NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA

UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Nau¢nog veca Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrzanoj dana28.04. 2016.
godine, broj 5940/4imenovana je Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije pod
naslovom: ,Ispitivanje ucestalosti polimorfizama beta-2 adrenergi¢nih receptora i
povezanosti sa terapijskim odgovorom kod osoba sa bronhijalnom astmom”
kandidata mr sci dr NataSe Petrovié-Stanojevi¢, zaposlene u KBC “Zvezdara” u
Beogradu kao lekar specijalista interne medicine i asistent na predmetu Interna
medicina na Stomatoloskom fakultetu Univerziteta u Beogradu. Mentor je Prof. dr
Branislava Milenkovi¢.

Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:
1. Prof Dr Tatjana Pekmezovi¢, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
2. Prof Dr Aleksandra Ili¢-Dudvarski, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

3. Dr sci Dragica Radojkovi¢, nauc¢ni savetnik, Institut za molekularnu genetiku i

genetski inZenjering Univerziteta u Beogradu.

Na osnovu analize priloZzene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene

doktorske disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom ve¢u Medicnskog fakulteta sledeci

IZVESTA]J

A) Prikazsadrzajadoktorskedisertacije

Doktorska disertacija mr sci Natase Petrovi¢-Stanojevi¢ napisanaje na 130 strana i
podeljena je na sledeca poglavlja: Uvod, Ciljevi rada, Materijal i metode, Rezultati,

Diskusija, Zakljucci i Literatura. U disertaciji se nalazi ukupno 21 tabele i 26 slika i



grafikona. Doktorska disertacija sadrzi saZetak na srpskom i engleskom jeziku,

biografiju kandidata, podatke o komisiji i spisak skracenica korisc¢enih u tekstu.

U Uvodusu definisanegenetske determinante bronhijalne astme, sa
posebnim osvrtom na, kako je do sada pokazano, dva funkcionalno najrelevantnija i
najceséa, Glyl6Arg i GIn27Glu, ¢ije prisustvo dovodi do fenotipske modulacije ADRB2
na membrani celije. Istaknut je znacaj razumevanja osnova strukture i funkcije
humanog ADRB2 na molekularnom i genetskom nivou.Nadalje su prikazani istorijat
otkri¢a beta receptora, kao i farmakoloski razvoj beta agonista, podela i funkcija
adrenoceptora, mehanizam relaksacije glatkog misi¢a izazvan beta-agonistima, pre- i
post-sinapticki mehanizmi intracelularne modulacije holinergicke neurotransmisije i
tonusa glatkog misic¢a bronha, kao iosnovni mehanizmi disfunkcije beta adrenoceptora.
Navedeni su dosadasnji rezultati istraZivanjao populacijskoj raspodeli izmedu kodona
16 and 27 kao i varijacije medu pojedinim etni¢kim grupama. Prikazane su i dosadasnje
epidemioloske i klinicke studije koje su pokazale da ADRB2 polimorfizam moZze imati
znacajne implikacije u patofiziologiji astme, ekspresije fenotipa astme, kao i

terapeutskog odgovora na ADRB2 agoniste.

Ciljevi rada su precizno definisani. Sastoje se uodredivanju ucestalosti
polimorfizma (Glyl6Arg), (GIn27Glu) beta2-adrenergickog receptora (ADRB2) kod
osoba sa bronhijalnom astmom i zdravihispitanika, kao i njihove povezanosti sa tokom
bolesti, tezinom klinicke slike i terapijskog odgovora kod osoba sa bronhijalnom

astmom.

Ciljevi doktorske disertacije bili su a.Odredivanje ucestalosti polimorfizma
(Glyl6Arg), (GIn27Glu) beta2-adrenergickog receptora (ADRB2) kod osoba sa
bronhijalnom astmom i zdravih ispitanika; b.Ispitivanje povezanosti kombinacija
polimorfizama (Glyl6Arg), (GIn27Glu) i agonista beta2-adrenergi¢kog receptora sa
tokom bolesti i tezinom klinicke slike kod osoba sa bronhijalnom astmom; c.
Ispitivanje povezanosti kombinacija polimorfizama (Glyl6Arg), (GIn27Glu) beta2-

adrenergickog receptora i terapijskog odgovora kod osoba sa bronhijalnom astmom



le¢enih dugodeluju¢im beta-agonistima (LABA), samostalno ili u fiksnoj kombinaciji sa

kortikosteroidima

U poglavlju Materijal i metode navedeno je da je ispitivanje radenona
Klinickom odeljenju za pulmologiju, alergologiju i klinicku imunologiju KBC
«Zvezdara», Beograd, u okviru projekta No 173008 "Kompleksne bolesti kao model
sistem za proucavanje modulacije fenotipa-strukturna i funkcionalna analiza
molekularnih biomarkera" 2011-2016. god koji finansira Ministarstvo za nauku i
tehnologiju
RS.GenetskeanalizesuuradenenalnstitutuzamolekularnugenetikuigenetickoinZenjerstvo
Univerziteta u Beogradu.Sve procedure su bile odobrene od strane Etickog komiteta
Medicinskog fakulteta u Beogradu i sprovodene u skladu sa etickim principima i
smernicamadobre klini¢ke prakse.Precizno su navedene karakteristike grupe ispitanika
i kontrolne grupe, kriterijumi za ukljucenje, definisani praceni klinicki parametri.. Tok
bolesti, kontrola astme i tezina klinicke slike bila je odredjena prema vazecim
Smernicama Evropskog respiratornog drustva (GINA), vrednostima Asthma Control
Testa, i vrednostima spirometrijskih parametara opstrukcije. Ishodna varijabla je bila
broj i stepen tezine pogorSanja bolesti u datom periodu posmatranja. Metodologija
genotipizacije Argl6Gli i GIn27Glu polimorfizama je definisanakoriS¢enjem uzoraka
periferne krvi pacijenata, iz kojih je DNK izolovana komercijalnim kitom. Za analizu je
koriséeno 5mL venske krvi uzete sa 3,8% Na-citratom u odnosu 9 : 1 i 5mL seruma.
Segment DNK u kome se nalaze navedeni polimorfizmi analiziran je metodama PCR
(polymerase chain reaction) i direktnog sekvenciranja DNK. Statisticke metode
koris¢ene u obradi rezultatasuy? test zanivoverovatnoce p> 0,05,
univarijantnaimultivarijantnalogistickaregresionaanaliza.

U poglavlju Rezultati detaljno su opisanii jasno predstavljeni svi dobijeni rezultati.

Diskusija je napisana jasno i pregledno, uz prikaz podataka drugih istraZzivanja sa

uporednim pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije.



Zakljucci saZeto prikazuju najvaZznije nalaze koji su proistekli iz rezultata rada.

Koris¢ena Literaturasadrzi spisak od 191 referenci.

B) Kratak opis postignutih rezultata

Ovoistrazivanje je
pokazalostatistickiznacajnurazlikufrekvencijegenotipovaialelaizmedupacijenataikontrol
negrupe, kako u grupisvihpacijenata, takoi u
grupamaposmatranimpremapolu.Homozigoti  27GIn/Gln,  kaoiosobekojesunosioci
27GIn  alelaimajuznacajanrizikzapojavuastme, = dok  se  prisustvo = 27Glu
alelapokazalokaoprotektivanfaktorzapojavuastme. Nosioci Glu27Gln genotipai 27Glu
alelaimalisusmanjenrizkzapojavuastme.Zapolimorfizam Argl6Gly nisuuocenerazlike u
frekvencijamagenotipovaialelaizmedupacijenatasaastmomikontrolnegrupe.
Kombinacije - haplotipovi 16Arg/Gly-27GIn/Glni 16Gly/Gly-27GIn/Glnsu  bile
zastupljenije u grupibolesnikasaastmom, dok je genotip 16Arg/Gly-27GIn/Glu bio
znacajnozastupljeniji u zdravojkontroli. Prisustvo 27GIn alela u kombinaciji, je
pokazaoznacajanrizikzapojavuastme, dok je protektivniefekat 27Glu alelazapazeni u

kombinacijigenotipovaza 16Arg/Gly-27GIn/Glu.

Zaispitivanjeuticajafaktorarizikazaverovatno¢urazvojaastmekododraslih,
koris¢ena je binarnalogistickaregresionaanalizaiprikazan je binarniregresioni model
zapredikcijuastmekododraslih.Dobijeni model predikcijeastmeobuhvatio je  tri
nezavisnepromenljive: 27GIn alel, pol igodinei bio je statistickiznacajan (p=0,003).
Model = mozZeta¢no da  Kklasifikujeprisustvoastmekod 61,5 % osoba.
Nezavisniprediktoripojaveastme u ispitivanojpopulacijibilisu: prisustvo 27GIn alela,

muski pol imladiuzrast.



Nadalje, utvrdeno  je da supacijentisaastmomkojisubilihomozigoti
27GIn/ Glnbilistatisti¢kiznacajnomladi u odnosunapacijentesagenotipovima 27GIn/Glui
27Glu/Glu. Ovajuticajnijeuocenzapolimorfizam Argl6Gly.

Medutim, uoceno je da supacijentikojisuimalikombinacijualelal6Gly-27GIn
biliznacajnomladi u odnosunapacijentesakombinacijamaalela 16Gly-27Glu i 16Arg-
27GIn.

Rezultatimultivarijacioneanalizekojom je
ispitanpojedinacniizajednickiuticajispitivanihpolimorfizamaistarostipacijenatanaparam
etrefunkcijeplu¢a u tri uzastopneposetesupokazali da se vrednostiza FEV1% i ACT

odprve do treceposetestatistickiznacajnorazlikuju u zavisnostiodprisustva/odsustva

27GIn alelaistarosnihgrupapacijenata,
doksukombinacijealelaistarosnegrupeuticalesamonapromenuvrednosti FEV1, a
neinapromenu ACT-a. Polimorfizam 16Arg

nijepokazaozajednickiuticajsagodinamapacijentanapromene FEV1% i ACT-a u tri
uzastopneposete. Mladiasmaticari, naterapijisa LABA, kojisubili 27Glu/Gluhomozigoti
(27GIn - )ilisakombinacijom 16Gly-27Glu, imalisunajznacajniji pad funkcijepluéa u

trec¢ojposeti (obaparametra FEV1% i ACT) u odnosunapacijentekojisubilinosioci 27GIn

alelaidrugihkombinacijaalelaistestarosnegrupe. Nasuprotovome, u
populacijistarijihasmati¢aranaterapijisa LABA lekovimaprimecuje se da
27Glu/Gluhomozigoti  (27GIn - )imaliboljukontroluastme u trecojposeti u
odnosunanosioce 27GIn alela, a sli¢an trend se

uocavaikodpacijenatasakombinacijomalela 16Gly-27Glu.
Kodpacijenatakojisuprimali LABA terapijuikojisubilinosioci 16Arg alela, 27GIn
alelaikombinacijealela 16Arg-27GIn zapaZena je losijakontrolaastme,
doksupacijentikojisuprimalidrugelekove, imaliboljukontroluastme,
nezavisnoodgenotipailikombinacijealela.

Pusacikojisubilinaterapiji LABA
sasrednjimivisokimdozamainhalacionihkortikosteridasupokazalinajveci pad

plué¢nefunkcije.



U zaklju¢ku, utvrdeno je da 27GIn alelapovecavarizikzanastanakastme u
nasojodraslojpopulaciji.Takode, pokazan je uticajzivotnedobinaefikasnost LABA+ICS u
odnosuna ADRB2 polimorfizam. Tako, nosioci 27GIn alelamladiod 50 god
imajuboljiodgovorna LABA+ICS terapiju, dok u starijihpacijenata 27Glu aleldovodi do

boljekontroleastme.

C) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

Rezultati ove disertacije ukazuju
dapostojistatistickiznacajnarazlikafrekvencijegenotipovaialelaizmedupacijenataikontrol
negrupe, kako u grupisvihpacijenata, takoi u grupamaposmatranimpopolu:

- Osobekojesunosioci 27GIn alela, narocitohomozigotisa GIn27GIn
iimajuznacajanrizikzapojavuastme. Ovajrizik je utvrdenikodobapola, s timsto je
kodmuskaracaprisustvoovoggenotipaialelabilopovezanosanestovec¢imrizikomu
odnosunazeneiza 27GlIn alel.

- Nosioci Glu27GIn genotipai 27Glu alelasuimalismanjenrizikodpojaveastmeiza
27Glu alel 0,4. Ovakavprotektivniefekat 27Glu alelautvrden je ikodobapola.

- Polimorfizamna Arglé nije bio povezansanastankomoboljenja u nasojpopulaciji,
tjzapolimorfizam 16Arg/Glynisuuocenerazlike u
frekvencijamagenotipovaialelaizmedupacijenatasaastmomikontrolnegrupe.
Prethodnestudije (Basu 2009, Lipworth 2013,Cagliani
2009)suukazalenatezuklinickuslikuivecibrojegzacerbacija, viSeizrazeno u
pedijatrijskojnego u adultnojpopulaciji.

- Kada je analiziranadistribucijakombinacijegenotipa, pokazano je da
osobesa 16Arg/Gly-27GIn/Glni 16Gly/Gly-
27GIn/Glnimajudvostrukovedirizikodnastankaastme, dokrizikzanosioce 16Arg/Gly-
27GIn/Glukombinacijeiznosiokotre¢inu u odnosunaostalesubjekte;
ovisunalazikonzistentnisa meta analizom o povezanosti ADRB2 polimorfizmaiastme, u

kojoj je takodeprimecennizirizikodoboljevanjaodastmekod 27GIn/Gluheterozigota u



poredenjusadrugimgenotipoima, doknijeopisanuticaj Arg16Gly (Thakkinstian 2005). Sto
se tiCeanalizegenetskogistazvanja, mora se apostrofirati da premaliteraturi,
frekvencijaalela Argl6Glyi GIn27Glu variramedurazli¢itimetni¢ckimgrupama (Wier
1998, Xie 1999), kaoi da Argl6Gly i GIn27Glu
polimorfizmiizazivajurazli¢itstepenagonistimaizazvanenishodneregulacijereceptora(Mo
ore 2000).

Frekvencije u 16Gli i 27Glu alela u kontrolnojgrupisuiznosile 53,0i 27,7%,
respektivno, Sto se znacajno ne razlikujeoddrugihnalaza u

studijamakojesuobradivalepopulacijubelaca(De Paiva 2014).
D) Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije

1. Petrovic-Stanojevic N, Topic A, Nikolic A, Stankovic M, Dopudja-Pantic V,
Milenkovic B, Radojkovic D. Polymorphisms of beta2-adrenergic receptor gene

in Serbian asthmatic adults: effects on response to beta-agonists, MolDiagTher

2014; 18 (6): 639-646.

E) Zakljucak (obrazloZenje nauc¢nog doprinosa)

Doktorska  disertacija ,Ispitivanje ucestalosti polimorfizama beta-2
adrenergi¢nih receptora i povezanosti sa terapijskim odgovorom kod osoba sa
bronhijalnom astmom” kandidata mr dr NataSe D. Petrovié-Stanojevi¢predstavlja
originalni nau¢ni doprinos u razumevanju mehanizama koji ucestvuju u patogenezi
bronhijalne astme.U ovojstudiji, polimorfizmi Argl6éGly i GIn27Glu ADRB2
genaispitivanisuu  srpskojpopulacijipoprvi ~ put, = kakomedjuzdravimosobama,
takoimedupacijentimaobolelimodbronhijalneastme. Ova saznanja bi u
buduénostipotencijalnomogladoprinetirazvojupersonalizovaneterapijeastme.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima nauc¢nog istrazivanja.
Ciljevi su bili precizno definisani, nau¢ni pristup je bio originalan i pazljivo izabran, a
metodologija rada je bila savremena. Rezultati su pregledno i sistemati¢no prikazani i

diskutovani, a iz njih su izvedeni odgovarajudi zakljuéci.



Na osnovu svega navedenog, i imajuci u vidu dosadasnji nauc¢ni rad kandidata,
komisija predlaze Nau¢nom veéu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da
prihvati doktorsku disertaciju drNatase Petrovi¢-Stanojevi¢ odobri njenu javnu odbranu

radi sticanja akademske titule doktora medicinskih nauka.

U Beogradu, 23.05. 2016.

ClanoviKomisije: Mentor:

Prof. drTatjanaPekmezovié Prof. drBranislavaMilenkovié

Prof. dr Aleksandra Ili¢-Dudvarski

DrsciDragicaRadojkovi¢, nau¢nisavetnik







