NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA

UNIVERZITETA U BEOGRADU

Odlukom Naucnog veca Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu od 28.04.2016. godine,
odredena je Komisija za ocenu zavrsene doktorske disertacije ,,ANALIZA POLIMORFIZAMA
GENA ZA CD86, CTLA-4, TNF 1 IL-10 KOD BOLESNIKA SA PEMFIGUSOM U SRBIJI“

kandidata dr Srdana Tanasilovi¢a, magistra medicinskih nauka, u sastavu:

1. Doc.dr Snezana Mini¢, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
2. Prof. dr Milo§ Markovi¢, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
3. Prof. dr Ivana Bini¢, Medicinski fakultet Univerziteta u NiSu

Mentor ove doktorske disertacije je prof. dr Ljiljana Medenica, a komentor prof. Dr Dusan

Popadic.

Nakon detaljnog pregleda prilozene dokumentacije, konsultacija sa mentorom,
komentorom i kandidatom, a prema Kkriterijumima za ocenu doktorske disertacije, Clanovi

Komisije podnose Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu sledeci

IZVESTAJ

A. Prikaz sadrzZaja disertacije:

Doktorska disertacija ,,Analiza polimorfizama gena za CD86, CTLA-4, TNF i IL-10
kod bolesnika sa pemfigusom u Srbiji“ je napisana na 83 strane i podeljena je u sedam
poglavlja: Uvod (14 strana), Ciljevi (1 strana), Materijal i metode (5 strana), Rezultati (24 strane),
Diskusija (14 strana), ZakljuCci (1 strana) i Literatura (12 strana). Disertacija ukljuCuje 1
ilustraciju, 35 tabela, 3 priloga, kao i 171 bibliografskih jedinica



UVOD se sastoji od 8 celina i ukljuCuje jednu ilustraciju. Uvod obuhvata definiciju
pemphigusa i epidemiolosSke odlike, patogenezu, klinicku sliku i klasifikaciju ovog oboljenja,
histopatoloski nalaz kod pemphigusa, imunopatoloski nalaz, ukratko terapiju, lokalnu i sistemsku
i. Posebno je razmatrana genetska osnova pemfigusa sa posebnim osvrtom na polimorfizme
pojedinacnih nukleotida (SNP) gena za molekule od znaCaja za patogenezu pemfigusa: CD86,
CTLA-4, TNF, i IL-10.

CILJEVI ISTRAZIVANJA su jasno definisani i obuhvataju: 1. Ispitivanje uGestalosti
alela gena za molekule (CD86, CTLA-4, TNF, i IL-10) u populaciji zdravih osoba na teritoriji
Republike Srbije (dobrovoljni davaoci krvi); 2. Odredivanje distribucije alela gena za molekule
(CD86, CTLA-4, TNF, i IL-10) u grupi pacijenata sa Pemphigus vulgarisom i Pemphigus
foliaceusom; 3. Utvrdivanje da li je neki od polimorfizama gena za vazne proinflamatorne
molekule koji nastaju usled izmene pojedinacnih nukleotidnih baza faktor rizika za nastanak
Pemphigus wulgaris/Pempfigus foliaceus;, 4. Utvrdivanje da li se distribucije ispitivanih
polimorfizama kod pacijenata sa Pemphigus vulgaris/Pemphigus foliaceus-om i dobrovoljnih
davaoca krvi (kontrole) u naSoj sredini razlikuju u odnosu na studije u kojima su ovi

polimorfizmi ispitivani u drugim populacijama (razliCiti geografski regioni i etnicko poreklo).

U poglavlju MATERIJAL | METODE opisana je selekcija ispitanika, kriterijumi za
postavljanje dijagnoze bili su klinicka slika, pozitivan nalaz DIF testa kao i histopatoloski nalaz
koji potvrduje postojanje intraepidermalnog rascepa. Takode, detaljno i jasno su opisane metode
izolacije DNK, odredivanje koncentracije i CistoCe izolovane DNK iz uzoraka Kkrvi ispitanika i
metode za odredivanje polimorfizama gena za CD86 (rsl1129055), CTLA4 (rs733618 i
rs5742909), TNF (rs1800629 i rs361525), 1L-10 (rs1800896 i rs 18008), TNF (rs1800629).

U poglavlju REZULTAT!I sistematicno i detaljno, kroz pet poglavlja, opisani su rezultati
ispitivanja polimorfizama gena za CD86 (rs1129055), CTLA4 (rs733618 i rs5742909), TNF
(rs1800629 i rs361525), 1L-10 (rs1800896 i rs 18008), TNF (rs1800629).kod kontrolnih, zdravih
osoba i pacijenata sa Pemphigus vulgarisom i Pemphigus foliaceusom. Odredivana je uCestalost
aela i genotipova ovih polimorfizama gena, testirana je distribucija genotipova u odnosu na
Hardy-Weinberg ravnotezu, poredena je raspodela alela izmedu kontrolaiz Srbije i zdravih osoba
sa drugih geografskih podrucja kao i distribucija alela, genotipova i nosioca alela izmedu

pacijenata sa Pemphigus vulgarisom, Pemphigus foliaceusom i kontrola. Takode, ispitivana je



povezanost pojedinih aela unutar razli€itih grupa oboljenja (Pemphigus vulgaris/Pemphigus
foliaceus), kao i izmedu odredene forme pemfigusai kontrola. Dobijeni rezultati su ilustrovani sa

35 tabela. Detaljan opis dobijenih rezultata dat je u odeljku B ovog izvestaja.

U poglavlju DISKUSIJA kandidat je na sveobuhvatan i detaljan naCin povezao rezultate
ovog istrazivanja sa rezultatima slicnih istrazivanja objavljenih u medunarodnim naucnim
Casopisima. Na osnovu toga, kandidat je izneo svoje zakljuCke i hipoteze koji objasSnjavaju
rezultate ove doktorske disertacije u kontekstu rezultata drugih autora koji imaju isti naucni
interes. Rezultati istraZivanja koji su dobijeni po prvi put i 0 kojima ne postoje dostupni podaci u

naucnoj literaturi, objasnjeni su na odgovarajuci nacin.

U poglavlju ZAKLJUCCI navedeni su najznacajniji zakljucci koji su potpuno u skladu

sa navedenim ciljevima istrazivanja i dobijenim rezultatima.

U poglavlju LITERATURA navedeno je 171 bibliografskih jedinica koje su navedene u

doktorskoj disertaciji. Bibliofrafske jedinice su citirane vankuverskim stilom.

A. Kratak opis najvaznijih rezultata

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da se uCestalost ispitivanih polimorfizama
pojedinacnih nukleotida u genima za slede¢e molekule: (CD86, CTLA-4, TNF, i 1L-10) kod
zdravih osoba u Srbiji visoko statisticki zna€ajno razlikuju u odnosu na populacije zdravih osoba
na geografski udaljenim teritorijama i razliCitog etnickog porekla (Kina, Iran, Indija, Japan,
Egipat, Meksiko, Tunis).

Frekvencija A alela u okviru rs1129055 polimorfizma gena za CD86 je znaCajno visa medu
obolelim od pemfigusa i to pemphigus vulgarisa nego medu zdravim osobama. Saglasno tome,
GG genotip je protektivan.

Nosioca T alela rs5742909 polimorfizma u genu za CTLA4 je znaCajno viSe u grupi

pacijenata sa pemphigus foliaceusom u odnosu na grupu sa pemphigus vulgarisom.



Ucestalosti alela i genotipova rs733618 u genu za CTLA4, rs1800629 i rs361525 u genu za
TNF, i rs1800896 i rs 1800871 u genu za IL10 se ne razlikuju izmedu pacijenata obolelih od

pemfigusa i zdravih osoba, kao ni izmedu pacijenata sa razlicitim formama pemfigusa.

B. Uporedna analiza rezultata kandidata sa rezultatimaiz literature

Mnogobrojni podaci iz savremene literature ukazuju da su odredeni polimorfizmi
pojedinacnih nukleotida gena za inflamatorne molekule udruzeni sa vecom podlozno$¢éu za
nastanak pemfigusa i da imaju vaznu ulogu u nastanku i odrZavanju autoimunskog odgovora u
populacijamarazliCitog etnickog porekla.

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da postoji visoko statisticki znacajna razlika u
uCestalosti ispitivanih polimorfizama pojedinacnih nukleotida u genima za molekule: CD86,
CTLA-4, TNF, i IL-10 kod zdravih osoba u Srbiji, u odnosu na populacije zdravih na geografski
udaljenim teritorijama i razliCitog etnickog porekla.

CD86 je vazan u aktivaciji naivnih T ¢elija, a poznato je i potencijalno znacajno da
ligacija ovog molekula, makar pomoc¢u monoklonskih antitela, moZze da omoguci signale za
sintezu 19gG4 od strane humanih B Celija. Zanimljivo je 1gG4 Cesto prisutan u serumu pacijenata
sa autoimunskim buloznim bolestima kao i da ima sposobnost da dovodi do nastanka
intragpidermalnih bula nezavisno od aktivacije komplementa. Poredenjem nasih rezultata sa
rezultatima malobrojnih studija u svetu koje su odredivale rs1129055 polimorfizam u zdravoj
populaciji ustanovljena je visoko statistiCki znaCajna razlika u frekvenciji G i A alela izmedu
zdrave populacije Srbije i populacija Kine i Irana za koje postoje objavljeni podaci. UdruZenost
ovog polimorfizama sa sklonoS¢u ka razvoju autoimunskih buloznih bolesti veoma malo je
ispitivana do sada. Udruzenost CD86 rs1129055 sa sklonoS¢u ka razvoju pemphigus foliaceusa
pokazana je u jednoj studiji u kojoj je ustanovljena znacajno niza frekvenciju CD86 rs1129055 A
alela medu pacijentima sa endemskom formom Pemphigus foliaceusa (fogo selvagem) u
poredenju sa kontrolama. U naSem istrazivanju za ovu disertaciju unutar grupe pacijenata sa
pemphigus foliaceusom takva razlika nije ustanovljena. Ovakvi rezultati nisu iznenadujuci jer
endemski PF ima odredene specificnosti u odnosu na Pemphigus foliaceusa u Evropi. Ne postoje
podaci u dostupnoj literaturi o uticgju rs1129055 polimorfizma gena za CD86 na nastanak

pemphigus vulgarisa. Ova doktorska disertacija predstavlja prvo istrazivanje kojim je odredena



frekvencija aela u genu za CD86 molekul na poziciji +1057 kod pacijenata obolelih od
pemphigus vulgarisa.

CTLA-4 molekul eksprimiran je na aktivisanim CD4+ i CD8+ T celijama, posreduje u
kasnoj fazi aktivacije T Celija i samim tim ucestvuje u odrzavanju periferne T-Celijske tolerancije.

UdruZenost polimorfizma rs5742909, koji je ispitivan u ovoj disertaciji, sa skolos¢u ka
razvoju autoimunskih bulozniih bolesti veoma malo je ispitivana do sada. U dve studije je
ispitivana povezanost CTLA4 rs5742909 sa podloZznoS¢u endemskom pemphigus foliaceusom U
jednoj studiji na uzorku od 118 pacijenata nije ustanovljena udruZenost alela ili genotipova ovog
polimorfizma sa sklonoS¢u ka endemskom Pemphigus foliaceusu dok je u drugoj studiji
pokazano da je T alel ovog polimorfizma udruzen sa sklono$éu ka endemskom pemfigusu na
vecCoj grupi od 269 pacijenata. Rezultati naSeg istraZivanja ukazuju da su nosioci rs5742909 T
alela, koji omogucava vecu ekspresiju CTLA-4, redi, odnosno manje zastupljani medu
pacijentima sa Pemphigus wvulgarisom u odnosu na zdravu, kontrolnu populaciju medutim
ustanovljena razlika nije statisticki znaCajna. Pored toga, medu pacijentima sa Pemphigus
foliaceusom rs5742909 nosioci T alela su znaCajno €eS¢i nego kod pacijenata sa Pemphigus
vulgarisom.

Objavljeni i/ili saopsteni rezultati koji Cine deo teze

S. Tanasilovi¢, Popadi¢, S., Medenica, Lj., and Popadi¢, D. Pemphigus Vulgaris and Pemphigus
Foliaceus Determined by CD86 and CTLA4 Polymorphisms, Clinics in dermatology,
http://dx.doi.org/10.1016/j.clindermatol.2016.05.021



C. Zakljucak (obrazlozenje nau¢nog doprinosa disertacije)

Rezultati ove doktorske disertacije predstavljgu originalan, aktuelan i znaCajan naucni
doprinos ispitivanju povezanosti izmedu pojedinih alelskih varijanti gena koji kodiraju molekule
bitne za nastanak i odrZavanje autoimunskog odgovora, inflamacije i sklonosti ka nastanku
pemfigusa. Po prvi put u Srbiji utvrdena je frekvencija dela molekula: CD86, CTLA-4, TNF, i
IL-10 kod pacijenata obolelih od Pemphigus vulgarisa i Pemphigus foliaceusa Sto predstavlja
osnovu za dalja istrazivanja znaCaja ovih markera i kod pacijenata obolelih od drugih
autoimunskih oboljenja u nasoj zemlji i u svetu.

Ova doktorska disertacija predstavlja prvo istrazivanje kojim je odredena frekvencija
alela u genu za CD86 molekul na poziciji +1057 u zdravoj populaciji Srbije i kod pacijenata
obolelih od pemphigus vulgarisa i pemphigus foliaceusa. Prvi put, u svetu, u okviru istrazivanja
radenih za ovu doktorsku disertaciju ustanovljeno je da osobe koje su nosioci barem jednog A
alela na poziciji +1057 u CD86 imaju veéi rizik od oboljevanja od pemfigusa i Pemphigus
vulgarisa. Frekvencija A alela u okviru rs1129055 polimorfizma gena za CD86 je znaCajno visa
medu obolelim od pemfigusa i to Pemphigus vulgarisa nego medu zdravim osobama. Saglasno
tome, GG genotip je protektivan. Ovi nalazi predstavljgju doprinos boljem razumevanju uticaja

genetske osnove za sklonost ka nastanku autoi munskoh pemfigusa.



Predlog komisije za ocenu zavrsene doktorske disertacije

Stoga, Komisija sa zadovoljstvom predlaze Naucnom vecu Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu da prihvati doktorsku disertaciju pod nazivom ,,Analiza polimorfizama
gena za CD86, CTLA-4, TNF i 1L-10 kod bolesnika sa pemfigusom u Srbiji* kandidata dr
Srdana Tanasilovica, magistramedicinskih nauka, i odobri javnu odbranu.

Beograd, 10. jun 2016. godine

M entor ; Clanovi komisije

Prof. dr LjiljanaMedenica Doc. dr SneZana Mini¢

Prof. dr Milo§ Markovié
Komentor

Prof. dr DuSan Popadi¢ Prof. dr Ivana Bini¢






