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Skracenice:

AA — akutni apendicitis

CAA — komplikovani akutni apendicitis
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G-CSF — faktor stimulacije kolonija granulocita
ICAM-1 — intercelularni adhezivni molekul 1
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IP-10 — interferonom inducibilni protein 10

LAP — peptid latence

LTBP — latentni vezujuci protein za tumorski faktor rasta
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Uvod

Akutni apendicitis (AA) predstavlja najcesce hitno stanje a apendektomija najcescu hitnu
intervenciju u pedijatrijskoj hirurgiji (1). Dijagnoza ovog oboljenja se u pedijatrijskim bolnicama
postavlja kod priblizno jedne tre¢ine svih pacijenata primljenih sa akutnim bolom u trbuhu (2).
Nedijagnostikovani i odloZeno dijagnostikovani sluc¢ajevi su i dalje Cesti, povecavajuéi rizik od
komplikacija i smrtnog ishoda (3-6). Sa druge strane, brojna gastroenteroloska, ginekoloska i
inflamatorna oboljenja imaju sli¢nu klinicku prezentaciju, $to dovodi do negativnih hirurskih

eksploracija koje same po sebi nose rizik komplikacija u toku i nakon intervencija.

Uprkos povecanoj upotrebi laboratorijskih pretraga, slikovnih dijagnosti¢kih metoda i
klinickih skoring sistema u cilju pravovremene dijagnostike, akutni apendicitis ostaje najcesca
dilema pedijatrijskog hirurskog tima. Pravovremena i ta¢na dijagnoza akutnog apendicitisa u
de¢jem uzrastu je dodatno otezana nedovoljnom saradnjom tokom fizikalnog pregleda i najcesce
nepotpunim anamnesti¢kim podacima. Iz ovih razloga, i dalje se ¢ine napori u smislu traganja za

neagresivnim i efikasnijim dijagnostickim pristupima.

Pracenje specifi¢nosti imunskog odgovora i citokinskih profila kod akutnog apendicitisa,

moze biti od znacaja u postavljanju dijagnoze, iako je malo ovakvih studija sprovedeno na



pedijatrijskoj populaciji. Ovo potvrduju ispitivanja u kojima su simultano pracene koncentracije
vecéeg broja citokina U serumu pacijenata (7, 8). Komparacija citokinskih profila u peritonealnoj
teCnosti 1 serumu pacijenata moze pruziti dodatne informacije o karakteristikama inflamatornog

procesa (9).

1. Medicinski znacaj i istorijski podaci

Od pocetka ¢ovekove dominacije, akutni apendicitis je svojom pojavom bitno uticao na
ljudske sudbine. Danasnja statistika ukazuje na Cinjenicu da svaki petnaesti ¢ovek oboli od
akutnog apendicitisa. Bez lecenja, ovo oboljenje se vrlo Cesto zavrsava letalno. Obzirom da je
incidenca apendicitisa najveca kod dece i mladih osoba, moze se zakljuéiti koliko je ljudi kroz
istoriju, pre ere apendektomije, umrlo od apendicitisa u najvitalnijim godinama Zivota.
Konzervativno leCenje nije bilo dovoljno i bolest je napredovanjem prelazila u lokalizovani i
difuzni peritonitis, ¢iju klinicku sliku umirucih pacijenata sre¢emo u spisima starih autora sa

tipi¢nim aspektom ozna¢enim kao Facies Hippocratica.

Dugo je trebalo kako bi se razjasnio pocetak patoloSkog procesa na crvuljku sa

posledi¢nim razvojem bolesti, ¢ija je klinicka slika danas jasna i za koju postoji hirursko resenje.

Iako se crvuljak srece jo$ na crtezima Leonarda da Vincija iz 1492. godine, prvi zvanic¢ni
anatomski opis dao je anatom Giacomo Berengarija da Carpi 1521. godine, smatrajuéi ga
anomalijom jer ga Galen nije spominjao u svojim radovima. Andreas Vesalius (1514-1564 god.),
osniva¢ moderne anatomije, 1543. godine jasno ilustruje crvuljak kao fizioloSku anatomsku
strukturu. Vezalius je svojim anatomskim studijama zasenio veliki autoritet Galena i drugih
anatoma koji su svoje studije sprovodili na zivotinjama. Komparativna anatomija utvrduje da
osim Coveka, samo retke Zivotinje, poput zeca, pacova i Covekolikog majmuna, poseduju

crvuljak (10).

Formiranje apscesa u desnoj ilija¢noj jami kao posledica uznapredovalog apendicitisa,
¢iju je klinicku sliku prvi opisao nemacki hirurg Lorenz Heister 1711. godine, dugo je nosilo
naziv tiphlitis, pogresno govoreé¢i o poreklu procesa sa cekuma. Jos iz tog doba potie naziv

upala slepog creva, koji se i danas nepravilno koristi, ¢ak i medu medicinskim radnicima.



Razvoj hirurgije u 19. veku odreduju uvodenje opsSte etarske anestezije od strane
Williama Mortona (1819-1868 god.) i postavljanje principa asepse i antisepse. Tako prvo
zapocinju drenaze peritiflitiCnih apscesa a prvom uspe$nom apendektomijom smatra se operacija

koju je 1880. godine izveo Robert Lawson Tait u Birminghamu.

Akutni apendicitis je, kao poseban klinicki i dijagnosticki entitet uveden 1886. godine.
Americki patolog Reginald Fitz (u¢enik Rudolfa Wirchofa) je tada, po prvi put, prepoznao upalu
vermiformnog apendiksa kao razlog infekcije i bola u donjem desnom kvadrantu abdomena (11).
Njegove preporuke za hirursko lecenje apendicitisa prvi je, iste godine, sproveo Richard Hall u
New Yorku. Od tada apendektomija postaje deo svakodnevne medicinske prakse. Sir Frederick
Treves je 1902. godine, dva dana pre krunisanja uspesno operisao engleskog kralja Edwarda VI,
¢ime je doprineo popularnosti operacije. Klinicka slika akutnog apendicitisa postaje sve jasnija a

pravovremena dijagnoza je prvashodno bazirana na fizikalnom nalazu (12).

Tokom vremena, tehnicki i laboratorijski razvoj u medicini omoguéuju i sofisticiranije
dijagnosticke pristupe. U praksu je uvedena i minimalno invazivna apendektomija. Medutim,
pouzdana dijagnostika i pravilno indikovanje hirurske intervencije ostaju izazov u svakodnevnoj

medicinskoj praksi.

2. Anatomske, embrioloske i histoloSke karakteristike crvuljka

Crvuljak (Appendix vermiformis) predstavlja tubularnu strukturu koja polazi sa slepog
creva (Cecum), neposredno ispod ileocekalne valvule (1 do 2,5 cm), i slepo se zavr$ava dostizuci
duzinu od 2 do 20 cm (prose¢no 9 cm kod odraslih) i Sirinu od 0,5 do 1 cm (13).
Mezoapendiksom u kome su sadrzani pripadajuci krvni, limfni sudovi i nervi, je povezan sa
ileumom (Slika 1). Opisuje se pet mogucih polozaja crvuljka u trbuhu: retrocekalni (65,3),
descedentni/pelvi¢ni (31,0%), subcekalni (2,3%), preilealni (1,0%) 1 postilealni (0,4%), od Cega

moze da zavisi klinicka prezentacija apendicitisa (14).

Slepo crevo i crvuljak se razvijaju od srednjeg creva, ¢ijom rotacijom i spuStanjem tokom
embrioloskog razvoja zauzimaju konacnu poziciju u desnoj ilijacnoj jami. Primordijalna

struktura od koje poticu je oznacena kao cekalni divertikulum i predstavljena je slepom kesastom
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tvorevinom koja progresivno pocinje da se razvija tokom Seste nedelje fetalnog zivota. Njen
proksimalni deo koji je u kontinuitetu sa ostatkom debelog creva se uvecava 1 $iri formirajuci

pravi cekum, dok se distalni deo elongira bez Sirenja i formira crvuljak (15).

Ileocekalna
arterija

Ascedentni
kolon

——— Apendikularna
arterija

Cekum Apendiks

Slika 1. Anatomski odnosi apendiksa

Intestinalni trakt sadrzi ogromnu koli¢inu bakterija, koje su od limfnog tkiva u zidu creva
odvojene samo jednoslojnim epitelom. Sveukupno limfno tkivo creva je oznaceno kao GALT
(engl. gut-associated lymphoid tissue) i deo je sveukupnog mukoznog limfnog tkiva oznacenog

kao MALT (engl. mucosal-associated lymphoid tissue).

Histoloska grada crvuljka je sli¢na gradi debelog creva i sadrzi sve slojeve u pravilnom
rasporedu. Iduci od lumena ka spolja opisuju se: mukoza sa jednoslojnim epitelom koji lezi na
lamini proprii formirajuéi varijabilno rasporedene kripte; submukoza; tunica muscularis; i seroza
(Slika 2). Glavno histolosko obeleZje crvuljka jesu brojni udruZzeni sekundarni limfni ¢vorovi
koji ispunjavaju veci deo sluznice i submukoze, odakle crvuljku i naziv tonsilla abdominalis.
Limfno tkivo crvuljka se razvija tokom prve godine zivota. Lamina propria mucosae sadrzi obilje

migratornih ¢éelija, Cesto slivenih u limfoidne agregate, koji se Sire u submukozu, narusSavajuci



kontinuitet laminae muscularis mucosae. Za razliku od raStrkanih limfnih ¢vorova u zidu debelog
creva, crvuljak, naroc¢ito kod dece, sadrzi organizovane limfoidne agregacije koje se prostiru

¢itavom cirkumferencijom crvuljka, menjajuéi konture lumena (16).

muskularis eksterna
unutracnji cirkularni sloj

spoljasnji longitudinalni
sloj

muscularis submukoza

mucosae
lamina propria
limfni ¢vor

germinativni
centar

intestinalne
Zlezde
krvni sudovi

difuzno limfno

; parasimpatic¢ke
tkivo

ganglije
e adipOCiti

Slika 2. Histoloska grada apendiksa

Migratorne celije su predstavljene plazmocitima i T-limfocitima, rede makrofagima,
eozinofilima, B-limfocitima i mastocitima, dok limfoidne agregacije imaju sli¢nu organizaciju i
funkciju kao i Peyerove plo¢e tankog creva (17). Tako se limfnom tkivu crvuljka opisuju
folikuli, interfolikularne zone, mesovite celijske zone i folikulima pridruzeni epitel. Folikul
poseduje germinativni centar sa polimorfnom ¢elijskom populacijom od malih i velikih B-
limfocita razliitog stepena maturacije, T-helper limfocita i makrofaga. Oko germinativnog
centra je zona plasta sa malim i okruglim B-limfocitima. Izmedu folikula se nalaze
interfolikularne zone koje predominantno sadrze T-limfocite, sa odnosom 8:1 izmedu T-helper i
T-regulatornih (supresorskih) limfocita. Izmedu epitela i limfnih folikula je meSovita ¢elijska

zona koju ¢ine heterogene c¢elije sastavljene od T i B-limfocita, makrofaga i plazmocita. Mukoza
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crvuljka ima karakteristicnu gradu, razli¢itu od kolona, sa mnogo ve¢im brojem celija koje

sadrze IgG (18).

Funkcija crvuljka jo§ uvek nije razjasnjena. lako postoje stavovi o tome da je u pitanju
samo nefunkcionalni rudiment, rasprostranjeno limfno tkivo u zidu crvuljka sugerise znacajnu
ulogu u mukoznom imunitetu. Postoji teorija o strazarskoj i funkciji uzorkovanja antigenih
struktura ingestiranog sadrzaja, cemu u prilog govori i strateSka pozicija crvuljka neposredno
ispod Bauchini-jeve valvule (19). Opisana je i migracija B-limfocita iz crvuljka u laminu
propriju udaljenih delova gastrointestinalnog trakta, gde u folikulima dolazi do njihove
transformacije u IgA sekretujuce plazmocite (18). Jo§ jedna predlozena funkcija crvuljka je i
funkcija rezervoara za koliformne bakterije koje bivaju reinokulirane u kolon u uslovima

narusene flore (20).

3. Definicija akutnog apendicitisa

Akutni apendicitis predstavlja naglo nastalu upalu crvuljka, najée$¢e uzrokovanu
bakterijskom infekcijom, koja moze biti uslovljena opstrukcijom lumena crvuljka fekalomom;
varijabilna klinic¢ka slika naj¢eS¢e sadrzi periumbilikalnu bol po tipu kolike 1 povrac¢anje pra¢eno
povisenom telesnom temperaturom, leukocitozom i znacima peritonealnog nadrazaja u desnom
donjem kvadrantu abdomena; perforacija ili formiranje abscesa su ¢este komplikacije odlozene

hirurske intervencije.

4. Epidemiologija akutnog apendicitisa

Svetska incidenca akutnog apendicitisa iznosi 86 slucajeva na 100000 stanovnika
godisnje. Verovatnoca oboljevanja od akutnog apendicitisa u toku Zivota u razvijenim zemljama
je generalno oko 7%, nesto ¢es¢e kod musSkaraca 8,6% sa maksimalnom incidencom u uzrastu
izmedu 10 i 14 godina i 6,7% kod Zenskog pola sa maksimalnom incidencom u uzrastu izmedu
15 i 19 godina (21). Iako nije otkriven specifi¢ni genski marker, rizik za apendicitis kod dece sa

pozitivnom porodi¢nom anamnezom je trostruko veéi (22). Istrazivanja su pokazala da je

6



ucCestalost apendicitisa ve¢a kod pripadnika bele rase (23). Pojedini autori sugeriSu veéu
ucestalost apendicitisa tokom letnjih meseci, Sto govori u prilog uticaja spoljnjih faktora u

nastanku apendicitisa (24).

5. Etiopatogeneza akutnog apendicitisa

Klasi¢no se etiopatogeneza akutnog apendicitisa opisuje kao dinamic¢ni patofizioloski
proces Kkoji se razvija unutar 36-48 casova. Inicijalni dogadaj je predstavljen luminalnom
opstrukcijom vermiformnog apendiksa na bilo kom nivou, poc¢ev od vrha do apendikularno-
cekalnog usca, a u ¢ijoj osnovi mogu biti brojni faktori, poput fekalita, stranog tela, limfoidne
hiperplazije, maligniteta, ekstraluminalne kompresije (25, 26). Opstrukcija lumena rezultuje
nakupljanjem mukusa i bakterijskim porastom, sto dovodi do distenzije i posledi¢ne opstrukcije
limfotoka i1 apendikularnog edema. Rastuéi intraluminalni pritisak u daljem toku kompromituje
cirkulaciju dovode¢i do prekida venske drenaZze a nakon prevazilaZzenja perfuzionog kapilarnog
pritiska i do ishemije, pre svega mukoze na antemezenterijalnoj strani (27). Anatomski i
funkcionalno narusena mukoza postaje nekompetentna u svojoj barijernoj funkciji §to dozvoljava
bakterijsku invaziju i transmuralno Sirenje infekcije sa prate¢im razbuktavanjem inflamatornog
procesa. Po tradicionalnom shvatanju, svaki netretirani apendicitis nastavlja progresiju, preko
flegmonozne i gangrenozne faze, do perforacije sa posledi¢nim peritonitisom i pretecom sepsom.
Po ovoj teoriji, broj perforiranih apendicitisa je upravo srazmeran duzini trajanja simptoma
akutnog apendicitisa. Novija istrazivanja su pokazala da se znaCajan broj apendicitisa spontano
zaustavlja, $to objasnjava i patohistoloski nalaz rekurentnog apendicitisa. Pojedini autori tvrde da
se najveci broj perforacija deSava u ranoj fazi apendicitisa pa se samo mali broj moze prevenirati
ranim prijemom u bolnicu i operativnim leenjem. Ovaj stav podrzavaju i istrazivanja po kojima
uzdrzani pristup sa odloZzenim hirur§kim intervencijama, ne dovodi do znafajnog povecanja
nalaza perforativnog apendicitisa a smanjuje broj apendektomija sa normalnim nalazom.
Prijavljeni su i slucajevi appendicitisa potvrdenih kompijuterizovanom tomografijom, sa
spontanom rezolucijom. Ovi podaci daju osnov za tvrdnju da znacajan broj apendicitisa biva

spontano zaleCen bez medicinskog pracenja i postavljene dijagnoze (28-31).



5.1. Imunska osnova akutnog apendicitisa

FizioloSka funkcija imunskog sistema je zaStita domacina od Sirokog spektra patogenih
mikroba i toksina, za koju namenu poseduje kompleksne protektivne mehanizme. Mehanizmi
odbrane se sastoje od urodene imunosti koja posreduje u ranoj zastiti i steCene imunosti koja se
razvija sporije i obezbeduje kasniju ali jo§ efikasniju odbranu. Urodena (nespecifi¢na) imunost je
genetski kodirana, prisutna kod svih zdravih jedinki i ¢ine je: fizicke i1 hemijske barijere
organizma kao §to su epitel i antimikrobne supstance; fagocitne ¢elije (neutrofili i makrofagi) i
prirodnoubilacke celije (NK-¢elije); proteini krvi, sistem komplementa i drugi medijatori
zapaljenja; 1 proteini koji koordiniSu Celijske aktivnosti, oznaCeni kao citokini. Stecena
(specifi¢na, adaptivna) imunost je usmerena na odredeni agens ili antigen i predstavlja zapravo
reakciju na njegovo prisustvo. Ona se formira tokom Zivota i razli¢ita je kod jedinki iste vrste a
karakteriSu je sem visoke specifi¢nosti i sposobnost paméenja i prepoznavanja agenasa. Steceni
imunski odgovor se pokrece samo onda kada agensi zaobidu nespcifi¢nu barijeru i dospeju do
¢elija specificnog imunskog sistema gde bivaju prepoznati kao strani. Postoje dva tipa stecene
imunosti, humoralna i celularna imunost, koje su posredovane razli¢itim ¢elijama i molekulima.
Humoralni imunski odgovor je posredovan antitelima koje produkuju B limfociti u odgovoru na
prisustvo specificnog antigena. Celularni imunski odgovor pruza zastitu od intracelularnih
agenasa posredstvom T-limfocita. Neki T-limfociti aktiviraju fagocite da uniSte prethodno
fagocitovan agens (pomo¢nicki T-limfociti ili CD4+ celije), dok drugi tip unistava bilo koji tip
¢elije domacina u ¢ijoj je citoplazmi agens prisutan (citotoksi¢ni T-limfociti ili CD8+ celije). Jos$
jedna vazna razlika izmedu B i T-limfocita je da vecina T-limfocita prepoznaje samo proteinske
strukture, dok su antitela sposobna da prepoznaju veéi broj razli€itih tipova molekula,

ukljuéujudi proteinske, ugljeno-hidratne i lipidne antigene (32).

5.1.1. Neutrofili

Neutrofili su vazna vrsta celija u apendicitisu, §to se potvrduje i patohistoloskim
izvestajima. Predstavljaju jednu od prvih linija odbrane organizma protiv prodiru¢ih agenasa kao
Sto su bakterije. Ove celije imaju sposobnost fagocitoze, sekrecije litickih enzima i produkcije

slobodnih kiseonickih radikala sa visokim antimikrobnim potencijalom. Aktivacija neutrofila je



dvostepeni proces i vrse je bakterije i njihovi produkti sa jedne, i citokini i hemokini sa druge
strane. Osnovno histolosko obeleZje neutrofila (kao i bazofila i eozinofila) je postojanje
citoplazmatskih granula sa proteinima sposobnim da ubiju bakterije 1 fagocituju oSteceno tkivo.
Neutrofilne granule se, po vrsti proteina koje sadrze, dele na: primarne ili azurofilne, koje sadrze
mijeloperoksidazu (MPO); sekundarne ili specifi¢ne, koje sadrze kolagenaze, gelatinaze i
laktoferin; 1 tercijarne ili gelatinozne, koje sadrze gelatinaze kakva je matriksna metaloproteinaza
(MMP). Aktivirani neutrofili oslobadaju mijeloperoksidazu katalizuju¢i stvaranje reaktivnih
baktericidnih jedinjenja, ukljucujuéi i hipohlornu kiselinu, koja se smatra jednim od najjacih
baktericidnih jedinjenja. Ova jedinjenja u isto vreme dovode i do tkivnih oSte¢enja. Matriksna
metaloproteinaza je predstavljena grupom enzima koji regulisu sastav ekstracelularnog matriksa
vr$eéi njegovu degradaciju i remodeliranje. Po svom supstratu se dele na elastaze, kolagenaze,

gelatinaze, membranski tip, itd (33-35).

5.1.2. Citokini antigen-prezentujucih éelija

Antigen-prezentujuée celije, kao $to su tkivni makrofagi, produkuju citokine Koji
pojacavaju mehanizme urodenog imunskog odgovora i obezbeduju vazne signale za pokretanje i
odredivanje prirode adaptivnog imunskog odgovora. Citokini koji se dominantno produkuju od

strane antigen-prezentujucih ¢éelija su TNF, IL-1, IL-6, IL-12, IL-15, 1L-23 i IL-27 (36).

5.1.3. Citokini pomoc¢nickih T-limfocita

Osnovna podela pomo¢nickih T-limfocita je izvrSena na osnovu citokina koje produkuju,
na Thl i Th2 subpopulaciju (37). Thl ¢elije produkuju IFN-y, kontrolisu¢i celularni odgovor i
aktiviraju¢i mononuklearne fagocite, NK-Celije 1 citotoksi¢ne T-limfocite za eliminaciju
intracelularnih mikroba i viralnih agenasa (38). Th2 c¢elije produkuju IL-4, IL-5 i IL-13,
stimuliSu¢i produkciju antitela, narocito izotipova IgE 1 IgG, koji su odgovorni za hipersenzitivne
reakcije i imunski odgovor na parazite. Po ovoj podeli se i svi imunski odgovori mogu podeliti
na Thl i Th2 posredovane. Ubrzo po uspostavljanju ove teorije, otkriveni su i T regulatorni
limfociti (39), koji za razliku od Thl i Th2 ¢elija, imaju vaznu ulogu u regulaciji i obuzdavanju
imunskog odgovora uz produkciju TGF-B, IL-10 i IL-35. Ove celije pre svega sazrevaju u

timusu, kada govorimo o prirodnim regulatornim T-limfocitima (nTreg), ali je opisana i njihova



diferencijacija u perifernim limfnim organima, kada se govori o inducibilnim regulatornim T-
limfocitima (iTreg) (40). Novootkriveni tipovi regulatornih T-limfocita su i Tipl regulatorni T-
limfociti koji se sre¢u u intestinalnoj mukozi i Th3 limfociti odgovorni za oralnu antigenu
toleranciju (41). Nedavno je otkriven i Cetvrti tip pomoc¢nickih T-limfocita oznacen kao Th17
Celije koje produkuju IL-17 (IL-17A), IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (IL-25) i IL-17F (42-
45). Ove celije se srecu u mukozama i smatraju se vaznim U borbi protiv ekstracelularnih
bakterija i gljivica (46). Citokini koje stvaraju uticu na mobilizaciju, aktivaciju i produzeno
prezivljavanje neutrofila na mestu inflamacije (47). Potenciranjem produkcije proinflamatornih
citokina (TNF, IL-6), hemokina i metaloproteinaze koordiniSu tkivnu inflamaciju pojacavajuci
infiltraciju i tkivnu destrukciju. Nasuprot tome, brojni drugi antiinflamatorni citokini uti¢u na
smanjenje opsega i trajanja inflamatornog procesa. Receptorski antagonist IL-1 (IL-1ra) blokira
vezivanje IL-1 za povrsinu celija, a do njegovog stvaranja dolazi mehanizmom negativne
povratne sprege uz pomo¢ TNF-a i IL-6 (48, 49). IL-4 kao glavni stimulans za diferencijaciju
Th2 celija, u isto vreme suprimira diferencijaciju Thl celija. Njegovi efekti su suprotni od
efekata INF-y, smanjujuci produkciju TNF-a, IL-1 i IL-6 i pojacavajuci produkciju IL-1ra i IL-
10 (50,51).

5.1.4. Hemokini

Hemokini predstavljaju grupu malih proteinskih molekula koji imaju hemoatraktivnu
sposobnost 1 uslovljavaju hemotaksu brojnih celijskih tipova, pre svega neutrofila, monocita,
limfocita, eozinofila. Ve¢inu hemokina produkuju tkivne Celije zapaljenjskog zarista i infiltrisani
leukociti. Po rasporedu cisteinskih ostataka, podeljeni su u cetiri grupe: C (limfotaktin), CC
(MCP-1, MIP-1a, MIP-1B), CXC (IL-8) i CXXXC (fraktalkin). lako je hemotaksa njihova
primarna uloga, znacajni Su i za sazrevanje leukocita u kostnoj srzi i njihovo naseljavanje u

afecirane regione (51).

Dakle, imunske Ccelije: makrofagi, neutrofili, bazofili, eozinofili, T i1 B-limfociti,
mastociti, su odgovorne za prepoznavanje patogena po proteinskim strukturama koje sekretuju ili
nose na svojoj povrsini (52). Ove ¢elije imaju razli¢ite uloge u imunskom sistemu i medusobno
komuniciraju pomocu citokina koji kontroliSu proliferaciju, diferencijaciju i funkciju ¢elija,

koordiniSu¢i kompleksni imunski odgovor. Ta meducelijska komunikacija uz pomo¢ medijatora
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se oznacava kao citokinska mreza (Shema 1). Njome je determinisana tkivna homeostaza a njena
disregulacija moze biti osnova brojnih patoloskih stanja (53). Tumacenje aktivnosti unutar

citokinske mreze moze ukazivati na razvoj pojedinih patofizioloskih procesa u organizmu.

IL-1  IL-12
IL-6 IL-15
IL-10 TNFa

Citokinska mreza

Makrofag

Neutrofil

Eozinofil

Bazofil

T-éelija

Mastocit

Shema 1. Prikaz intercelularne komunikacije uz pomo¢ citokina

5.2. Patohistoloski supstrat kod akutnog apendicitisa

Na osnovu korelacije klinic¢kih, laboratorijskih 1 morfoloskih analiza definisani su
patoloski oblici akutnog apendicitisa koji ukljucuju gnojni (flegmonozni) apendicitis 1 nekroti¢ni
(gangrenozni) apendicitis sa ili bez perforacije (54). Flegmonozni apendicitis je predstavljen
procesom koji zahvata Citav zid crvuljka, od mukoze, preko submukoze, do miSi¢nog sloja. Na
preparatima dominira neutrofilna infiltracija. Kod gangrenoznog oblika, osim transmuralne

zahvacenosti, postoje 1 polja zahvacena nekrozom koja nekada rezultuje 1 perforacijom
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(perforativni apendicitis). U literaturi se opisuju i nepotpuno definisana stanja ranog i hroni¢nog
apendicitisa. Rani (fokalni 1ili kataralni) apendicitisa karakteriSe prisustvo neutrofilnih
granulocita u lumenu ili fokalno u sluznici (endoapendicitis), ¢esto uz odsustvo bilo kakvih
klinickih simptoma. Znacaj ovog nalaza je kontroverzan obzirom da se Cesto srece kod
pacijenata kao uzgredni nalaz. Hronicni (regresioni) apendicitis karakteriSe razvoj granulacionog
tkiva, fibroze ili predominacija limfocitnog i eozinofilnog granulocitnog infiltrata (55, 56).
Zapaljenska infiltracija mezoapendiksa 1 peritoneuma (periapendicitis) povezana sa
flegmonoznim apendicitisom, uz prisustvo perforacije ili bez nje, moze znacajno da utice na

simptomatologiju i ucestalost postoperativnin komplikacija (57).

Promene kod ranog apendicitisa su cCesto minimalne i diskutabilne u pogledu
konfirmacije dijagnoze. Reaktivni folikuli i fokalne nakupine neutrofila u lumenu i lamini
propriji se po najve¢em broju autora ne smatraju dovoljnim za postavljanje dijagnoze. Klju¢ni
nalaz za potvrdu dijagnoze jeste prepoznavanje rane migracije celija akutnog zapaljenja u

mukozu.

Iako je patohistoloski nalaz normalnog apendiksa Cest u radu klini¢kog patologa, pod
“negativnom apendektomijom” se podrazumeva samo normalan patohistoloSki nalaz nakon
prethodno postavljene klinicke dijagnoze akutnog apendicitisa, a ne i u onim slucajevima kada je
apendiks odstranjen u toku neke druge hirurske intervencije u abdomenu, a iz razloga prevencije

(tzv. “incidentalna apendektomija”™).

5.3. Mikrobioloski nalaz kod akutnog apendicitisa

Bakterioloski nalaz u odstranjenom crvuljku kod potvrdenog apendicitisa pokazuje obilan
porast meSavine aerobnih i anaerobnih bakterija medu kojima dominiraju Escherichia coli i
Bacteroides spp. (58). Retko se, kada se radi o apendicitisu na terenu druge infekcije koja dovodi
do reakcije limfnog tkiva crvuljka i posledi¢ne opstrukcije, mogu izolovati bakterije poput onih
iz rodova Yersinia, Salmonella i Shigella (59, 60). Uzrok opstrukcije, takode retko, mogu biti i

paraziti kao $to su Ascaris, Entamoeba, Enterobius i Schistosoma (61).
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6. Klinicka slika akutnog apendicitisa

Klini¢ku sliku akutnog apendicitisa karakteriSe bol u trbuhu, kao dominantan simptom,
koga prate gastroenteralna simptomatologija i sistemski znaci bolesti. Tradicionalno, progresija
bolesti se opisuje od blazih simptoma u ¢ijoj je osnovi jednostavna inflamacija do teze klinicke
slike sa prostracijom usled perforacije 1 peritonitisa, do ¢ega dolazi najceS¢e unutar 36 Casova od
pojave prvih simptoma. U skladu sa patohistoloSkim supstratom, klini¢ki se akutni apendicitis
deli na nekomplikovanu (jednostavnu) formu sa intraoperativnim nalazom flegmonzno
izmenjenog apendiksa i komplikovanu (kompleksnu) formu, predstavljenu gangrenoznim ili
perforativnim apendicitisom. Gangrenozno izmenjeni zid apendiksa gubi svoju barijernu
funkciju za bakterijsku translokaciju, zbog ¢ega se u klinickom smislu poistovecuje sa

perforativnim oblikom (62).

Bol je u pocetnoj fazi visceralnog karaktera, periumbilikalno lociran, srednjeg inteziteta i
nastaje stimulacijom aferentnih vlakana torakalnih nerava na nivou Th8-Th10, zbog rastezanja
apendikularnog zida. U toku 24 Casa se intenzivira, poprimajuci karakteristike somatskog bola i
migrira u donji desni kvadrant abdomena. Opisana migracija bola ne pretstavlja pomeranje
zapaljenjskog ZariSta niti realnog izvora bola, ve¢ potic¢e od progresije apendikularne inflamacije
i peritonealnog nadrazaja eksudacijom u apendikularnoj lozi (62). Gubitak apetita, mu¢nina i
opstipacija naj¢eS¢e prate pocetak bolnih senzacija dok se rede mogu javiti 1 pre pojave bola.
Povracanje i proliv su najéeSce znaci perforativne apendikularne bolesti, uz znake jaceg
peritonealnog nadraZzaja. PoviSena telesna temperatura, tahikardija 1 leukocitoza nastaju kao
posledica sistemskih efekata medijatora oslobodenih iz ishemi¢nog 1 inflamiranog tkiva, fagocita
i limfocita. Komplikovani apendicitis je obi¢no pracen visokom febrilno§¢u i neutrofilijom sa
limfopenijom, uz porast C-reaktivnog proteina u serumu. Medutim, neretko se sre¢e normalan
broj leukocita u krvnoj slici, dok je nivo C-reaktivnog proteina jo§ manje specifiCan znak,

pogotovo kod mlade dece (63).

Na klini¢cko ispoljavanje simptoma moze uticati i prisustvo fizioloskih polozajnih
varijacija vermiformnog apendiksa. U sluc¢ajevima inkopletne visceralne rotacije i abnormalnog
rasporeda unutrasnjih organa moze biti smesten bilo gde u abdomenu (63). Kod retrocekalno i

pelviéno lociranog apendiksa pojava bola peritonealnog nadrazaja je odloZena zbog kasnijeg

13



kontakta eksudata sa parijetalnim peritoneumom i nekada se javlja tek nakon perforacije 1 Sirenja
infekcije po trbuhu. Kod retrocekalne lokalizacije bol se javlja u ledima dok je kod pelvicne
lokalizacije moguéa pojava urinarnih tegoba kao Sto su polakisurija, retencija urina, bol niz
unutra$nju stranu butine, mikrohematurija i sl. U slucajevima preilealne i postilealne lokalizacije,

bol takode moze biti odloZen ali se ranije mogu javiti povracanje ili dijareja (64).

Takode, klini¢ka prezentacija akutnog apendicitisa kod dece u mnogome zavisi i od
uzrasta. Kod mlade dece zbog mobilnosti (nefiksiranosti) ileocekuma i kratkog omentuma
obi¢no ne dolazi do ogranicavanja procesa u slucaju perforacije, ve¢ ista dovodi do difuznog
peritonitisa sa mogué¢im komplikacijama, ukljucujuci i sepsu. Kod starije dece, slicno kao i kod
odraslih, veliki omentum svojom funkcijom “Cuvara trbuha” moze da ograni¢i gnojni upalni
proces nakon perforacije, formiraju¢i absces u trbuhu. Retko se deSava da akutni apendicitis
poprimi hroni¢ni tok ili da dode do formiranja apendikularne mase (plastron) (65). Spontana
rezolucija kod akutnog apendicitisa je takode moguca i po novijim istrazivanjima ne tako retka

kod nekomplikovanih formi bolesti (66, 67).

7. Dijagnostika akutnog apendicitisa

Nepostojanje dovoljno specifiénih klinickih 1 laboratorijskih znakova, poloZajna
varijabilnost apendiksa, nedovoljna pouzdanost ultrazvucnog pregleda kao i1 nesaradljivost mlade
dece tokom pregleda, dijagnozu akutnog apendicitisa i dalje ¢ine velikim izazovom u klinickom
radu. Moderan dijagnosti¢ki princip za cilj ima pre svega potvrdu ili eliminaciju dijagnoze
akutnog apendicitisa a nakon toga, kod konfirmativnog nalaza i diferencijaciju komplikovanog

od nekomplikovanog oblika bolesti, §to odreduje i terapijske moguénosti.

Prediktivne vrednosti pojedinih subjektivnih 1 objektivnih klinickih znakova su
nedovoljne zbog preklapanja sa simptomima brojnih drugih abdominalnih, uroloskih 1
ginekoloSkih poremecaja. Tek njihovo kombinovano sagledavanje, uz dodatne dijagnosticke
pretrage, moze neSto jace sugerisati dijagnozu. Medutim, vrlo Cesto je i ovakav pristup
nedovoljan, pa terapijska odluka ostaje neutemeljena ili iznudena. Najces¢a obolenja koja kod

dece mogu klinicki imitirati akutni apendicitis 1 dovesti do “negativne apendektomije” su
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infektivni gastroenteritis, mezenterijalni limfadenitis i nepotpuno definisano stanje tzv.

“neurogene hiperplazije” u apendiksu (68).

Specificna lokacija 1 progresija bola uz gubitak apetita, muc¢ninu 1 febrilnost su klinicki
najznacajniji parametri pracenja u svrhu dijagnostike. Gubitak apetita predstavlja znacajan
parametar jer gladno dete vrlo retko moze imati apendicitis. Umerena leukocitoza, neutrofilija sa
limfopenijom i skok C-reaktivnog proteina se prate laboratorijski, dok brojni ostali biomarkeri
predstavljaju vanstandardne parametre pracenja vezane za pojedine centre. Proliv i povracanje su
obi¢no znaci perforacije, dok pojava ozbiljnije gastrointestinalne simptomatologije pre pojave
bola umanjuje verovatnoc¢u apendicitisa. Opisani su i brojni drugi klinicki znaci koji mogu biti
od Kkoristi za dijagnozu, kao $to su Rowsing-ov znak, Grassmann-ov, Owing-ov, Horn-ov,
Kruger-ov, znak psoasa, osetljivost prilikom rektalnog pregleda, palpabilna masa u desnoj
ilija¢noj jami i sli¢no. Ipak, prisustvo ovih klinickih parametara ne potvrduje zasigurno
dijagnozu, niti je njihovo odsustvo moze iskljuciti. Skoring klinicki sistemi, poput PAS (69),
modifikovanog Alvarado skora (70, 71) i Kharabanda skora (72) su takode Cesti u klinickom
radu, kao pokusaj za sistematizaciju pojedinih klinickih znakova i dopunsku pomoé
dijagnostikovanju. Od slikovnih radioloskih metododa, ultrazvu¢na dijagnostika je najcesc¢a dok
su kompijuterizovana tomografija i magnetna rezonanca metode koje se koriste u saglasnosti sa

stavovima o Stetnosti zraenja (CT) 1 tehnickim moguénostima (MRI).

Laboratorijska dijagnostika akutnog apendicitisa delimi¢no olakSava rad klinicara,
utoliko Sto, kao 1 drugi klini¢ki znaci, nije dovoljno pouzdana. Odredivanje broja leukocita i
apsolutnog broja neutrofila u leukocitarnoj formuli su parametri iz krvne slike koji se standardno
koriste za dijagnozu. Ostali parametri, poput neutrofilno-limfocithog odnosa (73) i
mijeloperoksidaznog indeksa (74), u fazi su testiranja. U pogledu imunodijagnostike, akutni
apendicitis predstavlja kaskadu dogadaja prac¢enih znafajnim angaZovanjem imunskog sistema,
koji su inicirani opstrukcijom lumena, naruSenom cirkulacijom sa posledicnom destrukcijom
epitela, bakterijskom invazijom i leukocitnom infiltracijom. Sam proces leukocitne migracije i
njihovog naseljavanja u ciljnim tkivima, ukljucuje slozene interakcije posredovane brojnim
humoralnim faktorima, kao $§to su C-reaktivni protein, citokini, hemokini, adhezioni molekuli,
proteaze, i ve¢im brojem celija, kao Sto su polimorfonukleari, T-limfociti, monociti i NK-¢elije.

Od serumskih determinanti, rutinski je u upotrebi jedino C-reaktivni protein, iako su
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prokalcitonin i bilirubin u viSe navrata ispitivani za ovu svrhu. Pored determinanti iz krvi i
seruma ispitivani su i markeri iz urina (75). Nijedan od ispitivanih biomarkera nije pokazao, niti
izolovano niti u kombinaciji sa drugim parametrima, dovoljnu klini¢ku korist kako bi bio
implementiran u daljem dijagnostikovanju akutnog apendicitisa kod dece (74, 76). U tom smislu,
1 dalje postoji istrazivacka orjentacija ka pronalazenju biomarkera dovoljne specificnosti i
senzitivnosti koji bi jasnije ukazali na stepen apendikularnog zapaljenja. Ovaj rad, takode

predstavlja deo tih istrazivackih napora.

lako je primena radioloskih dijagnostickih metoda kod akutnog apendicitisa u porastu,
nijedna od njih ne daje potpuno pouzdane informacije (Tabela 1).

metoda dijagnosticki kriterijumi dijagnosticka pouzdanost

nativna radiografija " . .
grati] bez znacaja u dijagnostici,

ab(OF'{OTmé)”a - nekada vidljiv fekolit
tﬁ?f:S%dn%m:ggl.ga nekompresibilna aperistalticka senzitivnost 86%,
(EH g) J tubularna struktura promera >6mm specifiSnost 81%
KombiiLterizovana abnormalna struktura apendiksa ili
tg r=1 oarafiia kalcifikovani apendikolit udruzen sa senzitivnost 94%,
(CgT) J periapendikularnom inflamacijom ili specifisnost 95%

promerom apendiksa >6mm

za slucajeve kod kojih je
neustanovljeno ograni¢ena mogucnost
upotrebe CT-a (npr. trudnoca)

magnetna rezonanca
(MRI)

Tabela 1. Radioloska dijagnostika akutnog apendicitisa (84-87)

Dok nativna radiografija abdomena nema veceg klinickog znacaja, najzastupljenija
metoda je transabdominalna ultrasonografija. TehnoloSkim napretkom, pouzdanost ove
subjektivne metode, je u porastu (77). Dodatne pogodnosti za upotrebu su laka dostupnost ove
metode i ¢injenica da deca imaju tanji muskularni sloj i manje masnih naslaga na trbusnom zidu,
Sto olakSava i ¢ini preciznijom ovu vrstu pregleda (78, 79). Kompijuterizovana tomografija ima

najvecu pouzdanost 1 naroc€ito se koristi u razvijenijim zemljama. Medutim, vazno ogranicenje za
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upotrebu je velika doza zracenja kojoj pacijenti, narocito u de¢jem uzrastu, ne smeju bez preke
potrebe biti izlozena. Zbog toga je ova dijagnosti¢ka dopuna Koristi strogo selektivno (80, 81).
Metodom magnetne rezonance se izbegava jonizujuce zracenje kod dece. Medutim, mali broj
centara je u moguénosti da obezbedi tehni¢ke uslove za izvodenje ovakve vrste pregleda u
kratkom roku, zbog ¢ega se o koristi ove metode kod akutnog abdomena generalno malo zna. U
dijagnostici akutnog apendicitisa, ova metoda, smatra se, nema vecu preciznost od
transabdominalne ultrasonografije (82). Vazan momenat, koji uti¢e na terapijski pristup, je
predstavljen Cinjenicom da se nijednom od navedenih radioloskih dijagnostickih metoda, ne

mogu pouzdano odvojiti perforativni od neperforativnih oblika akutnog apendicitisa (83).

8. Terapija akutnog apendicitisa

Nepostojanje pouzdanog dijagnostickog protokola, uslovljava ¢estu dilemu u terapijskom
pristupu. Propustena ili odlozena dijagnoza akutnog apendicitisa povecava verovatnoéu
perforativne bolesti, ¢ija je najveca ucestalost upravo kod mlade dece (88), i koja rezultuje
petostrukim uvec¢anjem verovatnoée postoperativnih komplikacija (89). Sa druge strane, izvestan
broj negativnih eksplorativnih laparotomija je prihvacen u hirur§koj praksi, upravo zbog teskih
posledica komplikacija perforativnog oblika. Pogotovo kod devojéica u adolescentnom periodu,
negativne apendektomije mogu dosti¢i ucestalost i do 30% (90). Ovakve procedure, takode

podrazumevaju rizik od brojnih intraoperativnih i postoperativnih komplikacija.

Tako se kao najvaznije pitanje u kliniCkom radu, namece diferencijacija komplikovanog
(gangrenoznog i/ili perforativnog) od nekomplikovanog (flegmonoznog) akutnog apendicitisa,
dok se uobicajeno za procenu kvaliteta zbrinjavanja akutnog apendicitisa, uzima odnos izmedu

broja slu¢ajeva komplikovane forme bolesti 1 broja negativnih apendektomija.

Pocetna terapija nekomplikovanog apendicitisa je konzervativna. lako je spontana
rezolucija nekomplikovanog apendicitisa mogucéa (tzv. reverzibilne forme apendicitisa),
opservacija bez antibiotske terapije se ne praktikuje u klinickom radu. Sa druge strane,
intenzivno pracenje je neophodno, zbog moguce dalje progresije u komplikovanu formu bolesti.

Izbor antibiotika treba da pokriva aerobne i anaerobne koliformne sojeve u trajanju od jednog do
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tri dana intravenskim putem, sa nastavkom peroralnih antibiotika do deset dana. Oporavak na

konzervativni tretman nosi rizik od recidiva u prvoj godini od 25-30% (91).

Operativno reSavanje, u zavisnosti od tehnickih moguénosti 1 vestine hirurSkog tima,
moze Se sprovesti otvorenom, laparoskopskom ili kombinovanom tehnikom. Preoperativna
antibiotska profilaksa 1 elektrolitna stabilizacija su sastavni deo pripreme pacijenta.
Nekomplikovane forme se hirurSki zbrinjavaju najées¢e unutar osam casova od indikovanja (92),
dok se komplikovani slucajevi sa znacima peritonitisa reSavaju po protokolima za hitne
procedure. Rutinska postoperativna antibiotska terapija nije potrebna kod nekomplikovanih
formi (93), dok se kod komplikovanih slu¢ajeva sprovodi tri do pet dana (94, 95).

Slika 3. Laparoskopski prikaz akutnog apendicitisa: a-makroskopski normalan apendiks;
b-nekomplikovani inflamirani apendiks; c-komplikovani apendicitis sa perforacijom i gnojnom
formacijom; d-perforativni apendicitis sa difuznim peritonitisom
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Uvodenje minimalno invazivnih hirurskih procedura je znacajno unapredilo zbrinjavanje
akutnog apendicitisa. Laparoskopska apendektomija je, za uvezbani hirurski tim, metoda izbora
kod nekomplikovanih apendicitisa, ¢esto je uokviruju¢i dnevnom hirurgijom. Komplikovane

forme je pozeljnije, uprkos invazivnosti, resavati otvorenom procedurom (Slika 3).

Nekomplikovani akutni apendicitis

stadijum O - normalan izgled apendiksa (endoapendicitis / periapendicitis)

stadijum 1 - upaljeni apendiks (hiperemija, otok i fibrinske naslage + perikoli¢ni infiltrat

Komplikovani akutni apendicitis

stadijum 2 - nekroza A - segmentalna nekroza
B - bazalna nekroza

stadijum 3 - inflamatorni tumor A - flegmona
B - absces manji od 5 cm bez pneumoperitoneuma

C - absces veci od 5 cm bez pneumoperitoneuma

stadijum 4 — perforacija i difuzni peritonitis sa ili bez pneumoperitoneuma

Tabela 2. Predlog novog ocenjivanja akutnog apendicitisa na osnovu klinickih, radioloskih i
laparoskopskih nalaza (2015 god.)

Upotreba laparoskopije u kombinaciji sa klini¢kim sagledavanjem i radioloSkom
dijagnostikom, dovela je do novog pristupa i predloga novog ocenjivanja (Tabela 2) u cilju

preciznije klasifikacije i unapredenja zbrinjavanja pacijenata sa akutnim apendicitisom (96).
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Ispitanici | metode

Mesto istraZivanja

Sva ispitivanja obavljena su na Institutu za zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije i

na Vojnomedicinskoj akademiji u Beogradu.

Ispitanici

Na osnovu prethodne analize, uz snagu studije od 0,80 (80%) i verovatno¢u a (0,05),
u ispitivanje je uklju¢eno 127 konsekutivnih pedijatrijskih pacijenata sa Hirurske klinike
Instituta za zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije, uzrasta od 3 do 16 godina, kod kojih je

bila indikovana hirurska procedura otvorene apendektomije u uslovima opste anestezije.

Pacijenti kod kojih je bio prisutan nalaz nekog drugog akutnog oboljenja i pacijenti sa

operativnim nalazom drugih upalnih abdominalnih procesa, nisu ukljuceni u ispitivanje.

Metode istraZivanja

Ispitivanje je dizajnirano kao prospektivna opservaciona studija, odobrena od strane

Etickog odbora Instituta za zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije.
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Obelezja posmatranja
demografske karakteristike (uzrast i pol)

socio-epidemioloski kontekst (ishrana, boravak u kolektivu, izloZzenost duvanskom
dimu) i podaci o hereditetu i komorbiditetu (apendecitis kod roditelja, abdominalna

trauma, infekcije)

prisustvo simptoma (gubitak apetita, mucnina i povracanje, migracija bola iz

periumbilikalne regije u desni donji kvadrant abdomena)

prisustvo klini¢kih znakova (porast telesne temperature, bolna osetljivost na
povrsinsku palpaciju u desnom donjem kvadrantu abdomena, bolna osetljivost u

desnom donjem kvadrantu abdomena na kasalj, perkusiju i probu skakanja)

apsolutni i relativni broj leukocita, neutrofilno-limfocitni odnos, koncentracija C-

reaktivnog proteina u serumu i mijeloperoksidazni indeks

koncentracije citokina: sE-selektin, G-CSF, ICAM-1, IFN-alpha, IFN-gamma, IL-
lalpha, IL-1beta, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, IP-10, MCP-1,
MIP-1alpha, MIP-1beta, LAP i TNF-alpha u serumu i peritoneumskoj te¢nosti

makroskopske karakteristike reseciranog apendiksa (sadrzaj lumena, Sirina lumena,

nekroza (istanjenost) zida, izgled serozne povrsine)

mikroskopske karakteristike reseciranog apendiksa (distribucija i celijski sastav
zapaljenskog infiltrata u odnosu na histoloske slojeve zida, cirkumferenciju i duzinu
apendiksa; Sirina i sadrzaj lumena apendiksa; ulceracije sluznice, nekroza zida i
postojanje perforacije; hiperplazija/atrofija limfoidnog tkiva; prisustvo granulacionog
tkiva, fibroze, nervne proliferacije; prisustvo periapendicitisa i sastav

periapendikularnog zapaljenskog infiltrata)

zavrSna patohistoloska dijagnoza ili zakljucak: normalan (neizmenjen) apendiks;
“rani” akutni apendicitis; gnojni (flegmonozni) apendicitis; gangrenozni (nekroti¢ni)

apendicitis; i perforativni apendicitis.
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Prikupljanje podataka o demografskim karakteristikama, socio-epidemioloskim,
hereditarnim, komorbiditetnim parametrima i prisustvu simptoma apendicitisa, vrSeno je
preoperativno, neposrednim uvidom u postojecu medicinsku dokumentaciju, kroz socio-
epidemiolosku anketu i anamnezu roditelja i pacijenata.

Detekcija klinickih znakova apendicitisa vrSena je preoperativno, objektivnim
fizikalnim pregledom. Telesna temperatura je merena rektalno, digitalnim termometrom

Geratherm®.

Uzorak periferne venske krvi za utvrdivanje apsolunog broja leukocita, leukocitarne
formule, i neutrofilnog mijeloperoksidaznog indeksa, obradivan je hematoloskim brojacem
Advia 120 Simens u biohemijskoj laboratoriji Instituta za zdravstvenu zastitu majke i deteta
Srbije u Beogradu. Neutrofilno-limfocitni odnos je obracunavan automatski, kao koli¢nik

procentualnog udela neutrofila i limfocita, unosenjem podataka u Excel tabelu.

Serumske koncentracije C-reaktivnog proteina odredivane su imunoturbidimetrijskom
metodom na aparatu Roche-Hitachi-c501 u biohemijskoj laboratoriji Instituta za zdravstvenu

zaStitu majke i deteta Srbije u Beogradu.

Za klini¢ku ocenu nalaza kod sumnje na akutni apendicitis koris¢en je PAS (Pediatric
Appendicitis Score) sistem kojim je osam klini¢kih parametra bodovano na slede¢i nadin:
gubitak apetita (1 bod), muc¢nina/povracanje (1 bod), migracija bola iz periumbilikalne u
desnu ilijaénu regiju (1 bod), osetljivost desne ilijaéne regije na povrsinsku palpaciju (2
boda), bolna osetljivost u desnom donjem abdominalnom kvadrantu na kasalj, perkusiju i
probu skakanja (2 boda), porast telesne temperature (1 bod), leukocitoza > 10000/mm?® (1
bod), neutrofilija > 75% (1 bod).

Koncentracija citokina u serumu i peritoneumskoj te¢nosti odredivana je metodom
proto¢ne citometrije na Institutu za medicinska istrazivanja VVojnomedicinske akademije u
Beogradu. Serum dobijen centrifugiranjem periferne venske krvi i centrifugirani uzorci
peritonealne tecnosti skladisteni su na -70C° radi kasnije analize. Odredivanje koncentracija
sledecih citokina: sE-selektin, G-CSF, ICAM-1, IFN-alpha, IFN-gamma, IL-1alpha, IL-1beta,
IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, IP-10, MCP-1, MIP-lalpha, MIP-1beta,
LAP i TNF-alpha, vrseno je uz pomo¢ komercijalnog flow-citometrijskog kita Human

Inflammation 20 plex BMS 819 na protocnom citometru Beckman Coulter FC500.
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Patoloska obrada preparata reseciranih apendiksa vrsena je na Odeljenju za klini¢ku
patologiju Instituta za zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije u Beogradu. Patoloska analiza
reseciranog apendiksa vrSena je standardnim merenjem dimenzija 1 deskripcijom
makroskopskih karakteristika apendiksa. Za mikroskopsku analizu uzimani su longitudinalni
presek vrha apendiksa i popre¢ni preseci iz preostalog dela apendiksa i to najmanje jedan
presek na svaki preostali centimetar njegove duzine. Uzorci su obradivani standardnom
metodom fiksacije tkiva u 10% formaldehidu, uklapanjem u parafin i standardnim bojenjem
hematoksilinom i eozinom (HE) tkivnih preseka debljine 4-5 pum. Pacijenti su na osnovu
patohistoloSskog nalaza podeljeni u pet grupa: normalan nalaz vermiformnog apendiksa, rani

apendicitis, flegmonozni apendicitis, gangrenozni apendicitis i perforativni apendicitis.

Obrada podataka

U deskriptivnoj statistici koris¢eni Su uobiCajeni parametri za procenu centralne
tendencije podataka (srednja vrednost, medijana) kao i parametri za procenu varijabilnosti

grupa (standardna devijacija, raspon, 95%-ne granice poverenja).

Normalnost raspodele proveravana je Kolmogorov-Smirnov testom. U zavisnosti od

Ove procene, za poredenje dve grupe koris¢eni su Mann-Whitney test ili Student T test.

Za procenu znacajnosti tri ili vise grupa koris¢eni su neparametarski Kruskal-Wallis

test (post hoc Mann-Whitney test) ili ANOVA test u jednom pravcu (post hoc Bonferroni test).

Razlika distribucija obelezja izmedu grupa proveravana je primenom y*-testa. Za
procenu ja¢ine povezanosti razli¢itih parametara koris¢eni su Spearman ili Pearson test

korelacije.
Senzitivnost i specificnost varijabli analizirani su uz pomo¢ ROC curve procedure.

Statisticki znacajnim Smatrane su razlike u slucaju p < 0,05, umereno statisticki
znacajnim U slucaju p < 0,01 i visoko statisticki zna¢ajnim u slu¢aju p < 0,001. Svi statisticki
proracuni uradeni su koris¢enjem GraphPad Prism 5 version 5.01 softvera (GraphPad Prism
Software Inc. California, USA).
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Ciljevi ispitivanja

Odrediti koncentracije citokina: sE-selektin, G-CSF, ICAM-1, IFN-alpha, IFN-
gamma, IL-lalpha, IL-1beta, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A, IP-10, MCP-1,
MIP-lalpha, MIP-1lbeta, LAP i TNF-alpha iz uzoraka peritoneumske te¢nosti uzetih
neposredno po laparotomiji i uzoraka venske krvi uzetih neposredno pre uvoda u anesteziju,
prvog i treceg dana nakon operacije i izvrsiti poredenje koncentracija serumskih i
peritoneumskih citokina kod dece podvrgnute apendektomiji sa razliCitim klini¢kim,

laboratorijskim i patohistoloskim nalazima.

Izvrsiti analizu demografskih i anamnestickih podataka kao i analizu patohistoloskih
nalaza preparata reseciranih apendiksa kod pacijenata obuhvacenih ovim ispitivanjem, radi

korelacije sa ostalim parametrima pracenja.

Izvrsiti analizu krvne slike i biohemijskih analiza markera inflamacije kao i skoriranje

klinickih nalaza u ispitivanoj grupi, radi korelacije sa ostalim parametrima praé¢enja
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Hipoteze ispitivanja

Nivoi serumskih i peritoneumskih koncentracija citokina: sE-selektin, G-CSF, ICAM-
1, IFN-alpha, IFN-gamma, IL-1alpha, IL-1beta, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-
17A, IP-10, MCP-1, MIP-lalpha, MIP-1beta, LAP i TNF-alpha znacajno koreliraju sa

klinickim, laboratorijskim i patohistoloskim nalazima kod dece podvrgnute apendektomiji.

Postoji znacajna korelacija izmedu vrednosti navedenih citokina u peritonealnoj

te¢nosti (lokalna inflamacija) i serumu (sistemska inflamacija).
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Rezultati

U periodu od devet meseci (april - decembar 2015. godine), prospektivno je ispitano
129-oro dece, kod kojih je bila indikovana otvorena hirurSka intervencija i koja su operisana

zbog sumnje na akutni apendicitis.

Nakon patohistoloske analize reseciranih apendiksa, svi pacijenti su podeljeni u tri
grupe. Prvu patohistolosku grupu (NEAA) su predstavljali pacijenti sa nalazom normalnog
apendiksa ili ranog (kataralnog) apendicitisa; drugu, grupu nekomplikovanog apendicitisa
(UAA), pacijenti sa nalazom flegmonoznog apendicitisa; dok su tre¢u, grupu komplikovanog
apendicitisa (CAA), predstavljali pacijenti sa nalazom gangrenoznog (nekroti¢nog) i/ili
perforativnog apendicitisa. Dve devojCice, kod kojih je patohistoloski naden izolovani

periapendicitis, bile su iskljucene iz ispitivanja.

9. Demografske karakteristike i socio-epidemioloski kontekst

Ispitivana deca su bila starosnog uzrasta 3 do 16 godina, od ¢ega 77-oro decaka 1 50
devojcica (broj¢ani odnos izmedu polova 1.54 u korist decaka), sa prose¢nom staro$¢u od

10.43 £4.02 (decaci: 10.03 + 3.90; devojcice: 11.03 £4.16).
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U prvu patohistolosku grupu (NEAA) svrstano je 20 pacijenta (9 decaka i 11
devojcica), u drugu (UAA) je svrstano 30 (18 decaka i 12 devojcica), dok je u trecu grupu
(CAA) svrstano 77 pacijenata (50 decaka i 27 devojcica).

U pogledu uzrasne i1 polne distribucije, najveci broj operisanih pacijenata se nalazio u
uzrasnoj grupi 3 do 8 godina, nesto manji broj u grupi 13 do 16 godina, dok je najmanje
pacijenata bilo u uzrasnoj grupi 9 do 12 godina. U sve tri uzrasne grupe dominirali su

pacijenti muskog pola (Tabela 3).

3-8 god. 9-12 god. 13-16 god. >
detaci  devojdice  defaci  devojcice  detaci  devojSice  dedaci  devojice
NEAA (n=20) 5 3 2 2 2 6 9 11
UAA (n=30) 4 6 8 1 6 5 18 12
CAA (n=77) 22 8 12 9 16 10 50 27
31 17 22 12 24 21 7 50
2 48 34 45 127

Tabela 3. Demografske karakteristike i distribucija pacijenata po grupama (NEAA —
normalan nalaz apendiksa / rani akutni apendicitis; UAA — nekomplikovani akutni
apendicitis; CAA — komplikovani akutni apendicitis).

Od ukupnog broja analiziranih pacijenata, njih 6-oro (4.7%) su rodeni prevremeno
dok je kod 21 (16.5%) zabelezen anamnesticki podatak akutnog apendicitisa u porodici. U
kolektivu je boravilo 107-oro (84.3%) ispitivane dece, dok je duvanskom dimu bilo izloZzeno
njih 51 (40.2%). Astma je zabelezena kod 8 (6.2%) dece, dok su hroni¢no uvecane tonzile
i/ili adenoidne vegetacije bile prisutne kod njih 29-oro (22.8%).

10. Simptomi i klinicki znaci

Kod pacijenata su analizirani slede¢i simptomi i klini¢ki znaci: gubitak apetita,
mucnina/povracanje, migracija bola iz periumbilikalne u desnu ingvinalnu regiju, palpatorna
bolna osetljivost desne ingvinalne regije, bolna osetljivost donjeg desnog abdominalnog

kvadranta na kasalj, perkusiju i skakanje, i porast telesne temperature.
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Najzastupljeniji simptomi su bili palpatorna bolna osetljivost desne ingvinalne regije,
prisutna kod 126 (99.2%) pacijenata, i bolna osetljivost donjeg desnog abdominalnog
kvadranta na kasalj, perkusiju i skakanje, prisutna kod 104 (81.9%) pacijenata. Svi ispitivani
simptomi 1 klini¢ki znaci bili su najprisutniji u grupi pacijenata sa komplikovanim akutnim
apendicitisom. Apsolutna i procentualna zastupljenost pojedinih simptoma i klini¢kih

znakova, kod ukupnog broja pacijenata i po grupama, prikazana je u Tabeli 4.

Simptomi su se kod ispitivane dece javljali nekoliko sati do sedam dana pre hirurske
intervencije, u najve¢em broju slucajeva su trajali 1 do 2 dana. Od ukupnog broja pacijenata,
kod njih 73-je simptomi su trajali krace, dok je kod njih 54 trajanje simptoma bilo duze od 24
sata. Prosecno trajanje simptoma do hiruske intervencije bilo je oko 41 sat. Najduze prose¢no
trajanje simptoma pre intervencije, oko 54 sata, bilo je prisutno u grupi pacijenata sa
normalnim nalazom apendiksa ili ranim apendicitisom. Prose¢no trajanje simptoma u grupi
pacijenata sa nekomplikovanim akutnim apendicitisom bilo je oko 32 sata, dok su u grupi

pacijenata sa komplikovanim akutnim apendicitisom simptomi prosecno trajali 38 sati.

Y (127)  NEAA(20) UAA(30) CAA(77)

n (%) n (%) n (%) n (%)
gubitak apetita 92 (72,4) 16 (80) 13 (43,3) 63 (81,8)
mucnina/povracanje 83 (65,4) 10 (50) 15 (50) 58 (75,3)
migracija bola iz PU u DIR 24 (18,9) 3 (15) 3 (10) 18 (23,4)
palpatorna bolnaosetljivist DIR 126 (99,2) 20 (100) 29 (96,7) 77 (100)
bolna osetljivost DDAK na KPS 104 (81,9) 14 (70) 19 (63,3) 71 (92,2)
porast telesne temperature 68 (53,5) 12 (60) 7 (23,3) 49 (63,6)

Tabela 4. Zastupljenost simptoma i klini¢kih znakova kod ispitanih pacijenata (PU-
periumbilikalna; DIR-desna ingvinalna regija; DDAK-donji desni abdominalni kvadrant;
KPS-kasalj, perkusija i skakanje)

11. Operativni nalaz

Od ukupnog broja pacijenata, intraoperativni nalaz normalnog apendiksa ili ranog
(kataralnog) apendicitisa (NEAA) imao je 21 (16.5%) pacijent, nalaz nekomplikovanog
apendicitisa (UAA), ukupno 50 (39.4%) pacijenata i nalaz komplikovanog apendicitisa
(CAA), ukupno 56 (44.1%) pacijenata. Od ukupnog broja pacijenata, 26.8% intraoperativnih
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nalaza nije odgovaralo patohistoloskom nalazu, gde je nalaz NEAA imalo 20 (15.7%)
pacijenata, nalaz UAA 30 (23.6%) pacijenata, dok je nalaz CAA imalo 77 (60.7%) pacijenata
(Tabela 5).

nalaz intraoperativni  patohistoloski

21 1 20

uaa 20 27\A 30
can 56 6><: 77

Tabela 5. Ucestalost operativnih i patohistoloskih nalaza

NEEA

Najvece neslaganje izmedu nalaza bilo je prisutno kod patohistoloskog nalaza
komplikovanog apendicitisa (CAA), gde je u 27 (35.1%) slucajeva nalaz bio intraoperativno
potcenjen, dok je kod 6 (7.8%) pacijenata nalaz bio intraoperativno precenjen (pacijenti su
patohistoloski pripadali grupi nekomplikovanog apendicitisa). Intraoperativni nalaz kod 1

(1.3%) pacijenta iz grupe nekomplikovanog apendicitisa, bio je potcenjen (Tabela 5).

12. Rutinski laboratorijski nalazi

Od standardnih laboratorijskih parametara, prac¢eni su: apsolutni broj leukocita,
procentualni udeo neutrofila i limfocita, neutrofilno-limfocitni odnos, mijeloperoksidazni
indeks i C-reaktivni protein. Ovi parametri su odredivani iz preoperativnog uzorka venske

krvi i iz uzoraka venske krvi od prvog i tre¢eg postoperativnog dana (Tabela 6).
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vreme

9 0 0
uzorkovanja WBC (10°/1) Ne (%) Ly (%) NLR MPXI CRP (mg/l)
pre operacije 12,89 + 4,72 70,97 + 10,87 18,90 + 9,48 6,73 + 8,57 -0,15+5,76 53,85+ 62,92
NEAA
(n=20) 1 POStop. dan  12,19+£3,15  78,62+7,48 13,30 £5,78 7,61 + 5,10 2,11+ 3,66 70,78 + 74,53
3. postop. dan 8,02 £2,33 61,97 +£ 7,95 25,82 +7,32 2,74+ 1,39 0,61 +5,25 52,12 +£ 53,05
pre operacije 13,60 £ 5,25 73,53 + 14,20 17,44 + 10,85 833+ 9,05 -2,55+5,30 25,11 £ 39,18
UAA
(h=30)  l-Postop.dan 1100362  7510+10,18  1699£7.33  546+285 -538+9,11 37,61 + 30,08
3. postop. dan 7,62 +2,55 60,20+ 11,49 27,36 +£9,45 2,75+ 1,85 -6,83 £9,75 21,95 +£20,99
pre operacije 19,32 + 6,44 83,66 £ 6,47 8,48 +4,37 13,49 + 10,24 -1,75 £5.,88 69,50 + 68,11
CAA
(n=77) 1. postop. dan 13,14+ 5,02 78,81 £ 7,65 12,97 £ 6,36 8,14 £5,35,95 -2,32+ 5,70 124,10 + 85,26
3. postop. dan 9,47 + 5,66 64,26 + 12,87 23,50+ 11,27 3,89+ 3,01 -3,78 £ 6,26 74,09 + 55,79

Tabela 6. Srednje vrednosti rutinskih laboratorijskih analiza u formiranim patohistoloskim grupama pacijenata (WBC-leukociti; Ne-

neutrofili; Ly-limfociti; NLR-neutrofilno-limfocitni odnos; MPXI-mijeloperoksidazni indeks; CRP-C reaktivni protein)



12.1. Neutrofilno-limfocitni odnos (NLR)

Na ukupnom broju pacijenata, zabeleZzena je znaCajna statistiCka razlika izmedu
preoperativnih vrednosti NLR 1 vrednosti NLR od prvog i tre¢eg postoperativnog dana
(Figura 1A). Vrednosti NLR su belezile kontinuirani pad od preoperativnih vrednosti ka
vrednostima od treceg postoperativnog dana, pokazujuéi razliku visoke statisticke znacajnosti
izmedu preoperativnih 1 vrednosti NLR od prvog postoperativnog dana (11.21£10.07 vs.
7.42+5.43, p=0.0016) 1 razlike veoma visoke statisticke znacajnosti izmedu preoperativnih 1
vrednosti NLR od tre¢eg postoperativnog dana (11.21£10.07 vs. 3.4442.61, p<0.0001), kao i
izmedu vrednosti NLR od prvog i tre¢eg postoperativnog dana (7.42+5.43 vs. 3.44+2.61,
p<0.0001).

12.1.1. NLR u tri vremena po patohistoloskim grupama

Statisticki zna¢ajne razlike u NLR izmedu preoperativnih i vrednosti od prvog i treceg
postoperativnog dana su nadene i u svakoj pojedinacnoj patohistoloskoj grupi, ali sa
razli¢itim obrascem promene u NEAA grupi (Figura 1B). Naime, vrednosti NLR u NEAA
grupi su bile najviSe prvog postoperativnog dana, statisticki znacajno razli¢ite od
preoperativnih vrednosti (7.61+£5.10 vs. 6.73+8.53, p=0.041), kao i od vrednosti treCeg
postoperativnog dana, sa veoma visokom statistickom znacajnosti (7.61£5.10 vs. 2.74+1.39,
p=0.022). Preoperativne vrednosti su u ovoj grupi, bile znacajno vise od vrednosti treceg
postoperativnog dana (6.73+8.53 vs. 2.74+1.39, p<0.0001). U UAA grupi, zabeleZen je
kontinuirani pad od preoperativnih ka vrednostima tre¢eg postoperativnog dana (Figura 1C),
pri ¢emu nije bilo znacajne razlike izmedu preoperativnih i vrednosti od prvog
postoperativnog dana, dok su razlike izmedu vrednosti od prvog i tre¢eg postoperativnog
dana (5.46+2.85 vs. 2.75+1.85, p<0.0001), kao i izmedu preoperativnih i vrednosti od treceg
postoperativnog dana (8.34+9.05 vs. 2.65+1.70, p=0.0006), bile sa veoma visokom
statistiCkom znacajnosti. U CAA grupi, takode, vrednosti NLR su bile najviSe preoperativno
a najnize treceg postoperativnog dana (Figura 1D). Razlike veoma visoke statisticke
znacajnosti, bile su i u ovoj grupi prisutne izmedu preoperativnih i vrednosti od prvog
postoperativnog dana (13.49+10.24 vs. 8.15+5.54, p<0.0001), izmedu vrednosti od prvog i
treCeg postoperativnog dana (8.1545.54 vs. 3.89+£3.01, p<0.0001), kao 1 izmedu
preoperativnih i vrednosti NLR od tre¢eg postoperativnog dana (13.49+10.24 vs. 3.89+3.01,
p<0.0001).
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A NLR na ukupnom broju pacijenata B NLR u NEAA grupi
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Figura 1. Komparacija NLR vrednosti u tri vremena kod ukupnog broja pacijenata
(A); u NEAA grupi (B); u UAA grupi (C); u CAA grupi (D). (Srednja vrednost+standardna
greska, Mann-Withney test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

12.1.2. Razlike NLR izmedu patohistoloskih grupa, u tri vremena

Najnize preoperativne vrednosti NLR su bile prisutne u NEAA grupi (Figura 2A),
statisti¢ki znacajno manje nego u CAA grupi (6.73+£8.53 vs. 13.49+10.24, p<0.0001), dok
prema UAA grupi statisticka znacajnost nije dosegnuta. Razlika izmedu UAA i CAA grupe je
takode bila statisticki znacajna (8.3349.05 vs. 13.49+10.24, p<0.0001).

Prvog postoperativnog dana, najnize vrednosti NLR su bile prisutne u UAA grupi
(Figura 2B), pri ¢emu je statistiCka znacajnost dosegnuta prema CAA grupi (5.46+2.85 vs.
8.14£5.54, p=0.0106) ali ne 1 prema NEAA grupi. Statisticka znacajnost nije dosegnuta u

vrednostima NLR izmedu NEAA i CAA grupe.
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Treceg postoperativnog dana, vrednosti NLR su bile skoro podjednake u NEAA i

UAA grupi, dok su vrednosti u CAA grupi bile najvise (Figura 2C). Statisticki znacajna

razliCitost je bila prisutna samo izmedu UAA 1 CAA grupe (2.76£1.85 vs. 3.89+3.01,

p=0.0488).
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Figura 2. Komparacija NLR vrednosti izmedu patohistoloSkih grupa u tri vremena:
preoperativno (A); prvog postoperativnog dana (B); treCeg postoperativnog dana (C).
(Srednja vrednosttstandardna greska, Mann-Withney test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <

0.001).

12.1.3. Korelacija NLR sa preoperativnim trajanjem simptoma (PSD)

Preoperativne vrednosti NLR su pokazale negativnu korelaciju sa PSD na ukupnom

broju pacijenata (Spearman r=-0.2831, p=0.0013, Figura 3A), kao i u UAA grupi pacijenata
(Spearman r= -0.5698, p=0.0010, Figura 3B). U grupi NEAA i CAA, statisticka znacajnost

korelacije NLR 1 PSD nije nadena.
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Figura 3. Korelacija NLR sa preoperativnim trajanjem simptoma: na ukupnom uzorku

(A); u UAA grupi (B).

12.1.4. Korelacija NLR sa Pedijatrijskim apendicitis skorom (PAS)

Preoperativno je, na ukupnom uzorku, nadena statisticki znacajna pozitivna korelacija

vrednosti NLR i PAS (Spearman r=0.5013, p<0.0001, Figura 4A).
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Figura 4. Korelacija NLR sa Pedijatrijskim apendicitis skorom: na ukupnom uzorku (A); u

NEAA grupi (B); u UAA grupi (C).
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Takode, znacajna pozitivna korelacija ovih vrednosti je nadena i u grupama NEAA
(Spearman r=0.5575, p=0.0106, Figura 4B) i UAA (Spearman r=0.5968, p=0.0005, Figura
4C). U grupi CAA nije nadena statisticki znacajna korelacija ovih vrednosti.

12.1.5. Razgranicavajuce (cut-off) vrednosti NLR izmedu patohistoloskih grupa

Optimalna razgranic¢avaju¢a NLR vrednost izmedu NEAA i UAA grupe pacijenata

bila je 5.1, sa senzitivno$¢u od 50.00% i specifi¢nos¢u od 73.78% (AUC=0.5754, p=0.3776,

Figura 5A), sto predstavlja nepouzdan test.
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Figura 5. ROC (Receiver Operating Characteristic) krive formiranih patohistoloskih
grupa. ROC kriva za NEAA i UAA grupu (A); ROC kriva za UAA i CAA grupu (B); i ROC
kriva za NEAA i IAA (UAA + CAA) grupu (C).
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Izmedu grupa UAA i CAA, optimalna razgranicavajuc¢a vrednost NLR je iznosila
7.49, sa senzitivno$¢u od 76.62% (AUC=0.7948, p<0.0001, Figura 5B) i specifi¢nos¢u od
73.33%, $to predstavlja test umerene pouzdanosti. Izmedu grupe NEAA i grupe pacijenata sa
inflamiranim apeniksom (zdruzeni pacijenti grupe UAA i grupe CAA), dobijena je optimalna
razgrani¢avaju¢a vrednost NLR od 5.1, sa senzitivnoSéu od 82.24% 1 specificnos¢u od

73.68% (AUC=0.7890, p<0.0001, Figura 5C), §to predstavlja test umerene pouzdanosti.

12.2. C - reaktivni protein (CRP)

Kod ukupnog broja pacijenata, vrednost CRP je bila najvisa prvog postoperativnog
dana (Figura 6A). dok su sliéne vrednosti bile zabelezene preoperativno i treCeg
postoperativnog dana. StatistiCki visoko znaéajna razlika bila je prisutna izmedu
preoperativnih vrednosti i vrednosti CRP od prvog postoperativnog dana (56.57+63.94 vs.
95.94£82.76, p<0.0001), kao i izmedu vrednosti od prvog i treéeg postoperativnog dana
(95.94£82.76 vs. 58.31+53.60, p<0.0001). Preoperativne 1 vrednosti CRP od treceg

postoperativnog dana su bile sli¢ne 1 statisticki znacajna razlika ovde nije zabelezena.

12.2.1. CRP u tri vremena po patohistoloskim grupama

Vrednosti CRP po patohistolo§kim grupama, menjale su se tokom vremena po istom
modelu kao i na ukupnom uzorku, pokazujuéi najvise vrednosti prvog postoperativnog dana
(Figure 6B, 6C i 6D). Medutim, ove su se vrednosti znacajno razlikovale samo u CAA grupi,
1 to ponovo sa vrlo visokom statistickom znacajnosti, izmedu preoperativnih i vrednosti od
prvog postoperativnog dana (69.50+68.11 vs. 124.10+85.26, p<0.0001), kao i izmedu
vrednosti od prvog i treCeg postoperativnog dana (124.10+£85.26 vs. 74.09+55.79, p=0.0002).
Statisticka razlika izmedu preoperativnih vrednosti CRP 1 vrednosti od treCeg

postoperativnog dana nije bila prisutna ni u ovoj patohistoloskoj grupi.

36



CRP na ukupnom broju pacijenata CRP uNEAA grupi

4(X)_ } dkk = k% : 4()0_
300 5 300
= : N )
g : x g |
= 2004 b 3 : 200
& = 3 ; & |
U .z. O & U 1()0 % ° °
100 : % . i ' == .
& = :
% % —:% $ o %
0——&’" b S 0 o B
preoperativno 1. postop. dan 3. postop. dan preoperativno 1. postop. dan 3. postop. dan
CRP u UAA grupi CRP u CAA grupi
250_ 400_ } *kk I kK :
2004 3004 '.
150 Eo . 3
g E 200 s iy
& 100 % E 7 %
O o e $ :
50 ) : o1 & g _—-u_;-_—_::
i > == - = pd :
0 e + =2 01— : i
preoperativno 1. postop. dan 3. postop. dan preoperativno 1. postop. dan 3. postop. dan

Figura 6. Komparacija CRP vrednosti u tri vremena kod ukupnog broja pacijenata
(A); u NEAA grupi (B); u UAA grupi (C); u CAA grupi (D). (Srednja vrednost+standardna
greska, Mann-Withney test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

12.2.2. Razlike CRP izmedu patohistoloskih grupa, u tri viemena

Najnize preoperativne vrednosti CRP su bile prisutne u UAA grupi (Figura 7A), pri
Cemu su se statistiCki znacajno razlikovale samo od CAA grupe (25.11£39.18 wvs.
69.50+68.11, p<0.0001), dok prema NEAA grupi statisticka znacCajnost nije dosegnuta.
Razlika izmedu NEAA i CAA grupe takode nije bila statisticki znacajna.

Prvog postoperativnog dana, najnize vrednosti CRP su bile prisutne u UAA grupi
(Figura 7B), pri ¢emu je statisticka znacajnost dosegnuta ponovo samo prema CAA grupi
(37.61£30.08 vs. 124.10+85.26, p<0.0001). Statisticka znaCajnost nije dosegnuta u
vrednostima CRP izmedu UAA i NEAA grupe ali je bila prisutna izmedu NEAA i CAA
grupe (70.78+74.53 vs. 124.10+£85.26, p=0.0041).
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Treceg postoperativnog dana, ponovo su vrednosti CRP bile najnize u UUA grupi
(Figura 7C), dostizuéi statisti¢ki znaCajnu razliku i prema NEAA grupi (37.61£30.08 vs.
70.78+74.53, p=0.0083) i prema CAA grupi (37.61+30.08 vs. 124.10+£85.26, p<0.0001).
Razlika izmedu NEAA 1 CAA grupe nije zabeleZena.
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Figura 7. Komparacija CRP vrednosti izmedu patohistoloskih grupa u tri vremena:
preoperativno (A); prvog postoperativnog dana (B); treceg postoperativnog dana (C).
(Srednja vrednosttstandardna greska, Mann-Withney test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <

0.001).

12.2.3. Korelacija CRP sa preoperativnim trajanjem simptoma (PSD)

Preoperativne vrednosti CRP su pozitivno korelirale sa PSD na ukupnom broju
pacijenata (Spearman r=0.2514, p=0.0045, Figura 8A), kao i u CAA grupi pacijenata
(Spearman r=0.3228, p=0.0042, Figura 8B). U grupi NEAA i UAA, statisticka znacajnost
korelacije CRP i PSD nije nadena.
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12.2.4. Korelacija CRP sa Pedijatrijskim apendicitis skorom (PAS)
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Figura 9. Korelacija NLR sa Pedijatrijskim apendicitis skorom: na ukupnom uzorku
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Preoperativno je, na ukupnom uzorku, nadena statisticki znacajna pozitivna korelacija

vrednosti CRP i PAS (Spearman r=0.3993, p<0.0001, Figura 9A). Takode, znacajna
pozitivna korelacija ovih vrednosti je nadena i u grupama NEAA (Spearman r=0.6268,
p=0.0041, Figura 9B) i CAA (Spearman r=0.3039, p=0.0072, Figura 9C). U grupi UAA

korelacija ovih vrednosti nije zabelezena.

12.2.5. Razgranicavajuce (Cut-off) vrednosti CRP izmedu patohistoloskih grupa

Optimalna razgrani¢avaju¢a CRP vrednost izmedu NEAA 1 UAA grupe pacijenata

bila je 6.6 mg/l, sa senzitivnos¢u od 46.67% i specificnos¢u od 73.68% (AUC=0.6158,
p=0.1757, Figura 10A), sto predstavlja nepouzdan test.
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Figura 10. ROC (Receiver Operating Characteristic) krive formiranih patohistoloskih
grupa. ROC kriva za NEAA i UAA grupu (A); ROC kriva za UAA i CAA grupu (B); i ROC
kriva za NEAA i IAA (UAA + CAA) grupu (C).
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Izmedu grupa UAA i CAA, optimalna razgranicavajuc¢a vrednost NLR je iznosila

27.15 mg/l, sa senzitivno$éu od 70.13% i specifi¢noséu od 70,00% (AUC=0.7621, p<0.0001,

Figura 10B), Sto predstavlja test umerene pouzdanosti. Izmedu grupe NEAA i grupe

pacijenata sa inflamiranim apeniksom (zdruzeni pacijenti grupe UAA i grupe CAA), dobijena

je optimalna razgranicavajuca vrednost CRP od 17.35 mg/l, sa senzitivnho$éu od 68.22% i

specificnoséu od 47.37% (AUC=0.5440, p=0.5418, Figura 10C), sto predstavlja nepouzdan

test.

12.3. Neutrofilni mijeloperoksidazni index (MPXI)

Na ukupnom broju pacijenata, nije zabeleZena statisticki znacajna razlika izmedu

preoperativnih, vrednosti MPXI od prvog i treceg postoperativnog (Figura 11A).
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Figura 11. Komparacija MPXI vrednosti u tri vremena kod ukupnog broja pacijenata
(A); u NEAA grupi (B); u UAA grupi (C); u CAA grupi (D). (Srednja vrednosttstandardna
greSka, Mann-Withney test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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12.3.1. MPXI u tri vremena po patohistoloskim grupama

U okviru formiranih patohistoloskih grupa, vrednosti MPXI u razli¢itim vremenskim

odrednicama, takode nisu pokazale znacajne statisti¢ke razlike (Figure 11B, 11C i 11D).

12.3.2. Razlike MPXI izmedu patohistoloskih grupa, u tri viemena

lako su u UAA grupi bile prisutne najnize preoperativne vrednosti MPXI, ove
vrednosti nisu pokazale statisticki znacajnu razliku u odnosu na preostale dve patohistoloske

grupe. Razlika nije postojala ni izmedu vrednosti NEAA 1 CAA grupe medusobno (Figura
12A).
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Figura 12. Komparacija MPXI vrednosti izmedu patohistoloskih grupa u tri vremena:
preoperativno (A); prvog postoperativnog dana (B); treceg postoperativnog dana (C).
(Srednja vrednost+standardna greska, Mann-Withney test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001).
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Prvog postoperativnog dana, najnize vrednosti MPXI bile su prisutne U ponovo u
UAA grupi (Figura 12B), ali sa evidentiranom vrlo visokom statistickom znacajnosti prema
NEAA grupi (-5.38+9.12 vs. 2.114£3.66, p=0.0009) i bez statisti¢ke razli¢itosti prema CAA
grupi. StatistiCka znacajnost razlikovanja je dosegnuta i u vrednostima MPXI izmedu NEAA
i CAA grupe, gde je zabelezena veca vrednost kod pacijenata iz NEAA grupe (2.1143.66 vs.
-2.3245.70, p=0.0016).

I treceg postoperativnog dana, vrednosti MPXI su bile najnize u UUA grupi (Figura
12C), ponovo dostizu¢i statisticki znacajnu razliku samo prema NEAA grupi (-6.834£9.75 vs.
0.61+5.25, p=0.0138). Razlika izmedu vrednosti NEAA i CAA grupe su takode evidentirane,
sa ve¢im vrednostima u CAA grupi (0.614£5.25 vs. -3.78+6.26, p=0.0228).

12.3.3. Korelacija MPXI sa preoperativnim trajanjem simptoma (PSD)

Preoperativne vrednosti MPXI nisu pokazale korelaciju sa PSD niti na ukupnom broju

pacijenata niti u patohistoloskim grupama.

12.3.4. Korelacija MPXI sa Pedijatrijskim apendicitis skorom (PAS)

Preoperativne vrednosti MPXI nisu pokazale korelaciju sa PAS niti na ukupnom broju

pacijenata niti u patohistoloSkim grupama.

12.3.5. Razgranicavajuce (cut-off) vrednosti MPXI izmedu patohistoloskih grupa

Optimalna razgrani¢avaju¢a MPXI vrednost izmedu NEAA i UAA grupe pacijenata
bila je 0.6, sa senzitivno$¢u od 72.22% i specifiénos¢u od 53.33% (AUC=0.5889, p=0.3856,
Figura 13A), sto predstavlja nepouzdan test. Izmedu grupa UAA i CAA, optimalna
razgranicavajuca vrednost MPXI je iznosila -2.45, sa senzitivnos¢u od 63.46% i
specificnos¢u od 70,00% (AUC=0.7621, p<0.0001, Figura 13B), §to predstavlja test umerene
pouzdanosti. Izmedu grupe NEAA 1 grupe pacijenata sa inflamiranim apeniksom (zdruzeni
pacijenti grupe UAA i grupe CAA), dobijena je optimalna razgranicavajuc¢a vrednost MPXI
od 2.05, sa senzitivnosc¢u 80.00% specifi¢noséu od 46.67% (AUC=0.5729, p=0.3779, Figura
13C), sto predstavlja nepouzdan test.
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Figura 13. ROC (Receiver Operating Characteristic) krive formiranih patohistoloskih
grupa. ROC kriva za NEAA i UAA grupu (A); ROC kriva za UAA i CAA grupu (B); i ROC
kriva za NEAA i IAA (UAA + CAA) grupu (C).

12.4. Korelacija vrednosti neutrofilno-limfocitnog odnosa i
C-reaktivnog proteina

Na ukupnom broju pacijenata, dokazana je jaka pozitivna korelacija izmedu vrednosti
NLR i CRP, prvog postoperativnog dana (Spearman r=0.4082, p<0.0001, Figura 14A) i
treCeg postoperativnog dana (Spearman r=0.5809, p<0.0001, Figura 14B). Statisticka

znacajnost nije dosegnuta u korelaciji preoperativnih vrednosti na ukupnom uzorku.
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Figura 14. Korelacija vrednosti NLR i CRP na ukupnom broju pacijenata, prvog
postoperativnog dana (A) i tre¢eg postoperativnog dana (B).
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Figura 15. Korelacija vrednosti NLR i CRP u grupi NEAA treceg postoperativnog

dana (A); u grupi CAA drugog (B) i treceg postoperativnog dana (C).
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U okviru patohistoloskih grupa, znacajna korelacija izmedu vrednosti CRP i NLR je
nadena u NEAA grupi treceg postoperativnog (Spearman r=0.4778, p=0.0449, Figura 15A)
dana i u CAA grupi drugog (Spearman r=0.5540, p<0.0001, Figura 15B) i tre¢eg (Spearman
r=0.7301, p<0.0001, Figura 15C) postoperativnog dana.

12.5. Korelacija vrednosti neutrofilno-limfocitnog odnosa i
mijeloperoksidaznog indeksa

Vrednosti NLR nisu pokazale korelaciju sa vrednostima MPXI na ukupnom broju
pacijenata niti u jednoj vremenskoj tacki uzorkovanja krvi. Zna¢ajna pozitivna korelacija je
nadena samo u NEAA grupi treceg postoperativnog dana (Spearman r=0.6499, p=0.0047,
Figura 16A), kod je u grupi UAA preoperativno nadena znaajna negativna korelacija
(Spearman r=-0.5540, p<0.0327, Figura 16B).

NEAA - tre¢i postoperativni dan UAA - preoperativno
104 . 10—
5_.
5 . .. NLR
. O e - T Cl T 1
=9 ) T T 1 al
= P 4 6 8 = .
. NLR -107 Spearman r= -0.5046
-5 o Spearman r=0.6499 p=0.0327
» p=0.0047 -154
10- -20-

Figura 16. Korelacija vrednosti NLR 1 MPXI u grupi NEAA tre¢eg postoperativnog
dana (A) i u grupi UAA preoperativno (B).

12.6. Korelacija vrednosti C-reaktivnog proteina i mijeloperoksidaznog
indeksa

Na ukupnom broju pacijenata, potvrdena je pozitivna korelacija izmedu vrednosti
CRP i MPXI, preoperativno (Spearman r=0.2290, p=0.0350, Figura 17), dok statisticka

znacajnost nije dosegnuta u korelaciji postoperativnih vrednosti na ukupnom uzorku.
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Figura 17. Korelacija vrednosti CRP i MPXI na ukupnom broju pacijenata
preoperativno.

U okviru patohistoloskih grupa, pozitivna korelacija izmedu CRP i MPXI je nadena
samo u NEAA grupi, preoperativno (Spearman r=0.5433, p=0.0363, Figura 18A) i prvog
postoperativnog dana (Spearman r=0.5319, p=0.0280, Figura 18B).
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Figura 18. Korelacija vrednosti CRP i MPXI u grupi NEAA preoperativno (A) i prvog
postoperativnog dana (B).

13. Citokini

Testirane su vrednosti sE-selektina, G-CSF, ICAM-1, IFN-alpha, IFN-gamma, IL-
lalpha, IL-1beta, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-13, IL-17A, IP-10, MCP-1, MIP-1alpha,
MIP-1beta, LAP i TNF-alpha u serumu i peritoneumskoj tecnosti, po danima, izmedu grupa,

u medusobnoj korelaciji i korelaciji sa laboratorijskim parametrima.
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Figura 19. Komparacija vrednosti serumskih citokina u tri vremena kod ukupnog broja
pacijenata: 1L-4 (A); IL-6 (B); IL-12 (C); IL-17 (D); TNF-alfa (E); IFN-alfa (F); IP-10 (G);
MCP-1 (H). (Srednja vrednost+standardna greska, Mann-Withney test, *p < 0.05, **p < 0.01,

***p < O

.001).
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13.1. Razlike serumskih citokina

Testirane su razlike vrednosti citokina u tri vremena na ukupnom broju pacijenata i
unutar formiranih patohistoloskih grupa. Potom su testirane razlike u citokinskim
vrednostima izmedu patohistoloskih grupa, preoperativno, prvog i treeg postoperativnog

dana.

13.1.1. Serumski citokini u tri vremena na ukupnom broju pacijenata

Na ukupnom broju pacijenata, kod serumskih citokina, statisticki znacajna razlika

izmedu preoperativnih i vrednosti od prvog i tre¢eg postoperativnog dana nadena je za: 1L-4,

IL-6, IL-12, IL-17A, TNF-alpha, IFN-alpha, IP-10 i MCP-1 (Figura 19).

Na ukupnom uzorku, IL-4 je imao najviSu vrednost preoperativno a najnizu prvog
postoperativnog dana (Figura 19A). Statisticka razlika je zabelezena izmedu vrednosti od
prvog i treceg postoperativnog dana (877696 vs. 1097817, p=0.0137), kao i izmedu
preoperativnih i vrednosti od treéeg postoperativnog dana (1228+3895 vs. 1097+817,
p=0.0006).

Vrednosti IL-6 su belezile kontinuirani postoperativni pad (Figura 19B). Statisticka
razlika je bila prisutna izmedu vrednosti iz sve tri vremenske tacke, znacajna izmedu
preoperativnih i vrednosti od prvog dana (3821+£7592 vs. 1823+5726, p=0.0276), kao i
izmedu vrednosti od prvog 1 treceg dana (18235726 vs. 8762664, p=0.0266) 1 vrlo visoko
znaajna izmedu preoperativnih 1 vrednosti od tre¢eg postoperativnog dana (3821+7592 vs.

876+2664, p=0.0006).

Vrednosti IL-12 su belezile kontinuirani postoperativni rast (Figura 19C), sa
statisticki zabelezenom razlikom izmedu preoperativnih 1 vrednosti od treceg dana (134+285

vs. 2244457, p=0.0185).

IL-17 je imao najnizu vrednost prvog postoperativnog dana, dok su preoperativne i
vrednosti od tre¢eg postoperativnog dana bile ujednacene (Figura 19D). Statisticki znacajna
razlika je dosegnuta izmedu vrednosti od prvog i treceg postoperativnog dana (13731065 vs.

1685+1153, p=0.0448).

Vrednosti TNF-alfa su zabelezile kontinuirani postoperativni rast (Figura 19E), sa
dosegnutim statistickim razlikama izmedu prvog i treceg (347+598 vs. 492+751, p=0.0168) i
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izmedu preoperativnih i vrednosti od treceg postoperativnog dana (301+£506 vs. 492+751,

p=0.0022).

INF-alfa je belezio najvise vrednosti preoperativno a najnize prvog dana (Figura 19F),
sa evidentiranom statistickom znacajnosti u razlikovanju vrednosti od prvog 1 treceg

postoperativnog dana (618715 vs. 739+£747, p=0.0486).

Vrednosti IP-10 su postoperativno kontinuirano rasle (Figura 19G), sa zabelezenim
razlikama izmedu prvog i treéeg dana (12809427691 vs. 15424432721, p=0.0400) i
preoperativnih i vrednosti od tre¢eg dana (10778+26590 vs. 15424432721, p=0.0080).

MCP-1 vrednosti su bile najviSe preoperativno i najnize prvog dana (Figura 19H).
Statisticka razlika je postojala izmedu preoperativnih i vrednosti od prvog dana (1401+2733

vs. 664+688, p=0.0475), kao i izmedu vrednosti od prvog i treéeg postoperativnog dana
(664+688 vs. 986+1672, p=0.0378).

13.1.2. Serumski citokini u tri vremena po patohistoloskim grupama

U NEAA grupi, nije pronadena statisticki znacajna razlika izmedu preoperativnih i

vrednosti od prvog 1 tre¢eg postoperativnog dana ni kod jednog od 20 testiranih serumskih

citokina.

U UAA grupi, statisti¢ki znacajna razlika je bila prisutna samo u slu¢aju IP-10 (Figura

20) 1 to u vrednostima izmedu prvog 1 tre¢eg dana (6735+19309 vs. 13065+37348,
p=0.0422).

[P-10 u UAA grupi
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Figura 20. Komparacija vrednosti serumskih citokina u tri vremena u UAA grupi.
(Srednja vrednost+standardna greska, Mann-Withney test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <

0.001).
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U CAA grupi, statisti¢ki znacajna razlika izmedu preoperativnih i vrednosti od prvog
i tre¢eg postoperativnog dana nadena je za: IL-4, IL-6, IL-12p70, TNF-alpha, IFN-alpha, IP-
10, MCP-1 i MIP-1beta (Figura 21).

IL-4 je imao najviSu vrednost treCeg postoperativnog dana a najnizu prvog
postoperativnog dana (Figura 21A). StatistiCka razlika je zabelezena izmedu vrednosti od
prvog i treCeg postoperativnog dana (885+695 vs. 11584854, p=0.0131), kao i izmedu
preoperativnih i vrednosti od treéeg postoperativnog dana (980+£1976 vs. 11584854,
p=0.0010).

Vrednosti IL-6 su belezile kontinuirani postoperativni pad (Figura 21B). Statisticka
razlika je bila prisutna izmedu vrednosti iz sve tri vremenske tacke, znafajna izmedu
preoperativnih i vrednosti od prvog dana (3782+7261 vs. 1551£5452, p=0.0401), kao i
izmedu vrednosti od prvog i tre¢eg dana (1551+5452 vs. 610+1379, p=0.0415) i vrlo visoko
znacajna izmedu preoperativnih i vrednosti od tre¢eg postoperativnog dana (3782+7261 vs.

6101379, p=0.0004).

Vrednosti IL-12 su belezile postoperativni rast (Figura 21C), sa statisticki

zabelezenom razlikom izmedu preoperativnih i vrednosti od treeg dana (128+254 vs.

228+487, p=0.0297).

Vrednosti TNF-alfa su zabelezile kontinuirani postoperativni rast (Figura 21D), sa
dosegnutim statistickim razlikama izmedu prvog i treceg (327+586 vs. 4431653, p=0.0179) i
izmedu preoperativnih i vrednosti od tre¢eg postoperativnog dana (272+391 vs. 443+653,
p=0.0047).

INF-alfa je belezio postoperativni rast (Figura 21E), sa evidentiranom statistickom
znacajnosti u razlikovanju vrednosti od prvog i tre¢eg postoperativnog dana (589+614 vs.

771+726, p=0.0375).

Vrednosti IP-10 su postoperativno kontinuirano rasle (Figura 21F), sa zabeleZenim
razlikama izmedu preoperativnih i vrednosti od tre¢eg dana (7117+16751 vs. 14391+29408,
p=0.0121).
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Figura 21. Komparacija vrednosti serumskih citokina u tri vremena u CAA grupi: IL-4
(A); IL-6 (B); IL-12 (C); TNF-alfa (D); INF-alfa (E); IP-10 (F); MCP-1 (G); MIP-1b (H).
(Srednja vrednost+standardna greSka, Mann-Withney test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <

0.001).

52



MCP-1 vrednosti su bile najviSe preoperativno i najnize prvog dana (Figura 21G).
Statisticka razlika je postojala izmedu preoperativnih i vrednosti od prvog dana (1477+2944
vs. 5984564, p=0.0322), kao i1 izmedu vrednosti od prvog i1 tre¢eg postoperativhog dana

(598+564 vs. 915+1176, p=0.0462).

MIP-1beta je imao najnizu vrednost prvog postoperativnog dana, dok su
preoperativne i vrednosti od treéeg postoperativnog dana bile ujednacene (Figura 21H).
Statisticki znaCajna razlika je dosegnuta izmedu preoperativnih i vrednosti od treceg

postoperativnog dana (1999+£2266 vs. 1862+1323, p=0.0081).

13.1.3. Razlike preoperativnih vrednosti serumskih citokina izmedu
patohistoloskih grupa

Statisticki znacajna razlika kod preoperativnih vrednosti serumskih citokina izmedu

patohistoloskih grupa zabelezena je za: MIP-1alfa, IP-10 i IL-10 (Figura 22).
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Figura 22. Komparacija preoperativnih vrednosti serumskih citokina izmedu
patohistoloskih grupa MIP-1alfa (A); IP-10 (B); IL-10 (C). (Srednja vrednost+standardna
greska, Mann-Withney test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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MIP-lalfa je bio najvisi u NEAA grupi a najnizi u UAA grupi (Figura 22A),
diferencirajuéi sa statistickom znacajnosti UAA od CAA grupe pacijenata (684+1004 vs.
1113+618, p=0.0482).

Vrednosti IP-10 bile su najvise u grupi NEAA a najnize u grupi CAA (Figura 22B),
dosezuci statisticki znacajnu razliku izmedu NEAA 1 UAA (31962+54209 vs. 8437+17431,
p=0.0410), kao i izmedu NEAA i CAA (31962+54209 vs. 7427+17049, p=0.0466).

IL-10 je imao najnize preoperativne vrednosti u UAA grupi (Figura 22C), statisticki
znacajno manje nego u CAA grupi (255+580 vs. 386+695, p=0.0482), dok prema NEAA

grupi, kao i izmedu NEAA i CAA, statisticka znacajnost nije dosegnuta.

13.1.4. Razgranicavajuce vrednost IP-10, IL-10 i MIP-1alfa izmedu
patohistoloskih grupa

Optimalna razgrani¢avajuca vrednost IP-10 izmedu NEAA i UAA grupe pacijenata
bila je 2956 pg/ml, sa senzitivnos¢u od 75.00% 1 specifi¢noscu od 58.82% (AUC=0.6716,
p=0.0640, Figura 23A). Izmedu grupa NEAA i CAA, optimalna razgrani¢avajuca vrednost
IP-10 je iznosila 2994 pg/ml, sa senzitivnoséu od 68.06% i specifiénos¢u od 58.82%
(AUC=0.6364, p=0.0814, Figura 23B). Izmedu grupe NEAA i grupe pacijenata sa
inflamiranim apeniksom (zdruZeni pacijenti grupe UAA 1 grupe CAA), dobijena je optimalna
razgranicavajuca vrednost IP-10 od 2994, sa senzitivno$éu od 69.79% i specifi¢nos¢u od
58.82% (AUC=0.6452, p=0.0570, Figura 23C). Optimalna razgrani¢avaju¢a vrednost IL-10
izmedu UAA 1 CAA grupe pacijenata bila je 114 pg/ml, sa senzitivhoS¢u od 65.28% i
specificnoscu od 58.33% (AUC=0.6354, p=0.0477, Figura 23D). Optimalna razgrani¢avajuca
vrednost MIP-1a izmedu UAA i CAA grupe pacijenata bila je 354,5 pg/ml, sa senzitivnoS¢u
od 68.06% 1 specificnoséu od 54.17% (AUC=0.6441, p=0.0352, Figura 23E). Svih pet
testiranja razgraniCavaju¢ih vrednosti preoperativnih vrednosti serumskih citokina su

kategorisani kao testovi slabe pouzdanosti.
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Figura 23. ROC (Receiver Operating Characteristic) krive formiranih patohistoloskih
grupa. ROC kriva IP-10 za NEAA i UAA grupu (A); ROC kriva IP-10 za NEAA i CAA
grupu (B); i ROC kriva IP-10 za NEAA i IAA (UAA + CAA) grupu (C); ROC kriva IL-10 za
UAA i CAA grupu (D); ROC kriva MIP-1a za UAA i CAA grupu (E).
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13.1.5. Razlike serumskih citokina izmedu patohistoloskih grupa prvog
postoperativnog dana

Prvog postoperativnog dana, razlike u vrednostima citokina izmedu patohistoloskih
grupa su bile prisutne samo kod IP-10, sa najviSom vredno$¢u IP-10 u NEAA grupi i
najnizom u UAA grupi (Figura 24), diferenciraju¢i sa statistickom znacajnoscu sve tri
patohistoloSke grupe medusobno. Vrednosti u NEAA grupi su bile znacajno vece od onih u
UAA grupi (31404+38365 vs. 3868+11810, p=0.0049), kao i od onih u CAA grupi
(31404+38365 vs. 11658+27013, p=0.0281). Znacajna razlika u vrednostima IP-10 bila je
prisutna i izmedu UAA i CAA grupe (386811810 vs. 11658+27013, p=0.0364).
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Figura 24. Komparacija vrednosti IP-10 izmedu patohistoloskih grupa. (Srednja
vrednosttstandardna greska, Mann-Withney test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

13.1.6. Razlike serumskih citokina izmedu patohistoloskih grupa treceg
postoperativnog dana

Treceg postoperativnog dana, znaCajne razlike u vrednostima citokina izmedu

patohistoloskih grupa su bile prisutne za IL-10 i MIP-1alfa (Figura 25).
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Figura 25. Komparacija vrednosti serumskih citokina izmedu patohistoloSkih grupa
treCeg postoperativnog dana: IL-10 (A); MIP-1alfa (B). (Srednja vrednost+standardna greska,
Mann-Withney test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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IL-10 je imao najviSe vrednosti u NEAA grupi a najnize vrednosti u UAA (Figura
25A). Vrednosti u UAA grupi su bile zna¢ajno nize od vrednosti iz CAA grupe (236+362 vs.
5084834, p=0.0430) (619+557 vs. 177942869, p=0.0352), ali ne i od vrednosti iz NEAA
grupe. NEAA i CAA grupa takode nisu pokazale statistiCku razliku izmedu ovih vrednosti.

Vrednosti MIP-1alfa su se treCeg postoperativnog dana ponasale na isti nacin kao i
vrednosti IL-10 (Figura 25B). Znacajna statisticka razlika je dosegnuta samo izmedu
vrednosti iz grupa UAA i CAA (619+£557 vs. 1779+2869, p=0.0352).

13.2. Razlike peritoneumskih citokina

Razlike vrednosti citokina iz uzoraka peritoneumskih te¢nosti, uzetih neposredno

nakon laparotomije, testirane su izmedu patohistoloskih grupa.

13.2.1. Razlike peritoneumskih citokina izmedu patohistoloskih grupa

Statisticki znaCajna razlika za vrednosti peritoneumskih citokina izmedu
patohistoloskih grupa, zabelezena je kod svih testiranih citokina osim kod IP-10. Razlika je
postojala kod: MIP-1beta, G-CSF, MCP-1, IL-10, MIP-1alpha, IL-8, ICAM-1, IL-6, IL-4, IL-
17A, IL-1beta, TNF-alpha, sE-selektina, 1L-12p70, LAP, IFN-gamma, IL-1lalpha, IFN-alpha
i IL-13 (Figure 26, 27 i 28).

MIP-1beta je imao najvisu vrednost u CAA grupi a najnizu u NEAA grupi (Figura
26A). Znacajna razlika je postojala izmedu NEAA i CAA (758+776 vs. 4616+8310,
p<0.0001) i izmedu UAA i CAA (393+379 vs. 4616+8310, p=0.0019).

Vrednosti G-CSF su, takode bile najvise u CAA grupi i najmanje u NEAA grupi
(Figura 26B). Razlika visoke znacajnosti je takode zabelezena izmedu NEAA i CAA
(274+617 vs. 2815+6229, p<0.0001) i izmedu UAA i CAA (328+£597 vs. 281546229,
p<0.0001).

MCP-1 vrednosti su, ponovo, imale isti prikaz kao i u sluc¢aju prathodna dva citokina
(Figura 26C). Razlike su postojale izmedu NEAA i CAA (668+766 vs. 4375+5459,
p<0.0001) i izmedu UAA i CAA (8614643 vs. 4375+5459, p=0.0002).
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p<0.0001) i izmedu UAA i CAA (72486 vs. 24776817, p<0.0001).
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IL-10 je takode bio najvisi u CAA grupi i najnizi u NEAA grupi (Figura 26D), sa
razlikom u vrednostima znacajnom izmedu NEAA 1 CAA (64+143 vs. 2477+6817,

A MIP-1 beta
10000~ [ = |
* %k
8000
6000 i
4000 L
2000 . L 4
T
NEAA UAA CAA
C MCP-1
| *kk |
! % gk :
60001
4000 -
w
° %00
2000 ) 2
: cusp &
.0. —— %'
0 2 o
NEAA UAA CAA
E MIP-1 alfa
4000_ I Jede ke — L
P
3000 T
2000
T e
1000 <
° °8
0 g f %
NEAA UAA CAA

G-CSF (pg/ml)

10-10 (pg/ml)

IL-8 (pg/ml)

B G-CSF
50001 | Fkk i
! Hokok b
4000 :
3000 R
2000 ——
1000
0 = = F
NEAA UAA CAA
D IL-10
Jekk
— | =
3000
2000
1000 :
&
o<
| S
NEAA UAA CAA
F IL-8
30001 T
T T 1
2000
= ¥
'.T’g.
NEAA UAA CAA

Figura 26. Komparacija vrednosti peritoneumskih citokina izmedu formiranih
patohistoloskih grupa: MIP-1b (A); G-CSF (B); MCP-1 (C); IL-10 (D); MIP-1b (E); IL-8 (F).
(Srednja vrednost+standardna greSka, Mann-Withney test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001).
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Vrednosti MIP-1lalpha su imale isti profil (Figura 26E), ponovo sa razlikom u
vrednostima znac¢ajnom izmedu NEAA 1 CAA (2774367 vs. 244845532, p<0.0001) i izmedu
UAA i CAA (349+619 vs. 2448+5532, p<0.0001).

IL-8 je imao najviSu vrednost u CAA grupi a najnizu u NEAA grupi (Figura 26F).
Znacajna statistiCka razlika je postojala izmedu sve tri grupe, i to: izmedu NEAA i UAA
(97+£154 vs. 263£511, p=0.0487), izmedu UAA i CAA (2631511 vs. 805+1436, p=0.0057) i
izmedu NEAA i CAA (97+154 vs. 805+1436, p<0.0001).

Vrednosti ICAM-1 imale najvisu vrednost u CAA grupi a najnizu u NEAA grupi
(Figura 27A). Znacajna razlika je bila prisutna izmedu NEAA i CAA (8288+6532 vs.
20017431171, p=0.0013) i izmedu UAA i CAA (13762+15820 vs. 20017+31171, p=0.0218).

IL-6 je bio najvisi u CAA i najnizi u NEAA grupi (Figura 27B), sa razlikom u
vrednostima znaCajnom izmedu NEAA i UAA (1096+1869 vs. 2549+2334, p=0.0249) i
izmedu NEAA i CAA (72+86 vs. 5010+9892, p=0.0013).

IL-4 je imao najvisu vrednost u CAA grupi a najnizu u NEAA grupi (Figura 27C).
Znacajna statistiCka razlika je postojala izmedu sve tri grupe, i to: izmedu NEAA 1 UAA
(266+229 vs. 445+287, p=0.0319), izmedu UAA i CAA (445+287 vs. 2805+10628,
p=0.0387) i izmedu NEAA i CAA (2664229 vs. 2805+10628, p=0.0002).

IL-17 je takode imao najviSu vrednost u CAA grupi a najnizu u NEAA grupi (Figura
27D). Znacajna statisticka razlika je postojala izmedu NEAA 1 UAA (481+532 vs. 10774903,
p=0.0263), izmedu UAA i CAA (1077+903 vs. 8967+50079, p=0.0002) i izmedu NEAA i
CAA (481+532 vs. 8967+50079, p<0.0001).

IL-1 beta je imao najvisu vrednost u CAA grupi a najnizu u UAA grupi (Figura 27E).
Znacajna statisticka razlika je postojala izmedu NEAA 1 UAA (409+1457 vs. 83+62,
p=0.0179), izmedu UAA i CAA (83+62 vs. 1628+3183, p<0.0001) i izmedu NEAA i CAA
(40941457 vs. 1628+3183, p<0.0001).

TNF-alfa je imao najviSu vrednost u CAA grupi a najnizu u NEAA grupi (Figura
27F). Znacajna statisticka razlika je postojala izmedu sve tri grupe, izmedu NEAA i UAA
(62+48 vs. 100108, p=0.0429), izmedu UAA i CAA (100£108 vs. 353+762, p=0.0020) i
izmedu NEAA i CAA (62+48 vs. 353+762, p<0.0001).
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Figura 27. Komparacija vrednosti peritoneumskih citokina izmedu formiranih

patohistolo§kih grupa: ICAM-1 (A); IL-6 (B); IL-4 (C); IL-17 (D); IL-1b (E); TNF-alfa (F).
(Srednja vrednost+standardna greska, Mann-Withney test, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001).

Vrednosti sE-selektina imale najvisu vrednost u CAA grupi a najnizu u NEAA grupi

(Figura 28A). Znacajna razlika je bila prisutna izmedu NEAA i CAA (2274+5866 vs.
6779411018, p=0.0003) i izmedu UAA i CAA (3633+£11444 vs. 6779+11018, p=0.0002).
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Figura 28. Komparacija vrednosti peritoneumskih citokina izmedu formiranih
patohistoloskih grupa: E-selektin (A); IL-12 (B); LAP (C); IFN-gama (D); IL-1alfa (E); IFN-
alfa (F); IL-13 (G). (Srednja vrednost+standardna greSska, Mann-Withney test, *p < 0.05, **p

< 0.01, ***p < 0.001).
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IL-12 je bio najvisi u CAA i najnizi u NEAA grupi (Figura 28B), sa razlikom u
vrednostima znacajnom izmedu UAA i CAA (40446 vs. 1544417, p=0.0148) i izmedu
NEAA i CAA (27435 vs. 154+417, p=0.0007).

LAP je imao najviSu vrednost u CAA grupi a najnizu u NEAA grupi (Figura 28C).
Znacajna statistiCka razlika je postojala izmedu UAA i CAA (276+603 vs. 826+2725,
p=0.0022), izmedu NEAA i CAA (110+132 vs. 8262725, p=0.0002).

IFN-gama je imao najviSu vrednost u CAA grupi a najnizu u UAA grupi (Figura
28D). Znacajna statisticka razlika je postojala izmedu UAA i CAA (1070£776 vs.
5895411892, p=0.0020) i izmedu NEAA i CAA (2738+8108 vs. 5895+11892, p=0.0004).

IL-1 alfa je imao najvisu vrednost u CAA grupi i ujednacene vrednosti u preostale dve
grupe (Figura 28E). Znacajna statisti¢ka razlika je postojala izmedu UAA i CAA (761£1192
vs. 3094+5993, p=0.0208) i izmedu NEAA i CAA (773+£964 vs. 3094+5993, p=0.0264).

IFN-alfa je imao najvisu vrednost u CAA grupi a najnizu u NEAA grupi (Figura 28F).
Znacajna statisticka razlika je postojala izmedu UAA 1 CAA (4284312 vs. 1734+2446,
p=0.0001) i izmedu NEAA i CAA (324+224 vs. 173442446, p<0.0001).

IL-13 je imao najviSu vrednost u UAA grupi a najnizu u NEAA grupi (Figura 28G).
ZnacCajna statisticka razlika je postojala izmedu UAA 1 CAA (36788+121844 vs.
27989+74130, p=0.0356), izmedu NEAA i CAA (154+98 vs. 27989+74130, p<0.0001).

13.3. Korelacija peritoneumskih i serumskih citokina
Korelacija peritoneumskih i serumskih vrednosti citokina je zbog jednovremenskog

uzorkovanja peritoneumske tecnosti ispitivana samo na dan operacije.

13.3.1. Korelacija peritoneumskih i serumskih citokina na ukupnom
broju pacijenata

Na ukupnom broju pacijenata, pozitivna korelacija izmedu peritoneumskih i

serumskih vrednosti, nadena je kod svih citokina, izuzev kod IL-6 (Figure 29, 30 i 31).
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Figura 29. Korelacija vrednosti peritoneumskih i preoperativnih serumskih vrednosti
za pojedinacne citokine na ukupnom broju pacijenata: MIP-1beta (A), G-CSF (B), MCP-1
(C), IL-10 (D), MIP-1alfa (E) i IL-8 (F).

Pozitivna korelacija je na kompletnom uzorku statisticki demonstrirana kod MIP-
1beta (Spearman r=0.3759, p=0.0003, Figura 29A), G-CSF (Spearman r=0.4139, p<0.0001,
Figura 29B), MCP-1 (Spearman r=0.4483, p<0.0001, Figura 29C), IL-10 (Spearman
r=0.4573, p<0.0001, Figura 29D), MIP 1lalfa (Spearman r=0.5386, p<0.0001, Figura 29E),
IL-8 (Spearman r=0.3300, p<0.0001, Figura 29F).

63



A ICAM-1 B IL-4
20000~ 3000 . Spearman r=0.3514
Spearman r=0.3300 * . p=0.0006
15000- p<0.0001 . .
— 2000— e » .
L o i LI o ., ‘e <+ * . " .
% 10000 T e oo .. = .
&) . . % . . 8 % . ° . .
@ . 5" - * o 1000 :'.. .." . . .
— L R - P T T
. . o . . I { c" :" o. o " °
0 T ey T 1 0 e T : T T 1
0 5000 10000 15000 20000 0 500 1000 1500 2000
p ICAM-1 plIL-4
C IL-17 IL-1 beta
5000+ 500+ .
Spearman r=0.4335. 5 4004 Spearman r=0.2690
4000 p<0.0001 p=0.0103
s E‘ 300+ ' . . * 2
o = ; :
= - 2004 s
1004 o r . LY $ .
. - .. ° .
C : * T 2 T T I’ 1
0 100 200 300 400 500
pIL-1B
E TNF-alfa E-selektin
1000- 50004
| . Spearman r=0.3989 40004 Spearman r=0.6930
800 p<0.0001 p<0.0001
3 600 o o . g 230001 . : .
i 2 ) ’
% 400{ o ° . 5 S 20001 Y 3
ol 7 . B *
2007 W S . looo ¢ . ®
T . % A T ©
0 AN .. 5 : | IR T T T T 1
3 200 400 600 0 1000 2000 3000 4000 5000
p TNF-a p E-selec

Figura 30. Korelacija vrednosti peritoneumskih i preoperativnih serumskih vrednosti
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64



A IL-12 B LAP
300+ 1000-
*e LI * Spearman r=0.5923
° * 800 p<0.0001
2004 * . .
) . A 600 .
: . < ¢ .
= . - . >
. L . Spearman r=0.4277 w4004 . . 0 ¢ .
1004 o °, p<0.0001 ee ot o . . . .
% % % *e Y . . . .
Foad ® @ 200* . . .
s 8. . - ® e .
N . O TN
0 ‘.éi' . r . 0 T T T T 1
0 100 200 300 0 200 400 600 800 1000
pIL-12 p LAP
C IFN-gama IL-1 alfa
3000- 3000-
Spearman r=0.4986 . : °  Spearman r=0.4986
. p<0.0001 . . = p<0.0001 *
20004 . . 20004
; . o 2 3 .
& e - 3
» ‘ £° = * w .
1000 . . . .
. . '.. -.- 2
L2 % g ° . .
0 T T 1 T T T T
0 1000 2000 3000 0 1000 2000 3000 4000 5000
p IFN-y plL-la
E IFN-alfa F IL-13
5000 5000
40004 Spearman r=0.3741 4000 .
p<0.0001 .
8 3000 : 3000+ Spearman r=0.6842
= p<0.0001
"7 2000 w2000 s
1000 1000
0_ T T T T 1 0 T : . T : T 1
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000
p IFN-a pIL-13
G IP-10
10000
80004  Spearmanr=0.4275
p<0.0001
S 6000
=
w4000 S
20004 A ’
. .o ’ : :
0 e T R T T 1
0 2000 4000 6000 8000 10000

pIP-10

Figura 31. Korelacija vrednosti peritoneumskih i preoperativnih serumskih vrednosti
za pojedinacne citokine na ukupnom broju pacijenata: 1L-12 (A), LAP (B), IFN-gama (C),

IL-1alfa (D), IFN-alfa (E), IL-13 (F) i IP-10 (G).
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Nadalje, pozitivna korelacija je na ukupnom uzorku statisticki bila znacajna i kod
ICAM-1 (Spearman r=0.3300, p<0.0001, Figura 30A), IL-4 (Spearman r=0.3514, p=0.0006,
Figura 30B), IL-17 (Spearman r=0.4335, p<0.0001, Figura 30C), IL-lbeta (Spearman
r=0.2690, p=0.0103, Figura 30D), TNF-alfa (Spearman r=0.3989, p<0.0001, Figura 30E), E-
selektina (Spearman r=0.6930, p<0.0001, Figura 30F).

Takode, pozitivna korelacija na ukupnom broju pacijenata statisticki je bila znacajna i
kod IL-12 (Spearman r=0.4277, p<0.0001, Figura 31A), LAP (Spearman r=0.5923,
p<0.0001, Figura 31B), IFN-gama (Spearman r=0.4986, p<0.0001, Figura 31C), IL-1 alfa
(Spearman r=0.4986, p<0.0001, Figura 31D), IFN-alfa (Spearman r=0.3741, p<0.0001,
Figura 31E), IL-13 (Spearman r=0.6842, p<0.0001, Figura 31F) i IP-10 (Spearman r=0.4275,
p<0.0001, Figura 31G).

13.3.2. Korelacija peritoneumskih i serumskih citokina unutar NEAA grupe
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Figura 32. Korelacija vrednosti peritoneumskih i preoperativnih serumskih vrednosti
za pojedinacéne citokine kod pacijenata NEAA grupe: G-CSF (A), MCP-1 (B), MIP-1alfa (C)

i IL-4 (D).
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U okviru NEAA grupe, pozitivna korelacija izmedu peritoneumskih i serumskih

vrednosti, nadena je kod devet od dvadeset testiranih citokina (Figure 32 i 33).

Demonstrirana je pozitivna korelacija kod: G-CSF (Spearman r=0.6658, p=0.0130,
Figura 32A), MCP-1 (Spearman r=0.7253, p=0.0050, Figura 32B), MIP-lalfa (Spearman
r=0.6264, p=0.0220, Figura 32C), IL-4 (Spearman r=0.5769, p=0.0390, Figura 32D).
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Figura 33. Korelacija vrednosti peritoneumskih i preoperativnih serumskih vrednosti
za pojedinacne citokine kod pacijenata NEAA grupe: IL-17 (A), TNF-alfa (B), IL-12 (C),

IFN-gama (D) i IFN-alfa (D).
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Pozitivna korelacija je postojala i kod: IL-17 (Spearman r=0.7912, p=0.0013, Figura
33A), TNF-alfa (Spearman r=0.6052, p=0.0284, Figura 33B), IL-12 (Spearman r=0.5592,
p=0.0469, Figura 33C), IFN-gama (Spearman r=0.6154, p=0.0252, Figura 33D) i IFN-alfa
(Spearman r=0.7675, p=0.0022, Figura 33E).

13.3.3. Korelacija peritoneumskih i serumskih citokina unutar UAA grupe

U okviru UAA grupe, pozitivna korelacija izmedu peritoneumskih i serumskih

vrednosti, nadena je kod osam od dvadeset testiranih citokina (Figure 34 i 35).

Pozitivna korelacija je bila prisutna kod: MIP-1alfa (Spearman r=0.5780, p=0.0304,
Figura 34A), ICAM-1 (Spearman r=0.6440, p=0.0129, Figura 34B), IL-4 (Spearman
r=0.7319, p=0.0029, Figura 34C), IL-17 (Spearman r=0.6425, p=0.0132, Figura 34D).
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Figura 34. Korelacija vrednosti peritoneumskih i preoperativnih serumskih vrednosti
za pojedina¢ne citokine kod pacijenata UAA grupe: MIP-lalfa (A), ICAM-1 (B), IL-4 (C),
IL-17 (D).
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Pozitivna korelacija je postojala i kod: E-selektina (Spearman r=0.8216, p=0.0003,
Figura 35A), LAP (Spearman r=0.6535, p=0.0113, Figura 35B), IFN-gama (Spearman
r=0.6513, p=0.0116, Figura 35C) i IL-1 alfa (Spearman r=0.5369, p=0.0478, Figura 35D).
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Figura 35. Korelacija vrednosti peritoneumskih i preoperativnih serumskih vrednosti
za pojedinacéne citokine kod pacijenata UAA grupe: E-selektin (A), LAP (B), IFN-gama (C) i
IL-1 alfa (D).

13.3.4. Korelacija peritoneumskih i serumskih citokina unutar CAA grupe

Unutar CAA grupe, pozitivna korelacija izmedu peritoneumskih i serumskih vrednosti

je nadena kod sedamnaest od dvadeset testiranih citokina (Figure 36, 37 i 38).

Pozitivna korelacija je bila prisutna kod: MIP-1beta (Spearman r=0.3141, p=0.0129,
Figura 36A), G-CSF (Spearman r=0.4196, p=0.0007, Figura 36B), MCP-1 (Spearman
r=0.4865, p<0.0001, Figura 36C), IL-10 (Spearman r=0.4756, p<0.0001, Figura 36D), MIP-
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lalfa (Spearman r=0.5482, p<0.0001, Figura 36D), ICAM-1 (Spearman r=0.4472, p=0.0003,
Figura 36D).
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Figura 36. Korelacija vrednosti peritoneumskih i preoperativnih serumskih vrednosti
za pojedinacne citokine kod pacijenata CAA grupe: MIP-1beta (A), G-CSF (B), MCP-1 (C),
IL-10 (D), MIP-1alfa (E) i ICAM-1 (F).
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Pozitivna korelacija je zabelezena i kod: IL-4 (Spearman r=0.2663, p=0.0364, Figura
37A), IL-17 (Spearman r=0.4147, p=0.0008, Figura 37B), TNF-alfa (Spearman r=0.3936,
p=0.0016, Figura 37C), E-selektina (Spearman r=0.6821, p<0.0001, Figura 37D), IL-12
(Spearman r=0.4145, p=0.0008, Figura 37D), LAP (Spearman r=0.6085, p<0.0001, Figura

37D).
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Figura 37. Korelacija vrednosti peritoneumskih i preoperativnih serumskih vrednosti
za pojedinaéne citokine kod pacijenata CAA grupe: IL-4 (A), IL-17 (B), TNF-alfa (C), E-

selektina (D), I1L-12 (E), LAP (F).
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Pozitivna korelacija je bila prisutna i kod: IFN-gama (Spearman r=0.5122, p<0.0001,
Figura 38A), IL-1 alfa (Spearman r=0.3895, p=0.0018, Figura 38B), IFN-alfa (Spearman
r=0.4185, p=0.0007, Figura 38C), IL-13 (Spearman r=0.6989, p<0.0001, Figura 38D) i IL-10
(Spearman r=0.4407, p=0.0003, Figura 38D).
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Figura 38. Korelacija vrednosti peritoneumskih i preoperativnih serumskih vrednosti
za pojedinacne citokine kod pacijenata CAA grupe: IFN-gama (A), IL-1 alfa (B), IFN-alfa
(C), IL-13 (D) i IP-10 (E).
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13.4. Korelacije serumskih i peritoneumskih citokina sa parametrima
standardne laboratorije

Ispitivane su koralacije NLR, CRP i MPXI sa serumskim vrednostima citokina
preoperativno, prvog i treceg postoperativnog dana, kao i sa peritoneumskim vrednostima

citokina, uzetim neposredno nakon laparotomije.

13.4.1. Korelacija serumskih i peritoneumskih citokina sa NLR

Na ukupnom broju pacijenata, preoperativno je NLR pozitivno statisti¢ki znacajno
korelirao sa vrednostima MIP-1beta (Spearman r=0.2158, p=0.0217, Figura 39) i E-selektina

(Spearman r=0.1887, p=0.0454, Figura 39).
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Figura 39. Korelacija preoperativnih vrednosti NLR i serumskih citokina: MIP-1beta i
E- selektin.

Prvog postoperativnog dana, NLR je na ukupnom broju pacijenata, pozitivno
statisticki znacajno korelirao sa vrednostima MIP-1beta (Spearman r=0.2163, p=0.0226,

Figura 40) i IP-10 (Spearman r=0.2016, p=0.0339, Figura 40).
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Figura 40. Korelacija vrednosti NLR od prvog postoperativnog dana i serumskih
citokina: MIP-1beta i IP-10.

TreCeg postoperativnog dana, NLR je na ukupnom broju pacijenata, negativno
statisticki znacajno korelirao sa vrednostima IL-6 (Spearman r=0.2018, p=-0.0371, Figura
41).
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Figura 41. Korelacija vrednosti NLR od treeg postoperativnog dana i serumskih
citokina: I1L-6.

Na ukupnom broju pacijenata, NLR je sa peritoneumskim vrednostima citokina
pozitivno statisti¢ki znacajno korelirao sa 0samnaest od dvadeset testiranin (Figure 42, 43 i
44). Pozitivna korelacija bila je zabelezena sa: MIP-1beta (Spearman r=0.3705, p=0.0002,
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Figura 42), G-CSF (Spearman r=0.4597, p<0.0001, Figura 42), MCP-1 (Spearman r=0.4009,
p<0.0001, Figura 42), IL-10 (Spearman r=0.5793, p<0.0001, Figura 42), MIP-lalfa
(Spearman r=0.3655, p=0.0003, Figura 42), IL-8 (Spearman r=0.2650, p=0.0091, Figura 42).
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NLR i peritoneumski citokini
6000

NLR

Figura 42. Korelacija vrednosti NLR i peritoneumskih citokina: MIP-1beta, G-CSF,
MCP-1, IL-10, MIP-1alfa i IL-8.

Dalje, pozitivna korelacija bila je zabelezena sa: ICAM-1 beta (Spearman r=0.2672,
p=0.0085, Figura 43), IL-4 (Spearman r=0.3057, p=0.0025, Figura 43), IL-17 (Spearman
r=0.3585, p=0.0003, Figura 43), IL-1 beta (Spearman r=0.4711, p<0.0001, Figura 43), TNF
alfa (Spearman r=0.4019, p<0.0001, Figura 43), E-selektinom (Spearman r=0.2917,

p=0.0039, Figura 43).
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Figura 43. Korelacija vrednosti NLR i peritoneumskih citokina: ICAM-1,1L-4, IL-17,

IL-1 beta, TNF alfa i E-sel

ektin.
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Pozitivna korelacija bila je zabelezena i sa: IL-12 (Spearman r=0.2867, p=0.0046,
Figura 44), LAP (Spearman r=0.2492, p=0.0144, Figura 44), IFN gama (Spearman r=0.3444,
p=0.0006, Figura 44), IL-1 alfa (Spearman r=0.2219, p<0.0001, Figura 44), IL-13 (Spearman

r=0.3499, p<0.0005, Figura 44).
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Figura 44. Korelacija vrednosti NLR i peritoneumskih citokina: IL-12, IFN gama, IL-

lalfa, LAP, IFN alfa i IL-13.

13.4.2. Korelacija serumskih i peritoneumskih citokina sa CRP

Na ukupnom broju pacijenata, CRP je preoperativno pozitivno statisticki znacajno
korelirao sa vrednostima MIP-lalfa (Spearman r=0.2248, p=0.0167, Figura 45), IL-6
(Spearman r=0.2080, p=0.0271, Figura 45), IL-4 (Spearman r=0.2696, p=0.0039, Figura 45),
IL-17 (Spearman r=0.2106, p=0.0252, Figura 45) i IP-10 (Spearman r=0.2209, p=0.0187,

Figura 45).
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Figura 45. Korelacija vrednosti CRP i preoperativnih vrednosti serumskih citokina:
MIP-1alfa, IL-6, IL-4, IL-17, i IP-10.

Prvog postoperativnog dana, pozitivna korelacija je bila zabelezena sa: ICAM-1

(Spearman r=0.2189, p=0.0235, Figura 46) i IP-10 (Spearman r=0.2186, p=0.0237, Figura
46).
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Figura 46. Korelacija vrednosti CRP i vrednosti serumskih citokina prvog
postoperativnog dana: ICAM-1 i IP-10.

Tre¢eg postoperativnog dana, pozitivna korelacija je bila zabelezena sa: IP-10
(Spearman r=0.2091, p=0.0323, Figura 47), IFN-gama (Spearman r=0.2001, p=0.0407,
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Figura 47), MIP-1beta (Spearman r=0.2502, p=0.0101, Figura 47), MIP-lalfa (Spearman
r=0.2309, p=0.0178, Figura 47), IL-4 (Spearman r=0.2824, p=0.0035, Figura 47) i IL-10
(Spearman r=0.2691, p=0.0055, Figura 47).
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Figura 47. Korelacija vrednosti CRP 1 vrednosti serumskih citokina tre¢eg
postoperativnog dana: IP-10, IFN-gama, MIP-1beta, MIP-1alfa, IL-4 i IL-10.

Na ukupnom broju pacijenata, CRP je sa peritoneumskim vrednostima citokina

pozitivno statisti¢ki znacajno korelirao sa dvanaest od dvadeset testiranih (Figura 48 i 49).
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Figura 48. Korelacija vrednosti CRP i vrednosti peritoneumskih citokina: MIP-1alfa,
MCP-1, TNF-alfa, E-selektina, IL-1alfa i INF-alfa.
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Pozitivna korelacija bila je zabelezena sa: MIP-1alfa (Spearman r=0.4677, p<0.0001,
Figura 48), MCP-1 (Spearman r=0.2875, p=0.0045, Figura 48), E-selektin (Spearman
r=0.3224, p=0.0014, Figura 48), IL-1alfa (Spearman r=0.4018, p<0.0001, Figura 48), TNF-
alfa (Spearman r=0.3979, p<0.0001, Figura 48) i IFN-alfa (Spearman r=0.3657, p=0.0002,
Figura 48).

Pozitivna korelacija bila je zabelezena i1 sa: MIP-1beta (Spearman r=0.4750,
p<0.0001, Figura 49), IL-10 (Spearman r=0.3957, p<0.0001, Figura 49), 1l-6 (Spearman
r=0.2502, p=0.0140, Figura 49), IL-1beta (Spearman r=0.5335, p<0.0001, Figura 49), LAP
(Spearman r=0.4611, p<0.0001, Figura 49) i IFN-gama (Spearman r=0.3521, p=0.0002,
Figura 49).
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Figura 49. Korelacija vrednosti CRP i vrednosti peritoneumskih citokina: MIP-1beta,
IL-10, IL-6, IL-1beta, LAP i INF-gama.

13.4.3. Korelacija serumskih i peritoneumskih citokina sa MPXI

Na ukupnom broju pacijenata, preoperativno je MPXI pozitivno statisticki zna¢ajno
korelirao sa vrednostima MIP-lalfa (Spearman r=0.2588, p=0.0231, Figura 50), IL-8
(Spearman r=0.2370, p=0.0380, Figura 50), IL-6 (Spearman r=0.2508, p=0.0278, Figura 50),
IL-4 (Spearman r=0.2557, p=0.0248, Figura 50), IL-17 (Spearman r=0.2352, p=0.0395,
Figura 50), IL-12 (Spearman r=0.2601, p=0.0223, Figura 50).
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Figura 50. Korelacija vrednosti MPXI i preoperativnih vrednosti serumskih citokina:
MIP-1alfa, IL-6, IL-4, IL-17, i IL-12.

Dalje, pozitivna korelacija je preoperativno bila prisutna i izmedu MPXI i: IL-10
(Spearman r=0.2482, p=0.0295, Figura 51), IL-1beta (Spearman r=0.2559, p=0.0247, Figura
51), TNF-alfa (Spearman r=0.2374, p=0.0376, Figura 51), IFN-alfa (Spearman r=0.2442,
p=0.0323, Figura 51) i IP-10 (Spearman r=0.2501, p=0.0282, Figura 51).
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Figura 51. Korelacija vrednosti MPXI i preoperativnih vrednosti serumskih citokina:
IP-10, IFN-alfa, IL-10, TNF-a, IL-1p.
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Prvog postoperativnog dana, pozitivna korelacija je bila zabelezena sa: MIP-lalfa

(Spearman r=0.2652, p=0.0074, Figura 52) i IFN-gama (Spearman r=0.2048, p=0.0400,
Figura 52).
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Figura 52. Korelacija vrednosti MPXI i preoperativnih vrednosti serumskih citokina:
MIP-1alfa i IFN-gama.

Treceg postoperativnog dana, pozitivna korelacija je bila zabeleZzena izmedu MPXI i

IP-10 (Spearman r=0.2179, p=0.0286, Figura 53).
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Figura 53. Korelacija vrednosti MPXI i preoperativnih vrednosti serumskih citokina:
MIP-lalfa i IFN-gama.

Na ukupnom broju pacijenata, MPXI je sa peritoneumskim vrednostima citokina
pozitivno statisticki znacajno korelirao sa IP-10 (Spearman r=0.2605, p=0.0346, Figura 54).
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Figura 54. Korelacija vrednosti MPXI i peritoneumskih vrednosti citokina: 1P-10.
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Diskusija

Pouzdana dijagnoza akutnog apendicitisa i pravilno indikovanje apendektomije i dalje
predstavljaju izazov u svakodnevnoj pedijatrijskoj medicinskoj praksi. Rizik od razvijanja
komplikovane forme bolesti i perforacije je kod dece znacajno veéi nego kod odraslih, sa
incidencom od 20% do 50% i tezim posledicama (97). Razli¢ita klini¢ka prezentacija i
nedovoljna saradljivost dece tokom anketiranja i klinickog pregleda, kao i strah medicinskog
tima od posledica perforacije, svrstavaju akutni apendicitis u jedno od najces¢e pogresno
dijagnostikovanih hirurskih stanja kod dece (98). Nepostojanje jasne granice izmedu odluke o
konzervativnom leCenju i indikovanja hirurS§kog zahvata, rezultuje nepotrebnim
apendektomijama u velikom broju, po nekim ispitivanjima ¢ak do 40%, noseci sa sobom rizik

perioperativnih i postoperativnih komplikacija (99).

Uvodenje slikovnih digitalnih radioloskih metoda dovelo je do unapredenja
dijagnostickih moguénosti ali ne i do znacajnog smanjenja nepotrebnih hirurskih intervencija
(99, 100). Ultrasonografija je cesto nedovoljno informativna, dok je kompijuterizovana
tomografija vezana za visoke doze jonizujuceg zracenja, Sto dovodi u pitanje oparavdanost
njene upotrebe. Tehnoloski laboratorijski napredak i razvoj imunologije omogucuju pracenje
inflamatornog odgovora i upucuju na traganje za specificnim biomarkerima u cilju

pouzdanije dijagnoze akutnog apendicitisa. Zapaljenjski mehanizmi u akutnom apendicitisu
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ukljucuju dinamicCke promene sa angazovanjem velikog broja imunskih celija, poput
neutrofila, monocita, tkivnih makrofaga, T-limfocita, i njihovom kompleksnom interakcijom
posredovanom brojnim solubilnim proteinskim faktorima, medijatorima poput C-reaktivnog

proteina, citokina, hemokina, adhezivnih molekula, proteinaza.

Ovim ispitivanjem su obuhvacene pojedine celularne i medijatorske varijable iz
seruma i peritonealne te¢nosti, sa ciljem analize i korelacije lokalnog i sistemskog imunskog
odgovora i identifikacije pojedina¢nih biomarkera ili biomarkerskih setova, koji bi svojim
profilnim prikazom i/ili kumulativnom specificnos¢u unapredili laboratorijsku dijagnostiku

akutnog apendicitisa kod dece.

Pouzdanost intraoperativne procene u naSem ispitivanju iznosila je 73,2%, $to je
priblizno do sada publikovanim rezultatima (101). Najveée neslaganje izmedu
intraoperativnog 1 patohistoloskog nalaza bilo je prisutno kod dijagnoze perforativnog
apendicitisa, gde je intraoperativno postavljena dijagnoza flegmonoznog apendicitisa.
Ovakva neusaglasenost nalaza je, U izvesnoj meri i oc¢ekivana jer se makroskopski ne mogu
uociti mikroperforacije, koje svrstavaju nalaz u komplikovani oblik bolesti i koje zahtevaju
operativno lecenje. Nezavisno od intraoperativnog nalaza, patohistoloska analiza predstavlja
zlatni standard za postavljanje ta¢ne dijagnoze (102-104). Sa druge strane, nekada postoje i
varijacije u proceni intraoperativnog nalaza medu operatorima, zbog cega se takode
preporucuje patohistoloska analiza (105, 106). Transmuralna inflamacija apendiksa videna od

strane patologa predstavlja pouzdanu dijagnozu akutnog apendicitisa (107).

Incidenca negativne apendektomije je iznosila 15,7%, §to je znafajno manje od do
sada publikovanih rezultata, kako na opstoj tako i na pedijatrijskoj populaciji (108, 109).
Negativna apendektomija je znatno ¢e$c¢a kod zenskog pola na opstoj populaciji. Kod dece je
negativna apendektomija ¢eS¢a nego kod odraslih, a kod dece u uzrastu preko 11 godina
ponovo ceS¢a kod devojcica nego kod decaka. Diferencijalno dijagnosticki, najznacajnije
stanje koje imitira akutni apendicitis je mezenterijalna limfadenopatija, kao i procesi na
adneksi, ukljuujué¢i i rupturu folikula (110-112). Otvoreno pitanje kod negativhog
intraoperativnog nalaza apendicitisa je da li treba uraditi apendektomiju zbog potencijalnih
inflamacija u buducnosti, §to je sugestija pojedinih autora (113, 114) ili ostaviti apendiks in
situ (115, 116). Neki autori predlazu negativnu apendektomiju samo ukoliko se

intraoperativno ne nade uzrok tegoba (117, 118). Ipak, u takvoj konstelaciji, nedovoljno je
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pouzdan makroskopski nalaz normalnog apendiksa i postoji moguénost neotklanjanja

histoloski izmenjenog apendiksa (119).

Od rutinskih laboratorijskih nalaza analizirani su neutrofilno-limfocitni odnos, C-

reaktivni protein i neutrofilni mijeloperoksidazni indeks.

Neutrofilno-limfocitni odnos (NLR) direktno proizilazi iz diferencijalne krvne slike.
Neutrofili u AA igraju vaznu ulogu, S§to se potvrduje i patohistoloskim nalazima.
Predstavljaju prvu liniju odbrane protiv invazije stranih agenasa, pre svega bakterija. Imaju
sposobnost fagocitoze, sekrecije litickih enzima i slobodnih radikala sa visokim
antimikrobnim potencijalom. Proces aktivacije neutrofila je dvostruk, uslovljen bakterijama i
njihovim produktima sa jedne, i citokinskom i hemokinskom stimulacijom sa druge strane.
Broj neutrofila u toku zapaljenjskog procesa raste proporcionalno opsegu zapaljenja,
mobilizacijom marginalnog pula i aktivacijom kostne srzi stimulisane ve¢im brojem citokina,
pre svega G-CSF (engl. granulocyte colony stimulating factor) (120). Limfociti su
imunokompetentne ¢elije koje koordiniSu imunski odgovor i asistiraju neutrofilnu aktivnost
(121). U gangrenoznoj formi AA moguéa je pojava limfopenije, Ciji patofizioloski
mehanizam nije potpuno razjas$njen (122, 123). Shodno ovim ¢injenicama, o¢ekivan je porast
vrednosti NLR, narocito kod komplikovane forme AA, kao rezultat porasta broja neutrofila i

smanjenja broja limfocita.

U sprovedenom ispitivanju, zabeleZene su znacajne razlike u vrednostima NLR,
preoperativnih i uzoraka od prvog i treeg postoperativnog dana, kako na ukupnom broju
pacijenata, tako 1 unutar svake patohistoloSke grupe. Na ukupnom broju pacijenata kao 1 u
pojedinacnim patohistoloskim grupama, osim u NEAA grupi, pokazan je kontinuirani pad
vrednosti NLR, od preoperativnih ka vrednostima od tre¢eg dana. Povisene vrednosti NLR
prvog postoperativnog dana u NEAA grupi mogu biti posledica operativne traume. Najveci
pad u vrednostima NLR bio je prisutan kod CAA grupe, §to se moZe objasniti najburnijim
zapaljenjskim procesom u ovoj formi bolesti i njegovim slabljenjem nakon hirurske

intervencije.

Razlike u vrednostima NLR izmedu patohistoloskih grupa bile su naglaSenije
preoperativno nego prvog i tre¢eg postoperativnog dana. Najvece razlike su zabelezene
izmedu CAA 1 ostale dve grupe. Ovakav nalaz je najverovatnije povezan sa uznapredovalim

zapaljenjskim procesom kod pacijenata CAA grupe, dok se ova razlika smanjivala tokom
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prvog i tre¢eg postoperativnog dana, teze¢i bazalnim imunobioloskim vrednostima. Prvog i
treCeg postoperativnog dana razlika se odrzava izmedu pacijenata iz CAA grupe i UAA
grupe, verovatno zbog duzeg vremena potrebnog za redukciju zapaljenjskog procesa kod

pacijenata sa komplikovanom formom bolesti, gde je inflamacija najintenzivnija.

Na ukupnom broju pacijenata, notirana je negativna Kkorelacija izmedu NLR i
preoperativnog trajanja simptoma. Unutar grupa, najduZze preoperativno trajanje simptoma
bilo je prisutno u NEAA grupi, koja je imala najnize vrednosti NLR, dok je najkrace vreme
preoperativnog trajanja simptoma bilo prisutno u UAA grupi. Ovo Se moze objasniti
¢injenicom da uznapredovale forme AA brze dovode do pune klinicke prezentacije,
omogucavajuci sigurniju klini¢ku procenu i brZzu odluku o hirurS§kom lecenju. Sa druge
strane, treba uzeti u obzir i vremenski period od pojave simptoma do javljanja lekaru. Ipak, u
nasem ispitivanju, preoperativno vreme trajanja simptoma u CAA grupi bilo je duze nego u

UAA grupi, za razliku od prethodnih ispitivanja u kojima je bilo izjednac¢eno (101).

Pedijatrijski apendicitis skor (PAS) je po originalnoj publikaciji vrlo pouzdano
dijagnosticko sredstvo, uzimajuéi u obzir podatke o migraciji bola, gubitku apetita, mucnini i
povracanju, osetljivosti desnog donjeg kvadranta trbuha, bolnoj osetljivosti na kasalj,
perkusiju i skakanje, febrilnosti, leukocitozi i neutrofiliji (69). Medutim, nakon naknadno
sprovedenih ispitivanja, nadena je znatno manja pouzdanost ovog skoring sistema (124-126).
Kod pacijenata iz naSeg ispitivanja, NLR je pozitivno korelirao sa PAS na ukupnom broju i
unutar patohistoloSkih grupa, osim u CAA grupi. Veéi broj parametara koji su obuhvaéeni
ovim skoring sistemom su subjektivni i nezahvalni za procenu, narocito u grupi pedijatrijskih

pacijenata gde je klini¢ki pregled oteZan zbog slabije saradljivosti.

Razgrani¢avaju¢e vrednosti NLR izmedu grupa, dobijene ROC analizom (engl.
Receiver Operating Charactristic), mogu imati znacajnu vrednost u izboru terapijskog
pristupa. Razgranicavajuce vrednosti izmedu NEAA 1 UAA grupe mogu biti dobar indikator
za uvodenje antibiotske terapije (127). Ova vrednost je u nasSem ispitivanju iznosila 5.1, §to je
znacajno veca vrednost od onih dobijenih u drugim istrazivanjima kod dece (124, 127), ili na
mesovovitoj grupi adultnih i pedijatrijskih pacijenata (128, 129). Medutim, specifi¢nost i
senzitivnost sprovedenog testa u nasem ispitivanju je bila niska i kvalifikovala test kao
nepouzdan. Znatno bolja pouzdanost testa je bila prisutna kod razgrani¢avajuc¢e vrednosti
NLR izmedu UAA 1 CAA grupe. Ova vrednost bi mogla da predstavlja koristan podatak

prilikom odlucivanja za hitnu hirusku intervenciju i u naSem ispitivanju je iznosila 7.49, §to je
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znatno veca vrednost nego u prethodno sprovedenoj studiji (127). Kombinovanjem pacijenata
UAA i CAA grupe dobijena je nova grupa pacijenata sa pozitivnim nalazom apendicitisa, gde
je istom statistiCkom metodom dobijena razgranicavajuéa vrednost izmedu negativnog i
pozitivnog nalaza za inflamirani apendiks, koja je iznosila 5.1. Ova vrednost je bila
podjednaka sa razgraniavaju¢om vrednosti izmedu NEAA 1 UAA grupe, pri ¢emu je
pouzdanost testa bila daleko veca, uz ograni¢avaju¢u okolnost nesrazmernosti testiranih
grupa, tj. manjeg broja pacijenata u NEAA grupi naspram novonastale grupe, dobijene
spajanjem UAA i CAA grupe.

C-reaktivni protein (CRP) je protein akutne faze koji se sintetiSe od strane hepatocita,
dominantno pod uticajem IL-6 iz makrofaga, vaskularnog endotela i T-limfocita (130).
Znacajan je u procesu vezivanja za mikroorganizme ¢ime oni bivaju obelezeni za fagocitozu
od strane makrofaga, koji eksprimiraju receptor za CRP. Porast nivoa CRP u krvi se belezi
ve¢ od Sestog sata nakon tkivnog o$tecenja i duplira se svakih osam sati, sa pikom u 36 do 48
sata (131). Poluzivot CRP je 4 do 7 sati i odrzavanje nivoa zavisi od konstantne produkcije
(132). Predstavlja pouzdan biomarker za citokinima posredovane procese (133), visoko je
senzitivan za zapaljenjske procese ali ne i dovoljno specifican da bi ukazao na mesto
zapaljenja. U veéini pedijatrijskih bolnica, po prethodno datim preporukama (134), CRP je uz

leukocitarnu formulu danas standard za laboratorijsko prac¢enje sumnjivih apendicitisa.

Vrednosti CRP na ukupnom broju pacijenata i po patohistoloskim grupama, menjale
su se po istom modelu, pokazuju¢i porast prvog postoperativnog dana i1 pad u tre¢em
postoperativnom danu. Ovakva dinamika se moZe objasniti kao posledica operacije, obzirom

da CRP nespecifi¢no raste i nakon trauma (135).

Razlike izmedu patohistoloskih grupa na osnovu vrednosti CRP bile su prisutne u sva
tri merenja izmedu UAA i1 CAA. Ovakav podatak moze naroCito biti od koristi za
diferentovanje nekomplikovane od komplikovane forme apendicitisa odnosno za donosenje
odluke o konzervativnom ili hirurSkom leCenju apendicitisa i u skladu je sa ranije
publikovanim rezultatima (136). Vise vrednosti u CAA grupi govore u prilog korelacije nivoa
CRP sa stepenom zapaljenja. Medutim, vise vrednosti CRP u NEAA nego u UAA grupi kod

nasih ispitanika se teSko mogu objasniti stepenom inflamacije.

Vrednosti CRP su na ukupnom broju pacijenata i u CAA grupi, koja je bila
najbrojnija, ocekivano korelirale sa PSD, obzirom da je zapaljenjski proces napredovao sa

proticanjem vremena i imajuci U vidu period neophodan za porast CRP u krvi. Korelacija sa
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PAS je bila pozitivna i na ukupnom uzorku i u grupama NEAA i CAA, ponovo u skladu sa

poznatim patofizioloskim mehanizmima i elementima PAS.

Razgraniavaju¢e vrednosti CRP, dobijene ROC analizom, u nasem ispitivanju
pokazale su umerenu pouzdanost jedino kada je u pitanju bilo odvajanje nekomplikovanih od
komplikovanih formi AA, sa optimalnom razgrani¢avaju¢om vredno$c¢u od 27.15 mg/l. Kod
naSih pacijenata, u slozenim oblicima bolesti, CRP je imao i viSestruko vece vrednosti nego
kod neperforativnih oblika, §to je u saglasnosti sa rezultatima iz nekih drugih ispitivanja
(137). Ovo govori u prilog CRP kao dobrog markera perforacije ali ne i neperforativnih
oblika bolesti. Ovakva zapazanja su bila prisutna i u ve¢em broju do sada sprovedenih
ispitivanja (138-140). Navedeni podatak dobija na znacaju u kontekstu revizije opravdanosti
apendektomije u leenju nekomplikovanih formi AA, tj. davanja prednosti konzervativnoj
antibiotskoj terapiji (141). Pouzdanost testa u nasem ispitivanju nije mogla biti dostignuta ¢ak
ni u razgrani¢avanju NEAA grupe i grupe dobijene spajanjem pacijenata nekomplikovane i
komplikovane forme bolesti u jedinstvenu grupu pozitivnog nalaza AA. Sa druge strane,
velikom meta-analizom je utvrdeno da CRP bolje diskriminise AA kako od broja leukocita

tako i od prokalcitonina, iako sva tri biomarkera nisu pokazala dovoljnu senzitivnost (142).

Neutrofilni mijeloperoksidazni indeks (MPXI) je laboratorijski parametar c¢ija je
upotreba u dijagnostici AA minimalna. MPXI predstavlja koli¢inu mijeloperoksidaze (MPO)
u neutrofilima u odnosu na standardne vrednosti. MPO je enzim koji se sintetiSe u
mijeloblastnom i promijelocitnom stadijumu sazrevanja i deponuje se u primarnim
(azurofilnim) granulama neutrofila. Produkcija MPO se smanjuje krajem promijelocitnog i
tokom mijelocitnog stadijuma. Aktivirani neutrofili oslobadaju MPO, koja katalizuje sintezu
reaktivnih jedinjenja, ukljucujuéi i hipohlornu kiselinu, jedno od najpotentnijih baktericidnih
jedinjenja neutrofilnog porekla (143). Osim baktericidnih svojstava ovo jedinjenje dovodi i

do tkivnog ostecenja (144).

Degranulacijom neutrofila smanjuje se intracelularni sadrzaj MPO zbog cega
aktivirani neutrofili u zapaljenju imaju nizi nivo MPO nego nezrele forme. Koli¢ina
intracelularne MPO neutrofilne populacije zavisi od dinamike sazrevanja i aktivacije
neutrofila tokom inflamatornog odgovora. Tumacenjem vrednosti MPXI, pozitivne vrednosti
MPXI oznacavaju vise vrednosti MPO 1 dominaciju novostvorenih neutrofila, dok negativne
vrednosti MPXI oznadavaju nizi nivo MPO i dominaciju aktiviranih i degranuliranih

neutrofilnih leukocita (145). Razlicita klinicka stanja menjaju nivo MPXI u zavisnosti od
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njihovog uticaja na sintezu i/ili aktivaciju neutrofila. Specifi¢ni modeli menjanja MPXI su do
sada saopSteni za neka patoloSka stanja, kao S§to je porast MPXI u sklopu mijeloidne
leukemije (146, 147), megaloblastne anemije (148, 149) i nekih bakterijskih infekcija. MPXI
ima nize vrednosti u bakterijskoj sepsi, neizmenjen kod virusnih infekcija i tuberkuloze

(150), i koristan nezavisni faktor dijagnoze i pracenja kod ishemi¢nih sr¢anih oboljenja (151).

Referentne vrednosti MPXI su kod starije dece sli¢ne kao i1 kod adultne populacije
(MPXI = 0£10), dok je u neonatalnom uzrastu MPXI nizi. Polno zavisne oscilacije MPXI su
takode publikovane (152). Smatra se da su vrednosti MPXI kod svake individue konstantne u
bazalnim uslovima i da minimalne oscilacije MPXI mogu sugerisati razlicita fizioloska i

patofizioloska stanja.

Opadanje vrednosti MPXI tokom tri postoperativnha dana u UAA i CAA grupi se
moze objasniti dodatnom fagocitnom aktivnos$éu neutrofila i poveéanjem oksidativnog stresa
tokom ovog perioda, uzrokovanu laparotomijom. Analize MPXI i ostalih parametara u nasem
ispitivanju nakon tre¢eg postoperativnog dana nije radena jer je veci broj pacijenata iz NEAA
1 UAA grupe bio otpusSten na kuéni oporavak. Shodno prethodnim ispitivanjima, u daljem
toku je ocekivan pad oksidativnog stresa (153) pa je bilo moguce pretpostaviti i povecanje
vrednosti MPXI. Uticaj anestezioloske tehnike i anestetika na neutrofilnu aktivnost se takode

moze razmatrati (154, 155).

Nize vrednosti MPXI kod pacijenata iz UAA grupe su tumacene veéim stepenom
aktivacije i degranulacije zrelih formi neutrofila. Odsustvo gangrene i perforacije kod ovih
pacijenata se moze smatrati posledicom efikasnog inflamatornog odgovora kontrolisanim od

strane imunskog sistema.

MPXI vrednosti nisu pokazale znacajnu korelaciju niti sa duzinom trajanja simptoma
niti sa PAS, iako su ove korelacije, uz uvazavanje poznatih patofizioloskih mehanizama bile
oCekivane. Ubrzana maturacija neutrofila moze biti odloZzena u odnosu na inicijalnu
degranulaciju na poc¢etku inflamatornog procesa kod AA, dok sa druge strane, subjektivnost
simptoma, koji ¢ine 1 veliki deo parametara PAS, predstavljaju ograni¢enje za ovu vrstu
tumacenja. Vrednosti MPXI nisu korelirale ¢ak ni sa laboratorijskim vrednostima iz PAS, kao
Sto su vrednosti leukocita ili udeo neutrofila u leukocitarnoj formuli. Razli¢ite vrednosti

MPXI kod pacijenata u prvih 24 sata i onih kod kojih je MPXI odredivan nakon vise od 24
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sata od nastanka simptoma, mogu govoriti u prilog vece dijagnosticke vrednosti MPXI kod

pacijenata sa rano postavljenom sumnjom na AA.

Umerena pouzdanost testa razgranicavajucih vrednosti MPXI izmedu grupa, dobijena
ROC analizom, bila je postignuta jedino izmedu UAA i CAA grupe. Ostale razgranicavajuce

vrednosti MPXI bile su nepouzdane.

Pozitivna korelacija izmedu NLR i CRP je u nasSem ispitivanju nadena prvog i treceg
postoperativnog dana ali ne i preoperativno. Laboratorijski parametri koji ukljuéuju vrednosti
neutrofila, kakvi su apsolutni broj, procenat u leukocitnoj formuli i NLR, mogu se smatrati
brzim indikatorima AA od CRP zbog njihovog promptnijeg porasta na pocetku inflamacije 1
neophodnog vremena za sintezu CRP u jetri (156). Nasi rezultati su potvrdili brzi porast NLR
i odlozen porast CRP u pedijatrijskom AA, sugeriSu¢i NLR kao biomarker pocetnih
stadijuma AA kod dece i CRP za kasnije faze.

Iako u literaturi nema raspolozivih podataka o korelaciji NLR i MPXI, u skladu sa
poznatim mehanizmima inflamacije, mogla je biti o¢ekivana negativna korelacija usled
povecanja broja neutrofila i smanjenja azurofilnih granula u neutrofilima usled njihove
aktivnosti. Nasim testiranjem nije demonstrirana ni pozitivna niti negativna korelacija izmedu
ova dva laboratorijska parametra. Moguca razlika u dinamici stvaranja neutrofila 1

degranulacije postoje¢ih moze delimi¢no objasniti ovakav nalaz.

Znacajna pozitivna korelacija izmedu MPXI i CRP prisutna u ovom ispitivanju, je u
izvesnoj meri neocekivana, imajuc¢i u vidu da su pozitivne vrednosti MPXI prisutne kod
neutrofila koji nisu angaZovani, tj. degranulisani, dok je CRP nedvosmisleno senzitivan
indikator zapaljenja. Ocekivana je mogla biti negativna korelacija zbog inicijalne neutrofilne
degranulacije 1 porasta CRP. Medutim, ako se u obzir uzme period neophodan za sintezu
CRP i influks novostvorenih neutrofila, aktuelni nalaz moze biti objasnjen kod pacijenata sa

trajanjem simptoma duzim od 24 sata.

Medijatorske varijable obuhvacene ovim ispitivanjem bile su odredene sadrzajem
komercijalnog kita za proto¢nu citometriju Human Inflammation 20 plex BMS 819. Ovako
ispitivani citokinski set, ¢ije su vrednosti pracene i analizirane u peritonealnoj tecnosti i
serumu bio je predstavljen slede¢im medijatorskim varijablama: faktor nekroze tumora-alfa
(TNF-alpha), faktor stimulacije kolonija granulocita (G-CSF), makrofagni inflamatorni
protein lalfa i 1beta (MIP-1a, MIP-1p), interleukini: IL-1a, IL-1B, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
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IL-12, I1L-13 i IL-17, interferon-alfa (IFN-a), interferon-gama (IFN-y), sE-selektin,
intercelularni adhezivni molekul 1 (ICAM-1), interferonski inducibilni protein 10 (IP-10),
monocitni hemotaksni protein 1 (MCP-1) i peptid latence (LAP).

Citokini predstavljaju veliku grupu proteina, peptida ili glikoproteina koji deluju kao
medijatori imunskog odgovora, zapaljenja i hematopoeze. Za njihovu produkciju mogu biti
odgovorne brojne c¢elije organizma ali su u imunskom odgovoru za njihovo stvaranje
prevashodno zaduzene makrofagne ¢elije, u sklopu urodenog imunskog odgovora i T-¢elije, u
sklopu ste¢enog imunskog odgovora. Termin citokin je opsti naziv za ove proteine, dok se u
zavisnosti od funkcije, na¢ina delovanja, porekla i ¢elija na koje deluju, definiSu drugi nazivi.
Tako su interleukinima oznaceni citokini koje stvaraju leukociti a koji deluju na druge
leukocitne celije. Ovakvo tumacenje je danas suviSe ogranieno jer mnoge interleukine
stvaraju i druge ¢elije osim leukocita ili pak oni deluju na druge éelije koje ne pripadaju
leukocitima. Limfokini su citokini koje stvaraju limfociti, monokine stvaraju monociti i

makrofagi, dok su hemokinima oznaceni citokini sa hemotaksnom aktivnosc¢u (157).

Jedna od bitnih karakteristika citokinskih proteina je njihov visok afinitet za
odgovarajuce receptore, zbog Cega bioloske efekte mogu realizovati sa pikomolarnim i
nanomolarnim koncentracijama. Njihova aktivnost moZe biti autokrina, kada deluju na
membranske receptore cCelije koja ih je sekretovala; parakrina, kada deluju na celije u
okruzenju; i endokrina, kada deluju na receptore udaljenenih ¢elija. Stvoreni u odgovoru na
antigen, citokini na koordinisan interaktivan na¢in mogu regulisati brojne Celijske aktivnosti,
ispoljavajuci svojstva: sinergizam, kada viSe citokina stimuliSe celiju na istu aktivnost;
antagonizam, kada efekti jednih citokina inhibiraju efekte drugih; pleotropizam, gde citokin
ima viSe bioloskih aktivnosti; i redundantnost, gde vise citokina ima istu ili sli¢nu bioloSku

aktivnost (32).

Prema uticaju na zapaljenjski proces, citokini se svrstavaju u proinflamatorne i
antiinflamatorne. Proinflamatorni citokini ucestvuju u akutnim i hroni¢nim zapaljenjskim
procesima, potenciraju¢i sistemsku inflamaciju, uzrokuju¢i groznicu i tkivna oStecenja.
Glavni proinflamatorni citokini su TNF-a i IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-15. Ove citokine
sintetiSu prevashodno makrofagne ¢elije i mogu da zapocnu kaskadu sekundarnih citokina,
ukljucujuéi hemokine i faktore rasta. Antiinflamatorni citokini su imunoregulatorni molekuli
koji kontroliSu proinflamatorni citokinski odgovor u sadejstvu sa specificnim citokinskim

inhibitorima i solubilnim citokinskim receptorima. Ovde spadaju IL-4, IL-6, IL-10, IL-11, IL-
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13, TGF-pB, receptorski antagonist IL-1, receptorski antagonist za TNF-a. Ovi citokini mogu

da inhibiraju proinflamatorne celularne odgovore i produkciju hemokina (158).

U odnosu na fazu zapaljenja u kojoj dominantno iskazuju svoju aktivnost, citokini se
mogu podeliti na citokine akutnog i hroni¢nog zapaljenja. Citokini koji igraju klju¢nu ulogu u
akutnoj fazi inflamacije, poveéavajuéi perfuziju i vaskularnu permeabilnost, kao i povecanje
broja, leukocita, su: IL-1, TNF-a, IL-6, IL-11, IL-8, G-CSF i brojni hemokini. Sa druge
strane, citokini odgovorni za hroni¢nu fazu inflamacije se mogu svrstati u one koji ucestvuju
u humoralnom odgovoru, kao sto su: IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-13, TGF-B;
i one koji doprinose celularnom odgovoru, gde spadaju: IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-7, IL-9, IL-
10, IL-12, IFN-y, TNF-a, TNF-B (159).

Unutar jedne od prvih i osnovnih podela citokina na citokine urodene i steCene
imunosti, dopunska podela citokina ste¢ene imunosti se odnosi na njihovo poreklo u sklopu
podele pomo¢nickih T-limfocita. Osim citokina porekla Thl i Th2 podvrsta pomo¢nickih T-
limfocita, opisuju se i citokini Th17, Th9, T-regulatornih i T-folikularnih limfocita (160,161).
Po dosadasnjim istrazivanjima, nebalansirani Th1 i Th2 imunski odgovor moze predstavljati
patofizioloski osnov veceg broja poremecaja (162, 163). Citokini Thl odgovora, IL-2, IFN-y,
TNF-B, su odgovorni za celularni imunitet, dok su citokini Th2 odgovora, IL-4, IL-5, IL-9,
IL-10, IL-13, odgovorni za mehanizme humoralnog imuniteta i antiinflamatorno dejstvo
(164-167). Citokini Th17 odgovora su zaduZeni za regrutovanje neutrofila i makrofaga i
amplifikaciju zapaljenjske reakcije (168,169). Th9 ¢elije su nedavno identifikovane, sa
dominantnom sekrecijom IL-9 i pretpostavljenim brojnim ulogama u inflamaciji i tkivnom
oste¢enju (170, 171). T-regulatorni limfociti dominantno sekretuju IL-9, IL-10 i TGF-B i
imaju vaznu ulogu u inhibiranju imunskog odgovora zbog ¢ega su ranije bili oznac¢avani kao
supresorske celije (172). T-folikularne celije su specijalizovane T pomocnicke Celije,
smestene u germinativnim centrima sekundarnih limfnih organa, koje sekrecijom IL-4 i 1L-21

ubrzavaju produkciju antitela od strane B ¢elija (173).

Merenje nivoa citokina u serumu i drugim telesnim te¢nostima, radi dijagnostike i
pracenja bolesti, je u porastu u prethodnom periodu. Nivo pojedinih citokina korelira sa
aktivnoS¢u i progresijom nekih patoloskih stanja, kao $to su akutne i hroni¢ne inflamatorne
bolesti, sepsa, autoimune i maligne bolesti. Mogu se koristiti kao indikatori aktivnosti bolesti,
prediktivni faktori ishoda i u svrhu terapijskog monitoringa. Obzirom da citokini realizuju

svoje bioloske efekte pri vrlo niskim koncentracijama i da je njihov poluzivot kratak,
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odredivanje nivoa citokina zahteva sofisticiran pristup 1 visoku tehnicku opremljenost i
obucenost kadra angazovanog na ovim poslovima. Razvojem naprednih tehnologija,
ukljucujuéi 1 protocnu citometriju, uz izbor visoko kvalitetnih komercijalnih kitova,
omoguceno je merenje nivoa velikog broja citokina iz vrlo malih uzoraka telesnih tec¢nosti i
za vrlo kratko vreme. Preciznost i pouzdanost merenja su zavisni od kvaliteta opreme,
kvaliteta koris¢enih kitova, iskustva operatera i institucionalnog kvaliteta kontrole (174).
Odredeni broj ispitivanja koja su ukljucivala merenje nivoa citokina u cilju preciznije
dijagnostike akutnog apendicitisa i terapijskog pristupa je sproveden prevashodno na adultnoj
populaciji (175-177). Manji broj ispitivanja ovog tipa je sproveden i na pedijatrijskim
pacijentima (178, 179).

Interleukin 1 (IL-1) spada u proinflamatorne citokine akutne faze zapaljenja.
Primarno je bio opisan jedan molekul, da bi kasnije bilo otkriveno postojanje dva oblika ovog
citokina, IL-1a i IL-1P, koji se vezuju za iste receptore i imaju sli¢énu biolosku funkciju. Ovi
citokini promoviSu zapaljenjski proces, odgovorni su za indukciju adhezivnih molekula na
endotelnim celijama, stimulaciju makrofaga i endotela na sintezu hemokina, sintezu proteina
akutne faze zapaljenja u jetri i nastanak groznice (180, 181). Osnovni izvor ovih citokina je
aktivirana makrofagna celija i vaZan je zbog uticaja na druge ¢elije imunskog sistema, T i B
Celije 1 NK-¢elije i indukuje sintezu TNF-a i IL-6. Osim makrofaga, IL-1 produkuju i
neutrofili, endotelne c¢elije, eozinofili, bazofili, mastociti, fibroblasti i druge celije. Za
kontrolu bioloSke aktivnosti ovih citokina vazan faktor predstavlja receptorski antagonist za
IL-1 (IL-1Ra), koji se kompetitivno vezuje za receptor i blokira dejstvo ova dva citokina
(182, 183). Za razliku od IL-10, makrofagi produkuju IL-1f u vidu neaktivne procitokinske
forme, koja biva enzimski procesuirana proteolitickom aktivno$¢u kaspaze do svoje bioloski
aktivne forme (184). Nasim ispitivanjem nije nadena razlika izmedu preoperativnih i
vrednosti serumskih IL-1a i IL-1B nakon apendektomije, kako na ukupnom broju pacijenata,
tako 1 po patohistoloskim grupama. Takode, nije naden ni diskriminatorni potencijal ovog
citokina za odvajanje stadijuma inflamacije. Obzirom na aktivnost IL-1 u zapaljenju, razlika
vrednosti je bila ocekivana, pre svega izmedu uzoraka negativnih i uzoraka razvijenih formi
bolesti, §to je publikovano nakon ranijih ispitivanja (176). Sa druge strane, vrednosti IL-1a i
IL-1B 1z peritoneumske tecnosti su se izmedu grupa razlikovale, znacajnije kod vrednosti IL-

1B, jasno odvajajuéi patohistoloske grupe.

Interleukin 4 (IL-4) predstavlja antiinflamatorni citokin hroni¢ne faze zapaljenja, iz

grupe Th2 citokina. Primarna sekrecija IL-4 je vezana za aktivnost mastocita, bazofila, T-
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¢elija, i eozinofila (185, 186). Osnovne bioloske funkcije IL-4 su indukcija diferencijacije
naivnih T-pomo¢nickih ¢elija u Th2 ¢elijsku subpopulaciju (187), stimulacija diferencijacije
B-¢elija u plazmocite koji produkuju IgE (188), supresija diferencijacije T pomoc¢nickih ¢elija
u Thl ¢celije i supresija makrofagne aktivnosti i produkcije IFN-y. Aktivirane Th2 ¢elije sa
IL-4 nastavljaju njegovu produkciju mehanizmom pozitivne povratne sprege. IL-4 predstavlja
model antiinflamatornog citokina, po bioloskim u¢incima je sli¢an IL-13 i ima klju¢nu ulogu
u regulaciji humoralnog imunskog odgovora (189). Kod nasih pacijenata, serumske vrednosti
IL-4 su se razlikovale po danima kod komplikovane forme bolesti, ali se nisu razlikovale
izmedu grupa, dok su se peritoneumske vrednosti razlikovale izmedu patohistoloskih grupa,
diskriminiSu¢i sa visokom pouzdano$¢u negativhu apendektomiju od komplikovanog
apendicitisa. Ovakvi nalazi su samo delimi¢no usaglaSeni sa rezultatima prethodnih

istrazivanja (176).

Interleukin 6 (IL-6) spada u grupu proinflamatornih citokina akutne faze zapaljenja.
Sintezu IL-6, kao odgovor na tkivno osStecenje, inflamaciju ali i stimulisane IL-1 i TNF-a,
vrse brojne imunske i neimunske ¢elije, kao S§to su makrofagi, endotelne ¢elije, fibroblasti, T-
¢elije (190). Svojim bioloskim ucincima ucestvuje i u urodenoj i u steCenoj imunosti,
stimuliSu¢i hepatocite na sintezu proteina akutne faze, stimuliSu¢i B-¢elije na produkciju
antitela, promovisuci sazrevanje T-limfocita (191). IL-6 prolaskom kroz hematoencefali¢nu
barijeru uti¢e na hipotalamusnu regulaciju telesne temperature, dovodeci do groznice. Svojim
delovanjem na kostnu srz pojacava maturaciju megakariocita (192). lako biva produkovan
pod njihovim dejstvom, IL-6 potiskuje stvaranje TNF-a i IL-1. Uticajem na oslobadanje
adenokortikotropnog hormona utice na steroidnu regulaciju zapaljenjske reakcije. Ovim
svojim delovanjima IL-6 spada i u grupu antiinflamatornih citokina (193). Serumske i
peritoneumske vrednosti IL-6 su se u naSem ispitivanju ponasale slicno vrednostima IL-4,
znaCajno se razlikujuéi u serumu po danima i sa znacajnim razlikovanjem izmedu
patohistoloSkih grupa pacijenata u peritoneumskim uzorcima. Razlikovanje izmedu grupa po
serumskim vrednostima ovog citokina u nasem ispitivanju, nije bilo moguce. Rezultati nekih
prethodnih ispitivanja su bili drugaciji demonstrirajuci razliite serumske vrednosti IL-6 kod

neperforativnog i perforativnog apendicitisa (7).

Interleukin 8 (IL-8) spada u hemokine koga, pod uticajem IL-1 iTNF-a, dominantno
stvaraju aktivirani makrofagi, ali 1 druge Celije kao S$to su fibroblasti, endotelne Celije, glatke

miSiéne celije disajnih puteva, neutrofili. Vazan je citokin urodene imunosti (194). Opisane
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su mu dve osnovne bioloske funkcije. Ispoljava hemotaksnu aktivnost, privlaceci, pre svega
neutrofile, ali i druge granulocite na mesto infekcije (195). Druga bioloSka funkcija se ogleda
u indukciji fagocitoze na mestu infekcije. Zbog svoje osnovne funkcije poznat je i pod
nazivom neutrofilni hemotaksni faktor. Smatra se da inhibira oslobadanje histamina i
antagonizuje produkciju IgE (196). U sprovedenom ispitivanju, serumske vrednosti I1L-8 nisu
pokazale znacajnost niti u pogledu razlike po danima niti u diskriminaciji patohistoloskih
grupa, dok je razlikovanje grupa bilo jasno tumacenjem peritonealnih vrednosti. Obzirom na
hemokinsku funkciju ovog citokina, dominantno lokalni odraz ovog citokina je donekle
ocekivani nalaz. Znacajno vece koncentracije IL-8 u peritonealnoj te¢nosti kod komplikovane

forme apendicitisa su potvrdene i prethodno sprovedenim ispitivanjima (197).

Interleukin-10 (IL-10) pripada grupi antiinflamatornih citokina hroni¢ne faze
zapaljenja, iz grupe Th2 citokina. Ovaj citokin stvaraju prevashodno aktivirani makrofagi,
Th2 ¢éelije, antigen-prezentujuce Celije, B-Celije 1 mastociti. Njegova aktivnost se ogleda u
smanjenju antigen-prezentujuc¢eg kapaciteta antigen-prezentujucih celija, inhibiranju Thl
odgovora, smanjivanju MHC-II antigenske ekspresije i kostimulacionih molekula
makrofagnih ¢elija. Sa druge strane, IL-10 potencira Th2 odgovor, pojacavajuci proliferaciju
B-¢elija i sintezu antitela (198). Kod na$ih pacijenata, serumske vrednosti IL-10 se nisu
razlikovale po danima ni na ukupnom uzorku, niti po grupama, iako se, po bioloskoj funkciji,
ocekivao sli¢an nalaz sa [L-4. Medutim, IL-10 je jedan od retkih citokina u naSem ispitivanju
¢ije su serumske vrednosti diskriminisale patohistoloske grupe. Serumske vrednosti I1L.-10 su
preoperativno i treCeg postoperativnog dana, jasno odvajale nekomplikovanu od
komplikovane forme akutnog apendicitisa. Peritoneumske vrednosti ovog citokina su takode
odvajale negativne apendektomije i nekomplikovani od komplikovanog apendicitisa.
Povisene vrednosti IL-10 u grupi komplikovanog apendicitisa su nadene i u ranijim

ispitivanjima (7).

Interleukin 12 (IL-12, jo$ oznaCavan i sa IL-12p70) predstavlja proinflamatorni
citokin hronicne faze zapaljenja koga stvaraju aktivirani makrofagi i1 dendritske celije u
odgovoru na bakterijske produkte, intracelularne parazite ili usled interakcije sa aktiviranom
T-¢elijom. Vazan je medijator odgovora urodene imunosti na intracelularne mikrobe i
induktor celularnog imunskog odgovora na njih (199, 200). IL-12 aktivira NK-¢elije, pokrece
produkciju IFN-y i TNF-o od strane NK-Celija i T-Celija, podstice njihovu citolitiCku

aktivnost 1 pokrec¢e razvoj Thl ¢elija. Smatra se da ima esencijalnu ulogu u diferencijaciji,
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proliferaciji i odrzavanju Thl odgovora koji vodi produkciji IFN-y i IL-2, koji nadalje
promovisu T-Celijske odgovore i makrofagnu aktivaciju (201, 202). Putem stimulacije ¢elija
na sekreciju IFN-y, IL-12 indukuje proizvodnju hemokina IP-10, koji ima hemoatraktivni i
antiangiogenetski efekat. VVrednosti IL-12 su kod nasih uzoraka pokazale slicne odnose kao
IL-6 i IL-4, uz nesto manje diskriminatorne znacajnosti izmedu patohistoloskih grupa preko

peritonealnih vrednosti.

Interleukin 13 (IL-13), sli¢no IL-4, predstavlja antiinflamatorni citokin hroni¢ne faze
zapaljenja, iz grupe Th2 citokina. BioloSke funkcije ova dva citokina se u velikoj meri
preklapaju. Sekreciju IL-13 prevashodno vr$e Th2 ¢elije i eozinofili, indukujuci stvaranje IgE
od strane aktiviranih B-¢elija i inhibiraju¢i makrofagnu aktivaciju, inflamaciju i Th1 odgovor
(203, 204). Smatra se da je 1L-13 pre svega odgovoran za alergijske reakcije i borbu protiv
parazita gastrointestinalnog trakta, gde ne predstavlja esencijalni limfoidni citokin, vec
molekularnu vezu izmedu alergijskih i neimunskih ¢elija. IL-13 pozitivno reguliSe sopstvenu
produkciju od strane Th2 ¢elija, utiCe na hematopoezu i mukusnu hipersehreciju u crevima
(205). Za razliku od drugih ispitivanih antiinflamatornih citokina (IL-4 i 1L-10), serumske
vrednosti IL-13 nisu pokazale znacajne razlike niti izmedu vrednosti po danima niti po
pitanju odvajanja patohistoloskih grupa. Na osnovu peritoneumskih vrednosti ovog citokina,
komplikovana forma apendicitisa je mogla biti odvojena od nekomplikovane forme i

negativne apendektomije.

Interleukin 17 (IL-17) predstavlja proinflamatorni citokin koga stvara posebna vrsta
T-pomoc¢nickih Celija, po tome i nazvana Th17 ¢elija (206, 207). Uloga ove celije je, pre
svega u odbrani domacina od ekstracelularnih patogena a sintezu IL-17 vrSi indukovana sa
IL-23. IL-17 je potentni medijator odlozenog tipa hipersenzitivne reakcije, indukuje
produkciju velikog broja citokina i hemokina (IL-6, G-CSF, GM-CSF, IL-1p, TGF-B, TNF-q,
IL-8, MCP-1) od strane brojnih ¢elija (makrofagi, epitelne i endotelne celije, fibroblasti),
dovode¢i do mobilizacije neutrofila 1 monocita. Na ovaj nacin, regrutovani neutrofili 1
monociti pojacano infiltriSu afecirana tkiva, potenciraju¢i zapaljenjsku reakciju, remodelaciju
i tkivno ostecenje (208-210). Kod nasih pacijenata IL-17 se po serumskim vrednostima
razlikovao preoperativno i prvog i treCeg postoperativnog dana bez mogucnosti da
diskriminiSe patohistoloSke grupe. Peritoneumske vrednosti su sa visokom znacajnoscu

odvajale sve tri patohistoloske gupe medusobno. U prethodno sprovedenim ispitivanjima,
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ovaj citokin je prikazan kao znaCajan medijator za prepoznavanje gangrenozne forme

apendicitisa (43).

Faktor nekroze tumora-alfa (TNF-alpha) je mocan proinflamatorni citokin akutne
faze, vazan za regulaciju imunskih ¢elija, kako urodenog tako i steCenog imuniteta. Stvaraju
ga uglavnom aktivirani makrofagi ali i pomo¢nicke T-¢elije, neutrofili, mastociti, NK-¢elije,
eozinofili, fibroblasti. Njegov bioloski uticaj se ispoljava aktivacijom neutrofila i monocita na
mestu infekcije i njihovom stimulacijom ka eliminaciji mikroorganizama (211-213). Podstice
sopstvenu produkciju, kao i produkciju drugih citokina i hemokina, poput IL-1, IL-6, IL-8, G-
CSF. StimuliSe ekspresiju MHC 1 klase i endotelne ¢elije da ispolje adhezivne molekule.
Potencira stvaranje proteina akutne faze u hepatocitima, dok sistemskim uticajem dovodi do
pojave groznice, gubitka apetita, supresije kostne srzi i depresije miokardne funkcije. U
teskim infekcijama se stvara u velikim koli¢inama i moze dovesti do DIK i septi¢nog Soka
(214). Na nasem uzorku, vrednosti TNF-a u serumu su pokazale zna¢ajnu razliku po danima
ali ne i izmedu patohistoloskih grupa, $to je potvrdilo nalaze prethodnog ispitivanja (215).
Ovaj citokin je bio pouzdan u odvajanju patohistoloskih grupa prema peritoneumskim

vrednostima.

Faktor stimulacije kolonija granulocita (G-CSF) je citokin akutne faze zapaljenja koga
stvaraju aktivirane T-celije, makrofagi i endotelne celije na mestu infekcije. Po svom
delovanju se moze svrstati u proinflamatorne citokine a njegova bioloSka funkcija je
stimulacija stvaranja neutrofila u kostnoj srzi i usmeravanje njihove migracije na mesto
zapaljenja (216). G-CSF osim stimuliSueg dejstva na proliferaciju i diferencijaciju
neutrofila, uti¢e 1 na pojacavanje njihove efektorske funkcije, fagocitne aktivnosti pre svega,
produkcije reaktivnih kiseoni¢nih radikala i antitelo-zavisne citotoksi¢nosti. U isto vreme
utice 1 na produZavanje njihovog preZivaljavanja u zapaljenjskom zariStu, kao i na
proliferaciju endotelnih ¢elija na mestu zapaljenja (217, 218). U naSem ispitivanju, vrednosti
G-CSF su pokazale diskriminatornu ulogu samo kada je u pitanju lokalni odgovor, tj.
peritonealni uzorci, gde je jasno odvajao komplikovanu formu apendicitisa od
nekomplikovane forme i negativne apendektomije. Sistemski nivo ovog citokina se nije
razlikovao niti po danima niti po patohistoloskim grupama, sugeriSuci razlicitu regulaciju
lokalnog odgovora. Ovakav nalaz nije bio saglasan sa podacima nekih prethodnih ispitivanja
(218).
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Makrofagni inflamatorni protein 1 (MIP-1) pripada familiji hemokina grupe CC,
kome su opisane dve molekulske i funkcionalne forme, MIP-1a i MIP-13. Obe forme
produkuju prevashodno makrofagne celije aktivirane bakterijskim endotoksinima i imaju
imaju krucijalnu ulogu u imunskom odgovoru na infekciju (219). Proinflamatorna uloga ovih
citokina se ogleda u aktivaciji granulocitnih ¢elija i indukciji sinteze drugih proinflamatornih
citokina, kao §to su IL-1, IL-6 i TNF-alpha. MIP-1a uti¢e hemoatraktivno prevashodno na
polimorfonukleare dok MIP-1B deluje privlace¢i NK-cCelije i monocite na mesto infekcije
(220, 221). U nasem ispitivanju, vrednosti MIP-1a su bile diskriminatorne za patohistoloske
grupe i u serumu, gde su odvajale komplikovani i nekomplikovani apendicitis preoperativno
i treCeg postoperativnog dana, i u peritoneumu, gde su odvajale komplikovani od
nekomplikovanog apendicitisa i negativne apendektomije. Na osnovu vrednosti MIP-18 u
peritoneumu, takode su mogle biti odvojene patohistoloske grupe komplikovanog od
nekomplikovanog apendicitisa i negativne apendektomije. Serumske vrednosti MIP-1f po
danima su bile razli¢ite samo u grupi komplikovanog apendicitisa, dok za MIP-1a nisu

zabelezene.

Monocitni hemotaksni protein 1 (MCP-1) pripada hemokinima grupe CC i
produkovan je od strane brojnih Celija: monocita, makrofaga, dendritskih, epitelnih,
endotelnih, glatkomiSi¢nih Celija. Predstavlja kljuéni molekularni faktor za migraciju
monocita i makrofaga na mesto tkivnog oSte¢enja i inflamacije. Pored ovog proinflamatornog
delovanja, za razliku od drugih CC hemokina, MCP-1 pokazuje i aktivnost u promociji Th2
odgovora 1 smatra se vaznim molekularnim faktorom u formiranju granulomatoznog tipa
zapaljenja (222, 223). Kod nasih pacijenata, serumske vrednosti MCP-1 su se razlikovale po
danima, dok znacajne razlike u vrednostima izmedu grupa nisu nadene u serumu ali jesu u
peritonealnoj tecnosti. Serumske vrednosti MCP-1 nisu imale razgranicavajuce karakteristike
ni u prethodno sprovedenoj studiji u kojoj je MCP-1 zajedno sa drugim citokinima testiran za
razlikovanje akutnog apendicitisa i mezenterijalnog limfadenitisa (224).

Interferon-alfa (IFN-a) je citokin koji pripada interferonima tipa I, gde je svrstan veci
broj strukturno bliskih proteina koji imaju snazno antivirusno dejstvo. Osnovni izvor IFN-a
jesu mononuklearni fagociti, ali se smatra da mnoge celije stimulisane virusom mogu
sekretovati ovu grupu citokina. Bioloska aktivnost interferona tipa I se ogleda u inhibiciji
virusne replikacije, povecanju ekspresije MHC 1 klase na ¢elijama inficiranim virusima,
povecanju citotoksi¢ne aktivnosti NK-c¢elija i potenciranju Thl odgovora (225). Osim

proinflamatornog dejstva, smatra se da IFN-a pokazuje i antiinflamatornu i imunosupresivnu
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aktivnost, koja prati viremiju (226, 227). Serumske vrednosti IFN-a su u naSem ispitivanju
bile razli¢ite u grupi komplikovanog apendicitisa, dok su peritoneumske vrednosti odvajale
komplikovani od nekomplikovanog apendicitisa 1 negativne apendektomije. Serumske
vrednosti ovog citokina nisu diferencirale patohistoloske grupe. U literaturi se ne evidentiraju
ispitivanja IFN-a sa ciljem razlikovanja stepena apendicitisa. Publikovana studija u kojoj je
ispitivan nivo IFN-a kod dece sa bolom u desnoj ilija¢noj jami je pokazala znatno veci
serumski nivo ovog citokina kod dece sa mezenterijalnim limfadenitisom nego kod pacijenata

sa akutnim apendicitisom (228).

Interferon-gama (IFN-y), ranije oznacavan kao interferon tip II, predstavlja citokin
koga sekretuju samo T-¢elije i NK-¢elije. Njegova osnovna uloga je aktivacija makrofaga u
reakcijama urodene i steene imunosti. Smatra se da je njegova aktivnost od klju¢nog znacaja
u borbi protiv virusnih, nekih bakterijskih i protozoalnih infekcija (229). Uprkos umerenoj
direktnoj antivirusnoj aktivnosti, on snazno potencira dejstvo ostalih interferonskih molekula.
Jedini je interferonski citokin koji snazno potencira ekspresiju MHC II klase, zbog Cega
potenciraju¢i antigensku prezentaciju od strane antigen-prezentujuc¢ih celija, osnazuje
celularni imunski odgovor (230). Kod nasih pacijenata, samo su peritoneumske vrednosti
IFN-y diferencirale komplikovanu od nekomplikovane forme bolesti i negativne
apendektomije, dok kod serumskih vrednosti ovog citokina nisu zabeleZene razlike koje bi
diferencirale dane ili patohistoloske grupe. U ispitivanju adhezivnih molekula, IL-10 i IFN-y
u akutnom apendicitisu, autori su prezentovali znacajno veéu koncentraciju IFN-y kod

gangrenozne forme apendicitisa (231).

E-selektin pripada ¢elijskim adhezivnim molekulima koji, kao 1 drugi selektini, ima
vaznu ulogu u nastanku inflamacije. Ovaj molekul biva tokom zapaljenja eksprimiran od
strane endotelnih celija pod dejstvom IL-1 i TNF-a iz oStecenih ¢elija. Leukociti iz krvnih
sudova, aktivirani hemokinima, se vezuju za E-selektin i prelaze u tkivo gde ispoljavaju svoju
funkciju (232). Merenje vrednosti serumskog E-selektina moze biti od klinickog znacaja u
pracenju pojedinih patoloskih procesa (233, 234). U naSem ispitivanju, vrednosti solubilnog
E-selektina u serumu nisu diskriminisale niti dane niti patohistoloSke grupe. Vrednosti iz
uzoraka peritonealne te¢nosti su odvajale komplikovanu formu apendicitisa od ostale dve
grupe. Patolohistoloska ispitivanja zastupljenosti E-selektina kod grani¢nih formi apendicitisa
su pokazala da ovaj molekul biva ispoljen na endotelu ve¢ u prvih Sest sati od pocetka
zapaljenja (235). Merenja solubilne frakcije ovog adhezivnog molekula u akutnom

apendicitisu kod dece nisu do sada objavljivana.
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Intercelularni adhezivni molekul 1 (ICAM-1) predstavlja transmembranski protein
endotelnih Celija i leukocita koji je vazan u stabilizaciji meducelijske interakcije i
transendotelnoj migraciji leukocita. Povecana ekspresija ovog molekula se javlja pod
dejstvom proinflamatornih citokina, pre svega IL-1 i TNF-a (236, 237). CirkuliSu¢a forma
ovog molekula moze biti znacajna za pracenje pojedinih imunskih deSavanja u organizmu
(238). U naSem ispitivanju, peritoneumske vrednosti solubilnog ICAM-1 su diskriminisale
komplikovani apendicitis od ostale dve grupe, dok su serumske vrednosti bile nepouzdane za
diferencijaciju i vremena uzorkovanja i grupa. Prethodno sprovedena ispitivanja potvrduju

pojacanu ekspresiju ovog proteina kod apendicitisa (231).

Interferonom inducibilni protein 10 (IP-10) spada u hemokine grupe CXC. Sekretuje
ga veci broj ¢elija stimulisanih IFN-y, gde spadaju monociti, fibroblasti i endotelne celije.
Bioloska funkcija IP-10 se ogleda u privlacenju mononuklearnih fagocita, NK-¢elija, T-
¢elija, promociji Thl odgovora (239, 240). Merenje koncentracije ovog molekula u serumu
moze biti od znacaja u pracenju pojedinih imunskih procesa (241). Serumske vrednosti ovog
hemokina u nasem ispitivanju su diskriminisale dane i patohistoloske grupe. Sa druge strane,
ovo je jedini medijator u nasem ispitivanju ¢ije peritoneumske vrednosti nisu odvajale
patohistoloSke grupe. U raspolozivoj literaturi nisu zabeleZeni radovi na ispitivanju ovog
hemokina kod pedijatrijskih pacijenata sa akutnim apendicitisom. Obzirom na njegovu
inducibilnost sa IFN-y, koji igra vaznu ulogu u inflamaciji, znacajni diskriminisuci potencijal
IP-10 u naSem ispitivanju je svakako mogao biti ocekivan. Tumacenja vrednosti ovog

hemokina kod akutnog apendicitisa nisu pronadena u raspolozivoj literaturi.

Peptid latence (LAP) predstavlja mali molekul koji se zajedno sa latentnim TGF-f
vezuju¢im proteinom (LTBP), vezuje za TGF-B, formirajuci latentni kompleks. Tokom
zapaljenjskog procesa, aktivacijom brojnih celija, pre svega makrofaga, dolazi do
oslobadanja proteinaza koje odvajajuc¢i ove molekule aktiviraju TGF-f (242). Obzirom na
bitnu imunoregulatornu funkciju TGF-B, pracenje nivoa LAP u serumu moze biti od znacaja
u brojnim imunskim deSavanjima (243). U nasem ispitivanju, koncentracije ovog molekula u
serumu nisu diskriminisale niti dane niti patohistoloske grupe, dok su peritoneumske
vrednosti odvajale grupu komplikovanog apendicitisa od ostale dve grupe. U pretrazenim

publikacijama, analiza LAP u kontekstu akutnog apendicitisa nije opisana.

U literaturi se srecu rezultati odredenog broja sprovedenih ispitivanja citokina kod

pacijenata sa akutnim apendicitisom, kako adultne tako i pedijatrijske populacije. Sli¢no

100



naSem ispitivanju, ove studije su imale za cilj potencijalno prepoznavanje biomarkerske
funkcije citokina u cilju diferencijacije stepena zapaljenja, odnosno prisustva ili odsustva
upalnog procesa na apendiksu. Obzirom na veliki broj cirkuliSu¢ih citokina u akutnom
apendicitisu, moze se ocekivati prisustvo diskriminiSuce razlike koncentracija nekog od ovih
molekula za stadijume akutnog apendicitisa. Klini¢ki znacaj identifikacije medijatora sa
ovakvim svojstvom bio bi visestruk, pocevsi od smanjenja broja negativnih apendektomija,
preko pouzdanije procene nacina lecCenja, izbora antibiotske terapije i hirurSke tehnike,
hitnosti operacije, do planiranja duzine oporavka i zauzetosti bolnickih kapaciteta. U do sada
sprovedenim ispitivanjima, nije naden biomarker niti biomarkerski set sa ovakvim
karakteristikama (58). Takode, ni jedna od do sada sprovedenih studija nije testirala uzorke sa
velikim citokinskim setom od 20 razli¢itih citokina, kakav je Human Inflammation 20 plex

BMS 81, koji je bio izbor za nase ispitivanje.

Imunski odgovor u akutnom apendicitisu, slicno drugim zapaljenjskim bolestima, je
odreden T-pomo¢nickim ¢elijama, odnosno vrstom odgovora koja se razvija u zavisnosti od
dominantne linije T-pomo¢nickih ¢elija (244). Thl Ccelije uz pomo¢ proinflamatornih
citokina, IFN-y, IL-2 i TNF-B, aktiviraju makrofage i citotoksi¢ne celije, promovisuci
celularni imunski odgovor. Th2 ¢elije, uz pomo¢ antiinflamatornih citokina, IL-4, IL-5, IL-9,
IL-10, IL-13, dovode do aktivacije mastocita, bazofila i eozinofila, razvijaju¢i humoralni
imuni odgovor (245-249). Thl7 c¢elije, uz pomo¢ IL-17, po kome su i identifikovane,
pojacavaju zapaljenjski proces, dodatnom regrutacijom neutrofila i makrofaga (250, 251).
Imunski odgovori u razli¢itim patoloSkim stanjima, se najceS¢e ne manifestuju striktnim Thl
ili Th2 modelom odgovora, ve¢ balansom ili dominacijom jednog od ova dva modela.
Antagonisticki odnos biolo$kog dejstva citokina ova dva modela, predstavlja kljuéni faktor u
regulaciji imunskog odgovora i ishodu patoloskog procesa. Tako neki autori iznose hipotezu
0 nekontrolisanom Thl odgovoru kod komplikovane forme akutnog apendicitisa i
balansiranom Th1/Th2 odgovoru kod nekomplikovane forme (252).

Uzorci za analizu serumskih koncentracija citokina su u nasem ispitivanju uzimani
preoperativno, prvog i treCeg postoperativnog dana. Razlicite vrednosti serumskih citokina po
danima pokazuju kretanje citokinskih nivoa od momenta neposredno pre hirur§kog zahvata
do treCeg dana oporavka. Tokom ovog perioda je ocekivan pad vrednosti citokinskih
koncentracija usled sanacije izvora zapaljenja. U slucaju nekomplikovanog apendicitisa,
proces je ogranicen na sam apendiks u vidu flegmonozno izmenjenog tkiva i apendektomijom

biva kompletno ekskludiran. Kod komplikovanog apendicitisa postoji, u manjoj ili vecoj meri

101



1 znaCajan nadrazaj peritoneuma, koji burno reaguje Sirenjem zapaljenja, sa posledicnim
porastom nivoa citokina. Kod starije dece, kao i kod odraslih, perforirani apendiks moze biti
zatvoren omentumom, §to delimi¢no smanjuje Sirenje infekcije i zapaljenjskog procesa, dok
se ovo ne deSava kod mlade dece, gde je omentum jo§ uvek slabo razvijen. Tako se kod
nekomplikovane forme apendicitisa ocekuje brzi pad vrednosti citokina i brzi oporavak, dok
je kod komplikovane forme oporavak duzi uz mogucée komplikacije stvaranja priraslica
nakon peritonitisa, opet u zavisnosti od regulacije imunskog odgovora na peritoneumu i
potencijala za fibroziranjem. U naSem ispitivanju, razlike izmedu koncentracija citokina po

danima su bile prisutne na ukupnom uzorku i u grupi komplikovanog apendicitisa.

U grupi normalnog i ranog apendicitisa ovakva razlika nije evidentirana. Ova grupa je
bila predstavljena pacijentima bez upalnog procesa na apendiksu ili sa leukocitima videnim
na patohistoloSkom pregledu, samo u sluznici. Ovim se moze objasniti nepostojanje
sistemskog citokinskog oscilovanja. Kod vecine pacijenata iz ove grupe zabeleZene su niske
vrednosti svih merenih citokina, iako su kod manjeg broja bile prisutne i viSe vrednosti. Kod
njih je intraoperativno najcées$ce bio prisutan nalaz mezenterijalnog limfadenitisa sa kojim je
mogao biti povezan porast vrednosti citokina u serumu. Pokusaji klinickog i laboratorijskog
razlikovanja akutnog apendicitisa i akutnog mezenterijalnog limfadenitisa, koji je jedan od
najznacajnijih diferencijalno dijagnostickih entiteta za akutni apendicitis, su u literaturi
opisani (253). Autori publikovanih ispitivanja su od analiziranih citokina, istakli moguci
znacaj IL-6 u diferencijalnoj dijagnozi ova dva, po klini¢kom ispoljavanju vrlo sli¢na i Cesta
oboljenja, predlazu¢i i apsolutnu razgrani¢avajucu vrednost serumske koncentracije IL-6

(179).

Kod nekomplikovanog apendicitisa, kao §to je ve¢ izneto, zbog potpunog uklanjanja
strukture zahvacene zapaljenjem a imaju¢i u vidu kratak poluZzivot citokina u serumu, brzi
pad nivoa citokina u serumu je bio ocekivani nalaz. Medutim, kod nasih pacijenata sa
nalazom nekomplikovanog apendicitisa, nije bilo znacajne razlike u koncentracijama merenih
citokina po danima, sa izuzetkom IP-10 molekula. Nepostojanje razlika se moze objasniti
nedovoljnom refleksijom lokalnih inflamatornih zbivanja na sistemski nivo. Kako su
vrednosti peritoneumskih citokina odredivani samo na dan intervencije, zbog dostupnosti
peritoneumskoj tecnosti po otvaranju trbuha za apendektomiju, ovakve analize lokalnih
promena u nivou citokina, kasnije nisu mogle biti sprovedene bez dodatnih invazivnih
postupaka. Vrlo je verovatno, na osnovu diferenciranja patohistoloskih grupa po

peritoneumskim nivoima pojedinih citokina, da su i razlike po danima u nivou citokina
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mnogo jasnije na lokalnom nalazu. Nalaz IP-10, koji je u serumu UAA grupe razgrani¢avao
prvi od treCeg postoperativnog dana, neocCekivano je bio visi treCeg nego prvog
postoperativnog dana, nakon statisticki neznacajnog pada preoperativnih vrednosti. Obzirom
da se ovaj hemokin oslobada iz celija pod uticajem IFN-y, jednog od glavnih
proinflamatornih citokina, poviSeni nivo tre¢eg postoperativnog dana nije mogao biti

objasnjen sanacijom lokalnog upalnog procesa.

Citokini, cija se koncentracija razlikovala po danima kod pacijenata sa
komplikovanim apendicitisom, su bili sli¢ni kao i kod ukupnog broja pacijenata. Ovakva
podudarnost je delimi¢no objasnjiva najve¢im brojem pacijenata u ovoj grupi. 1L-4, IL-6, IL-
12, TNF-a, IP-10 i MCP-1 su imali slicnu dinamiku menjanja koncentracija i na ukupnom
broju 1 u CAA grupi pacijenata. Od njih je sa najve¢om statistickom znacajnoScu,
preoperativni i nivo u dva postoperativna dana, kao i dva postoperativna nivoa medusobno,
diferencirao IL-6. Ovaj citokin je u isto vreme bio i jedini koji je pokazao kontinuirani pad
preoperativnih vrednosti u serumu. Znacaj IL-6 u dijagnostici 1 pra¢enju akutnog apendicitisa
je prikazan u veéem broju publikacija (254-256). Zanimljivo je da je vecina ostalih citokina
nakon pada serumskih koncentracija u prvom postoperativnom danu, kao i IP-10 u UAA
grupi, pokazala porast koncentracija treceg postoperativnog dana. To bi donekle moglo biti
objaSnjeno u slucaju antiinflamatornih citokina i moguc¢e njihove dominacije tokom sanacije
zapaljenjskog procesa. Medutim, ovakav nalaz je teSko objasniti u sluc¢aju citokina akutnog
zapaljenja. Citokin koji se po diferenciranju dana nije poklapao na ukupnom uzorku i u CAA
grupi je IL-17, koji je odvajao prvi od treCeg postoperativnog dana na ukupnom broju
pacijenata ali ne 1 po grupama, upucuju¢i na Th17 odgovor u akutnom apendicitisu. Teorija
dominacije Th1 odgovora poja¢anog Th17 odgovorom kod gangrenoznog apendicitisa, ranije
je ve¢ publikovana (43). IFN-o i MIP-1p su pokazali znac¢ajne razlike u koncentracijama po
danima u CAA grupi ali ne i na ukupnom uzorku. Ovi podaci mogu sugerisati aktivnost

mononuklearnih fagocita u fazi rezolucije gangrenoznog i perforativnog oblika bolesti.

Diskriminacija patohistoloskih grupa na osnovu koncentracija citokina u serumu je u
nasem ispitivanju bila slabo izraZena. Preoperativno razlikovanje stadijuma bolesti na osnovu
serumskih citokina bi bilo od neprocenjive vrednosti u klinickom radu. Upravo bi ovakva
mogucénost, uz objektivan klinicki pregled 1 standardnu laboratorijsku i ultrazvucnu
dijagnostiku, klini¢arima pruzila dodatnu sigurnost u proceni i odluc¢ivanju o terapijskom
pristupu kod sumnjivog akutnog apendicitisa. Ovo je razlog zbog ¢ega se ve¢ duze vreme

insistira na ovakvim ispitivanjima (7, 191, 257-259). Naravno, ukoliko bi bili pronadeni
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pouzdani citokinski biomarkeri, dodatan napor bi bio neophodan za pojednostavljivanje

laboratorijskih testova njihovog brzeg i jeftinijeg odredivanja u serumu.

Jedna od prethodnih studija je ispitivala pet citokinskih molekula, ukljucujuéi
proinflamatorne IL-1pB, IL-6 i 1I-8, IL-2 i antiinflamatorni IL-10. Rezultati su ukazali na
znacaj IL-6 i IL-8 u diferenciranju perforativnog od neperforativnog apendicitisa (7). lako su
kod nasih pacijenata ovi citokini, naro¢ito u CAA grupi imali poviSen nivo, diskriminatorni
potencijal kao u navedenoj studiji nije naden. U jednom drugom ispitivanju, osim znacaja IL-
6 u diferentovanju perforativnog od neperforativnog apendicitisa, akcentovana je i moguca
pouzdanost 1L-10 (259)." Ovakav nalaz je potvrdio zakljucke studija koje su prethodile ovom
ispitivanju (35, 256, 260, 261). Navedeno ispitivanje je, za razliku od naSeg, obuhvatalo
starosno mesovitu grupu pacijenata, od 15 do 85 godina. U naSem ispitivanju, IL-10 je jedini
od ispitivanih interleukina koji je, takode odvajao neperforativnu od perforativne grupe
apendicitisa. Naime, preoperativne serumske koncentracije IL-10 su kod nasih pacijenata bile
znacajno vise u CAA nego u UAA grupi. Ovo govori u prilog pojacane Th2 aktivnosti kod
razvijenijih formi bolesti. Pored IL-10, preoperativno smo zabeleZili i razli¢ite vrednosti
izmedu formiranih patohistoloskih grupa za MIP-1a i IP-10. Ovakav nalaz do sada nije
publikovan. Nivoi MIP-1a su se razlikovali na sli¢an nacin, izmedu UAA i CAA grupe, kao i
nivoi IL-10. Ovaj hemokin zauzima znacajno mesto u privlacenju i aktivaciji granulocita i
njegova koncentracija je ocekivano veca u uznapredovalim inflamatornim procesima.
Nasuprot tome, koncentracije IP-10 su jasno razdvajale grupu negativne apendektomije i
ranog apendicitisa od nekomplikovanog i komplikovanog apendicitisa ali ne i grupe
nekomplikovanog i komplikovanog apendicitisa medusobno. Aktivnost IP-10 u zapaljenju je
u direktnoj korelaciji sa Thl odgovorom 1 luc¢enjem IFN-y. Ukoliko bi ovakva pouzdanost
bila potvrdena konfirmativnim studijama sa veéim brojem pacijenata, ovaj trojni
biomarkerski set sastavljen od jednog antiinflamatornog citokina i dva hemokinska molekula,
bi mogao biti od velike koristi. Uz ostale nalaze, IP-10 bi isklju¢ivao akutni apendicitis, dok
bi IL-10 i MIP-1a diferencirali nekomplikovanu od komplikovane forme bolesti. lako su
razgranicavajuce vrednosti koncentracija ovih citokina u krvi, dobijeni u naSem ispitivanju
ROC analizom, bili kvalifikovani kao testovi slabe pouzdanosti, ispitivanja sa ve¢im brojem

pacijenata 1 broj¢ano uniformnijim grupama bi mogla da daju bolju pouzdanost.

Postoperativno pracenje citokinskih koncentracija u serumu pacijenata operasanih od
akutnog apendicitisa bi moglo da sluzi kao monitoring oporavka i razvoja komplikacija. U

literaturi se sre¢e mali broj ovakvih ispitivanja. Jedan od prethodno objavljenih radova je
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prezentovao rezultate ispitivanja u Svedskoj na 21-om pacijentu sa otvorenom
apendektomijom, kod kojih je uzorkovanje seruma radeno 1, 2, 6, 10 1 30 postoperativnog
dana, sa ciljem analiziranja leukocitarne formule, C-reaktivnog proteina, IL-6 i nivoa
leukocitne elastaze (262). Rezultati ovog ispitivanja su ukazivali na pouzdanu procenu
razvoja komplikacija na osnovu prac¢enja leukocita, CRP i IL-6. U nasem ispitivanju nije bilo
velikog broja postoperativnih komplikacija, zbog ¢ega testiranja u ovom Smeru nisu ni bila
sprovedena. Prolongirane hospitalizacije su obi¢no bile indikovane wusled duzih
postoperativnih febrilnosti, odrzavanja laboratorijskih parametara ili virusnih infekcija tokom
postoperativnog boravka u bolnici, kao i usled prisustva intraoperativno postavljenog
abdominalnog drena. Jedini citokinski parametar pracenja iz naseg ispitivanja koji je prvog
postoperativnog dana razgrani¢avao sve tri grupe medusobno bio je IP-10. Treceg
postoperativnog dana, statisticki znacajnu razliku izmedu vrednosti u UAA i CAA grupi
imali su IL-10 i MIP-la ali ne i prema NEAA grupi. Tako su i u trodnevnom
postoperativnom periodu naseg ispitivanja, od svih dvadeset citokinskih parametara pracenja,
razlikovanje formiranih grupa pacijenata omogucavale iste tri varijable kao i preoperativno.
lako je do sada sproveden izvestan broj studija koje su ispitivale kretanje IL-10 u razli¢itim
patoloskim procesima, obuhvatajuéi 1 akutni apendicitis, sliéni podaci za MIP-1a 1 IP-10 su
jako ograni¢eni, odnosno nepostoje¢i za akutni apendicitis. MIP-1o je testiran u sklopu
pracenja kostanih lezija kod multiplog mijeloma (263) i u sklopu pracenja HIV infekcije
(264), dok su pracenja IP-10 sprovedena kod ispitivanja ulceroznog kolitisa (265) i
tuberkuloze (266). U kontekstu naSeg ispitivanja, posebno je interesantan rad Anderssona i
saradnika iz 2001. godine, u kome su dovedeni u vezu upravo ulcerozni kolitis i
apendektomija, kao faktor koji umanjuje rizik za ulcerozni kolitis (267). Zasigurno, IL-10,
MIP-1a i IP-10 su i dalje nedovoljno ispitani molekuli u preoperativnhom i postoperativnom
laboratorijskom pracenju akutnog apendicitisa, koji po rezultatima naSeg ispitivanja,

zasluZzuju dodatno razmatranje u sklopu studija sa ve¢im brojem pacijenata.

Za analizu peritoneumskih koncentracija citokina u naSem istraZivanju, uzimana je
peritoneumska te¢nost na pocetku operativnog zahvata, odmah nakon otvaranja
peritoneumske duplje. Kod pacijenata bez nalaza inflamiranog apendiksa, kao i kod
pacijenata sa flegmonozno izmenjenim apendiksom, bio je ocekivan nalaz manje koli¢ine
bistre tec¢nosti, dok je kod komplikovanih formi apendicitisa bila ocekivana veca koliCina,
zamucene 1 smrdljive, nekada i1 sukrvicave te¢nosti, usled raSirene infekcije, prisustva

raspadnih produkata i crevnog sadrZaja u peritonealnoj duplji. Jednovremensko uzorkovanje
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peritoneumske tecnosti je omogucavalo analizu razlika koncentracija ispitivanih citokina u
peritoneumskoj te¢nosti izmedu formiranih grupa ali ne i dinamiku menjanja tokom ranog
postoperativnog toka, kao u slu¢aju analize serumskih citokina i trovremenskog uzorkovanja
krvi. Neinvazivno postoperativno uzorkovanje peritoneumske tecnosti je bilo moguce samo
kod malog broja ispitanika kod kojih je intraoperativno bio postavljen abdominalni dren.
Ovakav pristup je, shodno hirurSkim protokolima, bio ograni¢en na teze perforativne

sluc¢ajeve iz CAA grupe pacijenata.

Diskriminacija formiranih patohistoloSkih grupa na osnovu peritoneumskih
koncentracija citokina je, za razliku od serumskih, bila vrlo dobro izrazena. Naime, od
dvadeset ispitivanih varijabli, devetnaest je pokazalo znaCajne razlike u peritoneumskim

koncentracijama izmedu patohistoloskih grupa.

IFN-y kao glavni citokin Thl odgovora, jasno je diferencirao CAA od ostale dve
grupe pacijenata, ali ne i NEAA od UAA grupe. Za razliku od prethodnih nalaza Dalala i
saradnika iz 2005. godine, gde je nivo ovog citokina bio nizi kod perforativnog nego kod
flegmonoznog apendicitisa, u naSem ispitivanju je najniza vrednost zabelezena u UAA a
najvisa u CAA grupi (118). Od ostalih proinflamatornih citokina, IFN-a, G-CSF, IL-1a i IL-
12 su imali sli¢an diskriminativni model za grupe dok je IL-6 razgrani¢avao NEAA od ostale
dve grupe ali ne 1 UAA od CAA. Ovi citokini su imali najviSe vrednosti u CAA grupi, §to
nije potpuno uskladen nalaz sa prethodnim ispitivanjima. Naime, 1L-12 je u pomenutom
ispitivanju Dalala i saradnika pratio vrednosti IL-6. Takode, peritoneumske koncentracije G-
CSF su bile ujednacene u NEAA 1 UAA grupi i znacajno viSe u CAA grupi, za razliku od
ispitivanja Cluitmansa i saradnika iz 1997. godine, gde se ova vrednost razlikovala izmedu
neinflamiranog i inflamiranog apendiksa (268). Proinflamatorni citokini ¢ije su
peritoneumske koncentracije u naSem ispitivanju jasno diskriminisale sve tri grupe pacijenata
bili su TNF-a, IL-17 i IL-1B. Koncentracije ovih citokina su kod nasih pacijenata rasle sa
progresijom upalnog procesa u slucaju TNF-a i IL-17 dok su kod IL-1B vise vrednosti
zabelezene kod NEAA nego kod pacijenata iz UAA grupe. TNF-a je 1 u jednom prethodnom
ispitivanju, zajedno sa IL-6 i IL-8, predstavljao citokin sa najviSim peritoneumskim

koncentracijama u sekundarnom peritonitisu (269).

Antiinflamatorni citokini Th2 odgovora, IL-4, I1L-10 i IL-13, su svojim
peritoneumskim koncentracijama takode diferencirali formirane grupe nasih pacijenata. I1L-4

je jedini citokin Th2 odgovora koji je svojim koncentracijama razdvajao sve tri grupe
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pacijenata, dok su IL-10 i IL-13 razdvajali CAA grupu od preostale dve ali ne i NEAA od
UAA grupe. IL-4 i IL-10 su imali najviSe vrednosti u CAA grupi, dok je u sluc¢aju IL-13
najvisa vrednost zabeleZzena u UAA grupi. Povisene peritoneumske koncentracije 1L-4 i IL-
10 su pronadene i u prethodnim ispitivanjima (8, 178), dok razlike u koncentracijama IL-10

izmedu perforativnog i neperforativnog apendicitisa nisu nadene u studiji Yoon i autora (7).

Od hemokinskih varijabli iz naseg ispitivanja, koncentracije IL-8 su diferencirale sve
tri grupe pacijenata medusobno dok su MIP-1a, MIP-1p i MCP-1 snazno diferencirale CAA
grupu od ostale dve ali ne i NEAA od UAA grupe, po slit(nom modelu kao vecina
antiinflamatornih citokina. Podaci o izrazenom povecanju koncentracija peritoneumskog IL-8
u peritonitisu u odnosu na plazmatske vrednosti su publikovane (269). Medutim, nema
podataka o peritoneumskim vrednostima ovog hemokina kod razli¢itih stadijuma
apendicitisa. Od ostalih citokinskih molekula iz naSeg ispitivanja, peritoneumske vrednosti
cirkulisu¢ih ICAM-1, LAP i E-selektina su, kao i kod vecine hemokinskih varijabli,
diferencirale CAA od UAA i NEAA grupe pacijenata, bez moguénosti diferenciranja NEAA
od UAA grupe. Tako je najveéi broj testiranih citokina iz naSeg ispitivanja, ukupno njih
trinaest, svojim peritoneumskim koncentracijama snazno diskriminisao CAA od ostale dve
grupe, bez mogucnosti odvajanja NEAA od UAA grupe pacijenata. Ovakav nalaz se moze
objasniti najsnaznijim imunskim odgovorom kod pacijenata sa komplikovanim formama
akutnog apendicitisa, gde dolazi do reakcije peritoneuma koji je potentan produktor
medijatora zapaljenja. Ovakva Cinjenica je iskoriS¢ena u nekim ispitivanjima za pracenje
komplikacija hirurskih zahvata na crevnom traktu (270-272), pre svega za pracenje crevnih
anastomoza ¢ija postoperativha nekompetentnost rezujtuje brzim razvojem peritonitisa i
lokalnim, a u kasnijoj fazi i sistemskim skokom nivoa citokina. Kljuéni momenat za ovu
vrstu pracenja je prisustvo drena kod ovih pacijenata, koji omogucéava Cesto uzorkovanje
peritonealne tec¢nosti. Pet citokina je svojim peritoneumskim koncentracijama odvajalo sve tri
grupe medusobno, dok je jedino peritoneumski IL-6 odvajao NEAA od ostale dve grupe, bez
mogucénosti razlikovanja UAA od CAA grupe. Visok nivo ovog interleukina u
peritoneumskoj tecnosti u odnosu na serumske vrednosti kod apendicitisa je naden u studiji
Rivera-Chaveza i autora (8). Druga ispitivanja su ukazala na znacaj Celija peritoneumskog

mezotela stimulisanih TNF-a i IL-1, u sintezi IL-6 kod abdominalnih procesa (273, 274)

Simultano odredivanje koncentracija peritoneumskih 1 serumskih vrednosti citokina je
u ovom ispitivanju imalo za cilj odredivanje stepena odrazavanja lokalnog imunskog

odgovora na sistemski nivo. Uzorak krvi koji je koriS¢en za ovu korelaciju je uziman
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preoperativno, dok je peritoneumski uzorak te¢nosti uziman odmah nakon laparotomije.
Efekat laparotomije na lokalni i sistemski imunski odgovor je dokazan (275-277) ali je ovaj
efekat na nivo peritoneumskih citokina u naSem ispitivanju minimalizovan uzimanjem uzorka
peritoneumske te¢nosti u prvim trenucima nakon otvaranja peritoneumske Supljine.
Laparotomijski efekat na sisitemski citokinski status je u nasem ispitivanju svakako postojao

kod uzoraka od prvog i treceg postoperativnog dana.

Statisticki znaCajna pozitivna korelacija izmedu peritoneumskih 1 serumskih
koncentracija na ukupnom broju pacijenata na dan operacije, zabelezena je kod svih
ispitivanih citokina sa izuzetkom IL-6. Funkcija ovog medijatora je do sada obimno
ispitivana, uz brojna tumacenja njegovog proinflamatornog i antiinflamatornog dejstva (190,
278, 279). Po grupama, pozitivna korelacija je bila prisutna u CAA grupi za sedamnaest
citokina, u UAA grupi za osam i u NEAA grupi za devet od dvadeset ispitivanih citokina. U
CAA grupi osim IL-6, korelacije nije bilo i u slucaju IL-1p 1 IL-8. U NEAA i UAA grupi,
pozitivna korelacija je postojala za kombinovanu grupu proinflamatornih, antiinflamatornih i
hemokinskih varijabli, uklju¢ujuéi IFN-y, IL-4 i MIP-1a. Ovakav nalaz korelacija lokalnih i
sistemskih koncentracija citokina po grupama, ide u prilog teoriji o znacajnoj sistemskoj
refleksiji lokalnih deSavanja samo u uznapredovalim stadijumima bolesti. Sa druge strane,
klju¢ni regulatorni medijatori Th1 i Th2 odgovora (280) su korelirali kako kod ukupnog broja

pacijenata, tako i po formiranim grupama.

Analizirana je i korelacija serumskih i peritoneumskih vrednosti citokina sa
standardnim laboratorijskim parametrima, NLR, CRP i MPXI. Statisti¢cki najznacajnija
korelacija, sa najve¢im brojem lokalnih 1 sistemskih citokinskih varijabli, je bila prisutna za
koncentracije CRP. Vrednosti NLR su pokazale bolju korelaciju sa peritoneumskim
citokinima, dok su vrednosti MPXI slabo korelirale sa peritoneumskim i znacajno bolje sa

vrednostima serumskih citokina.

Vrednosti NLR su preoperativno pozitivno korelirale sa serumskim MIP-1p i1 E-
selektinom, dok su sa peritoneumskim koncentracijama citokina pozitivno korelirale skoro sa
svim ispitivanim varijablama, sa izuzetkom IL-6 i IP-10. Postoperativno se odrzava
korelacija sa serumskim MIP-1B i javlja se pozitivna korelacija sa IP-10 u prvom
postoperativnom danu, dok je tre¢eg postoperativnog dana nadena negativna korelacija sa IL-
6. Obzirom na prethodno opisanu dobru senzitivnost NLR u prac¢enju akutnog apendicitisa 1

brojne uloge IL-6 u lokalnoj i sistemskoj inflamaciji, teSko je objasniti nepostojanje
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korelacije  NLR sa njegovim peritoneumskim koncentracijama. Oc¢ekivano, citokini
sekretovani od strane neutrofila i oni zaduzeni za mobilizaciju, aktivaciju i odrzavanje
neutrofila na mestu zapaljenja, poput IL-1, TNF-a, G-CSF, hemokina, ICAM-1, svojim
peritoneumskim koncentracijama su dobro korelirali sa vrednostima NLR. Slabija korelacija
NLR sa serumskim citokinskim vrednostima je objasnjiva nedovoljnom refleksijom lokalnih
deSavanja na sisitemski nivo. U raspolozivoj literaturi nema podataka o korelaciji citokina i
NLR u akutnom apendicitisu. Ove korelacije su ispitivane u onkoloskim studijama, u sklopu
prognoze kolorektalnog karcinoma (281) i hepati¢nih metastaza (282), gde su nadene izvesne

pozitivne korelacije.

Peritoneumske koncentracije citokina su korelirale sa preoperativnim vrednostima
CRP podjednako dobro kao i sa NLR. Medutim, korelacija serumskih vrednosti citokina je
bila znacajno bolja preoperativno i treéeg postoperativnog dana, ukljucujuéi pozitivnu
korelaciju IL-4, 1L-17, IL-6, MIP-1a, IP-10, IFN-y. Za razliku od nedovoljo raspolozivih
podataka o korelaciji peritoneumskih citokina i CRP, veliki broj studija je simultano ispitivao
dijagnosticku vrednost serumskih citokina i CRP kod apendicitisa. Najve¢i broj njih je
izveStavao o korelaciji sa CRP i dobrim dijagnostickim potencijalima IL-6 (254, 283). Neke
studije su izveStavale o velikom broju lazno negativnih porasta I1L-6 kod patohistoloski
potvrdenih apendicitisa (284). Veéi broj studija je, takode potvrdio sli¢ne pozitivne rezultate
za IL-10 (283, 285). Obzirom na dokazanu povezanost imunskog odgovora i koncentracija
CRP (286), kao proteina akutne faze, ne dovodi se u pitanje postojanje porasta serumskih
vrednosti citokina 1 CRP, ve¢ je pitanje njihove dinamike menjanja i faktora koji omogucuje

bolje prac¢enje procesa.

Vrednosti MPXI nisu pokazale skoro nikakvu korelaciju sa nivoima peritoneumskih
citokina. Za razlku od toga, veliki broj preoperativnih serumskih citokina je svojim
koncentracijama korelirao pozitivno sa preoperativnim vrednostima MPXI. Ovde su bili
svrstani TNF-a, IL-1pB, IL-17, IL-6, IFN-a, IL-4, IL-10, IL-12, kao i hemokinske varijable IL-
8 i MIP-1a. U generalno oskudnim izvesStajima o MPXI, u literaturi se ne sre¢u podaci o
korelaciji citokina sa MPXI u bilo kom obliku. Neutrofili degranulacijom oslobadaju veliki
broj citokina koji nastavljaju kaskadu dalje produkcije i sekrecije medijatora zapaljenja.
MPXI se pojatanom degranulacijom smanjuje i poprima negativne vrednosti. U skladu sa
ovim saznanjima, ocekivana je negativna korelacija vrednosti MPXI i citokina. Obzirom na

slabu preoperativnu diferencijaciju grupa na osnovu serumskih citokina i prethodno izneto
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slabo odvajanje grupa na osnovu MPXI vrednosti, ispitivanje dobre medusobne korelacije

ovih varijabli bi moglo da rasvetli prirodu njihove povezanosti.

Opseg refleksije lokalnog zbivanja na sistemski nivo verovatno moze biti razliCitog
inteziteta. Sa jedne strane, lokalni proces moZze biti potpuno ogranicen, bez ikakvih
sistemskih efekata i mogucnosti detekcije promena u serumu. U tom slucaju se moze govoriti
0 kompartmanizaciji procesa. Nasuprot tome, lokalna zbivanja se mogu prenositi na sistemski
nivo u manjoj ili ve¢oj meri. Dominacija proinflamatornih citokina se moze sa lokalnog
prenositi na sistemski nivo i povecavati rizik od generisanja zapaljenjske reakcije i u
primarno intaktnim tkivima i organima, indukujuéi sistemsku inflamaciju i vode¢i u
produbljivanje SIRS (287-289). Lokalno stvoreni proinflamatorni citokini, po drugoj teoriji,
mogu indukovati supresiju sistemske inflamacije i na taj nac¢in, bore¢i se protiv lokalne
afekcije, prevenirati inflamaciju u drugim tkivima. Ve¢i broj do sada sprovedenih ispitivanja
su prezentovanim rezultatima potvrdila navedenu teoriju (290-292).  Sistemski
antiinflamatorni efekat se tako moze pretpostaviti i tokom razvoja akutnog apendicitisa (293).
Sa ovim u vezi, u klini¢kom radu se koriste termini flegmonoznog apendicitisa i perforativne

bolesti, Sto sugerise vise lokalni karakter prvog i generalizaciju drugog procesa.

lako veliki broj sprovedenih studija ima za cilj kvalifikaciju i kvantifikaciju lokalnog i
sistemskog imunskog odgovora u akutnom apendicitisu i odredivanje proinflamatornog ili
antiinflamatornog karaktera odgovora, naSe ispitivanje je viSe bilo usmereno ka
diferenciranju stadijuma akutnog apendicitisa 1 potencijalnom klinickom benefitu u smislu
pomo¢i u dijagnostikovanju 1 pra¢enju pedijatrijskih pacijenata sa akutnim apendicitisom.
Peritoneumske koncentracije citokina su u nasem ispitivanju dobro diferencirale
patohistoloS8ke grupe pacijenata dok je diferencijacija grupa na osnovu serumskih
koncentracija bila slaba. Sa druge strane, znacajna pozitivna korelacija peritoneumskih i
serumskih vrednosti postojala je za najveci broj ispitivanih citokina. Ovakvi rezultati govore
u prilog postojanja znacajne refleksije lokalnog imunskog odgovora na sistemski nivo ali
nedovoljne za diferencijaciju grupa pacijenata onako efikasno kako je to slucaj sa
peritoneumskim citokinima. Punktiranje peritoneumske Supljine u cilju dobijanja i analize
peritoneumskih nivoa citokina radi pomo¢i u dijagnostikovanju je previSe invazivna i
neprihvatljiva metoda kada je u pitanju opservacija akutnog apendicitisa. Ipak, malobrojne
citokinske varijable koje svojim serumskim koncentracijama razdvajaju grupe pacijenata, IP-
10, IL-10 i MIP-la, mogu predstavljati biomarkerski set za diferencijaciju grupa.

Unapredenjem tehnic¢kih moguénosti i laboratorijske operativnosti, u novije vreme se sli¢ni
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biomarkerski setovi, sve CeS¢e predlazu kao pomocno dijagnosticko orude kod mnogih
klini¢ki nedovoljno definisanih stanja (294). Ukoliko bi rezultati naseg ispitivanja bili
potvrdeni veé¢im konfirmativnim studijama, ovakav biomarkerski set bi uz klinic¢ki nalaz,
ultrazvucni nalaz i rutinsku laboratorijsku pretragu, mogao da bude dopunski dijagnosticki

¢inilac.

Zanimljiv nalaz iz naseg ispitivanja je da IP-10, varijabla koja je najbolje diferencirala
grupe pacijenata na sistemskom nivou, predstavlja jedinu od svih dvadeset ispitivanih
citokina, koji nije pokazao diskrimini$uc¢i potencijal za grupe na lokalnom, peritoneumskom
nivou. Takode, citokin koji se u nasem ispitivanju izdvojio po svojim vrednostima, bio je IL-
6. Ovo je jedina varijabla koja na ukupnom broju pacijenata nije pokazala korelaciju izmedu
lokalnih i sistemskih koncentracija. U isto vreme, IL-6 je svojim peritoneumskim

vrednostima razdvajao NEAA od UAA grupe, Sto nije bio sluc¢aj sa ve¢inom drugih varijabli.

Dominantno diferenciranje grupa pacijenata na osnovu peritoneumskih koncentracija
citokina i jasno razdvajanje preoperativnih i postoperativnih serumskih citokinskih statusa
samo u CAA grupi, sugerise da je refleksija lokalnog odgovora na sistemski nivo prisutnija
kod razvijenih, tj. teZih klini¢kih oblika. U tom smislu, vazno je istaknuti da je u nasem
istrazivanju, iako sa velikim brojem perforativnih apendicitisa, postojao mali broj pacijenata
u prostraciji 1 sa razvijenim septicnim Sokom, kada b1 sistemska refleksija lokalnog odgovora

verovatno bila izraZenija.

Sastav intestinalne mikrobne flore i genetska konstitucija pacijenta su jo§ dva faktora
koji mogu uticati na lokalni i sistemski imunski odgovor u akutnom apendicitisu. Uticaj
crevne mikrobiote na razvoj zapaljenjskih procesa je nesporan i ¢esto ispitivan zadnjih godina
(295, 296). Zaklju¢cima pojedinih ispitivanja ovom faktoru je pripisana presudna uloga u
razvoju i ishodu pojedinih patoloskih desavanja (297). Genetska ispitivanja, takode sugerisu
naslednu komponentu za nastanak i razvoj akutnog apendicitisa, iako je kod nasih pacijenata
pozitivnu familijarnu anamnezu imala oko Sestina ispitanika, nasuprot tvrdnji da je rizik
nastanka kod genetskog opterecenja trostruko veéi (298). Nedavne genetske studije su dovele
u vezu polimorfizam IL-6 sa nastankom akutnog apendicitisa (299) i identifikovale gen koji
je povezan sa poveéanom ucestaloS¢u akutnog apendicitisa (300). Ipak, tumacenja ovih

faktora kod selektovanih pacijenata je prevazilazlo okvire naSeg ispitivanja.

Ogranicavaju¢i faktori ispitivanja vezani su za kinetiku citokina, poluvreme Zivota

pojedinih citokina u plazmi kao i odnos njihove in vivo i in vitro aktivnosti (301).
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Koncentracije peritoneumskih citokina odrazavaju lokalni nalaz kod akutnog apendicitisa,
koji je verovatno dijagnosticki pouzdaniji, zbog anatomske bliskosti patoloskog procesa, ali
preoperativno znatno teze dostupan. Koncentracije citokina iz krvi, ¢ije je venepunkcijsko
uzorkovanje mnogo jednostavnije, predstavljaju sistemski nalaz. Osim histoanatomskih
karakteristika koji mogu smanjivati refleksiju lokalnog odgovora na sistemski nivo, znacajan
faktor jeste upravo i citokinska kinetika. Naime, najve¢i broj citokina ima kratak poluzivot,
koji je sli¢an za in vivo 1 in vitro uslove. Ova Cinjenica moZe znacajno uticati na korelaciju
peritoneumskih i koncentracija citokina u krvi. Takode, i baratanje uzorcima ¢ini tehnicki
zahtevnijim (302).

Kao ogranicavaju¢i faktor koji se tie dizajna ispitivanja, svakako moze biti navedena
nejednakost patohistoloSkih grupa, narocito broj¢ana dominacija grupe pacijenata sa
gangrenoznim i perforativnim u odnosu na grupu pacijenata sa flegmonoznim apendicitisom.
Patohistoloska dijagnostika je kod odredenog broja pacijenata bila odlozena i radena je nakon
zavrSetka regrutacije pacijenata, kada je veliki broj preparata intraoperativno videnih kao
flegmonozni, presao u grupu gangrenoznih 1 perforativnih. Tako je u naSem ispitivanju
neocekivano veliko razlikovanje intraoperativnih i patohistolosSkih nalaza, postalo kljucni
razlog broj¢ane neujednacenosti UAA i CAA grupe. Naknadna redukcija broja pacijenata u
CAA grupi radi pribliZavanja broja pacijenata u UAA grupi nije bila moguca zbog statisti¢kih

propozicija i slabljenja snage ispitivanja.
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Zakljucak

Uz raspolozivive dijagnosticke pristupe, incidence negativne apendektomije i
incidenca komplikovanog apendicitisa kod dece su i dalje visoke i ne mogu se dovesti

U Vezu sa preoperativnim trajanjem simptoma.

Pouzdanost intraoperativne dijagnoze akutnog apendicitisa kod dece je jos uvek
nedovoljno  visoka, prevashodno zbog nemoguénosti adekvatne procene

mikroperforativnih lezija.

Neutrofilno-limfocitni odnos sa visokom pouzdanos¢u diferencira negativan od

pozitivnog nalaza akutnog apendicitisa kod dece ali ne i stadijum bolesti.

C-reaktivni protein pokazuje visoku pouzdanost u dijagnozi inflamatorne perforacije

ali ne i pocetne inflamacije apendiksa kod pedijatrijskih pacijenata.
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11.

Neutrofilni mijeloperoksidazni indeks, zbog Sirekog referentnog opsega i individualno
zavisnih bazalnih vrednosti, ne moze biti pouzdan u inicijalnoj dijagnozi akutnog

apendicitisa kod dece.

Koncentracije peritoneumskih citokina bolje od njihovih serumskih koncentracija

diferenciraju prisustvo i stadijum akutnog apendicitisa kod dece.

U sve tri grupe pacijenata utvrdena je znacajna korelacija izmedu peritoneumskih i
serumskih vrednosti MIP-1a, IL-4, IL-17 i IFN-y. U grupama NEAA i UAA
pokazana je znacajna korelacija oko 45% ispitivanih citokina. Medutim, u grupi CAA
znacajna korelacija je utvrdena u 17/20 odredivanih citokina (85%). Posebnost ove
grupe u odnosu na NEAA i1 UAA je postojanje znacajne korelacije MIP-1p, IL10,
TNF-a, IL12 1 IL13.

Preoperativne serumske koncentracije inerleukina 10 (IL-10) i makrofagnog
inflamatornog proteina 1 alfa (MIP-1a) diskrimini$u flegmonozni od gangrenoznog i

perforativnog apendicitisa kod dece.

Preoperativne serumske koncentracije interferonom inducibilnog proteina 10 (IP-10)

diskriminisu inflamirani od neinflamiranog apendiksa kod dece.

Razlike u serumskim koncentracijama IL-10, MIP-1a i IP-10 se kod dece operisane u
razli¢itim stadijumima akutnog apendicitisa odrzavaju i nakon operacije i mogu biti

koriS¢ene za postoperativno pracenje pacijenata.

IL-10, MIP-1a i IP-10 mogu predstavljati trojni biomarkerski set u dijagnostici i

prac¢enju akutnog apendicitisa kod dece.
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