NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA UNIVERZITETA U
BEOGRADU

Na sednici Naucnog veCa Medicinskog Fakulteta Univerziteta u Beogradu, odrZanoj
3.11.2014. godine, odredena je Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije kandidata dr
Danijele Mikovi¢ pod nazivom: ,Korelacija ukupnog hemostatskog potencijala i fibrinolize
zavisne od trombinom aktiviranog inhibitora fibrinolize sa tezinom krvarenja i odgovorom na
terapiju u hemofiliji A“. Mentor za izradu doktorske disertacije je Prof. dr Ivo Elezovic,
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu, a komentor doc. dr Jovan Antovi¢, Univerzitetska
bolnicai institut Karolinska Univerziteta u Stokholmu

Komisija za ocenu zavrsene doktorske dosertacije imenovana je u sastavu:

1. Prof.dr Dragana Janic¢ Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
2. Prof.dr Nada Suvajdzi¢-Vukovié¢ Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
3. Drsc. NS Dragica Radojkovic Institut za molekularnu genetiku i geneticko

inZenejrstvo, Univerzitet u Beogradu

Na osnovu analize prilozeme doktorske dosertacije, komisija za ocenu zavrSene doktorske

disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta sledei

IZVESTAJ
A. Prikaz sadrzaja disertacije

Doktorska disertacija mr sc. dr Danijele Mikovi¢ ,,Korelacija ukupnog hemostatskog
potencijala i fibrinolize zavisne od trombinom aktiviranog inhibitora fibrinolize sa teZzinom
krvarenja i odgovorom na terapiju u hemofiliji A* napisana je na 126 strana i sastoji se od
sedam poglavlja i priloga u vidu 39 tabela, 14 grafikona i 7 dlika. Podeljena je na poglavlja
Uvod, Cilj, Materijal i metode, Rezultati, Diskusija, ZakljuCak i Literatura. Disertacija sadrzi

podatke o komisiji, saZetak na srpskom i engleskom jeziku, listu skracenica koris¢enih u tekstu



kao i biografiju kandidata. Citirano ju 165 reference iz domace i strane literature. Struktura i
kompozicija rada u celini sadrZze sve elemente i zadovoljavaju sve Kkriterijume doktorske

disertacije.

UVOD - Ovo poglavlje sastoji se iz tri celine: a8) Hemostaza, b) Hemofilijai ¢) Testovi za
ispitivanje hemostaze. U delu Uvoda ,,Hemostaza“ prikazana je uloga krvnih sudova i trombocita
u procesu hemostaze i detajno je opisan koncept procesa koagulacije i fibrinolize sa
dosadasnjim nauCnim saznanjima vezanim za delovanje trombina i trombinom aktiviranog
inhibitora fibrinolize (TAFI). U slede¢em odeljku Uvoda ,,Hemofilija“ prikazana je etiologija,
nasledivanje, patofiziologija, kliniCka slika, dijagnoza i terapija hemofilije. Izneta su i dosadasnja
naucna saznanja, sa posebnim osvrtom na procenu tezine kliniCke slike, procenu odgovora na
terapiju i uticgy faktora trombofilije u hemofilji. U treCem odeljku Uvoda — , Testovi za
ispitivanje poremecaja hemostaze® prikazani su skrining i specijani testovi hemostaze kao i

dosadasnja naucna saznanja o primeni testova za merenje TAFI i testova globalne hemostaze.

CILJ RADA - Kod bolesnika sa hemofilijom A koji imgu isti nivo FVIII opisana je
varijabilnost u tezini kliniCke slike i odgovora na terapiju. Mehanizam koji je u osnovi ove
varijabilnosti nije razjasnjen, ali se smatra da mogu uticati brojni faktori kompleksnog sistema
hemostaze. Testovi za odredivanje aktivnosti FVIII nisu uvek i u potpunosti pozdani za procenu
tezine krvarenjai odgovoranaterapiju i zato se ispituje uloga testova global ne hemostaze za ovu
namenu. Imajuci ove €injenice u vidu, kandidat je u ovom poglavlju jasno i precizno postavio
ciljeve. Prvi cilj je bio da se proceni korelacija ukupnog hemostatskog potencijala i nivoa
aktivnosti FVIII kod bolesnika sa hemofilijom A. Drugi cilj je bio da se utvrdi zna€aj ukupnog
hemostatskog potencijala u proceni sklonosti i tezine krvarenja kod bolesnika sa hemofilijom A.
Treci cilj je bio da se ispita znacaj ukupnog hemostatskog potencijala u proceni odgovora na
terapiju. Kao Cetvrti cilj navedeno ispitivanje faktora trombofilije i uticgj na ukupni hemostatski
potencijal kod bolesnika sa hemofilijom A, a kao peti cilj ispitivanje uticaja faktora trombofilije
na sklonost i teZinu krvarenja kod bolesnika sa hemofilijom A. Sesti cil je bio da se ispita
aktivnost TAFI kod bolesnika sa hemofiljom A, a poslednja dva cilja su se odnosila na
ispitivanje znaCaja fibrinolize zavisne od TAFI u proceni sklonosti i teZine krvarenja kod

bolesnika sa hemofilijom A odnosno u pracenju odgovora na terapiju.



MATERIJAL | METODE - U ovom poglavlju jasno je definisan uzorak ispitanika i
kontrolna grupa, detaljno je prikazan protokol ispitivanja, nacin formiranja ispitivanih grupa i
njihove karakteristike. U istrazivanje je ukljuceno 76 bolesnika sa hemofilijom A, 75 muskog
polai jedna osoba Zenskog polai 30 zdravih muskaraca koji su Cinili kontrolnu grupu. U odnosu
na stepen deficita FVIII:C bolesnici su podeljeni u grupe sa teSkim (<1 1J/dl), umerenim (1-5
1J/dl) i blagim (>5-<40 1Jdl) oblikom hemofilije A. Na osnovu ucestalosti spontanih krvarenja u
zglobove bolesnici su podeljeni na grupu sa Klinicki teskim (>3 hemartroze godisnje) i klinicki
blagim (<3 hemartroze godisnje) oblikom bolesti. Kod 38 bolesnika sa hemofilijom A ispitivanje
je izvrseno posle primene koncentrata FV 111 u dozi od 1000-2000 1J za zaustavljanje krvarenja u
zglob. Laboratorijska ispitivanja su vrSena na Odeljenju za ispitivanje poremecaja hemostaze u
Institutu za transfuziju krvi Srbije, na Institutu za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo
u Beogradu kao i na Odeljenju za klinicku hemiju Univerzitetske bolnice Karolinska u
Stokholmu.

Uzorci krvi su uzimani ngmanje 48 sati posle primene poslednje doze koncentrata FVIII, a

za procenu odgovora naterapiju 30 minuta posle terapije.

U uzorku krvi uzetom pre terapije ispitana je aktivnost FVI11, ukupni hemostatski potencijal,
koncentracija proenzima TAFI i stepen ktivacije TAFI na osnovu koncentracije kompleksa
aktivne i inaktivirane forme TAFIa/TAFlal. Ispitana je aktivnost faktora koagulacije i prisustvo
faktora trombofilije.

U uzorku uzetom posle terapije ispitane su vrednosti FVIII:C, TAFI, TAFIa/TAFlai i UHP |

uporedene su sa odgovarajuc¢im vrednostima pre terapije koncentratom FVIII.
Statisticke medode su detaljno i jasno navedene u odeljku “StatistiCka obrada”.

REZULTATI — Rezultati su detaljno, pregledno i sistematicno prikazani na 35 strana, u
7 podpoglavlja, 38 tabela i 14 grafikona. Najpre su prikazane deskriptivne karakteristike
ispitivanih grupa u odnosu na u odnosu na stepen deficita FVII:C i tezinu Kklinickih
manifestacija. Zatim sledi prikaz znaCajnosti razlike ispitivanih testova hemostaze, FVIII:C i
UHP, u odnosu laboratorijsku i Klinicku tezinu hemofilije A kao i u odnosu na primenjenu
terapiju. Prikazana je ucestalost faktora trombofilije, kao i uticg faktora trombofilije na ukupni

hemostatski potencijal i klinicku teZzinu hemofilije A. Zavrdni odeljci rezultata prikazuju



vrednosti proenzima TAFI i vrednosti aktivirane forme TAFI kod bolesnika sa hemofilijom A
kao i znaCaj fibrinolize zavisne od TAFI u proceni teZine klinicke slike i odgovora na terapiju

kod hemofilije A.

DISKUSIJA - U ovom poglavlju je jasno i pregledno prikazano poredenje rezultata
istraZivanja sa rezultatima sli¢nih istraZivanja objavljenih u vodeéim medunarodnim naucnim
Casopisima. Rezultati ovog istraZivanja su u saglasnosti sa prethodnim studijama, ali i znacajno
proSiruju dosadasnja saznanja o znaCaju odredivanja globalnih testova hemostaze kao i uloge

fibrinolize zavisne od TAFI u proceni tezine krvarenja i odgovora na terapiju u hemofiliji A.

ZAKLJUCAK - Na osnovu rezultata istraZivanja, kandidat je saZeto i jasno naveo zakljucke

koji su proistekli iz rezultataradai iz kojih se vidi da su ostvareni postavljeni ciljevi.
B. Kratak opispostignutih rezultata

Rezultati studije su pokazali da su vrednosti UHP bile znaCajno razliite izmedu grupa
bolesnika sa teSkom, umerenom i blagom hemofilijom A. Pokazana je direktna korelacija
vrednosti FVIII:C i UHP. Vrednosti UHP su bile znacajno nize u klinicki teSkom obliku

hemofilije A u odnosu na klinicki blag oblik.

Posle terapije izmerene su znacajno vece vrednosti FVIII:C i UHP u odnosu na vrednosti pre
terapije. Utvrdena je znaCajna korelacija doze koncentrata FVIII i nivoa FVI1II:C posle terapije
ali nema korelacije doze i vrednosti UHP posle terapije. Varijabilnost u terapijskom odgovoru
izmedu bolesnika koji su primili istu dozu leka je posledica individualnih razlika u

farmakokinetici koncentratai razliCitog uticaja primenjenog leka na globalni hemostatski status.

Nema razlike u ucestalosti faktora trombofilije izmedu grupe bolesnika sa hemofilijom A i
kontrolne grupe. Vrednosti UHP u grupi bolesnika sa hemofilijom A nisu bile znacajno razliCite
u odnosu na prisustvo trombofilije. Nije pokazana znaCajna razlika ucCestalosti faktora

trombofilije u odnosu na klinicku tezinu bolesti.

Fibrinoliza i fibrinoliza zavisna od TAFI su ubrzane u hemofiliji A. Vrednosti TAFI i
TAFIla/TAFIai su bile zna¢ajno vece u grupi bolesnika sa hemofilijom A u odnosu na kontrolnu
grupu, ali nema znacajne razlike u odnosu na klinicku tezinu hemofilije A. Primena terapije

popravlja fibrinolizu i fibrinolizu zavisnu od TAFI. Nema znaCajne razlike vrednosti TAFI pre i



posle terapije, dok su vrednosti TAFIa/TAFla bile znaCajno vece posle terapije Sto ukazuje na
povecanu aktivaciju TAFI. Stepen poboljSanja fibrinolize i aktivacije TAFI ne zavise od doze
koncentrata ali zavise od vrednosti FVIII:C i UHP posle terapije. Nije prisutna korelacija
vrednosti TAFI i TAFIla/TAFIai sa tezinom kliniCke slike i odgovorom na terapiju .

Uporedna analiza rezultata kandidata sarezultatimaiz literature

Rezultati kandidata su detaljno uporedeni sa podacima iz literature. Vrednosti UHP su bile
znacajno razlicite izmedu bolesnika sa razli¢itom tezinom hemofilije A klasifikovanih na osnovu
laboratorijskog ili klinickog kriterijuma teZine oboljenja. Takode, pokazana je statisticki
znacajna direktna korelacija vrednosti FVIII1:C i UHP u naSoj grupi ispitanika. Dobijeni rezultati
su u skladu sa rezultatima publikovanih studija (Beltran-Miranda i sar. 2005, van Veen i sar.
2009, Antovici sar. 2012).

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da je prisutna varijabilnost vrednosti UHP u
terapijskom odgovoru izmedu bolesnika, ¢ak i kada su primili istu dozu koncentrata FVIII. Ovi
podaci su u saglasnosti sa studijama koje su publikovane od strane Lewisai sar. 2007 i Bassusai
sar. 2009. Doprinos ove studije je u potvrdi uloge testa UHP u proceni razliitog uticga
primenjenog leka na globalni hemostatski status Sto potvrduje znacaj primene testova globalne

hemostaze u proceni odgovora naterapijul.

Ucestalosta faktora trombofilije nije znaCajno razliCita izmedu grupe bolesnika sa
hemofilijom A i kontrolne grupe kao i kod bolesnika sa hemofilijom A u odnosu na klinicku
tezinu bolesti. NaSi rezultati se ne razlikuju od prethodno objavljenih rezultata ucestalosti
trombofilnih mutacija kod bolesnika sa hemofilijom A (Araljo i sar. 2003, Di Pernai sar. 2011)
mada rezultati nekih studija ukazuju da prisustvo trombofilije moze ublaziti kliniCku sliku
hemofilije A (Nowak-Gottl i sar. 2003, Kurnik i sar. 2007).

Rezultati ovog istraZzivanja su pokazali da aktivnost TAFI ne omogucava procenu Klinicke
teZzine hemofilije A, Sto je u skladu sa studijom Mosnierai sar. 2001, dok rezultati studije Foley i
sar. 2013. ukazuju da merenje aktivacije TAFI moze doprineti proceni tezine klinickih
manifestacija kod bolesnika sa hemofilijom A. Doprinos ove studije je u proceni stepena
aktivacije TAFI kod bolesnika sa hemofilijom A posle primene terapije kocnentratom FVIII.

Rezultati ukazuju da iako povecanje aktivacije TAFI posle terapije doprinosi normalizaciji



ukupne fibrinolize i efikasnosti terapijskog odgovora kod bolesnika sa hemofilijom A vrednosti
TAFI i TAFIa/TAFla se ne mogu koristiti kao prediktori terapijskog odgovora. Takode, pokazan
je razliCit stepen aktivacije TAFI kod bolesnika sa hemofilijom A koji primgu terapiju za
zaustavljanje krvarenja u zglob u odnosu na one na profilaktickoj terapiji. Ovakva istrazivanja
nisu do sada objavljena u strucnoj literaturi i nema publikovanih podataka sa kojima bi se

rezultati ovog istrazivanja mogli porediti.
C. Objavljen rad koji €ini deo doktorske disertacije

Mikovic D, Woodhams BJ, Holmstrom M, Elezovic I, Antovic A, Mobarrez F, et al. On-demand
but not prophylactic treatment with FVI1II concentrate increase thrombin activatable fibrinolysis
inhibitor activation in severe haemophilia A patients.Int J Lab Hem. 2012; 34(1):35-40.

D. Zakljucak (obrazlozenje naucnog doprinosa disertacije)

Na osnovu analize prilozene disertacije ¢lanovi Komisije smatrgju da doktorska disertacija:
»Korelacija ukupnog hemostatskog potencijala i fibrinolize zavisne od trombinom aktiviranog
inhibitora fibrinolize sa teZinom krvarenja i odgovorom na terapiju u hemofiliji A* kandidata
dr Danijele Mikovi¢ u potpunosti ispunjava zakonom i Statutom Medicinskog fakulteta
predvidene uslove u pogledu obima i nau¢nog znacaja dobijenih rezultata. Ovadisertacija
predstavlja originalni naucni doprinos u razumevanju mehanizama koji ucestvuju u patogenezi

krvarenjai odgovoru naterapiju kod bolesnika sa hemofilijom A.

Tema doktorske disertacije je aktuelna i ima naucni ali i praktiCni znaCaj. Ova
disertacija je uradena prema svim principima naucnog istrazivanja, sa precizno
definisanim ciljevima, originalnim naucCnim pristupom i savremenom metodologijom
rada. Rezultati su pregledno i sistemati¢no prikazani i adekvatno diskutovani, a iz njih su
izvedeni odgovarajuci zakljucci. Rad je napisan korektnim stilom, a upotreba termina i

stranih reCi i izraza je odgovarajuca.

Ova doktorska disertacija predstavljgju originalni naucni doprinos u oblasti
hematologije, odnosno hemofilije, jer prikazuju znaCaj primene testa UHP u proceni

teZine krvarenja i odgovora na terapiju kod bolesnika sa hemofilijom A $to omogucava



procenu individualnih razlika u tezini kliniCke slike kao i individualni pristup u izboru
optimalnog oblika leCenja kod bolesnika sa hemofilijom A. Rezultati disertacije Cine
osnovu za dalja istrazivanja vezana za utvrdivanje znacCaja fibrinolize i fibrinolize zavisne

od TAFI u patogenezi krvarenjai terapijskom odgovoru.

Na osnovu svega navedenog, i imajuci u vidu dosadasnji naucni rad kandidata, komisija
predlaze Nau¢nom veéu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati doktorsku
disertaciju kandidata dr Danijele Mikovi¢ i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja
akademske titule doktora medicinskih nauka.

U Beogradu, 18.11.2014. godine

MENTOR CLANOVI KOMISIJE
Prof. dr lvo Elezovic¢ 1. Prof.dr Dragana Jani¢
KOMENTOR 2. Prof dr Nada Suvajdzi¢ Vukovic

Doc. dr Jovan Antovié

3. Dr sc. NS Dragica Radojkovic¢



