgiju
(engl. World Society of Emergency Surgery, WSES), u saradnji sa drugim medunarodnim
organizacijama, objavljene 2021. godine, nadograduju klasicnu Hambursku podelu
naglaSavanjem klinickog znacaja tercijarnog peritonitisa i uvode stratifikaciju prema teZini
bolesti i stepenu sistemskog odgovora (5,6).

U svakodnevnoj praksi peritonitis se, pojednostavljeno, najcesce klasifikuje na osnovu tri
glavna kriterijuma: etiologiji, lokalizaciji inflamacije i teZini klinicke slike, $to je prikazano u
Tabeli 1 (4-6).



Tabela 1. Klasifikacija peritonitisa prema kombinovanim kriterijumima Hamburske i WSES
2021 podele

Kriterijum Kategorije Opis
Etiologija Primarni (spontani) Nastaje bez ociglednog intraabdominalnog
izvora infekcije
Sekundarni Nastaje kao posledica perforacije organa,
povrede ili postoperativnih komplikacija
Tercijarni Perzistentna ili rekurentna infekcija nakon

adekvatnog lecenja sekundarnog peritonitisa;
Cesto kod imunokompromitovanih bolesnika;

Lokalizacija Lokalizovani Inflamacija ograni¢ena na deo peritonealne
Supljine, Cesto uz apsces
Difuzni Inflamacija zahvata veci deo ili celu trbusnu
Supljinu
TeZina klinicke Blagi Bez sistemskih znakova infekcije
slike Umereni Prisustvo sistemskih znakova infekcije
Teski Prisustvo multiorganske disfunkcije ili sepse

1.1.3. Etiologija peritonitisa

Etiologija peritonitisa obuhvata Sirok spektar uzroka, koji se mogu podeliti na infektivne i
neinfektivne (7). Najces¢i je infektivni peritonitis, koji nastaje usled prodora
mikroorganizama u peritonealnu Supljinu. U zavisnosti od porekla infekcije, razlikuju se
primarni (spontani), sekundarni i tercijarni peritonitis (1,7).

Primarni peritonitis (spontani bakterijski peritonitis, SBP) javlja se u odsustvu jasno
definisanog intraabdominalnog izvora infekcije. NajceSce se vida kod bolesnika sa cirozom
jetre i ascitesom, gde translokacija bakterija iz crevnog lumena kroz intestinalni epitel u
limfni sistem i peritonealnu Supljinu predstavlja osnovni mehanizam nastanka infekcije
(1,7,8). NajceS¢i uzrocnici su entericne bakterije, ukljuc¢ujuci Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae i Streptococcus pneumoniae, dok se infekcije uzrokovane multirezistentnim
sojevima sve c¢eSCe registruju, narocito medu hospitalizovanim i prethodno lecenim
pacijentima (1,8). Drugi znacajan oblik primarnog peritonitisa je peritonitis povezan sa
peritonealnom dijalizom (PD-peritonitis), koji nastaje usled kontaminacije tokom
manipulacije kateterom ili kolonizacije peritonealne Supljine preko dijaliznog sistema (1,9).
U etiologiji preovladuju gram-pozitivne bakterije, prvenstveno Staphylococcus aureus i
koagulaza-negativni stafilokoki, dok se gram-negativne bakterije i gljivice javljaju rede, ali su
Cesto povezane sa tezim tokom bolesti (1,9).

Sekundarni peritonitis je posledica direktne kontaminacije peritoneuma sadrzajem
gastrointestinalnog ili rede, urogenitalnog trakta. MoZe nastati usled perforacije Supljih
organa, intestinalne ishemije, nekroze creva, intraperitonealnog krvarenja nakon traume ili
kao postoperativna komplikacija. Ovaj oblik je obi¢no polimikroban, a spektar patogena
zavisi od mesta perforacije i osnovne bolesti (1,2,7).



Tercijarni peritonitis oznacava perzistentnu ili rekurentnu intraperitonealnu infekciju koja
se razvija nakon inicijalno adekvatnog zbrinjavanja sekundarnog peritonitisa (5). NajceSce
se razvija kod imunokompromitovanih bolesnika, pacijenata sa produzenim boravkom u
jedinicama intenzivne nege (JIN) ili nakon viSestrukih abdominalnih intervencija (5,6).
Uzrocnici su uglavnom mikroorganizmi niske virulentnosti (npr. Enterococcus spp., Candida
spp., i koagulaza-negativni stafilokoki), Cesto sa izraZenom rezistencijom na standardnu
antimikrobnu terapiju (6,7). Klinicka prezentacija moze biti atipitna i nespecificna, Sto
dodatno oteZava pravovremenu dijagnostiku i lecenje (10).

1.1.4. Sekundarni peritonitis

Sekundarni peritonitis predstavlja najces¢i oblik peritonitisa i najznacajniji klini¢ki entitet u
urgentnoj abdominalnoj hirurgiji (1,2,5). Osnovni patofizioloski mehanizam je naruSavanje
integriteta gastrointestinalnog ili urogenitalnog trakta, Sto omogucava ulazak
mikroorganizama, crevnog sadrZaja i inflamatornih medijatora u peritonealnu Supljinu
(1,2,5). Najces¢i etioloSki faktori ukljucuju perforaciju gastroduodenalnih ulkusa, perforirani
apendicitis i divertikulitis, ishemiju i nekrozu creva, traumu abdomena i postoperativne
komplikacije nakon prethodnih abdominalnih intervencija (1,2,5,11).

Infekcija je u najve¢em broju slucajeva polimikrobna, sa dominacijom enteri¢ne flore,
ukljucujuci Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterococcus spp. i anaerobne bakterije poput
Bacteroides fragilis i Clostridium spp. (2,5,7). Kod bolesnika sa prethodnom ili produZzenom
hospitalizacijom sve ceSc€e se javljaju multirezistentni patogeni, ukljuujuci enterobakterije
koje produkuju beta-laktamaze proSirenog spektra delovanja (ESBL-produkujuce
enterobakterije), Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. i gljivice roda Candida (12,13).

Ishod sekundarnog peritonitisa u velikoj meri zavisi od obima peritonealne kontaminacije,
virulencije uzrocnika, brzine dijagnostike i pravovremenog sprovodenja kontrole izvora
infekcije (engl. “source control”), u kombinaciji sa adekvatnom empirijskom i naknadno
ciljano prilagodenom antimikrobnom terapijom (2,5,14). KasSnjenje u uspostavljanju
kontrole izvora infekcije zna¢ajno povecava rizik od razvoja teSkih komplikacija, kao Sto su
sindrom disfunkcije visSe organa (engl. Multiple Organ Dysfunction Syndrome, MODS),
otkazivanje viSe organa (engl. Multiple Organ Failure, MOF), sepsa i septicki Sok (11,14-16).
Sekundarni peritonitis je stoga povezan sa znacajnim morbiditetom i mortalitetom, narocito
kod starijih pacijenata, onih sa komorbiditetima, kao i kod pacijenata sa postoperativnim
komplikacijama (11,13,14,16,17). Ovi podaci naglasavaju potrebu za ranim prepoznavanjem
bolesnika sa poveéanim rizikom od nepovoljnog ishoda, ukljucujudi i istraZivanje genetickih
determinanti inflamatornog odgovora i vaskularne homeostaze koje mogu doprineti
individualnoj varijabilnosti klini¢kog toka (11,16-18).

1.1.4.1. Epidemiologija sekundarnog peritonitisa

Sa stanovista urgentne abdominalne hirurgije i javnog zdravlja, sekundarni peritonitis
predstavlja najceSci etioloski oblik peritonealne infekcije i vode¢i uzrok abdominalne sepse
(2,5). Prema dostupnim podacima, ovaj entitet obuhvata vecinu intraabdominalnih infekcija
(IAI) koje zahtevaju hirursku intervenciju (1,2,5). Ucestalost i etioloSka struktura variraju u
zavisnosti od karakteristika populacije i nivoa zdravstvene zaStite: u opsStoj populaciji
dominiraju perforirani apendicitis i divertikulitis, dok u tercijarnim ustanovama i JIN



preovladuju postoperativni i posttraumatski slucajevi (1,13). Uprkos unapredenju
dijagnostickih i terapijskih protokola, ukljucuju¢i ranu primenu antibiotika i pravovremenu
kontrolu izvora infekcije, mortalitet kod sekundarnog peritonitisa i dalje ostaje visok. U
velini studija stopa smrtnosti iznosi 20-30%, dok kod bolesnika sa septickim Sokom,
odloZenom hirurSkom intervencijom ili znacajnim komorbiditetima moZe prelaziti 40%
(5,13,15,17). Na ishod uticu brojni faktori, ukljucujuci Zivotnu dob, komorbiditete, prisustvo
multirezistentnih patogena, poviSene prognosticke skorove, kao Sto su Mannheim Peritonitis
Index (MPI), Acute Physiology and Chronic Health Evaluation Il (APACHE II) i Sequential
Organ Failure Assessment (SOFA), kao i vreme do adekvatnog operativnog zbrinjavanja
(5,14-17).

Podaci iz Srbije i regiona ukazuju na slicne epidemioloske obrasce, sa visokim udelom
difuznih oblika sekundarnog peritonitisa, znac¢ajanim rizikom od razvoja sepse i MODS, kao
i rastu¢im trendom infekcija uzrokovanih multirezistentnim mikroorganizmima (11,12).
Nedostatak standardizovanih nacionalnih registara za sekundarni peritonitis dodatno
naglasava potrebu za lokalnim istraZivanjima i identifikacijom prognostickih faktora,
ukljucujuci i genske markere, Sto je u skladu sa ciljevima ove disertacije.

1.1.4.2. Klinicka slika i tok sekundarnog peritonitisa

Klinicka slika sekundarnog peritonitisa u velikoj meri zavisi od mesta perforacije, uzroka i
tezine infekcije. Perforacije gornjeg dela gastrointestinalnog trakta (npr. gastricni ili
duodenalni ulkus), obi¢no se manifestuju naglim nastupom bola i brzom generalizacijom
peritonitisa, dok perforacije donjeg dela trakta (kolon, divertikulum) ¢esto imaju podmukliji
tok, sa izraZzenijom sistemskom inflamacijom (1,2).

Bolest najc¢eS¢e ima akutan tok, sa naglo nastalim abdominalnim bolom, mucninom,
povracanjem, febrilnos¢u i znacima peritonealne iritacije. Napredovanjem procesa, javljaju
se meteorizam, paraliticki ileus i tahikardija (2,13), uz laboratorijske pokazatelje sistemske
inflamacije (leukocitoza, poviSen CRP i prokalcitonin) (19). Tok bolesti moZe biti i subakutan
ili atipican, narocito kod starijih i imunokompromitovanih bolesnika, gde klasi¢ni znaci
peritonealne iritacije mogu izostati, dok nespecifi¢ni simptomi dominiraju klinickom slikom
(1,2,13). Takva atipi¢na prezentacija ¢esto dovodi do odlaganja dijagnoze, ¢ime se povecava
rizik od komplikacija i smrtnog ishoda (2,5,14). Ukoliko se infekcija ne prepozna i ne zbrine
pravovremeno, moze do¢i do progresije inflamatornog odgovora, povecanja kapilarne
permeabilnosti, hipovolemije i tkivne hipoperfuzije, nakon ¢ega bolest prelazi u teski oblik
IAI sa potencijalnim razvojem sepse, cirkulacionom nestabilnoS¢u i potrebom za
intenzivnom hemodinamskom podrskom (13,14). Ako dode do napredovanja u septicki Sok,
on se karakteriSe refraktornom hipotenzijom uprkos adekvatnoj infuzionoj terapiji, uz
potrebu za vazopresorima (20). Pored toga, nekontrolisana inflamacija i hipoperfuzija mogu
dovesti do oSteCenja vitalnih organa, prvenstveno bubrega, pluca i jetre, Sto se klinicki
manifestuje razvojem MODS, akutnom bubreznom insuficijencijom, respiratornom
insuficijencijom sa mogu¢im razvojem akutnog respiratornog distres sindroma (ARDS) i
poremecajima koagulacije (13,14,21-24).



1.1.4.3. Mikrobiologija sekundarnog peritonitisa

Mikrobioloski profil sekundarnog peritonitisa u najvecoj meri odrazava polimikrobnu
prirodu kontaminacije peritonealne Supljine sadrZajem gastrointestinalnog trakta.
Uobicajeno se izoluje kombinacija Gram-negativnih bacila, Gram-pozitivnih koka i
anaerobnih bakterija (1,5,13,25).

Medu Gram-negativnim patogenima najceSce se identifikuju Escherichia coli i druge vrste iz
porodice Enterobacteriaceae, dok su enteriCni anaerobi (posebno Bacteroides fragilis )
naroCito znacajni kod infekcija poreklom iz kolona (5,13,25). Gram-pozitivni
mikroorganizmi, narocito Enterococcus spp, ceS¢e se detektuju u bolnickim i
postoperativnim oblicima bolesti, u odnosu na infekcije nastale u vanbolni¢kim uslovima
(5,12,26).

U poslednjim decenijama zabeleZen je porast antimikrobne rezistencije kod komplikovanih
intraabdominalnih infekcija, uklju¢uju¢i ESBL-produkujuce enterobakterije i druge
nozokomijalne multirezistentne patogene, dok u pojedinim sredinama sve veci znacaj imaju
i i karbapenem-rezistentne enterobakterije (5,25). Kod bolni¢kih infekcija, posebno kod
pacijenata lecenih u JIN ili sa ponovljenim abdominalnim intervencijama klinicki znacaj
imaju i Staphylococcus aureus rezistentan na meticilin (MRSA) i Enterococcus otporan na
vankomicin (VRE) (5,7,14,26). Ovi sojevi znacajno uti¢u na izbor empirijske antimikrobne
terapije, zbog Cega su pravovremena mikrobiolo$ka dijagnostika i prilagodavanje terapije na
osnovu antibiograma od susStinskog znacaja (5,14). Spektar izolovanih mikroorganizama
znacajno zavisi od anatomskog izvora infekcije. NajcéeS¢a mesta izvora infekcije,
odgovarajuce grupe mikroorganizama i dominantni uzrocnici sumirani su u Tabeli 2.

Tabela 2. Lokalizacija infekcije i naj¢e$¢i mikroorganizmi kod sekundarnog peritonitisa

Lokalizacija / izvor

Mikroorganizmi (grupa i

Napomena / reference

infekcije najcesc¢i uzrocnici)
Gornji GIT: Gram-negativne bakterije (E. Perforacije ulkusa; brza
zeludac, coli, Klebsiella spp.), Gram- generalizacija peritonitisa; obi¢no
duodenum pozitivne koke(Enterococcus monomikrobna infekcija u ranom
spp.), anaerobi stadijumu (1,5)
Donji GIT: Polimikrobne infekcije: Najces¢i izvor sekundarnog
kolon, divertikulitis, enteri¢na flora (E. coli, peritonitisa; visoka ucestalost
apendiks i Enterobacter spp., anaeroba (5,13,25)
ileocekalna regiju Bacteroides fragilis,
Clostridium spp., anaerobi)
Zucni putevi i Zu¢na Enterococcus spp., Perforacije i bilijarne infekcije;
kesa Klebsiella spp., mogu biti postoperativne ili
E. coli nastati zbog kamena u duktusu
(1,5)
Urogenitalni trakt E. coli, Redi izvor peritonitisa; povezan
Proteus spp., sa infekcijama urinarnog trakta i
Enterococcus spp. instrumentacijom (1,5)




Postoperativni i Enterococcus spp., Cesti uzro¢nici tercijarnog i
posttraumatski oblici ~ Staphylococcus aureus (uklj.  bolnickog peritonitisa; visoka

bolesi MRSA), stopa rezistencije;potreban ciljani
Pseudomonas aeruginosa, antibiotik prema antibiogramu
Acinetobacter spp., (5,7,12,14)
Candida spp.

1.1.4.4. Dijagnoza sekundarnog peritonitisa

Dijagnoza sekundarnog peritonitisa zasniva se na integraciji klinickih, laboratorijskih,
mikrobioloskih i radioloSkih nalaza, uz istovremenu procenu hemodinamske stabilnosti i
ranog prepoznavanja sepse i njenih komplikacija. Pravovremeno postavljanje dijagnoze je
od presudnog znacaja, budu¢i da i kratko kasSnjenje znacajno povecava rizik od Zivotno
ugrozavajucih komplikacija (5,27).

Anamneza i klinicki pregled predstavljaju polaznu tacku, ali su cesto nedovoljni za
definitivnu potvrdu dijagnoze, narocito kod starijih i imunokompromitovanih bolesnika sa
atipi¢nim simptomima. Zato se dijagnosticki pristup oslanja na kombinaciju klini¢kih nalaza,
laboratorijskih parametara i radioloskih metoda (13).

Laboratorijska dijagnostika ukljuCuje odredivanje nespecificnih markera inflamacije (broj
leukocita, CRP i prokalcitonin), koji mogu pomo¢i u razlikovanju lokalizovane infekcije od
sistemskog inflamatornog odgovora. PoviSen serumski laktat vazan je pokazatelj tkivne
hipoperfuzije i ranog septickog Soka (5,27).

RadioloSke metode imaju klju¢nu ulogu u potvrdi dijagnoze i identifikaciji izvora infekcije.
Ultrazvuk abdomena moZe pomoci u detekciji slobodne tecnosti, apscesa ili dilatacije creva,
ali je ogranicen u proceni dubokih struktura. Multislajsna kompjuterizovana tomografija
(engl. Multi-Slice Computed Tomography, MSCT) abdomena sa intravenskim kontrastom
smatra se zlatnim standardom, jer omogucava detekciju perforacija, ekstraluminalnog gasa
i kolekcija teCnosti, kao i procenu opsega inflamacije i vaskularne perfuzije (5,13,27).
Kombinacija CT-a i ultrazvuka cesto pruZa optimalnu dijagnosticku procenu, posebno kod
hemodinamski nestabilnih bolesnika i u JIN (26).

MikrobiolosSka dijagnostika obuhvata analizu peritonealne te¢nosti i hemokultura uzetih pre
zapocCinjanja antimikrobne terapije. Izolacija uzro¢nika omogucava diferencijaciju izmedu
infekcija ste¢enih u zajednici i bolnickih (nozokomijalnih) infekcija, kao i prilagodavanje
terapije prema antibiogramu (5,12,27). Kod sumnje na multirezistentne patogene i kod
teSkih oblika bolesti, u centrima gde je dostupno, mogu se primeniti brze molekularne
metode zasnovane na PCR tehnologiji kao dopuna standardnim mikrobioloskim kulturama,
radi ranije identifikacije uzro¢nika i usmeravanja antimikrobne terapije (27,28).

Pored identifikacije uzrocnika, dijagnostic¢ki proces mora ukljuciti procenu teZine bolesti
pomocu validiranih skoring sistema, kao Sto su MPI, APACHE I1i SOFA skor. Ovi alati pomazu
u proceni prognoze i izboru optimalnog terapijskog pristupa (15,17).

Sekundarni peritonitis je, uprkos savremenim dijagnostickim i terapijskim modalitetima, i
dalje pracen znacajnim rizikom od razvoja teskih komplikacija. NajvaZnije medu njima su
MODS, MOF i ARDS, sepsa i septicki Sok, kao i brojne lokalne i regionalne komplikacije koje
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produZavaju tok lecenja i uti¢u na konacan ishod (5,14,16,29-31). O ovim komplikacijama
bice detaljnije reci u narednom poglavlju.

1.1.4.5. LeCenje sekundarnog peritonitisa

Savremeni pristup leCenju sekundarnog peritonitisa zasniva se na tri medusobno povezane
komponente: ranoj hemodinamskoj stabilizaciji, pravovremenoj i adekvatnoj primeni
antimikrobne terapije i efikasnoj kontroli izvora infekcije (hirurSkom intervencijom ili
perkutanim dreniranjem), uz multidisciplinarni pristup lecenju (5,14,26,27). Sa klinickog
stanovista, od presudnog znaCaja je rano prepoznavanje sepse i septickog Soka, uz
blagovremeno zapocinjanje infuzione terapije, ciljano uvodenje vazopresora i pracenje
laktata (27,32). Po potrebi se moZe primeniti oksigenoterapija i mehanicka ventilacija kod
pacijenata sa respiratornom insuficijencijom ili ARDS-om, uz korekciju elektrolitnih
poremecaja i rano zapocinjanje nutritivne podrske kada je izvodljivo (26,32,33).

Empirijska antimikrobna terapija bira se u skladu sa lokalizacijom i mehanizmom
perforacije, tezinom KkliniCke slike i procenom rizika za infekciju multirezistentnim
patogenima (npr. prethodna hospitalizacija, boravak u JIN, nedavna antibiotska terapija)
(5,27). Nakon dobijanja mikrobioloskih rezultata terapija se suZzava na najuZzi delotvorni
spektar (5,29). Kada je izvor infekcije adekvatno kontrolisan, preporucuje se krace trajanje
antibiotske terapije (otprilike 4-7 dana), uz produZenje samo u slucaju perzistiranja
infektivnog ZariSta ili pojave komplikacija (5,27,29).

Kontrola izvora infekcije obuhvata perkutanu drenazu drenabilnih kolekcija pod kontrolom
slikovnih metoda, kao i hirurSke procedure (laparoskopija ili laparotomija) sa ciljem
zatvaranja perforacije, resekcije nekroticnih segmenata, toalete i drenaZe peritonealne
duplje. Kod teskih difuznih i postoperativnih oblika danas se, kada god je to moguce, daje
prednost relaparotomiji ,po potrebi“ u odnosu na rutinski planirane relaparotomije, a
pokazano je da rano i adekvatno zbrinjavanje izvora infekcije znacajno poboljsava ishod
(5,14,27).

Optimalno leCenje zahteva blisku saradnju hirurga, anesteziologa, intenziviste, infektologa i
mikrobiologa, uz kontinuirano pracenje hemodinamskog statusa, stepena organske
disfunkcije i inflamatornih markera, kao i pravovremeno prilagodavanje terapijskog
pristupa (26,27,29).

1.2. KOMPLIKACIJE SEKUNDARNOG PERITONITISA

Sekundarni peritonitis je pracen Sirokim spektrom lokalnih i sistemskih komplikacija koje
znacajno uticu na tok lecenja i konacan ishod bolesti. Pored lokalnih i regionalnih
komplikacija u vidu intraabdominalnih apscesa, dehiscencije anastomoze, enterokutanih
fistula i produZenog ileusa, od posebnog klinickog znacaja su teski sistemski oblici, kao Sto
su sepsa, septicki Sok, MODS, MOF i ARDS. Ove komplikacije odraZavaju intenzitet
sistemskog inflamatornog odgovora i stepen poremecaja vaskularne homeostaze, te u
najvecoj meri odreduju rizik od smrtnog ishoda kod bolesnika sa sekundarnim peritonitisom
(2,13,14,16,34). U nastavku ¢e biti prikazane najvaznije komplikacije sekundarnog
peritonitisa, sa posebnim osvrtom na one koje su u fokusu ovog istrazivanja.

1.2.1. Sepsa, intraabdominalna sepsa i septicki Sok



Sepsa predstavlja jednu od najvaZnijih sistemskih komplikacija sekundarnog peritonitisa i
klju¢ni mehanizam koji vodi ka razvoju organske disfunkcije i smrtnog ishoda (2,13). Prema
savremenim Sepsis-3 Kriterijumima, sepsa se definiSe kao Zivotno ugrozavajuca disfunkcija
organa nastala usled disregulisanog odgovora organizma na infekciju (20). U kontekstu
sekundarnog peritonitisa, razvoj sepse odraZzava prelazak lokalne intraperitonealne
infekcije u sistemski inflamatorni odgovor udruzen sa poremecajem vaskularne homeostaze,
mikrocirkulacije i perfuzije tkiva, sa mogucom progresijom ka organskoj disfunkciji i
septickom Soku (13,14,35).

Pojam intraabdominalna sepsa koristi se za opis sepse ili septickog Soka kod bolesnika sa
potvrdenom ili visoko verovatnom intraabdominalnom infekcijom kao primarnim izvorom,
ukljucujuci difuzni ili lokalizovani peritonitis, intraabdominalne apscese i postoperativne
infekcije (5,14,36). Sekundarni peritonitis predstavlja vodeci uzrok intraabdominalne sepse
u hirurskoj populaciji, a prisustvo sepse i potrebe za intenzivnim leCenjem povezano je sa
znacajno viSom stopom mortaliteta u odnosu na bolesnike sa izolovanom lokalnom
intraabdominalnom infekcijom (5,14).

Septicki Sok predstavlja najtezi oblik sepse i karakteriSe se perzistentnom arterijskom
hipotenzijom uprkos adekvatnoj volumenskoj nadoknadi, uz potrebu za vazopresorskom
podrskom i prisustvo hiperlaktatemije kao znaka tkivne hipoperfuzije (20). Kod bolesnika
sa sekundarnim peritonitisom i razvojem septickog Soka mortalitet je znacajno visi u odnosu
na pacijente sa lokalizovanom infekcijom ili sepsom bez hemodinamske nestabilnosti, Sto
potvrduju podaci iz viSe studija i preglednih radova (13,14,34,35).

Globalne analize tereta bolesti (engl. Global Burden of Disease, GBD) za 2021. godinu ukazuju
daje sepsa bila povezana sa pribliZno tre¢inom svih smrtnih ishoda na globalnom nivou (37).
Sepsa je stoga prepoznata kao globalni prioritet javnog zdravlja, uz naglasenu potrebu za
unapredenjem prevencije, ranog prepoznavanja i zbrinjavanja, posebno u zemljama sa
niskim i srednjim prihodima (38,39). Intraabdominalne infekcije, ukljucujuéi sekundarni
peritonitis, ubrajaju se medu najces¢e izvore sepse u hirurskoj populaciji, Sto dodatno
naglasava klinicki znacaj pravovremenog prepoznavanja i optimalnog zbrinjavanja ovih
bolesnika (5,37-39).

1.2.2. MODS i MOF

Sistemska inflamacija, endotelna disfunkcija i poremecaji mikrocirkulacije mogu dovesti do
progresivnog otkazivanja viSe organskih sistema kod bolesnika sa sekundarnim
peritonitisom (13,16,40). MODS oznacava klinicko stanje karakterisano istovremenom ili
uzastopnom disfunkcijom viSe organskih sistema, pri ¢emu organizam viSe nije u stanju da
odrZzi homeostazu bez intenzivne terapijske podrSke (16). U terminalnim stadijumima,
MODS moZe napredovati ka ireverzibilnom otkazivanju viSe organa, odnosno MOF-u,
prac¢enom visokom stopom smrtnosti (14,16).

Najcesce su pogodeni bubrezi, pluca, jetra, kardiovaskularni i koagulacioni sistem, pri Cemu
promena funkcije ovih organa odraZava posledice globalne hipoperfuzije, inflamatornog
oStecenja endotela i poremecaja regulacije vaskularnog tonusa (21-24,40). Klinicka slika
multiorganskog otkazivanja obuhvata kombinaciju akutnog oSte¢enja bubrega sa
oligoanurijom ili potrebom za nadoknadom bubreZne funkcije, respiratorne insuficijencije



koja zahteva mehanicku ventilaciju, cirkulatorne nestabilnosti sa potrebom za
vazopresorskom podrskom, hepatocelularne insuficijencije i koagulopatije, ¢esto udruzene
sa metabolickom acidozom i laktacidozom (14,21-24).

Prisustvo MODS-a prepoznato je kao jedan od najsnaZnijih prediktora nepovoljnog ishoda
kod bolesnika sa sekundarnim peritonitisom. Studije su pokazale da smrtnost znacajno raste
sa brojem zahvalenih organskih sistema i stepenom njihove disfunkcije, pri ¢emu kod
bolesnika sa izraZzenim MODS-om i MOF-om moZe prelaziti 40% (2,14,16,34). Ovi nalazi su
u skladu sa rezultatima savremenih istraZivanja koja isticu da multiorganska disfunkcija
predtavlja jedan od dominantnih prognostickih cinilaca kod akutnih intraabdominalnih
infekcija, ukljucujudi sekundarni peritonitis, uz Zivotnu dob ili komorbiditete (13,34).

U klini¢koj praksi, prisustvo i teZina MODS-a procenjuju se pomocu validiranih skoring
sistema, kao $to su SOFA i APACHE II, dok MPI omogucava specificnu procenu rizika kod
pacijenata sa peritonitisom (16,34). Visi skorovi na ovim skalama konzistentno su povezani
sa vecom verovatno¢om razvoja multiorganske disfunkcije i smrtnog ishoda, Sto naglasava
njihovu vrednost u ranoj identifikaciji visokorizi¢nih bolesnika i planiranju intenziteta
terapijskog pristupa (2,34).

1.2.3. ARDS

ARDS predstavlja najteZi oblik akutne hipoksemijske respiratorne insuficijencije, koji nastaje
kao posledica difuznog inflamatornog oStecenja alveolo-kapilarne barijere, uz bilateralne
infiltrate na radiografiji ili CT-u pluc¢a, koja se ne mogu u potpunosti objasniti sr¢anom
insuficijencijom ili preoptereenjem tecnoS¢u (21,41,42). Klasitno se razlikuju blagi,
umereni i teski ARDS u zavisnosti od stepena hipoksemije, dok etioloski spektar obuhvata
direktne (pneumonija, aspiracija) i indirektne uzroke (sepsa, politrauma, pankreatitis,
transfuzijske reakcije)(21,41-43).

Na patofizioloSkom nivou, ARDS je karakterisan oStecenjem endotelnih i epitelnih celija
alveolo-kapilarne barijere, povetanom vaskularnom permeabilnos¢u, nakupljanjem
eksudata bogatog proteinima u alveolarnim prostorima, poremecajem ventilaciono-
perfuzionog odnosa i razvojem teske, Cesto refraktorne hipoksemije (43-45). Endotelna
disfunkcija ima centralnu ulogu u nastanku i progresiji ARDS-a, povezujuci lokalnu plu¢nu
povredu sa sistemskim inflamatornim odgovorom, mikrocirkulatornim poremecajima i
razvojem MODS (44,45).

Sepsa je najces¢i indirektni uzrok ARDS, pri ¢emu bolesnici sa sepsom i septickim Sokom
imaju najvecirizik od razvoja teskih oblika ARDS i nepovoljnogishoda (21,42). Kod hirurskih
pacijenata sa teSkim IAl, medu kojima je i sekundarni peritonitis, razvoj abdominalne sepse
i postoperativnog ARDS povezan je sa velim morbiditetom, potrebom za invazivnom
ventilacionom i hemodinamskom podrskom i povecanim rizikom od smrtnog ishoda (46).

Novija istrazivanja pokazuju da ARDS nije jedinstven entitet, ve¢ obuhvata viSe bioloskih i
klinickih podtipova koji se razlikuju po jaCini inflamacije, obrascu vaskularne i endotelne
povrede i nacinu na koji pacijenti reaguju na terapiju (42,43,45). Ovakav koncept je posebno
vazan u kontekstu sekundarnog peritonitisa, gde kombinacija sistemske inflamacije,
poremecaja vaskularne homeostaze i endotelne disfunkcije predstavlja klju¢nu kariku u



razvoju teskih komplikacija, ukljucuju¢i ARDS i MODS, sto dodatno opravdava istrazivanje
naslednih determinanti vaskularne homeostaze u ovoj populaciji bolesnika (31,45).

1.2.4. Ostale sistemske komplikacije

Pored sepse, septickog Soka, MODS, MOF i ARDS, sekundarni peritonitis moZe biti pracen
¢itavim nizom drugih sistemskih komplikacija koje dodatno opterecuju tok lecenja i
doprinose nepovoljnom ishodu. NajvaZnije medu njima su akutno oStecenje bubrega (AOB),
hepati¢na disfunkcija, koagulopatije i tromboembolijske komplikacije, kao i izraZeni
metabolicki poremecaji (2,13,14,34).

AOB je cesta i Klinicki znacajna komplikacija sepse i intraabdominalnih infekcija.
PatofizioloSki, AOB udruZen sa sepsom nastaje kao posledica kombinacije sistemske i
intrarenalne hipoperfuzije, inflamatornog oStecenja endotela i tubularnih ¢elija,
mikrovaskularne tromboze i poremecene regulacije protoka krvi u bubrezima (47-49). Kod
bolesnika sa sekundarnim peritonitisom, prisustvo AOB povezano je sa produZenom
hospitalizacijom, ceS¢om potrebom za nadoknadom bubrezne funkcije i znacajno viSom
stopom mortaliteta u poredenju sa pacijentima bez bubreZne disfunkcije (13,14,22). Sepsom
indukovano AOB cesto se javlja u sklopu Sire multiorganske disfunkcije i povezan je sa teZim
klini¢kim tokom koji moZe doprineti progresiji ka MOF (48,49).

Hepati¢na disfunkcija kod bolesnika sa sekundarnim peritonitisom najcesce je posledica
udruZenog dejstva sistemske inflamacije, hipoperfuzije i sepsom izazvane holestaze. Klinicki
se ispoljava porastom serumskih transaminaza i bilirubina, a moze biti praceno i
poremecajem sintezne funkcije jetre, ukljucuju¢i produZeno protrombinsko vreme i
hipoalbuminemiju (23,50). Prisustvo hepati¢ne disfunkcije u sepsi povezano je sa teZim
tokom bolesti i loSijom prognozom, narocito kod bolesnika sa prethodnim hroni¢nim
oboljenjima jetre (50,51).

Koagulacioni poremecaji su gotovo redovno prisutni kod teSke sepse i sekundarnog
peritonitisa i obuhvataju spektar od blage trombocitopenije i produzenih koagulacionih
vremena do diseminovane intravaskularne koagulacije (DIK) (24,52). Inflamatorna
aktivacija endotela dovodi do pojacane ekspresije tkivnog faktora (faktor III) i smanjene
aktivnosti prirodnih antikoagulanasa, pre svega antitrombina i proteina C i S. Ovakav
disbalans pogoduje stvaranju mikrotromboza u mikrocirkulaciji, dok istovremeno
poremecena fibrinoliza i trosenje koagulacionih faktora povecavaju sklonost ka krvarenju
(24,31,53). Kod bolesnika sa sekundarnim peritonitisom, prisustvo koagulopatije povezano
je sa veCom ucestalo$¢u krvarenja, teZim hemodinamskim poremecajima i nepovoljnijim
ishodom, narocito u sklopu DIK-a i uznapredovalog MODS (13,14). Pored koagulopatije, kod
ovih bolesnika povecan je i rizik od tromboembolijskih komplikacija, ukljucuju¢i duboku
vensku trombozu i plu¢nu emboliju. Sistemska inflamacija, hiperkoagulabilno stanje u sepsi,
produZeno leZanje i prisustvo centralnih venskih katetera doprinose nastanku venskog
tromboembolizma (53,54).

Metabolicki poremecaji, ukljuCuju¢i poremecaje glikoregulacije, laktacidozu i izraZen
elektrolitski disbalans, dodatno otezavaju klinicko zbrinjavanje ovih bolesnika i zahtevaju
kontinuirano laboratorijsko pracenje i pazljiv hemodinamski nadzor (55,56).
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Posmatrano u celini, ove ,ostale” sistemske komplikacije ne deluju izolovano, ve¢ se
medusobno preplicu u sklopu kompleksne slike sepse i multiorganske disfunkcije, zna¢ajno
doprinose¢i morbiditetu i mortalitetu bolesnika sa sekundarnim peritonitisom (13,14,34).
Glavne sistemske komplikacije sekundarnog peritonitisa, sa njihovim osnovnim
patofizioloskim mehanizmima i klinickim znacajem, prikazane su u Tabeli 3.

Tabela 3. Sistemske komplikacije sekundarnog peritonitisa

Komplikacija Osnovni patofizioloski Klini¢ki znacaj/ishod
mehanizmi

Sepsa/septicki Sok Disregulisan inflamatorni odgovor; Hemodinamska nestabilnost;
endotelna disfunkcija; potreba za intenzivnim
vazodilatacija; leCenjem; visok mortalitet;

MODS i MOF Udruzena disfunkcija vise organa;  Cesta potreba za organ-
mikrocirkulatorni i metabolicki supstitucionom terapijom;
poremecaji snazni prediktori loSeg ishoda

ARDS Ostecenje alveolo-kapilarne Teska hipoksemija; mehanicka
barijere; pove¢ana permeabilnost;  ventilacija; porast mortaliteta
mikrotromboza

AOB Hipoperfuzija; inflamatorno Nadoknada bubreZne funkcije;
oStecenje endotela i tubula; produZena hospitalizacija;
mikrotromboza

Hepati¢na Sistemska inflamacija; Hiperbilirubinemija i

disfunkcija hipoperfuzija; holestaza; koagulopatija; loSija prognoza

Koagulopatije/DIK Aktivacija tkivnog faktora; gubitak = Mikrotromboza i krvarenje;
antikoagulanasa; potrosnja faktora pogorsanje organske
koagulacije disfunkcije;

Venski Hiperkoagulabilnost; produzeno Dodatni morbiditet; rizik od

tromboembolizam leZanje; kateteri naglog pogorsanja

Metabolicki Poremecena glikoregulacija; Otezano zbrinjavanje; veca

poremecaji laktacidoza; elektrolitski disbalans ucestalost komplikacija;

1.2.5. Lokalne i regionalne komplikacije

Pored sistemskih, sekundarni peritonitis je praen i brojnim lokalnim i regionalnim
komplikacijama koje znacajno utiCu na tok lecenja, trajanje hospitalizacije i potrebu za
ponovnim intervencijama (2,13,25). Medu najvaznijim su intraabdominalni apscesi,
dehiscencija anastomoze, enterokutane fistule, perzistentni ili rekurentni peritonitis i
produZeni postoperativni ileus (2,13,25,57,58).

Intraabdominalni apscesi naj¢eS¢e nastaju kao posledica nedovoljne kontrole izvora
infekcije, neadekvatne drenaze ili progresije lokalizovanog peritonitisa (13,26,59). Mogu biti
lokalizovani u razli¢itim delovima peritonealne duplje, ukljuc¢ujuci karli¢ni i subfreni¢ni
prostor, kao i u neposrednoj blizini digestivnih anastomoza (60,61). Prisustvo apscesa
povezano je sa perzistiranjem febrilnosti i laboratorijskih znakova inflamacije, produzenom
primenom antimikrobne terapije, potrebom za dodatnim perkutanim ili hirurSkim
intervencijama, kao i povecanim rizikom od razvoja sepse i nepovoljnijeg klinickog toka
(25,26,61).
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Dehiscencija digestivnih anastomoza predstavlja jednu od najozbiljnijih lokalnih
komplikacija hirur§kog leCenja sekundarnog peritonitisa (2,14). Dehiscencija anastomoze
dovodi do isticanja intestinalnog sadrzaja u peritonealnu duplju i razvoja novog ili
pogorsanja postojecCeg peritonitisa, Sto moZe biti praceno sepsom i septickim Sokom (62,63).
Ova komplikacija povezana je sa visokim stopama morbiditeta i mortaliteta, produZenom
hospitalizacijom, potrebom za reoperacijama i veom verovatnoom nastanka
enterokutanih fistula (57,62,64).

Enterokutane fistule nastaju kao patoloska komunikacija izmedu lumena
gastrointestinalnog trakta i koZe, a najc¢eSce su postoperativnog porekla, narocito nakon
dehiscencije anastomoze ili jatrogenih povreda creva. One dovode do kontinuiranog gubitka
digestivnog sadrzaja, naruSene ravnoteZe tecnosti i elektrolita, malnutricije i povecanog
rizika od lokalnih i sistemskih infektivnih komplikacija (57,65). Lecenje enterokutanih
fistula je sloZeno i dugotrajno i obi¢no zahteva kombinaciju intenzivne nutritivne podrske,
adekvatne kontrole infekcije, optimalnog zbrinjavanja koznih i mekotkivnih lezija oko fistule
i, kod bolesnika kod kojih ne dode do spontanog zatvaranja, ponovnu hirursku intervenciju,
uz produzen boravak u bolnici i visok terapijski trosak (57,65).

Perzistentni ili rekurentni peritonitis najceSce je posledica nedovoljne inicijalne kontrole
izvora infekcije, zaostalog intraabdominalnog fokusa, ukljuc¢ujuci apsces ili dehiscenciju
anastomoze, kao i infekcije nozokomijalnim, multirezistentnim ili gljivicnim patogenima.
Ovakva stanja Cesto zahtevaju ponovnu dijagnosticku procenu, dodatne hirurske ili
perkutane intervencije i prilagodavanje antimikrobne terapije, a povezana su sa
perzistiranjem ili progresijom sepse, organske disfunkcije i pove¢anim rizikom od smrtnog
ishoda (13,14,25).

ProduZeni postoperativni ileus predstavlja cestu regionalnu komplikaciju nakon
abdominalnih operacija, ukljucujuéi i zahvate koji se izvode zbog sekundarnog peritonitisa.
Nastaje usled kombinovanog delovanja inflamatornog odgovora peritoneuma i crevnog zida,
manipulacije crevima tokom operacije, poremecaja ravnoteze tecnosti i elektrolita, kao i
primene opioidnih analgetika (58,66). Klini¢ki se najc¢eSce ispoljava odsustvom stolice i
gasova, distenzijom abdomena, muc¢ninom, povra¢anjem i netolerancijom peroralne ishrane,
a kod pojedinih bolesnika moZe zahtevati privremenu gastrointestinalnu dekompresiju i
odlaganje ponovnog uvodenja peroralne ishrane (58,66). lako obi¢no nema neposredan
letalan ishod, produZeni postoperativni ileus doprinosi produzenju hospitalizacije,
povecanju postoperativnog morbiditeta i sporijem oporavku bolesnika (58,66).

Ukupno gledano, ove lokalne i regionalne komplikacije mogu predstavljati izvor perzistentne
ili ponovljene intraabdominalne infekcije, doprineti razvoju sepse, progresiji organske
disfunkcije i nastanku ARDS-a, te na taj nacin posredno uticati na mortalitet. Zbog toga
pravovremeno prepoznavanje i adekvatno zbrinjavanje lokalnih komplikacija predstavljaju
vazan deo integralnog pristupa leCenju bolesnika sa sekundarnim peritonitisom
(2,13,25,42). Najvaznije lokalne i regionalne komplikacije sekundarnog peritonitisa, njihovi
osnovni mehanizmi nastanka i uticaj na tok lecenja, sumirane su u Tabeli 4.
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Tabela 4. Lokalne i regionalne komplikacije sekundarnog peritonitisa

Komplikacija Osnovni patofizioloski Klinicki znacaj/ishod
mehanizmi
Intraabdominalni  Neadekvatna kontrola izvora; Perzistentna infekcija; potreba
apsces neadekvatna drenaza; progresija za dodatnim intervencijama;
lokalnog peritonitisa ve(i rizik od sepse i

nepovoljnijeg klini¢ckog toka

Dehiscencija Lokalna ishemija; infekcija; Novi ili pogorsani peritonitis;

anastomoze komorbiditeti reoperacije; ve¢i morbiditet i
mortalitet

Enterokutane Postoperativno poreklo; Gubitak sadrzaja; poremecaj

fistule dehiscencija anastomoze; tecnosti i elektrolita;

jatrogene povrede creva

malnutricija; dugotrajno i
skupo lecenje

Perzistentni /

Nedovoljna inicijalna kontrola

Dodatne intervencije;

rekurentni izvora; zaostali intraabdominalni produZena antibiotska
peritonitis fokus; nozokomijalni, terapija; vedi rizik od sepse i
multirezistentni ili gljivicni smrtnog ishoda
patogeni
ProduzZeni Inflamatorni odgovor Distenzija, mucnina,
postoperativni peritoneuma; manipulacija povracanje; odlaganje
ileus crevima tokom operacije; peroralne ishrane; produzena

poremecaji ravnoteZe tec¢nosti i
elektrolita; primena opioidnih
analgetika

hospitalizacija; sporiji
oporavak;

1.3. MOLEKULARNA 1 GENETSKA OSNOVA NASTANKA TESKIH KOMPLIKACIJA
SEKUNDARNOG PERITONITISA

1.3.1. Vaskularna homeostaza i endotelna disfunkcija u sekundarnom peritonitisu

Vaskularna homeostaza predstavlja finu ravnoteZu izmedu vazodilatatornih i
vazokonstriktornih, prokoagulantnih i antikoagulantnih, kao i proinflamatornih i
antiinflamatornih mehanizama u krvnim sudovima. Klju¢nu ulogu u odrZavanju ove
ravnoteZe ima vaskularni endotel, koji se danas ne posmatra samo kao pasivna obloga krvnih
sudova, ve¢ kao metabolicki aktivan i dinamican organ sa brojnim endokrinim, parakrininim
i autokrinim funkcijama. Endotelne C¢elije ucestvuju u regulaciji vaskularnog tonusa,
hemostaze, inflamatornog odgovora i permeabilnosti mikrocirkulacije, $to je od klju¢nog
znacaja za adekvatnu perfuziju tkiva i funkciju vitalnih organa (67,68).

Regulacija tonusa glatkih miSi¢a krvnih sudova ostvaruje se oslobadanjem razlicitih
vazodilatatornih i vazokonstriktornih medijatora. Medu najvaZznijim endotelno zavisnim
vazodilatatorima nalaze se azot-monoksid (NO) i prostaciklin, dok endotel produkuje i
potentne vazokonstriktore, kao Sto su endotelin-1, angiotenzin II i tromboksan A, (68,69).
Pored toga, endotel aktivno ucestvuje u odrZavanju hemostatske ravnoteZe sintezom
prirodnih antikoagulanasa i regulacijom ekspresije prokoagulantnih molekula, ¢ime se
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odrZzava balans izmedu stvaranja i razgradnje tromba. U fizioloskim uslovima takva
ravnoteza obezbeduje prohodnost mikrocirkulacije, stabilan arterijski pritisak i adekvatnu
oksigenaciju tkiva (67,68).

NO je jedan od klju¢nih regulatora vaskularne homeostaze. U endotelu se predominantno
sintetiSe dejstvom endotelne NO-sintaze (eNOS, NOS3), konstitutivnog enzima Ccija je
aktivnost zavisna od intracelularne koncentracije kalcijuma i prisustva odgovarajucih
kofaktora. U fizioloSkim koncentracijama, NO dovodi do relaksacije vaskularne glatke
muskulature, inhibicije agregacije trombocita, smanjenja adhezije leukocita za endotel i
ogranicavanja proliferacije glatkih miSi¢nih ¢elija, ¢ime doprinosi ocuvanju vaskularne
homeostaze i funkcije endotela (67,70). Nasuprot tome, inducibilna NO-sintaza (iNOS,
NOS2), koja se snazno aktivira u uslovima inflamacije i teskih infekcija, moZe dovesti do
izrazitog povecanja produkcije NO, Sto doprinosi patoloSkoj sistemskoj vazodilataciji,
smanjenoj vaskularnoj reaktivnosti na vazopresore, refraktarnoj hipotenziji i poremecaju
tkivne perfuzije (70-72).

Savremeni pregledi ukazuju da je NO signalni put izrazito kompleksan i da u teSkim
infekcijama, uklju€uju¢i sekundarni peritonitis sa sepsom, moZe imati i zaStitne i Stetne
efekte, u zavisnosti od izoforme NO-sintaze, koncentracije NO i ciljnog tkiva (70,71,73,74).
Pored NO, prostaciklin, takode endotelnog porekla, deluje kao snazan vazodilatator i
inhibitor agregacije trombocita, dok endotelin-1 predstavlja jedan od najpotentnijih
endogenih vazokonstriktora (69). Ravnoteza izmedu NO, prostaciklina i endotelina-1, kao i
interakcije sa sistemom renin-angiotenzin-aldosteron (RAAS), omogucava fino podeSavanje
vaskularnog tonusa i regionalne perfuzije. U tom kontekstu, angiotenzin-konvertujuci enzim
(ACE) ima dvostruku ulogu, jer katalizuje konverziju angiotenzina I u vazokonstriktorni
angiotenzin II i istovremeno ucestvuje u razgradnji bradikinina, pa promene u njegovoj
aktivnosti mogu doprineti poremecaju ravnoteze izmedu vazodilatatornih i
vazokonstriktornih mehanizama (69,75,76).

Kod bolesnika sa sekundarnim peritonitisom i njegovim teSkim komplikacijama, posebno
sepsom i septickim Sokom, dolazi do izraZzenog poremecaja vaskularne homeostaze i razvoja
endotelne disfunkcije. Inflamatorni citokini, reaktivne kiseonic¢ne vrste, strukture tipicne za
mikroorganizme (engl. Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMP) i molekuli
oslobodeni iz oSte¢enog tkiva (engl. Damage-Associated Molecular Patterns, DAMP), dovode
do aktivacije endotela, gubitka glikokaliksa, povecanja permeabilnosti kapilara i promene
ekspresije adhezionih molekula (31,77,78). Rezultat je izlazak tecnosti kroz kapilare,
intersticijalni edem i kompromitovana mikrocirkulacija, uz paralelnu aktivaciju koagulacije
i inhibiciju fibrinolize, Sto pogoduje nastanku mikrotromboze i doprinosi razvoju
multiorganske disfunkcije (31,67,78).

Na nivou regulacije vaskularnog tonusa, teske infekcije kao $to su sekundarni peritonitis sa
sepsom karakteriSu kompleksne promene u NO i RAAS signalnim putevima. Dok je
biodostupnost NO cesto poremecena usled oksidativnog stresa i endotelne disfunkcije,
izraZena aktivacija iNOS moZe dovesti do povecane produkcije NO u pojedinim tkivima, sa
paradoksalnom kombinacijom regionalne hipoperfuzije i sistemske vazodilatacije
(70,71,73). Istovremeno, poremecaji u aktivnosti ACE i drugih komponenti RAAS, kao i
naruSena ravnoteza izmedu NO, prostaciklina i endotelina-1, dodatno doprinose
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hemodinamskoj nestabilnosti, refraktornosti na vazopresore i razvoju organskog ostec¢enja
(69,76,78).

S obzirom na centralnu ulogu endotela i njegovih medijatora u patogenezi teskih
komplikacija sekundarnog peritonitisa, sve ve¢a pazZnja posvecuje se genskim varijantama
koje uticu na funkciju klju¢nih molekula, kao Sto su NO-sintaze (eNOS, iNOS) i ACE.
Dosadas$nja istrazivanja ukazuju da polimorfizmi ovih gena mogu modifikovati rizik od
razvoja sepse, tezZinu organske disfunkcije i ishod leCenja, ali da su rezultati Cesto heterogeni
i zavise od tipa populacije, izvora infekcije i definisanih krajnjih ishoda (75,79-81). Ove
¢injenice pruZaju neposredan okvir za ispitivanje uloge polimorfizama gena regulatora
vaskularne homeostaze u nastanku teSkih komplikacija kod bolesnika sa sekundarnim
peritonitisom, $to je predmet dalje analize u ovoj disertaciji.

1.3.2. Genetska komponenta u nastanku sepse i multiorganske disfunkcije

Odgovor domacina na infekciju, ukljuc¢ujuéi sekundarni peritonitis, pokazuje izraZenu
interindividualnu varijabilnost. Dok se kod pojedinih bolesnika lokalna intraabdominalna
infekcija ogranicava na relativno blagi klinicki tok, kod drugih se, uprkos pravovremenom
hirurSkom i intenzivistickom lecenju, razvijaju teSki oblici sepse, septicki Sok i
multiorganska disfunkcija (82,83). Ove razlike ne mogu se u potpunosti objasniti samo
osobinama uzrocnika, lokalizacijom infekcije ili primenjenim lecenjem, ve¢ ukazuju i na
vaznu ulogu karakteristika domacina. Medu njima se sve viSe istice nasledna osnova, $to
potvrduju studije koje su ispitivale genomsku varijabilnost i polimorfizme u sepsi (83-85).

Studije koje su analizirale klinicku heterogenost sepse i primenu genetickih i imunoloskih
markera sugeriSu da faktori domacina doprinose sklonosti ka razvoju sepse, kao i teZini
njenih klinickih manifestacija i ishodu. Identifikovane su brojne varijante gena uklju¢enih u
urodeni imunski odgovor, inflamaciju, hemostazu, oksidativni stres i Celijski odgovor na
hipoksiju, koje mogu modifikovati intenzitet inflamatornog odgovora, stepen oStecenja
organa i verovatnocu preZzivljavanja (83-85).

U kontekstu sekundarnog peritonitisa, ovakva geneticka heterogenost moZe doprineti
objasnjenju zaSto deo bolesnika sa slicnim uzrokom perforacije, komorbiditetima i
terapijskim pristupom razvija teSke komplikacije kao Sto su septicki Sok, MODS, ARDS i
sepsom udruzeno AOB, dok se kod drugih infekcija uspeSno ogranicava bez razvoja ovakvih
komplikacija (83-85).

1.3.3. Geni kandidati povezani sa vaskularnom homeostazom i oksidativnim stresom

Dosadasnja istraZivanja geneticke predispozicije za razvoj sepse i njenih komplikacija
uglavnom su bila usmerena na gene koji kodiraju medijatore urodenog imunskog odgovora
(npr. TLR, TNF, IL-6), komponente koagulacionog sistema (npr. PAI-1, protein C) i
regulatorne molekule ukljucene u intracelularno signalizovanje i Celijski odgovor na stres,
kao Sto su NF-«kB, IRAK4 i proteini toplotnog Soka (engl. heat shock proteins, HSP)(84,85).
Medutim, sve je viSe podataka koji ukazuju da geni ukljuceni u regulaciju vaskularne
homeostaze i oksidativnog stresa predstavljaju vazne kandidate u nastanku hemodinamske
nestabilnosti i organske disfunkcije, narocito kod sepse (31,67,78).

Kako je prikazano u prethodnom poglavlju, endotel predstavlja centralnu tacku na kojoj se
prepli¢u inflamatorni, koagulacioni i metabolicki procesi u sepsi. Promene u produkeciji NO,
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prostaciklina i endotelina-1, disbalans u aktivaciji RAAS, kao i pojatano formiranje
reaktivnih kiseoni¢nih (engl. reactive oxygen species, ROS) i azotnih vrsta (engl. reactive
nitrogen species, RNS), dovode do poremecaja vaskularnog tonusa, gubitka integriteta
barijere i mikrocirkulatorne disfunkcije (31,67,69).

Sepsa dovodi do intenzivne aktivacije endotela, pojacane ekspresije iNOS-a i povecanog
stvaranja NO, istovremeno stimuliSué¢i razlic¢ite izvore ROS, ukljuCuju¢i mitohondrije i
NADPH-oksidazu (67,73,74). Visak NO u prisustvu ROS pogoduje nastanku RNS, oStecenju
endotelnih cCelija i gubitku glikokaliksa, Sto dovodi do povecane vaskularne permeabilnosti,
mikrotromboze i poremecaja mikrocirkulacije (31,78). Antioksidativni enzimi kao Sto su
superoksid-dismutaza 2 (SOD2) i glutation-peroksidaza 1 (GPx1) ublaZavaju ovo oStecenje
detoksikacijom ROS, ali se odredene varijante ovih gena dovode u vezu sa poremecajem
antioksidativne odbrane i nepovoljnijim ishodom kod kriti¢no obolelih (86-88). Uticaj sepse
na endotelnu aktivaciju i nastanak oksidativnog stresa prikazan je Sematski na slici 1.

Microorganizmi

@@ — 0 S » OQ
) Y Q©° (O rosinns
LPS O o Citokini (=] / o @
O Proteaze OQOQ @
OVO
hipoksija
{:}w M1 PTNF-a
@ o vcqu Y.m.l L}Y ) v
= 9 53 e I )

U NOS3 T TROS
“‘3 v |
@Qi % E g,

enzima

\Z

oksidativni stres

@ @] @

Slika 1. Shematski prikaz efekata sepse na endotelnu aktivaciju, oksidativni stres i oStecenje
organa.

*Napomena: Slika je delimi¢no generisana koris¢enjem Servier Medical Art materijala, koje
obezbeduje Servier, a dostupni su pod licencom Creative Commons Attribution 3.0
Unported.

**Skracenice: LPS - lipopolisaharidi; EC - endotelne éelije; GMC - glatke mii¢ne ¢elije; TLR
- Toll-like receptori; VCAM-1 - adhezioni molekul vaskularnih celija 1; ICAM-1 -
intercelularni adhezioni molekul 1; IL1 - inteleukin 1; TNF-a - tumor nekrotizujuéi faktor
alfa; ROS - reaktivne vrste kiseonika; RNS - reaktivne vrste azota; NO - azot-monoksid.
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Posebnu grupu gena kandidata Cine geni koji kodiraju enzime ukljuene u sintezu NO i u
antioksidativnu odbranu. Varijante u genima za NOSZ2 i NOS3 mogu uticati na obim i dinamiku
produkcije NO, Sto mode doprineti sklonosti ka patoloskoj vazodilataciji, refraktarnosti na
vazopresore i razvoju mikrocirkulatornog oSteéenja (72-74,80,81). Sli¢no tome, varijante u
genima za antioksidativne enzime, kao Sto su SODZ2 i GPx1, povezivane su sa promenjenom
enzimskom aktivno$¢u, ve¢om sklonos¢u ka oksidativnom oStecenju i nepovoljnijim
ishodom kod kriti¢no obolelih (86-88).

Ovi nalazi ukazuju da genske varijante u molekulima koji u¢estvuju u regulaciji vaskularnog
tonusa, integriteta endotela i oksidativnog stresa ne deluju izolovano, ve¢ u okviru
medusobno povezanih signalnih puteva. Balans izmedu produkcije NO i ROS-a, s jedne
strane, i kapaciteta antioksidativne odbrane, s druge strane, moZe biti pod uticajem
naslednih karakteristika pojedinca. Stoga je opravdano pretpostaviti da polimorfizmi u
genima koji reguliSu vaskularnu homeostazu i oksidativni stres, medu kojima se nalaze i
NOS2, NOS3 i ACE, mogu doprineti individualnim razlikama u predispoziciji za razvoj teskih
komplikacija kod bolesnika sa sekundarnim peritonitisom.

1.4. POLIMORFIZMI GENA REGULATORA VASKULARNE HOMEOSTAZE
1.4.1. Genski polimorfizmi - osnovni pojmovi

Genski polimorfizam podrazumeva postojanje dve ili viSe varijanti (alela) istog genskog
lokusa u populaciji, pri ¢emu je ucestalost svake varijante najmanje 1%. Varijante sa nizom
ucestalo$cu tradicionalno su oznacavane kao retke varijante ili mutacije. Za razliku od retkih,
¢esto visoko penetrantnih mutacija koje mogu dovesti do monogenskih bolesti, polimorfizmi
se uglavnom smatraju ,uobic¢ajenim“ varijantama koje same po sebi ne moraju izazvati
bolest, ali mogu da uti¢u na fenotipska svojstva, ukljucujuéi i individualni odgovor na
infekciju, lekove ili druge Stetne agense (89,90).

Najces¢i oblik genskih polimorfizama jesu jednobazne zamene, odnosno polimorfizmi
pojedinacnih nukleotida (engl. single nucleotide polymorphisms, SNP), kod kojih je jedan
nukleotid u DNK sekvenci zamenjen drugim (npr. C—T ili G=A). Pored SNP-ova, u genomu
se srecu polimorfizmi broja uzastopnih ponavaka (engl. variable number of tandem repeats,
VNTR), insercije/delecije kracih ili duzih DNK segmenata (engl. INsertion/DELetion, INDEL),
kao i strukturne varijante ve¢ih hromozomskih regiona. Funkcionalne posledice
polimorfizama zavise od njihove lokalizacije: varijante u promotorskim i drugim
regulatornim regionima mogu menjati nivo genske ekspresije, dok polimorfizmi u
kodiraju¢im regionima mogu dovesti do promena koje ne menjaju aminokiselinski niz (tzv.
»tihe“ promene) ili do promena koje menjaju aminokiselinski niz, sa posledi¢nim izmenama
strukture i aktivnosti proteina, pa ¢ak i nastankom skracenih ili nefunkcionalnih proteina
(89,91-93).

Kod kompleksnih bolesti kao Sto su sepsa i multiorganska disfunkcija, pojedinacni
polimorfizmi naj¢es¢e deluju kao faktori predispozicije malog do umerenog efekta, ali njihov
doprinos postaje klinicki znac¢ajan u kombinaciji sa drugim genskim varijantama i faktorima
sredine. Posebno su od interesa polimorfizmi u genima koji kodiraju molekule ukljucene u
regulaciju vaskularnog tonusa, integriteta endotela i oksidativnog stresa, kao $to su NOSZ,
NOS3 i ACE, jer mogu modifikovati hemodinamski odgovor, mikrocirkulaciju i sklonost ka
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razvoju teskih komplikacija, Sto ih ¢ini narocito relevantnim za ispitivanje kod bolesnika sa
sekundarnim peritonitisom (72,73,79-81).

1.4.2. Struktura, funkcija i polimorfizmi NOSZ gena

Gen NOSZ nalazi se na hromozomu 17q11.2-12 i kodira iNOS, koji se, za razliku od neuronske
i endotelne izoforme, koje su stalno prisutne i aktivne u fizioloskim uslovima, odlikuje
sposobnos$c¢u da u uslovima inflamatorne stimulacije proizvodi veoma visoke koncentracije
NO (73,94). Humani NOS2 gen sastoji se od 27 egzona, pri ¢emu egzoni 1-13 kodiraju
oksigenazni, a egzoni 14-27 reduktazni domen enzima. Ovakva organizacija gena je znacCajna
jer polimorfizmi u razli¢itim regionima mogu razliCito uticati na ekspresiju i funkciju iNOS-
a, a samim tim i na obim stvaranja NO (94). Za razliku od eNOS-a, ¢ija je aktivnost zavisna od
kratkotrajnih promena intracelularne koncentracije kalcijuma, ekspresija iNOS-a je u
fizioloskim uslovima niska, a naglo se pojac¢ava delovanjem proinflamatornih citokina (TNF-
a, IL-1B, IFN-y), bakterijskog lipopolisaharida (LPS) i drugih molekulskih obrazaca tipi¢nih
za patogene (engl. pathogen-associated molecular patterns, PAMP) (72-74). Kada se jednom
aktivira, iNOS ispoljava trajno pojacanu aktivnost, u velikoj meri nezavisnu od daljih
promena intracelularnog kalcijuma, $to dovodi do kontinuiranog stvaranja velikih koli¢ina
NO (73,74). U uslovima infekcije i inflamacije, aktivacija iNOS-a predstavlja vazan deo
odbrambenog odgovora domacina, jer visoke koncentracije NO i RNS ucestvuju u eliminaciji
patogena u Celijama urodenog imuniteta i uticu na modulaciju lokalnog inflamatornog
odgovora i vaskularne reaktivnosti (70,72,74).

Sadruge strane, u stanjima poput sepse, ovako pojacana produkcija NO putem iNOS-a smatra
se jednim od vaznih mehanizama razvoja sistemske vazodilatacije, refraktarne hipotenzije i
poremecaja mikrocirkulacije, uz istovremeno dejstvo na inflamatorni odgovor i oStec¢enje
tkiva (70-73). Stoga, NO moZemo posmatrati kao vazan molekul na raskrsnici izmedu
zaStitnog i potencijalno Stetnog odgovora domacdina na teske infekcije.

NOSZ je polimorfan gen koji sadrzi visSe varijanti koje mogu imati funkcionalni znacaj. Opisani
su polimorfizmi u promotorskom regionu, ukljucuju¢i zamene jednog nukleotida i
polimorfizmi broja uzastopnih ponavaka (npr. (CCTTT)\, mikrosatelit), koji mogu uticati na
vezivanje transkripcionih faktora i nivo ekspresije gena, kao i polimorfizmi u kodiraju¢im
regionima koji dovode do zamene aminokiselina u proteinskom lancu i potencijalno menjaju
kataliticku aktivnost, stabilnost ili regulaciju iNOS-a (80,81,95,96).

SNP NOS2 c.1823C>T (rs2297518), nalazi se u egzonu 16 i dovodi do zamene aminokiseline
serin u aminokiselinu leucin. Ova varijanta dovodi se u vezu sa pove¢anom aktivnos¢u iNOS
i vecom produkcijom NO. Re¢ je o jednom od ceSc¢e ispitivanih NOSZ polimorfizama u
kontekstu sepse, pri ¢emu je u kineskoj populaciji opisana povezanost sa pojavom septickog
Soka (80). U evropskoj populaciji pokazano je da je jedna varijanta u egzonu 22 NOSZ gena
ceSce prisutna kod bolesnika sa sepsom nego kod neinficiranih kontrola, $to ukazuje da i
drugi polimorfizmi NOSZ mogu biti povezani sa sklonoScu ka razvoju sepse (81).

Van sepse, uloga NOSZ i njegovih genskih varijanti ispitivana je i u drugim inflamatornim i
infektivnim oboljenjima. Pokazano je da pojedini polimorfizmi NOS2A mogu biti povezani sa
sklono$¢u ka inflamatornim bolestima creva (95) i razlikama u klinickom toku infekcije
Plasmodium falciparum (96), dok je kod bolesnika sa vrlo ranim pocetkom inflamatorne
bolesti creva opisana pojacana aktivnost iNOS (97). Ovi nalazi ukazuju da NOSZ i njegove
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varijante, kao i poremecaji njegove aktivnosti, mogu imati S$iri znacaj u modulaciji
inflamatornog odgovora, Sto je vazno u kontekstu proucavanja njihove uloge u sepsii njenim
komplikacijama kod bolesnika sa sekundarnim peritonitisom.

1.4.3. Struktura, funkcija i polimorfizmi NOS3 gena

Gen NOS3 kodira endotelnu izoformu NO-sintaze, koja ima klju¢nu ulogu u odrZavanju
vaskularne homeostaze. NOS3 se nalazi u regionu 7q35-7q36 na hromozomu 7, obuhvata 26
egzona i 25 introna i kodira enzim koji je preteZno eksprimiran u endotelnim ¢elijama (98).
eNOS katalizuje nastanak NO iz L-arginina, uz formiranje L-citrulina, pri ¢emu su za
normalnu aktivnost enzima vazni dostupnost supstrata i prisustvo odgovarajucih kofaktora,
posebno tetrahidrobiopterina (BH,), kao i NADPH kao donora elektrona (73). Aktivnost
eNOS-a fino je regulisana na viSe nivoa: transkripcionom kontrolom, posttranskripcionim
mehanizmima, fosforilacijom, interakcijama sa regulatornim proteinima (npr. kalmodulin) i
dostupnos¢u kofaktora (73,98).

U fizioloSkim uslovima, eNOS proizvodi niske, pulsne koli¢ine NO zavisne od kalcijuma, koje
dovode do relaksacije vaskularne glatke muskulature, inhibicije agregacije trombocita i
ogranicavanja adhezije leukocita na endotel. Na taj nacin, NO poreklom iz eNOS-a deluje kao
vaZzan regulator vaskularnog tonusa, integriteta endotela i prohodnosti mikrocirkulacije
(68,98). Poremecaj funkcije eNOS-a, usled oksidativnog stresa, nedostatka kofaktora ili
genskih varijanti, moZe dovesti do smanjene raspolozivosti NO i razvoja endotelne
disfunkcije, Sto je povezano sa razli¢itim kardiovaskularnim oboljenjima (67,68,98). U
uslovima pojaCanog oksidativnog stresa i relativnog deficita BH, moZe do¢i do tzv.
,<razdvajanja” (engl. uncoupling) eNOS-a, pri ¢emu se smanjuje sinteza NO, a povecava
stvaranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, Sto dodatno pogorsava endotelnu disfunkciju (67,73).

Gen NOS3 je izrazito polimorfan, a viSe varijanti su identifikovane kao potencijalno
funkcionalno znacajne. Medu najcesce proucavanim polimorfizmima nalaze se:

1. c.-786T>C (rs2070744) u promotorskom regionu, koji moZe uticati na transkripcionu
aktivnost NOS3 gena i smanjiti ekspresiju eNOS-a;

2. ¢.894G>T (rs1799983, Glu298Asp) u egzonu 7, koji dovodi do zamene glutamata
aspartatom u proteinskom lancu i potencijalno menja stabilnost i aktivnost enzima;

3. intronska varijanta u intronu 4 (rs61722009, 4a/4b VNTR), gde prisustvo krace
alelne varijante (4a) moZe biti povezano sa smanjenom produkcijom NO (98).

Ove varijante su Siroko proucavane u razli¢itim Kkardiovaskularnim i metabolickim
oboljenjima, ukljucuju¢i koronarnu bolest, hipertenziju, moZdani udar i dijabetes, gde je
pokazano da pojedini genotipovi mogu biti udruzeni sa ve¢im rizikom oboljevanja ili
nepovoljnijim tokom bolesti, iako rezultati nisu uvek konzistentni izmedu populacija (98).

U kontekstu kriticnih stanja i sepse, polimorfizmi NOS3 privlaCe paZnju jer promene u
bioraspolozivosti NO mogu uticati na hemodinamsku stabilnost, mikrocirkulaciju i razvoj
organske disfunkcije. U pojedinim studijama ispitivana je povezanost varijanti c.-786T>C,
G894T (Glu298Asp) i VNTR 4a/4b sa sklonoS¢u ka razvoju sepse, kao i sa nepovoljnijim
ishodima kod kriti¢no obolelih, pri ¢emu su dosadasnji nalazi pokazali izvesnu varijabilnost
izmedu populacija i klinickih kohorti (81,98).
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S obzirom na vaznu ulogu eNOS-a u regulaciji vaskularnog tonusa i integriteta endotela, kao
i na to da su sepsa, septicki Sok i multiorganska disfunkcija kod bolesnika sa sekundarnim
peritonitisom praceni izraZenim poremecajem vaskularne homeostaze, polimorfizmi NOS3
gena predstavljaju vazne kandidate za ispitivanje genetske predispozicije za razvoj ovih
komplikacija u okviru ove disertacije (31,98).

1.4.4. Struktura, funkcija i polimorfizmi ACE gena

Gen ACE (angiotenzin-konvertuju¢i enzim) kodira membranski vezanu cink-
metalopeptidazu koja predstavlja centralnu komponentu sistema renin-angiotenzin-
aldosteron (RAAS). ACE katalizuje konverziju angiotenzina I u angiotenzin II, snaZan
vazokonstriktor sa proinflamatornim i prokoagulantnim efektima, a istovremeno razgraduje
bradikinin, vazodilatatorni peptid. Zbog toga promene u aktivnosti ACE mogu uticati na
vaskularni tonus, permeabilnost i intenzitet inflamatornog odgovora $to je od posebnog
znacaja u stanjima prac¢enim hemodinamskom nestabilnos¢u i endotelnom disfunkcijom,
kao Sto su sepsa i septicki Sok (75,76).

ACE gen se nalazi na hromozomu 17q23.3 i sastoji se od 26 egzona i 25 introna (99). NajceSce
proucavana genetska varijanta u okviru ACE gena je inserciono/deleciona (I/D) varijanta u
intronu 16 (rs4646994), definisana prisustvom (1) ili odsustvom (D) inserta duZine pribliZno
287 bp (Alu sekvenca), sto dovodi do genotipovall, ID i DD (99,100). Ovaj polimorfizam se u
literaturi ¢esto dovodi u vezu sa razlikama u aktivnosti i nivou cirkuliSu¢eg ACE, pri ¢emu se
D alel (odnosno DD genotip) u viSe studija opisuje kao alel povezan sa viSim nivoima ACE u
poredenju sa I alelom, mada veli¢ina efekta moZe varirati izmedu populacija (101,102).

U kontekstu sepse, klinicki znacaj ACE I/D polimorfizma razmatran je kroz njegov
potencijalni uticaj na predispoziciju za razvoj sepse i varijabilnost klinickog toka i ishoda kod
kriti¢cno obolelih, Sto je ispitivano u vise opservacionih studija i u meta-analizama (75,79).
Pored toga, ACE I/D varijanta je razmatrana i u studijama koje su obuhvatale ARDS kod
Kkriti¢no obolelih bolesnika (103).

S obzirom na ulogu ACE u regulaciji vaskularnog tonusa i interakciji RAAS-a sa endotelnom
funkcijom, kao i na cinjenicu da je sepsa veoma znacCajna komplikacija sekundarnog
peritonitisa, u kojoj je poremecaj vaskularne homeostaze posebno izrazen, ACE I/D
polimorfizam predstavlja potencijalnog kandidata za ispitivanje predispozicije za razvoj
teSkih komplikacija i nepovoljnog ishoda u okviru ove disertacije (75,76,79).

U Tabeli 5 prikazan je pregled polimorfizama NOS2, NOS3 i ACE gena analiziranih u okviru
ove disertacije, zajedno sa njihovim prijavljenim funkcionalnim efektima i najcesce
navodenim klini¢kim asocijacijama.
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Tabela 5. Pregled analiziranih polimorfizama NOS2, NOS3 i ACE gena i njihovog znacaja

Polimorfizam Lokacija / tip Prijavljeni NajceSc¢e navodene
(rsID) funkcionalni efekat klini¢ke asocijacije
NOS2 c.1823C>T Egzon 16, Varijantni alel se Sepsa, septicki Sok;
(rs2297518) missense varijanta povezuje sa inflamatorna
povetanom oboljenja
aktivno$¢u iNOS i
vecom produkcijom
NO.
NOS3 c.-786T>C Promotor C alel se dovodi u Hipertenzija,
(rs2070744) vezu sa smanjenom  endotelna
promotorskom disfunkcija; u
aktivnoS¢u eNOS-ai  kriti¢nim stanjima
smanjenom sintezom ispitivan u odnosu na
NO. tok/ishod sepse.
NOS3 VNTR, 4a/4b Intron 4 4a alel se povezuje sa Kardiovaskularna

(rs61722009) niZzom ekspresijom oboljenja; osetljivost
eNOS-a i nizim na infekcije.
nivoima NO u plazmi.
NOS3 c.894G>T Egzon 7, missense T alel dovodi u vezu Kardiovaskularna
(rs1799983; varijanta sa izmenjenom oboljenja; u kriticnim
Glu298Asp) stabilno$¢u eNOS-ai  stanjima ispitivan u
smanjenom odnosu na sepsu i
bioraspoloZivoS¢u ishod
NO
ACE1/D Intron 16, D alel se povezuje sa  Kardiovaskularna
(rs4646994) insercija/delecija ~ viSim nivoima ACEu oboljenja i

cirkulaciji u
poredenju sa |
alelom.

hipertenzija; u
kriticnim stanjima
ispitivan u odnosu na
rizik od sepse, ishod i
ARDS

Skracenice: NOS - NO-sintaza; eNOS - endotelna NO-sintaza; iNOS - inducibilna NO-sintaza;
VNTR - polimorfizmi broja uzastopnih ponavaka; ACE - angiotenzin-konvertujuc¢i enzim;
RAAS - renin-angiotenzin-aldosteron sistem.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

[straZivanje je sprovedeno s ciljem da se kod hirurskih pacijenata sa sekundarnim
peritonitisom:

1. Utvrde ucestalosti genotipova i alela izabranih polimorfizama gena: NOSZ2 (rs2297518),
NOS3 (rs 61722009, rs 1799983, rs 2070744) i ACE (rs4646994) kod hirurskih pacijenata
sa sekundarnim peritonitisom

2. Analizira povezanost ispitivanih polimorfnih genskih varijanti sa razvojem teSkih
komplikacija kod ovih pacijenata

3. Analizira povezanost ispitivanih polimorfnih genskih varijanti sa ishodom kod ovih
pacijenata
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3. ISPITANICI I METODE
3.1. ISPITANICI

U studiju su ukljucena 202 pacijenta sa dijagnozom sekundarnog peritonitisa leCena na
Klinici za urgentnu hirurgiju Klinickog centra Srbije (KCS). Ukljuceni su odrasli pacijenti (=18
godina) sa klinickom slikom akutnog abdomena, kod kojih je intraoperativno potvrden
sekundarni peritonitis nastao perforacijom Supljeg organa.

Kriterijumi za ukljucivanje bili su: uzrast 218 godina i dijagnoza sekundarnog peritonitisa
usled perforacije Supljeg organa.

Kriterijumi za iskljuCivanje bili su: terminalna faza maligne bolesti, terminalna faza
hroni¢nog sistemskog oboljenja, hroni¢na terapija steroidima ili imunosupresivnim
lekovima; sindrom imunodeficijencije, trudnoca.

Svi ukljuceni pacijenti operisani su zbog peritonitisa i postoperativno leceni u skladu sa
savremenim protokolima za intraabdominalne infekcije. Empirijska antibiotska terapija
Sirokog spektra zapocinjana je na osnovu klini¢ke procene, a nakon dobijanja mikrobioloskih
rezultata (intraoperativno uzeta peritonealna tecnost, postoperativne hemokulture i brisevi
prema indikaciji) terapija je prilagodavana u skladu sa antibiogramom.

U prvih 24 sata od prijema izracunavan je APACHE II skor radi procene teZine bolesti i rizika
od komplikacija i smrtnog ishoda (104). Kod svih pacijenata izracunavan je i MPI kao
specifican prognosticki skor za peritonitis (17).

Pracenje tokom hospitalizacije obuhvatalo je klinicko pracenje, laboratorijske analize
(kompletna krvna slika, markeri inflamacije, koagulacioni parametri i biohemijski profil) i
radioloSku dijagnostiku (EHO, RTG, MSCT) prema Kklinickoj indikaciji. Ishod lecenja
analiziran je kroz duZinu boravka u jedinici intenzivnog leCenja, morbiditet i mortalitet, dok
su postoperativne komplikacije klasifikovane prema Clavien-Dindo Kklasifikaciji (105).

Za molekularno-geneticka ispitivanja uziman je uzorak 5 mL venske krvi u vakutajner sa
antikoagulansom (EDTA i/ili Na-citrat), koji je dalje koriS¢en za izolaciju DNK i genotipizaciju
ispitivanih polimorfizama.

[straZivanje je sprovedeno u skladu sa vaZe¢im etickim principima i odobreno od strane
Etickog odbora Klinickog centra Srbije (broj odobrenja: 5030/2) i Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu (broj odobrenja: 1322 /1X-71).

3.1.1. Prikupljanje klinickih podataka i definicije ishoda

Klini¢ki podaci prikupljani su iz medicinske dokumentacije tokom hospitalizacije (prijemna
dokumentacija, operativni nalaz, postoperativni tok, izvesStaji jedinice intenzivnog lecCenja i
otpusna lista). BeleZeni su demografski podaci, etiologija peritonitisa, kljucni intraoperativni
nalazi i parametri postoperativnog toka relevantni za pracene komplikacije i ishode.

Definicije ishoda. Kao klju¢ni ishodi/komplikacije praceni su: ARDS, MODS, MOF, sepsa i
mortalitet. ARDS je definisan prema Berlin kriterijumima (41). MODS i MOF su definisani kao
razvoj disfunkcije ili insuficijencije dva ili viSe organskih sistema tokom kriti¢nog stanja, u
skladu sa ACCP/SCCM konsenzusom (106), dok su kriterijumi za procenu stepena organske
disfunkcije zasnovani na Marshall-ovom pristupu (107). Sepsa je definisana prema vazec¢im
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kriterijumima u vreme leCenja pacijenata (Sepsis-2 ili Sepsis-3), u zavisnosti od perioda
hospitalizacije (20,108). Mortalitet je pracen kao intrahospitalni mortalitet.

3.2. METODE
3.2.1. Izolacija DNK

Sva molekularno-genetic¢ka ispitivanja sprovedena su u laboratoriji Instituta za humanu
genetiku Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Genomska DNK izolovana je iz
leukocita periferne krvi primenom modifikovane metode isoljavanja (engl. salting out)
prema Miller-u (109). Metoda isoljavanja izabrana je zbog pouzdanosti i dobre
reproduktivnosti, kao i zbog moguc¢nosti dobijanja DNK adekvatnog kvaliteta za dalju
analizu.

[zolacija je izvodena u dve faze. U poCetnom koraku, uzorak periferne krvi (5 mL) pomeSan
je sa jednakom zapreminom pufera za lizu eritrocita (0,32 M saharoza, 10 mM Tris-HCI, 1%
Triton X-100, 5 mM MgCl,) i inkubiran na niskoj temperaturi (4°C) oko 20 minuta, nakon
Cega je vrSeno centrifugiranje. Nakon toga, supernatant je uklonjen, a dobijeni ¢elijski talog
je ispran fizioloSkim puferom (0,075 M NaCl, 0,025 M EDTA, pH 8). Ispiranje i centrifugiranje
ponavljani su po potrebi viSe puta, sve dok se nije dobio bledo-beli talog, ¢cime je postignuto
uklanjanje ostataka membrana i hemoglobina.

Nakon zavrSnog ispiranja talog je resuspendovan u puferu A (10 mM Tris-HCI, 400 mM NacCl,
2 mM EDTA, pH 8), uz dodatak 10% SDS i proteinaze K (10 mg/mL). Ovako pripremljeni
uzorci inkubirani su preko no¢i na 37°C radi potpune digestije proteina i oslobadanja
genomske DNK. Sledeéeg dana proteini su uklanjani dodatkom koncentrovanog NacCl (6 M),
uz intenzivno mesSanje i centrifugiranje, nakon Cega je supernatant prebacivan u cistu
epruvetu. Postupak precipitacije proteina ponovljen je joS dva puta radi postizanja vece
Cistoce.

DNK je zatim precipitirala dodatkom izopropanola u zapremini jednakoj zapremini
supernatanta, uz blago mesanje do pojave belic¢astih vlakana DNK. Precipitirani DNK uzorak
izdvojen je (staklenim Stapi¢em), ispran kratko u hladnom 70% etanolu, osuSen na sobnoj
temperaturi i rastvoren u 300 pL sterilne vode (voda za injekcije).

Koncentracija i Cistoca izolovane DNK procenjivane su spektrofotometrijski merenjem
apsorbancije na 260 nm i 280 nm. Odnos A260/A280 koriS¢en je kao pokazatelj Cistoce
uzorka, a vrednosti u rasponu 1,8-2,0 smatrane su prihvatljivim za dalja molekularna
ispitivanja.

3.2.2. Metode koriS¢ene u detekciji polimorfizama

Genotipizacija ispitivanih polimorfizama sprovedena je primenom metoda zasnovanih na
PCR tehnologijama. U zavisnosti od tipa ispitivanog polimorfizma i laboratorijskog
protokola, koriS¢ene su:

(1) konvencionalni PCR sa analizom duzine amplifikata,
(2) PCR uz restrikcionu digestiju (PCR-RFLP) ili
(3) Real-time PCR.
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3.2.2.1. Konvencionalni PCR

Polimerazna lan¢ana reakcija (PCR) predstavlja standardnu metodu za in vitro amplifikaciju
definisanog segmenta DNK, zasnovanu na ciklicnim promenama temperature koje
omogucavaju razdvajanje dvostruke DNK spirale, specificno vezivanje prajmera i sintezu
novih lanaca (110-112). PCR se zasniva na upotrebi termostabilne DNK-polimeraze, para
prajmera koji uokviruju ciljnu sekvencu, dNTP, Mg?** i odgovarajuc¢eg pufera, uz DNK
matricu, pri Cemu se amplifikacija odvija u termocikleru kroz ponovljene cikluse (110,111).

Jedan PCR ciklus obuhvata tri osnovna koraka: denaturaciju (razdvajanje dvostrukog lanca
DNK), hibridizaciju/annealing (vezivanje prajmera za komplementarne sekvence)
elongaciju/ekstenziju (sinteza novog lanca DNK), pri ¢emu ponavljanje ovih koraka dovodi
do eksponencijalnog umnoZavanja ciljnog fragmenta (111,112). Osnovni koraci PCR reakcije
(denaturacija, hibridizacija prajmera i elongacija) prikazani su na Slici 2.

nukleotidi [ FRRRY]

/
DNK koja se replikuje 5 3 5 Y / “ ke \
» /,, |||||w| - ||||Hﬂl /
£ u ¥ ||||||||| “3 5 \‘ T -
s 3/' o i o
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;t ;\‘ TRLLEREE 5 5 / 'm" -
¥ ' | » ’ ’ \ lmllul ., III”IIII \
‘ prajmer 3 5’ 3 5’ \‘ /
e
\

o Denaturacija na 94-96°C
© Hibridizacija ~50°C
o Elongacijana 72°C

Slika 2. Shematski prikaz osnovnih koraka PCR reakcije (denaturacija, annealing prajmera i
elongacija).
Izvor: Enzoklop (2014), Wikimedia Commons; CC BY-SA 3.0 (prilagodeno/prevod).

Specifi¢nost reakcije u najveéoj meri zavisi od dizajna prajmera i uslova hibridizacije, dok na
efikasnost amplifikacije uti¢u koncentracije Mg?*, prajmera i DNK uzorka, kao i broj ciklusa
i odabrana DNK-polimeraza (110,112).

PCR amplifikacija ciljnog regiona sprovodena je koriS¢enjem standardnih komponenti PCR
reakcije (reakcioni pufer sa MgCl,, dNTP, prajmeri, termostabilna DNK-polimeraza i
genomska DNK). Radi ujednacenosti uslova izvodenja, sastav standardne PCR reakcione
smesSe koja je koriS¢ena u analizama prikazan je u Tabeli 6, dok su sekvence prajmera i
temperaturni profili reakcije bili prilagodeni pojedinacnim polimorfizmima i prikazani u
odgovarajuc¢im pododeljcima.
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Tabela 6. Sastav standardne PCR reakcione smesSe (ukupan volumen: 25 uL)

Komponenta Zapremina po uzorku
Ampulirana voda 17,85 pul

10 x pufer B 2,5 ul

MgCl2 (25 mM) 2ul

dNTP (10 mM) 0,25 pl

F prajmer (10 nmol/pl) 0,4 pl

R prajmer (10 nmol/pl) 0,4 pl

FIREPol® Taq polimeraza (5 U/ul) 0,1 pl

DNK (100 ng/pl) 1,5 ul

Napomena: Oznake F i R odnose se na forward i reverse prajmere koriS¢ene za amplifikaciju
ciline DNK sekvence.

Dobijeni PCR produkti razdvajani su vertikalnom gel-elektroforezcom u 8%
poliakrilamidnom gelu (engl. polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE), pri cemu je veli€ina
fragmenata odredivana poredenjem sa odgovaraju¢im DNK markerom (engl. DNA ladder).
Gelovi su bojeni SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen), a trake su vizualizovane na UV
transiluminatoru (ETX-F20.M, Vilber). Uzorci sa nejasnim obrascem traka su ponavljani
(111,112). Sastav 8% poliakrilamidnog gela prikazan je u Tabeli 7.

Tabela 7. Sastav 8% poliakrilamidnog gela za elektroforezu DNK

Komponenta Kolic¢ina
Destilovana voda 3,96 ml
5x TBE pufer 1,3 ml
AKkril-amid (40%) 1,3 ml
APS (10%) 46 ul
TEMED 8,4 pl

Skracenice: TBE - Tris-Borat-EDTA; APS - amonijum-persulfat; TEMED - N, N, N, N'-
tetrametiletilendiamin;
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3.2.2.1.1. Genotipizacija NOS3 VNTR 4a/4b (rs61722009)

Polimorfizam NOS3 VNTR 4a/4b (rs61722009) odredivan je konvencionalnim PCR-om, pri
¢emu je genotip utvrdivan na osnovu razlike u duZini PCR produkata. Nakon amplifikacije
ciljnog regiona, PCR produkti su razdvajani i vizualizovani na 8% poliakrilamidnom gelu
prema postupku opisanom u odeljku 3.2.2.1. Genotipovi su odredivani prema obrascu traka
koji odgovara alelnim varijantama 4a i 4b (Tabela 8).

Tabela 8. Genotipizacija NOS3 VNTR 4a/4b (rs61722009) PCR metodom

Polimorfizam Prajmeri (5'-3') PCR uslovi (saZeto) Ocekivani
produkti (bp)

NOS3 VNTR F: CTATGGTAGTGCCTTGGCTGG PocCetna denaturacija 4a: 183

4a/4b AGG 94°/3 min; 4a/4b: 210/183

(rs61722009) R: ACCGCCCAGGGAACTCCGCT 32 ciklusa: 94°/ 1min,  4b: 210
60°/1min, 72°/1 min;
Zavrsna elongacija:
72°C/7 min

3.2.2.1.2. Genotipizacija ACE 1/D polimorfizma (rs4646994)

Polimorfizam ACE [/D (rs4646994) odredivan je takode konvencionalnom PCR metodom,
pri ¢emu je genotip utvrdivan na osnovu duZine PCR produkata nakon vertikalne gel-
elektroforeze. Prajmeri, PCR uslovi i o¢ekivane duZine fragmenata prikazani su u Tabeli 9.

Tabela 9. Genotipizacija ACE /D (rs4646994) PCR metodom

Polimorfizam Prajmeri (5'-3') PCR uslovi Ocekivani
produkti (bp)

ACE1/D F: CTGGACACCACTCCCATCCTT Pocetna denaturacija II: ~490
(rs4646994)  TCT 94°C/5 min; DD: ~203

R: 35 ciklusa: 94°C/30 s, ID: ~490 + ~203

GATGTGGCCATCACATTCGTC 63°C/30s,72°C/30s;

AGAT Zavrsna elongacija

72°C/7 min

3.2.2.2. PCR-RFLP (PCR uz restrikcionu digestiju)

PCR-RFLP (engl. polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism) je
metoda genotipizacije u kojoj se najpre PCR-om amplifikuje region DNK koji sadrzi
ispitivanu varijantu, a zatim se dobijeni PCR produkt podvrgava restrikcionoj digestiji
odgovarajucom endonukleazom. Osnovni princip metode zasniva se na tome da
polimorfizam moZe dovesti do nastanka ili gubitka restrikcionog mesta, ¢cime se menja
obrazac fragmenata nakon digestije, pa se genotip odreduje na osnovu prisustva
nedigestiranog produkta, digestiranih fragmenata ili njihove kombinacije (113). Princip
PCR-RFLP metode prikazan je na Slici 3.
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Genomska DNK PCR amplifikat

A) [ ] [—] B)
PCR amplifikacija Restrikciona digestija (RFLP)
I ——] —— E—
Gel elektroforeza Gel elektroforeza
A B

Slika 3. Shematski prikaz PCR-RFLP genotipizacije: (A) vizualizacija PCR amplifikata gel-
elektroforezom nakon PCR amplifikacije ciljnog regiona; (B) restrikciona digestija PCR
amplifikata (RFLP) i gel-elektroforetsko razdvajanje dobijenih restrikcionih fragmenata radi
odredivanja genotipa na osnovu obrasca traka.

PCR-RFLP je tehnicki relativno jednostavna i troSkovno prihvatljiva metoda pogodna za
analizu ogranicenog broja varijanti, ali njena primenljivost zavisi od postojanja
odgovarajuceg restrikcionog mesta, kvaliteta amplifikacije i mogu¢nosti jasnog razdvajanja
fragmenata na gelu, $to ujedno predstavlja i glavna ogranicenja ove metode (114).

U ovoj studiji, nakon PCR amplifikacije ciljnog regiona, restrikciona digestija sprovedena je
u skladu sa uputstvima proizvodaca za koriS¢eni restrikcioni enzim (temperatura i vreme
inkubacije). Dobijeni restrikcioni fragmenti razdvajani su i vizualizovani na 8%
poliakrilamidnom gelu prema postupku opisanom u odeljku 3.2.2.1 (Tabela 7), nakon cega
su genotipovi odredivani na osnovu karakteristicnog obrasca restrikcionih fragmenata.

3.2.2.2.1. Genotipizacija NOS3 c.-786T>C (rs2070744) i NOS3 c.894G>T (rs1799983)

Polimorfizmi NOS3 c.-786T>C (rs2070744) i NOS3 c.894G>T (rs1799983) odredivani su
metodom PCR-RFLP. Nakon PCR amplifikacije ciljnog regiona, PCR produkti su podvrgavani
restrikcionoj digestiji odgovaraju¢im endonukleazama, pri ¢emu su uslovi inkubacije
(temperatura i vreme) primenjivani u skladu sa preporukama proizvodaca. Restrikcioni
fragmenti dobijeni nakon digestije razdvajani su i vizualizovani na 8% poliakrilamidnom
gelu prema postupku opisanom u odeljku 3.2.2.1.

Prajmeri i PCR uslovi amplifikacije, kao i oCekivane duZine PCR produkata prikazani su u
Tabeli 10. Pregled restrikcionih endonukleaza, sastava restrikcione smeSe i uslova
inkubacije prikazan je u Tabeli 11, dok su ocekivani restrikcioni fragmenti za pojedine
genotipove prikazani u Tabeli 12.
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Tabela 10. PCR uslovi amplifikacije za NOS3 c.-786T>C (rs2070744) i NOS3 c.894G>T
(rs1799983)

Polimorfizam Prajmeri (5'-3") PCR uslovi (program) PCR produkt (bp)
NOS3 c.-786T>C F:CCCAGCAAGGATGTAGTGAC Pocetna denaturacija 306
(rs2070744) R:GTGTACCCCACCTGCATTCT 94°/3 min;
NOS3 c.894G>T  F:AAGGCAGGAGACAGTGGATGGA 40 ciklusa: 94°/ 1min, 248
(rs1799983) R:CCCAGTCAATCCCTTTGGTGC 60°/1mini 72°/1 min
TCA ZavrSna elongacija
72°C/7 min

Tabela 11. PCR-RFLP genotipizacija NOS3 c.-786T>C (rs2070744) i NOS3 c.894G>T
(rs1799983)

Restrikcioni Restrikciona smesa Inkubacija

Polimorfizam enzim (po uzorku) (T/ vreme)
NOS3 c.-786T>C . PCR produkt: 3 pL;

Pdil (Nael ’ 37°/1h
(rs2070744) ( ) pufer: 1,4 pL; /
NOS3 c.894G>T enzim: 0,6 uL; o
(rs1799983; Glu298Asp) Mbol H,0 do 15puL 37°/1h

Tabela 12. Interpretacija PCR-RFLP genotipova za NOS3 c.-786T>C (rs2070744) i NOS3
c.894G>T (rs1799983)

Polimorfizam Genotip Ocekivani fragmenti nakon digestije
(bp)
NOS3 c.-786T>C (rs2070744)  TT 306
TC 306/225/81
CC 225/81
NOS3 c.894G>T (rs1799983) GG 248
GT 248/158/90
TT 158/90

3.2.2.3. Real-time PCR (TagMan alelna diskriminacija)

Real-time PCR je PCR pristup kod koga se amplifikacija ciljne DNK ne procenjuje tek nakon
zavrSetka reakcije, ve¢ se njen tok prati u realnom vremenu preko fluorescentnog signala
koji raste proporcionalno kolic¢ini nastalog produkta. Na taj nacin se dobijaju pouzdani
podaci bez naknadne gel-elektroforeze, uz ve¢u reproduktivnost i moguénost obrade veceg
broja uzoraka(115). U genotipizaciji SNP varijanti najces¢e se Kkoristi TagMan esej (5'-
nukleaza metoda), koja se zasniva na alel-specificnim probama obeleZenim razli¢itim
fluorescentnim bojama. Probe se vezuju za ciljnu sekvencu izmedu prajmera, a tokom
elongacije DNK-polimeraza, zahvaljujuc¢i 5'-nukleaznoj aktivnosti, razgraduje hibridizovanu
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probu. Tada dolazi do razdvajanja reportera od prigusivaca (engl. ,quencher”) i porasta
fluorescentnog signala, Sto omogucava alelnu diskriminaciju (116,117).

Genotip se odreduje na osnovu relativnog intenziteta fluorescentnih signala za svaki alel, pri
¢emu se uzorci u alelno-diskriminacionom prikazu grupiSu u klastere koji odgovaraju
homozigotima za prvi alel, heterozigotima i homozigotima za drugi alel (115,117). Na osnovu
zavrs$nih intenziteta FAM i VIC signala u zavr$nim ciklusima PCR reakcije, softver automatski
formira klastere alelne diskriminacije, Sto omogucava jasno razdvajanje genotipskih grupa
(115). Princip TagMan alelne diskriminacije i tipicne amplifikacione krive prikazani su na
Slici 4.

Alel 1 Komplementarnost

m@'@'\'yn %m Legenda
AT T & . iy P Sg——

Komplementarno se vezuje Nije komplementarno
QD viceboja

Alel 2 *A®-j” (::) ; @ Prigusivaé
|| | ||| 3 M |fﬁ1ﬁp || " || ||3 TR o Taq

DNA polimeraza

Komplementarno se vezuje Nije komplementarno
Znacajno povecanje u... Upucuje na...
; @ FAMP boja
fluorescenciji FAM® boje Homozigotnost za alel A
S—
fluorescenciji VIC® boje Homozigotnost za alel G @ VIC® boja
fluorescenciji obe boje Heterozigotnost za alel @ Prigusivaé
Aialel G
- @ Taq DNA
polimeraza
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900000 [ — VIC L 900000 [ — VIC 900000 [ — VIC
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0 4 8 12162024283236404448 0 4 8 12162024283236404448 0 4 812162024283236404448
Broi ciklusa Broi ciklusa Broj ciklusa

Slika 4. Princip TagMan real-time PCR alelne diskriminacije (5'-nukleaza metoda). U gornjem
delu prikazano je vezivanje alel-specifi¢nih proba obeleZenih fluorescentnim bojama FAM®
i VIC® u slu¢aju podudaranja i nepodudaranja sa ciljnom sekvencom. Tokom elongacije,
zahvaljujuci 5'-nukleaznoj aktivnosti, DNK-polimeraza razgraduje hibridizovanu probu, $to
dovodi do razdvajanja reportera od prigusivaca i porasta fluorescentnog signala. U donjem
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delu prikazane su tipi¢ne amplifikacione krive za (a) homozigot sa dominantnim VIC
signalom, (b) heterozigot (signal obe boje) i (c) homozigot sa dominantnim FAM signalom;
ROX predstavlja pasivnu referentnu boju.

*Izvor: Prilagodeno prema Applied Biosystems (115).

3.2.2.3.1. Genotipizacija NOS2 c. 1823C>T (rs2297518)

Genotipizacija polimorfizma NOS2 ¢.1823C>T (rs2297518) sprovedena je metodom real-
time PCR koriS¢enjem komercijalnog TagMan SNP Genotyping Assay-a (Assay ID:
C_11889257_10) na instrumentu Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System. Reakcije
su pripremane u ukupnoj zapremini od 13 pL po uzorku (Tabela 13).

Tabela 13. Sastav reakcione smeSe za real-time PCR (ukupno 13 pL po uzorku)

Komponenta Koli¢ina

Ampulirana voda 5,125 uL

TagMan Universal Master Mix 6,25 uL

TagMan SNP Genotyping Assay 0,625 pL
DNK 1,0 uL
Ukupno 13,0 uL

Amplifikacija i o¢itavanje fluorescentnih signala izvodeni su u standardizovanom termi¢kom
profilu prikazanom u Tabeli 14.

Tabela 14. Termicki profil real-time PCR

Korak Temperatura Vreme  Broj ciklusa
Inicijalna denaturacija i aktivacija enzima 95°C 10 min 1
Denaturacija 92°C 15s 40
Hibridizacija/elongacija (oCitanje signala) 60°C 1 min 40

Zavrsni korak 72°C 1 min 1

Genotipovi su odredivani postupkom alelne diskriminacije, na osnovu klasterizacije uzoraka
prema intenzitetu signala dve fluorescentne boje (VIC i FAM), pri ¢emu je VIC boja
odgovarala alelu A, a FAM boja alelu G.
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3.3. Statisticka obrada podataka

Tokom faze planiranja studije, minimalna veli¢ina uzorka odredena je primenom softvera
G*Power (verzija 3.1.9.7). Uz pretpostavljenu veli¢inu efekta od 0,3, stopu greske tipa I (a)
od 0,05 i statisticku snagu od 0,95, uz 2 stepena slobode (df), izracunata minimalna veli¢ina
uzorka iznosila je 172 ispitanika.

U opisivanju podataka koriS¢ene su mere deskriptivne statistike (mere centralne tendencije
i mere varijabiliteta), uz tabelarni i graficki prikaz rezultata. Razlike u frekvencijama
genotipova i alela analizirane su primenom hi-kvadrat (x?) testa ili Fisher-ovog egzaktnog
testa, u zavisnosti od oc¢ekivanih frekvencija. Odstupanja od Hardi-Vajnbergove ravnoteze
(engl. Hardy-Weinberg Equilibrium, HWE) testirana su Pearson-ovim x* testom. Statisti¢ke
analize sprovedene su u programu SPSS, verzija 16.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, SAD).

Normalnost raspodele kontinuiranih varijabli proveravana je Shapiro-Wilk testom, a
homogenost varijansi Leveneovim testom. Kontinuirane varijable prikazane su kao x # SD ili
medijana (Q1-Q3), u zavisnosti od distribucije, i poredene Studentovim t-testom (odnosno
Welch-ovim t-testom kada varijanse nisu jednake) ili Mann-Whitney U testom. Analize su
sprovedene na dostupnim podacima, dok je udeo nedostaju¢ih vrednosti klju¢nih
laboratorijskih parametara procenjen u odnosu na ishod.

Prilikom ispitivanja udruZenosti genetskih varijanti sa klinickim ishodima, korekcija na
viSestruka testiranja sprovedena je kontrolom stope laZnih otkri¢a (engl. False Discovery
Rate, FDR) primenom Benjamini-Hochberg procedure (q = 0,05). FDR korekcija
izraCunavana je pomocu False Discovery Rate Online Calculator-a (118). Varijable koje su u
univarijantnim analizama pokazale statisticku znacajnost uvrS¢ene su zatim u
multivarijantni model logisticke regresije, pri ¢emu je los ishod (pojava teskih komplikacija
i/ili smrtni ishod) predstavljao zavisnu varijablu. Haplotipska analiza gena NOS3 sprovedena
je koris¢enjem softvera Haploview 4.2 (Broad Institute, Cambridge, MA, SAD) (119).
Vrednosti p < 0,05 smatrane su statisticki znac¢ajnim, osim u analizama sa FDR korekcijom
gde je prag znacajnosti definisan kao q < 0,05.
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4. REZULTATI

U naSu studiju ukljuceno je ukupno 202 pacijenta sa dijagnozom sekundarnog
peritonitisa. Demografske i osnovne klinicke karakteristike ispitanika prikazane su u Tabeli

15.
Tabela 15. Demografske i osnovne Kklinicke karakteristike pacijenata sa sekundarnim
peritonitisom
Varijabla Ispitanici, n (%) /X +SD
Ukupan broj 202
Starost (godine) 56,83 £17,7
Pol
musKki 111 (55,0)
zenski 91 (45,0)
APACHE II skor 10,63 £ 7,23
MPI 20,30+ 7,46
Duzina boravka u JIN (dani) 2,93 +£9,35
Izvor peritonitisa, n (%)
Perforacija gornjeg GIT-a 42 (21,65)
Perforacija tankog creva 48 (24,74)
Perforacija debelog creva 21(10,82)
Perforacija apendiksa 65 (33,51)
Ginekoloski peritonitis 2 (1,03)
Bilijarni peritonitis 16 (8,25)
Tip peritonitisa, n (%)
Purulentni 155 (80,73)
Sterkoralni 23 (11,98)
Bilijarni 14 (7,29)
Leukociti (102/L) 14,2 £ 7,0
Neutrofili (%) 84,30+ 11,75
Trombociti (10°/L) 277,33 £105,17
Urea (mmol/L) 8,55+7,16
Kreatinin (umol/L) 114,02 + 83,80
Bilirubin (pmol/L) 18,63 £ 23,75

C-reaktivni protein (mg/L)

168,04 + 150,71

Napomena: APACHE II - Acute Physiology and Chronic Health Evaluation II; MPI - Mannheim
Peritonitis Index; JIN - jedinica intenzivnog leCenja; GIT - gastrointestinalni trakt.

Prosecna starost ispitanika iznosila je 56,83 + 17,70 godina, uz blagu dominaciju muskog
pola (55,0%). Prose¢na vrednost APACHE II skora pri prijemu bila je 10,63 * 7,23, Sto
ukazuje na umerenu teZinu bolesti u ispitivanoj populaciji. Mannheim Peritonitis Index
(MPI) iznosio je u proseku 20,30 * 7,46, odraZavajuci obim i teZinu peritonitisa u kohorti.

Kada je reC o izvoru peritonitisa, perforacija apendiksa bila je najceSc¢i uzrok (33,51%), zatim
perforacija tankog creva (24,74%) i perforacije gornjeg gastrointestinalnog trakta (21,65%)
(Slika 5).
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Perforacija apendiksa 65 (33,51%)

Perforacija tankog creva 48 (24,74%)

Perforacija gornjeg GIT-a 42 (21,65%)

Perforacija debelog creva 21 (10,82%)

Bilijarni peritonitis 16 (8,25%)

Ginekoloski peritonitis 2 (1,03%)

10 20 30 40 50 60 70 80
Broj pacijenata (n)

O -

Slika 5. Izvor sekundarnog peritonitisa u ispitivanoj grupi. Podaci su prikazani kao broj
pacijenata i procenat (n, %).

Po tipu peritonitisa, gnojni (purulentni) peritonitis bio je najzastupljeniji i registrovan je kod
80,73% pacijenata (Slika 6).

Gnojni (purulentni) 155 (80,73%)

Sterkoralni 23 (11,98%)

Bilijarni 14 (7,29%)

T T T T
25 50 75 100 125 150 175
Broj pacijenata (n)

o -

Slika 6. Tip peritonitisa u ispitivanoj grupi. Podaci su prikazani kao broj pacijenata i procenat
(n, %).
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Osnovni laboratorijski parametri na prijemu prikazani su u Tabeli 15. PoviSene vrednosti
leukocita, neutrofila i C-reaktivnog proteina bile su u skladu sa sistemskim inflamatornim
odgovorom. Parametri bubreZne funkcije (urea i kreatinin), kao i nivo bilirubina, pokazivali
su znatnu varijabilnost, Sto ukazuje na heterogenost klinicke slike i teZine bolesti u
ispitivanoj grupi.

4.1. Ucestalost pra¢enih komplikacija i ishoda

Tokom hospitalizacije pra¢ena je pojava klini¢ki najznacajnijih komplikacija sekundarnog
peritonitisa, ukljuCuju¢i sepsu, multiorgansku disfunkciju/insuficijenciju (MODS/MOF) i
akutni respiratorni distres sindrom (ARDS), kao i smrtni ishod. Ucestalost navedenih
komplikacija i ishoda u ispitivanoj grupi prikazana je u Tabeli 16. Sepsa je registrovana kod
20 (9,9%), MODS kod 29 (14,4%), MOF kod 26 (12,9%), a ARDS kod 26 (12,9%) pacijenata;
smrtni ishod zabeleZen je kod 26 (12,9%) pacijenata. Prisustvo najmanje jedne komplikacije
tokom hospitalizacije registrovano je kod 34 (16,8%) pacijenta, pri ¢emu je jedan pacijent
mogao ispoljiti viSe razli¢itih komplikacija.

Tabela 16. Ucestalost pracenih komplikacija i ishoda kod pacijenata sa sekundarnim
peritonitisom.

Komplikacija / ishod n (%)
Sepsa 20 (9,9)
MODS 29 (14,4)
MOF 26 (12,9)
ARDS 26 (12,9)
Smrtni ishod (intrahospitalni) 26 (12,9)
Prisustvo 21 komplikacije tokom hospitalizacije 34 (16,8)

4.2. Poredenje ispitanika prema ishodu

Radi identifikacije klinickih faktora povezanih sa nepovoljnim tokom, ispitanici su podeljeni
u dve grupe prema definisanom ishodu: bez loSeg ishoda (bez teskih komplikacija) i sa loSim
ishodom (pojava =1 teSke komplikacije i/ili smrtni ishod). Uporedna analiza demografskih,
klinickih i laboratorijskih parametara izmedu navedenih grupa prikazana je u Tabeli 17.
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Tabela 17. Poredenje demografskih, klinickih i laboratorijskih parametara u odnosu na ishod

(bez komplikacija vs sa 21 komplikacijom / loS ishod).

Bez komplikacija

Sa 21 komplikacijom

Varijabla (n=168) (n=34) p
Starost (godine) 53,89 £ 16,90 71,24 + 14,56 <0,001
APACHE II 8,75 + 4,84 19,94 + 9,64 <0,001
MPI 18,97 + 6,18 27,25 +9,50 <0,001
Duzina boravka u JIN 0,0 (0,0-0,0) 8,0 (2,25-16,5) <0,001
(dani)
Duzina hospitalizacije 8,0 (6,0-10,0) 15,5 (6,0-24,0) <0,001
(dani)
Leukociti (x10°/L) 12,70 (9,51-15,93) 8,90 (5,40-18,75) 0,024
Neutrofili (%) 87,30 (84,00-90,90) 88,70 (81,50-92,80) 0,237
Trombociti (x10°/L) 220,5(175,25-274,75) 227,0 (157,0-304,5) 0,967
Urea (mmol/L) 5,15 (3,63-7,30) 12,50 (8,55-20,85) <0,001
Kreatinin (umol/L) 76,0 (58,25-92,0) 143,0 (110,0-197,5) <0,001
Bilirubin (umol/L) 11,6 (7,4-16,0) 14,7 (8,0-21,0) 0,132
CRP (mg/L) 191,6 (88,75-273,0) 172,6 (134,35-253,85) 0,870
Pol 0,905

muski 92 (54,8%) 19 (55,9%)

Zenski 76 (45,2%) 15 (44,1%)
[zvor 0,002
peritonitisa

Perforacija 32 (19,5%) 10 (33,3%)

gornjeg GIT-a

Perforacija 38 (23,2%) 10 (33,3%)

tankog creva

Perforacija 15 (9,1%) 6 (20,0%)

debelog creva

Perforacija 65 (39,6%) 0 (0,0%)

apendiksa

Ginekoloski 2 (1,2%) 0 (0,0%)

peritonitis

Bilijarni 12 (7,3%) 4 (13,3%)

peritonitis

Napomena. Kontinuirane varijable prikazane su kao x * SD ili medijana (Q1-Q3), a
kategorijske kao n (%). Poredenje grupa izvrseno je t-testom/Welch-ovim t-testom ili Mann-
Whitney U testom, a za kategorijske varijable x? testom (ili Fisher-ovim egzaktnim testom).
p<0,05 smatrano je statisticki znacCajnim. (Broj validnih merenja moZe varirati zbog

nedostajucih podataka.)

[spitanici sa loSim ishodom bili su znacajno stariji u odnosu na ispitanike bez komplikacija
(p<0,001), uz istovremeno znacajno viSe vrednosti skora tezine bolesti (APACHE II) i
Mannheim Peritonitis Index-a (MPI) (oba p<0,001). Takode, u grupi sa loSim ishodom
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registrovani su znacajno duZzi boravak u jedinici intenzivne nege i duZza hospitalizacija (oba
p<0,001).

U pogledu laboratorijskih parametara, vrednosti uree i kreatinina preoperativno bile su
znacajno viSe u grupi sa loSim ishodom (oba p<0,001), dok za bilirubin i CRP nije utvrdena
statisticki znacajna razlika izmedu grupa (p=0,132 i p=0,870). Preoperativni broj leukocita
se statisticki znacajno razlikovao izmedu grupa (p=0,024), dok razlike u procentu neutrofila
i broju trombocita nisu bile znac¢ajne (p=0,237 i p=0,967).

Distribucija pola bila je slicna u obe grupe, bez statisticki znacajne razlike (p=0,905).
Nasuprot tome, etiologija/izvor sekundarnog peritonitisa pokazala je znacajnu razliku u
raspodeli izmedu grupa (p=0,002), pri ¢emu je u grupi sa loSim ishodom uocen veci udeo
perforacija gornjeg gastrointestinalnog trakta i kolona, dok perforacija apendiksa nije bila
zastupljena u ovoj grupi (Tabela 17).

4.3. Rezultati molekularno-genetickih analiza

Nakon prikaza osnovnih klinickih karakteristika i ishoda, u nastavku su prikazani rezultati
genotipizacije ispitivanih polimorfizama i analiza njihove udruZenosti sa pra¢enim klinickim
ishodima.

Molekularno-geneticka analiza polimorfizama NOS2 ¢.1823C>T (rs2297518), NOS3 c.-
786T>C (rs2070744), NOS3 c.894G>T (rs1799983), NOS3 VNTR 4a/4b (rs61722009) i ACE
[/D (rs4646994) sprovedena je kod svih pacijenata.

Ucestalosti genotipova analiziranih polimorfizama bile su u saglasnosti sa HWE, a ucestalosti
alela bile su uporedive sa podacima dostupnim u javno dostupnim referentnim bazama (npr.
NCBI/dbSNP) i odgovarale su evropskim referentnim populacijama (120). Izuzetak je
predstavljao ACE 1/D polimorfizam (rs4646994, novi referentni broj u bazama je
rs1799752), za koji je u nasoj populaciji utvrdeno odstupanje od HWE, dok u javno
dostupnim referentnim bazama (npr. NCBI/dbSNP) za ovaj polimorfizam nisu dostupni
populacioni podaci o frekvencijama alela.

4.3.1. UcCestalosti genotipova i alela u ukupnom uzorku

Distribucije genotipova i alela analiziranih polimorfizama u ukupnom uzorku prikazane su
u Tabeli 18. Kod polimorfizma NOS2 c.1823C>T (rs2297518), genotip GG je identifikovan
kod 58,9% pacijenata, dok su GA i AA bili zastupljeni sa 33,7% i 7,4%; alelne frekvencije
iznosile su G=0,76 1 A=0,24.

U okviru polimorfizma NOS3 c.-786T>C (rs2070744), najcesc¢i genotipovi bili su TC (47,0%)
i TT (45,0%), dok je CC genotip bio zastupljen kod 7,9% pacijenata; alelne frekvencije
iznosile su T=0,691i C=0,31.

Za NOS3 VNTR 4a/4b (rs61722009), najzastupljeniji genotip bio je 4b/4b (67,3%), uz alelne
frekvencije 4b=0,83 i 4a=0,17.

Polimorfizam NOS3 c.894G>T (rs1799983) pokazao je predominaciju genotipa GG (52,0%),
dok su genotipovi GT i TT bili zastupljeni sa 39,6% i 8,4%; alelne frekvencije iznosile su
G=0,721T=0,28.
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ACE 1/D (rs4646994) je u odnosu na ostale polimorfizme pokazao odstupanje od HWE
(manjak heterozigota), dok su ucestalosti genotipova i alela prikazane u Tabeli 17.

Tabela 18. Ucestalosti genotipova i alela analiziranih polimorfizama (N=202).

Polimorfizam (rsID) Genotipovi/Aleli* Ucestalost
NOS2 c.1823C>T (rs2297518)** GG 119 (58,9)
GA 68 (33,7)
AA 15 (7,4)
G 0,76
A 0,24
NOS3 c.-786T>C (rs2070744) TT 91 (45,0)
TC 95 (47,0)
CC 16 (7,9)
T 0,69
C 0,31
NOS3 VNTR 4a/4b (rs61722009) 4b/4b 136 (67,3)
4a/4b 64 (31,7)
4a/4a 2 (1,0)
4b 0,83
4a 0,17
NOS3 ¢.894G>T (rs1799983) GG 105 (52,0)
GT 80 (39,6)
TT 17 (8,4)
G 0,72
T 0,28
ACE 1/D (rs4646994) DD 103 (51,0)
ID 59 (29,2)
11 40 (19,8)
D 0,66
| 0,34

Napomena: *Alelne vrednosti su prikazane kao frekvencije (f). **N0OSZ2 c.1823C>T
(rs2297518): u prikazu alela i genotipova koriS¢ena je oznaka G/A prema genomskom DNK
lancu (G = C, A =T prema HGVS nomenklaturi, a u tabeli su zadrZane genomske oznake radi
uskladenosti sa ostalim polimorfizmima).

4.3.2. UdruZenost analiziranih polimorfizama sa teSkim komplikacijama

UdruZenost polimorfizama sa teSkim komplikacijama analizirana je primenom dominantnog
genetickog modela (nosioci varijantnog alela u jednoj grupi, u poredenju sa referentnim
homozigotima). Rezultati univarijantnih analiza za ARDS, MODS, MOF i sepsu prikazani su u
Tabelama 19, 20 i 22, dok su rezultati multivarijantne logisticke regresije za MODS i MOF
prikazani u Tabeli 21.
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4.3.2.1. UdruZenost analiziranih polimorfizama sa ARDS

U univarijantnoj analizi, statisticki znacajna asocijacija sa razvojem ARDS utvrdena je za
NOS2 ¢.1823C>T (rs2297518), gde je genotip GG bio zastupljen u vetem procentu kod
pacijenata sa ARDS u odnosu na grupu bez ARDS (76,9% naspram 56,3%; p=0,046) (Tabela
19). U multivarijantnom logistickom regresionom modelu, povezanost genotipa NOS2
c.1823C>T GG sa povecanim rizikom za razvoj ARDS nije dostigla statisticku znacajnost
(pARDS=0,211). Za ostale analizirane polimorfizme NOS3 i ACE gena nije uocena statisticki
znacajna povezanost sa razvojem ARDS (p>0,05).

Tabela 19. UdruZenost analiziranih polimorfizama sa razvojem ARDS kod pacijenata sa
sekundarnim peritonitisom (N=202).

Polimorfizam (rsID) / genotip Bez ARDS, n (%)  Sa ARDS, n (%) p*
NOS2 c.1823C>T (rs2297518)** 0,046
GG 99 (56,3) 20 (76,9)
GA+AA 77 (43,8) 6 (23,1)
NOS3 c.-786T>C (rs2070744) 0,165
TT 76 (43,2) 15 (57,7)
TC+CC 100 (56,8) 11 (42,3)
NOS3 VNTR 27 bp 4a/4b 0503
(rs61722009) '
4b/4b 117 (66,5) 19 (73,1)
4a/4b + 4a/4a 59 (33,5) 7 (26,9)
NOS3 c.894G>T (rs1799983) 0,143
GG 88 (50) 17 (65,4)
GT+TT 88 (50) 9 (34,6)
ACE1/D (rs4646994) 0,755
DD 89 (50,6) 14 (53,8)
ID+II 87 (49,4) 12 (46,2)

* p-vrednosti dobijene x* testom ili Fisher-ovim egzaktnim testom. Prikazan je dominantni
model (varijantni nosioci vs referentni homozigoti). ** NOS2: aleli su prikazani kao G/A
prema genomskom DNK lancu (G = C, A= T prema HGVS).

4.3.2.2. UdruZenost analiziranih polimorfizama sa MODS i MOF
U odnosu na razvoj MODS i MOF, statisticki znacajne asocijacije u univarijantnoj analizi
utvrdene su za polimorfizam NOS3 c.-786T>C (rs2070744), gde je genotip TT bio zastupljen

u vecem procentu kod pacijenata sa MODS (65,5% naspram 41,6%; p=0,017) i MOF (69,2%
naspram 41,5%; p=0,008) u poredenju sa nosiocima alela C (TC+CC) (Tabela 20).
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Kod polimorfizma NOS2 c.1823C>T, genotip GG je takode bio zastupljen u ve¢em procentu
kod pacijenata sa MODS u odnosu na grupu bez MODS (75,9% naspram 56,1%; p=0,045),
dok udruzenost sa razvojem MOF nije bila statisticki znacajna (65,4% naspram 58,0%);
p=0,472) (Tabela 20). Ostali analizirani polimorfizmi nisu pokazali statisticki znacajne
asocijacije sa MODS ili MOF (p>0,05).

Tabela 20. UdruZenost analiziranih polimorfizama sa razvojem MODS i MOF kod pacijenata
sa sekundarnim peritonitisom (N=202).

Polimorfizam Bez MODS, Sa MODS,

Bez MOF, n Sa MOF, n

* *
(rsID) / genotip n (%) n (%) P (%) (%)
NOS2 ¢.1823C>T
(rs2297518) 0,045 0,472
GG 97 (56,1) 22 (75,9) 102 (58) 17 (65,4)
GA+AA 76 (43,9) 7 (24,1) 74 (42) 9 (34,6)
NOS3 c.-786T>C
(rs2070744) 0,017 0,008
TT 72 (41,6) 19 (65,5) 73 (41,5) 18 (69,2)
TC+CC 101 (58,4) 10 (34,5) 103 (58,5) 8 (30,8)
NOS3 VNTR 4a/4b
(rs61722009) 0,290 0,264
4b/4b 114 (65,9) 22 (75,9) 116 (659)  20(76,9)
4a/4b + 4a/4a 59 (34,1) 7 (24,1) 60 (34,1) 6 (23,1)
NOS3 ¢c.894G>T
(rs1799983) 0,439 0,296
GG 88 (50,9) 17 (58,6) 89 (50,6) 16 (61,5)
GT+TT 85(49,1) 12 (41,4) 87 (49,4) 10 (38,5)
ACEI/D
(rs4646994) 0,626 0,249
DD 87 (50,3) 16 (55,2) 87 (49,4) 16 (61,5)
ID+II 86 (49,7) 13 (44,8) 89 (50,6) 10 (38,5)

* p-vrednosti dobijene x* testom ili Fisher-ovim egzaktnim testom. Prikazan je dominantni
model (varijantni nosioci vs referentni homozigoti).

Nakon korekcije na multipla testiranja metodom False Discovery Rate (FDR, q=0,05),
asocijacija izmedu NOS3 c.-786T>C i MOF ostala je statisticki znacajna (p=0,032), dok je
asocijacija sa MODS izgubila statisticku znacajnost, uz trend ka pove¢anom riziku (p=0,068).
Asocijacija NOSZ c.1823C>T sa MODS nije zadrzala statisticku znacajnost nakon FDR
korekcije (p=0,090).

U multivarijantnim logistickim regresionim modelima, prilagodenim za pol, starost, izvor
peritonitisa i APACHE II skor, genotip NOS3 c.-786T>C TT ostao je nezavisan prediktor
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razvoja MOF (p=0,006; OR=4,86; 95% CI 1,56-15,13) i MODS (p=0,047; OR=3,67; 95% CI
1,02-13,19) (Tabela 22). U oba modela, starija dob (pMODS=0,009; pMOF=0,030) i visi
APACHE Il skor (pMODS<0,001; pMOF=0,002) bili su znacajni prediktori nepovoljnih ishoda,
dok pol i izvor peritonitisa nisu pokazali statisticki znacajnu povezanost (Tabela 21).
Povezanost genotipa NOSZ c.1823C>T GG sa razvojem MODS-a nije dostigla statisticku
znacajnost u multivarijantnim modelima (pMODS=0,146).

Tabela 21. Multivarijantna logisticka regresija za MODS i MOF.

. MODS OR (95% MOF OR (95%
Prediktor CIy* p cy* p
NOS3 c.-786T>C
(T genotip) 367 (1L02-13,19) 0,047 486 (1,56-15,13) 0,006
Pol 0,67 (0,19-2,42) 0,539 1,5 (0,517-4,58) 0,438
Uzrast 1,08 (1,02-1,15) 0,009 1,05 (1,01-1,1) 0,030
fzvor 0,78 (0,53-1,13) 0,189 0,85 (0,62-1,18) 0,337
peritonitisa
APACHE Il skor 1,25 (1,13-1,38) <0,001 1,13 (1,05-1,21) 0,002

*Prikazani su prilagodeni odnosi Sansi (OR) sa 95% intervalima pouzdanosti (CI).
4.3.2.3. Udruzenost analiziranih polimorfizama sa sepsom

UdruZenost analiziranih polimorfizama sa pojavom sepse nije pokazala statisticki znacajne
asocijacije (p>0,05) (Tabela 22).

Tabela 22. Udruzenost analiziranih polimorfizama sa pojavom sepse kod pacijenata sa
sekundarnim peritonitisom.

Polimorfizam (rsID)/Genotip Beﬁ zf/f)se, >a lsle([())/i())m, p*
NOS2 c.1823C>T (rs2297518) 0,154
GG 104 (57,1) 15 (75)

GA+AA 78 (42,9) 5(25)
NOS3 c.-786T>C (rs2070744) 0,639
TT 81 (44,5) 10 (50)
TC+CC 101 (55,5) 10 (50)
NOS3 VNTR 27 bp 4a/4b 0.788
(rs61722009) '
4b/4b 122 (67) 14 (70)
4a/4b + 4a/4a 60 (33) 6 (30)
NOS3 c.894G>T (rs1799983) 0,776
GG 94 (51,6) 11 (55)
GT+TT 88 (48,4) 9 (45)
ACE1/D (rs4646994) 0,705
DD 92 (50,5) 11 (55)
ID+II 90 (49,5) 9 (45)
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* p-vrednosti dobijene x* testom ili Fisher-ovim egzaktnim testom. Prikazan je dominantni
model (varijantni nosioci vs referentni homozigoti).

4.3.3. UdruZenost analiziranih polimorfizama sa intrahospitalnim mortalitetom

UdruZenost analiziranih polimorfizama sa intrahospitalnim mortalitetom prikazana je u
Tabeli 23. Analize su sprovedene primenom dominantnog genetickog modela, pri ¢emu su
nosioci varijantnog alela grupisani zajedno (heterozigoti + varijantni homozigoti) i
uporedeni sa referentnim homozigotima.

Tabela 23. UdruZenost analiziranih polimorfizama sa intrahospitalnim mortalitetom kod
pacijenata sa sekundarnim peritonitisom.

Polimorfizam (rsID)/Genotip PE;ICi(ioe/:;ti’ Pr:?;:;li, lIJlr?(;: ;’
NOS2 c.1823C>T (rs2297518) 0,252
GG 119 (58,9) 101 (57,4) 18 (69,2)
GA+AA 83 (41,1) 75 (42,6) 8 (30,8)
NOS3 c.-786T>C (rs2070744) 0,070
TT 91 (45,0) 75 (42,6) 16 (61,5)
TC+CC 111 (55,0) 101 (57,4) 10 (38,5)
NOS3 VNTR 27 bp 4a/4b 0264
(rs61722009) ’
4b/4b 136 (67,3) 116 (65,9) 20 (76,9)
4a/4b + 4a/4a 66 (32,7) 60 (34,1) 6 (23,1)
NOS3 ¢c.894G>T (rs1799983) 0,532
GG 105 (52,0) 90 (51,1) 15 (57,7)
GT+TT 97 (48,0) 86 (48,9) 11 (42,3)
ACE1/D (rs4646994) 0,755
DD 103 (51,0) 89 (50,6) 14 (53,8)
ID+II 99 (49,0) 87 (49,4) 12 (46,2)

Skracenice: SNP - polimorfizam pojedina¢nih nukleotida; NOS - azot-monoksid sintetaza;
VNTR - polimorfizmi broja uzastopnih ponavaka.

U univarijantnoj analizi nije utvrdena statisticki znaCajna povezanost nijednog od ispitivanih
polimorfizama, ukljucuju¢i i ACE 1/D (rs4646994), sa intrahospitalnim mortalitetom
(p>0,05). U grupi umrlih bilo je ukupno 26 (12,9%) pacijenata.
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U cilju dodatne procene kombinovanog efekta varijanti NOS3 gena, u nastavku je sprovedena
analiza haplotipova formiranih na osnovu polimorfizama rs2070744, rs61722009 i
rs1799983.

4.3.4. Analiza haplotipova NOS3 gena

Analiza haplotipova sprovedena je radi procene kombinovanog efekta tri polimorfizma NOS3
gena: c.-786T>C (rs2070744), VNTR 4a/4b (rs61722009) i c.894G>T (rs1799983).
NeravnoteZa vezanosti (LD) izmedu analiziranih varijanti procenjena je na osnovu vrednosti
D' i r? a rezultati su prikazani na Slici 7. U ispitivanom uzorku nije identifikovan jasno
definisan haplotip-blok, Sto ukazuje na odsustvo jake povezanosti izmedu ispitivanih
varijanti.

—— [ o

rs2070744
rs61722009 -
rs1799983
rs2070744
rs61722009
1799983

-
N
w
-
N
(59

59 64

a) b)

Slika 7. NeravnoteZa vezanosti (LD) izmedu polimorfizama NOS3 gena.

(a) Prikazane su parne D’ vrednosti obeleZene nijansama crvene boje i numerickim
oznakama. Tamnocrvena boja ukazuje na potpunu LD povezanost (D'=1) uz LOD>2, dok
svetlije nijanse predstavljaju niZe vrednosti. (b) Prikazane su parne r? vrednosti obeleZene
nijansama sive boje i numerickim oznakama. Tamnije nijanse ukazuju na jacu korelaciju
(vise r?) izmedu varijanti.

U ukupnom uzorku identifikovano je sedam haplotipova (redosled polimorfizama:
rs2070744 / rs61722009 / rs1799983): T4bG, C4bT, T4bT, C4aG, C4bG, T4aG i C4aT.
Najzastupljeniji haplotip bio je T4bG (f=0,51). Haplotipovi C4bT i T4bT bili su prisutni sa
frekvencijama od po 0,13, dok su ucestalosti ostalih haplotipova iznosile 0,11 (C4aG), 0,06
(C4bG), 0,05 (T4aG)i 0,02 (C4aT). Graficki prikaz ucestalosti haplotipova prikazan je na Slici
8.
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Slika 8. Ucestalosti haplotipova NOS3 gena u ukupnom uzorku (N=202). Haplotipovi su
formirani na osnovu rs2070744, rs61722009 i rs1799983. Na ordinati je prikazana
ucestalost (f) haplotipova.

U analizi udruZenosti haplotipova sa klini¢ckim ishodima, haplotip T4bG bio je statisticki
znacajno ceS¢i kod pacijenata sa teSkim komplikacijama (Tabela 24). Ucestalost T4bG
haplotipa bila je ve¢a kod pacijenata sa MODS u odnosu na pacijente bez MODS-a (0,64 vs.
0,48; p=0,026), kao i kod pacijenata sa MOF (0,61 vs. 0,48; p=0,048). Takode, T4bG haplotip
bio je znacajno ¢es$¢i kod pacijenata sa sepsom u odnosu na one bez sepse (0,70 vs. 0,49;
p=0,018). Ostali haplotipovi nisu pokazali statisticki znacajne asocijacije sa analiziranim
ishodima (p>0,05).

Tabela 24. Ucestalost T4bG haplotipa u odnosu na MODS, MOF i sepsu.

Ishod T4bG (saishodom),f T4bG (bezishoda), f p*

MODS 0,64 0,48 0,026
MOF 0,61 0,48 0,048
Sepsa 0,70 0,49 0,018

* p-vrednosti dobijene su poredenjem frekvencija haplotipa izmedu grupa (sa/bez ishoda).
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5. DISKUSIJA

Sekundarni peritonitis predstavlja jedno od najteZih stanja urgentne abdominalne hirurgije,
¢iji klinicki tok Cesto nije odreden samo lokalnom intraperitonealnom infekcijom, ve¢ pre
svega razvojem sistemskih komplikacija koje znacajno produZavaju lecenje i povecéavaju
rizik od nepovoljnog ishoda (2,13). Klini¢ka specificnost ovog stanja je da konac¢ni ishod
zavisi od pravovremenosti i uspeSnosti hirurSke sanacije izvora infekcije i intenziteta
sistemskog odgovora domacina, pri ¢emu upravo taj sistemski odgovor moZe pokrenuti
kaskadu endotelne disfunkcije i mikrocirkulatornih poremecaja (5,121). TeSke komplikacije
najcesce obuhvataju sepsu, ARDS, MODS i MOF, dok je multiorganska disfunkcija jedna od
klju¢nih determinanti prognoze (20,30).

PatofizioloSka osnova ovih komplikacija zasniva se na izraZenoj endotelnoj disfunkciji,
poremecaju mikrocirkulacije i disbalansu mehanizama koji reguliSu vaskularni tonus,
permeabilnost i hemostazu. U savremenim pregledima se istice da endotelna aktivacija
predstavlja centralni dogadaj u razvoju sepsom indukovane multiorganske disfunkcije, ali i
progresiji sistemskih komplikacija kod teskih infekcija, ukljuuju¢i intraabdominalne
infekcije (78,85).

U okviru regulatornih mehanizama vaskularne homeostaze, NO signalni put ima centralno
mesto: eNOS (NOS3) doprinosi odrzavanju fizioloSke vaskularne reaktivnosti i integriteta
endotela, dok se iNOS (NOS2) tokom inflamacije snazno aktivira i doprinosi vazoplegiji,
hipotenziji i poremecaju tkivne perfuzije (72-74). Paralelno, RAAS predstavlja dodatnu
osovinu regulacije vaskularnog tonusa i endotelne funkcije, zbog cega je ACE 1/D
polimorfizam razmatran kao potencijalni faktor rizika u teSkim infekcijama i njihovim
komplikacijama. Rezultati dosadasnjih studija i meta-analiza su neujednaceni, a neka
istraZivanja nisu potvrdila povezanost sa ishodom kod kriti¢no obolelih (75,79,122,123).

Na osnovu ovih patofiziolosSkih pretpostavki, u ovoj studiji je ispitivana povezanost
polimorfizama NOS2, NOS3 i ACE gena sa razvojem teskih komplikacija i ishodom kod
bolesnika sa sekundarnim peritonitisom. Nije uocena statisticki znac¢ajna povezanost izmedu
ispitivanih polimorfizama i intrahospitalnog mortaliteta, Sto je oCekivano imajuci u vidu da
letalni ishod najceSce predstavlja rezultat kompleksne interakcije klinickih faktora (teZina
bolesti, starost, komorbiditeti i kontrola izvora infekcije), dok se genetski uticaj moze
odraziti na tezinu klini¢kog toka bolesti, pre svega kroz sklonost ka razvoju komplikacija
(85,124). Zbog toga ishodi poput MODS i MOF mogu biti pogodniji za uocavanje genetskih
asocijacija nego intrahospitalni mortalitet, budu¢i da neposrednije odrazavaju poremecaje
mikrocirkulacije, endotelne barijere i perfuzije tkiva (20,40). Dodatno, na mortalitet snazno
uticu i faktori organizacije leCenja, poput blagovremene dijagnostike, brzine hirurSke
sanacije i primene adekvatne terapije, pa se eventualni mali genetski doprinos teze uocava
kada se posmatra samo krajnji ishod (125,126). U tom kontekstu, u ovoj studiji je utvrdena
znacajna povezanost NOS3 c.-786T>C polimorfizma sa razvojem MODS i MOF, pri cemu je TT
genotip zadrzao znacaj i nakon multivarijantnog prilagodavanja za pol, uzrast, izvor
peritonitisa i APACHE II skor. Posebno je vazno ista¢i da je u modelu za MOF TT genotip bio
povezan sa gotovo petostruko ve¢im odnosom Sansi za razvoj ove komplikacije (OR 4,86;
95% CI 1,56-15,13; p=0,006), dok je i za MODS potvrdena znacajna povezanost (OR 3,67;
95% CI 1,02-13,19; p=0,047). Ovakav nalaz moZe imati potencijalni prakticni znacaj pre
svega u domenu stratifikacije rizika za multiorganske komplikacije, odnosno ranijeg
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prepoznavanja bolesnika kod kojih postoji ve¢a verovatnoca razvoja MODS i MOF uprkos
standardnoj proceni teZine bolesti. U prakticnom smislu, genotip ne bi trebalo tumaciti
izolovano, ve¢ kao dopunu klini¢ckim pokazateljima, pri ¢emu bi njegova eventualna korist
mogla biti najveca u ranoj fazi hospitalizacije, kada se donose odluke o intenzitetu prac¢enja
i uCestalosti ponovne procene organskih funkcija. Takav pristup ne bi podrazumevao
promenu terapijskih principa na osnovu samog genotipa, ve¢ pre svega paZzljivije klinicko
pracenje i ranije prepoznavanje bolesnika kod kojih je verovatniji razvoj multiorganske
disfunkcije. Istovremeno, imajudi u vidu veli¢inu uzorka, Sirinu intervala poverenja i potrebu
za potvrdom u nezavisnim kohortama, kao i potrebu da se proceni dodatna prediktivna
vrednost u odnosu na postojece klinicke skorove, ove rezultate za sada treba posmatrati kao
osnovu za dalja istraZivanja, a ne kao dovoljan osnov za rutinsku primenu genotipizacije u
klinickoj praksi. U nastavku diskusije ovi nalazi bi¢e sagledani u kontekstu rezultata ranijih
istrazivanja, uz razmatranje mogucih razloga neujednacenosti nalaza u literaturi i izostanka
znacajnosti za pojedine varijante.

U okviru NOSZ2 gena u naSoj studiji ispitivana je samo varijanta rs2297518. Re¢ je o
polimorfizmu u kodiraju¢em delu gena (opisivan i kao ¢.1823C>T), u egzonu 16, koji dovodi
do zamene aminokiseline serin u leucin na poziciji 608 u iNOS proteinu (Ser608Leu), pa se
u literaturi razmatra u kontekstu jacine inflamatornog odgovora i intenziteta NO produkcije
tokom teskih infekcija (73,74). U nasSoj kohorti rs2297518 nije pokazala statisticki znacajnu
povezanost sa sepsom, MOF niti sa intrahospitalnim mortalitetom. Medutim, u
univarijantnoj analizi uoCena je povezanost sa razvojem MODS i ARDS, pri ¢emu je GG
genotip bio c¢eS¢i medu pacijentima koji su razvili ove komplikacije, ali se nakon
multivarijantnog prilagodavanja ova znacajnost nije odrzala. S tim u vezi, treba imati u vidu
da su MODS i ARDS u nasoj kohorti bili relativno retki dogadaji (14,4% i 12,9%), Sto moZe
umanjiti statisticku snagu i doprineti tome da se asocijacija ne odrzi nakon prilagodavanja
za relevantne klinicke faktore.

Bioloska osnova za razmatranje ovog polimorfizma u kontekstu ARDS-a postoji zato Sto je
iNOS jedan od kljuc¢nih izvora NO tokom intenzivne inflamacije, a NO u plu¢ima moZe imati
dvosmerno dejstvo. Sa jedne strane doprinosi antimikrobnoj odbrani i regulaciji perfuzije,
dok u uslovima prekomerne produkcije moze podsta¢i oksidativni i nitrozativni stres,
nastanak peroksinitrita i oStecenje alveolokapilarne barijere (127,128). Ovaj koncept
podrzavaju i eksperimentalni nalazi u sepsi i akutnoj povredi plu¢a. U miSjem CLP modelu
(cekalna ligatura i punkcija), koji predstavlja standardni eksperimentalni model
polimikrobne sepse ili peritonitisa, Wang i sar. su pokazali da je sepsom indukovano curenje
proteina kroz pluénu mikrocirkulaciju zavisno od iNOS, pri ¢emu je presudan doprinos
poticao od iNOS u inflamatornim ¢elijama porekla iz koStane srzi, dok je njegovo odsustvo ili
inhibicija ublazavalo poremecaj propustljivosti (129). U endotoksicnom modelu, Kristof i
sar. su opisali da kod iNOS “knockout” miSeva dolazi do blaZe akutne povrede pluca i manjeg
poremecaja alveolokapilarne barijere u poredenju sa “wild-type” miSevima, uz izostanak
izrazenih markera nitrozativnog stresa (130). Pojedini noviji radovi u endotoksemiji
dodatno ukazuju da smanjenje iNOS ekspresije moze pratiti blaZe oStecenje plu¢a. Na primer,
u HDAC6 “knockout” modelu opisana je niza iNOS ekspresija uz blaZe inflamatorne i
histoloSke promene u plu¢ima (131).

46



[stovremeno, noviji radovi ukazuju da se efekti iNOS mogu razlikovati u zavisnosti od faze
sepse i dominantnog mehanizma koji se posmatra. U ranoj fazi eksperimentalne sepse, pre
razvoja kasnijih hemodinamskih i multiorganskih promena, u modelu indukovanom
intraperitonealnom inokulacijom Zive E. coli kod miSeva bez mijeloperoksidaze (MPO-/-),
opisano je da poviSena bazalna ekspresija iNOS i veca produkcija NO prate blazu povredu
pluca i bolji rani ishod (132). U istoj studiji, inhibicija iNOS u ovoj grupi bila je pra¢ena
izraZenijim edemom i niZim preZivljavanjem, Sto dodatno naglasava da efekat iINOS moze biti
vremenski uslovljen. Nasuprot tome, u CLP modelu sepse pokazano je da u kasnijoj fazi iNOS-
posredovana produkcija NO moZe biti povezana sa razvojem hipodinamskog stanja i teZim
tokom bolesti, uz izrazenu indukciju iNOS u plu¢ima (133). Ovi modeli ne mogu direktno
objasniti genetske asocijacije kod ljudi, ali pruZaju vaZan bioloski okvir za razumevanje
potencijalnih posledica varijabilnosti iNOS aktivnosti.

U pojedinim klinickim studijama ova varijanta se povezuje i sa specificnim ishodima tokom
sepse. Na primer, u jednoj kohorti pacijenata sa sepsom opisana je veca ucestalost septickog
Soka kod nosilaca A alela (GA/AA) u odnosu na nosioce GG genotipa (80). U istom radu je
uraden i eksperiment u Celijskoj kulturi, gde je GA genotip pokazao trend ka viSoj iNOS-
posredovanoj produkciji NO u odnosu na GG genotip (80). Ono $to je takode bitno naglasiti
je da se rs2297518 ne razmatra iskljucivo u okviru akutne inflamacije, ve¢ je ispitivana i u
hroni¢nim inflamatornim stanjima, gde se pojacana aktivnost iNOS i posledi¢na produkcija
NO smatraju relevantnim mehanizmima osStecenja tkiva. Kod inflamatorne bolesti creva sa
veoma ranim pocCetkom (engl. very early onset inflammatory bowel disease, VEO-IBD)
rs2297518 je bila povezana sa boleS¢u, uz funkcionalne nalaze koji ukazuju na visu
produkciju NO procenjenu Griess reakcijom (kolorimetrijska metoda koja indirektno meri
NO preko koncentracije nitrita i nitrata) i izraZenije bojenje na nitrotirozin u biopsijama
uzetim iz kolona, $to ukazuje na izraZeniji nitrozativni stres u inflamiranom tkivu (97). Pored
toga, ova varijanta je ispitivana i u dijabetesu tipa 2, stanju koje se uopsSteno povezuje sa
hroni¢nom sistemskom inflamacijom niskog intenziteta i pove¢anim oksidativnim stresom.
U jednoj studiji je navedeno da je A alel bio ¢eS¢i medu obolelima, a da je kombinacija
rs2297518 sa polimorfizmom u genu za glutation S-transferazu (GSTT1, rs17856199)
pokazala jacu povezanost sa rizikom za dijabetes tipa 2 (134). Ovi podaci ukazuju da ovaj
polimorfizam u NOS2 genu moZe biti potencijalno relevantan za intenzitet iNOS odgovora u
razli¢itim klinickim okvirima, Sto je vazno pri interpretaciji nalaza u hirurskim kohortama
sa sekundarnim peritonitisom.

Uocena povezanost NOS3 c.-786T>C sa razvojem MODS i MOF moZe se razmatrati u svetlu
uloge eNOS u odrZavanju endotelne funkcije, vaskularne reaktivnosti i mikrocirkulacije. U
uslovima sistemske inflamacije poremecaj endotelne homeostaze predstavlja jedan od
klju¢nih mehanizama progresije ka multiorganskoj disfunkciji (78). NO pritom ima sloZenu,
dvosmernu ulogu: iNOS-posredovana produkcija NO moZe doprineti gubitku vaskularnog
tonusa i hemodinamskoj nestabilnosti, dok promene u eNOS signalnom putu mogu pogorsati
mikrocirkulaciju i perfuziju tkiva, ¢ime se olakSava nastanak organske disfunkcije (72-74).
Zbog toga je verovatnije da se efekat promotorske varijante NOS3 ne ispoljava kao
jednostavna promena nivoa NO, ve¢ kroz finije promene u endotelnoj reaktivnosti u
uslovima izraZenog inflamatornog i oksidativnog stresa.
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Dosadasnja istrazivanja ukazuju da varijanta c.-786T>C moZe uticati na promotorsku
aktivnost NOS3, pri Cemu se C alel u viSe radova dovodi u vezu sa niZom transkripcionom
aktivno$cu i potencijalno nizom bazalnom bioraspoloZivoséu NO, $to bi moglo doprineti
vecoj osetljivosti endotela u uslovima sistemskog stresa (98,135,136).

Medutim, Kklinicke studije u sepsi nisu dale ujednacene rezultate, Sto je u skladu sa
kompleksnom ulogom NO kod tesko obolelih pacijenata. U studiji Zhu i sar. (2010),
sprovedenoj kod pacijenata sa teSkom sepsom, analizirani su polimorfizmi NOS3 gena i
njihova povezanost sa parametrima teZine klinickog toka i ishodom leCenja. U toj studiji nije
uocena znacajna povezanost varijante c.-786T>C sa teZinom bolesti niti sa ishodom, dok su
pojedine druge NOS3 varijante u istom dizajnu pokazale udruZenost sa analiziranim
parametrima (137). Slicno tome, Ma i sar. u kohorti bolesnika sa teSkom sepsom nisu nasli
povezanost ovog polimorfizma sa stepenom organske disfunkcije niti sa mortalitetom, iako
je u istoj studiji druga ispitivana varijanta ¢.894G>T pokazala znaCajnu povezanost sa
teZinom bolesti i smrtnim ishodom (138). Nasuprot tome, Ozkan i sar. (139) su u turskoj
studiji slucaja i kontrola koja je ukljucila 188 odraslih pacijenata sa sepsom i 188 zdravih
kontrola analizirali NOS3 c.-786T>C i pokazali da je prisustvo TC genotipa i C alela bilo
udruZeno sa vecom verovatno¢om za nastanak sepse, uz multivarijantno prilagodavanje za
starost i pol. Ovakve razlike izmedu studija verovatno odraZavaju razlike u dizajnu (slucaj-
kontrola naspram kohorte), populaciji i, Sto je posebno vazno, izboru krajnjih ishoda: jedne
studije procenjuju podloZnost za sepsu, dok druge procenjuju teZinu toka i komplikacije kod
ve¢ obolelih.

Upravo to moZe pomoci da se objasni i zasto se kod nas kao faktor rizika izdvaja T alel/TT
genotip, dok se u nekim ranijim radovima naglasava C alel. Kod sekundarnog peritonitisa,
koji odlikuje infekcija sa izraZzenim inflamatornim i oksidativnim stresom, posledice nisu
odredene samo kolicinom NO, ve¢ time kako endotel reaguje u uslovima sistemske
inflamacije. U takvom oKkruZenju, veca aktivnost eNOS ne mora biti nuzno zastitna, ona moze
pratiti ili pojacati hemodinamsku nestabilnost kroz izrazZenu vazodilataciju i pad perifernog
otpora, ali i doprineti nitrozativnom stresu i poremecaju mikrocirkulacije. Zbog toga se
efekat promotorske varijante NOS3 verovatno ne svodi na prosto ,vise ili manje NO”, ve¢ na
to da li je endotelna regulacija dovoljno stabilna da odrZi adekvatnu perfuziju i barijernu
funkciju kada je inflamacija intenzivna (127,128,140). Posebnu teZinu ima ¢injenica da je
asocijacija uo€ena upravo u odnosu na MODS i MOF, ishode koji predstavljaju neposrednu
posledicu poremecaja mikrocirkulacije i integriteta endotelne barijere, te se mogu dovesti u
jasnu patofizioloSku vezu sa eNOS i NO regulacijom. Takode, stabilnost ove povezanosti
nakon multivarijantnog prilagodavanja za klju¢ne klinicke faktore govori u prilog tome da
nalaz ne predstavlja samo odraz opste teZine bolesti.

U okviru NOS3 gena, analiza haplotipova pruZa dodatni uvid jer sagledava zajednicki efekat
varijanti koje se Cesto nasleduju zajedno, a koje u kombinaciji mogu bolje odraziti razlike u
regulaciji eNOS i bioraspoloZivosti NO u endotelu nego svaka varijanta posmatrana
izolovano. U naSoj kohorti identifikovano je sedam haplotipova formiranih od rs2070744 (c.-
786T>C), rs61722009 (intron 4 VNTR 4a/4b) i rs1799983 (c.894G>T), pri Cemu je
najzastupljeniji bio haplotip T4bG. U naSem uzorku posebno se izdvaja nalaz da je haplotip
T4bG bio ucestaliji kod bolesnika sa teSkim komplikacijama, narocito kod pacijenata sa
MODS i MOF, kao i kod onih sa sepsom u odnosu na pacijente bez tih ishoda, dok ostali
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haplotipovi nisu dostigli statisticku znacajnost. Funkcionalni podaci pruzaju dodatni okvir
za tumacenje ovakvih nalaza. Wang i sar. su u funkcionalnom eksperimentalnom modelu
pokazali da efekat promotorske varijante c.-786T>C na transkripcionu aktivnost promotora
NOS3 zavisi od toga koja je varijanta intronskog 27-bp VNTR prisutna uz nju. Testirane su
cetiri kombinacije ovih varijanti (T-5x, T-4x, C-5x i C-4x), pri ¢emu 4x i 5x oznacavaju kracu
i duZu VNTR varijantu sa Cetiri, odnosno pet ponovaka od 27 bp. Dobijene razlike u obrascu
aktivnosti govore u prilog haplotip-specificnoj regulaciji transkripcione aktivnosti
promotora NOS3, odnosno ekspresije NOS3 gena (141). Oliveira-Paula i sar. ukazuju da
analiza NOS3 haplotipova cesto pruZa potpuniji uvid u funkcionalne i klinicke efekte nego
analiza pojedinacnih polimorfizama (98). U studiji Metzger i sar. haplotip C-4b-Glu bio je
povezan sa nizim koncentracijama nitrita u plazmi, Sto dodatno ukazuje da se kombinacije
varijanti mogu odraziti na pokazatelje metabolizma azot monoksida (142). Sa klinicke
strane, Ozkan i sar. su u studiji sprovedenoj u turskoj populaciji pokazali da se raspodela
NOS3 haplotipova razlikuje izmedu pacijenata sa sepsom i zdravih kontrola, pri ¢emu je
haplotip 4bGC bio ucestaliji, a haplotip 4bTT redi u grupi sa sepsom, dok za preostale
haplotipove nije potvrdena razlika u ucestalosti (139). Ipak, treba imati u vidu da se
ucestalost i struktura haplotipova razlikuju izmedu populacija, kao i da razli¢ite studije
analiziraju razlicite ishode, od podloZnosti za sepsu do ARDS-a, MODS/MOF i mortaliteta, Sto
doprinosi neujednacenosti nalaza. Zbog toga rezultat haplotipa u nasoj kohorti tumacimo
kao dopunu glavnom nalazu za NOS3 c.-786T>C u kontekstu multiorganskih komplikacija, a
ne kao nalaz nezavisan od klinickog okvira. Istovremeno, pri tumacenju haplotipskih nalaza
potrebno je zadrzati oprez, jer kada jedna varijanta ve¢ pokazuje udruzenost kao
pojedinacna, deo uocenog efekta na nivou haplotipa moZe odrazZavati upravo njen doprinos,
dok kombinacija alela moZe dodatno modifikovati intenzitet ili uslove ispoljavanja tog
efekta.

Kada se posmatra intronska VNTR varijanta NOS3 gena (4a/4b), u naSoj kohorti nije uocena
statisticki znac¢ajna povezanost sa pojavom sepse niti sa glavnim sistemskim komplikacijama
(ARDS, MODS, MOF), a izostala je i povezanost sa intrahospitalnim mortalitetom.

Rec je o polimorfizmu zasnovanom na razli¢itom broju ponavljanja kratkog DNK segmenta
od 27 bp u intronu 4, pa se razlikuju alel 4a (kraci, sa manjim brojem ponovaka) i alel 4b
(duZi, sa ve¢im brojem ponovaka) (143). lako se intron 4 VNTR razmatra kao potencijalno
relevantan marker koji se dovodi u vezu sa stvaranjem NO u endotelu, funkcionalni
mehanizmi nisu u potpunosti razjasnjeni (98). U laboratorijskim uslovima je predloZzeno da
VNTR u intronu 4 moZze uticati na ekspresiju NOS3 preko posttranskripcionih mehanizama,
pri ¢emu se krac¢i 4a alel u pojedinim eksperimentalnim modelima dovodi u vezu sa
promenama u ekspresiji eNOS i posredno niZom bioraspoloZivos¢u NO (98). Ovakav
mehanizam je ispitivan u modelima humanih endotelnih ¢elija, ukljucuju¢i endotelne ¢elije
humane umbilikalne vene (engl. Human Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVEC) i humane
aortne endotelne cCelije (engl. Human Aortic Endothelial Cells, HAEC), gde je pokazano da je
VNTRregion u intronu 4 povezan sa generisanjem 27-nukleotidne male intronske RNK (engl.
27-nucleotide short intronic repeat RNA, 27nt sir-RNA), koja ucestvuje u regulaciji ekspresije
NOS3 gena (144). U dodatnim eksperimentalnim analizama opisano je da ovakva regulacija
moZe biti povezana i sa promenama histonske acetilacije i DNK metilacije u regionima
relevantnim za transkripciju NOS3 gena (145). U klinickom kontekstu, pojedine asocijacije
ovog polimorfizma opisane su i u infekcijama koje se razlikuju od sekundarnog peritonitisa,
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poput osteomijelitisa, gde je prijavljena povezanost sa podloZnos¢u toj infekciji (146). U
sekundarnom peritonitisu, tok bolesti u velikoj meri oblikuju klinicki faktori, kao Sto su
pravovremenost i uspesSnost hirurSke sanacije izvora infekcije, pocetna teZina bolesti i
komorbiditeti, $to moZe umanjiti vidljivost relativno manjeg doprinosa pojedinac¢nih genskih
varijanti u ukupnoj kohorti. U tom smislu, odsustvo povezanosti u naSim rezultatima moZe
ukazivati da eventualni efekat ove varijante, ukoliko postoji, nije dovoljno izraZen na nivou
analiziranih ishoda.

Sli¢no tome, za NOS3 ¢.894G>T (Glu298Asp) u nasoj studiji nije uocena znacajna povezanost
ni sa analiziranim komplikacijama ni sa intrahospitalnim mortalitetom. Ova varijanta se
nalazi u kodiraju¢em delu gena, u egzonu 7, i dovodi do zamene aminokiseline glutaminske
kiseline (Glu) asparaginskom kiselinom (Asp) na poziciji 298 (147). Njen potencijalni
funkcionalni znacaj u literaturi se najceS¢e razmatra kroz moguce promene stabilnosti eNOS
proteina i raspoloZivosti NO u endotelu, ali podaci o klinickom znacaju ove varijante nisu
dosledni (98).

U ranijim istrazivanjima zabeleZeni su neujednaceni nalazi u okviru sepse i bakterijemije. U
kohorti bolesnika sa teSkom sepsom nosioci ¢.894G>T (posebno GT genotipa) imali su
izraZeniju organsku disfunkciju i viSu stopu mortaliteta (138), dok u drugoj studiji septi¢nih
pacijenata nisu potvrdene dosledne asocijacije ovog polimorfizma sa teZinom bolesti i
ishodom (137). Dodatno, u studiji bakterijemije uzrokovane E. coli ista varijanta dovodena
je uvezu sa ve¢om sklonoS$c¢u ka hipotenziji kod nosilaca T alela (tj. GT i TT genotipova), dok
takva povezanost nije potvrdena kod bakterijemije izazvane Gram-pozitivhim uzrocnicima
(147). Ovakva neujednacCenost moze proisteci iz razlika u populaciji i uzro¢nicima, dizajnu
studije, ali i iz ¢injenice da c.894G>T moZe biti relevantniji za odredene, uze definisane
klinicke manifestacije kao Sto je hemodinamska nestabilnost, nego za sloZene ishode poput
MODS i MOF. U okviru sekundarnog peritonitisa, gde je klinicki tok snazno odreden
hirurSkim faktorima i pravovremenos$cu sanacije izvora infekcije, nas nalaz ide u prilog tome
da c.894G>T sama po sebi verovatno nije glavni faktor rizika za razvoj teSkih komplikacija.
[zostanak asocijacije u nasoj kohorti ne iskljucuje mali ili selektivan geneticki doprinos, ali
ukazuje da se on ne ispoljava dosledno na nivou glavnih komplikacija koje smo analizirali.

U okviru RAAS signalnog puta, ACE I/D polimorfizam (rs4646994, rs1799752) razmatran je
kao potencijalni faktor u teskim infekcijama. U sepsi i septickom Soku, kao i u ARDS-u kao
komplikaciji teSkih infekcija, razmatra se poremecen odgovor RAAS, ukljucujuci promene u
raspolozivosti i efektima angiotenzina II, Sto moZe imati posledice po vaskularni tonus,
permeabilnost i hemodinamsku stabilnost (148,149).

Medutim, rezultati klinickih studija nisu ujednaceni. U kohorti bolesnika sa teSkom sepsom
nije potvrdena udruZenost ACE I/D sa razvojem teSkih komplikacija (ukljuc¢ujuéi sepsom-
indukovani ARDS), kao ni sa mortalitetom (103), dok su podaci iz meta-analize ukazali da
ACE I/D moZe biti povezan sa podloZnosc¢u za sepsu, ali bez jasne veze sa mortalitetom (79).
Pored sepse kao klinickog okvira, ACE I/D je razmatran i u studijama ARDS-a, pri ¢emu je u
meta-analizi viSe studija opisano da je D alel povezan sa ve¢im rizikom od smrtnog ishoda
kod pacijenata sa ARDS-om (75).

U nasSoj kohorti, ACE I/D nije pokazao statisti¢ki znacajnu povezanost sa analiziranim teSkim
komplikacijama niti sa intrahospitalnim mortalitetom (p>0,05). Pri interpretaciji rezultata
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vaZzno je naglasiti i da je ACE I/D varijanta po svojoj prirodi insercija/delecija (I/D) Alu
sekvence u intronu 16, pa se razlikuje od uobicajenih SNP varijanti (100). Zbog razlika u
nacinu beleZenja i prikazivanja ovakvih varijanti u razli¢itim izvorima, u javno dostupnim
referentnim bazama (npr. NCBI/dbSNP) za ovaj polimorfizam cesto izostaju populacioni
podaci o frekvencijama alela, $to oteZava direktno poredenje ucestalosti izmedu studija
(150). U naSoj populaciji je uo¢eno odstupanje od HWE u smislu manjka heterozigota, zbog
Cega nalaz treba tumaciti uz oprez i sagledati ga u kontekstu varijabilnih rezultata u
prethodnim istrazivanjima.

U celini posmatrano, u nasoj kohorti se kao najupecatljiviji izdvaja nalaz za NOS3 c.-786T>C,
gde je TT genotip bio povezan sa razvojem MODS i MOF i zadrZzao znacaj nakon
multivarijantnog prilagodavanja, dok za ostale analizirane polimorfizme nije potvrdena
stabilna povezanost sa ishodima. Nalazi haplotipske analize, uz dominantan T4bG obrazac i
njegovu vecu ucestalost kod sepse i multiorganskih komplikacija, mogu se posmatrati kao
dopuna ovom rezultatu, uz napomenu da haplotipovi opisuju kombinacije alela u okviru
jednog lokusa, Cija se raspodela moZze razlikovati medu populacijama i u razli¢itim klinickim
okvirima.

[zostanak znacCajne povezanosti za NOS2 rs2297518 u odnosu na ve¢inu ishoda, kao i za NOS3
VNTR (4a/4b) i c.894G>T, moZe upucivati na to da se potencijalni efekti pojedinacnih
varijanti u sekundarnom peritonitisu ispoljavaju u zavisnosti od definicije ishoda, trenutka
procene tokom toka bolesti i intenziteta sistemskog inflamatornog odgovora. Zbog toga
poredenje izmedu studija zahteva paZnju prema dizajnu i klinickom okviru (podloZnost za
sepsu naspram toka bolesti kod ve¢ obolelih), kao i prema definiciji i vremenu procene
ishoda, jer uoc¢ena povezanost moZe biti prisutna u jednom, a izostati u drugom kontekstu.
Kod pojedinih varijanti, kao $to je NOSZ rs2297518, uocena univarijantna veza sa ARDS nije
potvrdena nakon multivarijantnog prilagodavanja, $sto moZe odrazavati ulogu klini¢kih
determinanti (npr. teZina inicijalnog stanja, komorbiditeti, potreba za vazopresorima ili
mehanickom ventilacijom) kao i ograni¢enu ucestalost ARDS u uzorku.

Pri interpretaciji rezultata potrebno je imati u vidu i heterogenost sekundarnog peritonitisa
kao sindroma, jer etiologija i lokalizacija izvora infekcije, vreme do hirurSke sanacije,
adekvatnost antimikrobne terapije i rano zbrinjavanje u jedinici intenzivnog leCenja mogu
znacajno uticati na rizik od sepse i organske disfunkcije. U tom smislu, ispitivani
polimorfizmi se mogu posmatrati kao potencijalni modifikatori rizika unutar sloZenog
klinickog okvira, a ne kao determinante ishoda.

Ogranicenja studije ukljucuju veli¢inu uzorka i relativno mali broj pojedinacnih ishoda, Sto
moZe umanjiti snagu za detekciju umerenih genetickih efekata i uticati na stabilnost
multivarijantnih modela, posebno kada se istovremeno ukljucuje veci broj Kklini¢kih
kovarijata. Dodatno, odstupanje ACE [/D od HWE u smislu manjka heterozigota, kao i same
karakteristike insercija/delecija varijante, zahtevaju oprez u tumacenju i mogu oteZati
direktno poredenje sa studijama koje su koristile drugacije uzorkovanje ili pristupe
genotipizaciji.

Primarno ogranicenje predstavlja izostanak funkcionalne potvrde uocenih genskih
asocijacija. lako se nalazi mogu razmatrati u okviru promena endotelne reaktivnosti, NO
signalizacije i inflamatorno posredovane disfunkcije mikrocirkulacije, bez direktnih merenja
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ovakva tumacenja ostaju na nivou pretpostavke. U tom smislu, dodatnu vrednost bi imala
merenja nitrita i nitrata kao posrednih pokazatelja bioraspolozivosti NO, procena aktivnosti
ili ekspresije eNOS i iNOS, kao i odredivanje markera endotelne aktivacije i oStecenja, kao i
komponenti RAAS signalnog puta.

Takode, analiza haplotipova je sprovedena unutar NOS3, dok kombinacije varijanti izmedu
razlic¢itih gena ukljuc¢enih u regulaciju vaskularnog tonusa i inflamatornog odgovora nisu
ispitivane (npr. istovremeni efekat varijanti u NOS3, NOSZ2 i ACE), $to bi u buducim studijama
moglo doprineti potpunijem sagledavanju doprinosa ovih puteva ishodima. Kako je studija
sprovedena u jednom centru, nalazi mogu odrazavati specificnosti populacije i klinicke
prakse u naSem centru, zbog c¢ega je njihova potvrda u ve¢im, nezavisnim i multicentri¢nim
kohortama posebno vazna.

Uprkos navedenim ograni¢enjima, uocena povezanost NOS3 c.-786T>C sa MODS i MOF u
kombinaciji sa rezultatima analize haplotipova moZe predstavljati osnovu za dalja
istrazivanja u ve¢im kohortama, uz standardizovane definicije ishoda i povezivanje
genetickih podataka sa funkcionalnim analizama, kao i sa podacima dobijenim u
transkriptomskim i proteomskim ispitivanjima, uz razmatranje interakcija genskih varijanti
sa klini¢kim i mikrobioloSkim faktorima.

U celini, na8i rezultati ukazuju da interindividualna varijabilnost u regulaciji endotelne
funkcije i NO signalizacije moZe doprineti tome da se rizik od multiorganskih komplikacija
razlikuje medu bolesnicima sa sekundarnim peritonitisom, uz potrebu za potvrdom u veéim
kohortama i dodatnim razjasnjavanjem mehanizama koji povezuju naSe ispitivane varijante
sa endotelnom disfunkcijom i poremecajem mikrocirkulacije u uslovima sistemske
inflamacije.
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima studije, a na osnovu dobijenih rezultata, moZemo doneti
sledece zakljucke:

1. Ucestalosti genotipovai alela polimorfizama NOS2 (rs2297518) i NOS3 (rs61722009,
rs1799983, rs2070744) kod pacijenta sa sekundarnim peritonitisom su u HWE i u
saglasnosti sa prijavljenim ucestalostima za druge evropske populacije. Izuzetak je
predstavljao ACE /D (rs4646994), za koji je u nasoj populaciji uoCeno odstupanje od
HWE, dok u referentnim bazama izostaju populacioni podaci o frekvencijama alela.

2.

Analizom povezanosti ispitivanih polimorfnih genskih varijanti sa razvojem teskih
komplikacija kod hirurskih pacijenata sa sekundarnim peritonitisom, utvrdeno je da:

2.2,

2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

2.7.

NOS2 ¢.1823C>T (rs2297518) u univarijantnoj analizi pokazao je statisticki
znacajnu povezanost sa pojavom ARDS (genotip GG ¢eS¢i u grupi sa ARDS;
p=0,046) i sa pojavom MODS (genotip GG ces¢i u grupi sa MODS; p=0,009);
medutim, navedene asocijacije nisu potvrdene u multivarijantnom modelu
nakon prilagodavanja za pol, uzrast, izvor peritonitisa i APACHE II (ARDS:
p=0,211; MODS: p=0,123). Za ostale analizirane teske komplikacije nije
utvrdena statisticki znacajna povezanost (p>0,05).

NOS3 ¢.-786T>C (rs2070744) ima najizraZeniju i najkonzistentniju
povezanost sa multiorganskim komplikacijama. U univarijantnoj analizi TT
genotip je bio povezan sa vefom ucestaloS¢u MODS i MOF, a u
multivarijantnom modelu TT genotip je ostao nezavisan prediktor MODS
(p=0,047; OR=3,67; 95% CI 1,02-13,19) i MOF (p=0,006; OR=4,86; 95% CI
1,56-15,13), pri cemu je nakon FDR korekcije zadrzana statisticka znacajnost
za MOF.

NOS3 VNTR 4a/4b (rs61722009) nije pokazao statistic¢ki znacajnu povezanost
sa razvojem teSkih komplikacija (ARDS, MODS, MOF, sepsom) u okviru
analiziranih genotipskih modela (p>0,05).

NOS3 c.894G>T (rs1799983) nije pokazao statisticki znacajnu povezanost sa
razvojem teSkih komplikacija (ARDS, MODS, MOF, sepsom) u okviru
analiziranih genotipskih modela (p>0,05).

ACE 1/D (rs4646994) nije pokazao statisticki znaCajnu povezanost sa
razvojem teSkih komplikacija (ARDS, MODS, MOF, sepsom) u okviru
analiziranih genotipskih modela (p>0,05).

Haplotipovi NOS3 gena (rs2070744/rs61722009/rs1799983) pokazali su

statisticki znacajnu povezanost sa teSkim komplikacijama: haplotip T4bG bio
je znacCajno ces¢i kod pacijenata sa MODS (0,64 vs 0,48; p=0,026), MOF (0,61
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vs 0,48; p=0,048) i sepsom (0,70 vs 0,49; p=0,018), u odnosu na pacijente koji
nisu imali navedene komplikacije, dok ostali identifikovani haplotipovi nisu
pokazali statisticki znacajne asocijacije (p>0,05).

3. Analizom povezanosti ispitivanih polimorfnih genskih varijanti sa ishodom kod
hirurskih pacijenata sa sekundarnim peritonitisom, utvrdeno je da:

3.1. U odnosu na intrahospitalni mortalitet, nije uocena statisticki znacajna
asocijacija ni za jedan od pojedinac¢no analiziranih polimorfizama (NOSZ2
rs2297518; NOS3 rs61722009, rs1799983, rs2070744; ACE rs4646994), niti
za analizirane haplotipove NOS3 gena (rs2070744/rs61722009/rs1799983)
(p>0,05).
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Prilog 1. Spisak skracenica

ACCP/SCCM - American College of Chest Physicians / Society of Critical Care Medicine
ACE - angiotenzin-konvertujuc¢i enzim

AOB - akutno oStecenje bubrega

APACHE II - Acute Physiology and Chronic Health Evaluation I1
APS - amonijum-persulfat

ARDS - akutni respiratorni distres sindrom

BH4 - tetrahidrobiopterin

CI - interval poverenja

CLP - cekalna ligatura i punkcija

CRP - C-reaktivni protein

CT - kompjuterizovana tomografija

DAMP - molekuli oslobodeni iz oSte¢enog tkiva (engl. Damage-Associated Molecular
Patterns)

DIK - diseminovana intravaskularna koagulacija

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

dNTP - dezoksinukleozid-trifosfati

EDTA - etilendiamintetrasiréetna kiselina

EHO - ehosonografija

eNOS - endotelna azot-oksid sintaza

ESBL - beta-laktamaze prosSirenog spektra (engl. Extended Spectrum Betalactamas)
EC - endotelne ¢elije

FAM - fluorescentna reporter boja FAM

FDR - stopa laznih otkri¢a (engl. False Discovery Rate)

F prajmer - forward prajmer

GBD - globalno opterecenje boles¢u (engl. Global Burden of Disease)

GIT - gastrointestinalni trakt

GMC - glatke misi¢ne Celije

GPx1 - glutation-peroksidaza 1

GSTT1 - glutation S-transferaza T1

HAEC - humane aortne endotelne Celije (engl. Human Aortic Endothelial Cells)
HDACS6 - histon deacetilaza 6

HGVS - nomenklatura Human Genome Variation Society

HSP - proteini toplotnog Soka (engl. Heat Shock Proteins)

HUVEC - endotelne celije humane umbilikalne vene (engl. Human Umbilical Vein
Endothelial Cells)

HWE - Hardi-Vajnbergova ravnoteZa (engl. Hardy-Weinberg Equilibrium)
Al - intraabdominalne infekcije

ICAM-1 - intercelularni adhezioni molekul 1

IFN-y - interferon gama



IL-1p - interleukin 1 beta

IL-6 - interleukin 6

INDEL - inserciono-delecione varijante
iNOS - inducibilna azot-oksid sintaza

IRAK-4 - kinaza 4 povezana sa receptorom za interleukin-1 (engl. Interleukin-1 Receptor-
Associated Kinase 4)

JIN - jedinica intenzivnog lec¢enja

KCS - Klinic¢ki centar Srbije

LPS - lipopolisaharid

MgCI2 - magnezijum-hlorid

MODS - sindrom disfunkcije viSe organa (engl. Multiple Organ Dysfunction Syndrome)
MOF - otkazivanje viSe organa (engl. Multiple Organ Failure)

MPI - Mannheim Peritonitis Index

MPO - mijeloperoksidaza

MRSA - meticilin-rezistentni Staphylococcus aureus

MSCT - multislajsna kompjuterizovana tomografija

NaCl - natrijum-hlorid

NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat, redukovani oblik

NF-kB - nuklearni faktor kapa B

NO - azot-oksid

NOS - azot-oksid sintaza

NOS2 - gen za inducibilnu azot-oksid sintazu

NOS3 - gen za endotelnu azot-oksid sintazu

OR - odnos Sansi (engl. Odds Ratio)

PAGE - elektroforeza na poliakrilamidnom gelu (engl. PolyAcrylamide Gel Electrophoresis)
PAI-1 - inhibitor aktivatora plazminogena 1

PAMP - molekulski obrasci tipi¢ni za patogene (engl. Pathogen-Associated Molecular
Patterns)

PCR - reakcije lan¢ane polimerizacije

PCR-RFLP - reakcije lan¢ane polimerizacije-polimorfizmi duZine restrikcionih fragmenata
(engl. Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism)

PD - peritonealna dijaliza

R prajmer - reverse prajmer

RAAS - renin-angiotenzin-aldosteron sistem

RNS - reaktivne azotne vrste (engl. Reactive Nitrogen Species)

ROS - reaktivne kiseonicne vrste (engl. Reactive Oxygen Species)

RTG - radiografija

SBP - spontani bakterijski peritonitis

SDS - natrijum-dodecil-sulfat

SNP - polimorfizmi pojedinacnih nukleotida (engl. Single Nucleotide Polymorphisms)



SOD2 - superoksid-dismutaza 2

SOFA - Sequential Organ Failure Assessment

TBE - Tris-borat-EDTA

TEMED - N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin

TLR - Toll-like receptor

TNF-a - faktor nekroze tumora alfa

Tris-HCI - tris(hidroksimetil)aminometan-hidrohlorid

VCAM-1 - vaskularni ¢elijski adhezioni molekul 1

VEO-IBD - inflamatorna bolest creva sa veoma ranim pocetkom (engl. Very Early Onset
Inflammatory Bowel Disease)

VIC - fluorescentna reporter boja VIC

VNTR - polimorfizmi broja uzastopnih ponavaka (engl. Variable Number of Tandem
Repeats)

VRE - vankomicin-rezistentne enterokoke

WSES - World Society of Emergency Surgery
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o6pasay usjage o aymopcmsy

H3jaBa 0 ayTOpCTBY

Wme m npesume ayTopa: Muauna Pamuh

Bpoj uHAekca: 5090/2017

HUsjasibyjeMm

Ja je JOKTOPCKa JucepTalyja 1o HacJ0BOM

HcnuTHBame YAPYKEHOCTH nmoauMopdusamMa reHa peryaaTopa BacKyjaapHe XoMeocTase ca
DPHU3WKOM OJi pPa3Boja TeWKHWX KOMIIMKALHWja M HWCXOAO0M KOJ XHWPYPIIKUX IallhjeHaTa ca
CeKVHJApHUM NIEPUTOHUTHUCOM

® pe3yJiTaT CONICTBEHOI HCTPAaXXUBAa4YKOrI' paja;

* Jla AUCepTalyja y NeJIMHU HUA Y [1eJIOBUMa HUje O1JIa IpeJIoyKeHa 3a CTHILIAE APyTe
JUIIJIOME npeMa CTYAUjCKUM IporpaMuMa Apyrux BUCOKOIIKOJICKHX YCTAHORBA;

e Jia Cy pesyJITaTH KOPEKTHO HaBeJeHH U

* Jla HYCaM KplIHJja ayTOpCKa IpaBa ¥ KOPUCTUJIA UHTENEKTYaJHY CBOjJUHY APYTHUX
JIMLA.

IoTrnic ayropa

Y Beorpaay, 20.3.2026. ./é&l"/‘“;gf? W




ofBpazay uzjase o UcmMosBeMHOCIU WMAMNAHE U eAeKmpoHcKe 8epauje dokmopckoz pada

H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IUTAMIIaHE U eJIEKTPOHCKe Bep3uje JOKTOPCKOr
paaa

WMe u mpesumMe ayTopa: Muauna Pamuh

: Bpoj urgekca: 5090/2017

CTyaujcky nporpamM: MoJieKy/iapHa MeauLUHA

Hacnos paaa: HUcouTuBa HOCTH INOJIUM u3am H eryjarTopa BaCKvJldpHEe
XoMeocTase ca pU3HKOM 0[] ga3130'a TEeInKHX KDMHJIHI{BLT,Hia H HCXOO0M KOJ

MenTop: opod. ap Hena Makcumosuh, npod. ap Kpctuna Joknectrh BacumeRr

HsjaB/byjem Aa je mITaMnaHa BepP3Mja MOT JOKTOPCKOT Pajia UCTOBETHA eJIeKTPOHCKO) BEP3UjH
KOjy caM TIpejajia pafyd NoxpamHBama y JJUriTa/lHOM peno3uToOpHjyMy YHHUBEpP3UTETA ¥
Beorpapay. '

Jlo3Bos/bpaBaM Ja ce oGjaBe MOjH JIMYHH IOJALM BE3aHHW 3a JloGHWjame aKaJeMCKOT Ha3HBa

JOKTOpPA HAYKaA, Ka0 LUITO CYy UMe U lIpe3rMe, 'ojJlMHd U MeCTO pobema H AaTyM U,U,ﬁpaHE pajd.

OBH JIMYHH IIOJALH MOTY Ce 06jaBUTH Ha MPEXKHHUM CTpaHUIlaMa JUTHUTAJHe BUBIHOTEKE, ¥
€/IeKTPOHCKOM KaTaJIory ¥ y Iyb/uKauHjaMa YHUBep3uTeTa y beorpany.

VY Beorpany, 20.3.2026. ITornyc ayTopa

i



obpasay uzjase o kopuwhersy

H3jaBa 0 kopuirhemy

OsnamhyjeM YHuBepsuTeTcky 6u6anoTeky ,CBetosap Mapkosuh” ga y Jlurdranzu
- penosuTopujym YVHHBepauTeTa y Beorpajly yHece Mojy AOKTODPCKY AMCEPTaLHjy TOA
HaCJIOBOM:

"'_HCHHTHBaH)e VAPYXXeHOCTHU nojauMopdusamMa resa peryjaTtopa BACKVJIADHE XOMeOoCTa3e ca

DHU3UKOM O/ Da3Boja TEIKHUX KOMIUIMKALMja M KCXO0JOM KOJ XUPYPIIKUX NalyjeHaTa ca

CEK ADHWUM MEPHUTOHUTHCOM

Koja je Moje ayTOpCKO AeJo.

JMcepranujy ca CBUM Npuao3uMa npejaja caM y eJIeKTPOHCKOM ¢opMaTy MOrOJZHOM 3a
TpajHO apXUBHUPAbE.

Mojy nokropcky aucepTanujy noxpameny y JUrHTagsHoM PETOBHTOPHjYMYy YHUBEDP3UTETA V
Beorpagy u focTynHy y 0TBOPEHOM MpPHCTYNy MOry a KOPHCTE CBH KOjH MOIITYjy oapenbe
cajpxxaHe y ofabpanom Tumny uieHue Kpeatusne sajesinune (Creative Commons) 3a kojy cam
ce oAIy4uno /na.

1. AytopcTtio (CC BY)
2. AyropcTro - HekoMmepuujanHo (CC BY-NC)
@Ay'ropC'rBo — HeKoMepuujaaHo - 6e3 npepasa (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpPCTBO — HEKOMEPUHMjaIHO — JIe/IUTH 110/ HCTHM yCJI0BHMa (CCBY-NC-SA)
5. AytopcTBo - 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyTOPCTBO — IGTUTH NOJ, HCTUM ycaoBuMa (CC BY-SA)

(MonmMo /ia 3a0Kpy»XHTe CaMo jeAHY O LIeCT MOHYhHeHHX JIMLEeHLH. KpaTak onuc nmuneHnu je
CaCTaBHH [le0 OBe u3jaBe).

Y Beorpaay, 20.3.2026. IMoTouc ayropa

Slanssge” Posk




1. AyTopcTBo. /[03BoJ/baBaTe YMHOMaBamwe, JUCTPUOYLUjY W jaBHO caoNliTaBakbe JAena, u
npepaje, ako ce HaBeje HMMe ayTopa Ha Ha4MH oApeheH of cTpaHe ayTopa WM JaBaoLa
JIMIEHIIE, YaK U y KoMepuujasmHe cBpxe. OBO je Hajc/1060/1HMja 0] CBUX JTUIEHIIH.

2. AyTopcTBO - HeKoMepuHjasHo. /[03BO/baBaTe yMHO)KaBake, AMUCTPUOYLHMjy W jaBHO
caomiuTaBambe Jiesia, M Ipepaze, ako Ce HaBeJe MMe ayTopa Ha Ha4yuH ofapelhen ox cTpaHe
ayTopa WM asaona naunenne. OBa JULEeHLA He A03B0J/baBa KOMEPLHjaIHY ynoTpedy jaea.

@ AyTOpCTBO - HEKOMepuHujaJjHo - Oe3 npepaja. Jlo3Bo/kaBaTe YMHOXaBambe,
JUCTPpUOYNUjY W jaBHO caomlinTaBame Jiesa, 6e3 MpoMeHa, NpeoGMKoBamka WM yrnoTpebe
ZleJla y CBOM JieJly, aKo Ce HaBe/le MMe ayTopa Ha HayuH oJfipeheH oj cTpaHe ayTopa WJIH
gasaoua auueHue. OBa JIMLEHIA He [03B0/baBa KOMEPLHjaJIHy ynoTpelOy zena. Y ofHOCY Ha
CBe ocTaJie JIMIeHlle, 0BOM JIMIIEHI[OM Ce orpaHuyaBa HajBehu o6uM npaBa kopuwhema JeJa.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpUHjaJIHO - JAEeJUTH IOk HCTHM yciaoBuma. Jlo3Bo/baBaTe
YMHOXXaBatbe, JUCTPUOYLH]Y H jaBHO CaoNIUTaBak-e JAesa, W Impepaje, ako ce HaBeJe HUMe
ayTopa Ha HauuH ozpeheH of cTpaHe ayTopa WM JaBaona JIMIEHLE U aKo ce npepaja
AucTpubydpa [of HWCTOM WM CJIWYHOM JtHueHnoM. OBa JIMIeHLIa He JI03BOJbaBa
KOMepILHja/lHy ynoTpeby Aesa U npepasa.

5. AyropcTtBOo - 6e3 mpepajga. /lozBo/baBaTe yMHOXKaBakbe, AUCTPUOyLHjy U jaBHO
caomuTaparme Jgesa, 6e3 IpoMeHa, MpeobIUKOBakba UM yIoTpebe gesa y CBOM JeJly, ako ce
HaBeZe UMe ayTopa Ha Ha4yuH ofpeDheH OJ CTpaHe ayTopa HWJH AaBaola JjuueHne. OBa
JIMIIeHIIa N03BOJ/baBa KOMepLujaiHy ynorpeby gesa.

6. AYyTOpPCTBO - A€/IUTH NOJ HCTHM yCJI0OBUMA. /|03BOJ/bAaBATE YMHOXKaBamke, JJUCTPUOYLIH)Y
U jaBHO caomiTaBakbe JieJia, U Npepaje, ako ce HaBeJe UMe ayTopa Ha Ha4yuH ozpehen og
CTpaHe ayTopa WJIM JaBaola JIMIEHIe H ako Ce npepaja AucTpubyupa noj HCTOM HIIH
CIUYHOM JiMlieHIoM. OBa JIMIEHIIA 03BO/baBa KOMEPIHjaJIHy yrnoTpeby Ziesa U mpepaja.
CiugHa je copTBEPCKUM JIMIEHIIaMa, OIHOCHO JIUIeHIIaMa OTBOPEHOT Ko/1a.



