NASTAVNO NAUCNOM VECU MEDICINSKG FAKULTETA

UNIVERZITETA U BEOGRDU

Na sednici Nastavno nau¢nog ve¢a Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrzanoj dana
21.03.2023. godine, broj 14/XI11-3/3-/1J, imenovana je komisija za ocenu zavrSene doktorske
disertacije pod naslovom:

»Znacaj odredivanja specifi¢nih IgE antitela na rekombinantne alergene u
planiranju venom imunoterapije*

kandidata dr Dragane Jovanovi¢, zaposlene u Klinici za alergologiju i imunologiju UKCS u
Beogradu. Mentor je Prof. dr Aleksandra Peri¢-Popadié¢

Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:
1. Prof. dr Branka Bonaci-Nikoli¢, profesor Medicinskog fakulteta u Beogradu
2. Doc. dr Vladimir Perovi¢, docent Medicinskog fakulteta u Beogradu

3. Prof. dr Goran Marjanovi¢, profesor Medicinskog fakulteta u Nisu

Na osnovu analize priloZzene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene
doktorske disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom vecu Medicnskog fakulteta sledeci

IZVESTAJ
A) Prikaz sadrzaja doktorke disertacije

Doktorska disertacija dr Dragane Jovanovi¢ napisana je na ukupno 104 strane i
podeljena je na slede¢a poglavlja: uvod, ciljevi istrazivanja, materijal i metode, rezultati,
diskusija, zakljucci 1 literatura. U disertaciji se nalazi ukupno 12 tabela, 16 grafikona
(grafikon 1A-1D, 2, 3A-3J 1 4) 1 12 slika. Doktorska disertacija sadrzi i sazetak na srpskom i
engleskom jeziku, zahvalnicu, biografiju kandidata, podatke o komisiji, spisak skracenica
koris¢enih u tekstu i u prilogu 2 publikovana rada napisana na osnovu rezultata doktorata.

U Uvodu je definisano §ta su to reakcije preosetljivosti na Hymenoptera venome Apis
mellifera, Vespula spp. 1 Vespa crabo, prevalenca rane preosetljivosti na Hymenoptera
venome 1 faktori rizika za teStku sistemsku alergijsku reakciju (SAR) na Hymenoptera
venome sa posebnim osvrtom na dijagnozu i selekciju pacijenata za specificnu imunoterapiju.
Pored prikaza spektra klinickih prezentacija preosetljivosti na venome, obuhvacena je i
analiza znacCaja prisustva IgE antitela na prirodne 1 rekombinantne alergene: fosfolipazu A2
(engl. Phospholipase A2-Api m 1), hijaluronidazu (engl. Hyaluronidase-Api m 2), ikarapin
(engl. Icarapin-Api m 10), antigen 5 (engl. Antigen 5-Ves v 5), fosfolipazu Al (engl.



Phospholipase A1-Ves v 1) 1 antitela na unakrsno-reaktivne ugljenohidratne determinante
(engl. cross-reactive carbohydrate determinants-CCD). Takode je prikazan detaljan osvrt na
dijagnostiku alergije prouzrokovane Hymenoptera venomima, posebno dijagnostiku kaja
koristi pojedina¢ne rekombinantne alergene (engl. Component-resolved diagnostics-CRD) i
test CCD-inhibicije. Posebna paznja posvecena je vrstama rekombinantnih alergenima bez
CCD 1 njihovoj ulozi u savremenoj molekularnoj alergoloskoj dijagnostici. Objasnjen je
znacaj CRD 1 testa CCD-inhibicije kod pacijenata koji imaju specificnu IgE-reaktivnost
istovremeno na vise ekstrakta venoma, tj. pacijenata koji imaju visestruku-pozitivnost. Autor
doktorske disertacije sazeto iznosi savremen dijagnosticki pristup za detekciju prave
senzibilizacije na venome kod pacijenata sa alergijom na Hymenoptera venome i izbor
odgovarajuc¢eg venoma za specifi¢nu imunoterapiju (VIT).

Ciljevi rada su precizno definisani. Ciljevi ukljuuju odredivanje ucestalosti
dvostruke senzibilizacije na ekstrakte venoma i rekombinantne alergene, kao i identifikaciju
IgE-reaktivnosti na CCD; takode, ukljucuju detekciju prisustva specificne IgE reaktivnosti na
razli¢ite rekombinantne alergene pcele kod pacijenata alergi¢nih na venom pcele; zatim
ukljucuju odredivanje specificnosti i1 senzitivnosti nalaza specificnih IgE (sIgE) na ekstrakte
venoma i rekombinantne alergene pcele i ose ImmunoCAP i Imunoblot metodama i korelaciju
ovih metoda za detekciju sIgE antitela. Jedan od ciljeva je 1 utvrdivanje efekta imunoterapije
merenjem specificnih IgG4 (sIgG4) na alergene pcele i ose.

U poglavlju materijal i metode je navedeno da se radi o retrospektivnoj studiji kojom
je obuhvaceno u prvom delu istrazivanja 82 pacijenta, a u drugom delu istrazivanja 71
pacijent sa alergijom na Hymenoptera venome. Poglavlje sadrzi opis Milerove klasifikacije
tezine sistemske alergijske reakcije na Hymenoptera venome, klasifikacione grupe pacijenata
1 opis testova koji su koriS¢eni za postavljanje dijagnoze alergije na Hymenoptera venome.
Sadrzaj metoda ¢ini detaljan opis in  vitro dijagnostickih metoda ImmunoCAP
fluoroenzimskog testa (Thermo Fisher Scientific/Phadia, Upsala, Svedska) i Imunoblot
(Euroimmun, Germany, Euroline) koje koriste pojedinacne komponente. Detaljno je opisana
ImmunoCAP metode koja pretstavlja ,,zlatni standard u in vitro dijagnostici alergija, koja je
koriS¢ena za detekciju sIgE i1 slgG4 antitela na ekstrakte venoma pcele, ose i strSljena i
rekombinantne alergene fosfolipazu A2, antigen 5 i CCD. Takode su opisane metode
imunoblot: 1. Imunoblot (Furoimmun, Germany, Euroline, the allergy profile DPA-Dx insect
venoms 2) za istovremenu detekciju sIgE antitela na ekstrakt venoma pcele, ekstrakt venoma
ose, ekstrakt venoma strSljena, rekombinantnu fosfolipazu A2-rAp m 1, rekombinantni
antigen 5-rVes v 5 1 CCD; 2. Imunoblot (Euroimmun, Germany, Euroline, the allergy profile
DPA-Dx insect venoms 3) za istovremenu detekciju sIgE antitela na ekstrakt venoma pcele,
ekstrakt venoma ose, ekstrakt venoma strSljena, rekombinantnu fosfolipazu A2-rApi m 1,
rekombinantnu hijaluronidazu-rApi m 2, rekombinantni ikarapin-rApi m 10, reombinantni
antigen 5-rVes v 1, rekombinantnu fosfolipaza Al-rVes v 5 1 CCD. Opisano je i kvantitativno
kategorisanje nivoa sIgE antitela u odgovaraju¢e klase. Detaljno se opisuje test CCD-
inhibicije znacajan za detekciju prave senzibilizacije na venome. Metode obuhvataju i opis
dijagnosticke upotrebe bazalne serumske triptaze.

Na kraju ovog poglavlja je opisana metodologija statisticke obrade podataka.
Istrazivanje je sprovedeno u skladu sa HelsinSkom deklaracijom, a odobreno je od strane
Etickog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, kao i od strane Etickog



komiteta Univerzitetskog Klinickog Centra Srbije. Svi pacijenti su dali pisani pristanak pre
ukljucenja u studiju.

U poglavlju rezultati izneti su detaljno originalni podaci dobijeni u ovom istrazivanju,
koji su sistemati¢no prikazani u skladu sa zadatim ciljevima i u skladu sa tim podeljeni u
slede¢e odeljke: prvi, koji se tiCe generalnih osobina ispitanika; drugi, koji se tice analize
prisustva sIgE antitela na ekstrakte venoma i rekombinantne alergene ImmunoCAP metodom;
treci, u kojem se iznose rezultati poredenja dve metode ImunoCAP i Imunoblot za detekciju
sIgE antitela na ekstrakte venoma i rekombinantne alergene; Cetvrti odeljak u kojem se
analizira prisustvo sIgE antitela na ekstrakte venoma i1 rekombinantne alergene kao i1 znacaj
CCD inhibicije Imunoblot metodom u klini¢kom radu (dijagnosticki algoritam pre uvodenja
imunoterapije); 1 u petom delu se razmatra detekcija nivoa slgG4 antitela ImmunoCAP
metodom.

Diskusija je napisana jasno i pregledno, uz prikaz podataka drugih istrazivanja sa
uporednim pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije.

Zakljuéci sazeto prikazuju najvaznije nalaze koji su proistekli iz rezultata rada.

KoriS¢ena literatura sadrzi spisak od 194 reference.

B) Provera originalnosti doktorske disertacije

Na osnovu Pravilnika o postupku provere originalnosti doktorskih disertacija koje se
brane na Univerzitetu u Beogradu i nalaza u izveStaju iz programa iThenticate kojim je
izvrSena provera originalnosti doktorske disertacije ,,Znacaj odredivanja specifi¢nih IgE
antitela na rekombinantne alergene u planiranju venom imunoterapije®, autora dr Dragane
Jovanovi¢, utvrdeno ukupno podudaranje teksta iznosi 12%. Ovaj stepen podudarnosti
posledica je citata, bibliografskih podataka o koriS¢enoj literaturi, tzv. opStih mesta i
podataka, dok viSe od 5% od navedenih 12% podudarnosti proistice iz prethodno
publikovanih rezultata doktorandovih istrazivanja, koji su proistekli iz njegove disertacije, $to
je u skladu sa ¢lanom 9. Pravilnika (,,Glasnik Univerziteta u Beogradu®, broj 204/18). Na
osnovu svega iznetog, a u skladu sa ¢lanom 8. stav 2. Pravilnika o postupku provere
originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na Univerzitetu u Beogradu, izvestaj ukazuje
na originalnost doktorske disertacije, te se propisani postupak pripreme za njenu odbranu
moze nastaviti.

C) Kratak opis postignutih rezultata

Analizom deskriptivnih podataka utvrdeno je da u istrzivanju koje je obuhvatilo 82
pacijenta, osobe muskog pola (75,6%) imaju ¢eS¢e SAR u odnosu na osobe Zenskog pola
(24,4%). Prosecna starost u ovoj ispitivanoj grupi pacijenata je iznosila 46 godina
(46,4£10,3). Utvrdeno je da vecina pacijenata (67,1%) ima teSku SAR i da je teSka SAR cesca
u grupi pacijenata sa viSestrukom pozitivnoséu u odnosu na grupu pacijenata sa jednostrukom
pozitivnos¢u na ekstrakte venoma. Isto tako, utvdeno je da visestruku pozitivnost na ekstakte
venoma ima vise od 50% pacijenata.

U delu disertacije koji se bavi analizom prisustva specificne IgE reaktivnosti na
rekombinantne alergene fosfolipazu A2 i antigen 5 ImmunoCAP metodom, utvrdeno je da
26% pacijenata sa SAR na Hymenoptera venome ima pravu dvostruku senzibilizaciju na obe



vrste venoma. Isto tako, utvrdeno je da tezina SAR ne zavisi od koncentracije sIgE antitela na
ekstrakte venoma i rekombinantne alergene. Dodatno, ustanovljeno je ¢es¢e prisustvo CCD-
sIgE antitela kod pacijenata sa viSestrukom pozitivnoS¢u na ekstakte venoma i pacijenata
alergi¢nih na venom pcele u odnosu na pacijente alergi¢ne na osu ili strsljen. Isti¢emo da je
ovo prva studija o dijagnostickom znacaju rekombinantnih alergena kod pacijenata sa
viSestrukom pozitivnoS¢u na ekstrakte venoma u jugoistocnom delu Evrope. Takode,
poredenjem ImmunoCAP i1 Imunoblot metoda, nadena je statisticki znaCajna korelacija u
detekciji specificnih IgE antitela na ekstrakte venoma i1 rekombinantne alergene fosfolipazu
A2 1antigen 5.

Analizom senzitivnosti i specificnosti InmunoCAP i Imunoblot metoda pokazano je
da ImmunoCAP metoda ima vecu senzitivnost i1 specificnost od Imunoblot metode za
detekciju sIgE antitela na ekstrakte venoma pcele i ose 1 rekombinantni antigen 5. Obe
metode imaju visoku specifi¢nost za detekciju rekombinantne fosfolipaze A2. ImmunoCAP
metoda je visoko specificna za detekciju rekombinanih alergena fosfolipaze A2 1 antigena 5 1
visoko je senzitivna za detekciju kako ekstrakta venoma, tako i pomenutih rekombinantnih
alergena. Pokazano je da koriS¢enje celih ekstrakta venoma daje ,,Jazno-poztivne* rezultate i
znacajno redukuje speificnost IgE testa. U skladu sa iznetim rezultatima, klinic¢ka istorija 1
molekularna dijagnostika su esencijalne za adekvatan izbor venoma za dugorajnu VIT,
naroCito kod pacijenata sa viSestrukom senzibilizacijom 1 pacijenata koji ne mogu da
identifikuju insekt koji je doveo do SAR.

U delu istrazivanja koje koje je obuhvatilo 71 pacijenta prosecne starosti 47 godina
(46,9+15,1) koje se odnosi na znacaj molekularne alergoloske dijagnostike koja koristi
pojedinacne alergene tj. CRD za istovremeno odredivanje IgE antitela na pet najvaznijih
rekombinantnih alergena fosfolipaze A2, hijaluronidaze, ikarapina, antigena 5 i fosfolipaze
Al, utvrdeno je da CRD znacajno doprinosi povecanju senzibilizacije dijagnostike kod
pacijenata sa SAR koji imaju negativne sIgE na ukupne venome insekata. Pored CRD, test
CCD-inhibicije je koristan kod pacijenata koji imaju negativne sIgE na rekombinantne
alergene. Zakljucuje se da je molekularna dijagnostika veliki korak ka personalizovanoj
medicini, posebno kod pacijenata koji su senzibilisani na alergene koji su nedovoljno
zastupljeni u terapijskim smeSama koje se koriste za VIT. S obzirom na sloZene profile
senzibilizacije alergi¢nih pacijenata i nejednake distribucije relevantnih alergena u terapijskim
ekstraktima, personalizovana terapija ima visok potencijal za superiornu efikasnost i
izbegavanje de novo senzibilizacije. Pokazano je da je Imunoblot sa profilom od pet
najvaznijih rekombinantnih alergena visoko senzitivna metoda za dijagnozu alergije na
Hymenoptera. Isto tako, dokazano je da kod pacijenata sa viSestrukom pozitivnoséu koji
imaju istovremeno i IgE-reaktivnost na CCD, test CCD-inhibicije povecava senzitivnost CRD
1 pomaze da se definiSu pacijenti sa alergijom na pcelu kojima je potrebno prosirenje panela
rekombinantnih alergena. U ovom delu istrazivanja prvi put su identifikovane razliite grupe
pacijenata koji su klasifikovani u pet podgrupa viSestruko- i CCD-pozitivnih, koji dele
karakteristi¢ne obrasce klinicke istorije i seroloskih IgE-testova. Takode je prvi put pokazano
da test CCD-inhibicije ne treba izvoditi kod svih pacijenata sa pozitivnim CCD-sIgE
antitelima.

Molekularna dijagnostika koja koristi pojedinacne alergene i test CCD-inhibicije
pomazu sinergijski da se otkrije klinicki relevantna, prava senzibilizacija i poboljSava izbor



odgovaraju¢eg venoma za dugotrajnu VIT. Shodno iznetim rezultatima, kreiran je algoritam
za neophodne dijagnosticke korake koji obezbeduju adekvatan terapijski pristup kod
pacijenata sa alergijom na venom Hymenoptera.

Kako postoje stalni istrazivacki napori za povecanje efikasnosti terapije i smanjenje
vremena leCenja, tako postoji potreba da se identifikuju biomarkeri koji mogu efikasno
predvideti efikasnost VIT. Shodno tome, imajuc¢i u vidu da detekcija alergen-specificnih IgG4
antitela u serumu pomoc¢u ImmunoCAP metode daje odgovarajuéu procenu imunoloskog
odgovora tokom VIT, u delu istrazivanja koji se odnosi na detekciju slgG4 antitela
ImmunoCAP metodom, ustanovili smo da je koncentracija sIgG4 antitela u fazi odrzavanja
VIT nakon tri godine imunoterapije odgovaraju¢im venomom statisticki znacajno visa kod
pacijenata na imunoterapiji venomom pcele nego kod pacijenata na imunoterapiji venomom
ose.

D) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

Doktorska disertacija dr Dragane Jovanovi¢ sadrzi pregledno i detaljno uporedene
rezultate proistekle iz samog istrazivanja sa relevantnim nalazima drugih autora koji su se
bavili razli¢itim aspektima molekularne dijagnostike kod pacijenata preostljivih na
Hymenoptera venome.

Poredenjem dobijenih rezultata sa prethodnim istrazivanjima, znacajno veca ucestalost
muskog pola medu pacijentima sa SAR na Hymenoptera venome opisana je od strane
Svajcarskih istrazivaca (Fehr i sar. 2019). Ovim istrazivanjem je potvrdeno da nivoi IgE
antitela nisu u korelaciji sa tezinom sistemske alergijske reakcije S§to odgovara prethodno
opisanim podacima proisteklim od strane nemackih (Hollstein i sar. 2022) i §vajcarskih (Fehr
i sar. 2019) istrazivaca.

S obzirom da upotreba ekstrakta venoma za detekciju sIgE in vitro testovima moze
dovesti do ,,Jazno-pozitivnih* rezultata zbog njihove unakrsne reaktivnosti koja je najCesca
zbog prisustva CCD do 50-60%, autor disertacije analizira zastupljenost CCD-sIgE antitela
kod viSestruko senzibilisanih pacijenata na Hymenoptera venome. Podaci iz disertacije
potvrdili su slicnu ucestalost ovih antitela kod visestruko senzibilisanih pacijenata Sto je u
skladu sa ranije potvrdenenim rezultatima o prisustvo CCD-sIgE antitela kod pacijenata
preosetljivih na venome insekata od strane austrijskih (Jin 1 sar. 2010), nemackih (Blank 1 sar.
2010) 1 svajcarskih (Miiller i sar. 2009) istrazivaca.

S druge strane mnogi pacijenti sa pravom dvostrukom senzibilizacijom mogu se
detektovati upotrebom rekombinantnih alergena fosfolipaze A2 i antigena 5 koji su dostupni u
rutinskoj in vitro dijagnostici 1 §to je joS vaznije nisu strukturalno sli¢ni. Rezultati
ImmunoCAP merenja identifikovali su veoma visoku senzitivnost za ekstrakt ose i
rekombinantni antigen 5-rVes v 5 kod pacijenata sa podacima o SAR na ubod ose (100% 1
96,7%) 1 kod pacijenata sa podacima o SAR na ubod strsljena (100%) $to je vise u odnosu na
podatke koji su objavljeni od strane $vajcarskih (Miiller i sar. 2009), austrijskih (Schrutzer i
sar. 2016), nemackih (Hofman i sar. 2011) i slovenackih (Selb i sar. 2016) istraziva¢a koji su
prijavili senzitivnost za rVes v 5 od 86,5% do 93%. Da je rVes v 5 dovoljan kod vecine
pacijenata za seroloSku potvrdu alergije na osu ili str§ljen, osim autorovih istrazivanja,



potvrdena je 1 od strane japanskih (Hirata i sar. 2015) i nemackih (Hofman 1 sar. 2012)
istrazivaca.

Senzitivnost ImmunoCAP za ekstrakt venoma pcele (100%) i rekombinantnu
fosfolipazu-rApi m 1 (79,3%) kod pacijenata alergi¢nih na pcelu je sli¢na ili ve¢a u odnosu na
podatke nemackih (Hofman i sar. 2011), Svajcarskih (Miiller i sar. 2012) i japanskih (Yoshida
1 sar. 2015) istrazivaca. Senzitivnost metode za rekombinantnu fosfolipazu-rApi m 1 od
83,3% kod jednostruko-pozitivnih 1 76,5% kod viSestruko-pozitivnih potvrduje da je
fosfolipaza A2-Api m 1 jedan od glavnih alergena pcele. 1z ovoga proizilazi da je
rekombinantna fosfolipaza A2-rApi m 1 dovoljna za potvrdu alergije na pcelu kod 80%
pacijenata, ali za 20% pacijenata potrebno je dodatno IgE-testiranje, sa drugima
rekombinantnim alergenima pcele.

Takode, klinicka dijagnoza alergije na venom pcele je preciznija ukoliko se u
dijagnostici koriste istovremeno i drugi rekombinantni alergeni, pored rekombinantne
fosfolipaza A2-rApi m 1, kao Sto su hijaluronidaza-rApi m 2 i ikarapin-rApi m 10 pokazali su
rezultati ove disertacije 1 u skladu su sa podacima koji su objavljeni od strane nemackih
(Kohler 1 sar. 2014) istrazivaca.

S obzirom da CCD-sIgE antitela komplikuju tumacenje rezultata IgE-testa,
molekularna dijagnostika koja koristi pojedinacne alergene, kao i test CCD-inhibicije su od
pomo¢i u odredivanju prave senzibilizacije kod pacijenata sa dokazanom viSestrukom-
pozitivnos¢éu. Ovaj dijagnosticki pristup je izuzetno vazan za izbor odgovaraju¢eg venoma za
dugotrajnu VIT i potvrden je od strane Svajcarskih (Miiller i sar. 2012) i kineskih (Luo 1 sar.
2021) istrazivaca.

Detaljna analiza 29 viSestruko- i CCD-sIgE pozitivnih pacijenata sa upotrebom CRD i
testa CCD-inhibicije eliminisala je ,,lazno-pozitivne* rezultate IgE-testa Sto je 1 pokazano u
jednom istrazivanju austrijskih (Aberer i sar. 2017) istraziva¢a. Autor disertacije analizira
zastupljenost sIgE-reaktivnosti na ekstrakte venoma i na pet rekombinantnih alergena, pre i
posle CCD-inhibicije. Pregledom publikovanih istrazivanja ustanovljeno je da je prvi put u
ovom istrazivanju pokazano da CCD-inhibicuju ne treba izvoditi kod svih CCD-sIgE
pozitivnih pacijenata. Premda se radi o podacima koji do sada nisu publikovani od strane
drugih istrazivaca, dobijeni rezultati su posluzili da se kreira algoritam za neophodne
dijagnosticke korake koji obezbeduju adekvatan terapijski pristup kod pacijenata sa SAR.
Dodatno, uoceno je da je CCD-inhibicija posebno korisna u podgrupi visestruko pozitivnih
pacijenata koji su pre CCD-inhibicije bili negativni na sve testirane rekombinantne alergene i
u podgrupi pacijenata koji su imali sIgE-reaktivnost na rekombinantni antigen 5-rVes v 5.
Kod ove dve podgrupe pacijenata, nakon CCD-inhibicije perzistirala je pozitivnost na ekstrakt
venoma pcele, tako da je njima neophodna prosirena CRD sa drugim, dodatnim
rekombinantnim alergenima pcele.

Zbog mogucnosti Stetnog efekta na buduci ubod, a prema najnovijim EAACI
smernicama za VIT Sturma 1 saradnika, nije pogresno sprovoditi VIT sa dva venoma kod
pacijenata sa istinskom dvostrukom pozitivnoS¢u prema rezultatima CRD i1 CCD-inhibicije
(Sturm 1 sar. 2018). U tom kontekstu, novootkrivena sIgE-reaktivnost na rekombinantne
alergene pcele kod cetiri pacijenta nakon CCD-inhibicije je veoma vazna, jer kod ovih
pacijenata treba razmotriti VIT zato §to su u ve¢em riziku za SAR.



Iznenadujuce, analiza sIgE-pozitivnih pacijenata nakon CCD-inhibicije dovela je do
statisticki znaCajnog povecanje nivoa sIgE na rekombinantnu fosfolpazu-rApi m 1 i
rekobinantnu hijaluronidazu-rApi m 2 i statisticki znacajnog smanjenja nivoa sIgE na
rekombinantni antigen 5-rVes v 5, Sto do sada niko od drugih istrazivaca nije pokazao. Ovi
nalazi mogu biti uzrokovani razli¢itom strukturom nativnih alergena venoma pcele i ose i
poteSko¢ama u dobijanju preciS¢enih rekombinantnih alergena. Nazalost, rekombinantni
proteini mogu biti modifikovani post-translacionim modifikacijama u Goldzijevom aparatu
eukariotskih ¢elija 1 mogu da vezuju razliite ugljene hidrate (Dicker 1 sar. 2015). Kljucni
delovi CCD su ostaci fukoze koji se javljaju u glikoproteinima insekata ili ostaci fukoze i
ksiloze u biljnim glikoproteinima koji mogu predstavljati epitope za razliCite vrste
imunoglobulina. Kod alergi¢nih pacijenata Spilner i saradnici su pokazali da nativni
glikozilovani proteini pcele pokre¢u proizvodnju antitela svih podklasa sa razli¢itim
afinitetom za vezivanje za CCD (Spilner i sar. 2014). U disertaciji je postavljena hipoteza da
rezultati CCD-inhibicije indirektno ukazuju da rekombinantni alergeni fosfolipaza A2-rApi m
1 1 hijaluronidaza-rApi m 2 sadrZze male koli¢ine CCD antigena, Sto moze omoguditi
antitelima razli¢itih klasa da ometaju vezivanje sIgE za proteinske epitope pre CCD-
inhibicije, dok nakon CCD-inhibicije zbog pristupacnosti epitopa za IgE, rezultira viSim,
pravim nivoima sIgE na rekombinantnu alergene. Nasuprot ovome, uzimaju¢i u obzir da Ves
v 5 nije prirodno glikozilovan (Gibbs i sar. 2008), postavljena je hipoteza da rekombinantni
antigen 5-rVes v 5 moze indukuovati produkciju samo IgE antitela na proteinske epitope i da
rVes v 5 u Imunoblotu sadrzi male koli¢ine CCD antigena, S§to omogucava vezivanje
sveprisutnih sIgE antitela na CCD. Jo§ su Jin i saradnici istakli zn¢aj stalnog kontakta sa
glikoalergenima hrane u gastrointestinalnom traktu i polenom (glikozilovanim proteinima) na
mukoznim povr§inama respiratornog sistema, koji mogu izazvati proizvodnju odredenih nivoa
IgE antitela usmerenih na CCD epitope (Jin i sar. 2008). S tim u vezi, autor disertacije
predpostavlja da ovaj fenomen dovodi do laznih, viSih nivoa IgE na rVes v 5 pre CCD-
inhibicije i dolazi do zakljucka da CCD-inhibicija smanjuje nespecificno vezivanje CCD-sIgE
antitela Sto dovodi do pravih, nizih nivoa IgE antitela na rVes v 5. Dodatno, autor je pokazao
da CCD-inhibicija moze prevaziéi trenutna ogranicenja nekih procedura u rekombinantnoj
tehnologiji koja skriva ili daje izmenjenu prezentaciju pojedinih IgE epitopa kako je
objasnjeno od strane austrijskih istrazivata Campana i saradnika (Campana i sar. 2011),
posebno u Imunoblotu koji ne prikazuje trodimenzionalnu konformacionu strukturu antigena.
Rezultati disertacije ukazju da CCD-inhibicija moze prevazi¢i tehnoloSke prepreke, a da je
razvoj preciS¢enith 1 konformacionih rekombinantnih proteina bez CCD vazan korak u
buducoj dijagnostici u alergologiji.

Predmet analize dokorske disertacije bio je i ispitivanje efekta imunoterapije
merenjem slgG4 antitela na alergene pcele i ose u fazi odrzavanja VIT. IstraZivanja Lee i
saradnika sa Harvarda u Bostonu su pokazala da odgovor B-¢elija podrazumeva prelazak
proalergijskih B ¢elija koje proizvode IgE ka B ¢elijama koje potom proizvode 1gG4 sa
regulatornim fenotipom 1 posledicnim povecanjem sekrecije IL-10 1 TGF-beta 1 da je
prisustvo slgG4 antitela od velikog znacaja u ranim fazama VIT (Lee i1 sar. 2014). lako se
nivoi slgG4 vremenom progresivno smanjuju, njihov uticaj na inhibiciju aktivacije bazofila
ostaje, tako da blokirajuca sIgG4 antitela treba da imaju zasStitnu anti-inflamatornu ulogu.



Naime, ovim istrazivanjem je pokazano da su pacijenti na imunoterapiji venomom
pcele imali znacajan porast nivoa sIgG4 u fazi odrzavanja VIT u odnosu na pacijenate na
imunoterapiji venomom ose. Ovi podaci su u skladu sa ranije potvrdenenim rezultatima od
strane americkikih (Lee i sar. 2014), engleskih (Sahiner i sar. 2019) i Svedskih (Jarkist i sar.
2020) istrazivaca koji su ustanovili da poviSen nivo IgG4 moze biti biomarker za efikasnost
VIT jer je u korelaciji sa zaStitom od ponovnog uboda.

Autor disertacije u istrazivanju na vrlo lep, jasan 1 sveobuhvatan nacin daje detaljan
pregled do sada objavljenih rezultata koje dovodi u vezu sa efikasnoS¢u imunoterapije. S
obzirom da je ovakav dijagnosticki pristup po prvi put ikada ucinjen kod pacijenata sa
alergijom na Hymenoptera venome u kojem su CRD i CCD-inhibicija veoma znacajne u
analiziranju preosetljivih pacijenata u kontekstu planiranja specificne dugotrajne
imunoterapije, namece se nesumnjivo ogroman znacaj rezultata proisteklih iz ovog dela
doktorske disertacije koji bi u buduénosti mogli imati i znacajnu implikaciju u klini¢koj
praksi.

E) Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije

1. Jovanovic D, Peric-Popadic A, Djuric V, Stojanovic M, Lekic B, Milicevic O, Bonaci-
Nikolic B. Molecular Diagnostics and Inhibition of Cross-Reactive Carbohydrate
Determinants in Hymenoptera Venom Allergy. Clin Transl Allergy. 2023;e12230.
https://doi.org/10.1002/clt2.12230 M22 IF 5.657

2. Jovanovic D, Peric-Popadic A, Andrejevic S, Stojanovic M, Bonaci-Nikolic B. The
diagnostic importance of recombinant allergen IgE testing in patients with hymenoptera
venom allergy: Comparison of two methods. Iran J Allergy, Asthma Immunol.
2021;20(4):413-22. M23 IF 1.570

3. Jovanovi¢ D, Peri¢-Popadi¢ A. Imunoterapija kod pacijenata sa prvim tipom preosetljivosti
na Hymenoptera venome. MedPodml.2023; (DOI 10.5937/mp74-40715) M52

F) Zakljucak (obrazloZenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ,, Znac¢aj odredivanja specificnih IgE antitela na rekombinantne
alergene u planiranju venom imunoterapije®, dr Dragane Jovanovi¢, kao prvi ovakav rad u
nasoj sredini predstavlja originalni nau¢ni doprinos u razumevanju molekularne dijagnostike 1
planiranju imunoterapije.

Doktorska disertacija obiluje znacajnim rezultatima koji definiSu znacaj molekularne
metodologije u svakodnevnoj klinickoj praksi alergologa koji razmatra sistemsku alergijsku
reakciju prouzrokovanu Hymenoptera venomima. Specificno IgE-testiranje na rekombinantne
alergene bez CCD je neophodno za adekvatnu selekciju venoma za dugotrajnu imunoterapiju,
posebno kod pacijenata sa viSestrukom pozitivnoSéu na ekstrakte venoma. Precizna
identifikacija senzibilizacije na relevantni insekt je veoma vazna za zapocinjanje
imunoterapije i1 zato su CRD i CCD-inhibicija ImmunoCAP ili Imunoblot metodama vazan



korak u dijagnostici. Namece se nesumnjivo ogroman znacaj rezultata proisteklih iz ovog dela
doktorske disertacije koji bi u buduénosti mogli imati i znacajnu implikaciju u klinickoj
praksi.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima naucnog istraZivanja.
Ciljevi su bili precizno definisani, nau¢ni pristup je bio originalan i paZzljivo izabran, a
metodologija rada je bila savremena. Rezultati su pregledno i sistemati¢no prikazani i
diskutovani, a iz njih su izvedeni odgovarajuci zakljucci.

Na osnovu svega navedenog, i imaju¢i u vidu dosadasnji nau¢ni rad kandidata,
komisija predlaze Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati
doktorsku disertaciju dr Dragane Jovanovi¢ i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja
akademske titule doktora medicinskih nauka.
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