NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Naucnog veéa Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrZanoj dana
28.04.2016. godine, broj 5940/4, imenovana je komisija za ocenu zavrSene doktorske
disertacije pod naslovom:

,» Povezanost bronhoskopske, klinicke i radiografske dijagnostike kod obolelih od
sarkoidoze*

kandidata mr dr Spasoja Popevica, zaposlenog u Klinici za pulmologiju Klinickog centra
Srbije na radnom mestu Sefa Kabineta za interventne pulmoloSke postupke Odeljenja
bronhoskopije i1 invazivne dijagnostike i klinickog asistenta na Medicinskom fakultetu
Univerziteta u Beogradu.

Mentor je prof. dr Dragana Jovanovic.

Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:

1. Prof. dr Violeta Mihailovi¢-Vucini¢, redovni profesor katedre Interne medicine
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu

2. Prof. dr Vesna Skodri¢-Trifunovi¢, vanredni profesor katedre Interne medicine
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu

3. Prof. dr Dragan Mandari¢, redovni profesor katedre Hirurgije (Grudna hirurgija)
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (u penziji)

Na osnovu analize prilozene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene

doktorske disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta sledeci



1ZVESTAJ

A) Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacijamr sci Spasoja Popeviéa napisana je na 89 stranai podeljena
je na sledeca poglavlja: uvod, ciljevi rada, materijal i metode, rezultati, diskusija, zakljucci
i literatura. U disertaciji se nalazi ukupno 14 dika, 13 tabelai 29 grafikona. Doktorska
disertacija sadrzi sazetak na srpskom i engleskom jeziku, biografiju kandidata, podatke o
komisiji i priloge.

U uvodu su jasno definisani problem savremene dijagnostike sarkoidoze, koja je
bolest multisistemskog tipa, nepoznate etiologije, Cija je osnovna karakteristika formiranje
nekazeifikujuéih granuloma u razliCitim tkivima i organima. Posle osvrta na
epidemiologiju i patogenezu bolesti, kandidat detaljno opisuje simptomatologiju |
dijagnosticka ispitivanja u sarkoidozi, sa posebnim akcentom na biomarkere i invazivnu
dijagnostiku (bronhoskopiju). Opisana je uloga endoskopskog nalaza, pojedinih tehnika
biopsije, ukljuujuci i najnoviju (endobronhijalni ultrazvuk-EBUS tj EBUS vodjenu
transbronhijalnu iglenu aspiracionu biopsiju uvecanih limfnih nodusa u medijastinumu)
koja se od 2013.godine sa velikim uspehom primenjuje u Klinici za pulmologiju. Na kraju
uvoda, posebno su navedeni razlozi za sprovodjenje ispitivanja koje je tema doktorske
disertacije.

Cilj rada je precizno definisan. Cilj ispitivanja je bio utvrditi povezanost klinickih,
radiografskih i bronhoskopskih nalaza kod obolelih od sarkoidoze, u cilju procene

klinickog toka i aktivnosti bolesti.

U poglavlju Materijal i metode navedeno je da je opservacijsko (deskriptivno)
kliniCko istrazivanje (studija preseka) sprovedeno u Klinici za pulmologiju Klinickog

centra Srbije.

Prospektivnom analizom je obuhvaden uzorak od 571 bolesnika sa bronhoskopski i
histoloski verifikovanom sarkoidozom, u razliCitim stadijumima pluéne sarkoidoze i
razliitim klinickim manifestacijama bolesti, u periodu od 2012-2015. godine. Kod
bolesnika ukljuCenih u istrazivanje uzeta je detaljna anamneza i obavljen klinicki pregled a
potom ucinjene laboratorijske analize u smislu detektovanja biomarkera sistemske
sarkoidoze od znaCaja za procenu njene aktivnosti:aktivnost angiotenzin-konvertujuceg
enzima (ACE) u serumu i aktivnost hitotriozidaze u serumu. Kod svih bolesnika ucinjena



je radiografija grudnog kosa i bronhoskopija sa biopsijom a kod odabrane grupe bolesnika
sa hronitnom sarkoidozom u cilju procene aktivnosti bolesti i pozitronska emisiona
tomografijalkompjuterizovana tomografija (PET/CT) grudnog koSa. Za svakog bolesnika
popunjen je upitnik koji sadrzao sledeée delove: demografske karakteristike ispitanika
istoriju bolesti: klinicki, radiografski, bronhoskopski i laboratorijski nalaz. U cilju procene
klinickih simptoma bolesti formiran je sopstveni simptom skor koji je obuhvatao sledece
simptome sarkoidoze : kaSalj, bol u grudima, otezano disanje, bol u kostima, otoke
zglobova, probleme sa kozom, glavobolju, diplopije, ispade kranijalnih nerava, osecaj
zamora, i probleme sa snom. Svaki pojedinacni simptom skorovan je sa jednim bodom,
tako da je maksimani simptom skor iznosio 11. Svi upitnici su Sifrirani, podaci o
obelezjima kodirani, napravljena baza podataka (u MS Excel programu) i izvrSena
kompjuterska obrada odgovarajuéim statistiCkim tehnikama. Analiza i obrada podataka
sastojalaseiz dvadela

Prvi deo bilaje deskripcija svih bolesnika.

U drugom delu je posmatrana statisticka povezanost pojedinih varijabli: laboratorijskih,
klinickih, radiografskih i endoskopskih karakteristika sarkoidoze.

StatistiCka znaCajnost varijabli (smptoma, radiografskog i endoskopskog nalaza) je

procenjivanaje 2 testom.

Posto aktivnosti serumske hitotriozidaze i ACE nisu pratile normalnu distribuciju (5to je
testirano Kolmogorov-Smirnov i Shapiro-Wilk testovima normane raspodele) u
statistickoj analizi ovih podataka su koris¢eni neparametrijski testovi (Kruskal-Wallis i
Spearman-ova korelacija) arezultati prikazani kao medijane sainterkvartilnim intervalima

(IQR).
U poglavlju Rezultati detaljno su opisani i jasno predstavljeni svi dobijeni

rezultati.

Diskusija je napisana jasno i pregledno, uz prikaz podataka drugih istrazivanja sa
uporednim pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije.
Zakljucci sazeto prikazuju najvaznije nalaze koji su proistekli iz rezultata rada.

Koris¢ena literatura sadrZi spisak od 117 referenci.



B) Kratak opis postignutih rezultata
Ovo istrazivanje je pokazalo da od sarkoidoze skoro dvostruko CeS¢e oboljevaju Zene
(66,1%) nego muskarci (33,9%) i da je ta razlika statisticki visoko znatajna (x°=58,7,
p<0.001). Kod vecine bolesnika sa pluénom sarkoidozom (preko 70%) dominantni
simptomi i znaci su bili: suv i uporan kasalj, promene na kozi, zamaranje, bol u grudima,
oteZano disanje, kao i otoci zglobova. Skoro 80% bolesnika bilo je u prvom radiografskom
stadijumu bolesti a ngmanje ih je bilo u trecem i Cetvrtom stadijumu. Anaizom
laboratorijskih parametara aktivnosti sarkoidoze, kod muskaraca je registrovana statisticki
znaCajno veca aktivnost i ACE i hitotriozidaze. Nije bilo statisticki znafajne povezanosti
sa dobnom grupom bolesnika. Nadjena je visoko statistiCki znaCajna razlika u aktivnosti
hitotriozidaze u serumu izmedu bolesnika sa aktivhom i neaktivnom sarkoidozom.
Aktivnost ACE u serumu je isto tako statisticki znacCajno razliCita kod bolesnika sa
aktivnom bole$¢u u odnosu na grupu sa neaktivnom sarkoidozom.
Najveca aktivnost hitotriozidaze je detektovana kod bolesnika u drugom radiografskom
stadijumu bolesti.
Analiza ROC (,,Receiver-operating-characteristic curve) u predvidanju aktivnosti
sarkoidoze pokazala je da je nivo serumske hitotriozidaze od 100 nmol/mL/h pokazao
osetljivost od 82,5% i specificnost od 70,0%.
Vecina bolesnika je imala patoloski bronhoskopski nalaz, nezavisno od radiografskog
stadijuma bolesti a uoCena je visoko statistiCki znacajna povezanost endoskopskog nalaza i
radiografskog stadijuma bolesti (p<0.005). Od biopsionih tehnika,najveca pozitivnost
nalaza zabelezena je kod primene transbronhijalne iglene aspiracione biopsije.
Metoda koja je dala najveCi dijagnosticki doprinos kod nalaza limfnih nodusa u
medijastinumu manjih od 20mm je ultrazvuéno vodjena transbronhijalna iglena

aspiracionabiopsija.



C) Uporedna analiza doktor ske disertacije sa rezultatimaiz literature

U ovom radu kroz detaljnu analizu klinic¢kih, radiografskih i bronhoskopkih nalaza 571
bolesnika sa patohistoloski dokazanom sarkoidozom, ukazano je na znaCajnu povezanost

svih navedenih aspekata od znaCaja za dijagnostiku sarkoidoze.

Kao multisistemska, multiorganska bolest sarkoidoza moze imati Citav niz svojih klini¢kih
prezentacija, kojoj su sa druge strane pridodati varijeteti radiografskog nalaza i kao i

razliciti aspekti bronholoskog nalaza.

U preko 90% bolesnika sarkoidoza zahvata plu¢a i /ili limfne Zlezde medijastinuma pa

je to upravo razlog zasto se uglavnom dijagnostikuje i le€i od strane pulmologa.

Do definitivne dijagnoze sarkoidoze Cesto je veoma dug put. Ovi bolesnici se Cesto
pogreSno dijagnostikuju kao bolesnici sa drugim pluénim oboljenjima (kao na primer
bronhijalna astma i hroni¢na opstrukcijska bolest pluca).

Kasalj je veoma Cest i problematic¢an simptom kod sarkoidoze. TaCan mehanizam nastanka
kaSlja nije poznat. U studiji Tully-ja i Birring-a iz 2015.godine bronhijana
hiperreaktivnost i inflamacija disgnih puteva su medju glavnim potencijalnim uzrocima
kaslja Sto je u skladu s rezultatima ove studije gde je kod 81,8% bolesnika endoskopski
nadjena hiperemija sluznice. Jo$ jedno objaSnjenje za prisustvo hroni¢nog kaslja jeste
povisen nivo serumske aktivnosti ACE kod bolesnika. Snha i sar. pronasli su jaku vezu

izmedu ACE i osetljivosti refleksa kaslja u studiji iz 2011.godine.

Sindrom hroni¢nog zamora imalo je 81% bolesnika u ovom istrazivanju. Brojni autori,
medju kojima i Drent i sar. u istraZivanju objavljenom 2012. godine ovg sindrom

objasnjavaju postojanjem inflamacije i poliartralgijama.

U ovom radu koriS¢ena su dva aktuelna biomarkera sarkoidozne aktivnosti (ACE i
hitotriozidaza) i korelirana je njihova znaCajnost u odnosu na klinicke forme bolesti,

akutnu ili hronic¢nu, kao i u odnosu na aktivnu odnosno inaktivnu sarkoidozu.

Grupa autora sa Univerziteta u Sijeni (Bargagli i sar.) je uoCila znaCajno vecu aktivnost
hitotriozidaze u serumu kod obolelih od sarkoidoze u poredenju s kontrolnom grupom;
viSa aktivnost hitotriozidaze je takode zabelezena kod aktivne sarkoidoze u poredenju sa
bolesnicima sa neaktivnom boleS¢u. Postoji znaCajna povezanost radiografskog stadijuma
pluéne sarkoidoze i radiografskih CT karakteristika bolesti, Sto se poklapa sa rezultatima
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ove studije gde je nadena znacajna povezanost izmedu aktivnosti hitotriozidaze i stadijuma
pluéne bolesti, dok za ACE nije nadena veza. OpSte je prihva¢eno da radiografski nalaz
odrazava i prognozu bolesti, pa ova povezanost implicira da hitotriozidaza ima
prognosticki znacCaj. Slicno su potvrdili u svojim studijama i drugi autori (Grosso i sar.
Bargagli i sar. 2008. i 2013. i Golab i sar.). U ovoj studiji, vrednosti hitotriozidaze u
serumu bile su najveCe kod bolesnika u drugom stadijumu bolesti, Sto se razlikuje od
druge slicne studije Bargagli-ja i sar. koji su najvisu aktivnost hitotriozidaze nasli u
treéem stadijumu bolesti. Uocena diskrepanca samo doprinosi dilemi: da li je
hitotriozidaza enzim koji indukuje hiperekspresiju profibroticnih citokina tipa 2 (Th2)-5to
je u skladu sa Il radiografskim stadijumom pluéne bolesti-ili je pokazatelj aktivnosti

»svezih“granuloma, koji se mogu naci u Il stadijumu sarkoidoze?

Najvaznija razlika izmedu dva biomarkera (hitotriozidaze i ACE) je nadena u odnosu na
aktivnost sarkoidoze. Ova studija je pokazala visoku senzitivnost -82.5% za aktivnost
hitotriozidaze u serumu od samu 100/nmol/mL/h u potvrdi aktivhe sarkoidoze i
specificnost od 70% u iskljuCivanju aktivnosti sarkoidoze. Nivo ACE u serumu imao je
znatno nizu senzitivnost (66%) i specificnost (54%) u odnosu na aktivnost bolesti. Do
slicnih zakljucaka dosli su Bargagli i sar: kod 232 bolesnika sa sarkoidozom ROC analiza

je pokazala senzitivnost od 88.6% i specificnost od 92.8%

Bronholosko ispitivanje prvi je korak u definitivnoj dijagnostici pluénih lezija. Metode

koje su u svakodnevnoj praksi kod nasi u svetu koriste jesu :
1) Transbronhijalna biopsija plu¢a (TBB-Transbronchial (lung) biopsy)
2) Endobronhijalna biopsija (EBB-Endobronchial biopsy )

3) Transbronhijalna iglena biopsija (cTBNA/TBNA-Transbronchial needle aspiration
biopsy )

TBB je prihvaena kao standard za dijagnostiku svih bolesnika sa suspektnom

sarkoidozom bez obzira naradiografski stadijum i aktivnost bolesti .

U studiji turskih autora (Celikoglua i sar.) kod bolesnika u prvom stadijumu dokazano je
postojanje sarkoidnih granuloma u visokom procentu (55% prema 70% u drugom i treem
stadijumu).



Na naSem materijalu transbronhijalna biopsija je mnogo €eSce pozitivha nego negativna u
uznapredovalim stadijumima sarkoidoze i taj procenat iznosi ¢ak 89% za Il stadijum
plucne sarkoidoze. (p=0.018). Procenat nasih pozitivnih nalaza u prvom stadijumu je 10%,
Sto je dosta manje u odnosu na nalaze iz literature, ali se uklapa u nalaze Navanija i

saradnika koji imaju 12% pozitivnih nalaza u | stadijumu bolesti.

Endobronhijalna biopsija povecava efikasnost TBB za 10% udruZena sa ovom metodom
(78-86%) u studiji Guptai sar.

U mnogo sluCajeva respiratorna mukoza moze izgledati potpuno normalno ali EBB moze
biti dijagnostiCki metod i u ovim sluCajevima. Nekoliko studija (koriS¢ena rigidna
bronhoskopija-Benedicta i sar., Bybee-a i sar., i Friedman-ai sar.) prikazalo je pozitivne

EBB u 24% do 44% bolesnika Sto se uklapa u nalaze naSe analizirane grupe.

U studiji Moralesa i sar. dijagnosticka efikasnost TBNA u prvom i drugom stadijumu
sarkoidoze bila je 50%, uz znaCajno povecanje efikasnosti kada je bila udruzena sa TBB

(10% do 20%), Sto je potpuno u saglagju s rezultatima ovog istrazivanja.

Dijagnosticki doprinos od 100% ultrazvucno vodjene TBNA na relativno malom broju
bolesnika u ovoj studiji (svega 29) je potpuno u skladu sa drugim, sliCnim istrazivanjima,

a posebno komparativnom analizom Goyal i sar. iz 2014. godine.

D) Objavljeni radovi koji Cine deo doktor ske disertacije

Spasoje Popevi¢, Zorica Sumarac, Dragana Jovanovié, Dragan Babi¢, Mihailo
Stjepanovi¢, SneZana Jovici¢, Dragana Sobi¢-Saranovi¢, Snezana Filipovi¢, Branko
Gvozdenovi¢, Maja Omcikus, Andela Milovanovi¢, Jelica Videnovi¢-lvanov, Ana
Radovi¢, Vladimir Zugi¢, Violeta Mihailovi¢-Vugini¢. Verifying sarcoidosis activity:
chitotriosidase versus ace in sarcoidosis-a case-control study. Journa of Medica
Biochemistry Br. DOI: 10.1515/jomb-2016-0017

Rad je primljen za Stampu 08.04 2016.



E) Zakljucak (obrazloZzenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ,,Povezanost bronhoskopske, klinicke i radiografske
dijagnostike kod obolelih od sarkoidoze™ dr Spasoja Popevic¢a predstavlja originalni
naucni doprinos u razumevanju karakteristika i specificnosti dijagnostike sarkoidoze.
Analiza podataka ukazuje da u naSoj populaciji najceSCe oboljevaju Zene, srednjeg
zivotnog doba, uglavnom sa akutnom klinickom slikom sarkoidoze u | radiografskom
stadijumu bolesti.

Aktivnost bolesti, ispitivana biomarkerima serumskim ACE i serumskom hitotriozidazom,
ukazala je na serumsku hitotriozidazu kao znaCajno pouzdaniji biomarker, visoke
specifi¢nosti i senzitivnosti.

Serumska hitotriozidaza bila je u znaCajnoj korelaciji sa kliniCkom procenom aktivne
bolesti, radiografskim stadijumom bolesti i nalazom PET/CT koji je ukazivao na aktivnost
bolesti.

Bronholodka dijagnostika u signifikanthom procentu (86,5%) pokazala je neki od
modaliteta patoloSkog nalaza a najces¢i endoskopski nalaz bila je hiperemija bronhijalne
sluzokoze (81,8%).

Pokazana je znaCajna povezanost bronhoskopskog nalaza i radioloskog stadijuma bolesti.
Najveci procenat pozitivnih nalaza od bronholoskih metoda dala je TBNA.

EBUS dijagnostika dala je pozitivne rezultate kod svih bolesnika kod kojih je uCinjena,
mada je njihov broj iz tehnckih razloga bio veoma mali — svega 29.



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 sistematicno prikazani i
diskutovani, a iz njih su izvedeni odgovarajuci zakljucci.

Na osnovu svega navedenog, i imajuci u vidu dosadasnji naucni rad kandidata,
komisija predlaze Nau¢nom veCu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da
prihvati doktorsku disertaciju dr Spasoja Popevi¢a i odobri njenu javnu odbranu radi
sticanja akademske titule doktora medicinskih nauka.

U Beogradu, 30.06.2016.godine

Clanovi Komisije: Mentor:

Prof. dr Violeta Mihailovié¢-Vu€inié Prof. dr Dragana Jovanovic

Prof. dr Vesna Skodrié¢-Trifunovié

Prof. dr Dragan Mandari¢




