NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA

UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Nau¢nog veéa Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrZzanoj dana
24.09.2015. godine, broj 4600/16, imenovana je komisija za ocenu zavrSene doktorske

disertacije pod naslovom:

»Znacaj genetskih i faktora sredine u nastanku idiopatskih bronhiektazija kod

dece “

kandidata mr dr Katarine MiloSevi¢, zaposlene na Univerzitetskoj decijoj u Beogradu kao
pedijatra — alergologa u Sluzbi za pulmologiju i aergologiju. Mentor je Prof. dr Branimir

Nestorovic¢, komentor je N. Saradnik Aleksandra Nikolic.
Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:
1. Prof. dr Vesna Skodri¢ -Trifunovié, profesor Medicinskog fakulteta u Beogradu
2. Prof. dr Ljudmila Nagorni- Obradovi¢, profesor Medicinskog fakulteta u Beogradu

3. N. Savetnik Dragica Radojkovi¢, Institut za molekularnu genetiku i geneticko

inZenjerstvo u Beogradu

Na osnovu analize prilozene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene

doktorske disertacije jednoglasno podnosi Naucnom vecu Medicnskog fakulteta sledeci

IZVESTAJ
A) Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija mr sci Katarine MiloSevi¢ napisana je na 96 stranai podeljenaje
na slede¢a poglavlja: uvod, ciljevi rada, materijal i metode, rezultati, diskusija, zakljucci i



literatura. U disertaciji se nalazi ukupno 15 slika. Doktorska disertacija sadrzi saZetak na
srpskom i engleskom jeziku, biografiju kandidata, podatke o komisiji i spisak skracenica

koriSéenih u tekstu.

U uvodu su definisana sva patoloska stanja u kojima dolazi do dilatacije bronhijalnog
stabla a obuhvaéena su pojmom bronhiektazija. Navedeni su patofizioloski procesi koji
dovode do oSte¢enja disajnih puteva Sto je rezultat postojanja inflamacije kao centralnog
procesa. Detaljno je opisana patogeneza bolesti gde je najSire prihvacena hipoteza zaCaranog
kruga: inicijalno oSteCenje epitela praceno infekcijom i nedovoljno regulisanom

inflamatornim procesom koji omogucéava nastanak novih infekcija.

Opisan je karakteristiCan neutrofilni inflamatorni odgovor sa povecanom
koncentracijom neutrofilne elastaze i mijeloperoksidaze u bronhijalnom stablu. Dat je
dosadasnji pregled literature u vezi proinflamatornih medijatora IL-8, interleukina 13 i TNF-
a koji su najverovatnije ukljuceni u migraciju neutrofila kroz zid bronhija u lumen, na Sta
ukazuje jasna pozitivna korelacija izmedu koncentracija ovih faktora i koliCine patogenih

mikroorganizama koji se mogu izolovati iz plu¢a obolelih.

Ciljevi rada su precizno definisani. Sastoje se u ispitivanju prevalencije mutacija u
CFTR i ELANE genu u populaciji dece sa idiopatskim bronhiektazijama i ispitivanju uticgja
faktora sredine (sekundarno pusenje, uslovi stanovanja i sociekonomski status) na razvoj
decCijih idiopatskih bronhiektazija. Kao cilj rada navedeno je i ispitivanje uticgja ELANE
genotipa na terapijski odgovor u decijim idiopatskim bronhiektazijama.

U poglavlju Materijal i metode navedeno je da su pacijenti pregledani i
dijagnosticirani na Univerzitetskoj decijoj Klinici u Beogradu i da je ispitivanje ucinjeno u
laboratoriji za molekularnu biologiju Instituta za molekularnu genetiku i geneticko
inZzenjerstvo u Beogradu. Opisane su smernice na osnovu kojih klinickih kriterijuma je
postavljena dijagnoza bronhiektazija i koji su bili kriterijumi za ukljucivanje pacijenata u
istraZivanje. IstraZivanje je sprovedeno u skladu sa etickim principima i smernicama za brigu
0 deci odobrenim od etickog komiteta Univerzitetske deCije klinike u Beogradu i
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Detaljno je opisana metodologija ispitivanja



koja podrazumeva skener visoke rezolucije pluca, uzorkovanje indukovanog sputuma,
merenje izdahnutog azot monoksida, merenje pluénih funkcija i odredivanje krvne slike,
CRP-a i nacin izolacije DNK-a. Zaanalizu gena CFTR i ELANE koris¢ena je DNK izolovana
iz uzorka venske krvi, a analiza je vrSena metodologijom zasnovanom na PCR ( polymerase
chain reaction) tehnici. Prisustvo promena u odabranim segmentima gena CFTR i ELANE
vrseno je direktnim sekvenciranjem DNK. Kod svih ispitanika je analizirano prisustvo
mutacija u pet segmenata gena CFTR (egzoni 3,10, 11 i intron8) i regulatornom regionu gena
ELANE.

U poglavlju Rezultati detaljno su opisani i jasno predstavljeni svi dobijeni rezultati.

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

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

Kori$¢ena literatura sadrzi spisak od 323 referenci.

B) Kratak opis postignutih rezultata

Ovo je jedna od malobrojnih studija koja se bavi ulogom CFTR gena u deCijim
idiopatskim bronhiektazijama. Prva studija u svetu uloge mutacija u genu ELANE u
idiopatskim bronhiektazijama obuhvacena je ovim istrazivanjem. Ova studija je takode
razmatrala uticaj socioekonomskih faktora i sekundarnog puSenja na razvoj idiopatskih
bronhiektazija. Ovo istrazivanje je pokazalo da u pogledu terapijskog efekta merenog preko
izdahnutog azot monoksida (NO) postoji visoko statisticki znaCajna razlika sa smanjenjem
vrednosti NO-a nakon terapije idiopatskih bronhiektazija Sto je pokazatelj da primenjena
terapija ima znaCajan antiinflamatorni efekat. Rezultatii dobijeni u ovoj studiji ukazuju na
mogucu ulogu dve Ceste varijante u CFTR genu, ¢.1210-12T(5) i c.1408A u idiopatskim
bronhiektazijama kod dece. Ovo istraZivanje je pokazalo da je najzastupljeniji genotip sa
predvidenom visokom aktivnos¢u ELANE promotora u ispitivanoj populaciji dece sa

idiopatskim bronhiektazijama. Ispitanici sa ELANE genotipovima sa predvidenom visokom



aktivnoS¢u imaju znacajno bolji odgovor na terapiju od ispitanika sa ELANE genotipovima sa
predvidenom niskom i srednjom aktivnosc¢u, Sto ukazuje na potencijalnu ulogu polimorfizama

u genu ELANE u modulaciji odgovora naterapiju u bronhiektazijama.

Posto je studija obuhvatila relativno mali broj uzoraka, uoCenu korelaciju izmedu
odredenih ELANE genotipova i odgovora na terapiju trebalo bi istraZiti u vecim studijama za
analizu drugih genetickih i negenetickih faktora. IstraZivanja koja bi obuhvatila druge pluéne
bolesti takode bi doprinela razjasnjenju uloge neutrofilne elastaze u odgovoru na

antimikrobijalnu terapiju.

C) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatimaiz literature

Relativno mali broj radova je ispitivao ulogu CFTR gena u deCijim idiopatskim
bronhiektazijama. Prva studija u svetu uloge mutacija u genu ELANE u idiopatskim

bronhiektazijama obuhvacena je ovim istrazivanjem.

Postavljanje dijagnoze u navedenim studijama bilo je prvenstveno na osnovu skenera
visoke rezolucije, jedino je u studiji Karakoc-a u dijagnostickim metodama koje su
sprovodene znaCajno mesto zauzimala i kliniCka slika ispitanika. Vode¢i dijagnosticki
parametar za postavljanje dijagnoze idiopatskih bronhiektazija u nasoj studiji bio je skener
visoke rezolucije Sto ujedno i predstavlja zlatni standard u svim vodiCima. Rezultati nase
studije koji se odnose na forsirani vitalni kapacitet pluca bio je sniZen, $to je u skladu sa
studijama Bahalija i Pifferija. U ovoj studiji sekundarno puSenje nije bilo povezano sa
pojavom bronhiektazija Sto je u skladu sa studijom objavljenom 2014 godine. U ovoj
disertaciji potvrdena je znacCajna predominacija neutrofila u odnosu na limfocite, monocite i
eozinofile u bronhoalveolarnom lavatu $to je u skladu sa studijom Kapurai saradnika iz 2012.
godine. U studiji Chang-a iz 2013. godine vidi se da postoji statistiCki znacajno povecane IL-
6, koji predstavlja neutrofilni marker inflamacije. Ustanovljeno je da pacijenti sa
bronhiektazijama u stabilnoj fazi imaju povisen nivo sistemskih markera inflamacije u studiji
Hsieh-a U naSem ispitivanju dece sa idiopatskim bronhiektazijama utvrdivali smo

mikrobioloSke karakteristike bronhoalveolarne lavaZze. NajvecCi procenat zastupljenosti imali



su S. pneumoniae, P. aerugenosa | H. influenzae, Sto je u skladu sa studijom Bergena i Kapura
i saradnika.

Veliki broj studija u toku predhodne decenije bio je posvecen istrazivanju geneticke
osnove idiopatskih bronhiektazija, ali njihovi rezultati nisu konzistentni i geneticka osnova
ove bolesti joS uvek nije poznata. Rezultatii ove studije su u saglasnosti sa prethodno
objavljenim rezultatima za adultne pacijente sa bronhiektazijama, koji ukazuju na relativno
visoku ucestalost CFTR varijanti ¢.1210-12T(5) i ¢.1408A u ovom oboljenju. S druge strane,
podaci 0 mutacijamau genu CFTR u pedijatrijskoj populaciji saidiopatskim bronhiektazijama
praktiCno ne postoje i nije bilo drugih studija ovog tipa. Istrazivanja radena na adultnim
pacijentima ukazuju da heterozigotnost za mutacije u CFTR genu naverovatnije ima
patoloSke posledice i doprinosi razvoju bronhiektazija u kombinaciji sa drugim genetickim i

epigenetickim faktorima.

Ovo je je prva studija koja je obuhvatila anaizu ELANE genotipova u
bronhiektazijama. Distribucija ELANE genotipova u grupi ispitanika u ovoj studiji nije se
znaCajno razlikovala u odnosu na druge studije. Nivo NO-a u izdahnutom vazduhu u
pacijenata sa bronhiektazijama je bio poviSen u odnosu na zdrave ispitanike, dok u drugim
studijama nije nadena znacajna razlika. Najverovatniji razlog za nekonzistentnost rezultata su
razlike u metodoloskim pristupima i kriterijumma za selekciju pacijenata, od kojih je
najznacajnije prisustvo infekcije. U ovoj studiji ispitanici sa ELANE genotipovima sa
predvidenom visokom aktivnos¢u imalu su znaCajno visi nivo NO-a nego ispitanici sa
srednjom i niskom aktivnoS¢u. Neutrofilna elastaza moze da naruSi normalnu funkciju
pluénog tkiva i izazove prekomerno oslobadanje proinflamatornih medijatora. Nepoznato je
Sta dovodi do razlike nivoa NO izmedu grupa sa razliCitim ELANE genotipovima. Posto i na
antibiotsku terapiju i aktivnost neutrofilne elastaze utice veliki broj faktora, uoCen fenomen je

najverovatnije posledica kompleksne interakcije genetickih i negentickih faktora u plu¢ima.



D) Objavljeni radovi koji €ine deo doktor ske disertacije

1. MilosevicK, Nikolic A, Divac Rankov A, Ljujic M, Nestorovic B, Radojkovic D.
Analysis of CFTR gene variantsin idiopathic bronchiectasisin Serbian children.
Pediatric Allergy, Immunology and Pulmonology 2013;26(2):93-98.

2. Nikolic A, Milosevic K, Boskovic S, Nestorovic B. Neutrophil Elasatase Gene
Polymorphisms: Modulators of Response to therapy in childhood Bronchiectasis?
Lung. 2014 Aug;192(4):595-9.

E) ZakljuCak (obrazlozenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ,,Znacaj genetskih i faktora sredine u nastanku idiopatskih
bronhiektazija kod dece” dr Katarine MiloSevié predstavlja originalni naucni doprinos u
razumevanju uloge CFTR gena u deCjim idiopatskim bronhiektazija. Ovo je prva studija u
svetu uloge mutacija u genu ELANE u idiopatskim bronhiektazijama koja je obuhvacena
ovim istrazivanjem. Rezultati ove doktorske disertacije bi mogli da pomognu razjasnjenju
potencijalne uloge polimorfizama u genu ELANE u modulaciji odgovora na terapiju u
bronhiektazijama.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima naucnog istrazivanja.
Ciljevi su bili precizno definisani, naucni pristup je bio originalan i pazljivo izabran, a
metodologija rada je bila savremena. Rezultati su pregledno i sistematicno prikazani i

diskutovani, a iz njih su izvedeni odgovarajuci zakljucci.



Na osnovu svega navedenog, i imajuci u vidu dosadadasnji naucni rad kandidata,
komisija predlaze Nau¢nom ve¢u Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati
doktorsku disertaciju dr Katarine MiloSevic i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja

akademske titul e doktora medicinskih nauka

U Beogradu, 08.10.2015.

Clanovi Komisije: Mentor:
Prof. Dr Vesna Skodrié- Trifunovi¢ Prof.dr Branimir Nestorovic¢
Prof. DrLjudmila Nagorni-Obradovi¢ Komentor:

N. Saradnik Aleksandra Nikoli¢

N. Savetnik Dragica Radojkovic¢



