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Na sednici Nastavno — nau¢nog ve¢a Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrzanoj dana
11.09.2023. godine, broj 14/XVI-1/3-CK, imenovana je komisija za ocenu zavrSene doktorske

disertacije pod naslovom:

»Mehanizmi redoks ravnoteZe i inflamatornog odgovora nakon primene
metilprednizolona u dece sa multisistemskim inflamatornim sindrom udruZenim sa

COVID-19¢

kandidata dr Stase Krasi¢, zaposlene na Institutu za zdravstvenu zaStitut majke i deteta Srbije
,.Dr Vukan Cupi¢* u Beogradu.
Mentori doktorske disertacije su prof. dr Milica Bajceti¢, Institut za farmakologiju, klinicku
farmakologiju i toksikologiju, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu, i prof. dr Vladislav
Vukomanovi¢, Institutu za zdravstvenu zastitut majke i deteta Srbije ,,Dr Vukan Cupié*,
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu.
Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:
1. Prof. dr Janko Samardzi¢, predsednik, vanredni profesor Medicinskog fakulteta,
Univerzitet u Beogradu
2. Prof. dr Srdan Pasi¢, redovni profesor Medicinskog fakulteta, Univerzitet u Beogradu
3. Prof. dr Jelena Vojinovi¢, redovni profesor Medicinskog fakulteta, Univerzitet u Nisu
4. N. Sav. Dr Ivan Spasojevi¢, Institut za medicinska istrazivanja
5. Doc. dr Bojana Bozi¢ Cvijan, docent Medicinskog fakulteta, Univerzitet u Beogradu
Na osnovu analize prilozene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene doktorske
disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta sledeci

IZVESTAJ

A) Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija dr StaSe Krasi¢ napisana je na srpskom jeziku, u skladu sa Statutom
Univerziteta u Beogradu i Pravilnikom o doktorskim studijama na Univerzitetu u Beogradu.
Sadrzi ukupno 81 strana i podeljena je na slede¢a poglavlja: uvod, ciljevi rada, materijal i

metode, rezultati, diskusija, zakljucci 1 literatura. U disertaciji se nalazi ukupno 8 shema, 7



tabela, 10 grafikona i 9 slika; prve 3 slike (ilustracija) , slika 8 1 9 su preuzete i prevedene iz
naucne literature koja je pravilno citirana u tekstu i u spisku referenci. Doktorska disertacija
sadrzi joS: sazetak na srpskom i engleskom jeziku, podatke o komisiji, zahvalnicu, spisak
skraéenica korisc¢enih u tekstu, publikovane radove, biografiju doktoranta, Izjavu o autorstvu,
Izjavu o istovetnosti Stampane 1 elektronske verzije doktorskog rada i Izjavu o koriS¢enju.

U Uvodu su opisani definicija, etiologija 1 patogeneza multisistemskog inflamatornog
sindroma kod dece (MIS-C) udruzenog sa COVID-19, sa posebnim osvrtom na virusom-
indukovanu autoimunost i znacaj slobodnih radikala, interleukina i hemokina u citokinskoj
oluji koja je dalje povezana sa klinickom slikom i1 odgovorom na primenjenu terapiju. Detaljno
su opisani lekovi koji se koriste u terapiji MIS-C, sa posebnim naglaskom na mehanizme
delovanja metilprednizolona u blokiranju inflamatorne kaskade, hiperinflamatorne reakcije i
oksidativnog stresa koji se javljaju u akutnoj fazi bolesti.

Ciljevi rada su precizno definisani, a primarni ciljevi rada bili su da se utvrde promene: 1)
aktivnosti enzima antioksidativne zaStite u eritocitima pre 1 nakon terapije
metilprednizolonomn (MP) i indirektno proceni aktivnost dominantnih reaktivnih vrsta; 2)
oksidaciono - redukcionog potencijala (ORP) tj. ukupnog oksidativnog statusa u plazmi, pre i
nakon terapije MP; 3) inflamatornog odgovora odredivanjem imunofenotipa limfocita
periferne krvi. Sekundarni ciljevi rada bili su da se utvrdi povezanost izmedu parametara
oksidativnog stresa i inflamatornog odgovora sa: 1) biohemijskim i hematoloSkim parametrima
krvi; 2) ehokardiografskim nalazom pre i nakon terapije MP; 3) promenama u klini¢kom toku
1 ishodu bolesti.

U poglavlju Materijal i metode je navedeno da se radi o kohortnoj studiji koja je obuhvatila
67 dece (38 decaka i 29 devojCica) uzrasta do 18 godina lecena pod dijagnozom MIS-C
udruzenog sa COVID-19 u Institutu za zdravstvenu zastitu majke i detata Srbije “Dr Vukan
Cupi¢” od januara 2021. godine do aprila 2022. godine. Dijagnoza bolesti je postavljena na
osnovu preporuka Svetske zdravstvene organizacije. Jasno su definisani kriterijumi za
ukljucivanje i iskljucivanje iz studije. Svakom bolesniku sa potvrdenom dijagnozom MIS-C je
na prijemu u bolnicu uzeta detaljna anamneza, ucinjen kompletan fizikalni pregled, uradene
standardne hematoloske 1 biohemijske analize krvi, uzeti uzorci krvi za odredivanje parametara
oksidativnog stresa i imunofenotipa limfocita periferne krvi, seroloske analize na SARS-CoV-
2, uradeni EKG zapis i ehokardiogarsfki pregled. Protokol studije je shematski prikazan.
Pacijenti su leCeni primenom suportivne i imunomodulatorne, kortikosteroidne terapije -
pulsevi MP ili MP u standardnim dozama u zavisnosti od tezine klinicke slike. Protokol leenja

je shematski prikazan. Nacin odredevanja aktivnosti enzima antioksidativne zaStite u



eritrocitima, kao 1 odredeivanje oksidaciono-redukcionog potencijala i imunofenotipa limfocita
periferne krvi su detaljno opisani. Nacin odredivanja ehokardiografskih parametara je jasno
objaSnjen. Za statistiCku analizu koriS¢en je program SPSS 25.0 za Windows 10. Sve
statistiCke metode su smatrane statisticki znacajnim ako p < 0,05. Kalkulatorom za odredivanje
veli¢ine uzorka za nivo znacajnosti (CI) 95% 1 za granicu greske od 5%, procenjena veli¢ina
uzorka je bila 23 bolesnika.

Studija je sprovedena u skladu sa HelsinSkom deklaracijom, a odobrena je i od strane Etickog
komiteta, Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu i Instituta za zdravstvenu zastitu
majke i deteta Srbije ,.Dr Vukan Cupi¢“. Svi ispitanici bili su detaljno informisani o
protokolima i ciljevima studije i dali su pisani pristanak pre ukljucenja u studiju.

U poglavlju Rezultati detaljno su opisani i jasno predstavljeni svi dobijeni rezultati. Rezultati
rada su prikazani i statisticki obradeni na 17 strana uz graficke i tabelarne prikaze i slike — 9
grafika, 6 tabela 1 3 slike.

Diskusija je napisana jasno i pregledno, uz prikaz podataka drugih istrazivanja sa uporednim
pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije. Plan diskusije dat na 20 strana napravljen
u saglasnosti sa poglavljima iz Rezultata rada. Komparirani su rezultati rada sa najnovijim
podacima iz literature, pri ¢emu su naglasena nova saznanja, proistekla iz razultata ispitivanja
kandidata, a posebno u odnosu na ulogu i znacaj primene metilpredizolona u modulaciji
oksidativnog stresa, urodenog i steCenog imuniteta.

Zakljucci sazeto prikazuju najvaznije nalaze koji su proistekli iz rezultata rada. Doktorksa teza
je potvrdila radne hipoteze 1 odgovorila na unapred definisane ciljeve.

KoriS¢ena Literatura sadrzi spisak od 140 referenci koje su najnovijeg datuma, dok su sami

metodoloski postupci preuzeti iz referenci u kojima se prvo opisuju.

C) Kratak opis postignutih rezultata

U ovoj studiji je ucestvovalo ukupno 67 bolesnika, 38 decaka (56,7%) 129 devojcica (43,3%);
prose¢nog uzrasta 9,2 (IQR 6,3-12,9) godine. Svi bolesnici imali su povisenu telesnu
temperaturu, gastrointestinalne tegobe su bile najzastupljenije, dok je 57% bolesnika imala
kardiovaskularne (KV) manifestacije. Duzina trajanja bolesti nije uticala na tezinu klinicke
slike, kao ni na razvoj KV manifestacija. Sok je imalo 17,9% bolesnika, a najéesce se radilo o
kombinaciji kardiogenog i vazoplegi¢nog Soka. Prijem u odeljenje intezivne nege zahtevalo je
32,8% bolesnika.

Rezultati ove studije ukazali su da su kod svih bolesnika na prijemu poviSene vrednosti

reaktanata akutne faze (CRP, fibrinogen, D-dimeri), dok su negativni rektanti akutne faze



zapaljenja bili snizeni (albumini, natrijum). Dalje registrovano je da su bile povisene vrednosti
totalnog oksidativnog statusa plazme (TOPS), kao i da su bolesnici koji su primljeni u
Odeljenje intezivne nege imali statisticki znacajno viSe vrednosti TOPS. Takode, na prijemu
su bolesnici imali snizenu vrednost superoksid dizmutaze (SOD), §to je rezultovalo, sa jedne
strane intracelularnom akumulacijom superoksid anjona koji ima negativno intotropno dejstvo,
a sa druge strane povecanom aktivnoS¢u superoksid reduktaze i produkcijom vodonik
peroksida, koji je kod naSih bolesnika bio dominatna reaktivna kiseoni¢na vrsta.

Rezultati su ukazali na to da humoralni imunitet ima znacajnu ulogu u patogenezi MIS-C, dok
je kod bolesnika sa KV manifestacijama relativna koncentracija Natural Killer (NK) ¢elija bila
sniZena.

Pokazano je da su bolesnici sa KV manifestacijama imali viSe vrednosti CRP, proBNP i
relatvnu koncetraciju B limfocita, kao i da su bili stariji od bolesnika koji nisu imali KV
manifestacije. Takode, kod bolesnika koji su imali Sok registrovane su vise vrednosti CRP,
proBNP i troponina I, kao i nize vrednosti natrijuma, albumina i NK ¢elija. Kod bolesnika sa
Sokom na prijemu su bile statisticke znac¢ajno niza aktivnosti eritrocitne SOD.

Pokazano je postojanje pozitivne korelacije izmedu vrednosti CRP, proBNP i TOPS, kao i
umerena negativna korelacija izmedu ejekcione frakcije leve komore (EF LK) i relativnog
broja B limfocita 1 pozitivna korelacija izmedu EF LK 1 relativnih NK ¢elija. Pokazana je
pozitivna korelacija izmedu end-dijastolni dijametar (EDD) Z skora i TOPS; kao i negativna
izmedu EDD Z skora sa aktivno$¢éu SOD. Umerena negativna korelacija je primecena izmedu
EF LK i CRP; i EF LK i TOPS.

Nakon primene metilprednizolona (MP) pokazano je da dolazi do brze modulacije TOPS, t;.
znac¢ajnog smanjenja kiseoni¢nih radikala i porasta aktivnosti enzima antioksidativne zaStite u
eritrocitima. Dalje, registrovana je normalizacija klinickog nalaz i biohemijskih analiza nakon
primenjene terapije. Neuspeh lecenja registrovan je kod Sest bolesnika. Pokazano je da su ovi
bolesnici na prijemu imali nizu aktivnost katalaze, §to dalje usmerava metabolizam reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta ka Fentonovoj reakciji i stvaranju hidroksi radikala. Nakon primene MP doslo
je do normalizacije ehokardiografskih parametara.

U periodu pracenja, pokazano je da dolazi do postepenog oporavka i normalizacije aktivnosti
enzima antioksidativne, kao i potpunog oporavka imunofenotipa limfocita periferne krvi.
Ehokardiografski nalazi su ve¢ bili u granicama normale na otpustu iz bolnice, $to se odrzavalo

i u periodu pracenja.

D) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature



Pokazano je da oksidativni stres (OS) ima znacajnu ulogu u etiopatogenezi MIS-C, kao i da
brza modulacija OS i inflamatornog odgovara primenom metilpredizolona, zaustavlja dalju
progresiju i dovodi do promptnog klinickog pobolj$anja, koje se ogleda u normalizaciji telesne
temperature, gubitku simptoma i regresiji akutno nastale sr¢ane slabosti. Pokazano je da su u
sindromu sistemskog inflamatornog odgovora (SIRS) poviSeni ROS, a sniZzeni enzimi
antioksidativne zasStite, Sto odgovara naSim rezultatima koji se odnose na hiperinflamaciju u
MIS-C. Sli¢no je dokazano i kod bolesnika sa Kavasakijevom bolesc¢u (Perrone i sar., 2022).
Pokazali smo da postoji pozitivna korelacija izmedu TOPS 1 CRP, §to potrvduje da je OS u
skladu sa stepenom inflamacije. Ova tvrdnja je dodatno povrdena prisustvom pozitivne
korelcije izmedu TOPS 1 relativne koncetracije B limfocita, koji je inae povisena kod
bolesnika sa MIS-C i govori o ekspanziji autoreaktivnih ¢elija koje produkuju auto-antitela.
Takode, negativna korelacija TOPS sa relativnom koncentracijom T limfocita povrduje
¢injenicu da su autoimune reakcije u MIS-C uslovljene aktivacijom B-limfocita (Gruber i sar.,
2020, Graciano-Machuca 1 sar.,2021, Ramaswamy 1 sar, 2021). Ovi rezultati govore da
odredivanje TOPS kod bolesnika sa MIS-C ima veliki znac¢aj u proceni stepena inflamacije u
akutnoj fazi bolesti.

Pokazali smo da pacijenti sa KV manifestacijama imaju vise vrednosti TOPS. Osim §to smo
dokazali postojanje pozitivne korelcije TOPS i CRP, utvrdili smo da postoji pozitivna
korelacija izmedu TOPS i proBNP, §to zna¢i da su pacijenti sa mnogo intenzivnijom
inflamacijom imali izraZeniji OS, sa posledi¢nom izraZenijom depresijom funkcije miokarda.
Podaci iz literature pokazuju je da ROS mogu direktno da naruse kontraktilnu funkciju
kardiomiocita: 1) modifikuju¢i funkciju proteina koji povezuju ekscitaciju 1 kontrakciju, 2)
negativno uticu na dispoziciju kalcijuma u miokardu, 3) uzrokuju aritmiju, 4) aktiviraju
zapaljenski odgovor, 5) doprinose remodelovanju srca izazivanjem hipertrofije, fibroze,
apoptoze i nekroze (Tsutsui i sar., 2011, Miinzel i sar., 2017).

Pokazali smo da su nasi pacijenti imali snizenu aktivnost SOD pre leCenja MP, posebno oni
koji su primljeni u odeljenje intezivne nege. Ovo je u skladu sa nalazima da kod pacijenata sa
dijagnozom hiperinflamatornog sindroma, ukljuéuju¢i MIS-C, postoji povecanje
lipoperoksidacije kao i smanjeni antioksidativni kapacitet (Alonso de Vega i sar., 2002).
Povecan nivo O, moze dovesti do smanjene produkcije azotmonoksida (NO), endotelne
disfunkcije i poremecaja angiogenze (Andrés CMC i sar., 2023). Kako je kod nasih bolesnika
aktivnost SOD bila snizena pre terapije, moze se zakljuCiti da ona povecava aktivnost
superoksid reduktaze (SOR), koja katalizuje redukciju O>~ ¢ime se dobija H>O,. Samim tim,

zakljuceno je da je HoO> dominatna oksidativna vrsta kod bolesnika sa MIS-C.



Kod nasih pacijenta registrovana je poviSena koncentracija B limfocita 1 smanjena
koncentracija T limfocita, kako CD4+, tako i CD8+. U studiji Carter i saradnika prikazani su
sli¢ni rezultati — koncentracija CD4+, CD8+ i yo T celijske subpopulacije su bili snizene u
akutnoj fazi, dok su se u periodu rekonvalescencije koncentracije subpopulacija T celija
normalizovale (Carter i sar, 2020).

Kod nasih pacijenata pre terapije MP, registrovano je postojanje pozitivne korelacije izmedu
proBNP i relativnog broja B limfocita, kao i negativna izmedu proBNP i NK ¢elija. Posledi¢no,
stepen srcane slabosti bio je izrazeniji u koliko su bile viSe koncentracije B limfocita i nize NK
¢elija. Pokazano je postojanje jake pozitivne korelacije izmedu proBNP i IL10, kao 1 negativne
izmedu IL2 i proBNP. Dakle, povecanje koncentracije pro-BNP u krvi povezano je sa
inhibicijom imunokompetentnih ¢elija preko IL10 i smanjenjem nivoa IL2 u krvi, ¢ija je
funkcija da aktivira ¢elije u imunoloskim reakcijama (Scioli i sar., 2020).

U lecenju bolesnika sa MIS-C koris¢eni su samo kortikosteroidi kao imunomodulatorna
terapija. Ouldali 1 saradnici sproveli su meta analizu koja se odnosila na le¢enje bolesnika sa
MIS-C mlade od 21 godine. U zaklju¢ku meta-analize proizilazi je da je le¢enje IVIG sa KS
povezano sa brzim poboljSanjem kardiovaskularne funkcije u poredenju sa monoterapijom
IVIG-om (Ouldali 1 sar., 2023). Pokazano je da su IVIG nezavisan faktor za neuspeh leCenja,
jer se kod ovih bolesnika odrzavala poviSena telesna temperatura duze od 48h nakon
primenjena terapije, kao i da je tokom lecenja dolazilo do deterioracije funkcije LK i razvoja
kardiogenog Soka. To se moze objasniti drugac¢ijim mehanizmom delovanja u odnosu na KS,
kao 1 opterecenjem tecnosti tokom davanja IVIG (Vukomanovic i sar, 2021).

Nakon primene MP dolazi do znaCajnog porasta aktivnosti eritrocitne SOD 1 CAT. Gavan i
saradnici su pokazali da topikalna primena KS kod atopijskog dermatitisa povecava aktivnost
SOD (Gavan i sar., 1997), dok su Pennings i saradnici utvrdili da postoji porast aktivnosti
eritrocitne CAT nakon primene KS kod bolesnika sa astmom (Pennings i sar., 1999). Bednarek
1 saradnici su zakljucili da primena MP u Graves oftalmopatiji znacajno redukuje koncentraciju
H202 za koji smo pokazali da je glavni ROS kod nasih bolesnika (Bednarek i sar., 2004).
Kod bolesnika odmah nakon primene MP, zabeleZen je znacajan pad CRP, fibrinogena i D-
dimera, kao 1 proBNP. Registrovan je i porast serumske koncentracije natrijuma, albumina i
broja trombocita. Sve ovo govori u prilog brzoj modulaciji imunog odgovora nakon primene
MP sa znacajnom supresijom produkcije proinflamatornih citokina. Reverzijom kapilarne
permeabilnosti, koja je jedan od glavnih patofizioloskih mehanizama u razvoju KB i MIS-C,

potiskivanjem migracije fibroblasta i polimorfonukleara, kontrolom brzine sinteze proteina i



stabilizacijom lizozoma na celijskom nivou, MP takode mozZe kontrolisati ili spreciti
inflamaciju (Ocej 1 sar., 2023).

Osim znacajnog poboljSanja laboratorijskih markera, registrovano je i poboljSanje klinickog
stanja, kao i1 ehokardiografskih parametara nakon primene MP. Naime, registrovan je znacajan
porast EF LK ve¢ tre¢eg dana hospitalizacije. Nasi rezultati su u skladu sa drugim studijama
(Belhadjer 1 sar., 2020, Vukomanovic i sar., 2021, Ouldali i sar., 2023).

Neuspeh leCenja zabelezen je kod 8,9% bolesnika, dok je taj procenat pre primene MP bio
znacajno veci (Vukomanovic i sar., 2021). Pokazali smo da su devojcice imale skoro 10 puta
veci rizik za neuspeh lecenja, kao i mladi pacijenti. Sugunan i saradnici su pokazali da
neinvazivna ili invazivna potpora disanju, zahvacenost Sest ili viSe organa, trombocitopenija 1
patoloski nalaz na rentrgenografiji srca i plu¢a predstavljaju faktore rizika za neuspeh le¢enja
MP (Sugunan i sar., 2022). U nasoj kohorti, nakon primene MP, kod ovih pacijenata sa
zabelezenim neuspehom lecenja doslo je do povecanja TOPS. Komatsu i saradnici su pokazali
da kod pacijenata sa hronicnom opstruktivnom boles¢u plu¢a doslo do normalizacije ROS
nakon primene KS, kao i da kod onih koji su umrli doslo je do porast ROS (Komatsu 1i sar.,
2007). Stoga TOPS, moze biti koristan biomarker prilikom procene odgovora na terapiju.

U nasoj grupi pacijenata, H>O» je bio dominantna ROS. Glutation peroksidaza i CAT glavni
enzimi antioksidativne zastite koji redukciju toksi¢ni HoO> u H>O. Naime, kod nasih bolesnika
na prijemu nije registrovana povisena aktivnost GSH-Px niti GR, ¢ime nije bila moguca
redukcija H2Oz, $to je rezultovalo insuficijencijom puferskih sistema i znacajnim OS. Naime
kako je aktivnost CAT bila snizena kod bolesnika kod kojih je registrovan neuspeh leCenja,
moze se zakljuciti da je Fentonovom reakcijom H>O> u potpunosti prelazio u hidroksi-radikal
(OH-) (Schieber i sar., 2014). To moze objasniti i porast TOPS nakon primenjene terapije.

E) Objavljen rad koji ¢ini deo doktorske disertacije

Krasic S, Vukomanovic V, Ninic S, Pasic S, Samardzija G, Mitrovic N, Cehic M, Nesic D,
Bajcetic M. Mechanisms of redox balance and inflammatory response after the use of
methylprednisolone in children with multisystem inflammatory syndrome associated with
COVID-19. Front Immunol. 2023 Aug 14;14:1249582. doi: 10.3389/fimmu.2023.1249582.
PMID: 37646033; PMCID: PMC10461094. (kategorija M21, IF 8,0)

F)Zakljucak (obrazloZenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ,,Mehanizmi redoks ravnoteZe i inflamatornog odgovora nakon primene
metilprednizolona u dece sa multisistemskim inflamatornim sindrom udruzenim sa COVID-
19% dr Stase Krasi¢, predstavlja originalni nau¢ni doprinos 1 pruza nova saznanja o uticaju

primene metilpredizolona na oksidativni stres 1 inflamatorani odgovor kod dece sa MIS-C, kao



1 saznanja o znacaju oksidativnog stresa i reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u patogenzi MIS-C.
Studija je jedinstvena, jer totalni oksidativno-redukcioni potencijal 1 aktivnost enzima
antioksidativne zastite u eritrocitima kod bolesnika sa MIS-C do sada nisu analizirani. Najveci
naucni doprinos disertacije se ogleda u moguénosti brzog odredivanja totalnog oksidativnog
statusa u plazima i aktivnosti enzima antioksidativne zastite u cilju pracenja odgovora na

primenjenu terapiju 1 toka bolesti kod dece sa MIS-C.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima naucnog istrazivanja. Ciljevi su
bili precizno definisani, naucni pristup je bio originalan i pazljivo izabran, a metodologija rada
je bila savremena. Rezultati su pregledno i sistemati¢no prikazani i diskutovani, a iz njih su

izvedeni odgovarajuci zakljucci.

Na osnovu svega navedenog, i imaju¢i u vidu dosadas$nji naucni rad kandidata, komisija
predlaze Naucnom vecu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati doktorsku
disertaciju dr Stase Krasi¢ i odobri njegovu javnu odbranu radi sticanja akademske titule

doktora medicinskih nauka.

Beograd, 28.09.2023. godine
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