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IZVESTAJ

A. Prikaz sadrzZaja disertacije:

Doktorska disertacija ,,I spitivanje polimorfizama gena za citokine kod pacijenata
sa Cestom varijabilnom imunodeficijencijom” je napisana na 112 strana i podeljenaje u
sedam poglavlja: Uvod (27 strana), Ciljevi (1 strana), Materijal i metode (8 strana), Rezultati
(21 strana), Diskusija (21 strana), Zakljucci (2 strane), Literatura (20 strana). Disertacija
sadrZi i spisak skracenica, biografiju autorai priloge. Disertacija ukljuCuje 9 slika, 26 tabelai
1 dijagram. Doktorska disertacija sadrzi sazetak na srpskom i engleskom jeziku i podatke o
komisiji.

U poglavlju UVOD, opisani su epidemioloski podaci vezani za Cestu varijabilnu
imunodeficijenciju (u daljem tekstu CVID). Opisana su aktuelna saznanja o etiopatogenezi
ove primarne imunodeficijencije, sa posebnim osvrtom na poznatu genetsku osnovu i ulogu
citokina, odnosno polimorfizama pojedinacnih nukleotida u genima za citokine: TNF, IL-6,
IL-10 i IFN gama. Prikazani su pretpostavljeni mehanizmi kojima ispitivani polimorfizmi
mogu doprineti sklonosti ka javljanju CVID ili njenih klinickih manifestacija kao i dosadasnji
rezultati istrazivanja natom polju. Ukratko su opisani klinicka slika, dijagnosticki kriterijumi

i podela na klinicke fenotipove, imunoloski markeri oboljenja, kao i terapija.

CILJEVI ISTRAZIVANJA su jasno definisani i obuhvataju odredivanje distribucije
alelai genotipova polimorfizama TNF, IL10, IL6 i IFNG u grupi pacijenata sa CVID kao i
IL10i IL6 kod zdravih osoba u Srbiji za koje do sada nisu postojali podaci. Zatim, procena da
li je neki od polimorfizama ovih gena faktor rizika za nastanak CVID ili da li utiCe na
klinicke manifestacije bolesti, kao i da li se distribucije ispitivanih polimorfizama kod
pacijenata sa CVID u ovoj studiji razlikuju u odnosu na podatke iz slicnih studija u drugim
populacijama. Osim toga, cilj je bio i ustanoviti da li postoji korelacija odredenog genotipa
pacijenata sa smanjenom ili povecanom produkcijom odredenog citokina na osnovu
izmerenih koncentracija TNF, [L-10, IL-6 i IFN-y u supernatantu nakon stimulacije
mononuklearnih celija periferne krvi poliklonskim aktivatorima.

U poglavlju MATERIJAL | METODE metodoloski jasno i precizno su definisani
kriterijumi za selekciju ispitanika, kriterijumi za postavljanje dijagnoze, kao i za podelu na

klinicke fenotipove. Takode, detaljno i jasno su opisane metode izolacije DNK, metode



detekcije i analize polimorfizama reakcijom lan¢anog umnoZavanja DNK u realnom vremenu
(Real time PCR) kao i in vitro ispitivanja u cilju odredivanja koncentracija citokina. Studija
je izvedena u skladu sa pravilima Helsinske deklaracije i odobrena je od strane EtiCkog
odbora Klinickog centra Srbije i EtiCkog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu.

U poglavlju REZULTATI sistemati¢no i detaljno, kroz tri celine, opisani su i jasno
predstavljeni rezultati istrazivanja. U prvom delu predstavljeni su demografski podaci i
klinicki parametri. U drugom delu predstavljeni su rezultati ispitivanja polimorfizama TNF,
IL10, IL6i IFNG u grupi pacijenatasa CVID i zdravih osobaiz kontrolne grupe. Odredivana
je ucestalost alela i genotipova u ovim lokusima, uporedena je distribucija alela i genotipova
izmedu pacijenata sa CVID i zdravih kontrola, kao i medu pacijentima sa pojedinim
klinickim fenotipom. U treCem delu predstavijeni su rezultati izmerenih koncentracija TNF,
IL-10, IL-6 i IFN-y u supernatantu nakon stimulacije mononuklearnih Celija periferne krvi
poliklonskim aktivatorima kod pacijenata i zdravih kontrola. Poredena je produkcija citokina
izmedu dve ispitivane grupe i ispitivana je korelacija odredenog genotipa sa smanjenom ili
povecanom produkcijom odredenog citokina kod pacijenata sa CVID. Dobijeni rezultati su
ilustrovani sa 24 tabelei 8 dlika.

U poglavlju DISKUSIJA kandidatkinja je na sveobuhvatan i detaljan nacin povezala
rezultate ovog istrazivanja sa rezultatima slicnih istrazivanja objavljenih u medunarodnim
naucnim Casopisima. Na osnovu toga, kandidatkinja je iznela svoje zakljucke i hipoteze koji
objasnjavaju rezultate ove doktorske disertacije u kontekstu rezultata drugih autora koji imaju

isti naucni interes.

U poglavlju ZAKLJUCCI navedeni su najznacajniji zakljuéci koji su potpuno u

skladu sa navedenim ciljevima istrazivanja i dobijenim rezultatima.

Koris¢ena LITERATURA sadrzi spisak od 190 referenci.

B. Kratak opis najvaznijih rezultata

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da se distribucija aela i genotipova

polimorfizama TNF -308G/A i IL6-174G/C razlikuje u grupi pacijentasa CVID u odnosu na



zdrave osobe iz kontrolne grupe, kao i da je splenomegalija, jedna od najc¢es¢ih komplikacija
bolesti, povezana sa IFNG +874T/A polimorfizmom. Naime, ispitivanjem TNF -308G/A
utvrdena je visoko statistiCki znaCajna razlika u frekvenciji A alela kod pacijenata sa CVID u
odnosu na zdrave kontrole, kao i statisticki znaCajna razlika u zastupljenosti AA i GG
genotipa izmedu dve poredene grupe, pri ¢emu je GG genotip protektivan, a AA genotip
povecava rizik za nastanak CVID. Isto tako, utvrdeno je da se frekvencija G aela
polimorfizma 1L6-174G/C statistiCki znaCajno razlikovala u grupi pacijenata sa CVID u
odnosu na kontrolnu grupu. a asocijacijaje je nadena i izmedu T alela IFNG +874T/A i
povecanog rizika za razvoj splenomegalije kod pacijenata sa CVID. Ucestalost alela
ispitivanih polimorfizama gena za I1L-10 i IL-6 kod zdravih osoba u Srbiji se znacajno
razlikovala u odnosu na populacije zdravih osoba na geografski udaljenim teritorijama i
razliCitog etnickog porekla. Ispitivanjem produkcije citokina u supernatantu nakon
stimulacije mononuklearnih Celija periferne krvi nadena je visoko statistiCki znacajna razlika
u produkciji TNF i IL-6 in vitro kod pacijenata sa CVID u odnosu na zdrave kontrole.
Medutim, korelacijom genotipova za ispitivane polimorfizme sa produkcijom odgovarajuceg
citokina kod pacijenata sa CVID nije dobijena statistiCki znacajna razlika u rezultatima.

C. Uporedna analizarezultata kandidata sa rezultatimaiz literature

Ne postoji mnogo objavljenih studija u savremenoj literaturi koje su se bavile
istrazivanjem polimorfizama u genima za citokine kod pacijenata sa CVID. Mullighan je sa
saradnicima 1997. godine prvi objavio asocijaciju TNF -308 A alela sa sklono$¢u ka CVID, i
obrnuto, negativnu korelaciju sa G alelom, u kohorti od 150 pacijenatai 200 zdravih kontrola
regrutovanih iz viSe centara u V. Britaniji. ViSe od decenije je proSlo do objavljivanja slicne
asocijacije u Iranskoj kohorti od 30 pacijenata i 140 zdravih osoba (Rezaei i sar., 2009).
Rezultati ove doktorske disertacije, kada je reC 0 TNF -308 G/A polimorfizmu, u skladu su sa
rezultatima pomenutih studija u V. Britaniji i Iranu. TNF -308 A je imao statisticki znaCajno
visu frekvenciju medu pacijentima, kao i homozigotni genotip sa tim alelom, Sto govori u
prilog tome da su redi A alel, kao i AA genotip, faktori rizika za CVID. U isto vreme, G alel i
GG genotip su bili znacajno ¢eS¢i u grupi zdravih kontrola, $to bi se moglo protumaciti da u
odnosu na razvoj CVID imaju protektivnu ulogu. Isto tako, rezultati ispitivanja produkcije
TNF u ovoj doktorskoj disertaciji u skladu su sa ve¢inom do sada objavljenih studija koje su

ispitivale produkciju tog citokina kod pacijenata sa CVID i govore u prilog povecane
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produkcije TNF. lako korelacija genotipa pacijenata sa produkcijom TNF nije dala statisticki
znaCajnu razliku, uocCen je trend porasta u produkciji TNF kod nosioa A alela, sto je takode
veC opisano u literaturi. Polimorfizmi u promotorskom regionu IL10 su takode ispitivani u
studijama sprovedenim u V. Britaniji i Iranu, dok je IL6 polimorfizam, kod CVID pacijenata
osim u ovoj doktorskoj disertaciji ispitivan samo u studiji Rezael i saradnika. lako su
pomenute studije nasle korelaciju odredenog genotipa ili haplotipova polimorfizama u genu
za IL-10 sa ispoljavanjem CVID i/ili specificno granulomatozne forme ove bolesti, rezultati
ove doktorske disertacije nisu pokazali takvu povezanost. Stavise, kada je re¢ o polimorfizmu
IL6-174G/C, rezultati su suprotni, dok su u kohorti iz Irana nasli asocijaciju A alela sa
ispoljavanjem CVID, rezultati u ovoj tezi pokazali su statisticki znacajno veCu ucestaost G
alela kod pacijenata sa CVID u odnosu na zdrave kontrole. Medutim, u ovom istrazivanju je
takode utvrdeno da se distribucija alela 1L6-174G/C, kao i drugih ispitivanih polimorfizama
razlikuje izmedu zdrave populacije Srbije i geografski udaljenih i etnicki razlicitih populacija.
Kada je reC o produkciji IL-6 rezultati ove doktorke disertacije ukazuju na poviSenu
produkciju IL-6 kod pacijenata sa CVID, a takvi podaci preovladuju i u literaturi, iako su
opisani i suprotni. Kada je reC o IFNG+874T/A, ovo je prva studija koja je ispitivala
povezanost tog polimorfizmai CVID, a dobijeni rezultati su prvi koji ukazuju na asocijaciju

T delasarazvojem splenomegalije kod pacijenata sa ovom retkom bolescu.

Objavljeni ili saopsteni rezultati koji Cine deo teze

1: Perovic D, Perovic V, Pravica V, Bonaci-Nikolic B, Mijanovic R, Bunjevacki V.
Evaluation of cytokine genetic polymorphisms in adult patients with common variable
immunodeficiency: A single-center study. Immunol Lett. 2016 Jun 8. doi:
10.1016/j.imlet.2016.05.005. [Epub ahead of print]

D. Zakljucak (obrazlozenje nau¢nog doprinosa disertacije)

Rezultati ove doktorske disertacije predstavljaju originalan, aktuelan i znacajan naucni
doprinos u ispitivanju povezanosti izmedu pojedinih alelskih varijanti gena koji kodiraju
citokine i patogeneze Ceste varijabilne imunodeficijencije. Po prvi put u Srbiji utvrdena je
frekvencija TNF -308G/A, 1L10-1082G/A, 1L10-819C/T, IL6-174G/C i IFNG+874T/A dea

kod pacijenata sa CVID. Pokazano je da se ucCestalost odredenih alela navedenih



polimorfizama razlikuje izmedu zdravih kontrola i pacijenata, kao i izmedu pacijenata sa

razlicitim kliniCkim fenotipom.

Ovi nalazi predstavljgu doprinos boljem razumevanju uticgja genetske osnove za
sklonost ka nastanku CVID.

E. Predlog komisije za ocenu zavrsene doktor ske disertacije

Doktorska disertacija pod nazivom ,,Ispitivanje polimorfizama gena za citokine
kod pacijenata sa Cestom varijabilnom imunodeficijencijom” kandidata dr Dijane
Perovi¢, magistra medicinskih nauka, uradena je uz poStovanje svih principa naucnog
istrazivanja. Ciljevi su bili precizno definisani, naucni pristup je bio originalan i pazljivo
izabran, a metodologijaradaje bila savremena. Rezultati su pregledni, sistematicno prikazani

i diskutovani, a iz njih su izvedeni odgovarajuci zakljucci.

Stoga, Komisija sa zadovoljstvom predlaze Nauc¢hom vec¢u Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu da prihvati doktorsku disertaciju pod nazivom ,,lspitivanje
polimorfizama gena za citokine kod pacijenata sa Cestom varijabilnom
imunodeficijencijom” kandidata dr Dijane Perovi¢, magistra medicinskih nauka, i odobri

javnu odbranu.
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