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Opijumski mak (Papaver somniferum L., Papaveraceae ) iz c¢ijih se zelenih ¢aura
zasecanjem dobija opijum, glavna sirovina za ilegalnu proizvodnju heroina, jed-
ne od najcesce koriséenih i najopasnijih droga.

Od 1987. godine, 26. jun obelezava se $irom sveta kao Internacionalni dan pro-
tiv zloupotrebe i nedozvoljenog prometa droga. Taj dan je prilika da se svi zaje-
dno podsetimo na pogubne posledice zloupotrebe droga i istaknemo znacaj
borbe svih struktura drustva u njenom sprecavanju.

Opium poppy (Papaver somniferum L., Papaveraceae ) from whose immature
fruit cutted opium is obtained. Opium is the main raw material for illegal produ-
cing of heroin, one of the most used and dangerous drugs.

From 1987, June 26 celebrates as the International Day against Drug Abuse and
Illicit Trafficking. This day should remind all of us to baleful consequences of
drug abuse and to emphasize the significance of fight against it by the whole
society.
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Kvantitativna analiza promene numericke gustine neurona zupcastog

jedra ¢oveka tokom razvoja

Quantitative analysis of the change in neuronal numerical density of the human

nucleus dentatus within development

Radmila Gudovi¢*, DuSica L. Mari¢*, Bojana Krstonos$i¢*, SiniSa S. Babovic*,
Dusan Ristanovi¢’, Nebojia T. Miloevi¢'

*Univerzitet u Novom Sadu, Medicinski fakultet, Zavod za anatomiju, Novi Sad, Srbija;
TUniverzitet u Beogradu, Medicinski fakultet, Institut za biofiziku, Beograd, Srbija

Apstrakt

Uvod/Cilj. Uloga zupcastog jedra jeste da uskladi ulazne
informacije iz donjeg olivarnog komplementa i razli¢itih
delova mozdanog stabla ili kicmene mozdine sa izlaznim in-
formacijama iz kore malog mozga. Da bi se razumele funk-
cije i veze zupcastog jedra, veoma je vazno da se prouci nje-
gov razvoj. Cilj ove studije bio je da se utvrdi da li se nume-
ricka gustina neurona zupcastog jedra ¢oveka u razlic¢itim
stadijumima razvoja smanjuje po zakonitosti koja bi mogla
da se matematicki formulise. Metode. Za ovu studiju koris-
tili smo 25 covecijih mozgova razlicite gestacijske starosti
(12,5-31 gestacijske nedelje) i jedan mozak novorodenceta
starog Sest dana. Mozgove smo fiksirali u 10% formalinsko-
alkoholnom rastvoru, kalupili u parafinu, sekli na 5 ili 30 pm
1 bojili po metodi krezilviolet. Za odredivanje numericke gu-

Abstract

Background/Aim. The role of the dentate nucleus is to
coordinate input information coming from the lower olivary
complex and various parts of the brainstem of the spinal
marrow with the output information from the cerebellar
cortex. To better understand functions and relations of the
dentate nucleus it is highly important to study its develop-
ment process. The aim of this study was to determine a
possible mathematical model of decrease in neuronal nu-
merical density of the human wuclens dentatus at different
stages of development. Methods. This study included 25
fetal brains of different age (12.5-31 weeks of gestational
age and one brain of a 6-day-old newborn). The brains were
fixed in 10% formalin-alcohol solution and embedded in
paraffin. Sections were cut at a thickness of 6, 15, and 30
pm and stained with cresyl violet. Each fifth section was
analyzed using a light microscope, and numerical density of

stine neurona zupcastog jedra koristili smo Weibel-ovu
mrezicu M42. Celije smo brojali na svakom petom rezu pod
optickim mikroskopom. Rezultati. Dobijeni rezultati uka-
zali su na stalno smanjenje vrednosti numericke gustine.
Promene numericke gustine u razli¢itim stadijumima razvoja
prate zakonitosti Bolcmanove krive. Strmi deo Bolecmanove
krive odgovara rastu dorzomedijalne lamine i pojavi zacetka
ventrolateralne lamine, dok preostali relativno horizontalni
deo Bolcmanove krive odgovara razvoju obe ove lamine.
Zakljucak. Bolcmanova funkcija moze da se smatra mate-
matickim modelom promene numeri¢ke gustine neurona
zupcastog jedra tokom njegovog razvoja.

Kljucne reci:
mozak; anatomija; neuroni; fetus, smrt; novorodence;
celije, broj; histoloske tehnike.

dentate nucleus neurons was established using the M42
Weibel's grid system. Results. The obtained results revealed
a constant decrease in numerical density value. The changes
of numerical densities at different stages of development
correspond with Boltzmann function principles. The first,
almost perpendicular part of Boltzmann function corre-
sponds with the development of the dorsomedial lamina
and the appearance of ventrolateral lamina primordium. The
second, more or less horizontal part of Boltzmann function
corresponds with the development of both laminae. Con-
clusion. The obtained results indicate that Boltzmann
function can be considered a mathematical model of change
in neuronal numerical density of dentate nucleus at different
stage of development.

Key words:
brain; anatomy; neurons; fetus, aborted; infant,
newborn; cell count; histological techniques.

Correspondence to: Radmila Gudovi¢, Univerzitet u Novom Sadu, Medicinski fakultet, Zavod za anatomiju, Hajduk Veljkova 3, 21000

Novi Sad, Srbija. Tel.: +381 21 661 57 51. E-mail: radmilagudovic

mail.com
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Uvod

Zupéasto jedro (nucleus dentatus) ima izgled viSestruko
izuvijane trake sive mase, Cija je razvijenost najizrazenija
kod coveka. Izuvijanost zupCastog jedra odgovara izrazitom
poveéanju neokortikalnih delova velikog i malog mozga.
Pretpostavlja se da je ovaj razvoj povezan s korisnim i dobro
uskladenim pokretima prstiju, a ne sa bipedalnim hodom.
Takode, pretpostavlja se da je razvoj zupcastog jedra uslov
za razvoj visih funkcija malog mozga kao §to su kognitivne
funkcije i motorika jezika'. Novija istraZivanja ukazuju na
mogucnost da se zupcasto jedro sastoji od dva prostorno
odeljena dela — motornog i nemotornog . Motorni deo jedra
odgovara dorzomedijalnoj plo¢i (lamini) zupcastog jedra i
sadrzi izlazne informacijske kanale koji se zavrSavaju u od-
redenim podrugjima kore velikog mozga . Nemotorni deo
zupcastog jedra odgovara njegovom ventralnom delu koji je
povezan sa prefrontalnom korom reciproénim vezama**
Zupcasto jedro ima veoma bogate veze i sa drugim struktu-
rama mozga. Uloga zupcastog jedra jeste da uskladi ulazne
informacije iz donjeg olivarnog kompleksa i razlicitih delova
mozdanog stabla ili kicmene mozdine sa izlaznim informa-
cijama iz kore malog mozga. Na taj nacin, zupcasto jedro
ima kljucni polozaj u cerebelarnim neuronskim krugovima, a
njegovi aksoni predstavljaju glavni izlazni sistem malog mo-
zga®.

Da bi se razumele funkcije i veze zupcCastog jedra, ve-
oma je vazno da se dobro prouci njegov razvoj. Razvoj zup-
Castog jedra kod ¢oveka proucavali su mnogi autori koristeci
klasi¢ne anatomske, histoloske i morfoloske analize °**

U naSem prethodnom radu®, koristili smo klasi¢nu ste-
reolosku metodu da bismo prikazali promene numericke gu-
stine u toku razvoja zupcastog jedra. Poznato je da je stere-
ologija grana primenjene matematike koja omoguéava tro-
dimenzionalnu analizu slike na bazi kriterijuma geometrijske
verovatnoc¢e. Jedan od veoma vaznih, ali istovremeno i naj-
varijabilnijih, stereoloskih parametara je numericka gustina
(Ny). Ona predstavlja broj ¢elija u odredenoj zapremini tki-
va'®. U ovom radu koristili smo izra¢unate vrednosti Ny jez-
gara nervnih ¢éelija zupCastog jedra ¢oveka u razli¢itim gesta-
cijskim nedeljama (g.n). Dobijene vrednosti prilagodavali
smo (fitovali) dvema matematickim funkcijama da bismo
predlozili odgovaraju¢i matemati¢ki model koji opisuje Ny.
Pronalazenjem takvog modela pokusali smo da prikazemo
moguce veze izmedu promene numeri¢ke gustine i fiziolos-
kog sazrevanja zupcCastog jedra.

Metode

Za ispitivanje promene numericke gustine zupcastog
jedra koristili smo 25 fetalnih mozgova Coveka starosti od
12,5 do 31 g.n. i mozak novorodenceta starog Sest dana (1
postnatalna nedelja — p.n.d). Svi koris¢eni fetusi poticali su
iz Klinike za akuSerstvo u Novom Sadu, a dobijeni su posle
spontanih ili medicinski indikovanih pobacaja. Novoroden-
¢ad su umrla posle respiratornog distresa. Svi mozgovi saku-
pljeni su u periodu od oko cetiri godine. Ni na jednom fetu-
su, niti mozgu, nisu makroskopski uo¢ene malformacije, niti

neka oboljenja. Starost fetusa odredivna je prema Olivier-
Pineau "°. Posle vadenja mozgova iz lobanjskih duplji, fiksi-
rali smo ih u 10% formalinsko-alkoholnom rastvoru kome je
dodato nekoliko kapi siréetne kiseline. Proces fiksacije trajao
je Cetiri nedelje. Mozgovi su zatim dehidrisani u ushodnoj
seriji gradijenta alkohola (50, 60, 70, 96 1 100%), prosvetlja-
vani u tri izmene ksilola i kalupljeni u parafinu. Da bi se do-
bio optimalan broj preseka za svaku g.n, mozgovi su serijski
seceni na isecke debljine 15 ili 30 um. Svaki peti isecak bo-
jen je po metodi krezilviolet i prouc¢avan pod optickim mi-
kroskopom, uz kori$éenje objektiva sa imerzijom (occ. 10;
obj. 100).

Za brojanje jedara nervnih celija koriséen je svaki treci
obojeni rez u rostrokaudalnom pravcu. Na svakom preseku
brojali smo ukupno 20 polja testiranja: 10 na levoj i 10 na
desnoj strani. Kod mladih fetusa sva testna polja bila su po-
stavljena u jednom redu. Kod starijih fetusa, gde su se mogle
razlikovati obe lamine, 5 polja testiranja izbrojano je u dor-
zomedijalnoj, a pet u ventrolateralnoj lamini. Posto je uoc¢eno
da postoji jasan odnos izmedu precnika jedra, koje ima oblik
lopte i njegovog profila, vrednost izmerenog preénika svakog
jedra celije korigovana je za vrednost 4/n. U svakoj ispitiva-
noj g.n. brojali smo 240 testnih polja. Jedra nervnih Celija
brojali smo na optickom rezu koristeéi visenamenski sistem
testiranja M42 po Weibel-u. Prema nasem iskustvu, ovaj si-
stem testiranja je najoptimalniji za ovu vrstu brojanja, kada
je re¢ o zupcCastom jedru u razvoju. Zbog brojanja jedara na
optickom rezu, u formuli za izraGunavanje numericke gusti-
ne, debljinu reza zamenili smo subjektivnom dubinom foku-
sa (DF). Prakti¢no, za izraCunavanje numericke gustine kori-
stili smo sledeé¢u formulu '

N
N, = A
" DbF+D, "

gde je N, broj nervnih ¢elija na podrucju testiranja, Dg pro-
secni precnik jedra nervne Celije i DF dubina fokusa. Moguci
efekti koji bi mogli da modifikuju rezultate merenja, a koji
uti¢u na vrednost numericke gustine (kao Sto je neravnomer-
no skvrc¢avanje u toku fiksacije), umanjeni su koris¢enjem
uputstava koje je predlozio Haug .

)

Rezultati

U svakom ispitivanom stadijumu razvoja brojali smo
jedra nervnih ¢elija na 240 polja testiranja i izraCunali nume-
ricku gustinu pomocu jednacine 1. Za svaki stadijum izracu-
nali smo srednju vrednost i standardnu gresSku. Ove vrednosti
za svaki od ispitivanih stadijuma prikazane su u tabeli 1.

Za procenu promene numericke gustine u razlic¢itim
stadijumima razvoja (t,) zavisnost srednje vrednosti Ny od t,
prikazali smo graficki, a zatim smo ispitivali koja funkcija se
najbolje uklapa u prikazanu zavisnost. Za kriterijum odabira
funkcije koristili smo statisti¢ku ocenu koeficijenta korela-
cije (R) fitovane krive. Konkretno, ako se R fitovane krive
razlikuju od nule na nivou znacajnosti p< 0,05 (minimal-
no!), tada izmedu Ny i t, postoji stroga korelacija opisana je-
dnacinom funkcije koja fituje ovu zavisnost.

Gudovi¢ R, et al. Vojnosanit Pregl 2011; 68(6): 471-475.
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Tabela 1.
Vrednosti numericke gustine (Ny) zupcastog jedra
u razli¢itim stadijumima razvoja (t,)

t, (g.n.) Broj mozgova Ny 10* (mm™)
12,5 4 273 £5
17,5 5 28,0 £ 0,6
19,5 4 16,0 £0,4
24 4 14,0 £0,5
31 4 13,6+0,3

1 p.n.d. 4 11,5+0,3

Svaka vrednost prikazana je kao aritmeticka sredina + standardna greska; u
svakom stadijumu razvoja prikazan je i broj mozgova sa kojih je odredivana
numericka gustina; g.n. — gestacijska nedelja;

p.n.d. — postnatalna nedelja

Sledeci prethodno opisani kriterijum, pronasli smo dve
funkcije, racionalnu i Bolcmanovu (slika 1) kod kojih je R
statisticki znacajno razli¢it od nule. Ako se zavisnost Ny od
t, fituje racionalnom funkcijom (slika 1A), tada se promena
Ny prikazuje jednacinom:

b
ty +a

Ny, =c+ 2
u kojoj a, b i ¢ predstavljaju parametre fitovanja. U drugom
slucaju, kada je zavisnost fitovana Bolcmanovom (logisti¢-
kom) funkcijom (slika 1B), promenu Ny opisuje jednacina:
A-A ()
ty—tp
At
u kojoj su A; i A, horizontalne asimptote, t;, je kriti¢na vred-
nost (tj. apscisa prevojne tacke) i At je parametar fitovanja.
Slika 1 pokazuje da obe fitovane funkcije imaju istu
vrednost koeficijenta korelacije R koji je statisticki znac¢ajno

Ny =A -

1+e

400

a=-122gn.
b=288.310° mm~g.n.
—~ 300 c=7.810"mm’
‘?E R=0.999
= p <0.001
o 200F
S
Z
~
= 100}
0 . / n
0 10 20 30 40
A t,(gn.)

Ako se promena Ny sa t, fituje Bolcmanovom funkci-
jom, sve prethodne nelogi¢nosti parametara fitovanja ne po-
stoje (slika 2). Parametri A; i A, predstavljaju horizontalne

400 -
4,
300 F
'
£ i
mo 200 ¢
= —>| At
N
= o}
A2
0 1 1 1 1
0 10 7, 20 30 40
t,(gn.)

SL 2—- Ilustracija znacenja parametara A;, A,, t;, i At Bolc-
manove logisti¢ke funkcije koja fituje eksperimentalno dobi-
jene tacke koje prikazuju zavisnost Ny od t,; N, — numeri¢-
ka gustina zupcastog jedra; t, — stadijum razvoja; g. n. — ge-
stacijska nedelja; A;, A, — horizontalne asimptote; t;, — ap-
scisa prevojne tacke funkcije; At — interval promenljive t,
unutar koga se vrednost Ny znacajnije menja

asimptote, odnosno najnizZu i najvisu vrednost Ny u toku pre-
natalnog razvoja. U slucaju naSih podataka (slika 1B) ove
vrednosti su 383 x 10° mm™ i 13,6 x 10* mm™. Parametar tip
(tp = 13,6 g.n.) predstavlja apscisu prevojne tacke funkcije,
koja se nalazi izmedu dve horizontalne asimptote (slika 2).
Parametar At (At = 12,2 g.n.) definiSe interval promenljive t,
unutar koga se vrednost Ny znacajnije menja.

400

A4,=383 10 mm”
4,=13.010'mm”
£~ 300 - t,=13.6 gn.
‘g At=12gn.
g R=0.999
= 200F p<0.001
Z
~
=100
0 1
0 10 20 30 40
B t, (gn.)

SL 1 — Zavisnost numericke gustine (Ny) od stadijuma razvoja jedra (ty), fitovana racionalnom (A) i Bolcmanovom funkci-
jom (B). Vrednosti parametara fitovanja prikazani su u gornjem desnom uglu (R je koeficijent korelacije i p nivo njegove
znacajnosti; g. n. — gestacijska nedelja; a, b, ¢ — parametri fitovanja; A,, A, — horizontalne asimptote; t;, — apscisa prevojne
tacke funkcije; At —interval promenljive t, unutar koga se vrednost Ny znacajnije menja)

razli¢it od nule. To znaci da se zavisnost Ny od t, moZe da
opise i racionalnom i Bolcmanovom funkcijom. Medutim,
racionalna funkcija, prikazana jednacinom 2, ne moze da se
koristi za opis promene Ny, jer parametri ove funkcije ne od-
razavaju realnost. Na primer, za t, = 12,2 g.n. funkcija ima
vertikalnu asimptotu, $to znaci da vrednost Ny u ovom slu-
¢aju tezi beskonacnosti. Dalje, za t, = 0, vrednost Ny iznosi
0,6 x 10° mm™, $to je u suprotnosti s eksperimentalnim po-
dacima (tabela 1). Naime, na osnovu vrednosti Ny realno je
ocekivati da ona raste kada t, tezi nuli, no ovaj zakljucak ne
vazi ako se Ny opisuje racionalnom funkcijom.

Gudovi¢ R, et al. Vojnosanit Pregl 2011; 68(6): 471-475.

Diskusija

U opstem slucaju, zavisnost izmedu dve veli¢ine ne mo-
ra uvek da bude linearna, odnosno prikazana pravom linijom
u Dekartovom koordinatnom sistemu. U slucaju nelinearne
zavisnosti dveju veli€ina, jo§ uvek ne postoji zadovoljavajuci
odgovor na pitanje koja funkcija najbolje fituje ovakvu vezu.
Uobicajeno je da se problem prilagodavanja (fitovanja) neli-
nearnih zavisnosti reSava empirijski, tj. biranjem odgovara-
juce funkcije Ciji parametri na najbolji moguéi nacin opisuju
konkretnu zavisnost '*.
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U ovoj studiji pokusali smo da odgovaraju¢im matema-
tickim modelom opiSemo promenu numericke gustine éelija
zupCastog jedra Coveka u razli¢itim stadijumima razvoja.
Nelinearnu zavisnost izmedu numericke gustine i odgovara-
juceg stadijuma razvoja prilagodavali smo na gore opisan
nacin. Od nekoliko funkcija koje mogu da opiSu ovu zavis-
nost izabrali smo dve najbolje: racionalnu (jednacina 2) i
Bolcmanovu logisticku funkciju (jednacina 3). Analizom
njihovih parametara fitovanja zakljucili smo da se promena
numericke gustine ¢elija moze kvalitetno opisati Bolcmano-
vom funkcijom. Poznato je da Bolcmanova logisticka funk-
cija (definisana jednacinom 3) predstavlja jedan oblik logis-
ticke (sigmoidne) funkcije kojom se opisuju procesi rasta.
Ove funkcije Cesto se javljaju u razli¢itim nau¢nim discipli-
nama kao $to su ekonomija, biologija, medicina i sl. U medi-
cini, izvesni fenomeni u farmakologiji i onkologiji jedino
mogu da se kvantitativno procene logistickom funkcijom.

Tako logisticka funkcija opisuje nelinearno rastucu za-
visnost izmedu veliina, ona mozZe jednako pouzdano da
modeluje i nelinearno opadajuce zavisnosti, kao $to je slu-
¢aj u ovoj studiji. Naime, numericka gustina ¢éelija zupcas-
tog jedra modelovana Bolcmanovom logistickom funkci-
jom (slika 1B) opada tokom razvoja, §to je u saglasnosti sa
nalazima Hayaran-a i sar.’. U podetku naSeg istraZivanja
imali smo u vidu razlicitu filogenetsku starost lamina zup-
Castog jedra, iako nasa stereoloSka istrazivanja nisu poka-
zala statisticki znacajne razlike izmedu njih. 1z tog razloga,
vrednosti numerickih gustina za obe lamine prikazali smo
na ovaj nacin.

Smanjivanje vrednosti numericke gustine jedara nerv-
nih ¢elija u toku razvoja moglo bi se pripisati i gubitku
znacajne koli¢ine vode u toku histoloske procedure, koja se
narocito odigrava u toku fiksiranja u formalinu i alkoholu,
kao i u tretiranju preparata u ushodnoj seriji alkohola .
Istovremeno, u toku razvoja dolazi do ukupnog rasta ne
samo malog mozga, nego i zupCastog jedra §to se ogleda u
ukupnom porastu njihove zapremine %, te se po&etni broj
¢elija prerasporeduje na vecu zapreminu. Takode, zna se da
broj ¢elija neke strukture centralnog nervnog sistema zna-
¢ajno zavisi i od apoptoze, tj. programirane Celijske smr-
ti *°. Istrazujuéi mehanizme apoptoze, doslo se do zakljucka
da disregulacija ovog procesa moze da dovede do razlicitih
poremecaja u toku razvoja, kao i da moze da bude jedan od
uzroka razli¢itih neurodegenerativnih i autoimunskih obo-
lienja ili karcinoma *'.

Primena najnovijih metoda u molekularnoj biologiji iz
korena izmenila je naSa saznanja o razvoju malog mozga i
njegovih struktura. Istrazivanjima se doslo do zakljucka da
progenitorne ¢elije iz kojih ¢e nastati strukture malog mozga
potidu iz ventrikularne zone i rombicke usne . Iz ventriku-
larne zone nastaju GABA-ergic¢ki neuroni, a iz rombicke us-
ne glutamatergicki neuroni tj. zrnaste i unipolarne Cetkaste
(brush) ¢elije, kao i projekcioni neuroni zup&astog jedra ™.
Takode, zna se da svi ovi neuroni nastaju po jednom utvrde-

nom vremenskom rasporedu. Generalno, prvo nastaju proje-
kcioni neuroni, a zatim interneuroni.

Kod ¢oveka, neuroni koji daju populaciju zupcéastog je-
dra zauzimaju definitivan polozaj kod fetusa starog 12,5 g.n.
Zacetak zupcastog jedra uocava se u vidu masivne okruglaste
strukture koju saginjavaju grozdovi malih okruglih éelija’. U
ovom stadijumu razvoja numericka gustina jezgara nervnih
éelija iznosi 273 x 10° mm™. U kasnijim stadijumima, prvo
dolazi do rasta i razvoja dorzomedijalne lamine. Izuzetno iz-
razen razvoj dorzomedijalne lamine traje do 19,5 g.n. i ovaj
period odgovara izrazenom padu numeri¢ke gustine. Podaci
iz literature ukazuju da rast dorzomedijalne lamine prati po-
java jake imunoreaktivnosti na kalbindin D28K i parvalbu-
min'', kao i slaba imunoreaktivnost na nefosforilisani oblik
NF-M subjedinice neurofilamenata i na mikrotubule udruze-
ne sa proteinom MAP2. Yew i sar. ** dokazali su prisustvo
neurona koji su bili pozitivni na tirozin-hidroksilazu i dopa-
min-f-hidroksilazu u ovom periodu razvi¢a. Mihajlovi¢ i Ze-
&evié © otkrili su u 16. g.n. dve osnovne klase neurona (velike
i male) u zupCastom jedru.

Posle 19,5 g.n. pad vrednosti numericke gustine je ume-
ren i traje sve do rodenja. Medutim, u ovom stadijumu raz-
voja, ventrolateralna lamina pocinje da raste. Najvece izdu-
zenje ventrolateralne lamine uocava se kod fetusa starog 23
g.n, a pocetak njenog nabiranja kod fetusa od 23,5 g.n. Rast i
razvoj ventrolateralne lamine prati pojava imunoreaktivnosti
na kalretinin, koja postaje sve izraZenija u toku sazrevanja
zupcastog jedra. Istovremeno, smanjuje se imunoreaktivnost
na kalbindin D28K i parvalbumin''. Hayaran i sar. '’ u ovom
stadijumu razvoja otkrili su prisustvo pet klasa celija, dok
Mihajlovié¢ i Zegevié¢ ¢ opisuju rast i razvoj velikih i malih
neurona.

Na osnovu ovog i drugih istrazivanja moze se zakljuciti
da promenu vrednosti numeri¢ke gustine, odnosno broja ¢e-
lija u jedinici zapremine, prati promena njihove morfologije,
kao i njihovo ,,molekularno” sazrevanje. Na kraju, iako raz-
like u promeni numericke gustine kod starijih fetusa nisu
statisticki znacajne, bilo bi korisno imati na umu da prvi,
strmi deo Bolcmanove krive odgovara i rastu dorzomedijalne
lamine, kao i pojavi zacetka ventrolateralne lamine; drugi,
manje ili viSe horizontalni deo Bolcmanove krive odgovara
razvoju obe lamine.

Zakljucak

Rezultati ove studije pokazali su da se numericka gusti-
na neurona zupcastog jedra ¢oveka u razli¢itim stadijumima
razvoja smanjuje po matematickoj zakonitosti, prikazanoj
Bolcmanovom logistickom funkcijom. Strmi deo ove krive
odgovara veoma izrazenom rastu i razvoju malog mozga i
zupcastog jedra u celini, kao i veoma izrazenom procesu
apoptoze. Zbog toga, Bolcmanova funkcija moze se smatrati
matemati¢kim modelom promene numeri¢ke gustine neurona
zupcastog jedra tokom njegovog razvoja.

Gudovi¢ R, et al. Vojnosanit Pregl 2011; 68(6): 471-475.
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Uticaj histeroskopije na ishod postupaka vantelesne oplodnje

Effect of hysteroscopic examination on the outcome of in vitro fertilization

Aleksandra Trninié¢-Pjevi¢*, Vesna Kopitovi¢*, Sonja Pop-Trajkovi¢',
Artur Bjelica*, Irena Bujas*, Dunja Tabs*, Djordje Ili¢*, Dragan Stajic¢*

*Klinicki centar Vojvodine, Klinika za ginekologiju i akuserstvo, Novi Sad, Srbija;
"Klini&ki centar Ni§, Klinika za ginekologiju i akugerstvo, Ni§, Srbija

Apstrakt

Uvod/Cilj. S obzirom na to da je neuspeh implantacije na-
kon embriotransfera jedan od glavnih problema vantelesne
oplodnje i da sama intrauterina patologija moze da bude
povezana sa neuspesnim ishodom, cilj naseg istrazivanja bio
je da se utvrdi da li histeroskopska pretraga matericne Suplji-
ne i lecenje patoloskih promena pre postupka # vitro fertiliza-
cije IVF) mogu poboljsati stopu trudnoce kod Zena mladih
od 38 godina. Metode. Prospektivna analiza obuhvatila je
480 bolesnica mladih od 38 godina, koje su bile podvrgnute
proceduti IVF, sa jednim ili viSe embriona dobrog kvaliteta za
transfer. Svim bolesnicama ponudena je histeroskopija, a
onima sa pozitivnim patoloskim nalazom transvaginalnog ul-
trazvuka obavezno je i uradena. Ultrazvucnim pregledom
procenjeno je odsustvo patologije kavuma materice kod svih
bolesnica pre zapocinjanja postupka IVFE. Bolesnice su bile
podeljene u tri grupe: grupa A — nikakva patologija nije otkri-
vena ultrazvucno i bolesnice nisu bile podvrgnute histerosko-

Abstract

Bacground/Aim. Implantation failure after embtyo trans-
fer is one of the main problems of 7z vitro fartilization (IVF)
and intrauterine pathologies can lead to unsuccessful out-
come. The aim of this study was to determine if hystero-
scopic examination of uterine cavity and consequent treat-
ment of intrauterine lesions prior to IVF could improve the
pregnancy rate in women under 38. Methods. This study
included 480 patients under 38, who had undergone IVF or
IVF\ICSI — embryo transfer cycles, in which one or more
good quality embryos were transferred. By transvaginal so-
nography performed within the past 2 months, the uterus
was found normal in all the patients enrolled in our IVF
unit. The patients were divided into three groups: group A —
with no hysteroscopic evaluation and no pathology, group B
— with hysteroscopy but no pathology, and group C — with

piji; grupa B — bolesnice su bile podvrgnute histeroskopiji i
nikakava patologija nije otkrivena i grupa C — bolesnice su
imale abnormalan histeroskopski nalaz i bile sledstveno lece-
ne. Rezultati. Nije nadena statisticki znacajna razlika u pro-
secnoj starosti bolesnica, duzini trajanja neplodnosti i broja
zrelih oocita po grupama (p > 0,05). Stopa klinicke trudnode
u grupama A, B i C bila je 36,9%, 58,75% i 32,7%, a stopa
porodaja 27,5%, 48,7% 1 25,7%, respektivno. Nasli smo stati-
sticki znacajne razlike u stopama trudnoce i porodaja izmedu
grupa. Histeroskopski uredan nalaz imalo je 80 Zzena (41,4%),
a abnormalan nalaz 113 (58,6%). Zaklju¢ak. Na osnovu re-
zultata naseg istrazivanja smatramo da histeroskopija, kao ru-
tinska procedura, treba da se izvodi pre prvog IVEF ciklusa
kod svih trudnica. Na ovaj nacin redukuje se broj neuspes-
nih IVF ciklusa.

Kljuéne reéi:
oplodenje, in vitro; histeroskopija; materica, bolesti;
trudnoca, ishod; osetljivost i specifiCnost.

abnormal hysteroscopy finding and corresponding treat-
ment. Results. The obtained results revaled no difference
in the mean age, duration of infertility, number of mature
oocytes in either group (p > 0.05). Clinical pregnancy rates
in the groups A, B and C were 36.9%, 58.75% and 32.7%,
respectively, and delivery rates were 27.5%, 48.7% and
25.7%, respectively. There was a statistically significant dif-
ference among the groups concerning pregnancy and deliv-
ery rates. Conclusion. Considering the results of this study
we could conclude that hysteroscopy, as a routine examina-
tion, should be performed before the first IVF-ET cycle in
all patients thereby reducing the failures and then the costs
of IVF-ET.

Key words:
fertilization in vitro; hysteroscopy; uterine diseases;
pregnancy outcome; sensitivity and specificity.
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Uvod

S obzirom na to da je neuspeh implantacije nakon em-
briotransfera (ET) jedan od glavnih problema in vitro fertili-
zacije (IVF) i da intrauterina patologija moze da bude pove-
zana sa neuspe$nim ishodom, neophodno je da se pre zapo-
¢injanja IVF iskljuce svi potencijalno negativni faktori. Raz-
li¢iti su stavovi u vezi sa znacajem histeroskopije kao rutin-
ske bazi¢ne procedure u utvrdivanju braéne neplodnosti, a
posebno pre IVF.

Ispitivanje Supljine materice obi¢no se sprovodi prime-
nom histerosalpingografije (HSG), uprkos limitiranosti i
upotrebi rendgenskog zracenja. Metoda HSG ima nisku spe-
cifi¢nost i visoku stopu lazno pozitivnih (15,6%) i lazno ne-
gativnih nalaza (34,5%) " . Druga metoda je ispitivanje so-
nohisterografijom, koja je nesto prakti¢nija i pogodnija me-
toda za ambulantno izvodenje. Transvaginalni ultrazvuk ima
jaku korelaciju sa histeroskopijom za endometrijalne polipe,
miome i ponekad adhezije.

Ipak, histeroskopija je prihvaéena kao zlatni standard u
dijagnostici i, $to je jo§ vaznije, omogucava leCenje patolos-
kih promena u istom aktu. Ambulantna histeroskopija (office
hysteroscopy) izvodi se bez opste anestezije, u ambulantnim
uslovima, sa minimalnim rizikom, a sve zahvaljuju¢i napret-
ku tehnike i razvoju mini-histeroskopa sa spoljnim prec¢ni-
kom 5 mm.

Danas je zvanicni stav da se histeroskopija preporucuje
bolesnicama sa sumnjom na postojanje intrauterine patolo-
gije u cilju njenog le€enja i uklanjanja, kao i nakon ponav-
ljanih neuspeha IVF postupaka, a poznato je da do 50% in-
fertilnih bolesnica ima intrauterine abnormalnosti * .

Shodno tome, doslo se do ideje o primeni histeroskopije
pre prvog postupka IVF. Utvrdeno je da postoji znacajna ra-
zlika u stopi trudnoée kod onih bolesnica koje su pre planira-
nog IVF postupka imale histeroskopiju i eventualnu korek-
ciju otkrivenih abnormalnosti " ®. Cilj ovog ispitivanja bio je
da se proceni da li histeroskopska pretraga materi¢ne Supljine
i leCenje patoloskih promena pre IVF mogu da poboljsaju
stopu trudnoce kod Zzena mladih od 38 godina.

Metode

Prospektivnom studijom bilo je obuhvaéeno 480 boles-
nica mladih od 38 godina koje su imale IVF proceduru sa je-
dnim ili viSe embriona dobrog kvaliteta za transfer, u periodu
od novembra 2006. do juna 2008. godine. Svim bolesnicama
bila je ponudena histeroskopija, a onima sa patoloskim intra-
uterinim nalazom transvaginalnog ultrazvuka obavezno je i
uradena. Intervencija je izvodena 2—6 meseci pre IVF, u za-
visnosti od toga da li je bilo potrebno lecenje i rehisterosko-
pija pre planiranog IVF. Bolesnice su bile podeljene u tri
grupe: grupa A — nikakva patologija nije nadena ultrazvuc¢no
i bolesnice nisu bile podvrgnute histeroskopiju; grupa B —
bolesnice su bile podvrgnute histeroskopiji i nije otkrivena
nikakava patologija, i grupa C — bolesnice su imale abnor-
malan histeroskopski nalaz i sledstveno lecenje.

Histeroskopija je izvodena u ranoj proliferativnoj fazi
ciklusa, sa fizioloskim rastvorom kao distenzionim mediju-
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mom i 5 mm Bettocchi office histeroskopom (Karl Storz
GmbH and Co, Tuttlingen, Germany), odnosno 6,5 mm kada
je operativna intervencija bila neophodna. Radni kanal 5 Fr i
mehanicki instrumenti (forceps, makaze) koris¢eni su za bio-
psije endometrijuma, polipektomije, resekcije adhezija i re-
sekcije malih septuma kod arkuatusa. Versapoint elektroda
(Johnson) upotrebljavana je kod polipektomija, resekcija
septuma i manjih mioma, a kod vec¢ih mioma koris¢en je
monopolarni resektoskop sa pre¢nikom spoljnjeg omotaca 9
mm, a uterina Supljina distendirana je rastvorom glukoze.
Polipi, miomi i sumnjive lezije bioptirane su radi patohisto-
loske evaluacije. Hiperplazija endometrijuma leCena je ges-
tagenima u trajanju od tri meseca, te kasnijom rehisterosko-
pijom. Dokazani ili suspektni endometritis le¢en je antibioti-
kom (doksiciklin), peroralno, u trajanju od 10 dana, uz dva
meseca kontraceptivne terapije.

Procedura IVF izvodena je kratkim protokolom nakon
prethodne terapije kontraceptivima u trajanju od dva meseca.
Klini¢ke trudnoce verifikovane su transvaginalnim ultrazvu-
kom, vizualizacijom sréane akcije embriona. Bolesnice su
dolazile na kontrolu radi verifikacije vitalne trudnoée, poro-
daja, kao i vremena porodaja.

Podaci su obradeni koris¢enjem standardnih deskriptiv-
nih statistickih metoda (srednja vrednost, procentualna zas-
tupljenost). StatistiCka obrada podataka izvrSena je pomocu
Studentovog t-testa i analizom varijanse (ANOVA).

Rezultati

Od 480 bolesnica, koje su bile ukljuene u program
IVF, kod 193 uradena je histeroskopija.

Histeroskopski uredan nalaz imalo je 80 Zena (41,4%),
a abnormalan 113 (58,6%). Patoloski nalazi pri histeroskopiji
bili su sledeéi: endometrijalni polipi (29), endometrijalna
polipoza (12), endometrijalne adhezije (5), endometrijalna
atrofija (5), adenomioza (5), hiperplazija (9), septum (29),
strawberrylike endometrijum (7), cervikalna stenoza (5), mi-
omektomija (7). Najveci broj bolesnica (25,6%) sa patolos-
kim histeroskopskim nalazom imalo je polip (jedan ili vise)
promera 5-25 mm.

Nije nadena statisticki znacajna razlika u prosecnoj
starosti bolesnica, duzini trajanja neplodnosti i broju dobi-
jenih zrelih oocita izmedu pojedinih grupa (p > 0,05). Stope
klinickih trudno¢a u grupama A, B, C bile su 36,9%,
58,75% 1 32,7%, a stope porodaja 27,5%, 48,7% i 25,7%,
respektivno. Nasli smo statisticki znacajne razlike u stopa-
ma trudnoéa i porodaja izmedu pojedinih grupa (tabela 1).
Nije bilo razlike u duzini trajanja trudnoce u gestacijskim
nedeljama, ni porodajnoj tezini novorodencadi kod pojed-
nih grupa (tabela 2).

Diskusija

Danas je vazeéi stav, prema navodima literature, da se
histeroskopija sprovodi nakon ponavljanog neuspeha IVF .
Incidencija patoloskih histeroskopskih nalaza kod ovih bole-
snica visoka je ®, a tretman intrauterine patologije popravlja
stopu trudnoéa .
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Tabela 1
Prosecna starost bolesnica, prosecno trajanje neplodnosti, broj zrelih oocita, broj klini¢kih trudnoéa i broj
porodaja
. . Grupa A Grupa B Grupa C p
Parametri posmatranja n=287 =80 n=113
Prosecna starost (god), X = SD 33,16+ 3,6 33,14+ 3,6 34,5+2,7 0,19
Prosecno trajanje neplodnosti (god), X + SD 7,95+472 8,05 +4,87 10,05 +4,2 0,06
Prosecan broj maturnih oocita 5,98 6,9 6,16 0,69
Broj klinickih trudnoca (%) 106 (36,9) 47 (58,75) 37 (32,7) <0,05
Broj porodaja (%) 79 (27,5) 39 (48,7) 29 (25,7) <0,05

Grupa A — nikakva patologija nije nadena ultrazvuéno i bolesnice nisu bile podvrgnute histeroskopiji; grupa B — bolesnice su bile podvrgnute
histeroskopiji i nije otkrivena nikakava patologija; grupa C — bolesnice su imale abnormalan histeroskopski nalaz i sledstveno lecenje

Tabela 2

Ishodi trudno¢a iz procedura in vitro fertilizacije (IVF) po grupama

Prose¢no trajanje

Broj i ishod porodaja n (%) trudnoée (GN) Prose¢na masa (g)
Broj porodaja 147 (100) 36,3 3241,5
jedno dete 90 (61,22) 38,36 2229
blizanci 51(34,7) 34,5 2081
trojke 6 (4,08) 35,5 2145,8
Broj rodene dece 210 (100)
Prose¢na telesna masa neonatusa (g) 2 608
grupa A 2600 37,0
grupa B 2 629 36,5
grapa C 2595 36,2

GN - gestacijska nedelja

Grupa A — nikakva patologija nije nadena ultrazvuéno i bolesnice nisu bile podvrgnute histeroskopiji;
Grupa B — bolesnice su bile podvrgnute histeroskopiji i nije otkrivena nikakava patologija;
Grupa C — bolesnice su imale abnormalan histeroskopski nalaz i sledstveno le¢enje

Izvodenje histeroskopije pre prvog IVF postupka, kao u
nasem ispitivanju, a u skladu sa nalazima drugih autora, ot-
kriva veliki broj patoloskih nalaza *'°. Cak 58,6% bolesnica
imalo je histeroskopski patoloski nalaz, §to je nesto vise nego
$to navode neki autori (38%), ali nalaze kao $to su
strawberrylike endometrijum, hroni¢ni endometritis, mikro-
polipoza nisu opisivali ovi autori > '°. Utvrdeno je da se dis-
kretne patoloske promene, otkrivene histeroskopski, ultraz-
vuéno uvek previde.

U naSem ispitivanju stopa klinickih trudnoca u grupama
A, B, C bila je 36,9%, 58,75% i 32,7%, a stope porodaja
27,5%, 48,7% 1 25,7%, respektivno. Nasli smo statisticki
znacajne razlike u stopi trudnoce i porodaja izmedu grupa.
Poredenjem stopa trudnoce, kao i stopa porodaja kod boles-
nica bez intrauterine patologije, sa onima koje su leCene zbog
verfikovane patologije, nasli smo razlike u odnosu na druge
autore. Naime, Demirol i sar. ’ navode da stopa trudnoca
moze znacajno da se poboljsa nakon lecenja intrauterine pa-
tologije i patologije cervikalnog kanala. Oni, u grupi lecenih,
registruju statisticki znacajno nizu stopu trudnoc¢e u odnosu
na grupu sa verifikovanim urednim nalazom. Doldi i sar. ®
navode znacajno visu stopu trudnoca u grupi Zena sa predho-
dnom histeroskopijom (38%), u odnosu na grupu bez histe-
roskopije pre IVF (18%), ¢ime se naglasava znacaj lecenja
intrauterine patologije pre zapo€injanja postupka IVF.

Ono §to se zapaza u nasim rezultatima jeste da se naj-
bolje stope trudnoce ostvaruju u grupi sa histeroskopski veri-
fikovanim urednim nalazom kavuma, ali i da je uprkos lece-
nju patologije kavuma, stopa trudnoée bila niza u odnosu na
grupu sa urednim nalazom. Grupa C bila je raznovrsna po
vrsti patologije, a uzorak nije bio dovoljno veliki da bismo

mogli da analiziramo pojedine ¢inioce i utvrdimo njihov
znacaj 1 uticaj na nize stope trudnoca u ovoj grupi.

Uoceno je da nema znacaja u perinatalnom ishodu iz-
medu tri grupe, ¢ime se podvlaci znacaj same histeroskopije i
korekcije patologije kavuma u smislu ostvarivanja trudnoce,
ali ne i njenog ishoda.

Kontrolisane randomizirane studije pokazale su da his-
teroskopsko uklanjanje polipa doprinosi statisticki znac¢ajno
viSoj stopi trudnoce u grupi bolesnica kod kojih je ova inter-
vencija sprovedene, u odnosu na gupu koja je imala endo-
metrijalnu biopsiju (63% prema 28%) ' '>. Prema rezultati-
ma sprovedenih studija stopa klinickih trudnoéa i stopa po-
rodaja u grupi sa histeroskopijom iznosila je 68,57% i
48,57%, dok su u kontrolnoj grupi bez polipektomije iznosile
13,88% 1 11,11%.

Veoma je vazno podvucéi znacajnu razliku u stopi klini-
¢kih trudnocéa i porodaja izmedu grupa A i B, ¢ime se istiCe
znacaj ,.finih lezija“ koje ultrazvu¢no nije moguée otkriti
(endometritis, endometrijalna mikropolipoza, cervikalna ste-
noza, intrauterine sinehije).

Incidencija endometritisa varira od 1 do 16% kod infer-
tilnih Zena " i crvenkasti endometrijum sa beliGastim tackas-
tim otvorima zlezda pokazuje tipi¢nu sliku ,,jagodicaste” slu-
znice (strawberry like endometrijum). Opsti stav je da his-
toloska i mikrobioloska ispitivanja nisu znacajna, jer u rutin-
skom radu retko uspevaju da dokazu uzro¢nike. Ponovnom
histeroskopijom, nakon hormonske terapije (gestagenima ili
kontraceptivima) uz terapiju antibioticima, gotovo uvek uo-
¢ava se uredan nalaz.

Znacaj endometrijalne mikropolipoze je nejasan, ali je
ginekolozi uvek uklanjaju iz kavuma uterusa ukoliko naidu
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na ovakav nalaz prilikom histeroskopije. Cicinelli i sar. ™

posumnjali su na vezu mikropolipoze i hroni¢nog endomet-
ritisa i pri incidenciji ovog nalaza od 9,5% svih histerosko-
pija, nasli su u bioptiranom materijalu postojanje plazma ce-
lija, istiCu¢i vezu malih polipa sa inflamacijom.

Uzimajuci sve rezultate u obzir, brojne studije pokusale
su da sumiraju ulogu histeroskopije u IVF ciklusima.

Sistematizovanim pregledom studija koje su se bavile
uticajem histeroskopije na ishod IVF ciklusa, razmatrali smo
ona ispitivanja u kojima je kod bolesnica izveden IVF postu-
pak u ciklusu neposredno nakon ciklusa sa histeroskopijom,
u poredenju sa kontrolnom grupom kod koje histeroskopija
nije radena. Najvazniji analizirani rezultat bila je stopa trud-
noce. Ukupno 1691 bolesnica bila je ukljucena u dve ran-
domizovane (n=941) i tri nerandomizovane studije
(n="750). Metaanaliza rezultata pet studija pokazala je da hi-
steroskopija doprinosi veéoj stopi trudnoce u sledstvenim
IVF ciklusima (sumirani relativni rizik 1,73; 95% interval
poverenja 1,51-2,03) .

Dve velike randomizovane studije ispitivale su ulogu
histeroskopije pre planiranog postupka IVF. Stopa klinicke
trudnoce iznosila je 21,6%, kada histeroskopija nije radena,
32,5% kod urednog nalaza histeroskopije, i 30,4% kod pa-
toloskog nalaza histeroskopije ’. U drugoj studiji dobijane
su stope klinicke trudnoce od 26,2%, 44,4% i 39,5% za iste
grupe bolesnica '’. Oba istraZivanja pokazala su statisticki
visoko znacajnu razliku u uspeSnosti IVF postupaka kod
bolesnica koje nisu bile podvrgnute histeroskopiji u odnosu
na one koje jesu. Nije utvrdeno postojanje znacajne razlike
u uspesnosti ishoda IVF postupka kod bolesnica sa normal-
nim histeroskopskim nalazom i onih sa detektovanom pa-
tologijom kavuma. Metaanaliza je pokazala da se izvode-
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njem histeroskopije pre planiranog IVF ciklusa stopa trud-
noc¢e duplira, mada su rezultati velikog multicentarskog is-
pitivanja, koje je u toku, neophodni za uspostavljanje pro-
tokola procedura i utvrdivanja definitivnog uéinka histero-
skopije na ishod IVF ciklusa '®. Ovi rezultati slaZu se sa na-
§im i konacno se potvrduje da otkrivanje urednog nalaza
histeroskopije daje dvostuko veéu stopu trudnoée i poro-
daja.

Histeroskopija znacajno doprinosi boljem ishodu IVF
ciklusa. Mehanizmi kojima se objasnjava pozitivan uc¢inak
histeroskopije su: leCenje prisutne patologije materi¢ne Su-
pljine, olakSavanje postupka embriotransfera dilatacijom
cervikalnog kanala i nanoSenjem lokalne endometrijalne
traume "°. Naime, prilikom histeroskopije, kako operativne,
tako i dijagnosticke, pokrece se kaskada inflamatornih rea-
kcija i sekrecija i aktivacija citokina i faktora rasta koji
imaju pozitivan uéinak na endometrijum i implantaciju em-
briona.

Zakljucak

Stopa trudnoce, nakon postupaka IVF, moze znacajno
da se poboljsa leCenjem intrauterine patologije i patologije
cervikalnog kanala. Prema naSim rezultatima, najbolja stopa
trudnoce ostvaruju se kod bolesnica sa histeroskopski verifi-
kovanim urednim nalazom kavuma, ali i leCenjem patologije
kavuma.

Uvidom u znacajno veci broj klini¢kih trudnoéa i poro-
daja kod bolesnica koje su bile na histeroskopiji pre IVF, u
poredenju sa onima koje nisu, smatramo da histeroskopija
treba da se izvodi rutinski, pre prvog (svakog) postupka
vantelesne oplodnje.
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Procena pamcenja kod obolelih od reumatoidnog artritisa

Assessment of memory in patients with rheumatoid arthritis
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Nada Naumovi¢
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Apstrakt

Uvod/Cilj. Dijagnostika emocionalnih i kognitivnih poteme-
¢aja kod bolesnika sa reumatoidnim artritisom cesto se previ-
di, bez obzira na njihov znacaj i ucestalost. Cilj rada bila je
procena funkcije pamcenja bolesnika sa reumatoidnim artriti-
som u zavisnosti od emocionalnih manifestacija, intenziteta
bola, duzine trajanja i stepena aktivnosti bolesti, kao i ana-
tomskog i funkcijskog stadijuma bolesti. Metode. Istraziva-
njem bilo je obuhvaceno 60 bolesnika sa reumatoidnim artri-
tisom i 30 zdravih ispitanika oba pola, starosti do 55 godina,
koji su pregledani i testirani u Specijalnoj bolnici za reumatske
bolesti u Novom Sadu. Depresija je dijagnostikovana prime-
nom Beck-ove skale za depresiju (Beck Depression Inventory —
BDI), anksioznost primenom Spielberger-ovog testa za ank-
sioznost (Spielberger Anxiety Trait Inventory — State and Traite);
procenjivan je kognitivni status (Wechsler-ovom skalom
pamcenja — WBsp), funkcionalni status (Health Assesment
Questionnaire — HAQ) 1 aktivnost bolesti primenom indeksa
aktivnosti bolesti (DAS28). Rezultati. Simptomi depresivno-
sti registrovani su kod 38 (63,33%) bolesnika, a simptomi an-
ksioznosti kod 22 (36,67%) bolesnika. Prosecne vrednosti
koeficijenata pamcenja bile su statisticki znac¢ajno nize u grupi
obolelih od reumatoidnog artritisa nego u kontrolnoj grupi.
Zakljucak. Velika ucestalost emocionalnih poremecaja, kao i
oStecenja memorijskih sposobnosti kod bolesnika sa reuma-
toidnim artritisom zahteva pravovremenu dijagnostiku i ade-
kvatan tretman.

Kljuéne reci:
artritis, reumatoidni; depresija; anksioznost; pamcenje.

Abstract

Background/Aim. The diagnosis of emotional and cogni-
tive dysfunction in patients with rheumatoid arthritis is often
not noticed, regardless of their importance and frequency.
The aim of this research was to assess memory function in
patients with rheumatoid arthritis with respect to its emo-
tional manifestation, pain intensity, the duration and degree
of disease activity, and functional and anatomical stages of the
discase. Methods. The study involved 60 patients with
rheumatoid arthritis and 30 healthy subjects of both sexes,
aged up to 55, who were examined and tested in the Special
Hospital for Rheumatic Diseases in Novi Sad. Depression
was diagnosed by using the Beck’s scale for depression (Beck
Depression Inventory — BDI), anxiety by using the Spielber-
ger Trait Anxiety Inventory — State and Traité; we evaluated
the cognitive status (by the Wechsler scale-based memory —
WBsp), the functional status (Health Assesment Question-
naire, HAQ) and disease activity by analyzing the index of
disease activity (DAS 28). Results. Deptessive symptoms
wete registered in 38 (63.33%) patients, and anxiety symp-
toms in 22 (36.67%) patients. The average values of the
memory coefficient were significantly lower in the group of
patients with rheumatoid arthritis compared with the control
group. Conclusion. High frequency of emotional dysfunc-
tion and damaged memory abilities in patients with rheuma-
toid arthritis requires in time diagnosis and adequate treat-
ment.

Key words:
arthritis, rheumatoid; depression; anxiety; memory.

Uvod

Savremeni biopsihosocijalni pristup obolelima od reu-
matoidnog artritisa otvara nove vidike u razumevanju kogni-
tivnog funkcionisanja u uslovima hroni¢nog bola. Tendencije
naucnih krugova su utvrdivanje nacina i vrste kognitivnih
oSte¢enja hroni¢nim bolom, u cilju njihovog pravovremenog

dijagnostikovanja i leCenja. Medutim, u rutinskoj klinickoj
praksi bolesnici kod kojih nije naglaen znacaj tegoba koje bi
upucivale na prisustvo kognitivnog deficita ne podlezu deta-
ljnoj neuropsiholoskoj ekspertizi.

Podaci iz literature ukazuju na moguénost oste¢enja ko-
gnitivnih funkcija (pamcenja, paZnje, koncentracije) kod bo-
lesnika sa hroni¢nim bolom '™*. Podaci o ugestalosti kogniti-
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vnih disfunkcija kod bolesnika sa hroni¢nim bolom su hete-
rogeni > . Iverson i McCracken ° utvrdili su da 42% bolesni-
ka sa hroni¢nim bolom i bez kraniocerebralne traume, saop-
Stavaju najmanje jedan kognitivni simptom, te pokazuju de-
ficite u testiranju kognitivnih funkcija — paznje, koncentra-
cije i paméenja. Studija Kewmana i sar.’ ukazuje da 32%
bolesnika sa misi¢noskeletnim bolom ima disfunkcije naj-
manje jednog kognitivnog domena.

Relativno je malo istrazivanja koja se bave problemima
kognitivnih funkcija kod obolelih od reumatoidnog artritisa.
Heterogenost podataka o prevalenciji i vrsti kognitivnih po-
remecaja kod obolelih od reumatoidnog artritisa zasniva se
na metodoloskim razlikama neuropsiholoSkog istrazivanja,
kao i na razlicitosti klini¢kog ispoljavanja izmedu obolelih.

Dosadasnja istrazivanja nisu kompletno objasnila uzro-
ke kognitivnog deficita obolelih od reumatoidnog artritisa, s
obzirom na postojanje velikog broja sociodemografskih i
klinickih varijabli koje komplikuju razumevanje ovog feno-
mena ™ ’. Razmatranje odnosa izmedu hroni¢nog bola i pam-
¢enja ima teoretski i klinicki znacaj, sa potrebom dijagnosti-
ke i individualnog pristupa le¢enju bolesnika sa kognitivnim
disfunkcijama. Katz i sar. '° sugerisu da kognitivne disfunk-
cije kod bolnih stanja, kao §to su smetnje paméenja i kon-
centracije, odrazavaju sindrom deficita selektivne paznje.
Selektivna paZnja predstavlja sposobnost kognitivnog siste-
ma da selektuje deo informacija koji je zadrzan u Culnoj
memoriji i koje se prosleduju u dalju obradu .

Doprinos ispitivanju odnosa hroni¢nog bola i kognicije
predstavljaju istrazivanja leCenja bola analgeticima koji do-
vode do poboljsanja memorijskih sposobnosti (kratkotrajna
memorija) > .

Kompleksan je odnos depresije i kognitivnih disfunk-
cija kod bolesnika sa reumatoidnim artritisom '*. Emocije i
kognicija nisu odvojeni u kompleksnim mentalnim procesi-
ma i ponasanju, ¢ak imaju i neke zajednicke neuronske kru-
gove "> '°. Smatra se da smanjenje memorijskih sposobnosti
nije sekudarno kao rezultat emocionalnih disfunkcija, zato
$to je memorija oSte¢ena i kada nema emocionalnih disfunk-
cija.

Cilj ovog rada bilo je ispitivanje sposobnosti pamcenja
kod bolesnika sa reumatoidnim artritisom u zavisnosti od
emocionalnih manifestacija, intenziteta bola, duzine trajanja i
stepena aktivnosti bolesti, kao i anatomskog i funkcijskog
stadijuma bolesti.

Metode

Istrazivanjem je bilo obuhvaceno 90 ispitanika starosti
do 55 godina, sa najmanje osnovnim obrazovanjem (radi ra-
zumevanja testovnog materijala). Grupu obolelih od reuma-
toidnog artritisa (RA) sacinjavalo je 60 bolesnika (53 zene, 7
muskaraca), proseCne starosti 49,87 + 7,56 godina, koji su
ispunjavali kriterijume za dijagnozu reumatoidnog artritisa
Americkog reumatoloskog drustva (ARA) iz 1987 godine.
Bolesnici su dobrovoljno pristupili pregledu i testiranju u
Specijalnoj bolnici za reumatske bolesti u Novom Sadu.
Kontrolnu grupu (KO) sacinjavalo je 30 zdravih ispitanika
(27 zena, 3 muskarca), proseéne starosti 48,30 + 6,42 godine.

Kontrolna grupa je kori$éena za definisanje normativa neu-
ropsiholoskih parametara.

Iz grupa su iskljuceni ispitanici sa: oslabljenim sluhom,
demencijom, neuroloskim i psihijatrijskim oboljenjima, tra-
umom glave, ispitanici koji su upotrebljavali psihoaktivne
supstance, antidepresive, 3 nedelje pre istrazivanja, ili imali
operativni zahvat mesec dana pre istrazivanja.

U grupi RA praceni su slede¢i parametri: broj bolnih i
oteCenih zglobova (bol u zglobovima ocenjivan od strane
bolesnika pomocu vizuelne analogne skale VAS od 0-100
mm) brzina sedimentacije eritrocita, indeks aktivnosti boles-
ti, anatomski stadijum bolesti, funkcijska klasa bolesnika po
Steinbrocker-u. Evolutivnost bolesti je procenjivana danas
najcesée koris¢enim indeksom aktivnosti bolesti — DAS 28
koji obuhvata procenu 28 zglobova. Ispitivanje funkcijskih
sposobnosti bolesnika obavljeno je metodom Upitnika pro-
cene zdravstvenog stanja (Health Assesment Questionnaire —
HAQ), koji sadrzi 20 pitanja podeljenih u 8 funkcijskih ka-
tegorija.

Za detekciju anksioznosti koris¢en je Spielberger-ov
test anksioznosti (Spielberger Anxiety Trait Inventory — Sate
and Traite), koji ¢ine dva upitnika sa 20 standardizovanih
tvrdnji za merenje trenutne STAI-S i opSte STAIT anksioz-
nosti ispitanika. Ukupan skor do 30 poena govori o niskom
nivou anksioznosti, od 31 do 44 o umerenom nivou, a skoro-
vi iznad 45 o visokom nivou anksioznosti.

Za procenu depresivnosti primenjivana je Beck—ova
skala depresije (Beck Depression Inventory —BDI), koja
obuhvata 21 aspekt depresivnosti. Ukupan skor BDI odre-
duje tezinu simptoma depresivnosti, a skorovi iznad 30 oz-
nacavaju tesku klinicku depresiju.

Za detekciju verbalnog i neverbalnog funkcionisanja
paméenja koriS¢ena je Wechsler-ova skala pamcdenja
(Wechsler Memory Scale — WBsp oblik 1). Wechsler-ova
skala pamdenja sastoji se od 7 suptestova: opSte pouceno-
sti kojima se odreduju poucenost (li¢na i opsta), orijentisa-
nosti (vremenske i prostorne), mentalne kontrole (brojanje
unatrag i u intervalima, ponavljanje), logickog seéanja
(neposredno obnavljanje logickog gradiva), seanja broje-
va (neposredno i mehanic¢ko secanje), vizuelne reproduk-
cije (crtanje po secanju), asocijativnog secanja (lake i tes-
ke asocijacije sa tri uzastopna ponavljanja). Ocenjivanje
rezultata vrSilo se sabiranjem vrednosti bodova pojedinih
suptestova, a zatim dodavanjem korektivne vrednosti u
odnosu na starosnu grupu, nakon ¢ega se dobijao koefici-
jent pamcenja koji je prilagoden hronoloskoj starosti ispi-
tanika.

Statisticka obrada podataka radena je pomocu softver-
skog paketa Statistica 8.0, za koji postoji licenca na Univer-
zitetu u Novom Sadu. Prilikom statisticke obrade podataka
koris¢ene su mere deskriptivne statistike: frekvencija, sred-
nja vrednost, mere varijacije. U radu su kori$¢eni parametar-
ski (t-test) i neparametarski (Mann Whitney-ev test, 5 test)
testovi za uporedivanje raspodela dve grupe ispitanika. Za
poredenje tri i viSe grupa ispitanika kori§¢ena je analiza va-
rijanse (ANOVA) i Kruskal-Wallis-ov test. Korelacija nep-
rekidnih promenljivih ispitivana je Pearson-ovim koefici-
jentom korelacije.

Tomasevi¢-Todorovi¢ S, et al. Vojnosanit Pregl 2011; 68(6): 481—488.
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Rezultati

Grupa RA sastojala se od 60 bolesnika sa reumatoid-
nim artritisom, a grupa KO od 30 zdravih ispitanika koji se
nisu statisticki znacajno razlikovali prema polu, uzrastu,
obrazovanju, branom statusu — karakteristikama relevant-
nim za primenjene metode (uzorak homogen, CV < 30%)
(tabela 1).

U grupi RA bile su zastupljenije Zene, 53 (88,33%).
Prosecna starost obolelih od reumatoidnog artritisa bila je
49,87 + 7,56 godine (tabela 1). U grupi KO bilo je 90% ze-
na (tabela 1). Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u
polnoj strukturi (p = 0,812) i prosecnoj starosti (p = 0,333),
bra¢nom statusu (p =0,233), obrazovanju (p=0,917) iz-
medu grupa RA i KO.

Prose¢na vrednost skora depresivnosti u grupi KO bila
je 6,93 £4,49, a u grupi RA 17,48 = 11,74. Utvrdena je vi-
soko statisticki znacajna razlika u vrednostima skorova dep-
resivnosti izmedu grupa RA i KO (p < 0,001) (tabela 2).

Primenom Spielberger-ovog testa anksioznosti koji me-
ri trenutnu i opStu anksioznost utvrdena je visoko statisticki

Kontrolna grupa

Grupa RA

‘ B Anksiozno-depresivni | Anksiozni ‘

SIL 1 — Ué¢estalost simptoma depresivnosti i anksioznosti u
grupi bolesnika sa reumatoidnim artirisom (RA) i grupi
zdravih osoba (kontrolna grupa)

U grupi anksiozno-depresivnih bolesnika najceséi su
bili blagi poremecaji raspolozenja i umerena depresija (po
10/16,67%), a najmanje ucestali teza (6/10%) i ekstremna
depresija (3/5%) (slika 2).

Najveci broj obolelih od reumatoidnog artritisa pokazi-
vao je visok stepen trenutne anksioznosti 48 (80,00%) i visok
stepen generalne anksioznosti 58 (96,67%) (slika 3).

Tabela 1
Demografske karakteristike bolesnika sa reumatoidnim artritisom (grupa RA)
i zdravih ispitanika (grupa KO)
Demografske karakteristike Grupa RA Grupa KO p
Starost (godine), X + SD 49,87 £ 7,56 48,30 £ 6,42 0,333
Pol (%) 0,812
muskarci 12 10
zene 88 90
Strucna sprema (%) 0,917
niza 37 30
srednja 55 47
visa 3 13
visoka 5 10
Bracni status (%) 0,233
da 88 83
ne 5 7
ostalo 7 10
Tabela 2
Rezultati psiholoskih testova kod bolesnika sa reumatoidnim artritisom (grupa RA) i zdravih ispitanika (grupa KO)
Psiholoski testovi Grupa RA (X + SD) Grupa KO (X £ SD) p
BDI 17,84 + 11,74 6,93 +4,49 <0,001
STAI-S 49,45+ 6,81 40,73 + 8,01 <0,001
STAI-T 53,42 +£5,55 41,63 + 7,83 <0,001

BDI - Beck Depression | nventory, STAI-S — State-Trait Anxiety | nventory: supskala trenutne anksioznosti, STAI-T - State-Trait Anxiety | nventory: supskala opste

anksioznosti

znacajna razlika u vrednostima skorova anksioznosti izmedu
grupa RA i KO (p < 0,001) (tabela 2).

Rezultati detekcije poremecaja emocionalnosti korisée-
njem Beck-ove skale depresije (BDI) i Spielberger-ovog te-
sta anksioznosti u grupi RA pokazali su istovremeno prisus-
tvo simptoma anksioznosti i depresivnosti kod 38 bolesnika
(63,33%), a postojanje simptoma anksioznosti kod 22
(36,67%) bolesnika (slika 1). U grupi KO, 8 (26,67%) zdra-
vih ispitanika pokazivalo je prisustvo blage anksiozno-
depresivne simptomatologije, a 22 (73,33%) ispitanika prisu-
stvo samo anksiozne simptomatologije.

800 73,33

700 = GrupaRAi_ m Grupa KO

Ekstremna
depresija

Umerena Teza
depresija depresija

Graniéna
depresija

Normalan
nalaz raspolozenja

Poremetaj

SL 2 — Distribucija stepena depresivnosti u grupi bolesnika
sa reumatoidnim aratirtisom (RA) i grupi zdravih ispitanika
(grupa KO)
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Analizom anatomskih stadijuma prema Steinbrocker-u
ustanovljeno je da su 52 (86,67%) bolesnika bila u anatomskom
stadijumu I 1 II (slika 4). Najvec¢i broj bolesnika, 39 (65%) pri-
padao je funkcijskoj klasi II, a skoro podjednak broj bolesnika
funkcijskoj klasi I i III prema Steinbrocker-u (slika 4).

umereno aktivnu bolest, a 24 (40%) visoko aktivnu bolest.
Rezultati ispitivanja funkcijskih sposobnosti bolesnika meto-
dom wupitnika HAQ pokazuju proseéne vrednosti od
0,88 £ 0,67 (tabela 3).

100+

80

60

@ Anksiozno-depresivni

40+

20

0

visoki
STAI-S

umereni
STAI-S

umereni
STAI-T

M Anksiozni

visoki
STAI-T

Sl. 3 — Distribucija nivoa trenutne (STAI-S) i opste (STAI-T) anksioznosti
u grupi bolesnika sa reumatoidnim artritisom

9
LV, 3% 1, 20%

Anatomski stadijum

I, 18%

1, 17%

Funkcijske klase

SIL. 4 — Anatomski stadijum i funkcijske klase u grupi bolesnika sa
reumatoidnim artritisom po Steinbrocker-u

Mere centralne tendencije ocena aktivnosti bolesti, pre-
ko indeksa aktivnosti bolesti, prikazane tabelarno, pokazuju
da je proseéna duzina trajanja bolesti 9,28 + 7,96 godina, a
prosecna vrednost aktivnosti bolesti — DAS28 u grupi RA
4,93 + 0,85 (tabela 3). Ukupno 36 (60%) bolesnika imalo je

Prosecne vrednosti koeficijenta pamcenja dobijene pri-
menom Wechsler-ove skale pamcenja bile su nize u grupi RA
(124,69 + 13,62), u odnosu na grupu KO (136,37 + 6,06). Ut-
vrdena je visoko statisticki znacajna razlika u koeficijentima
pamcenja izmedu grupe RA i grupe KO (p < 0,001) (slika 5).

Tabela 3
Prose¢ne vrednosti pokazatelja aktivnosti renamatoidnog artritisa (RA)

Metod za ocenu aktivnosti RA X+ SD

Prosecna duzina trajanja bolesti (godine) 9,28 £ 7,96

Anatomski stadijum 2,00+ 1,71

Funkcijska klasa 2,06+ 1,71

Indeks aktivnosti bolesti — DAS28 493 +0,85

HAQ 0,88 £0,67

Intenzitet bola po VAS (mm) 55,33 £20,95

*DAS28 — Disease Activity Score 28; HAQ — Health Assessment Questionnaire;

VAS - vizuelno analogna skala (0-100 mm)

140

138
136
134 F

132

130
S8}
w

126

124

122

120

1
1L

Kontrdna

Ispitanici
Grupa

SL 5 — Prose¢ne vrednosti koeficijenata paméenja (WMS) u grupi bolesnika sa reumatoidnim artiritsom (ispitanici) i grupi
zdravih osoba (kontrolna grupa)
Wechder Memory Scale— WMS
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Prose¢ne vrednosti koeficijenta pamcenja nisu pokazi-
vale statisticki znaCajnu razliku izmedu anksiozno-
depresivnih (124,39) i anksioznih (125,68) bolesnika sa reu-
matoidnim artritisom (p> 0,1).

Ispitivanja povezanosti pokazatelja pamcenja sa poka-
zateljima aktivnosti bolesti ukazuju na slabu inverznu pove-
zanost koeficijenta pamcéenja (WMS) sa stepenom funkcijske
sposobnosti, odredenim HAQ indeksom i intenzitetom bola

Korelacije koeficijenta pamcenja i pokazatelja aktivno-
sti bolesti u grupi RA prikazane su u tabeli 4.

U grupi anksiozno-depresivnih bolesnika ustanovlje-
na je znacajna razlika u vrednostima koeficijenata pamce-
nja u odnosu na intenzitet bola na VAS skali (p = 0,05)
(slika 8).

Anksiozno-depresivni  bolesnici sa najintenzivnijim
bolom (VAS > 75 mm) imali su statisti¢ki znac¢ajno nize vre-

po VAS skali, kod  anksiozno-depresivnih bolesnika  dnosti koeficijenata pamcenja u odnosu na bolesnike sa ma-
(p>0,1) (slika 6). lim i srednjim intenzitetom bola (p < 0,05).
HAQ-WMS DEPRESIVNI VAS|-WMS DEPRESIVNI
28 10
26 o
100 o
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SI. 6 — Korelacije koeficijenta paméenja (WMS) sa funkcijom sposobnosti (HAQ) i intenzitetom bola (VASI) kod anksiozno-
depresivnih bolesnika
WMS — Wechsler Memory Scale; HAQ — Health Assessment Questinaire

Tabela 4

Korelacije pokazatelja aktivnosti bolesti i koeficijenta pam¢enja (WMS) kod anksiozno-depresivnih i anksioznih bolesnika
sa reumatoidnim artritisom

WMS

Pokazatelji aktivnosti bolesti

Anksiozno-depresivni Anksiozni
Duzina trajanja bolesti 0,18 -0,15
Anatomski stadijum 0,00 -0,10
Funkcijska klasa 0,10 -0,03
DAS 28 0,06 -0,32
HAQ -0,25 0,13
VAS I -0,24 -0,02
DAS28 — Disease Activity Score 28, HAQ — Health Assessment Questionnaire, VAS — vizuelno analogna skala
Korelacija koeficijenta pamcenja i indeksa aktivnosti - SRR R
bolesti — DAS28 iznosila je r=-0,3157 (p=0,153) kod ank- s
sioznih bolesnika (slika 7). 140
135
ANKSIONI 130
70 DAS 28=6,58030,0148"x 125
§120
65 o "’“5
6.0 110
55 o 105
— ° ° o 100 <25 25 -50 51-75 >75
50 . © 5 ) . TR
%45 o o ° = SI 8 — Proseéne vrednosti koeficijenta paméenja (WMS)
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B'OQR 100 108 110 115 120 125 130 136 140 145 &:aje
WMS DAS 28: y=6,5803-0,0148"x;
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r=203157;p=0,1524
SI. 7 — Korelacija koeficijenta paméenja (WMS) i indeksa
aktivnosti bolesti (DAS28) kod anksioznih bolesnika sa reu-
matoidnim artritisom

DAS28 — Disease Activity Score 28

Primenom analize varijanse nismo ustanovili statisticki
znacajnu razliku u srednjim vrednostima koeficijenta pamce-
nja (p=0,708) u odnosu na tezinu simptoma depresivnosti
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kod anksiozno-depresivnih bolesnika u grupi RA. Nije usta-
novljen statisticki znacajan uticaj interakcije tezine depresije
i intenziteta bola na pamcenje kod anksiozno-depresivnih
bolesnika (p > 0,05).

Primenom testa najmanje znacajne razlike ustanovili
smo jedino statisticki znacajnu zavisnost stepena oStecenja

funkcijskih  sposobnosti (HAQ) od tezine depresije
(p<0,001).
Diskusija

Interesovanje za proucavanje kognitivnih funkcija i nji-
hovog kompleksnog odnosa sa bolom i raspolozenjem pri-
sutno je u naucnoj i stru¢noj javnosti zbog nekonzistentnih
podataka koji postoje u dosadasnjim istrazivanjima ovih re-
lacija sa razlicitih aspekata.

Nase ispitivanje pokazalo je da su oboleli od reumatoi-
dnog artritisa imali vi$i stepen poremecaja paméenja u odno-
su na zdrave ispitanike. Utvrdena je visoko statisti¢ki zna-
Cajna razlika u koeficijentima paméenja izmedu obolelih od
reumatoidnog artritisa (124,69 + 13,62) i zdravih ispitanika
(136,37 £ 6,06) (p <0,001). Uporedivanjem prosecnih vred-
nosti sirovih skorova pojedinih suptestova utvrdena je statis-
ticki znacajna razlika izmedu obolelih od reumatoidnog ar-
tritisa 1 zdravih ispitanika na suptestovima mentalne kontro-
le, brojanja, vizuelnih reprodukcija (p <0,001), kao i logic-
kog pamcenja (p<0,05), ali nije ustanovljena razlika na
suptestu asocijativnog pamcenja (p > 0,1).

Sli¢ne rezultate nalazimo u radu Appenzeler-a i sar. '
koji ukazuju na vecu ucestalost oStecenja kognitivnih funk-
cija kod bolesnika sa reumatoidnim artritisom u odnosu na
zdrave ispitanike, statistiCki znacajnu u testovima verbalne
fluentnosti, logickog pamcenja 1 kratkotrajne memorije
(p < 0,05), kao i na nepostojanje korelacije kognitivnih funk-
cija sa duzinom trajanja bolesti i funkcijskim sposobnostima.
U skladu sa naSim rezultatima su oni iz ispitivanja bolesnika
sa reumatoidnim artritisom koje su sproveli Hanly i sar. '*
primenom Weschsler-ove skale inteligencije (WAIS) i skale
pamcenja (WMS-R). Oni su ukazali na Ceste kognitivne de-
ficite kod ovih bolesnika, ali ne i na korelaciju izmedu kog-
nitivnih disfunkcija i aktivnosti bolesti.

Podaci iz literature ukazuju i na kompleksnost odnosa
izmedu bola, raspoloZenja i kognicije, te na potrebu daljih
istrazivanja u cilju rasvetljavanja relativnog doprinosa bola
kognitivnim disfunkcijama > '’

Mi smo ispitivali moguéi uticaj bola na kognitivne spo-
sobnosti primenom vizuelne analogne skale i Weschler-ove
skale pam¢enja u grupi RA u zavisnosti od emocionalnih
manifestacija. Rezultati naseg ispitivanja nisu ukazali na po-
stojanje statisticki znacajne razlike kod prosec¢nih vrednosti
koeficijenta ~ paméenja izmedu anksiozno-depresivnih
(124,39) i anksioznih (125,68) bolesnika sa reumatoidnim
artritisom (p > 0,1). Dobijeni rezultati nisu u skladu sa nala-
zima do kojih su dosli Mufioz i sar. '* koji su ispitivanjem
memorijskih smetnji kod 149 bolesnika sa hroni¢nim bolom
ukazali na znacajnije memorijske smetnje kod depresivnih
bolesnika u odnosu na anksiozne i bolesnike koji su imali
negativan stav, te preporucili razmatranje kognitivnih dis-

7

funkcija u zavisnosti od emocionalnih disfunkcija i stava
bolesnika.

Kod anksiozno-depresivnih bolesnika ustanovili smo
statisticki znacajnu razliku u vrednostima koeficijenata pam-
¢enja u odnosu na intenzitet bola po vizuelnoj analognoj
skali (p < 0,05). Koeficijent pamcenja pokazivao je slabu in-
verznu povezanost sa stepenom funkcijske sposobnosti, od-
redenim pomoc¢u HAQ indeksa i intenziteta bola na vizuelno-
analognoj skali kod anksiozno-depresivnih bolesnika. Anksi-
ozno-depresivni bolesnici sa najintenzivnijim bolom (VAS >
75) imali su statisticki znacajno nize vrednosti koeficijenata
pamcenja u odnosu na bolesnike sa malim i srednjim inten-
zitetom bola (p < 0,05).

Slicno naSem ispitivanju pojedini autori naglasavaju
statisticki znacajnu povezanost intenziteta bola i memorijskih
sposobnosti bolesnika sa hroniénim bolom ** .

Savremene studije snimanja doprinose rasvetljavanju
odnosa bola i kognicije. Ispitivanja kognitivnih funkcija
sprovedena u uslovima bola uz primenu funkcionalne mag-
netne rezonance (MRI) pokazuju zavisnost kortikalne aktiv-
nosti od jagine bola i teZine zadataka®. Neurokognitivne
studije naglaSavaju mogucnost istovremene aktivnosti neu-
ronskih mreza koje podrzavaju percepciju bola i kogniciju,
§to objasnjava povezanost kognitivnog deficita i bola koju
smo i dokazali na§im ispitivanjem™*. Smatra se da prednji
cingularni korteks predstavlja integralnu komponentu neu-
ronskog sistema koji posreduje u interakciji emocionalnog
distresa izazvanog bolom i kognitivnog funkcionisanja. Hart
i sar. * razmatraju maladaptivni fizioloski odgovor na stres i
disregulaciju hipotalamohipofiznoadrenalne osovine kao
moguci uzrok kognitivnih ostecenja, ukljucujuci i poreme-
¢aje pamcenja kao posledicu sekundarnog uticaja na hipo-
kampalnu funkciju®. Studije neurosnimanja ukazuju i na
smanjen volumen hipokampalne formacije kod obolelih sa
major depresijom i poreme¢ajima verbalnog paméenja *.

Pojedine studije naglasavaju vecu povezanost emocio-
nalnog distresa i kognitivnih poremecaja, a manji doprinos
senzornodiskriminativnih aspekata bola nastanku i tezini ko-
gnitivnih poteskoéa®” .

Primenom analize varijanse nismo ustanovili statisticki
znacajnu razliku u srednjim vrednostima koeficijenta pamce-
nja u odnosu na tezinu simptoma depresivnosti kod anksioz-
no-depresivnih  bolesnika sa reumatoidnim  artritisom
(p=0,708). Primenom testa najmanje znacajne razlike usta-
novili smo jedino statisti¢ki znacajnu zavisnost stepena oste-
¢enja funkcijskih sposobnosti (HAQ) od tezine depresije
(p<0,001). Bolesnici sa umerenom, tezom i ekstremnom
depresijom imali su statisti¢ki znacajno veée srednje vredno-
sti HAQ indeksa, tj. znacajnija funkcionalna ogranicenja. Ni-
smo ustanovili statisticki znacajnu razliku u srednjim vred-
nostima intenziteta bola, DAS28, kao ni koeficijentima pam-
¢enja u odnosu na tezinu simptoma depresivnosti (p > 0,05).
Rezultati naSeg ispitivanja pokazali su da su anksiozno-
depresivni bolesnici bili u proseku stariji u odnosu na anksi-
ozne, losijih funkcijskih sposobnosti, sa aktivnijom formom
bolesti u odnosu na anksiozne ispitanike (p < 0,05). U grupi
anksiozno-depresivnih bolesnika najcesci su bili prisutni bla-
gi poremecaji raspolozenja i umerena depresija (po
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10/16,67%), a najmanje ucestali teza (6/10%) i ekstremna
depresija (3/5%), sto delimi¢no objaSnjava rezultate uticaja
tezine depresije na ispitivane parametre.

Nismo ustanovili statisticki znacajan uticaj interakcije
tezine depresije i intenziteta bola na pamcenje kod anksioz-
no-depresivnih bolesnika (p > 0,05).

Prisustvo psiholoskih faktora predstavlja teskoce u is-
pitivanju uticaja bola na memoriju, §to je razumljivo s obzi-
rom na to da je kognicija u kompleksnoj neraskidivoj intera-
kciji sa emocionalnim, motivacionim i motorickim sistemi-
ma. Moguéi uzrok kognitivnih deficita moze biti snizena
motivacija i inicijativa bolesnika sa hroni¢nim bolom koji je
povezan sa depresijom. Faktori povezani sa bolom, kao §to
su depresija i problemi sa spavanjem (nisu bili predmet na-
Seg rada) potencijalno uticu na kognitivne funkcije® ",

U istrazivanju koje su vrsili Brown i sar. *° dokazana je
znacajna indirektna povezanost bola i kognicije, preko dep-
resije, kod obolelih od reumatoidnog artritisa. Predlozeni
model kognitivnog funkcionisanja obolelih od reumatoidnog
artritisa je kompatibilan sa nalazima kognitivnih disfunkcija
kod bolesnika sa hroni¢nim bolnim stanjima (miSi¢noskeletni
bol, fibromijalgija), kada fizicki i/ili psiholoski distres uticu
na paznju koja je potrebna u kognitivno zahtevnim zadaci-

24,30

ma~""". Sli¢ne nalaze pokazuju ispitivanja povezanosti kako

bola, tako i pratece depresije sa losijim kognitivnim funkci-
jama kod obolelih sa mii¢noskeletnim bolom " **.

U toku ispitivanja ustanovili smo srednju inverznu ko-
relaciju koeficijenta paméenja i indeksa aktivnosti bolesti

LITER

1. Ginsburg KS, Wright EA, Larson MG, Fossel AH, Albert M, Schur
PH, et al. A Controlled study of the prevalence of cognitive
dysfunction in randomly selected patients with systemic lupus
erythematosus. Arthritis Reum 1992; 35(7): 776-82.

Seminowicz DA, Davis KD. Pain enhances functional connec-
tivity of a brain network evoked by performance of a cognitive
task. ] Neurophysiol 2007; 97(5): 3651-9.

Roth RS, Geisser ME, Theisen-Goodvich M, Dixon PJ. Cognitive
complaints are associated with depression, fatigue, female sex,
and pain catastrophizing in patients with chronic pain. Arch
Phys Med Rehabil 2005; 86(6): 1147-54.

Dick BD, Rashig S. Disruption of attention and working mem-
ory traces in individuals with chronic pain. Anesth Analg 2007;
104(5): 1223-9.

Iverson GL, McCracken LM. “Postconcussive” symptoms in
persons with chronic pain. Brain Inj 1997; 11(11):783-90.
Eccleston C. Chronic pain and attention: a cognitive approach.
Br J Clin Psychol 1994; 33(Pt 4): 535-47.

Kewman DG, Vaishampayan N, Zald D, Han B. Cognitive im-
pairment in musculoskeletal pain patients. Int J Psychiatry Med
1991; 21(3): 253-62.

Denney DR, Sworowski 1A, Lynch SG. Cognitive impairment in
three subtypes of multiple sclerosis. Arch Clin Neuropsychol
2005; 20(8): 967-81.

Smith BW, Zautra AJ. Vulnerability and resilience in women
with arthritis: Test of a two-factor model. ] Consult Clin Psy-
chol 2008; 76(5):799-810.

Katz PP, Yelin EH. Acitivity loss and the onset of depressive
symptoms: do some activities matter more than other? Arhritis
Rheum 2001; 44(5): 1194-202.

10.

(DAS28) (r=-0,3157; p=0,153) kod anksioznih bolesnika
sa reumatoidnim artritisom. NaSe ispitivanje nije pokazalo
statisticki znaCajnu povezanost stepena trenutne (p = 0,497) i
opste anksioznosti (p=0,054) sa poremecajima pamc¢enja kod
anksioznih bolesnika. To nije u skladu sa ispitivanjem Grace i
sar. >' koji naglasavaju povezanost opste anksioznosti, ali ne i
depresije sa poremecajima pamcenja. Stepen anticipacije bol-
nih simptoma koji je tesko predvideti narocito kod obolelih sa
visokim stepenom anksioznosti, predstavlja stresor koji pona-
vljano aktivira hipotalamohipofiznoadrenalnu osovinu i pred-
nji cingularni korteks izazivajuéi kognitivna ostecenja. Objas-
njenje za naSe rezultate je veliCina uzorka, i mala ucestalost
obolelih sa umerenim nivoom opste anksioznosti (2/3,77%),
pa samim tim i nemoguc¢nost objektivnog uporedivanja sa bo-
lesnicima koji imaju visok stepen anksioznosti.

Zakljucak
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Efekat inaktivacije patogena primenom riboflavina i ultravioletnog
zracenja na kvalitet trombocitnih koncentrata

Effectiveness of use of riboflavin and ultraviolet light for pathogen inactivation

Zoran Stanojkovi¢*, Ana Anti¢*, Miodrag Stojanovi¢

on quality of platelet concentrates

+
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Apstrakt

Uvod/Cilj. Inaktivacija patogena u ktvi i produktima od
krvi predstavlja znacajan korak u cilju dobijanja bezbedne
krvi, $to je jedan od prioriteta savremene transfuzioloske
prakse. Riboflavin (vitamin B2) aktiviran ultravioletnim
(UV) zracenjem stvara aktivni kiseonik koji ostecuje Celijsku
membranu i sprecava replikaciju uzrocnika bolesti (virusi,
baktetije, protozoe) u krvnim komponentama. Cilj ovog ra-
da bio je da se utvrdi uticaj procesa fotoinaktivacije patoge-
na primenom riboflavina i UV zracenja na biohemijske i
funkcionalne karakteristike trombocita dobijenih izdvaja-
njem iz ,,buffy coat” (leukocitno-trombocitnog sloja). Me-
tode. Ispitivanje je obuhvatilo 80 koncentrata trombocita
izdvojenih iz ,buffy coat®, dobijenog separacijom cele krvi
dobrovoljnih davalaca krvi unutar Sest sati od njenog uzi-
manja. Koncentrati trombocita su pulirani, pulovi filtrirani,
a zatim podeljeni na 10 kontrolnih (K) i 10 ispitivanih (I) je-
dinica (pulova trombocita). Ispitivane jedinice trombocita
tretirane su riboflavinom (35 mL) i UV zracenjem (6,24
J/mlL, 265-370 nm) na aparatu Mirasol (Catidian BCT Bi-
otechnologies, USA) u prose¢nom trajanju od $est minuta.
Kontrolnoj jedinici trombocita dodato je 35 mL fizioloskog
rastvora. Uzorcl za ispitivanje uzeti su iz kontrolnih i ispiti-
vanih jedinica trombocita inicijalno (Ko i Ip), nakon dodava-
nja fizioloskog rastvora (Ki), odnosno riboflavina (Ir), na-
kon izlaganja UV zracenju (I), prvog dana (K5 i I3) i petog
dana skladistenja (K4 i 14). Iz uzoraka su odredivani broj i

Abstract

Background/Aim. Pathogen inactivation in blood and
blood products is one of the major means to achieve a zero
risk blood supply and improve transfusion safety. Riboflavin
(vitamin B2) activated by ultraviolet (UV) light, produces ac-
tive oxygen which damages cell membrane and prevents rep-
lication of the carrier of diseases (viruses, bacteria, protozoa)
in all blood products. The aim of this study was to establish
the influence of the process of pathogens photoinactivation
using riboflavin and UV rays on the biochemical and func-

prinos trombocita, koncentracija rezidualnih eritrocita i leu-
kocita, pH, pOz, pCOx i bakterioloska ispravnost. Rezulta-
ti. Sve vrednosti ispitivanih parametara bile su znacajno sta-
tisticki nize u odnosu na vrednosti parametara iz uzorka Ko1i
To. Sve vrednosti parametara prvog dana skladistenja trom-
bocita (uzorci K3 i I3) bile su znacajno statisticki nize u od-
nosu na vrednosti parametara nakon dodavanja fizioloskog
rastvora, odnosno riboflavina (uzorci K; i Ij). Takode, sve
vrednosti analiziranih parametara petog dana skladistenja
(uzorci Ky 1 1) bile su znacajno statisticki nize u odnosu na
vrednosti parametara iz uzoraka K; i K3, odnosno Iy i I.
Poredenjem svih analiziranih parametara petog dana ispiti-
vanja (uzorci Ky 1 14), nije nadena statisticki znacajna razlika
izmedu kontrolne i eksperimentalne grupe. Svi uzorci trom-
bocita sacuvali su sterilnost do sedmog dana, koliko je pra-
¢ena bakterioloska ispravnost. Zaklju€ak. Trombociti ina-
ktivisani primenom riboflavina i UV zracenja (Mirasol PRT
sistem, Caridian BCT, USA) zadrzavaju sve karakteristike
odredene Preporukama za pripremu, upotrebu i obezbede-
nje kvaliteta komponenata krvi Saveta Evrope tokom celog
perioda skladistenja (pet dana). Rezultati su dosledni poda-
cima prethodnih 7z vive 1 in vitro ispitivanja i potvrduju da se
trombociti tretirani na ovaj nacin mogu bezbedno primeniti
u rutinskoj transfuzioloskoj praksi.

Kljucne reci:
krv, konzervacija; trombociti; trombociti, broj; vitamin
B2; ultravioletni zraci; bakteriologija.

tional characteristics of platelet concentrates prepared from
“buffy coat”. Methods. The examination included 80 platelet
concentrates prepared from “buffy coat”, which was sepa-
rated from whole blood donated by voluntary blood donors
around 6 hours from the moment of collection. Concentrates
wete pooled, filtered and separated unton two groups: one
consisted of 10 control units and the other of 10 examined
units (pooled platelet concentrates). Examined units of the
platelets were treated by riboflavin (35 mL) and UV rays (6.24
J/mL, 265-370 nm) on Mirasol aparature (Catidian BCT
Biotechnologies, USA) in approximate duration of 6 min. A
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total of 35 mL of saline solution was added to the control
units. The samples for examining were taken from the con-
trol and examined units initially (Ko, o), after the addition of
saline (K1) and riboflavin (Iy), after illumination (Iy), first day
of storage (K3, I3) and the fifth day of storage (Ku, 14). The
following parameters were measured: platelet count and
platelet yield, residual erythrocyte and leukocyte count, pH,
pO2, pCO2 and bacterial contamination. Results. All the
measured parameters showed a statistically significant de-
crease comparing to Ko and Io; all the results of the first day
of platelet storage showed statistically significant decrease
comparing to K and Ij, and all the results of the fifth day of
platelet storage (K4, I4) showed a statistically significant de-
crease comparing to K1 and K3 and to I; and I5. There was
no the mentioned difference in the measured parameters

between Ky and 14 (the end of storage — the fifth day). All the
platelet units were sterile till the seventh day, when the inves-
tigation ended. Conclusion. Platelet concentrates inactivated
by riboflavin and UV rays (Mirasol PRT sistem, Caridian
BCT, USA) keep all the characteristics assessed by the Guide
to the preparation, use and quality assurance of blood com-
ponents (Council of Europe), during the whole storage pe-
riod (five days). The obtained data were correlated with ex-
isting up to date literature and demonstrated that Mirasol
treated platelets were safe and could be incorporated effec-
tively in the routine blood bank and transfusion setting.

Key words:
blood prservation; blood platelets; platelet count;
riboflavin; ultraviolet rays; bacteriology.

Uvod

Transfuzije koncentrata trombocita sastavni su deo le-
cenja bolesnika sa trombocitopenijom nastalom zbog sma-
njene produkcije trombocita usled osnovne bolesti ili prime-
ne mijelotoksi¢nih lekova, potroSnje ili dilucije krvi, ali i ne-
kih stanja povezanih sa disfunkcijom trombocita '. Koncen-
trati trombocita mogu se dobiti separacijom iz jedinica cele
krvi dobrovoljnih davalaca ili primenom separatora krvnih
¢elija. Koncentrati trombocita iz cele krvi mogu se pripre-
mati iz prethodno prikupljene plazme bogate trombocitima
ili izdvajanjem iz buffy coat (leukocitno-trombocitnog sloja).
Kvalitet pripremljenih koncentrata trombocita zavisi od veli-
kog broja faktora, kao Sto su: metoda pripreme, duZina skla-
diStenja, vrsta kese u kojoj se cuvaju, a u novije vreme i teh-
nika inaktivacije patogena “.

Standardi koji se odnose na inaktivaciju patogena u krv-
nim komponentama, posebno u koncentratima trombocita, je-
dan su od preduslova bezbedne transfuzije. Inaktivacija pato-
gena u krvnim komponentama ima ulogu uklanjanja odnosno
inaktivacije svih uzro¢nika prenosivih bolesti putem krvi (vi-
rusi, bakterije, protozoe, prioni). Ona ne zamenjuje testiranje
jedinica krvi dobrovoljnih davalaca na markere transfuzijom
prenosivih bolesti, ali smanjuje opasnost od ,,prozor fenome-
na“ i deluje i na agense za koje testiranje trenutno nije dostup-
no, a mogu se preneti putem krvi>*. Postupci inaktivacije uz-
ro¢nika transmisivnih bolesti temelje se na vezivanju raznih
supstanci (psoralen, riboflavin, metilensko plavo), kao i delo-
vanju ultravioletnog (UV) i gama zraCenja, ¢ime se sprecava
replikacija nukleotida DNA i RNA, inhibira proliferacija T-
limfocita i prevenira bolest kalema protiv domacina — Graft-
versus-host-disease (GVHD), suprimira sinteza citokina i opa-
snost od pojave posttransfuzionih febrilnih reakcija™>°.

Prva metoda inaktivacije patogena koja je uSla u rutin-
sku transfuzioloSku praksu u velikom broju evropskih zema-
lja jeste primena amotosalena u kombinaciji sa UV zrace-
njem. Danas je najzastupljenija metoda inaktivacije patogena
primenom riboflavina i UV zracenja, koja ima oznaku CE za
primenu u plazmi i trombocitima ’.

Riboflavin (vitamin B2) je prirodno prisutno jedinjenje
1 esencijalni humani hranljivi sastojak. Izuzetno je efikasan u

inaktivaciji patogena, ako se izloZi vidljivom ili UV zrace-
nju, jer stvara aktivne forme kiseonika koje oStecuju celijsku
membranu, ¢ime se sprefava replikacija uzro¢nika bolesti u
svim produktima krvi*°. Riboflavin je netoksi¢an, kao i nje-
govi razgradni produkti, i normalno je prisutan u ljudskom
organizmu. On ima planarnu konjugovanu prstenastu struk-
turu sa lancem Secera koji mu daje hidrosolubilni karakter.
Planarni deo molekula umece se izmedu baza DNA i RNA, a
UV zracenje, koje aktivira riboflavin, oksiduje guanin u nu-
kleinskim kiselinama, sprec¢avajuci replikaciju genoma pato-
gena. Riboflavin ne deluje na eritrocite i trombocite, jer te
¢elije nemaju jezgro, kao ni na proteine plazme, a ne izdvaja
se naknadno iz krvne komponente, jer je normalno prisutan u
organizmu i brzo se razgraduje '* ',

Izlaganje koncentrata trombocita mehani¢kim i hemij-
skim agensima moZe imati Stetan uticaj na celijski integritet
u smislu pojacanja procesa glikolize, aktivacije morfoloskih
promena i apoptoze u trombocitima, a postoji i opasnost od
stvaranja neoantigena i, time, stvaranja iregularnih antitela
&ije klinicke posledice jos uvek nisu poznate .

Cilj ovog rada bio je da se utvrdi uticaj procesa fotoina-
ktivacije patogena primenom riboflavina i UV zracenja na
biohemijske karakteristike trombocita dobijenih izdvajanjem
iz buffy coat.

Metode

Ispitivanje je obuhvatilo ukupno 80 koncentrata trom-
bocita, prosecne zapremine 59,80 = 7,20 mL, koji su podvr-
gnuti procesu inaktivacije na aparatu Mirasol (Mirasol™
Pathogen Reduction Technology System, Caridian BCT Bi-
otechnologies, Lakewood, Colorado, USA) prema unapred
utvrdenom protokolu. Koncentrati trombocita dobijeni su iz-
dvajanjem iz buffy coat, koji je dobijen separacijom jedinica
krvi dobrovoljnih davalaca (prosecne zapremine 450 mL) u
roku do Sest sati od uzimanja krvi (Cetvorostruke kese Ma-
copharma CPD/SAGM, Francuska) na automatskom ekstra-
ktoru T-ACE II (Terumo, Japan). Zatim su pulirana po cetiri
koncentrata trombocita iste krvne grupe (ukupno 20 pulova:
A=8,B=4,0=6, AB=2) i pulovi su ostavljeni 2 sata na
tempertauri od oko 22°C bez agitacije. Spojena su po dva
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pula trombocita iste krvne grupe (ukupno 10 pulova od po
osam koncentrata trombocita: A=4, B=2, 0=3, AB=1),
svaki je filtriran (filter za leukoredukciju trombocita — Imu-
gard III-PL, Terumo, Japan), a zatim podeljen na dva pula
trombocita jednake zapremine, od kojih je jedna jedinica bila
kontrolna (K), a druga ispitivana (I), tretirana Mirasol PRT
sistemom (ukupno 10 kontrolnih i 10 ispitivanih pulova
trombocita).

Specifikacije trombocita tretiranih Mirasol PRT siste-
mom podrazumevale su standarde usvojene od proizvodaca
(Caridian BCT, USA): zapremina produkta 170-360 mL,
koncentracija trombocita 0,8-2,1 x 10° éelija/uL, koncentra-
cija rezidualnih eritrocita < 5 x 10° po 3,5 x 10" trombocita,
koncentracija rezidualnih leukocita < 250 x 10° po 3,5 x 10"
trombocita.

Kontrolnoj jedinici dodato je 35 mL fizioloSkog rastvo-
ra u kesi za skladistenje trombocita (rok skladiStenja 5 dana),
a ispitivanoj 35 mL 500 umol/L rastvora riboflavina u origi-
nalnoj kesi za iluminaciju (Mirasol Platelet [Illuminati-
on/Storage set), kako bi se postigla finalna koncentracija ri-
boflavina 65—70 pmol/L. Rastvor riboflavina prikljucen je za
kesu za iluminaciju, koja u sebi sadrzi trombocite, preko ste-
rilnog konektora (TSCD Terumo, Japan). Ispitivana jedinica
potom je postavljena u Mirasol iluminator prema uputstvu
proizvodaca i podvrgnuta delovanju UV zracenja (6,24 J/mL,
265-370 nm) u prose¢nom trajanju od 6 minuta. Obe jedini-
ce (kontrolna i ispitivana) postavljene su horizontalno na
agitator (Teknolabo Instruments, Italy) do isteka roka (5 da-

(K, — inicijalno, odmah nakon formiranja kontrolnog pula,
pre dodavanja fizioloSkog rastvora, K; — posle dodavanja fi-
zioloskog rastvora, K; — prvog dana skladistenja, K, — petog
dana skladistenja). Iz uzoraka su radene hematoloske analize
— koncentracija trombocita, rezidualnih eritrocita i leukocita
na aparatu Beckman Coulter AcT diff (Beckman Coulter,
USA) i gasne analize — pH, pO,, pCO, na aparatu AVL
Compact 3 Blood Gas Analyzer (Roche Diagnostics). Bakte-
rioloSka ispravnost trombocita ispitivana je na aparatu
BacT/ALERT 3D (Biomerieux, Francuska), za aerobne bak-
terije BPA bocice, za anacrobne BPN bocice.

Analizirani parametri prikazani su tabelarno, srednjim
vrednostima i standardnim devijacijama. Poredenje ponov-
ljenih merenja unutar jedne grupe (kontrolna grupa — K,, K;,
K; i Ky, tj. ispitivana grupa - Iy, I, I, I3 i I;) vrSeno je Stu-
dentovim t-testom za zavisne uzorke, dok je poredenje para-
metara izmedu kontrolne i ispitivane grupe vrSeno Studen-
tovim t-testom za nezavisne uzorke. Statisticka znacajnost je
odredivana na nivou p < 0,05, primenom softverskog paketa
SPSS, verzija 18 (SPSS Software GmbH, Germany).

Rezultati

Proseéna zapremina kontrolnog pula trombocita izno-
sila je 272,7 £ 15,8 mL, dok je prose¢na zapremina ispitiva-
nog pula trombocita iznosila 278,4 + 18,4 mL. Osnovne ka-
rakteristike posmatranih pulova trombocita prikazane su u
tabeli 1.

Tabela 1
Karakteristike pulova trombocita

Red A Masa Zapremina Masa Zapremina
broj. Broj pula K K I U

@ (mL) (@ (mL)
I J10010903876600 278 263 294 277
I J10010903866500 305 288 310 293
I J10010903876700 286 270 294 277
v J10010903876800 296 280 307 290
v J10010903866600 280 265 282 267
VI J10010903866700 276 261 280 265
VII J10010903866800 297 280 303 287
VIII J10010903866900 286 270 289 273
IX J10010903867000 290 274 292 276
X J10010903867100 292 276 295 279
X 288,6 272,7 294,6 278,4

K - kontrolni uzorak (trombociti + 35 mL fiziolo§kog rastvora);
I - ispitivani uzorak (trombociti + 35 mL riboflavina)

na), uz proveru temperature (22 + 2°C) i zastitu od okolne
svetlosti.

Svi pulovi trombocita, prema Preporukama za pripre-
mu, upotrebu i obezbedenje kvaliteta komponenata krvi Sa-
veta Evrope ”°, kontrolisani su po utvrdenim parametrima,
¢ime se potvrdio kvalitet proizvoda i osigurala bezbednost i
efikasnost transfuzije. Iz ispitivane jedinice uzeto je pet uzo-
raka — Ip-1; (I, — inicijalno, odmah nakon formiranja ispitiva-
nog pula, pre dodavanja riboflavina, I; — posle dodavanja ri-
boflavina, a pre iluminacije, I, — posle zavrsene iluminacije,
I; — prvog dana skladiStenja, I, — petog dana skladiStenja), a
iz kontrolne jedinice uzeta su Cetiri uzorka — K¢-K; i K3-K4
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Rezulati ispitivanih parametara iz uzoraka kontrolne
grupe trombocita prikazani su u tabeli 2.

Poredenjem srednjih vrednosti analiziranih parametara
u kontrolnoj grupi uocava se statisticki znacajno smanjenje
vrednosti ovih analiziranih parametara tokom perioda skladi-
Stenja. Vrednosti svih parametara bile su statisticki znacajno
niZe u odnosu na vrednosti parametara iz uzorka Kg; sve vre-
dnosti parametara prvog dana skladiStenja trombocita (uzorci
K3) bile su statisticki znacajno nize u odnosu na vrednosti
parametara nakon dodavanja fizioloskog rastvora (uzorci
K}), i sve vrednosti analiziranih parametara petog dana skla-
distenja (uzorci K,) bile su statisticki znacajno nize u odnosu
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Tabela 2
Analizirani parametri kontrolne grupe
K, (X + SD) K, (x + SD) K; (% + SD) K, (X £ SD)
pH 7,17 (0,07) 7,16 +0,07% 7,15+ 0,06™ P 7,14 + 0,04~ 5 C
pO, (mmHg) 141,69 (11,03) 139,33 + 11,434 133,26 + 8,214 B 125,02 + 8,19y B-C
pCO, (mmHg) 53,46 (2,32) 49,63 + 3,70* 33,71 +4,3148 25,74 +2,86MB:C
?’Xr‘;loir/‘:f)’o“ta 1,08 (0,12) 1,06+ 0,124 0,99+0,114F 0,93 + 0,09 B-C

A _p<0,05vsKy; B-p<0,05vsK;, C—p<0,05vsK,iK;

K)— kontrolni uzorak inicijalno; K; — kontrolni uzorak posle dodavanja fiziolo§kog rastvora; K; — kontrolni uzorak prvog dana ispitivanja; K,— kontrolni
uzorak petog dana ispitivanja

na vrednosti parametara iz uzoraka K; i Ks. Inicijalni prinos
trombocita kontrolne grupe iznosio je 2,96 x 10'' trombocita,
dok je prinos trombocita petog dana skladiStenja iznosio
2,53 x 10" trombocita.

Rezulati ispitivanih parametara iz uzoraka ispitivane
grupe trombocita prikazani su u tabeli 3.

koji se mogu preneti putem krvi, ali se za sada ne vrsi obave-
zno testiranje na njihovo prisustvo zbog niske prevalencije u
opsStoj populaciji, nepoznatog stepena transmisije putem
transfuzije krvi ili nedostatka adekvatnog testa za otkrivanje
tog infektivnog agensa. To mogu biti virusi (kao §to su Fla-
vivirusi Den-1-Den-4, virus St. Louis encefalitisa, Togaviru-

Tabela 3
Analizirani parametri ispitivane grupe
I, (X + SD) I, (X + SD) L (X + SD) L (% + SD) I, (X + SD)
pH 7,17 £0,07 7,17 +0,07* 7,16 + 0,078 7,15 + 0,05°5C 7,13 +£ 0,045 CP
pO, (mmHg) 141,39£9,26 139,20 £8,20%  13827+9,16™® 133,11 +83853C 12554 +£8,3545CD
pCO, (mmHg) 54,00+£2,69  5294+3,14  49,11+3,44*"  2828+55048C 2292 +4404BCP
imfo{/fgboma 1,08+0,12  1,05+0,12* 1,03 40,118 0,98 + 0,10 B¢ 0,92+ 0,103 6P

A_p<0,05vsKy;®-p<0,05vsK,;, € -p<0,05vsK,;iK;
I,— ispitivani uzorak inicijalno; I,— ispitivani uzorak posle dodavanja riboflavina; I,— ispitivani uzorak nakon UV zradenja; I;— ispitivani uzorak prvog dana
ispitivanja; I, — ispitivani uzorak petog dana ispitivanja

Poredenjem srednjih vrednosti analiziranih parametara
ispitivane grupe, takode, uocava se statisticki znacajno sma-
njenje tokom perioda skladistenja trombocita, sa istim odno-
som kao i u kontrolnoj grupi, sem kod parcijalnog pritiska
CO,, gde nema statisticki znacajnog smanjenja u grupi I; u
odnosu na Iy. Inicijalni prinos trombocita ispitivane grupe iz-
nosio je 3,03 x 10" trombocita, dok je prinos trombocita
petog dana skladitenja iznosio 2,57 x 10" trombocita.

Poredenjem svih analiziranih parametara petog dana is-
pitivanja (uzorci K, 1 1), ne uocava se statistic¢ki signifikant-
na razlika izmedu kontrolne i ispitivane grupe.

Svi uzorci trombocita sacuvali su sterilnost do sedmog
dana, koliko je pracena bakterioloska ispravnost. U uzorcima
nije utvrdeno prisustvo rezidualnih leukocita i eritrocita.

Diskusija

Rizik od virusne i bakterijske transmisije transfuzijom
produkata od krvi danas je sveden na minimum u vecini ev-
ropskih zemalja. U rutinsku transfuziolosku praksu uvedeni
su osetljivi testovi (anti-HIV 11 2, anti-HCV, anti-HBc, anti-
HTLV I/Il) za testiranje krvi dobrovoljnih davalaca, a posle-
dnjih godina u razvijenim zemljama sveta uvedena je NAT
(nucleic acid-based tests) metoda, $to je znacajno snizilo ri-
zik prenosenja ovih virusnih agenasa putem transfuzije pro-
dukata od krvi (rizik da se prenese uzrocnik bolesti putem
transfuzije jedinice krvi iznosi 1/1,9 miliona za HIV, 1/1,6
miliona za HCV)'*". Poseban problem u savremenoj tran-
sfuzioloskoj praksi, medutim, predstavljaju patogeni agensi

si zapadnog i istocnog konjskog encefalitisa, Chikungunuya,
respiratorni Corona virusi, Circovirus TT i SEN, Deltavirus
Hepatitis D, Epstein-Barrov virus, humani herpes virusi 6, 7 i
8, Parvovirus B19), protozoe (Babesia microti, Toxoplasma
gondii, Trypanosoma cruz, Leischmania donovani), bakte-
rije — gram pozitivne i gram negativne (Stapylococcus aure-
us, Stapylococcus epidermidis, Escherichia coli, Anaplasma
phagocytophilum, Borelia burgdoferi) ili prioni (izazivaju
Creutzfeldt-Jakobovu bolest) '*'®. Svemu navedenom treba
dodati i Cinjenicu da se svake dve do tri godine pojavljuju
novi virusi koji se mogu preneti transfuzijama produkata kr-
vi. S druge strane, koncentrati trombocita pokazuju posebno
povecan rizik od bakterijske kontaminacije, s obzirom na
uslove skladistenja (temperatura od 22 £ 2 °C). Prema sav-
remenim ispitivanjima, minimum bakterijske kontaminacije
trombocita posle pet dana Cuvanja na sobnoj temperaturi je
oko 10"/mL .

Inaktivacija patogena u produktima od krvi predstavlja
dodatni nivo zastite, kako od poznatih infektivnih agenasa,
tako i od onih koji jo§ uvek nisu prepoznati kao moguca
pretnja globalnom snabdevanju krvlju '*. Danas se koriste ra-
zlicite fizicke i hemijske metode inaktivacije patogena, koje
zadovoljavaju osnovne propisane kriterijume: redukcija inci-
dencije virusne, bakterijske i parazitarne transmisije transfu-
zijom produkata od krvi na najmanji moguci nivo, Siroka efi-
kasnost u smislu prevencije transfuzijom uzrokovane epide-
mije novog Stetnog patogena, laka implementacija u postoje-
¢u organizaciju transfuzioloske sluzbe, minimalna toksic-
nost, nepromenjena klinicka efikasnost inaktivisanih produ-
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o 7,15,20 PR o
kata od krvi, niska cena " > ~". U ovom ispitivanju kori$¢ena

je metoda dodavanja riboflavina puliranom koncentratu
trombocita i naknadno izlaganje produkta UV zracenju sa
obe strane. Kao posledica aktivacije riboflavina pod dejs-
tvom UV zraka dolazi do oksidacije guanina u nukleinskim
kiselinama i njihovog ireverzibilnog oSteéenja, Sto sprecava
dalju replikaciju patogena. Mnogobrojne studije do sada po-
kazale su da ova metoda efikasno inaktiviSe intracelijski i za
¢eliju vezani virus humane imunodeficijencije — HIV (4,46 i
5,93 logl0/mL, respektivno), virus zapadnog Nila (5,19
log10/ml), virus Parvo B19 (> 6,5 log10/mL), virus vezikular-
nog stomatitisa (> 5,3 log10/mL), Saphylococcus epidermidis
i Saphylococcus aureus (5-6 log10/mL), Escherichia coli (> 4
log10/mL), Leischmania donovani infantum (5-6 log 10/mL),
a dokazano je i da prevenira infekciju prouzrokovanu bakteri-
jama Klebsiella pneumoniae i Bacillus cere'”-*" .

Kvalitet koncentrata trombocita prema usvojenim sta-
ndardima odreduje se na osnovu pracenja odredenih para-
metara: koncentracija i prinos trombocita, pH, pO,, pCO,,
koncentracija laktata, potrosnja glukoze, ekspresija GMP-
140. Dosadasnja ispitivanja funkcije tretiranih trombocita in
Vitro pokazuju da ne postoji znaCajna promena u prinosu
trombocita nakon primene riboflavina i UV zracenja. Mor-
fologija trombocita je dobro ocCuvana, ali trombociti poka-
zuju povecanu aktivaciju i Celijski metabolizam, sa poveca-
njem potros$nje, odnosno smanjenjem koncencentracije glu-
koze, povecéanjem produkcije laktata, blagim padom pH, po-
javom mikropartikula i poveéanjem ekspresije P-selektina
tokom perioda skladistenja ' **. Ove promene su identi¢ne u
tretiranim pojedinacnim koncentratima trombocita, tretira-
nim puliranim koncentratima i tretiranim afereznim koncen-
tratima trombocita>>*®. Ovo ispitivanje pokazalo je da pri-
mena riboflavina i UV zracenja ne dovodi do promene broja
trombocita, pH, pO, i pCO, u tretiranim puliranim koncen-
tratima trombocita, kao i da se taj kvalitet zadrzava i posle
pet dana skladistenja trombocita.

Najnovija ispitivanja pokazala su da su promene opisa-
ne u literaturi daleko manje izrazene, ako se umesto u plaz-
mi, trombociti resuspenduju u mesavini od 35% plazme i
65% aditivne solucije za trombocite (PAS — platelet additive
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solution) ***’. Trombociti koriste glukozu kao glavni izvor

energije za stvaranje adenozin-trifosfata (ATP) kroz proces
aerobne oksidativne fosforilacije kori§éenjem piruvata ili
kroz proces anaerobne glikolize. Oksidativna fosforilacija
zahteva adekvatnu mitohondrijalnu i enzimsku aktivnost i
strukturni integritet **. Picker i sar. *’ u najnovijim ispitiva-
njima pokazali su da primena riboflavina i UV zraenja ne
menja mitohondrijalnu dehidrogenaznu aktivnost, odnosno
da trombociti ostaju funkcionalni i metabolicki aktivni. Pot-
ro$nja glukoze direktno korelira sa koncentracijom laktata u
tretiranim koncentratima trombocita. Goodrich *i Goodrich i
sar. ** u brojnim in vivo ispitivanjima pokazali su da poveca-
nje koncentracije laktata najvise korelira sa oporavkom
trombocita, a vrednost pH, koja je pradena i u ovom ispitiva-
nju, sa njihovim preZzivljavanjem.

Dosadasnja ispitivanja pokazala su, takode, da su bole-
snici koji su primili transfuzije trombocita inaktivisanih pri-
menom riboflavina i UV zradenja imali uporedive hemostat-
ske 1 hematoloSke parametre nakon transfuzije trombocita sa
bolesnicima koji su primili transfuzije netretiranih kontrolnih
koncentrata trombocita'”***'. Takode, nisu zabeleZene ne-
zeljene reakcije nakon transfuzije u ovoj grupi bolesnika.
Nezeljene reakcije davaoca protiv primaoca, kao §to je transfuzi-
jom uzrokovana bolest ,kalem protiv domacina“ (TA-
GVHD) nastaju kao posledica prisustva rezidualnih leukocita
u proizvodima krvi > '*. U transfuziloskoj praksi ulazu se ve-
liki napori da se takve reakcije inhibiraju, a to ukljucuje leu-
koredukciju i izlaganje proizvoda krvi UV zracenju, §to je
upravo deo tehnike inaktivacije.

Zakljucak

Trombociti inaktivisani primenom riboflavina i UV
zracenja (Mirasol PRT sistem, Caridian BCT, USA) zadrza-
vaju sve karakteristike odredene Preporukama za pripremu,
upotrebu i obezbedenje kvaliteta komponenata krvi Saveta
Evrope, tokom celog perioda skladistenja (pet dana). Rezul-
tati su dosledni podacima prethodnih in vivo i in vitro ispiti-
vanja i potvrduju da se trombociti tretirani na ovaj nac¢in mo-
gu bezbedno primeniti u rutinskoj transfuzioloskoj praksi.
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Therapeutic hypothermia and neurological outcome after cardiac

arrest

Terapijska hipotermija 1 neuroloski ishod nakon sréanog zastoja

Milovan Petrovi¢*, Gordana Pani¢*, Aleksandra Joveli¢*, Tibor Canji*,
Ilija Srdanovi¢*, Tanja Popov*, Miodrag Golubovi¢'

Institute of Cardiovascular Diseases of Vojvodina, *Clinic of Cardiology,
fClinic of Cardiovascular Surgery, Sremska Kamenica, Serbia

Abstract

Introduction/Aim. The most important clinically relevant
cause of global cerebral ischemia is cardiac arrest. Clinical
studies showed a marked neuroprotective effect of mild hy-
pothermia in resuscitation. The aim of this study was to
evaluate the impact of mild hypothermia on neurological
outcome and survival of the patients in coma, after cardiac
arrest and return of spontaneous circulation. Methods. The
prospective study was conducted on consecutive comatose
patients admitted to our clinic after cardiac arrest and return
of spontaneous circulation, between February 2005 and
May 2009. The patients were divided into two groups: the
patients treated with mild hypothermia and the patients
treated conservatively. The intravascular in combination
with external method of cooling or only external cooling
was used during the first 24 hours, after which spontaneous
rewarming started. The endpoints were survival rate and
neurological outcome. The neurological outcome was ob-
served with Cerebral Performance Category Scale (CPC).
Follow-up was 30 days. Results. The study was conducted
on 82 patients: 45 patients (age 57.93 + 14.08 years, 77.8%
male) were treated with hypothermia, and 37 patients (age

Apstrakt

Uvod/Cilj. Dokazano je da se blaga hipotermija, prime-
njena nakon sréanog zastoja, koristi u sprecavanju cereb-
ralnog ostecenja kako za vreme sréanog zastoja, tako i na-
kon uspostavljanja reperfuzije. Cilj ove studije bio je da se
utvrdi uticaj blage hipotermije na neuroloski ishod i prezi-
vljavanje bolesnika u komi posle sr¢anog zastoja i sponta-
nog uspostavljanja cirkulacije. Metode. U prospektivnu
studiju ukljuceni su konsekutivni bolesnici leceni u nasoj
ustanovi od 2005. do 2009. godine, koji su bili u mozdanoj
komi nakon sréanog zastoja, a kod kojih je ponovo uspo-
stavljena spontana cirkulacija. Bolesnici su bili podeljeni u

62.00 £ 9.60 years, 67.6% male) were treated conservatively.
In the group treated with therapeutic hypothermia protocol,
21 (46.7%) patients had full neurological restitution (CPC
1), 3 (6.7%) patients had good neurologic outcome (CPC 2),
1 (2.2%) patient remained in coma and 20 (44.4%) patients
finally died (CPC 5). In the normothermic group 7 (18.9%)
patients had full neurological restitution (CPC 1), and 30
(81.1%) patients remained in coma and finally died (CPC 5).
Between the two therapeutic groups there was statistically
significant difference in frequencies of different neurologic
outcome (p = 0.000), specially between the patients with
CPC 1 and CPC 5 outcome (p =0.003). In the group
treated with mild hypothermia 23 (51.1%) patients sutvived,
and in the normothermic group 30 (81.1%) patients died,
while in the group of survived patients 23 (76.7%) were
treated with mild hypothermia (p = 0.003). Conclusion.
Mild therapeutic hypothermia applied after cardiac arrest
improved neurological outcome and reduced mortality in
the studied group of comatose survivors.

Key words:
heart arrest; hypothermia, induced; neurologic
manifestations; treatment outcome; mortality.

dve grupe: oni koji su leceni hipotermijom i oni koji nisu.
Koriséen je intravaskularni nac¢in hladenja u kombinaciji sa
spoljasnjim ili samo spoljasnje hladenje u toku 24 casa, na-
kon ¢ega su spontano zagrevani. Tokom 30 dana praceno
je prezivljavanje i neuroloski status skalom Cerebral Perfor-
mance Category (CPC). Rezultati. Od ukupno 82 bolesnika
u komi, 45 (57,93 * 14,08 godina, 77,8% musaraca) leceno
je hipotermijom, a 37 (62 * 9,6 godina, 67,6% muskaraca)
nije. U grupi lecenih hipotermijom 21 (46,7%) bolesnik
imao je potpun neuroloski oporavak (CPC 1), 1 (2,2%)
ostao je u komi (CPC 4), a 20 (44,4%) umrlo je nakon pe-
rioda provedenog u komi (CPC 5). U drugoj grupi, 7
(18,9%) bolesnika imalo je potpuni neuroloski oporavak
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(CPC 1), a 30 (81,1%) umtlo je nakon perioda provedenog
u komi (CPC 5). Izmedu bolesnika le¢enih hipotermijom i
kontrolne grupe zabeleZena je visoka statisticki znacajna
razlika u neuroloskom ishodu izmedu grupa CPC 1 i 5
(p =0,003). U grupi bolesnika lec¢enih hipotermijom, 23
(51,1%) je prezivelo, dok je u kontrolnoj grupi umtlo njih
30 (81,1%) (p = 0,003). Zakljucak. Blaga hipotermija do-

vela je do sniZzenja mortaliteta i poboljSanja neuroloskog
ishoda kod bolesnika u komi nakon sréanog zastoja.

Kljuéne reéi:
srce, zastoj; hipotermija, izazvana hladnocom;
neuroloske manifestacije; leCenje, ishod; mortalitet.

Introduction

Individually, the most significant clinically relevant
cause of global cerebral ischemia is cardiac arrest. The fre-
quency of cardiac arrest is estimated at 40 to 130 cases in
100,000 people per year " *. Unfortunately, a complete cere-
bral recovery is still rare. Almost 80% of the patients who
experienced the return of spontaneous circulation remain
comatose for more than one hour. One year after cardiac ar-
rest only 10%-30% of patients survive with favourable neu-
rological outcome °. Possibility for survival in patients with
brain anoxia is dramatically increased by using protective
and preservative hypothermia *. Therapeutic hypothermia has
a long history as a treatment used for different purposes. Hip-
pocrates recommended the use of cooling to stop bleeding.
Fay used cooling of extremities in patients with tumors °
However, it was not until the 1950s, when effects of hypo-
thermia on oxygen metabolism were studied more exten-
sively, that hypothermia was used more often as a therapeu-
tic method, especially in cardiac surgery. It was used for
protection and preservation of the heart and the entire or-
ganism during the planned operative ischemia °. Soon after-
wards, hypothermia was used in resuscitation after cardiac
arrest and as a treatment of craniocerebral injuries. In the
early 1990s it was found that mild hypothermia applied after
cardiac arrest had beneficial effect on the brain protection;
prevention of cerebral injury not only during arrest, but also
after reperfusion. Similar results were obtained in cranio-
cerebral injuries °.

Peter Safar made a significant contribution to the appli-
cation of hypothermia in resuscitation so it became an im-
portant segment in the chain of survival °. For this reason,
the aim of our study was to evaluate the impact of mild hy-
pothermia on neurological outcome and survival of the pa-
tients in coma after cardiac arrest and return of spontaneous
circulation.

Methods

The conducted study was prospective, and included
the patients treated in our Clinic in the period from Febru-
ary 2005 to May 2009. It included consecutive patients in
coma, after out-of-hospital cardiac arrest, who experienced
return of spontaneous circulation (ROSC). Cardiopulmo-
cerebral resuscitation was conducted by doctors providing
emergency medical service according to the protocol of ad-
vance life support (ALS). The patients were divided into
two groups: those who had been treated with hypothermia
and those who had not (the control group). The study in-

cluded the patients able to receive therapeutic hypothermia
within 240 minutes after spontaneous circulation having
been restored. The study did not include patients with
trauma and/or serious bleeding, terminal stage of the dis-
ease and/or pregnancy and/or coagulopathy, and the cases
with more than 240 minutes after the return of spontaneous
circulation. Cooling was performed according the Interna-
tional Liaison Committee on Resuscitation (ILCOR) proto-
col, which recommends that the body temperature of un-
conscious patients who experienced spontaneous return of
circulation after cardiac arrest should be lowered to 32 to
34°C over a 12-24-hour period, when the initial rhythm
was ventricular fibrillation. This manner of cooling is con-
sidered efficient in other disorders of heart rhythm leading
to cardiac arrest '. The procedure applied was either intra-
vascular cooling in combination with external cooling (38
patients) or external cooling (7 patients) with cooling pads
(Emcools pads, Emergency cooling systems AG, Vienna,
Austria). Through Swan-Ganz catheter placed in the pul-
monary artery, infusions of cold saline (4°C) (physiological
or Ringer’s solution) were administered at dosage of 30
mL/kg at 100 mL/min. Ice packs were applied to body sur-
face in the area of groin, chest, axilla, neck and head.
Cooling lasted for 24 h, and after that the patients were
spontaneously re-warmed. Analgosedation and myorelaxa-
tion were carried out on all the patients, and the patients
were on invasive mechanical ventilation with intermittent
positive pressure (IPPV Mod). The medicaments used in
analgosedation are morphine sulphate 5 mg intravenously,
midazolam 15 mg intravenously. Pancuronium 0.1 mg/kg
was administered intravenously for myorelaxation. Con-
tinuous analgosedation was performed by intravenous infu-
sion of propofol (600 mg). Continuous monitoring of tem-
perature was performed using Swan-Ganz catheter placed
in the pulmonary artery. When only external cooling was
applied, the pads were placed on the chest, back and limbs.
All the patients received invasive manner of measuring ar-
terial pressure and hourly diuresis was monitored, as well.
Parameters of pulmonary circulation pressure were checked
as well as continuous ECG monitoring. Primary attention
was paid to survival rate and neurological status of the pa-
tients. Cardiac status was checked by clinical examination,
echocardiographically and invasively, using parameters of
cardiac microcatheterisation, arterial pressure and coronary
angiography ®. Neurological status was observed by clinical
examination and non-invasive diagnostic imaging tech-
niques (CT and NMR), as well as Glasgow Coma Score
(GCS) * and Cerebral Performance Category Scale (CPC) °.
The patients were observed for 30 days.
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Cerebral Performance Categories are:

— Favourable neurological outcome: the patient is con-
scious, able to work and have normal life; may have slight
psychological or neurological deficit (mild dysphasia, mild
hemiparesis, or minimal dysfunction of cranial nerves);

— Moderate cerebral injury: the patient is conscious, able
to work part-time in certain environment, able to perform
daily activities (getting dressed, using public transport, and
preparing food). The patient may suffer from hemiplegia,
ataxia, dysarthria, dysphagia or constant disorder of memory
and mental status;

— Serious brain injury: the patient is conscious, needs as-
sistance in performing daily activities. There is a wide range
of brain function disorders including memory disorder, de-
mentia, inability to communicate;

— Coma, vegetative state: the patient is not conscious;

— Death: Verified brain death or death verified by means
of traditional criteria.

Parameters of descriptive statistics used in the study were
arithmetic mean, standard deviation, and relative numbers.
Analytical statistical methods applied to this study were the
method of identification of empirical distributions and the
method of evaluation of significant difference (t-test and y” test).

Results

The study included 82 patients. Therapeutic hypo-
thermia was applied to 45 patients, while 37 patients were

not subjected to hypothermia. The average target tem-
perature was 33.3°C. The most important characteristics of
the patients at the beginning of the study are presented in
Table 1.

After 30 days of observations, in the group of patients
who were cooled, a total of 21 (46.7%) patients had good
neurological outcome with CPC 1, three (6.7%) patients
had almost completely good neurological outcome with
CPC 2, one (2.2%) patient remained comatose with CPC 4,
whereas 20 (44.4%) of the patients remained comatose and
died with CPC 5. Out of all the patients who were not
cooled, seven (18.9%) had completely good neurological
outcome with CPC 1, whereas 30 (81.1%) patients re-
mained comatose and finally died with CPC 5. Comparing
the group of patients treated with hypothermia and the
group of patients who were not treated with hypothermia,
there was a high statistically significant difference in fre-
quency of different neurological outcomes (p = 0.006), and
between the CPC 1 and 5 (p = 0.003) (Table 2).

In the group with hypothermia 23 (51.1%) patients sur-
vived. In the group of normothermic patients seven (18.9%)
patient survived, and 30 (81.1%) patients died. Comparing
the total number of the patients who survived, 23 (76.7%)
were in the group treated with hypothermia (p=0.003) (Ta-
ble 2).

The patients had no complications during the treatment
with therapeutic hypothermia.

Table 1
Baseline characteristics of the patients included in the study

Characteristics Hy(;I)loihzgr)ma Nozr:(it};e;)mla p
Age (years), (X + SD) 57.9+14.08 62.0+9.6 0.139
Gender [n (%)]

male 35(77.8) 25 (67.6) 0.299

female 10 (22.2) 12 (32.4) ’
Ejection fraction < 35% [n (%)] 14 (32.6) 18 (48.6) 0.178
Ventricular fibrillation [n (%)] 27 (60) 19 (52.8) 0.693
Glasgow coma score < 7 [n (%)] 40 (88.9) 34 (91.9) 0.648
Time to ROSC*(min), (X + SD) 26.9 £4.7 27.6+3.6 0.467
Myocardial infarction [n (%)] 33 (73.3) 28 (75.7) 0.809
*ROSC - return of spontaneous circulation

Table 2

Influence of therapeutic hypothermia on neurological outcome
and mortality rate in patients with coma after cardiac arrest
returning to spontaneous circulation

Patients (%)

Parameters Hypothermia Normothermia
Neurological outcome .
CPC1 46.7 18.9"
CPC2 6.7 -
CPC 3 - -
CPC4 2.2 -
CPC5 44.4 81.1-"
Mortality rate
survived 51.1 18.9
died 48.9 81.1

CPC (Cerebral Perfomrance Category Scale) — for explanation see Methods

*p=0.003 vs CPC 1 within the same group; 'p = 0.006 vs corresponding CPC value
in the patients with hypothermia
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Discussion

The results of clinical studies indicated a significant
neuroprotective effect of mild hypothermia (32-34°C) ap-
plied in resuscitation '*''. Our study indicates that 46.7% of
the cooled patients had good neurological outcome and
51.1% of the patients survived, while 18.9% of the patients
who were not treated with hypothermia survived and had a
complete neurological recovery. The two largest and most
important studies, on the basis of which resuscitative hypo-
thermia was officially recommended for cardiopulmocere-
bral resuscitation, were published by Bernard et al. ' and
Hypothermia After Cardiac Arrest (HACA) Group ° and in-
cluded in the European Resuscitation Council Guidelines for
Resuscitation 2005 '>. Bernard et al. ' published data indi-
cating decrease in mortality rate and improvement of neuro-
logical outcome in patients with out-of-hospital cardiac ar-
rest. In this study, cooling was performed in the field by
Emergency Medical System team using ice packs. External
cooling continued in hospital conditions. Twenty-one pa-
tients out of 43 in the examined group survived with good
neurological outcome (49%), whereas in the control group 9
(26%) patients survived out of 34 with good neurological
outcome. The difference was significant. Hypothermia
caused lower cardiac index, increased systemic vascular re-
sistance and hyperglicemia '*

In the HACA study, 55% of the patients in the exam-
ined group had moderate neurological insufficiency or did
not have, comparing to 39% in the control group. The dif-
ference is statistically significant °. During a 6-month pe-
riod mortality rate was 41% in the hypothermic group
comparing to 55% in the normothermic group. In the
HACA study, the patients were cooled for more than 8
hours, until the target temperature of 33°C was reached,
and it was maintained for the following 24 hours. After
that, the patients were spontaneously rewarmed until nor-
mothermia * . The process of cooling our patients lasted
for 24 h, and after that the patients were spontaneously re-
warmed. There are still no data based on large studies re-
vealing the optimal period of maintaining mild hypother-
mia, whether it is 12, 24 or 48 h, but it is clear that the ef-
fect of mild hypothermia is more beneficial if the tempera-
ture between 32 and 34°C is reached sooner '*. It is still
necessary to wait for the results of large studies to prove
what manner of cooling is the most optimal (external, com-
bination of external and intravascular or intravascular) **.

There are several possible mechanisms enabling mild
hypothermia to improve neurological outcome after reperfu-
sion. In the normal brain, hypothermia decreases cerebral us-

ability of oxygen by 6% for each degree of decrease in brain
temperature when body temperature is higher than 28°C .
Mild hypothermia is considered to block many chemical re-
actions associated with reperfusion injury. These reactions
involve formation of free oxygen radicals, increased release
of amino acids and disorder in intracellular calcium metabo-
lism. All these reactions lead to the damage of mitochondria
and apoptosis . Despite its potentially beneficial effects,
hypothermia may also cause negative side effects such as ar-
rhythmia, infection and coagulopathy.

No negative side effects of this type of treatment were
recorded in our study.

The best results of cooling are achieved when the initial
rhythm is ventricular fibrillation. This was proven by Oddo
et al. '® whose study included 109 comatose patients after
cardiac arrest with the initial rhythm of ventricular fibrilla-
tion. A favourable outcome was recorded in 56% of the pa-
tients who were cooled comparing to 26% of the patients
who did not have satisfactory outcome and were not cooled.
The difference was significant. The difference was not sig-
nificant when the initial rhythm was pulseless electrical ac-
tivity or asystole '*. Similar results were obtained in ”Cool
it study which included patients with acute myocardial in-
farction with ST segment elevation who suffered cardiac
arrest and who remained comatose after ROSC '°. Primary
Percutaneous Coronary Intervention (pPCI) was performed
in all the patients. The survival rate was significantly
higher when the initial rhythm was ventricular tachycardia/
ventricular fibrillation, than in cases where the initial
rhythm was pulseless electrical activity or asystole (73%
vS. 39%). The difference was significant. Therapeutic hy-
pothermia after cardiac arrest can be applied together with
primary percutaneous coronary intervention in the treat-
ment of acute myocardial infarction °. This was proven by
Wolfrum et al. * whose study included 33 comatose pa-
tients after cardiac arrest with acute myocardial infarction
with ST segment elevation. The initial rhythm was ven-
tricular fibrillation. Primary percutaneous coronary inter-
vention was performed in all these patients, and therapeutic
hypothermia only in the study group. A tendency of lower
mortality rate was found in the cooled patients (25% Vvs.
35%), as well as better neurological outcome with CPC 1
or 2 (69% vs. 47%).

Conclusion

In the examined group of patients in coma after cardiac
arrest, induced mild therapeutic hypothermia decreases
mortality rate and improves neurological outcome.
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Apstrakt

Uvod/Cilj. Metaboli¢ki sindrom kod dece klinicki je tet-
min koji obuhvata gojaznost, stanje insulinske rezistencije,
dislipidemiju, hipertenziju, kao i povecan rizik od razvoja
dijabetesa melitusa tip 2 i kardiovaskularnih oboljenja u
ranom odraslom dobu. Prevalencija metabolickog sindro-
ma je u porastu i direktno je povezana sa stepenom gojaz-
nosti dece. Cilj istrazivanja bio je poredenje postojecih de-
finicija dva kriterijuma za postavljanje dijagnoze metaboli-
¢kog sindroma u uzorku prekomerno uhranjene i gojazne
dece u Vojvodini. Metode. Istrazivanje je uradeno kao
studija preseka koja je obuhvatila 206 ispitanika. U odnosu
na indeks telesne mase ITM), u istrazivanom uzorku (25%
dece i 75% adolescenata), bilo je 74% gojaznih i 26% pre-
komerno uhranjenih ispitanika. Na uzorak adolescenata
primenjena su dva paketa kriterijuma za postavljanje dijag-
noze metabolickog sindroma: kriterijumi za odrasle koji su
specijalno prilagodeni za dec¢ju populaciju i kriterijumi In-
ternacionalne dijabetesne federacl ¢ (IDF) za decu i adole-
scente. Ispitanicima su odredeni: ITM obim struka, krvni

Abstract

Background/Aim. Metabolic syndrome is a clinical term,
which encompasses obesity, insulin resistance, dyslipidemia,
hypertension, as well as an increased risk of the develop-
ment of diabetes mellitus type 2 and cardiovascular disor-
ders in early adulthood. The prevalence of metabolic syn-
drome is increasing and directly related to the obesity rate
among children. The aim of the research was to compare
the established definition of the criteria for diagnosing
metabolic syndrome in a sample group consisting of over-
weight and obese children in Vojvodina. Methods. The re-
search was performed as a cross study analysis of 206 ex-
aminees. In terms of the sample group (25% children and
75% adolescents), 74% were obese and 26% overweight ac-

pritisak, trigliceridi, lipoproteini velike gustine (HDL hole-
sterol), glikemija i insulinemija tokom oralnog testa tole-
rancije glukoze (OGTT). Rezultati. Primenom specificnih
kriterijuma za postavljanje dijagnoze metabolickog sin-
droma kod dece i adolescenata utvrdeno je postojanje
metabolickog sindroma kod 41% ispitanika, a primenom
kriterijuma IDF kod 22% ispitanika. Analizom kriterijuma
metabolickog sindroma utvrdeno je da su medu specific-
nim kriterijumima najzastupljeniji bili poviseni ITM i pa-
toloski nalaz OGTT, a najredi, snizen HDL holesterol.
Medu kriterijumima IDF, najzastupljeniji bili su povecan
obim struka i povisen krvni pritisak, a najredi povisena gli-
kemija naste. Zaklju€ak. Metabolicki sindrom kod pre-
komerno uhranjene i gojazne dece u Vojvodini utvrden je
znacajno cesce primenom definicije sa specificnim kriteri-
jumima za decu i adolescente, nego koriséenjem kriteriju-
ma koje definise IDF.

Kljuéne reéi:
metaboli¢ki sindrom x; deca; adolescenti; gojaznost; rizik,
procena; telesna masa, indeks.

cording to the body mass index (BMI). Two sets of criteria
for diagnosing metabolic syndrome were applied in the
sample of adolescents: the criteria for adults, specifically
adapted for children, and the criteria defined by the Inter-
national Diabetes Federation (IDF) for children and adoles-
cents. The research included the analysis of the following
criteria: BMI, waist circumference, blood pressure, triglyc-
erides, HDL cholesterol, glycemia and insulinemia during
the oral glucose tolerance test (OGTT). Results. By apply-
ing the specific criteria for diagnosing the metabolic syn-
drome in children and adolescents on the whole sample, it
was established that the metabolic syndrome was present in
41% of the examinees, while the application of the criteria
defined by the IDF confirmed the diagnosis in 22% of the
examinees. An analysis of the metabolic syndrome risk fac-
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tors established that among the defined specific criteria the
most frequent factors present were elevated BMI and the
pathological results of the OGTT, while the least frequent
was low HDL cholesterol. Among the criteria listed by the
IDF, the most frequent metabolic syndrome factors were
waist circumference and increased blood pressure, while the
least frequent was elevated fasting glucose. Conclusion.
Metabolic syndrome in overweight and obese children in

Vojvodina was diagnosed much more often when the spe-
cific criteria for children and adolescents were applied than
it was the case when the criteria defined by the International
Diabetes Federation were applied.

Key words:
metabolic syndrome x; child; adolescent; obesity; risk
assessment.

Uvod

Metabolicki sindrom kod dece je klini¢ki termin koji
obuhvata gojaznost, stanje insulinske rezistencije, dislipide-
miju, hipertenziju, kao i povisen rizik od razvoja dijabetesa
melitusa tip 2, rane ateroskleroze, cerebrovaskularnih i kar-
diovaskularnih oboljenja u ranom odraslom dobu. Prevalen-
cija metabolickog sindroma je u porastu i direktno je pove-
zana sa stepenom gojaznosti dece. Gojaznost i metabolicke
komplikacije koje je prate predstavljaju predmet interesova-
nja u istraZivanjima poslednjih osamdeset godina. Reaven '
je jos 1988. godine opisao sindrom X i ukazao na znacaj in-
sulinske rezistencije za nastanak ateroskleroze i udruzenost
ovog poremecaja sa gojaznoséu, dislipidemijom i nastankom
dijabetesa. Definicije za postavljanje dijagnoze metabolickog
sindroma potom su dale Svetska zdravstvena organizacija
(WHO), eksperti Nacionalnog obrazovnog programa za ob-
razovanje o holesterolu (NECP-ATP), Evropska grupa za
studiju insulinske rezistencije (EGIR) i Americko udruzenje
klinickih endokrinologa (AACE). VaZec¢u definiciju metabo-
lickog sindroma kod odraslih predlozio je konsenzus ekspe-
rata Internacionalne dijabetesne federacije (IDF) u aprilu
2005. godine *. Za danas klini¢ki prihvaéeni termin metabo-
licki sindrom ranije su se u literaturi pojavljivali mnogi ter-
mini: dismetaboli¢ki sindrom, sindrom X, kardiometaboli¢ki
sindrom, sindrom insulinske rezistencije, Deadly Quartet,
plurimetaboli¢ki sindrom, CHAOS sindrom, Beer Belly
Syndrome, Ravenov sindrom, Diabesity i Globesity.

U nedostatku definicije metabolickog sindroma za decu
i adolescente, u velikom broju studija dijagnoza metaboli¢-
kog sindroma kod dece utvrdivana je koris¢enjem kriteriju-
ma za odrasle koji su specifi¢no prilagodeni i modifikovani
za decju populaciju. Pokazano je da se primenom kriterijuma
specificnih za decu, u znatno viSem procentu utvrduje pos-
tojanje metabolitkog sindroma kod dece *°. Po toj definiciji
metabolicki sindrom ima dete kod kojeg se utvrdi postojanje
tri ili visSe od slede¢ih pokazatelja: indeks telesne mase
(ITM) > 97 percentila za pol/godine, krvni pritisak > 95 per-
centila za pol/godine, trigliceride seruma > 95 percentila za
pol/godine, lipoproteine velike gustine (HDL holesterol) < 5
percentila za pol/godine, poremecaj metabolizma ugljenih
hidrata (hiperglikemija, poremecaj tolerancije glukoze, hipe-
rinsulinemija, insulinska rezistencija ili dijabetes) '*'". S ob-
zirom na to da su sve navedene definicije bile namenjene od-
raslim osobama, i zbog uniformnosti i lakSe primenjivosti ja-
vila se potreba za utvrdivanjem posebne definicije metaboli-
¢kog sindroma kod dece i adolescenata kojom bi bile uzete u
obzir razvojne karakteristike i specifi¢nosti za dob i pol. In-

Vorgucin I, et al. Vojnosanit Pregl 2011; 68(6): 500-505.

ternacionalna dijabetesna federacija je, inspirisana definici-
jom kriterijuma za odrasle, 2007. godine predlozila novu de-
finiciju metaboli¢kog sindroma kod dece i adolescenata koja
je jednostavna i lako primenjiva u klini¢koj praksi'®. U toj
definiciji kriterijuma metabolickog sindroma uvedene su uz-
rasne kategorije. Deca mlada od 6 godina su iskljucena iz de-
finicije, a kod dece starije od 16 godina savetuje se primena
kriterijuma za odrasle. U uzrastu dece od 6 do 10 godina, po
toj definiciji nije moguce postaviti dijagnozu metabolickog
sindroma, ali ukoliko je obim struka = 90 percentila i ako po-
stoji pozitivna porodi¢na anamneza za metabolicki sindrom,
dijabetes melitus tip 2, dislipidemiju, kardiovaskularno obo-
ljenje, hipertenziju i/ili gojaznost, potebno je uraditi dopun-
sko ispitivanje. U uzrastu 10-16 godina metabolicki sindrom
ima dete ¢iji je obim struka = 90 percentila (ili primeniti kri-
terijume za odrasle ukoliko su stroziji) uz dva ili vise od na-
vedenih parametara: trigliceridi > 1,7 mmol/L, HDL holeste-
rol <1,03 mmol/L, povisen krvni pritisak (sistolni > 130
mmHg, dijastolni > 85 mmHg), glikemija naste > 5,6
mmol/L (ukoliko je visa vrednost glikemije preporucuje se
oralni test tolerancije glukoze OGTT). Rano postavljanje di-
jagnoze metabolickog sindroma znacajno je za podrucje
Vojvodine, zbog velikog broja prekomerno uhranjene i goja-
zne dece §to omogucuje pravovremenu primenu mera pre-
vencije, odgovarajuce dijete i terapiju.

Cilj istrazivanja bio je poredenje postojecih definicija
dva kriterijuma za postavljanje dijagnoze metabolickog sin-
droma u uzorku prekomerno uhranjene i gojazne dece u Voj-
vodini.

Metode

Istrazivanje je uradeno kao studija preseka u periodu
2004-2008. Ispitivani uzorak Cinila su deca i adolescenti iz
cele Vojvodine koji se zbog prekomerne uhranjenosti i goja-
znosti kontrolisu i lece na Odeljenju za endokrinologiju, di-
jabetes 1 bolesti metabolizma i u Endokrinoloskoj ambulanti
Instituta za zdravstvenu zastitu dece i omladine Vojvodine u
Novom Sadu. Istrazivani uzorak ¢inilo je 206 ispitanika: 51
dete i 155 adolescenata. Ispitanici su na osnovu vrednosti
ITM bili podeljeni u dve grupe: prekomerno uhranjena deca
(ITM od 85 do 95 percentila) i gojazna deca (ITM preko 95
percentila)'® '*. Svaka grupa bila je, zatim podeljena u odno-
su na uzrast: grupa dece do 10 godina i grupa adolescenata.
Svim ispitanicima su odredeni: ITM, obim struka, krvni pri-
tisak, trigliceridi, HDL holesterol, glikemija i insulinemija
tokom OGTT. Na uzorak adolescenata primenjene su obe de-
finicije, odnosno dva paketa kriterijuma za postavljanje dija-
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gnoze metaboli¢kog sindroma, kriterijumi za odrasle koji su
specijalno prilagodeni za de¢ju populaciju i kriterijumi IDF
za decu i adolescente. Tokom fizickog pregleda mereni su
telesna masa, telesna visina na Harpendenovom stadiometru,
obim struka nerastegljivom trakom u visini pupka i izracuna-
van je ITM kao koli¢nik telesne mase u kilogramima i kvad-
rata telesne visine izraZene u metrima (kg/m’).

Laboratorijska analiza triglicerida, HDL holesterola (u
okviru lipidnog statusa — enzimskim kolorimetrijskim testom
— Roche/Hitachi 902) i 2 h OGTT (glikemija — metod hekso-
kinaze-Roche/Hitachi 902, insulinemija — imunometrijskom
metodom ADIVA, Centaur XP), radena je nakon 12-satnog
gladovanja. Na osnovu rezultata OGTT, ulazni kriterijum za
patoloski nalaz OGTT, odnosno poremecaj metabolizma ug-
ljenih hidrata bili su nalaz hiperglikemije, poremecaja tole-
rancije glukoze, hiperinsulinemije, insulinske rezistencije ili
dijabetesa (dihotomno odredeno: pozitivan/negativan nalaz)
15,16

Krvni pritisak meren je standardnom auskultacionom
sfigmomanometrijom uz kori§¢enje zivinog manometra i
adekvatne manzetne. Ulazni kriterijum za dijagnozu meta-
boli¢kog sindroma bilo je postojanje poviSenog pritiska — si-
stolnog, dijastolnog ili oba.

Kontrolna grupa nije formirana, jer za sve ispitivane pa-
rametre postoje nomogrami za pol i uzrast uradeni na veli-
kom uzorku dece. Koris¢eni su nomogrami indeksa telesne
mase ', obima struka ', krvnog pritiska ' vrednosti HDL
holesterola i triglicerida *.

Primenjeni su kriterijumi metabolickog sindroma za od-
rasle koji su specijalno prilagodeni za de&ju populaciju '™ '
metaboli¢ki sindrom ima dete kod kojeg se utvrdi postojanje
tri ili viSe od navedenih pokazatelja — ITM > 97 percentila za
pol/godine, krvni pritisak > 95 percentila za pol/godine, tri-
gliceride seruma > 95 percentila za pol/godine, HDL holeste-
rol <5 percentila za pol/godine, patoloski nalaz OGTT — po-
remecaj metabolizma ugljenih hidrata (hiperglikemija, pore-
mecaj tolerancije glukoze, hiperinsulinemija, insulinska rezi-
stencija ili dijabetes).

Takode, primenjeni su i kriterijumi IDF za postavljanje
dijagnoze metaboli¢kog sindroma; kod dece uzrasta 10-16
godina, metaboli¢ki sindrom ima dete ¢iji je obim struka >
90 percentila (ili po kriterijjumima za odrasle, ukoliko su
stroziji) uz dva ili viSe od navedenih parametara: trigliceridi
> 1,7 mmol/L, HDL holesterol < 1,03 mmol/L, povisen krvni
pritisak (sistolni > 130 mmHg, dijastolni > 85 mmHg), gli-
kemija naste > 5,6 mmol/L; kod dece mlade od 10 godina
nije postavljana dijagnoza metabolickog sindroma, a dodatno
ispitivanje je radeno ukoliko je postojala pozitivna porodi¢na
anamneza; kod dece starije od 16 godina primenjivani su
kriterijumi za odrasle.

Roditelji i deca su obavesteni o prirodi i razlozima is-
trazivanja i potpisli su pristanak da se podaci o detetu uvrste
u istrazivanje.

Nakon sprovedenog istrazivanja izvrSena je adekvatna
statistiCka obrada podataka. Atributivne (binarne) i numeric¢-
ke varijable obradene su standardnim procedurama deskrip-
tivne statistike koje su upotrebljene za odredivanje mere za
ucestalost (frekvencija) i relativne odnose (procenti). Potom

su upotrebljene metode komparativne statistike za uporedi-
vanje pojedinih parova obelezja u vidu z-testa za utvrdivanje
razlike proporcija izmedu pojedinih parova atributivnih va-
rijabli. U svim primenjenim testovima rezultati kod kojih je
nivo znacajnosti bio 95% (p < 0,05) tumaceni su kao statisti-
¢ki znacajni, a oni sa nivoom znacajnosti 99% (p < 0,01) kao
statisticki visoko znacajni.

Rezultati

U uzorku od 206 ispitanika bilo je 51 dete (25%), uzra-
sta 7,34 + 1,98 godina, i 155 adolescenata (75%), uzrasta
13,62 + 2,08 godina. U istrazivanom uzorku bilo je 104 de-
caka (50,5%) i 102 devojcice (49,5%). U odnosu na vredno-
sti ITM, bilo je 153 gojaznih (74%) i 53 prekomerno uhra-
njenih ispitanika (26%). Po uzrastima bilo je 6 prekomerno
uhranjene (11,3%) i 45 gojazne dece (88,2%) i 47 prekomer-
no uhranjenih (30,3%) i 108 gojaznih adolescenata (69,7%).

Statistickim testom razlike proporcija utvrdeno je da se
primenom specifi¢nih kriterijuma za decu i adolescente regi-
struje postojanje metaboli¢kog sindroma kod statisti¢ki viso-
ko znacajnijeg procenta adolescenata nego koris¢enjem krite-
rijuma prema definiciji IDF, tj. da je koris¢enje specifi¢nih
kriterijuma za decu i adolescente efikasnije u pogledu broja
utvrdenih slucaja (p < 0,01).

U grupi adolescenata kod kojih su primenjeni specifi¢ni
kriterijumi za postavljanje dijagnoze metabolickog sindroma
kod dece i adolescenata i postavljena dijagnoza metabolic-
kog sindroma, 56 (89%) imalo je ITM > 97 percentila, vred-
nost krvnog pritiska > 95 percentila imalo je 54 bolesnika
(85,7%), vrednost triglicerida > 95 percentila imalo je 38
bolesnika (60,3%), a kod 16 bolesnika (25,4%) vrednost
HDL holesterola bila je < 5 percentila; patoloski nalaz
OGTT utvrden je kod 57 bolesnika (90,5%).

Kriterijumi IDF primenjivani su na poduzorku adoles-
cenata koji imaju metabolic¢ki sindrom. Svih 34 adolescenta
(100%) sa metabolickim sindromom imali su obim struka >
90 percentila za pol/godine; vrednost krvnog pritiska
> 130/85 mmHg imalo je 30 adolescenata (88,2%); vrednost
HDL holesterola < 1,03 mmol/L (kod adolescenata uzrasta
preko 16 godina primenjeni su kriterijumi za odrasle) imalo
je 24 adolescenata (70,6%); povisenu vrednost triglicerida >
1,7 mmol/L imalo je 18 adolescenata (53%); poviSenu vred-
nost glikemije naste > 5,6 mmol/L imala su 3 adolescenata
(8,82%).

Primenom definicije sa specifiénim kriterijumima za
decu i adolescente kod 29% ispitivane dece postavljena je
dijagnoza metabolickog sindroma. Po definiciji IDF ne pred-
vida se postavljanje dijagnoze metaboli¢kog sindroma kod
dece mlade od 10 godina i ako se nadu patoloske vrednosti
nekog od ispitivanih kriterijuma, sprovode se dodatna ispiti-
vanja i procene.

Na poduzorku adolescenata (n = 155) uradena je upore-
dna analiza kriterijuma obe definicije. Primenom specifi¢nih
kriterijuma utvrden je metabolicki sindrom kod 41% adoles-
cenata, dok je primenom kriterijuma IDF metabolicki sin-
drom utvrden kod 22% adolescenata. Analizom kriterijuma
metaboli¢kog sindroma utvrdeno je da su po procentualnom

Vorgucin I, et al. Vojnosanit Pregl 2011; 68(6): 500-505.
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uticaju medu specifiénim kriterijumima najzastupljeniji bili
povisen ITM i patoloski nalaz OGTT, a najredi, snizen HDL
holesterol. Medu kriterijumima po definiciji IDF najzastup-
ljeniji bili su povecan obim struka i poviSen krvni pritisak, a
najrede, poviSena glikemija naste (slika 1).

rasle koji su specijalno prilagodeni i modifikovani za decju
populaciju. Pokazano je da se primenom kriterijuma specifi-
¢nih za decu, u znatno viSem procentu utvrduje postojanje
metaboli¢kog sindroma kod dece. Koris¢enjem kriterijuma
za odrasle po preporukama WHO i NECP-ATP utvrduje se

120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00 —-
000 | R — — — —
ITM/ 05 TA HDL hol. triglic. gﬁfntii:é
® % po def 1 88,89 85,71 25,40 60,32 90,48
% po def 2 100,00 88,23 70,58 52,94 8,82

Sl. 1 - Zastupljenost pojedinih Kkriterijuma za postavljanje dijagnoze metaboli¢kog sindroma kod prekomerno uhranjenih i
gojaznih adolescenata primenom dve razli¢ite definicije (definicija 1 — specifi¢ni kriterijumi; definicija 2 — kriterijumi
Internacionalne dijabetesne federacije)

ITM - indeks telesne mase; OS — obim struka; TA — krvni pritisak; HDL — hipoproteini velike gustine;
OGTT - oralni test tolerancije glukoze

Diskusija

Gojaznost dece je jedan od glavnih problema danasnjice
sa svim rizicima od razvoja metabolickih komplikacija, dija-
betesa i kardiovaskularnih oboljenja u adolescenciji i ranom
odraslom dobu. Prevalencija metabolickog sindroma je u po-
rastu i u direktnoj je vezi sa stepenom gojaznosti dece. U
Vojvodini je visok procenat populacije gojaznih osoba sa
prate¢im zdravstvenim komplikacijama, a poseban problem
¢ine gojazna deca. Postoji potreba istrazivanja gojaznosti de-
ce, utvrdivanja faktora rizika od metabolickog sindroma i
kvantifikovanje problema radi njegovog lakSeg pracenja.

Intrauterini dogadaji, perinatalni period i rani razvoj
deteta mogu predisponirati gojaznost i metabolicki sindrom.
Naglo povecanje telesne mase i duZine u prvih Sest meseci
Zivota povezano je sa povecanim rizikom od gojaznosti u uz-
rastu od tri godine. Promene u masi u periodu odojceta mogu
uticati na kasniju gojaznost znatno vise nego telesna masa na
rodenju. Gestacijski dijabetes majke i niska porodajna masa
takode, mogu ukazati na kasniji rizik.

Savremeno drustvo, modernizacija i tehnicki napredak
doprineli su promeni nacina zivota, manjoj fizickoj aktivno-
sti, energetskom izobilju i sve ve¢em broju gojazne dece.

Na osnovu ITM istrazivani uzorak podeljen je na preko-
merno uhranjenu decu (ITM od 85 do 95 percentila) i gojaznu
decu (ITM preko 95 percentila) ' '* '°. Indeks telesne mase je
primenjen jer je ve¢ prihvacen kao najbolji kriterijum za utvr-
divanje gojaznosti kod dece, dobro korelise sa ukupnom koli-
¢inom masti u organizmu, s visinom krvnog pritiska i koncen-
tracijom lipida u serumu. Novija istrazivanja pokazala su ko-
relaciju ITM i ukupnog procenta masti, i potvrdena je primena
ITM kao parametra gojaznosti kod dece i adolescenata *' >,

U nedostatku definicije metabolickog sindroma za decu
i adolescente, u mnogo studija dijagnoza metabolickog sin-
droma kod dece utvrdivana je koriS¢enjem kriterijuma za od-
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postojanje metabolickog sindroma kod 12,2% i 13,7% goja-
zne dece, dok se u istoj grupi dece primenom Kkriterijuma
specificnih za decu utvrduje postojanje metabolickog sin-
droma kod 31% gojazne dece ''. Prevalencija metabolickog
sindroma kod dece i adolescenata Spanije je 29,9%, na osno-
vu kriterijuma Cooka i sar. °, dok je prevalencija 50% po
kriterijumima De Ferrantija i sar. *.

Statistickim testom razlike proporcija u istrazivanju je
utvrdeno da se primenom specificnih kriterijuma za decu i
adolescente utvrduje postojanje metabolickog sindroma kod
statisticki visoko znacajnijeg procenta adolescenata, nego
koris¢enjem kriterijuma definicije IDF, tj. da je koriS¢enje
specifi¢nih kriterijuma za decu i adolescente efikasnije u po-
gledu broja utvrdenih slucajeva.

Kriterijumi definicije IDF za postavljanje dijagnoze
metaboli¢kog sindroma kod dece i adolescenata inspirisani
su definicijom kriterijuma za odrasle, pojednostavljeni su i
nedovoljno specificni za uzrast. Iz ove definicije iskljucena
su deca uzrasta ispod Sest godina, deci uzrasta ispod 10 go-
dina ne moze se postaviti dijagnoza metabolickog sindroma,
ali ukoliko je pozitivna porodi¢na anamneza, potrebno je nji-
hovo pracenje, a savetuje se snizenje telesne mase. Utvrdiva-
nje metabolickog sindroma kod 29% dece primenom specifi-
¢nih kriterijuma pokazalo je da su gojaznost i poCetne meta-
bolicke promene danas problem decjeg uzrasta i da je evi-
dentno pomeranje starosnih granica kada se govori o prob-
lemu gojaznosti. Za decu stariju od 16 godina primenjuju se
kriterijumi za odrasle, uz primenu percentilnih kriva samo za
obim struka. Uzrasne karakteristike i razvojne specificnosti
navode na vaznost primene percentilnih kriva i za ostale kri-
terijume, zbog bolje efikasnosti u utvrdivanju slucajeva me-
taboli¢kog sindroma. Radi klinicke jednostavnosti, kao ulaz-
ni kriterijum za poremecaj metabolizma ugljenih hidrata u
definiciji IDF uzima se glikemija nasSte > 5,6 mmol/L.
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Analizom kriterijuma metabolickog sindroma utvrdeno
je da su po procentualnom uceséu medu specificnim kriteri-
jumima najzastupljeniji poviSen ITM i patoloski nalaz
OGTT, a najredi, snizen HDL holesterol. Medu kriterijumi-
ma definicije IDF najzastupljeniji su povecan obim struka i
povisen krvni pritisak, a najmanje zastupljen kriterijum je
povisena glikemija naste.

Primarni uzrok u nastanku metaboli¢kog sindroma je
gojaznost sa svim prate¢im metabolickim komplikacijama, te
je ocekivano da su najzastupljeniji kriterijumi povisen ITM i
obim struka, posebno §to je u pojedinim definicijama poka-
zatelj gojaznosti uslovni kriterijum. Istrazivanja pokazuju da
su najcesce karakteristike metaboli¢kog sindroma povecan
obim struka i hipertenzija, dok su markeri koji se najrede
srecu dislipidemija i povidena glikemija naste *.

Na poduzorku adolescenata, uporednom analizom krite-
rijuma obe definicije, primenom specifi¢nih kriterijuma ut-
vrden je metabolicki sindrom kod 41% adolescenata, dok je
primenom kriterijuma IDF metabolicki sindrom utvrden kod
22% adolescenata. Takode, ustanovljeno je najizrazenija ra-
zlika u broju utvrdenih slucajeva snizenih vrednosti HDL
holesterola, kojih je bilo znacajno vise koris¢enjem kriteri-
juma IDF. Patoloski nalaz OGTT bio je statisticki visoko
znacajno zastupljeniji faktor nego povisena glikemija naste.

Kod ispitanika sa metabolickim sindromom utvrdeno
je postojanje poremecaja metabolizma ugljenih hidrata —
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Zakljucak

Postojanje metabolickog sindroma kod prekomerno
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Apstrakt

Uvod/Cilj. Alveolarni osteitis (AO) je poremecaj zarasta-
nja ckstrakcione rane, pracen intenzivnim bolom. Laser
male snage stimulise Celijski metabolizam i mikrocirkula-
ciju, ima izrazen analgetski, antiedematozni i antiinflama-
torni efekat i ubrzava proces zarastanja rana. U radu su
predstavljeni rezultati klinickog istrazivanja koje je imalo
za cilj da ispita dejstvo lasera male snage na smanjenje bola
1 zarastanje ekstrakcionih rana sa alveolarnim osteitisom u
donjoj vilici nastalim drugog dana posle vadenja zuba.
Metode. Istrazivanje je obuhvatilo 60 osoba podeljenih na
studijsku 1 kontrolnu grupu. Kod svih je izvrsena obrada
ekstrakcione rane, s tim $to je u studijskoj grupi posle toga
primenjeno svakodnevno lecenje laserom male snage sa
ukupno osam seansi zracenja, dok je u kontrolnoj grupi u
ekstrakcione rane stavljan zavoj cink-oksid eugenola koji je
menjan na 48 sati do prestanka bola. Metenje bola vr$eno
je vizuelno-analognom skalom 10 minuta pre obrade eks-
trakcionih rana i svakodnevno u narednih osam dana. Pro-
cena dejstva lasera male snage na zarastanje ekstrakcionih
rana vrSena je osmog dana od njihove obrade. Rezultati.
Petog dana posle tretiranja ckstrakcionih rana sa alveolar-
nim osteitisom kod ispitanika studijske grupe registrovana
je niza prose¢na vrednost bola u odnosu na ispitanike
kontrolne grupe. Ova razlika uvecavala se u narednom pe-
riodu. Ekstrakcione rane u studijskoj grupi zarasle su uspe-
$nije i brze u odnosu na kontrolnu grupu. Zakljucak. Is-
trazivanje je pokazalo da je snizenje bola bilo izraZenije
kod ispitanika sa alveolarnim osteitisom c¢ije su ekstrakcio-
ne rane bile podvrgnute zracenju laserom male snage nego
kod ispitanika u cije ekstrakcione rane je stavljen zavoj
cink-oksid eugenola.

Kljucne reci:

zub, ekstrakcija; postoperativne komplikacije;
alveolitis; laseri male snage; cink oksid-engenol pasta;
bol, merenje.

Abstract

Background/Aim. Alveolar osteitis (AO) is the extraction
wound healing disorder with a presence of severe pain. Low
level laser therapy stimulates cell metabolism and microcircu-
lation, have has pronounced analgesic, antiedematous and
anti-inflammatory effect and speeds up wound healing proc-
ess. The aim of this study was to present results of clinical re-
search that examined the effectiveness of low level laser in
pain relief and healing of extraction wounds with alveolar os-
teitis in the lower jaw which was formed on the second day
after tooth extraction. Methods. The study was conducted on
60 subjects divided into the study and the control group. In
both groups extraction wounds were processed in similar way,
except that in the study group was applied daily treatment of
low level laser with a total of eight sessions of radiation, while
in the control group extraction wounds were dressed with zinc
oxide eugenol paste, which was changed every 48 hours up to
the pain cessation. Measurement of pain intensity was done
with a visual analogue scale (VAS) 10 min prior to processing
of extraction wounds and daily for the next eight days. As-
sessment of the effectiveness of low level laser on healing of
extraction wounds was performed on the day eight of the
treatment. Results. On the day five after beginning of the
treatment of extraction wounds with alveolar osteitis in the
patients of the study group a lower average value of pain as
compared to the control group was registered. This difference
was increased within the following days. Extraction wounds
healing in the study group was more successful and faster than
in the control group. Conclusion. This study suggested that
the reduction of pain was more pronounced in the patients
with alveolar osteitis whose extraction wounds were subjected
to low level laser radiation in comparison to those in which
extraction wounds were treated with zinc oxide eugenol paste.

Key words:

tooth extraction; postoperative complications; dry
socket; laser therapy, low-level; zinc oxide-eugenol
cement; pain measurement.
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Uvod

Alveolarni osteitis (AO) prvi put je opisao Crawford '
1896. kao poremecaj zarastanja ekstrakcione rane koji je
pracen intenzivnim bolom. Ucestalost AO iznosi 1-4% posle
rutinskih ekstrakcija zuba i 5-30% posle ekstrakcija impakti-
ranih donjih tre¢ih molara, §to AO delimi¢no dovodi u vezu
sa tezinom hirurske traume . Klini¢ku sliku AO karakterisu:
prazna alveola dva do tri dana posle ekstrakcije zuba, jak bol
koji se &iri i intenzivira no¢u i halitoza™*. Retko se javlja
povecanje telesne temperature * i regionalna limfadenopatija.
Smatra se da veliku ulogu u nastanku AO imaju izrazena fib-
rinoliticka aktivnost u alveoli izvadenog zuba, ishemija rane
i poremeéaj lokalnog metabolizma alveole >. Cesto se spo-
minje anaerobna bakterija Treponema denticola kao uzro¢nik
AO zbog svoje fibrinoliticke aktivnosti °.

U prevenciji AO, sistemski ili lokalno, primenjivani su:
antibiotici, antiseptici, antifibrinolitici, steroidni antiinfla-
matorni lekovi, obtundent paste, cink-oksid eugenol zavoj,
kao i materijali za podriku stvaranja zdravog koaguluma >’
' Medutim, opite je prihvaéen stav da za AO ne postoji ide-
alno sredstvo koje bi spre¢ilo njegov nastanak '

Terapija AO podrazumeva uklanjanje debrisa iz postek-
strakcione rane, uklanjanje sekvestara i stranih tela, ako su
prisutni i omogucavanje stvaranja zdravog koaguluma. Lo-
kalnom aplikacijom razli¢itih medikamenata sa analgetickim
i antiseptickim dejstvom, kao §to je npr. cink—oksid eugenol
pasta, obezbeduje se smanjenje intenziteta akutnog bola >.

Laser male snage (LMS) svojim primarnim i sekundar-
nim biostimulativnim dejstvom stimuliSe celijski metaboli-
zam i mikrocirkulaciju, mitotsku aktivnost makrofaga, en-
zimsku aktivnost ¢éelija i ubrzava reprodukciju éelija ' .
Takode, LMS ima izrazen analgetski ' antiedematozni ° i
antiinflamatorni efekat i ubrzava proces zarastanja rana '°.

Alveolarni osteitis Cesto se objasnjava izrazitom fibri-
nolititkom aktivno$¢u u alveoli ekstrahovanog zuba °. Usled
inflamacije stvorene traumom ili infekcijom okolna kost os-
lobada aktivatore fibrinolize, tj stimuliSe pretvaranje plazmi-
nogena u plazmin '’. Pored toga §to vr§i fibrinolizu, plazmin
stimuliSe pretvaranje kininogena u kinin. Kinin je jedan od
najpoznatijih medijatora bola '*. Efekat lasera na zapaljenje
sastoji se u stimulaciji nespecifiéne humoralne odbrane i po-
rastu sinteze komplemenata, lizozoma i interferona. Realno
je pretpostaviti da smanjenje inflamacije moze imati uticaja
na smanjenje bola prouzrokovanog AQO. Laser male snage
blokira sintezu prostaglandina i prostaciklina, stimuliSe neut-
rofilnu, makrofagnu i lizozomnu aktivnost, §to deluje izrazito
antiinflamtorno '**°. Imajuéi u vidu navedene podatke, cilj
rada bio je da se analizira uticaj LMS na smanjenje bola i za-
rastanje ekstrakcionih rana sa AO.

Metode

U ispitivanje je bilo ukljuceno 60 ispitanika oba pola,
starosti od 21 do 49 godina, koji su posle rutinskog vadenja
zuba upuceni u kliniku bez prethodnog hirurskog tretmana
ekstrakcione rane. Kod svih ispitanika dijagnostikovan je AO
u donjoj vilici na osnovu simptoma koje su Fridrih i Olson *

Jovanovi¢ G, et al. Vojnosanit Pregl 2011; 68(6): 506-510.

predlozili kao patognomoni¢ne. Pre primenjene terapije
sproveden je klinicki pregled kod svih ispitanika pri ¢emu su
koris¢eni anamneza, objektivni nalaz i periapikalna radiogra-
fija. Pri tom, ni u jednom slucaju nije registrovano postojanje
sistemskog oboljenja i nije utvrdeno prisustvo perikoronitisa
u usnoj duplji. U istrazivanje su bili ukljuceni samo oni ispi-
tanici kod kojih se AO javio drugog dana posle ekstrakcije
zuba.

Ispitanici su bili podeljeni na studijsku (SG) i kontrolnu
(KG) grupu. Kod ispitanika obe grupe sproveden je sledeci
postupak: lokalna anestezija za n. alveolaris inferior prime-
nom anestetika lidokaina sa adrenalinom u koncentraciji
1:80 000 (Lidokain 2%-adrenalin, Galenika, Beograd) u ko-
li¢ini od 2 mL i uklanjanje ko$tanih fragmenata, blaga kire-
taza 1 irigacija ekstrakcione rane mlakim 0,9% fizioloskim
rastvorom u koli&ini od 10 mL *'. Ispitanici za vreme ispiti-
vanja nisu koristili druge medikamente i antibiotike. Svi is-
pitanici bili su saglasni sa predloZzenim leCenjem AO, u skla-
du sa Helsinskom deklaracijom .

Studijsku grupu ¢inilo je 30 ispitanika kod kojih je pri-
menjen LMS. Primenjen je GaAlAs laser snage 20 mW, tala-
sne duzine 670 nm, kontinuiranog reZima rada. Ispitanici su
zraceni neposredno posle obrade rane i narednih sedam dana
tako da je ukupno sprovedeno osam seansi zracenja. Svako-
dnevno je tkivu po tacki prec¢nika 0,5 cm predavana energija
od 4 J/em” u trajanju od 200 s, tako da je ukupno zradenje pri
svakoj seansi iznosilo 12 J/cm® u trajanju od 600 s. Zraena
su tri polja: povrSina formiranog koaguluma, vestibularna i
bukalna gingiva oko alveole.

Kontrolnu grupu (KG) ¢inilo je 30 ispitanika kod ko-
jih je, posle obrade ekstrakcione rane, u povrsni deo rane
stavljen cink-oksid eugenol zavoj koji je pripreman tako Sto
su cink-oksid i eugenol pomesani sa sterilnom vatom zbog
bolje konzistencije. Zavoj je menjan na 48 sati do prestanka
bola.

Intenzitet dozivljenog bola utvrdivan je primenom vi-
zuelna analogne skale (VAS), horizontalno nacrtane duzi od
100 mm. Svi ispitanici na skali su oznacavali ja¢inu svog
bola koji su osetili u njegovom najvec¢em intenzitetu. Mere-
njem milimetraskog rastojanja od nultog polozaja do obele-
zenog mesta dobijan je priblizan intenzitet bola. Zatim je
preracunavana njegova srednja vrednost. Merenje bola vrse-
no je 10 min. pre tretiranja rana sa AO i u narednom periodu,
svakodnevno, u slede¢ih osam dana.

Dejstvo LMS na zarastanje ekstrakcionih rana procenji-
vano je osmog dana od obrade rana po sledecoj skali: potpu-
na epitelizacija ekstrakcione rane, delimic¢na epitelizacija ek-
strakcione rane, odsustvo epitelizacije, alveola ispunjena ras-
padnutim koagulumom, ili potpuno prazna.

Rezultati

Nisu utvrdene statisticki znacajne razlike prema polu i
prosecnoj starosti ispitanika SG i KG (tabela 1).

Alveolarni osteitis kod 25 ispitanika registrovan je u
predelu ekstrakcionih rana donjih drugih molara, kod 21 is-
pitanika u predelu donjih prvih molara i kod 14 ispitanika u
predelu donjih tre¢ih molara.
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Tabela 1.
Pol i prosecna starost ispitanika
.. Ispitivane grupe

Bolesnici G KG
Pol [(n/%)]

muski 13 (43,33) 12 (40)

zenski 17 (56,67) 18 (60)
Prosecna starost (god), X = SD 34,63 + 7,18 38,33 £ 8,84

SG - studijska grupa (tretirana laserom male snage)
KG - kontrolna grupa (tretirana cink-oksid eugenolom)

Svi ispitanici 10 min. pre tretiranja ekstrakcionih rana
sa AO opisali su dozivljeni bol kao veoma jak. Bol je bio
priblizno jednak kod ispitanika obe grupe (tabela 2). Prosec-
na vrednost bola merenog pomoc¢u VAS tokom ispitivanog
perioda opadala je u obe grupe. Petog dana Studentovim t-
testom nezavisnih uzoraka ustanovljena je statisticki znacaj-
no niza prosecna vrednost bola u SG nego u KG (p<0,01), a
nivo statisti¢ke znacajnosti razlike 6, 7. i 8. dana porastao je i
bio maksimalan (p < 0,001).

ispitanika SG. Kasnije se ta razlika uvecala (p < 0,001) tako da
su ispitanici SG imali znac¢ajno manje bolove §to je svakako
rezultat ubrzanog zarastanja rana usled delovanja LMS.

Primena VAS u ispitivanju bola je ¢esta poSto omogu-
¢ava jednostavno opisivanje bola i pruza relativno tacne po-
datke o njegovom intenzitetu.

U literaturi nema dovoljno radova na temu dejstva LMS
na AO. Zimmermann” je ukazao na biostimulativni efekat
He-Ne lasera u redukciji bola i ubrzanje zarastanja rana kod

Tabela 2.

Intenzitet bola izraZen vizuelnom analognom skalom (VAS)
Trajanje terapije u VAS (mm)

danima SG (x £ SD) KG (£ SD)
10 minuta pre terapije 93,90 £4,03 94,27 + 4,39

1 58,67 £ 8,60 56,83 £ 6,36

2 57,27+7,26 57,17 £ 6,39

3 41,30 £ 6,46 39,13 £ 6,60

4 33,67 £ 6,56 31,17 £3,87

5 26,33 £ 6,01 30,17 £3,07*

6 16,77 + 4,68 28,17 + 3,59

7 7,43 £4,16 22,17 + 3,641

8 2,07 2,00 11,93 2,70

*p<0,01; 'p < 0,001 vsKG

SG - studijska grupa (tretirana laserom male snage)
KG - kontrolna grupa (tretirana cink-oksid eugenolom)

Iz podataka navedenih u tabeli 3 evidentno je da je pro-
ces zarastanja bio zna&ajno bolji u SG nego u KG (y° = 6,30,
p = 0,0429). Potpuna epitalizacija bila je statisticki znac¢ajno
zastupljenija u SG nego ua KG (y° = 4,39, p= 0,0361).

AO. Fikackova i sar.**, u slinom istraZivanju registrovali su
ubrzano zarastanje rana, ali odsustvo analgetskog efekta
LMS. Medutim, ta pilot studija izvedena je na svega dva is-
pitanika. Neugebauer i sar. >, na 100 ispitanika i 130 vilica,

Tabela 3.

Zarastanje ekstrakcionih rana posle 8 dana

Proces zarastanja

Ispitivane grupe [n (%)]

KG SG
Potpuna epitelizacija ekstrakcione rane 13 (43,3) 22 (73,3)*
Delimicna epitelizacija ekstrakcione rane 12 (40,0) 7 (23,4)
Odsustvo epitelizacije 5(16,7) 1(3,3)*
Alveola ispnjena raspadnutim
koagulumonm ili je prazna B B
Ukupno rana 30 (100) 30 (100)

*p<0,05 vsKG
SG - studijska grupa (tretirana laserom male snage)

KG - kontrolna grupa (tretirana cink-oksid eugenolom)

Diskusija

U ovoj studiji postignuto je smanjenje bola kod ispitanika
sa AO kod kojih je primenjen LMS. U prva Cetiri dana regis-
trovan je sli¢an intenzitet bola u obe ispitivane grupe, da bi se
petog dana pojavila statisticki znacajna razlika (p<0,01) kod

registrovali su izrazeno dejstvo LMS na AO, ali u kombina-
ciji sa antimikrobnom fotodinamskom terapijom.

Primena LMS ubrzava proces zarastanja rana - >’. To
pokazuju i rezultati naSe studije, tj. potpuna epitalizacija ek-
strakcione rane bila je statisticki znacajno zastupljenija u SG
nego u KG (p < 0,05). Osnovni cilj terapije AO je formiranje

Jovanovi¢ G, et al. Vojnosanit Pregl 2011; 68(6): 506-510.
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vitalnog, elasti¢nog i kompaktnog koaguluma koji ¢e sma-
njiti bol i ¢ijom ¢e organizacijom doéi do normalnog zaras-
tanja ekstrakcione rane. Laser male snage stimuliSe pretvara-
nje ADP u ATP, povecava intracelularnu energiju i ubrzava
Gelijski metabolizam **. Primenom LMS povecava se sinteza
DNA i stimuliSe razmnoZavanje ¢elija, tako da je u oblasti la-
serskog zraCenja ubrzana diferencijacija i deoba epitelnih, ve-
zivnotkivnih i kostanih éelija'®*"*. Kako AO predstavlja po-
remecéaj u zarastanju ekstrakcione rane, tj. poremecene faze
formiranja i organizacije koaguluma, ubrzanje ovih procesa
moze rezultirati brzim zarastanjem rane i smanjenjem bola.

Nasuprot tome, cink-oksid eugenol zavoj usporava
proces zarastanja ekstrakcione rane °. To moZe biti objasnje-
nje za dobijeni statisticki slabiji rezultat u pogledu smanjenja
bolova u KG. Pored toga, nedostatak cink-oksid eugenol za-
voja je i moguca nekroza tkiva sa kojim je u dodiru i vrlo jak
karakteristican miris koji ¢esto smeta bolesnicima.

Alveolarni osteitis gotovo se nikad ne javlja kod paro-
dontopati¢nih zuba ili male dece zbog dobre prokrvljenosti
vilica. Poznato je da u ekstrakcionim ranama koje ostaju nei-
spunjene krvlju ¢esce nastaje AO i da se ishemija rane dovo-
di u direktnu vezu sa postekstrakcionim bolom. Primena
LMS u zra¢enom podrucju izaziva aktivnu hiperemiju §to za
posledicu ima resorpciju zapaljenskog infiltrata i redukciju
edema ' Bolja prokrvljenost rane zna&i ubrzanje njenog
metabolizma, §to je osnovni cilj u le€enju AO, a to je postig-
nuto u ovom istrazivanju.

Odnos muskaraca i zena sa AO u nasSoj studiji bio je
58,3% prema 41,7% u korist Zena. O ¢e§¢oj zastupljenosti
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AO kod Zena govore i druge studije ***, mada AO moze biti i
podjednako zastupljen kod oba pola **. Prosetna starost bole-
snika sa AO iznosila je 34,63 godine u SG i 38,33 godine u
KG, dok je u ostalim studijama prosecna starost bila nesto
niza”**. Kod 41,7% bolesnika AO nastaje posle ekstrakcije
donjih prvih molara, kod 35% posle ekstrakcije donjih dru-
gih i kod 23,3% posle ekstrakcije donjih tre¢ih molara. Po-
znato je da se AO najéeSce javlja posle hirurskih ekstrakcija
impaktiranih donjih tre¢ih molara®*'*3'. Kako se naga stu-
dija bavila AO nastalim posle rutinskih ekstrakcija zuba, jas-
no je zasto postoji ovakva razlika u rezultatima.

Redukcija bola bila je izrazenija kod ispitanika sa AO
¢ije su ekstrakcione rane zra¢ene pomocu LMS u odnosu na
ispitanike Cije su ekstrakcione rane tretirane medikamentno,
primenom cink-oksid eugenol zavoja. Ekstrakcione rane koje
su bile izloZzene LMS zarasle su uspesnije i brZe od netretira-
nih. Negativni efekti LMS prilikom ovog istrazivanja nisu
registrovani. Negativni efekti cink-oksid eugenol zavoja od-
nosili su se najcesce na primedbe bolesnika u pogledu njego-
vog veoma oStrog mirisa i neznatnog bola koji se javljao pri-
likom ekstirpacije zavoja iz alveole.

Zakljucak

Istrazivanje je pokazalo da je snizenje bola bilo izraze-
nije kod ispitanika sa alveolarnim osteitisom ¢ije su ekstrak-
cione rane bile podvrgnute zracenju laserom male snage ne-
go kod ispitanika u Cije ekstrakcione rane je stavljen zavoj
cink-oksid eugenola.
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Introduction

Transitional cell carcinoma (TCC) of the bladder is a
common malignancy worldwide that is associated with sig-
nificant morbidity and mortality. The increasing number of
patients diagnosed with urothelial cancer, year after year, and
obvious limitations in standard diagnostic, therapeutic and
prognostic approaches, created a strong interest in applying
immunohistochemistry in the field of uropathology.

A hallmark of bladder cancer is its variable prognosis.
However, aggressive behavior is generally restricted to those
tumors that are high grade, that have penetrated the lamina
propria extensively and that are accompanied by carcinoma
in situ either nearby to the tumor or at distant sites ' .

Conventional clinical and pathologic parameters such
as tumor grade, stage, size, multifocality, as well as vascular
and lymphatic extension provide important diagnostic and
prognostic information *. The presence or absence of numer-
ous histological parameters, such as thickness of urothelium,
polarity, cytoplasmic clearing, nuclear size, nuclear crowd-
ing, nuclear chromatin distribution, nucleoli, mitoses, ac-
companying inflammation and neovascularity, undoubtedly,
helps coming to the proper diagnosis for a given case ”°. Yet,
they have a limited ability to predict the clinical outcome of
many patients with bladder cancer and extensive efforts have
been made to identify markers that could foretell recurrence
and progression of the disease, development of metastases,
response to treatment and patient survival’. To become of
clinical use, new prognostic markers must add some predic-
tive capability beyond what current clinical and pathologic
parameters offer *.

Prognostic mystery of muscle-invasive urothelial
cancer

It has been established that patients with high-grade,
muscle-invasive tumors at primary diagnosis or recurrence
have poor prognosis . Fifty percent of these patients develop
distant metastases within two years and 60% die within five
years of initial treatment. Thus, new questions are being pro-
posed: How do we best monitor patients for recurrence and
progression of disease? How do we identify patients who
need adjuvant therapy after radical cystectomy? Which pa-
tients will have benefit from adjuvant therapy?

Radical cystectomy with pelvic lymph-node dissection
is currently the mainstay of treatment for patients with
muscle-invasive cancer. However, 10-year survival rates
for individuals treated by radical cystectomy are only 37%—
45%%° Tt is widely accepted that presence of the clini-
cally undetectable micrometastases is the main reason of
the above statistics. In theory, the use of preemptive or
neoadjuvant chemotherapy should, therefore, offer a chance
to control distant disease and improve long-term survival.
Nevertheless, the results of numerous clinical trials have
been more disappointing than promising, no approach for
treating advanced bladder cancer has proved to be optimal,
with a large meta-analysis failing to show any survival
benefit. Most recently, an international multicentre trial of
976 patients comparing radical treatment with or without
neoadjuvant cisplatin, methotrexate and vinblastine showed
only a 5.5% absolute difference in survival at 3 years,
which was less than the 10% that was required for intro-
duction into clinical use ' "'
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The latest large international cohort which included
4,257 patients treated with radical cystectomy for bladder
TCC presented that a 5-year recurrence-free and cancer spe-
cific survival was only 29%. Patients with pT4 bladder uro-
thelial carcinoma had very variable outcomes. Furthermore,
Tilki et al. '* pointed out that female patients with pT4 blad-
der TCC had worse outcome than male patients with the
same stage of the disease.

These findings represent a step forward but there is a
doubt whether all patiens should be exposed to the toxic ef-
fects of chemotherapy. Perhaps, the answer could be found
in the patient selection which, in fact, might be the best way
of improving treatment outcome in the future* '°.

Controversal expression of members bcl-2 family
proteins in muscle-invasive bladder cancer

Bladder cancer can occur at any age, but it is generally
a disease of the middle-aged and elderly population, with a
median age at diagnosis of 66 years . Like other malignan-
cies that arise in later life, bladder cancer is a result of ac-
quired alterations in DNA, which may manifest as induction
of oncogenes, loss of tumor-suppressor genes, impairment of
normal DNA repair mechanisms or interruption of cell cycle
homeostasis .

The most recent studies have indicated that the entire
apoptotic cascade in bladder suffer genetic
changes® '* .

Many of the proteins that conduct apoptosis are consti-
tutively expressed in viable cells, but under favorable growth
conditions, their pro-apoptotic activities are held in check by
bel-2 and its pro-survival relatives '**°. Some members of
the bel-2 family, such as bel-2 and bel-xL, are mighty in-
hibitors of apoptosis, whereas other family members, such as
bak and bax, promote this cell death process > **.

In histologically normal urothelium, weak bcl-2 immu-
nostaning is detected in basal cell compartment which re-
flects the need of the progenitor cells for bel-2 protection
against apoptosis in order to ensure survival of the entire
epithelium. Bcl-2 oncoprotein absence in the suprabasal lay-
ers of normal urothelium demonstrates that bel-2 is not nec-
essary during completion of the differentiation process ™.
Since bel-2 expression was found to be absent in the normal
adjacent bladder tissues examined, the hypothesis that this
gene expression may have large impact on bladder cancero-
genesis has been proposed**. Some earlier studies suggested
that bcl-2 expression was an independent prognostic factor
associated with favorable clinical outcome in some human
cancers including urinary tract cancers, but not in the inva-
sive bladder cancer®. Thus, although bcl-2 itself does not
appear to have a major prognostic importance in invasive
bladder cancer, a persistent presence of excess bcl-2 protein
might be associated with a poor prognosis to some extent.

Over expression of the bcl-2 protein protects against a
wide variety of apoptotic attacks including radiation and
nearly all chemotherapeutic drugs. This over expression of
bel-2 in cancer cells has been reported to interfere with the
therapeutic effect of cisplatin through an inhibition of the

cancer

apoptotic pathway. The bax protein acts as a determinant of
an intrinsic chemosensitivity and a gradual enrichment of the
bax-negative tumor cells gives a selective survival advantage
presenting them more resistant to a chemotherapy-induced
apoptosis after radical cystectomy .

In 2006, Maluf et al. * presented a study evaluating the
expression of bcl2, p53 and MDM2 proteins in patients with
muscle invasive TCC treated with cisplatin based neoadju-
vant therapy. In this study, altered expression of p53 and
bcl2 was seen in approximately half of the tumors with a
poor outcome and a 5-year survival of 25% and a median
survival of 1.1 years>*?".

On the contrary, Shiina et al.*® found no significant cor-
relation between bcl-2 expression and overall survival in 77
patients who received cystectomy. In an analysis of 109 pa-
tients with invasive bladder carcinoma treated with preop-
erative radiation therapy without concurrent chemotherapy,
Pollack et al.  demonstrated that bcl-2 over expression was
significantly associated with disease progression and up-
staging of the tumor during radiation therapy. However, bcl-
2 over expression had no significant effect on response to a
combination of platinum-based chemotherapy and radiation
therapy.

Li et al.” in their study did not find any relation be-
tween bcl-2 expression and the histological stage of progres-
sion, lymphovascular infiltration or node invasion. However,
when they analyzed the data by individual case, a higher
proportion of loss of bcl-2 expression was found in superfi-
cial or lower-grade TCC cases than those in muscle-invasive
or high-grade TCC cases. They also showed that p53 over
expression was changing from negative in dysplasia to posi-
tive in carcinoma, which was opposite from bcl-2 ssion.

Bax inhibits the function of bcl-2 by inducing a bax-
bcl-2 complex or by competing with other bcl-2 targets.
When the bax expression was higher than the bcl-2 expres-
sion, the results seemed to be protective against an early re-
lapse at an early stage of the disease. According to some
studies, a greater expression of bax and a lower expression of
bel-2 lead to a favorable ratio of bcl-2/bax which would in-
duce a greater protection from a recurrence of a bladder can-
cer 2530

The Bladder Tumor Marker Network also evaluated a
series of 109 patients with G2 or G3, T2 to T3 TCC bladder
disease and found no prognostic value of bax and p53 stain-
ing. In a study of 109 patients with pT2NOMO bilharzial-
related bladder cancer, bax, along with MIB-1(Ki-67), bcl-x,
and p53, was an independent predictor of progression-free
survival in the urothelial carcinoma group **"3'.

Diagnostic achievements using not only one marker

The number of simultaneously altered apoptosis mark-
ers is an important prognostic indicator for disease recur-
rence and bladder cancer-specific survival in patients treated
by radical cystectomy. The fact that many steps in the cas-
cade need to be altered to achieve inhibition of apoptosis
seems intuitive. However, supporting data to this proposition
are scarce. On the contrary, cell-cycle regulators have al-

Risti¢ A, et al. Vojnosanit Pregl 2011; 68(6): 511-514.
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ready been shown to have superior predictive value for both
disease recurrence and disease-specific survival when stud-
ied in combination rather than when assessed as single mark-
ers® 323

Several proliferation and metastasis-associated mole-
cules, such as Ki-67, Rb, EGFR, E-cadherin, MSH2, cyclins,
p21WAF1, Kipl, survivin and p53 and other apoptosis-
related molecules have shown potential in providing prog-
nostic information related to tumor grade, tumor growth,
metastasis, recurrence, and overall survival and cancer spe-
cific survival in urothelial carcinomas. The results of many
studies are still contradictory and there is no exact marker
yet #3435

It has been established that p53 expression cannot be
used solely for a definite prognosis or a selection for either
sensitivity or resistance to anticancer treatments. Similarly,
other proteins involved in apoptosis, such as bcl-2, bax,
CD95 or specific caspases, cannot currently be used for de-
termining sensitivity or resistance to anticancer therapy *°.

Karam et al. ° showed that only a combined expression
of the apoptosis markers bcl-2, caspase-3, p53 and survivin
was in association with oncological outcomes of patients
treated by radical cystectomy and bilateral lymphadenectomy
for TCC of the bladder. Their results showed that altered ex-
pression of bcl-2, caspase-3, p53, and survivin were present
in more than two thirds of patients with muscle-invasive

TCC of the bladder. The altered status of each of the four
markers was associated with advanced pathological stage.
P53 and caspase-3 were associated with high tumor grade,
p53 and survivin with lymphovascular invasion and all three
markers were related to lymph-node metastases " **.

In accordance with rapid development of diagnostic
medicine, it is clear that genomics and proteomics represent
powerful and promising tools in current cancer research and
it is only a question of time when all those new findings will
enter clinical practice and be available to every patient>”*.
A major challenge will be the integration of proteomics, ge-
nomics and immunohistochemistry with current available
prognostic markers. This would surely enable the best patient
selection for the concomitant therapy after radical cystec-
tomy.

Conclusion

So far, no marker has proven itself to be sufficient in
providing reliable prognosis and being a mainstay for ther-
apy decision-making in patients with muscle invasive TCC
of the bladder. The prognosis based on apoptotic status can
be best provided through immunohistochemical staining of a
number of apoptotic markers simultaneously. As we are
faced with very inconvenient disease in prognostic and
therapeutic sense, more studies on this issue are needed.
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Abstract

Introduction. Prostatic gland basal cell proliferations ex-
hibit morphological continuum ranging from basal cell hy-
perplasia to basal cell carcinoma. In the following report, we
described clinical features, morphological spectrum, neuro-
endoctine differentiation and histogenesis of prostatic gland
basal cell carcinoma in our patient. Case report. Hema-
toxylin-eosin (HE), Alcian blu-periodic acid schiff (AB-
PAS) at pH 2.5 stained sections and the avidin-biotin-
peroxidase complex (ABC), were performed on prostate
gland paraffin-embedded tissue. Monoclonal antibodies di-
rected against cytokeratin (348E12) which selectively stains
basal cells, prostate specific antigen (PSA), chromogranine
A, neuron-specific enolase (NSE), synaptophysin and
CD56, were used. Basal cell proliferations exhibited a mor-
phological continuum ranging from basal cell hyperplasia to
prostatic gland carcinoma. In these prostatic lesions, posi-
tive reactivity was demonstrated for 34BE12 and CD56.
These findings indicate that the basaloid cells of basal cell
hyperplasia, florid basal cell hyperplasia, atypical basal cell
hyperplasia and basal cell carcinoma are derived from basal
cells of the normal prostate gland suggesting a continuum in
the progtression of hyperplasia to benign and then malignant
neoplasia. The presence of CD56 protein in the discovered
lesions may be related to their neuroendocrine differentia-
tion. Conclusion. The fact, that our patient was well six
years after the radical prostatectomy supports the belief of
some authors that basal cell carcinoma represents a low
grade carcinoma with an excellent prognosis.

Key words:

prostatic neoplasms; prostatic hyperplasia; antigens,
differentiation; histological techniques;
immunohistochemistry.

Apstrakt

Uvod. Proliferacija bazalnih ¢elija Zlezda prostate poka-
zuje morfoloski kontinuum od hiperplazije do karcinoma
bazalnih Celija. Prikazali smo klinicke odlike, morfoloski
spektar, bazalnocelijsku proliferaciju, neuroendokrinu dife-
rencijaciju i histogenezu karcinoma bazalnih Celija zlezda
prostate. Prikaz bolesnika. Preseci parafinskih blokova
tkiva prostate bojeni su metodom hematoksilin/eozin
(HE), alcian blue (AB) — Periodic acid Schiff (PAS) pri pH 2,5 1
avian-biotin complex (ABC). Upotrebljena su monoklonska
antitela usmerena prema citokeratinu (34fE12) koja selek-
tivno boje bazalne Celije, prostata specificni antigen (PSA),
hromogranin A, neuron-specifi¢na enolaza (NSE), sinap-
tofizin i CD56. Proliferacija bazalnih celija pokazala je
morfoloski kontinuum od hiperplazije bazalnih ¢elija do
karcinoma prostate. U identifikovanim lezijama prostate
prikazana je pozitivna reakcija za 34BE12 i CD56. Ovi na-
lazi ukazuju na to da bazaloidne ¢elije u hiperplaziji, flori-
dnoj hiperplaziji bazalnih celija, atipi¢noj hiperplaziji ba-
zalnih ¢elija i karcinomu bazalnih Celija nastaju iz bazalnih
celija normalnih zlezda prostate ukazujuéi na kontinuum u
progresiji hiperplazije ka benignim i malignim neoplaz-
mama. Prisustvo CD56 proteina u otkrivenim lezijama
moze biti posledica njihove neuroendokrine diferencijaci-
je. Zakljutak. Cinjenica da je prikazani bolesnik u dob-
rom stanju Sest godina posle radikalne prostatektomije u
saglasnosti je sa misljenjem nekih autora da karcinom ba-
zalnih Celija prostate predstavlja malignu neoplazmu nis-
kog gradusa malignosti sa odli¢cnom prognozom.

Kljucne reci:

prostata, neoplazme; prostata, hipertrofija; antigeni
diferencijacije; histolos§ke tehnike;
imunohistohemija.
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Introduction

Prostatic basal cell carcinoma is an uncommon neoplasm
accounting for less than 0.01% of all prostatic gland carcinomas,
composed of prostatic basal cells ' **. In addition, the gross pat-
terns have been reported for fewer than 10 cases . It is believed
that a subset of basal cells are prostatic epithelial stem cells,
which can give rise to a spectrum of proliferative lesions ranging
from basal cell hyperplasia (BCH) to basal cell carcinoma
(BCC) "*. The distinction between these forms of BCH (in-
cluding the variant with florid BCH) and BCC depends on mor-
phological, immunohistochemical criteria and on the degree of
cell proliferation **. Prostatic BCC is caracterised by prolifera-
tion of cells arranged in various architectural patterns. Two
morphological variants of BCC can be recognised in the prostate
%9 Islands and cords of epithelial cells with peripheral palisad-
ing characterise the first type, morphologically similar to BCC
of the skin. The second type, also called adenoid cystic carci-
noma, is composed of nests of infiltrating tumor cells with an
adenoid cystic pattern, morphologically similar to adenoid cystic
carcinoma of the salivary glands ® °. Neuroendocrine differen-
tiation has been reported only in typical and small cell prostatic
carcinoma. It takes several forms. Pure neuroendocrine carci-
noma is rare and includes carcinoid tumor '*". Immunohisto-
chemistry clearly indicates that basal cell proliferations have the
same immunophenotype as the basal cells present in normal
ducts and acini. The cells are positively and strongly stained for
high-molecular weight cytokeratin (34BE12) and p63, consoli-
dated markers for basal cells in the prostate * 7. We reported a
case with prostatic BCC, pointing out its neuroendocrine differ-
entiation and an excellent prognosis.

Case report

A 58-year-old man presented in April 2001 with a 16-
month history of increasing urinary obstructive symptoms.
Diffuse enlargement of the prostate was documented by
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transrectal ultrasound and digital rectal examination. The
preoperative total serum prostate-specific antigen (PSA) con-
centration was 2.5 pg/mL. The patient had radical prostatec-
tomy. After diagnosing basal cell carcinoma of the prostate, a
metastatic workup for tumor had normal results. The patients
was alive without evidence of disease six years after the pros-
tatectomy. Twelve blocks of prostate from a prostatectomy
specimen were examined. Formalin-fixed, paraffin-embedded
sections, 5 pm in thickness, were clasically processed and
stained with hematoxylin-eosin (HE) slides, also were stained
with Alcian blu (AB) —periodic acid schiff (PAS) at pH 2.5.
For immunoperoxidase studies on the formalin fixed, paraffin
wax embedded tissues, antibodies to the following antigens
were used: 34BE12 to highlight the basal cells (Dako Cytoma-
tion), rabbit anti PSA to mark prostatic secretory cells and,
rabbit anti-chromogranin A, synaptophysin, and CD56 (to dis-
cover neuroendocrine differentiation of the prostatic gland
BCPs). Selected sections of the prostate were stained by
means of the labeled streptavidin — biotin method (Dako Cy-
tomation; 1 : 100). The immunohistochemical staining of cells
was recorded as either positive or negative one. At least 500
cells were counted on each slide.

Gross and microscopical pathology

The surgical specimen weighted 120 g and measured 4
x 3.5 cm. The cut surface was white and nodular. At one end
of the specimen an ovoid area was identified. The paren-
chyma was otherwise gray-white with occasional small cysts
(Figure 1a). The surrounding prostate tissue was grossly and
histologically unremarkable.

Microscopically, basal cell proliferations (BCPs) ex-
hibit a morphological continuum ranging from ordinary BCH
to prostatic gland BCC (Figures 1b—2d). The nests were
composed of small, ovoid, basaloid cells having scanty cyto-
plasm and uniform nuclei with finely dispersed chromatin.
Nucleoli were absent (Figures 1b and 1¢). These cells stained

e LS vl
PERNEEE " i

Fig. 1: A — macroscopic pattern, B — origin of solid nest from normal basal cells (immunostain for 34fE12, x300);

C — BCH (solid clusters of basaloid cells, HE x200); D

— immunostain for 34fE12 cytokeratin demonstrating strong

positive reactivity (ABC x200).
BCH - basal cell hyperplasia; HE — hematoxylin-eosin; ABC — avian-biotin complex

Gligorijevi¢ V], et al. Vojnosanit Pregl 2011; 68(6): 515-518.
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positively for 34BE12 and negatively for PSA (Figures 1d,
2a). Neuroendocrine markers-chromogranin, neuron-specific
enolase (NSE) and sinaptophysin could not mark neuroendo-
crine cells. The only marker that was able to detect these
cells was CD56 (Figure 2b). The basal cells of the florid
BCH contained minimal cytoplasm, moderate nuclear pleo-
morphism, prominent nucleoli and mitosis. The prostatic
gland BCC was characterized by infiltrative growth and large
irregular nests punctuated by cribriform spaces filled with
small globules of dense eosinophilic material surrounded by
basal cells. This material was AB-positive mucin in some ar-
eas and intensive PAS-positive hyaline material in others;
peripheral palisading pattern also was evident, as well as
myxoid stroma (Figure 2c). Some dense cords and islands of
basaloid cells showed a significant nuclear hyperchromasia
and higher mitotic activity (Figure 2d).

BCC from florid/atypical BCH is also very important, in-
cluding extensive infiltration between normal prostatic
gland, extension out of the prostate gland, perineural inva-
sion or necrosis, as well as rare distant metastasis > .
Prostatic neuroendocrine cells most likely derive from
local stem cells and represent terminal differentiation in
benign prostate tissue. A frequent occurrence of neuroen-
docrine (NE) differentiation in prostatic adenocarcinoma
(author’s expirience) obviously reflects the differentiation
repertoire of its stem cells '> . Pure neuroendocrine differ-
entiation is rare and includes carcinoid tumor '>. However,
to the best of the authors knowledge, the neuroendocrine
differentiation has not been described in prostatic BCC, by
using chromogranin, neron-specific enolase and synapto-
physin, that we also have confirmed. But, by using CD56
(neural cell adhesion molecule), neuroendocrine marker for

Fig. 2: A — BSH (positive PSA act1v1ty in normal ductal eplthellum and negatlve in basa101d nests arrows, ABC x200);
B — positive CD54 activity in hyperplastic basaloid nests (ABC x200); C — ACC (classic pattern of ACC; note nests
having multiple lumina with mixoid stroma containing both AB and PAS positive material, AB-PAS x300); D — BCC
(atypical basal cells infiltrate prostatic surrounding stromal tissue, HE x200).

PSA — prostate-specific antigen; ABC — avidin-biotin lex; ACC — ad

id cystic carcinoma; AB — Alcian blu; PAS — periodic acid scuff; BCC — basal cell

carcinoma; HE — hematoxylin-eosin

Discussion

Prostatic gland BCH is an uncommon proliferative le-
sion whose major importance is possible confusion with pro-
static intraepitelial neoplasia (PIN) and poorly differentiated
(mostly Glison’s 5) adenocarcinoma > * *. The distinction
between these two carcinomas depends on the following
morphological and immunohistochemical features: small
nests of basaloid cells have scanty cytoplasm, uniform nu-
clei, finely dispersed chromatin and occasional small nucle-
oli, with multilayered positively staining of the basal cells for
34BE12 and, negatively for PSA ' The distinction of

both lung and prostatic small cell carcinomas and natural
killer cells ', we found a strong expression of CD56 inside
BCHs.

Conclusion

Prostatic gland basal cell proliferations range from or-
dinary BCH, to florid BCH and to BCC. Diagnosis of these
lesions depends on morphological and immunohistochemical
criteria. CD56 is an excellent marker for detection of neuro-
endocrine differentiation of BCHs.
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Abstract

Bacground. Gastric adenomyoma is a rare, hamartomatous
tumor localized most frequently in the gastric antrum. Re-
view of the available literature shows only sporadic reports
or smaller series. Case reports. We presented a 72-year-old
woman admitted due to epigastric pain with dyspeptic diffi-
culties. Biochemical parameters and tumor markers were
within the referential limits. Diagnostic procedures (upper
endoscopy, endoscopic ultrasonography and computerized
tomography) revealed an intramural tumor prominence with
intact mucosa on the posterior wall of gastric antrum, not
accessible for biopsy. Surgical treatment was performed
with total extirpation of the tumor. Histopathological ex-
amination verified adenomyoma with focal low grade
epithelial dysplasia. Cytologic immunophenotype was con-
sistent with smooth muscle stromal and epithelial tumor
(CK7 and CKy ++ immunophenotype). Stromal compo-
nent revealed low proliferative index (Ki-67 protein immu-
noexpression level 3%), and p53 less than 0.1% in both
epithelial and stromal components. Following the operation,
the patient remained in good condition. Conclusion. Un-
certain malignant potential of the gastric adenomyoma in
the presented case indicates that timely diagnostics with
adequate surgical treatment is crucial for an adequate treat-
ment.

Key words:
adenomyoma; stomach neoplasms; diagnosis;
treatment outcome.

Apstrakt

Uvod. Adenomiom Zeluca predstavlja redak hamartomato-
zni tumor, lokalizovan najcesée u antrumu. Do danas su
opisani samo sporadi¢ni slucajevi ili manje serije bolesnika
sa ovim entitetom. Prikaz bolesnika. Prikazali smo boles-
nicu, staru 72 godine, koja ja primljena u bolnicu zbog bo-
lova u epigastrijumu i dispepti¢nih tegoba. Laboratorijske
analize bile su u granicama referentnih vrednosti ukljucujuci
i tumorske markere. Uradenim dijagnostickim procedurama
(ezofagogastroduodenoskopija, endoskopski ultrazvuk i
kompjuterizovana tomografija abdomena), utvrdeno je po-
stojanje intramuralne prominencije na zadnjem zidu antru-
ma sa intaktnom mukozom. Operativnim zahvatom urade-
na je ekscizija i foto tumorske mase. Patohistoloskom ana-
lizom utvrdeno je postojanje adenomioma, sa niskostepe-
nom epitelijalnom displazijom, sacinjenog od kombinova-
nog epitelijalno-mezenhimalnog tumora. Imunofenotipiza-
cija je pokazala postojanje stromalnog (lejomiomskog) i
epitelijalnog tumora sa displazijom (CK7 i CKyy ++), Kier
indeksom 3% i p53 indeksom manjim od 0,1%. Postopera-
tivni tok je protekao uredno i bolesnica je otpustena u dob-
rom opstem stanju. Zaklju€ak. Nejasni maligni potencijal
adenomioma sa displazijom kod ove bolesnice pokazuje da
je za uspesno lecenje neophodno brzo postavljanje dijagno-
ze 1 adekvatano hirursko zbrinjavanje.

Kljucne reci:

adenomiom; Zeludac, neoplazme; dijagnoza; leCenje,
ishod.

Introduction

Gastric adenomyoma is a rare hamartomatous tumor. It
is a combined epithelial-stromal proliferation most fre-
quently localized in the gastric antrum (85%), about 4 cm
from the pylorus or rarely in peripyloric region (15%) b2

Delvaux classified submucosal epithelial lesions as follows:
hamartoma, gastric glandular heterotopy, submucosal glan-
dular cysts, gastritis cystica profunda and adenoma °.
Histologically, adenomyoma is composed of hypertro-
phic smooth muscle fibers of the stroma surrounded by
epithelial elements in the form of individual glandular struc-
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tures, Brunner’s glands, pancreatic ducts and acini *. If tumor
is predominantly composed of pancreatic tissue, the most
adequate term would be heterotopic or residual pancreatic
tissue .

We present the case of gastric adenomyoma, with focal
epithelial dysplasia with uncertain malignant potential.

Case report

A 72-year-old female patient was admitted to the De-
partment of Digestive Surgery due to epigastric pains, fol-
lowed by dyspeptic difficulties.

Rutine laboratory tests conducted at the time of referral
to the hospital were within the normal ranges including in-
flammatory parameters. In addition, tumor markers were also
within physiological ranges (CEA 2.1 ng/mL, CA 19-9 15.5
ng/mL). Physical examination failed to reveal significant ab-
normalities; there were no intraabdominal masses and no su-
praclavicular lymph nodes were palpable.

The patient underwent upper endoscopy demonstrating
a submucosal mass in the distal antrum. Multiple biopses
were taken, but histology was inconclusive about the nature
of the lesion, showing moderate superficial gastritis with fo-
veolar hyperplasia, while Helicobacter pylori status was
negative.

Endoscopic ultrasonography confirmed the intramural,
extramucous prepyloric tumor 25 mm x 15 mm in diameter

(Figure 1).

Fig. 1 — Endoscopic echosonography revealed the
intramural, extramucous change of 25 x 15 mm in size on
the gastric antrum posterior wall

Abdominal CT scan with contrast enhancement re-
vealed the intramural, well-defined, solid-cystic lesion in the
distal antrum.

Due to the clinical impression of gastric stromal tu-
mor, a wedge resection was performed (Figure 2). Macro-
scopic examination revealed the mixed cystic-solid submu-
cosal mass (25 x 15 x 10 mm) with an intact overlying mu-
cosa.

Fig. 2 — The oval, extramucous tumor verified
intraoperatively on the posterior wall of the gastric antrum,
and extirpated in toto

Microscopic examination with hematoxylin eosin
staining verified the adenomyoma combined of the epithelial
and mesenchymal cells of the distal antrum with epithelial
focal low grade dysplasia. According to the cytologic immu-
nophenotype the lesion was consistent with enteral (epithe-
lial) and leiomyogenome (stromal) tumor (Figure 3). Epithe-

Fig. 3 — Epithelial and stromal overgrowth in a characteris-
tic mixture revealed adenomyoma

lial component revealed CK7 and CK20 positive immunoex-
pression, with Kig; index of 3 % and p53 less than 0.1% in
stromal component. Stromal component manifested low
cellularity and low cellular anaplasia with extremely low
mitotic index of 0/50 HPF. There was no tumor invasion to
adjacent structures and tumor necrosis, while the surface of
the lesion, showed some focal pseudocystic degeneration
(Figure 4).

Postoperative course was uneventful. Peroral intake
started on the 4th postoperative day, and the patient was dis-
charged on the 9th postoperative day.

Kerkez DM, et al. Vojnosanit Pregl 2011; 68(6): 519-522.
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Fig. 4 — Focal low grade dysplasia of adenomyoma with
pseudo-invasive features

Discussion

Gastric adenomyoma is an extremely rare benign tumor
described also as: myoglandular hamartoma, adenomyoma-
tous hamartoma, gastric adenomyoma, adenomyosis or het-
erotopy.

The first tumor description dated back in 1903, when
Magnus Alsleben presented 5 gastric adenomyomas based on
autopsy results. Many years later, in 1955, Cimmino de-
scribed the gastric adenomyoma as an individual entity hy-
pothesizing that adenomyomas result exclusively from
chanes in a gastric wall including aberrant pancreas, Brun-
ner’s glands and non-defined myoepithelial growth.

Although gastric adenomyoma are generally accepted
to be rare gastric tumors with only sporadic cases described
in the literature to date, it has recently been suggested that
they may be more common. Ling and Situ * reported 9
cases, and Barnert et al. * presented a single case of gastric
adenomyoma. The largest series so far, having involved 33
patients with gastric adenomyoma, was published by Van-
delli et al. ®in 1993,

While gastric adenomyomas are very rare, pancreatic
heterotopy is found in postmortem material in 0.55— 5.7% of
the autopsies. It is most commonly localized in the projec-
tions of the antrum, pylorus, beginning of the duodenum or
jejunum .

Histogenesis of the gastric adenomyoma is unknown,
but it is believed that it results from developmental abnor-
malities. It is commonly diagnosed from fourth to sixth dec-
ade of age (66%), although there have been some cases de-

scribed even in 8 months old infants, while the oldest patient
was 81 years old °.

Although gastric adenomyoma should be considered to
have uncertain malignant potential, cases with aggressive
behaviour have been reported. Chapple et al. ' were first to
describe an extremely rare case of simultaneous presentation
of adenomyoma and gastric adenocarcinoma. Kanehira et al.
¥ presented the case of associated adenomyoma and superfi-
cial adenocarcinoma centered in adenomyoma. Agresta and
Della Libera ° described the synchronous manifestation of
adenomyoma and gastric antrum adenocarcinoma together
with Hodgkin’s lymphoma of the cardia. Nevertheless, the
aforementioned sporadic reports cannot support the fact of
the adenomyoma-based cancer. Descriptions of the individ-
ual cases of gastric adenomyoma associated with gastric ma-
lignancy have underlined that the development of neoplasm
had been diagnosed long before adenomyoma was detected "
%9 Although relation between these two pathological entities
remains indefinite, the possibility of malignant alteration of
adenomyoma cannot be ruled out with certainty.

The majority of described cases was diagnosed by gas-
troduodenal contrast medium radiography, in lesser number
of cases using an esophagogastroduodenoscopy, and a num-
ber of cases was diagnosed during surgery incidentaly or at
post-mortem examination.

Adenomyomas often appear as a roundish or oval-
shaped mass in the submucosal tissue simulating a lipoma, a
neurofibroma or a polypoid formation ' ''. Endoscopic bi-
opsy of the mucosa fails to diagnose this benign tumor '* .
Therefore, Hedembroa et al. " believe that gastric resection
and extirpation of a tumor mass in toto is mandatory in order
to distinguish the nature of a submucosal lesion.

Treatment of the gastric adenomyoma should be ex-
clusively surgical including a laparoscopic resection. So
far, no recurrence after a successful surgical resection has
been recorded. Radical surgical treatmant should be re-
served only for cases in who benign nature of the tumor is
not confirmed .

In our case, the upper endoscopy showed the submu-
cosal mass with intact mucosa in distal antrum. However,
unless a concern for an alternative diagnosis, the use of bi-
opsy is not recommended in this setting, as most of the le-
sions, including our case, are localized in the submucosal
layer.

Conclusion

Epithelial dysplasia in the presented case indicates that
timely and proper diagnostics as well as adequate surgical
treatment are crucial for a successful treatment of gastric
adenomyoma.
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Occupational contact allergic dermatitis in dentistry

Profesionalni alergijski kontaktni dermatitis u stomatologiji
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Abstract

Introduction. Dental professionals may be at increased risk
of developing occupational allergic diseases specially to
methacrylates that can permeate protective disposable. Case
report. We presented a case of occupational allergic contact
dermatitis in a 28-year-old dental technician. The patient had
complained of itching and cracking of fingers for 6 months.
The dermatitis improved over weekends. Skin erythema and
scaling were present with primarily involvement of the fin-
gertips. Patch testing with dental series gave positive vesicular
reaction to methyl methacrylate. Follow-up after 6 months of
allergen avoidance showed a complete regression of dermati-
tis. Conclusion. Methacrylates serve as bases for acrylic res-
ins which are used in prosthetics. Methyl methacrylate as a
small molecular acrylate can permeate thin protective dispos-
able gloves. Using adequate personal protective equipment,
like nitrile rubber gloves, is the most important preventive
measure in this occupation. Health practitioners should rec-
ognize possible occupational hazards in dentistry and imple-
ment appropriate preventive measures to protect health of
workers.

Key words:
dermatitis, contact; hand; occupational exposure;
methylmethacrylate; dentistry.

Apstrakt

Uvod. Zaposleni u stomatologiji mogu biti pod povecanim
rizikom od nastanka profesionalnih alergijskih oboljenja, po-
sebno na metakrilate koji mogu da prodru kroz tanke rukavi-
ce. Prikaz bolesnika. Prikazali smo profesionalni alergijski
kontaktni dermatitis kod zubnog tehnicara starosti 28 godina,
koji se Zzalio na svrab i ragade na prstima zadnjih Sest meseci.
Dermatitis se smanjivao tokom vikenda. Nadeno je prisustvo
eritema i deskvamacije sa prvenstvenim zahvatanjem vrhova
prstiju. ,,Patch® testiranjem sa zubarskom serijom dobijena je
porzitivna vezikularna reakcija na metil metakrilat. Nakon pre-
kida kontakta sa alergenom, pracenje u narednih Sest meseci
ukazalo je na potpunu regresiju dermatitisa. Zaklju€ak. Me-
takrilati se nalaze u sastavu akrilatnih smola koje se koriste u
protetici. Metil metakrilat, kao mali molekularni akrilat lako
prodire kroz jednokratne tanke rukavice. Koriséenje adekvat-
nih licnih zastitnih sredstava, kao $to su nitrilne gumene ru-
kavice, najvaznija je preventivha mera na ovim poslovima.
Zdravstveni radnici treba da prepoznaju moguce profesional-
ne $tetnosti u stomatologiji i primene odgovarajuce preventi-
vne mere radi zastite zdravlja radnika.

Kljuéne reéi:
dermatitis, kontaktni; Saka; profesionalna izloZenost;
metilmetakrilati; stomatologija.

Introduction

Occupational skin diseases are among the most frequent
work-related diseases in industrialized countries. They are
often chronic, affect mostly workers in their prime working
age and the impact on the individual and society is consider-
able. Contact dermatitis is the most common occupational
skin disease™ 2.

Dental personnel are increasingly exposed to a large
number of sensitizing chemicals, and may be at increased
risk of developing occupational allergic diseases*®. Dental
professionals often assume that skin reactions on their hands
are due to gloves, ie they assume that they have latex al-

lergy “.

Case report

A 28-year-old female had been treated for eczema
without success. The patient had worked as dental laboratory
technician for 10 years, in a municipality health care centre.
Her work had involved making of acrylic prostheses. Irritant
factors included mechanical friction and wet work. She per-
formed her tasks in a small workroom that had no mecha-
nism for control of air pollution, and she wore disposable
medical examination gloves regularly.

There are numerous chemical hazards in prosthesis pro-
duction: solvents, mineral acids, gases and vapors released
during polymerization, as well as dust coming from plaster,
metal aloys, ceramics and acrylic resins. Also, the meas-
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urement in a dental laboratory revealed concentrations of
methacrylate monomer up to 2.4 times higher than maximal
allowable concentration (MAC), which 410 mg/m is in our
country *°.

The patient had complained of itching and cracking of
fingers for 6 months, and had been treated for eczema for 4
months (cintment mometasone furoate, Solcoseryl gel®)
prior to her admission to our Institute. The patient had no
significant medical history. Her dermatitis improved over
weekends. Physical examination revealed skin erythema and
scaling. The fingertips were primarily involved (Figure 1).

4

prosthetics, in dental plates and dentures). Methyl methac-
rylate as the residua acrylic monomer in the self-cured por-
tion of denture may be present in concentrations sufficient to
cause reactions on the skin and the oral mucosa in sensitized
individuals (stomatitis, burning mouth syndrome) "%, Also,
methyl methacrylate is found in bone cement and adhe-
sives >,

Glues and artificial nails are arelatively common occu-
pational source of sensitization to methacrylates and ac-
rylates in addition to dental restorative materials'®*. Re-

cently, the number of cases of contact allergic dermatitis

Fig. 1 — Palms skin erythema and scaling with primarily fingertips involvement

Patch tests were applied to the back for 48 h. Readings
were made after 48 h and 72 h according to the — to +++
scale recommended by the International Contact Dermatitis
Research Group. Patch testing after 48 h and 72 h gave posi-
tive vesicular reaction (+++) to methyl methacrylate. Patch
tests to other allergens of dental series (potassium dichro-
mate, cobalt nitrate, nickel sulphate, formaldehyde, hex-
amethylene tetramine, epoxy resin, phthalic anhydride, mer-
cury precipitate, colophony, balsam of Peru, benzoyl perox-
ide, tinctura benzoica, ethylene glycol, copper sulphate, ben-
zocaine, hydroquinone) were negative. Complete blood cell
count, urinalyses, pulmonary function tests and chest radiog-
raphy were within normal limits. Pulmonary function tests
and chest radiography were done due to exposure to air pol-
Iution at workplace.

Occupational alergic contact dermatitis was confirmed
in the presented dental technician. Avoidance of allergen was
strongly suggested to the employer. After that, the patient
has started to work as a dental nurse. The prognosis was fa-
vorable. Follow-up after 6 months showed complete regres-
sion of the dermatitis.

Discussion

Effective treatment of occupational skin disease re-
quires a complete and accurate diagnosis. Methacrylates are
frequently used in dentistry (fillings, coating of teeth and in

among beauticians specialized in sculpting artificial nails, as
well asin their clients hasincreased ™ *°.

In studies reporting patch test results, the prevaence of
contact alergy to methyl methacrylate have been reported to be
about 1%™ Y. Reports on occupational contact dermatitis in
denta personnel showed that acrylates caused dlergy in 22%
and 25% of al examined patients in Sweden and Poland, re-
spectively and dlergy to methyl methacrylate was detected in
15% and 9% of patients respectively ***. In 55 dental laboratory
technicians with suspected occupationa skin disease in Ger-
many, methyl methacrylate as allergen wasidentified in 16% .

Procedures to minimize risk should be planned and im-
plemented. Risk perception is an initia step in developing
procedures to minimize occupational risks?. Regular medi-
cal surveillance of workers is important for detection of oc-
cupational dermatoses. Engineering control of air pollution
in the workplace and use of persona protective equipment
are the most important measures for the prevention of skin
diseases in this occupation °.

Thin disposable medical examination gloves are used
regularly as protective personal equipment. Dental techni-
cians often omit to wear personal protective devices, because
they impede their precise work operations®. Even when
these protective gloves give good protection against mi-
crobes, as well as most skin irritants or allergens, small mo-
lecular acrylates can permeate them quite rapidly. To prevent
acrylate alergy, which may lead to a change of occupation,

Mikov I, et al. Vojnosanit Pregl 2011; 68(6): 523-525.
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direct skin contact should be avoided. It is important to de-
velop no-touch techniques to avoid skin exposure to these
chemicals. Also, protection can be improved by using nitrile
rubber gloves or double gloving %. Instructing workers about
the safety regulations and environmental hazards reduces
workers unsafe behavior %,

9.

10.

11.

12.

13.

Conclusion

There is an ever-growing need for health practitioners

to be aware of the work processes in dentistry, to recognize
possible hazards, and to implement appropriate preventive
measures to protect the workers' health.
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Dilemmas in diagnostics and therapy of rolandic epilepsy

Dileme u dijagnostici 1 terapiji rolandi¢ne epilepsije

Fadil Skrijelj*, Dragoslav Soki¢"

*State University of Novi Pazar, Novi Pazar, Serbia; TUniversity of Belgrade, School of
Medicine, Clinical Center of Serbia, Institute of Neurology, Belgrade, Serbia

Abstract

Introduction. It is considered that around 20%—30% of pa-
tients of all ages and in all continents have wrong epilepsy di-
agnoses. Diagnostic and consequential therapeutic errors ap-
pear, most often, when an adequate diagnostics is not applied.
Benign focal epilepsy of childhoods with centrotemporal
spikes-rolandic epilepsy, brings vety often to diagnostic and
therapeutic problems because of persistence of epileptic-
forms changes in an electroencephalography (EEG) record-
ing, several years after establishment of good control over
seizures. Case report. We presented 8.5 years-old girl, with
the first and the only epileptic seizure at the age of 5, during
her sleep. With a clear correlation of EEG record, benign ro-
landic epilepsy was diagnosed, so the therapy with valproate
was introduced. There were no seizures after three years of its
implementation. Because of epileptic-forms changes that still
persisted in EEG record during her sleep, it was suggested to
further use valproate. However, after reconsidering all cir-
cumstances it was concluded that the AED should bee slowly
reduced up to its exclusion. After a complete stoppage of the
therapy, the patient did not have any epileptic seizure for nine
months, although EEG still remained pathologically changed
during her sleep. Conclusion. A changed EEG record in a
patient with rolandic epilepsy must not be a predictor of con-
tinuation of antiepileptic drugs therapy, after 2-3 years of
successful seizures remission.

Key words:
epilepsy; child; epilepsy, rolandic; diagnosis;
electroencephalography; therapeutics.

Apstrakt

Uvod. Smatra se da oko 20-30% bolesnika svih uzrasta i
na svim kontinentima ima pogresnu dijagnozu epilepsije.
Dijagnosticke i, posledi¢no, terapijske greske najcesée na-
staju kada se ne sprovede adekvatna dijagnostika. Benigna
fokalna epilepsija u detinjstvu sa centrotemporalnim §ilj-
cima — rolandi¢na epilepsija, ¢esto dovodi do dijagnostic-
kih i terapijskih problema zbog perzistiranja epileptiform-
nih promena na elektroencefalogramu (EEG zapisu), ne-
koliko godina nakon uspostavljanja dobre kontrole napa-
da. Prikaz bolesnika. Prikazana je devojcica stara 8,5 go-
dina, koja je u petoj godini, tokom spavanja, dobila prvi i
jedini epilepticki napad. Uz jasnu korelaciju sa EEG nala-
zima zakljuceno je da se radi o benignoj rolandi¢noj epile-
psiji 1 uvedena je terapija valproatom, zahvaljujudi kojoj u
sledece tri godine nije bilo napada. Zbog epileptiformnih
promena koje su i dalje perzistirale na EEG snimku, to-
kom spavanja, predlozen je nastavak uzimanja valproata.
Medutim, posle ponovnog razmatranja svih okolnosti od-
luceno je da se postepeno obustavi dalja primena antiepi-
leptika. Po ukidanju terapije devojcica nije imala niti jedan
epilepticni napad u narednih 9 meseci, iako je njen EEG
tokom sna i dalje bio abnormalan. Zaklju€ak. Izmenjen
EEG nalaz kod bolesnika sa rolandi¢nom epilepsijom ne
sme biti prediktor nastavka antiepilepticku terapije, nakon
2-3 godine uspesne remisije napada.

Kljuéne reéi:

epilepsija; deca; epilepsija, rolandi¢na; dijagnoza;
elektroencefalografija; leCenje.

Introduction

It is considered that approximately 20%—-30% of patients
of all ages, in all continents, have wrong epilepsy diagno-
ses 2. Within most of patients the diagnosis of epilepsy can
be set by a precise and detailed anamnesis of epileptic sei-
zures. It is necessary to add an additional diagnosis to the de-
tailed seizures anamnesis; electroencephalography (EEG)
while being awake and during sleeping, a detailed cytochemi-

cal analyses of the blood and urine, and, sometimes, video
EEG telemetry, and also neuroradiological methods of a neu-
rosystem image: computed tomography (CT), magnetic reso-
nance imaging (MRI), etc. Juvenile myoclonic epilepsy —
Janz syndrome, brings very often to diagnostic and therapeu-
tic errors, and the introduction of carbamazepine, antiepileptic
drug (AED) for partial seizures, brings to deterioration in
epileptic seizures *. A benign focal epilepsy of childhood with
centrotemporal spikes (BECTS) also creates often diagnostic
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and therapy dilemmas. It is the most common one of all idio-
pathic benign focal epilepsies in the childhood. Prevalention
goes around 16% of children with epileptic seizures that start
from 1 to 15 years of life. Until the end of fifties of the last
century, focal epilepsies were considered as synonym for
symptomatic epilepsies. However, in 1958, the first scientific
papers appeared describing clinical manifestations of the fo-
cal epilepsy with children of a regular neurological analysis,
and in 1965 genetic predisposition of this disease was empha-
sized. Genetic researches suggest polygenetic type of inheri-
tance with the most presented aberrations onto chromosomes
15q14, then 4p15, Xp, etc, and also opinions that etiology and
a way of inheritance are much more complicated and complex
than it used to be thought of, originally *. Epileptic seizures
start most often between 58 years of life, and it more often
affected boys (60%) than girls (40%), and they appear in the
first, and stop in the second decade of life, during puberty.
The seizures appear most often while sleeping or during
waking up. Ictal semiology makes partial seizures with typi-
cal sensor and/or sensory-motor manifestations in oropharin-
geal region in the sense of unilateral paresthesis of the inner
cheek sides, lips, jaws, tongue; unilateral tonic, clonic or
tonic-clonic contractions including cheeks, eyelid, lips,
tongue, pharyngeal and laryngeal muscles; disorders, anar-
tryes and hypersalivation °. BECTS seizure usually lasts one
to two minutes, and during this period the consciousness is
completely kept. Besides focal seizures, in younger patients,
there is often secondary generalization that is often being de-
clared as the only seizure type, if focal seizures are of weak
intensity. During seizures, there is often a complete speech
inability (anarthria) or the speech is not clear enough. Postic-
tal reversible Todd’s paralysis is met within younger patients
where the seizures lasted longer than several minutes, to half
an hour, but there is never a persistent postictal neurological
deficit. Epileptic seizures appear very seldom (less than 3—4
times annually) within 65% of patients and around 10% of
patients have only one seizure during the entire duration of
the disease. There is about 1% of atypical BECTS forms
within children, with often presented cognitive and/or neuro-
logical deficit, that can evaluate as heavier epileptic syn-
dromes (Landau-Kleffner syndrome, epilepsy with bilateral
continuous spike-waves during slow wave sleeping). Interic-
tal EEG features normal rhythmic activities and it character-
izes centrotemporal peak of spike-waves, bi or three phases
(1, 5-3 Hz). Spikes or sharp waves are characteristics of
BECTS; they are a bit longer, and last longer, of the ampli-
tude between 50-200 uV, they are usually grouped in lines of
different lasting, with a repeating tendency; they also appear
unilaterally, and seldom bilaterally. Ictal EEG features an ap-
pearance of monorph sequence of sharp waves or rhythmical
spikes above the centrotemporal regions on the opposite side
in relation to clinical manifestations side. There is no signifi-
cant depression before the beginning of seizures, attenuation,
or basic activities. Low epileptogenity of Roland’s spikes
within BECTS is shown in their easy wiping by small doses
application of benzodiazepines, intravenously. BECTS treat-
ment lasts for two years, counting from the day of the last sei-
zure. For the children with one seizure or for most children

Skrijelj, et al. Vojnosanit Pregl 2011; 68(6): 526—528.

with seldom and short night seizures, antiepileptic drug
(AED) treatment is not necessary. If seizures start in early
childhood, the disease period is longer, and, therefore, the
treatment is extended to 8 or 10 years. Abnormality persis-
tence in EEG is not a reason for postponing a decision on
treatment interruption, since normalization of EEG appears a
bit later in comparison to clinical remission. The treatment
should be limited to application of only one AED, mostly
carbamazepine or valproate. Within atypical BECTS forms,
the application of carbamazepine is not recommended, since
it improves bilateral synchronization of epileptic-form of ac-
tivity and deterioration of epileptic seizures ®. BECTS prog-
nosis is very satisfactory, since after 16 years of life, seizures
stop within 98%-99% of patients. In less than 1% of adults,
who had BECTS in their childhoods, generalized tonic-clonic
seizures and complex focal seizures appear °.

Case report

The patient was a 8.5-year-old girl from a regular, first
term pregnancy, of regular early psychomotor development,
of a negative heredity for epileptic seizures, of febrile con-
vulsion, traumatic and inflammatory disease of the central
nervous system, and also of other heredity-degenerative dis-
ease, of a regular intellectual status. The girl had her first and
only seizure during sleep in her 5th year, a simple focal sei-
zure with secondary generalization. The mother was awaken
by a sound of “choking”, with unilateral face muscles clon-
isms, that reminded on “grimaces”, difficult talk, a lot of sa-
liva, and later on, it had come to tonic-clonic contraction of
the entire body extremities. After 2—3 minutes, the seizure
calmed, there was no vomiting, the talk was still unclear with
saliva, and after half an hour, the situation completely be-
came normal. EEG was done, during the following day, and
also EEG during her sleep that in correlation with semiology
of the night seizure pointed onto benign rolandic epilepsy.
Although it was only one night seizure, the therapy by val-
proate syrup was applied, where three years later, there was
no seizure. Daily dose of valproate was 10 mg per kg of
body mass, and it was regularly corrected, according to the
body weight increase during the treatment period. At her last
control, interictal EEG was regular, and in EEG during her
sleep, there were bilateral abnormalities kept, in the sense of
increased activation of unilateral rolandic sharp waves, until
the appearance of bilateral, synchronic, rhythmical, higher
voltage theta waves, or spike-slow wave (S-W) complexes.
Due to changed EEG result during her sleep, a decision was
made to further extension of AED, with a suggestion on in-
crease of valproate dose to 20 mg/kg. The girl’s parents were
not satisfied with this suggestion on further extension and in-
crease of AED dose. There was a consultation with the other
epileptologist who after reconsidering all circumstances con-
cluded that AED should be slowly reduced up to its exclu-
sion. Valproate was reduced to 30% each week from the en-
tire dose, and after a complete stoppage of the AED, the pa-
tient did not have any epileptic seizures for nine months.
EEG still remained pathologically changed during her sleep,
while the patient did not have any seizures.
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Discussion

Besides a significant improvement in diagnostics and
epilepsy treatment, there are numerous errors in this process
and there is a great number of patients’ review where epi-
lepsy has been wrongly set or there have been errors in ther-
apy protocol. In this case review of the patient, with rolandic
epilepsy, there was an error in the decision itself on applica-
tion of AED therapy, after her first epileptic seizure. Within
benign epileptic syndromes in childhood, where rolandic
epilepsy also belongs to, only one epileptic seizure appears
very often (around 10%-30%) and in that case, there should
not be applied any AED therapy. Also, it is advisable, if the
seizures are seldom, last for a short time and appear only at
night, that even in this case, there should not be applied
AED. In the case of the presented patient, there was no time
to wait to, and AED was applied after her first night epileptic
seizure. Within benign focal epileptic seizures syndrome in
the childhood, AED therapy is not applied regularly, after the
first epileptic seizure >. Application of AED after the first
seizure is very common in clinical practice; however, a more
rational approach means application of AED only after the
second seizure, unprovoked one.

After the first error made in the treatment of the pre-
sented patient, there was another error, in the sense of the
decision brought on extension of the AED therapy, after
three years without epileptic seizures. Since rolandic epi-
lepsy is followed by persistent EEG abnormalities for several
months, or for several years, after a stable remission of epi-
leptic seizures, there should have not been brought a decision
on extension of AED therapy. EEG result is very often a
stumbling stone during setting diagnoses, and also with the
choice of epilepsy therapy. Therefore, it is necessary, very
carefully, in a sophisticated way, to approach to any EEG re-
sult, and surely not exceed or underestimate its signifi-
cance °. During therapy protocol of AED treatment of benign

epileptic syndrome in childhood, it should always start with
gradual stoppage of antiepileptic drugs therapy, after two
years of seizures remission. New researches point out the
existence of patient (28%—53%) with BECTS who signifi-
cantly express neuropsychological disorders in the speech
sphere, cognition and behavioural, and these disorders stop
in most cases during the disease remission . Concerning eti-
ology of these disorders, there are still dilemmas today and
opposite opinions, where ones reconsider that these disorders
are in correlation with a number and distribution of interictal
EEG paroxysms °, and the others that this correlation is not
clearly separated °. BECTS should be treated if the seizures
are frequent, last longer, and especially if they are followed
by speech, cognitive and behavioural disorders. Carbamaz-
epine is most often applied AED in BECTS therapy, and lat-
est research point out the results of oxcarbazepine '’ and
levetiracetam application . A solution of current dilemmas
related to diagnostics and therapy of BECTS implements a
need for new, larger, controlled studies.

Conclusion

Errors in diagnostic-therapy process of epilepsy treat-
ment are very often and can make a serious harm and influ-
ence negatively onto the quality of life. A significant number
of epilepsies and epileptic syndromes in the childhood have
benign nature and are characterized by a good clinic flow and
a satisfactory prognosis. One of such syndromes is benign ro-
landic epilepsy (BECTS), where after a two-three-year period
of treatment without seizures, it is necessary to exclude anti-
epileptic drugs therapy, regardless of persistence of epileptic-
forms changes in EEG. In rolandic epilepsy, EEG result
should not use as a guide or decision on its application, either
during the stoppage of antiepileptic therapy. Epilepsy is a
clinical diagnosis firstly, so epileptic-forms which change
EEG record must not be treated, but the patient oneself.
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Sredinom maja ove godine izisla je iz Stampe knjiga
,»Osiromaseni uranijum — metode detekcije, saniranje nepos-
rednih efekata i prevencija kasnih posledica®, grupe autora,
stru¢njaka razlicitih profila, koji su uspeli da sveobuhvatno
sagledaju probleme vezane za upotrebu osiromasenog ura-
nijuma (OU). U vreme Zalivskog rata, a kasnije i bombardo-
vanja tadas$nje Savezne Republike Jugoslavije (SRJ) od stra-
ne NATO, ova tema bila je predmet brojnih rasprava u struc-
noj i $iroj javnosti, ali ono $to ovu knjigu izdvaja od tada
objavljenih jeste vremenska distanca u odnosu na te dogada-
je, tokom koje su se mogli kriticki sagledati ne samo nepos-
redni, nego i pozni efekti upotrebe oruzja sa OU, kao i prob-
lemi vezani za sistem organizovanja stru¢nih sluzbi ukljuce-
nih u resavanje ovog problema.

Knjiga je podeljena u Sest poglavlja: 1) Municija sa
projektilima od osiromaSenog uranijuma, 2) OsiromasSeni
uranijum, 3) Detekcija radiokativne konatminacije nastale

primenom municije sa projektilima (kalibra 30 mm) od urana
osiromagenog u izotopu ***U u poljskim uslovima, 4) Metode
odredivanja aktivnosti radionuklida u uzorcima iz zivotne
sredine, 5) Odredivanje sadrzaja OU u bioloskim materijali-
ma, i 6) Zdravstveni efekti OU.

Pored teorijskih razmatranja vezanih za OU i njegovu
primenu u vojne svrhe, zakonsku regulativu te oblasti, na-
¢ine detekcije 1 merenja radioaktivnosti, generalno, a pose-
bno one nastale od OU, i potencijalno §tetnih efekata po
zdravlje eksponiranih osoba, ukljucujuci efekte kako akut-
ne, tako i hroni¢ne ekspozicije, autori daju i originalne re-
zultate svojih istrazivanja sa terena izlozenih dejstvu proje-
ktila sa OU tokom NATO bombardovanja SRJ 1999. godi-
ne. Upravo, ovaj spoj dosadasnjih saznanja, prikupljenih iz
relevantne stru¢ne literature, i sopstvenih, daju ovoj knjizi
ekskluzivnost koja je ¢ini jedinstvenom publikacijom iz
ove oblasti.
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Kao vrsni poznavaoci oblasti o kojoj se govori u knjizi,
a sagledavajuci §to je do sada ucinjeno, a $to ne, autori daju i
predlog mera koje je neophodno preduzeti imajuci u vidu,
pre svega, moguce kasne posledice OU na zdravlje stanovni-
Stva koje zivi na podru¢jima kontaminiranim ovim radionu-
klidom. Stoga, ova knjiga ima, kako navode njeni recenzenti,
prof. dr Boris Ajdinovi¢, prof. dr Ivan Zupunski i dr sc. Raj-
ko Spaic¢ ,,...izuzetan znacaj, ne samo za buduce aktivnosti u
ovoj oblasti, vec i §ire, za nacionalnu strategiju ouvanja zi-
votne sredine i zdravlja stanovniStva Srbije*.

Knjiga obiluje i brojnim, korisnim i intersantnim prilo-
zima, npr: Pregled lokacija dejstva aviona A-10 municijom
sa OU (posebno su dati podaci jedinica Vojske SRJ, a pose-
bno oni od strane NATO), Privremeno uputstvo za radiolos-
ku dekontaminaciju zemljiSta kontaminiranog projektilima
od OU, Zakonska metrologija jonizujuéih zracenja, Osigura-
nje kvaliteta i kontrola kvaliteta u monitoringu radionuklioda
u zivotnoj sredini, Uputstvo za zastitu osoblja na terenu
kontaminiranom OU.

Spisak literature kori§¢en za pripremu ove knjioge sadr-
zi preko 200 referenci €iji su autori najpoznatija imena iz ove
oblasti ukljucujuci i same autore knjige Cije su biografije
date u prilogu.

Knjiga je namenjena Sirokom krugu struénjaka: fizicari-
ma, fizikohemi¢arima, tehnolozima, zdarvstvenim radnicima,
pripadnicima vojske, predstavnicima regulatornih tela, ali i
studenatima Vojne akademije, kao i studenatima tehnickih i
medicinskih fakulteta jer ¢e oni, u vremenu koje dolazi, biti
nosioci aktivnosti za dugorocno reSavanje problema sa OU. S
tim u vezi, treba istaci da je Katedra vojnohemijskog inZenjer-
stva Vojne akademije Univerziteta odbrane u Beogradu, ve¢
preporucila ovu knjigu kao udzbenik za kadete specijalnosti
ABH sluzbe, nastavnike i spoljone saradnike katedre, kao i
ostale zainteresovane stareSine Vojne akademije.

prof. dr Silva Dobri¢
Vojnomedicinska akademija,
Institut za nau¢ne informacije
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UPUTSTVO AUTORIMA

Vojnosanitetski pregled (VSP) objavljuje radove koji ranije nisu nig-
de publikovani, niti predati za publikovanje redosledom koji odreduje
uredivacki odbor. Uz rad, na posebnom listu, treba dostaviti: izjavu da
rad do sada nije objavljen ili prihvacen za Stampu u drugom casopisu;
potpise svih koautora; ime, tacnu adresu, brojeve telefona (fiksne, mo-
bilne, faks), e-mail adresu, kao i kopiju dokaza o pretplati na ¢asopis za
sve autore (i koautore). Za objavljene radove VSP zadrzava autorsko
pravo. Od januara 2011. godine primace se samo radovi napisani na
engleskom jeziku.

Radove slati na adresu: Vojnosanitetski pregled Vojnomedicinska aka-
demija, Institut za nauéne informacije, Crnotravska 17, 11040 Beograd.

U VSP-u se objavljuju uvodnici, originalni ¢lanci, prethodna ili
kratka saopstenja, revijski radovi tipa opSteg pregleda (uz uslov da
autori navodenjem najmanje 5 autocitata potvrde da su eksperti u oblasti
o kojoj piSu), aktuelne teme ili metaanalize, kazuistika, ¢lanci iz isto-
rije medicine, li¢ni stavovi, naru¢eni komentari, pisma urednistvu, izve-
Staji sa naucnih i struénih skupova, prikazi knjiga, referati iz naucne i
strucne literature i drugi prilozi. Radovi tipa originalnih ¢lanaka, pretho-
dnih ili kratkih saopstenja, metaanalize i kazuistike objavljuju se uz ap-
strakte na srpskom i engleskom jeziku.

Rukopis se piSe pomoéu IBM-PC kompatibilnog racunara, sa prore-
dom 1,5. Stampa se na laserskom ili nekom drugom visokokvalitetnom
Stampacu, uredno i bez ispravki, na Cistoj beloj hartiji formata A4, sa le-
vom marginom od 4 em. Koristiti font veli¢ine 12, a nacelno izbegavati
upotrebu bold i italic slova, koja su rezervisana za podnaslove. Origi-
nalni ¢lanci, opsti pregledi i metaanalize ne smeju prelaziti 16 stranica
(sa prilozima); aktuelne teme — osam, kazuistika — Sest, prethodna saop-
Stenja — pet, a pisma uredniku, izvestaji sa skupova i prikazi knjiga — dve
stranice.

U celom radu obavezno je kori¢enje medunarodnog sistema mera
(SI) 1 standardnih medunarodno prihvacenih termina.

Radove (tekst i graficke priloge) treba slati na disketi (CD) i Stampa-
ne u tri primerka (original i dve kopije). Autori kona¢nu verziju rukopisa
i priloga prihvacenih za publikovanje predaju u jednom Stampanom pri-
merku i na disketi od 3,5" (o¢iS¢enoj od ,,virusa®) ili na kompakt disku.
Za obradu teksta koristiti program Word for Windows verzije 97, 2000,
XP ili 2003, a samo izuzetno i neki drugi. Za izradu grafickih priloga
koristiti standardne graficke programe za Windows, pozeljno iz pro-
gramskog paketa Microsoft Office (Excel, Word Graph). Kod kom-
pjuterske izrade grafika izbegavati upotrebu boja i sencenja pozadine.

Prispeli radovi kao anonimni podlezu uredivackoj obradi i recenziji
najmanje dva urednika/recenzenta. Primedbe i sugestije uredni-
ka/recenzenata dostavljaju se autoru radi konacnog oblikovanja. Otisak
Clanka Salje se prvom autoru na korekturu, koji treba vratiti u roku od
pet dana. Rukopisi radova prihvacéenih za Stampu ne vracaju se autoru.

Priprema rada

Delovi rada su: naslovna strana, apstrakt sa kljuénim refima,
tekst i literatura.

1. Naslovna strana

a) Naslov treba da bude kratak, jasan i informativan i da odgovara
sadrzaju rada. Podnaslove treba izbegavati.

b) Ispisuju se puna imena i prezimena autora.

c) Navode se puni nazivi ustanove i organizacijske jedinice u kojima
je rad obavljen i mesta u kojima se ustanove nalaze, sa jasnim obeleza-
vanjem odakle je autor, koriste¢i standardne znake za fus-note.

2. Apstrakt i kljucne reci

Na drugoj stranici nalazi se strukturisani apstrakt sa naslovom rada.
Kratkim reenicama na srpskom i engleskom jeziku iznosi se uvod i cilj
rada, osnovne procedure - metode (izbor ispitanika ili laboratorijskih zi-
votinja; metode posmatranja i analize), glavni nalazi - rezultati (kon-
kretni podaci i njihova statisti¢ka znac¢ajnost) i glavni zaklju¢ak. Nagla-
siti nove i znacCajne aspekte studije ili zapazanja. Strukturisani apstrakt
(250 reci) ima podnaslove: uvod/cilj, metode, rezultati i zakljucak. Za
apstrakte na engleskom dozvoljeno je i do 450 reci. Strukturisani aps-
trakt je obavezan za metaanalize (istog obima kao i za originalne ¢lanke)
1 kazuistiku (do 150 reci, sa podnaslovima uvod, prikaz slucaja i zaklju-
cak). Ispod apstrakta, pod podnaslovom ,,Klju¢ne re¢i“ predloziti 3—10
klju¢nih reci ili kratkih izraza koji oslikavaju sadrzinu ¢lanka.

3. Tekst ¢lanka

Tekst sadrzi sledeca poglavlja: uvod, metode, rezultate i diskusiju.
Zaklju¢ak moze da bude posebno poglavlje ili se iznosi u poslednjem
pasusu diskusije. U uvodu ponovo napisati naslov rada, bez navodenja
autora. Navesti hipotezu (ukoliko je ima) i ciljeve rada. Ukratko izneti
razloge za studiju ili posmatranje. Navesti samo strogo relevantne po-

datke iz literature i ne iznositi opSirna razmatranja o predmetu rada, kao
ni podatke ili zakljucke iz rada o kome se izvestava.

Metode. Jasno opisati izbor metoda posmatranja ili eksperimentnih
metoda (ispitanici ili eksperimentne zivotinje, ukljucuju¢i kontrolne).
Identifikovati metode, aparaturu (ime i adresa proizvodaca u zagradi) i
proceduru, dovoljno detaljno da se drugim autorima omogu¢i reproduk-
cija rezultata. Navesti podatke iz literature za uhodane metode, ukljucu-
juci 1 statisticke. Ta¢no identifikovati sve primenjene lekove i hemika-
lije, ukljucujuéi genericko ime, doze i naCine davanja. Za ispitivanja na
ljudima i zivotinjama navesti saglasnost etickog komiteta.

Rezultate prikazati logickim redosledom u tekstu, tabelama i ilustra-
cijama. U tekstu naglasiti ili sumirati samo znacajna zapazanja.

U diskusiji naglasiti nove i znacajne aspekte studije i izvedene zak-
ljucke. Posmatranja dovesti u vezu sa drugim relevantnim studijama, u
nacelu iz poslednje tri godine, a samo izuzetno i starijim. Povezati zak-
ljucke sa ciljevima rada, ali izbegavati nesumnjive tvrdnje i one zakljuc-
ke koje podaci iz rada ne podrzavaju u potpunosti.

Literatura

Literatura se u radu citira kao superskript, a popisuje rednim broje-
vima pod kojima se citat pojavljuje u tekstu. Navode se svi autori, ali
ako broj prelazi Sest, navodi se prvih Sest i dodajeet
al. Svi podaci o citiranoj literaturi moraju biti t a ¢ n i . Literatura se u
celini citira na engleskom jeziku, a iza naslova se navodi jezik ¢lanka u
zagradi. Ne prihvata se citiranje apstrakata, sekundarnih publikacija,
usmenih saopstenja, neobjavljenih radova, sluzbenih i poverljivih do-
kumenata. Radovi koji su prihvaceni za Stampu, ali jo§ nisu objavljeni,
navode se uz dodatak ,,u Stampi*“. Rukopisi koji su predati, ali jo§ nisu
prihvaceni za Stampu, u tekstu se citiraju kao ,,neobjavljeni podaci“ (u
zagradi). Podaci sa Interneta citiraju se uz navodenje datuma.

Primeri oblika referenci:

Durovi¢ BM. Endothelial trauma in the surgery of cataract. Vojno-
sanit Pregl 2004; 61(5): 491-7. (Serbian)

Balint B. From the haemotherapy to the haemomodulation. Beo-
grad: Zavod za udzbenike i nastavna sredstva; 2001. (Serbian)

Miladenovi¢ T, Kandolf L, Mijuskovi¢ ZP. Lasers in dermatology. In:
Karadagli¢ D, editor. Dermatology. Beograd: Vojnoizdavacki zavod &
Verzal Press; 2000. p. 1437-49. (Serbian)

Christensen S, Oppacher F. An analysis of Koza's computational ef-
fort statistic for genetic programming. In: Foster J4, Lutton E, Miller J,
Ryan C, Tettamanzi AG, editors. Genetic programming. EuroGP 2002:
Proceedings of the Sth European Conference on Genetic Programming;
2002 Apr 3-5; Kinsdale, Ireland. Berlin: Springer; 2002. p. 182-91.

Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the
ANA acts in an advisory role. Am J Nurs [serial on the Internet]. 2002
Jun [cited 2002 Aug 12]; 102(6): [about 3 p.]. Available from:
http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/ Wawatch.htm

Tabele

Sve tabele Stampaju se sa proredom 1,5 na posebnom listu hartije.
Obelezavaju se arapskim brojevima, redosledom pojavljivanja, u des-
nom uglu (Tabela 1), a svakoj se daje kratak naslov. Objasnjenja se daju
u fus-noti, ne u zaglavlju. Za fus-notu koristiti slede¢e simbole ovim re-
dosledom: *, ¥, 1, §, ||, ¥, **, T+, ... . Svaka tabela mora da se pomene u
tekstu. Ako se koriste tudi podaci, obavezno ih navesti kao i svaki drugi
podatak iz literature.

Ilustracije

Slikama se zovu svi oblici grafickih priloga i predaju se u tri primer-
ka i na disketi (CD). Fotografije treba da budu ostre, na glatkom i sjaj-
nom papiru, do formata dopisnice. Slova, brojevi i simboli treba da su
jasni i ujednaceni, a dovoljne veliine da prilikom umanjivanja budu ¢i-
tljivi. Na svakoj slici treba na poledini, tankom grafitnom olovkom, oz-
naciti broj slike, ime prvog autora i gornji kraj slike. Slike treba obeleziti
brojevima, onim redom kojim se navode u tekstu (SL 1; SI. 2 itd.). Uko-
liko je slika ve¢ negde objavljena, obavezno citirati izvor.

Legende za ilustracije pisati na posebnom listu hartije, koriste¢i arap-
ske brojeve. Ukoliko se koriste simboli, strelice, brojevi ili slova za ob-
jasnjavanje pojedinog dela ilustracije, svaki pojedinacno treba objasniti
u legendi. Za fotomikrografije navesti unutrasnju skalu i metod bojenja.

Skraéenice i simboli

Koristiti samo standardne skracenice, izuzev u naslovu i apstraktu.
Pun naziv sa skra¢enicom u zagradi treba dati kod prvog pominjanja u
tekstu.

Detaljno uputstvo moZe se dobiti u redakciji ili na sajtu:
www.vina.mod.gov.rs/vsp/download/uputstve_za_autore.pdf.
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INSTRUCTIONS TO AUTHORS

Vojnosanitetski pregled (VSP) publishes only previously neither pub-
lished nor submitted papers in any other journals in the order determined
by the Editorial Board. The following should be enclosed with the
manuscript: a statement that the paper has not been submitted or ac-
cepted for publication elsewhere; a consent signed by all the authors that
the paper could be submitted; the name, exact address, phone number,
and e-mail address of the first author and co-authors. VSP reserves all
copyrights.

Papers should be sent to: Military Medical Academy, Institute for Sci-
entific Information, Crnotravska 17, 11040 Belgrade, Serbia & Monte-
negro, for ”Editorial Board of VSP.

VSP publishes: editorials, original articles, short communica-
tions, reviews/meta-analyses, case reports, from the medical his-
tory (general or military), personal views, invited comments, letters to
the editor, reports from scientific meetings, book reviews, extensive
abstracts of interesting articles from foreign language journals, and
other contributions. Original articles, short communications, meta-
analyses and case reports are published with abstracts in both English
and Serbian.

General review papers type will be accepted by the Editorial Board
only if the authors prove themselves as the experts in the fields they
write on by citing not less than 5 self-citations.

Papers should be written on IBM-compatible PC, using 12 pt font,
and double spacing, and printed on the laser, or other high-quality
printer without any corrections, on white bond paper ISO A4
(212x297 mm) with at least 4 cm left margin. Bold and italic letters
should be avoided. Observational and experimental articles, reviews
and meta-analyses, should not exceed 16 pages (including tables and
illustrations); case reports — 6; short communications — 5; letters to the
Editor, reports on scientific meetings and book reviews — 2.

All measurements should be reported in the metric system in
terms of the International System of Units (SI). Standard, interna-
tionally accepted terms should be used. Papers should be submitted
on a diskette (CD) in triplicate (original and two copies).

Authors are requested to submit the final version of manuscript
approved for publishing with tables and illustrations on a 3.5" virus
free diskette or a CD. MS Word for Windows (97, 2000, XP, 2003) is
recommended for word processing; other programs are to be used only
exceptionally. Illustrations should be made using standard Windows
programs. Avoid the use of colors in graphs.

Papers are reviewed anonymously by at least two editors and/or in-
vited reviewers. Remarks and suggestions are sent to the author for final
composition. Galley proofs are sent to the first author for corrections
that should be returned within 5 days. Manuscripts accepted for publica-
tion are not being returned.

Preparation of manuscript

Parts of the manuscript are: Title page; Abstract with key words;
Text; References.

1. Title page

a) The title should be concise but informative. Subheadings should be
avoided;

b) full name of each author;

c) name and place of department(s) and institution(s) of affiliation,
clearly marked by standard footnote signs.

2. Abstract and key words

The second page should carry a structured abstract with the title for
original articles, metanalyses and case reports. The abstract should state
the purposes of the study or investigation, basic procedures (selection of
study subjects or laboratory animals; observational and analytical meth-
ods), main findings (giving specific data and their statistical signifi-
cance, if possible), and the principal conclusions. It should emphasize
new and important aspects of the study or observations. Stru c -
tured abstract should contain typical subtitles: background/aim,
methods, results and conclusion. The abstract for metaanalyses and obr-
ginal papers should have up to 450 words, and up to 150 words for case
reports (with subtitles background, case report, conclusion). Below the
abstract authors should provide, and identify as such, 3—10 key words or
short phrases that will assist indexers in cross-indexing the article and
will be published with the abstract.

3. Text

The text of original articles is divided into sections with the headings:
Introduction, Methods, Results, and Discussion. Long articles may
need subheadings within some sections to clarify their content.

In the Introduction repeat the title of the article, excluding the names
of authors. State the purpose of the article and summarize the rationale
for the study or observation. Give only strictly pertinent references and
do not include data or conclusions from the work being reported.

Methods. Describe your selection of the observational or experimental
subjects (patients or experimental animals, including controls) clearly. Iden-
tify the methods, apparatus (manufacturer's name and address in parenthe-
ses), and procedures in sufficient detail to allow other workers to reproduce
the results. Give references to established methods, including statistical
methods. Identify precisely all drugs and chemicals used, with generic
name(s), dose(s), and route(s) of administration. State the approvement of the
Ethnics Committe for the tests in humans and enimals.

Results should be presented in logical sequence in the text, tables and
illustrations. Emphasize or summarize only important observations.

Discussion is to emphasize the new and important aspects of the study and
the conclusions that result from them. Relate the observations to other rele-
vant studies. Link the conclusions with the goals of the study, but avoid un-
qualified statements and conclusions not completely supported by your data.

References

References should be superscripted and numbered consecutively in the
order in which they are first mentioned in the text. The references must
be verified by the author(s) against the original document. List all
authors, but if the number exceeds 6, give 6 followed by et al. Do not
use abstracts, secondary publications, oral communications, unpublished
papers, official and classified documents. References to papers accepted
but not yet published should be designated as ”in press”. Information
from manuscripts not yet accepted should be cited in the text as unpub-
lished observations®. References are cited according to the International
Committee of Medical Journal Editors. Uniform Requirements for Ma-
nuscripts Submitted to Biomedical Journals. Ann Intern Med 1997; 126:
36—47. Updated October 2001.

Examples of references:

Jurhar-Paviova M, Petlichkovski A, TrajkovD, Efinska-Mladenovska O,
Arsov T, Strezova A, et al. Influence of the elevated ambient temperature
on immunoglobulin G and immunoglobulin G subclasses in sera of
Wistar rats. Vojnosanit Pregl 2003; 60(6): 657-612.

DiMaio VJ. Forensic Pathology. 2nd ed. Boca Raton: CRC Press; 2001.

Blinder MA. Anemia and Transfusion Therapy. In: Ahya NS, Flood K, Para-
njothi S, editors. The Washington Manual of Medical Therapeutics, 30th
edition. Boston: Lippincot, Williams and Wilkins; 2001. p. 413-28.
Christensen S, Oppacher F. An analysis of Koza's computational effort
statistic for genetic programming. In: Foster JA, Lutton E, Miller J,
Ryan C, Tettamanzi AG, editors. Genetic programming. EuroGP 2002:
Proceedings of the S5th European Conference on Genetic Programming;
2002 Apr 3-5; Kinsdale, Ireland. Berlin: Springer; 2002. p. 182-91.

Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA
acts in an advisory role. Am J Nurs [serial on the Internet]. 2002 Jun
[cited 2002 Aug 12]; 102(6): [about 3 p.]. Available from:
http://www.nursingworld.org/AJN/2002/june/ Wawatch.htm

Tables

Type each table double-spaced on a separate sheet. Number tables
consecutively in the order of their first citation in the text in the upper
right corner (Table 1) and supply a brief title for each. Place explanatory
matter in footnotes, using the following symbols, in this sequence: *, t,
5H& 1,9, **, 11, ... . Each table has to be mentioned in the text. If you
use data from another source, acknowledge fully.

Lllustrations

Figures are submitted in triplicate, and for the final version also on
diskette/CD. Photos should be sharp, glossy black and white photo-
graphic prints, not larger than 203 x 254 mm. Letters, numbers, and
symbols should be clear and even throughout and of sufficient size that
when reduced for publication, each item will still be legible. Each figure
should have a label on its back indicating the number of the figure,
author's name, and top of the figure. If a figure has been published, ac-
knowledge the original source.

Legends for illustrations are typed on a separate page, with arabic nu-
merals corresponding to the illustrations. Identify and explain each one
clearly in the legend symbols, arrows, numbers, or letters used to iden-
tify parts of the illustrations. Explain the internal scale and identify the
method of staining in photomicrographs.

Abbreviations and symbols

Use only standard abbreviations. Avoid abbreviations in the title and
abstracts. The full term for which an abbreviation stands should precede
its first use in the text.

Detailed  Instructions are available at the web site:
www.vma.mod.gov.rs/vsp/download/instructions_to_authors.pdf.
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