NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Nauc¢nog veca od 09. novembra 2017. godine, broj 5940/13, odredena je
Komisija za ocenu zavrsene doktorske disertacije kandidata mr sci. med. dr Radovana

Mijanovica, pod nazivom

»Ispitivanje Kklini¢kih, imunoseroloskih, imunofenotipskih i citokinskih profila

pacijenata sa ¢estom varijabilnom imunodeficijencijom“

Mentor doktorske disertacije je prof. dr Branka Bonaci-Nikoli¢, redovni profesor

Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Za ¢lanove Komisije za ocenu zavrsene doktorske disertacije odredeni su:

1. Prof.dr Ljudmila Nagorni-Obradovi¢, redovni profesor Medicinskog fakulteta

Univerziteta u beogradu

2. Prof.dr Andrija Bogdanovi¢, vanredni profesor Medicinskog fakulteta Univerziteta

u Beogradu

3. Prof.dr Vladimir Jurisié¢, redovni profesor Fakulteta medicinskih nauka Univerziteta

u Kragujevcu

Clanovi Komisije su detaljno proucili prilozenu disertaciju i podnose Nau¢nom vecu

Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu sledeci

IZVESTAJ

A) Prikaz sadrZaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija dr Radovana Mijanovi¢a, pod nazivom , Ispitivanje klini¢kih,
imunoseroloskih, imunofenotipskih i citokinskih profila pacijenata sa cestom
varijabilnom imunodeficijencijom* napisana je na 110 strana, sadrzi 12 grafikona i 37
tabela. Doktorska disertacija je podeljena na sledeca poglavlja: Uvod, Ciljevi istrazivanja,

Materijal i metode, Rezultati, Diskusija, Zakljucci, Literatura. Doktorska disertacija sadrzi



sazetak na srpskom i engleskom jeziku, biografiju kandidata, podatke o komisiji i spisak

skrac¢enica kori$c¢enih u tekstu.

Uvod sadrzi 9 potpoglavlja koja su napisana jasno i koncizno. Prikazani su definicija i
dijagnoza Ceste varijabilne imunodeficijencije (CVID), kratak istorijat primarnih
imunodeficijencija (PID), kao i epidemiologija CVID i PID. Na pregledan nacin su dati
detalji koji se odnose na postojece probleme u dijagnozi CVID. Zatim je prikazana detaljna
patogeneza CVID sa osvrtom na poremecaje u citokinima, urodenom imunskom sistemu, kao
iuB 1T ¢elijama. Dat je prikaz novih klasifikacija (Euroklas i Povaneti) na osnovu procenta
¢elija B perifernog ¢elijskog pula i naivnih T limfocita. Poseban akcenat je stavljen na
kompleksnu klini¢ku sliku CVID-a sa prikazom naj¢e$¢ih manifestacija ove bolesti. Dat je
koncizan prikaz lecenja i prognoze bolesnika sa CVID, kao i kratak prikaz druge PID — X
vezane agamaglobulinemije (XAG). Bolesnici sa XAG su kori$¢eni kao kontrolna grupa u

ovom ispitivanju.

Ciljevi istrazivanja su precizno definisani u 5 celina: 1. Ispitati demografske,
klinicke i imunoseroloske parametre kod pacijenata sa CVID 2. Analizirati imunofenotip
limfocita periferne krvi pacijenata sa CVID 3. Utvrditi klinicki znacaj citokinskog,
imunofenotipskog i imunoseroloskog profila kod pacijenata sa CVID 4. Ispitati korelaciju
izmedu dobijenih demografskih, klinickih, imunoseroloskih, citokinskih i imunofenotipiskih
parametara 5. Utvrditi smrtnost bolesnika kod pojedinih klini¢kih fenotipova, petogodiSnje 1
dugoro¢no prezivljavanje, kao 1 uticaj odredenih demografskih, klinickih, imunoseroloskih,

imunofenotipskih i citokinskih parametara na ishod bolesti.

Poglavlje pacijenti i metode sadrzi tri dela: ispitanici i dizajn studije, laboratorijske
analize i statisticka analiza. Ispitivanje je sprovedeno u vidu kohortne studije, koja je
obuhvatila 51 pacijenta, koji su se lecili od CVID na Klinici za alergologiju i imunologiju
Klini¢kog centra Srbije u periodu od 1.1.1998. do 31.12.2016. Svim pacijentima su tokom
leCenja registrovane komplikacije, inicijalne koncentracije imunoglobulina G, A, M, kao i
ishod bolesti. Pacijenti su podeljeni u grupe, odnosno klinicke fenotipove, prema prisutnosti
komplikacija na razli¢itim organima: 1. pluéne bolesti; 2. limfoproliferacija; 3.
gastrointestinalne bolesti; 4. autoimunske bolesti. Kod 40 pacijenata je radena prospektivna
studija koja je obuhvatila sledeca ispitivanja: odredivanje standardnog i prosirenog T i B
¢elijskog imunofenotipa (FACS), spirometriju, odredivanje difuzijskog kapaciteta pluca za

ugljen monoksid, ultrazvuk trbuha, radiografija srca i pluca, odredivanje koncentracija



citokina BAFF i IL-10 (ELISA), p2 mikroglobulina i radena je PPD (3J) intradermalna kozna
proba. Dodatna dijagnostika je radena prema potrebi i prisutnosti tegoba pacijenata. Studija je
izvedena u skladu sa pravilima HelsinSke deklaracije i odobrena je od strane Etickog
komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Svi pacijenti su dali pisani
pristanak pre ukljuéenja u studiju. Kontrolnu grupu je ¢inio 21 zdrav ispitanik me¢ovanih po

polu i uzrastu sa pacijentima.

Za obradu rezultata koris¢ene su sledece statisticke metode: medijana, procenti,
interkvartilni rangovi, Man-Vitnijev (Mann-Whitney) test, neparametrijska jednofaktorska
analiza varijanse (ANOVA), Kruskal-Volisov (Kruskal-Wallis) test, hi kvadrat test, FiSerov
test tacne verovatnoce, Spirmanov koeficijent korelacije (Spearman’s correlation coefficient).
Krivulja verovatnoce prezivljavanja predstavljena je metodom Kaplan-Majer (Kaplan-Meier),
a poredenje vremena prezivljavanja razli¢itih grupa bolesnika vrSeno je Log-rank testom.
Statisticka znacajnost definisana je na nivou verovatnoc¢e nulte hipoteze od p<0.05 do p<0.01.

Svi podaci su obradeni u SPSS 20.0 (IBM softverskom paketu).

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

Rezultati su podeljeni u 6 velikih grupa od kojih svaka grupa ima 1-12 podgrupa.

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

uporednim pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije.

Zakljuécei u skladu sa postavljenim ciljevima istrazivanja, a na osnovu dobijenih
rezultata, su podeljeni u 6 grupa, od kojih svaka grupa zakljucaka ima 3-6 celina. Generalno,
studija je pokazala klini¢ku heterogenost pacijenata sa CVID kao i znafaj odredivanja
klinickog, imunoseroloskog, imunofenotipskog i citokinskog profila u ranoj dijagnozi i
prognozi bolesti. Analiza dobijenih rezultata ukazuje na sloZenu disregulaciju imunskog
odgovora kod CVID. Adekvatno pracenje i leenje su 0d primarnog znacaja u smanjenju

brojnih komplikacija i stope mortaliteta pacijenata.

Kori$¢ena literatura sadrzi spisak od 168 referenci.

B) Kratak opis postignutih rezultata

Srednja zivotna dob pri postavljanju dijagnoze bolesnika sa CVID je iznosila 33

godine, dok je srednje kasSnjenje u postavljanju dijagnoze 6 godina. Od CVID obolevaju sa



istom ucestalo$¢u Zene 1 muskarci, ali su Zene statisticki starije (p<0,05). Najces¢i klinicki
fenotip bile su hroni¢ne plu¢ne bolesti sa 72,54%, dok je limfoproliferaciju imalo 56,86%,
gastrointestinalne bolesti 50,98% i autoimunske bolesti 33,33% bolesnika. 66,7% pacijenata

ima preklapanje dva ili vise klinicka fenotipa.

Nije bilo znacajnih statistickih razlika izmedu klinickih fenotipova po klinickim,
imunoseroloskim, imunofenotipskim i citokinskim paramtrima. Bolesnici sa CVID su imali
znacajno losiju plu¢nu funkciju (snizen FEV1, VC, FEV1/FVC) u odnosu na zdrave kontrole

(p<0.05). Vecina bolesnika sa CVID su imali negativnu tuberkulinsku PPD (3J) koznu probu.

U ispitivanju imunofenotipizacije perifernih leukocita, bolesnici sa CVID u odnosu na
zdrave kontrole su imali znafajno manji broj CD3+, CD4+, CD3-CD16+/56+, CD19+
limfocita i znacajno manji CD4/CD8 odnos (p<0,01). Analiza proSirenog imunofenotipa je
pokazala da bolesnici sa CVID u odnosu na zdrave kontrole imaju znacajno veci procenat B
¢elija slicnim celijama marginalne zone, tranzicionih i aktiviranih limfocita, kao 1 manji
procenat memorijskih B ¢elija sa promenjenom klasom, plazmablasta i plazmablasta sa
promenjenom klasom (p<0,05). Limfoproliferacija se znacajno ¢e$ce javljala u smB-Tr" i
smB-21" Euroklas grupama (p<0.05). Bolesnici sa CVID su imali zna¢ajno vise koncentracije

BAFF, IL-10 i B2 mikroglobulina u odnosu na zdrave kontrole (p<0,05).

Analiza parametara grupa bolesnika koji su pripadali jednom klinickom fenotipu u
odnosu na bolesnike bez tog fenotipa je pokazala sledece: bolesnici sa pluénim bolestima su
imali znacajno manji broj CD4+, CD19+ i tranzicionih limfocita (p<0,05). Bolesnici sa
limfoproliferacijama su imali znacajno visi FEV1, DLCO 1 nivo B2 mikroglobulina u krvi
(p<0,05). Bolesnici sa gastrointestinalnim bolestima su imali znacajno ve¢u koncentraciju
BAFF u krvi i manji procenat naivnih B ¢elija (p<0,05). Bolesnici sa autoimunskim
bolestima su imali zna¢ajno visi nivo inicijalnog imunoglobulina (Ig)A, nizu koncentraciju
IL-10, manji procenat naivnih B ¢elija, kao i znacajno veéi procenat B ¢elija slicnim ¢elijama
marginalne zone i aktiviranih limfocita (p<0,05). Takode je nadena pozitivna korelacija
izmedu pocetka bolesti 1 vrednosti FEV1, VC i DLCO koja ukazuje na progresivno ostecenje
pluéne funkcije (p<0.05), dok negativna korelacija izmedu broja B limfocita i nivoa BAFF u
krvi ukazuje da je broj B limfocita glavni regulator nivoa BAFF u krvi (p< 0,01). Pozitivna
korelacija izmedu nivoa BAFF i procenta aktiviranih B limfocita (p<0.05) ukazuje na znacaj

BAFF u indukciji autoimunskih fenomena.



Smrtnost bolesnika tokom 18-godiSnjeg pracenja iznosi 25,5%. Petogodisnje
prezivljavanje iznosi 91,43%. Bolesnici sa gastrointestinalnim i1 autoimunskim bolestima su
imali najvecu smrtnost, nizu stopu petogodisnjeg, kao i dugoro¢nog prezivljavanja. Parametri
povezani sa loSijom prognozom su: kaSnjenje u postavljanju dijagnoze, povisena
koncentracija IgM u krvi na pocetku bolesti, redukcija CD4+, CD19+ i tranzicionih limfocita,
uz ekspanziju aktiviranih limfocita, poviSen nivo BAFF u krvi, oSte¢ena plu¢na funkcija

(nizak FEV1 i VC) i postojanje preklapanja sva Cetiri klini¢ka fenotipa.

C) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

Ova studija je prva studija u jugoistocnoj Evropi koja se bavila analizom
demografskih, klini¢kih, imunoseroloskih, imunofenotipskih i citokinskih karakteristika
adultnih bolesnika sa CVID. Ucestalost i distribucija klini¢kih fenotipova, njihovih
preklapanja, inicijalnih koncentracija 1g-a, infekcija koje su prethodili bolesti, kao i njihovih
najces¢ih  prouzrokovaca su u skladu sa velikim internacionalnim studijama, koje su
pokazale veliku heterogenost ove bolesti (Mouillot G i sar., 2010; Bateman EA i sar., 2012;
Gathmann B i sar., 2014).

U daljem toku ispitivanja, odredivana je disajna funkcija svih obolelih i zdravih
kontrola. Dosadasanje studije su pokazale znacajno sniZenje spirometrijskih parametara
obolelih od CVID, koje je potvrdeno i kod nasih bolesnika (Touw CM i sar., 2010; Agondi
RC i sar., 2010; Kainulainen L i sar., 1999). Odredivanje PPD kozne probe, kao jedan od
nacina odredivanja celularnog imuniteta, je pokazalo da bolesnici sa CVID 1 XAG imaju u
velikoj veéini odsutan odgovor na koznu probu. Jo§ u ranijim studijama je pokazano da
pacijenti sa CVID-om imaju varijabilne defekte u celularnom imunitetu, narocito u vidu
odsutnosti koznih odgovora na primarne i ubikvitarne antigene (Stagg AJ i sar., 1994), dok je
u nekim studijama 30% pacijenata su imali defekt u mitogenskom odgovoru (North ME i sar.,
1989).

Dosada su radena brojna ispitivanja razli¢itih citokina kod bolesnika sa CVID i
dobijeni su Cesto razli¢iti rezultati. Jedan od razloga je sama tehnika ispitivanja. produkcije
citokina sa ili bez stimulacije (Varzaneh FN i sar., 2014). U dosadasnjim studijama je nadeno
da su pacijenti sa CVID i XAG imali povisene vrednosti BAFF u krvi u odnosu na zdrave
ispitanike 1 nije nadena znacajna razlika u koncentracijama izmedu razli¢itih klini¢kih

fenotipova ((Knight AK i sar., 2007; Kreuzaler M i sar., 2012). Ispitivanje nivoa I1L-10 kod



obolelih od CVID je pokazalo znacajne varijacije (Varzanch FN i sar., 2014), koje su
uglavnom zavisile od tehnike ispitivanja. Odredivanje koncentracija 2 mikroglobulina je
radeno u samo nekoliko studija, gde oboleli od CVID imaju znacajno vise nivoe od zdravih
ispitanika (North ME i sar., 1991; Chapel H i sar., 2012).

Dosadas$nja ispitivanja osnovnog imunofenotipa T, B i NK ¢elija u CVID-u su
pokazala znacajne poremecaje. U vecini studija bolesnici sa CVID su imali zna¢ajno snizenje
broja CD3+, CD19+, CD4+ i NK limfocita u odnosu na zdrave kontrole (Arumugakani G i
sar. iz 2010; Mouillot G i sar., 2010; Bateman EA i sar., 2012). Broj CD8+ limfocita je u
dosadasnjim ispitivanjima pokazivao varijabilnost. U nekim studijama nije nadena razlika
izmedu obolelih i zdravih ispitanika, kao i u nasoj (Arumugakani G i sar. iz 2010; Mouillot G
i sar., 2010), dok je u drugim navedeno da je nadeno sniZenje kod bolesnika sa autoimunskim

bolestima (Bateman EA i sar., 2012; Brent J i sar., 2016).

U ispitivanju prosirenog imunofenotipa B i T celija kod pacijenata sa CVID-om su
vrena brojna ispitivanja, ali su ispitivani razli¢iti klinicki fenotipovi i entiteti, kao i razli¢iti
tipovi ¢elija. U dosadasnjim ispitivanjima je nadeno znacajno snizenje memorijskih ¢éelija sa
promenjenom klasom i plazmablasta, dok je registrovano povecanje aktiviranih limfocita.
Rezultati u procentu tranzicionih i limfocita sli¢nim ¢elijama marginalne zone se razlikuju u
razli¢itim studijama. Jo$ veca varijabilnost je navedena kod razli¢itih klinickih fenotipova u
okviru Euroklas klasifikacije (Wehr C i sar., 2008; Al Kindi M i sar., 2012; Mouillot G i sar.,
2010). U ispitivanju naivnih T limfocita u literaturi je zabeleZena povezanost njihovog niskog
procenta sa razliclitim klinickim fenotipovima, mada najeS¢e kod bolesnika sa

limfoproliferacijama (Giovannetti A i sar., 2007; Bateman EA i sar., 2012).

U dosadasnjim ispitivanjima smrtnosti kod obolelih od CVID je smanjena sa 27-30%
iz 1990-ih na 15% tokom 20 godina pracenja u novijim studijama (Hermaszewski RA i
Webster AD, 1993; Cunningham-Rundles C, 2010). U dosadasnjim ispitivanjima nadeni su
brojni faktori udruzeni sa veéim rizikom mortaliteta, najcesée nizak broj CD19+ limfocita

(Cunningham-Rundles C i Bodian C, 1999; Resnick E i sar., 2012).

D) Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije

Radovi u ¢asopisima indeksiranom u Current Contents-u (CC) i Science Citation Index-u
(SCI):



1. Mijanovic R, Andrejevic S, Jurisic V, Bonaci-Nikolic B. Serum B cell activating factor
and interleukin 10 levels in common variable immunodeficiency: relationship with
clinical findings. Vojnosanit Pregl. 2017; ,,Article in Press“. M 23; IF 0,367 za 2016 DOI:
10.2298/VSP161115068M

2. Perovic D, Perovic V, Pravica V, Bonaci-Nikolic B, Mijanovic R, Bunjevacki V.
Evaluation of cytokine genetic polymorphisms in adult patients with common variable
immunodeficiency: A single-center study. Immunol Lett. 2016;176:97-104. M22; IF
2.483

E) Zakljucak (obrazloZenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija pod nazivom ,Ispitivanje Kklinickih, imunoseroloskih,
imunofenotipskih i citokinskih profila pacijenata sa ¢estom varijabilnom
imunodeficijencijom* dr Radovana Mijanovi¢a, je aktuelna i znafajna tema u okviru
ispitivanja primarnih imunodeficijencija. Ovo je prva doktorska disertacija na Medicinskom
fakultetu u Beogradu koja analizira CVID i predstavlja originalni nauc¢ni doprinos u
razumevanju ove retke boleti. Prvi put je procenjena ucestalost pojedinih klini¢kih fenotipova
CVID, kao i njihove demografske, imunofenotipske i citokinske specifi¢nosti, ¢ime ¢e biti
omoguceno njihovo efikasnije i ranije dijagnostikovanje i lecenje. Rad je ukazao na znacaj
ispitivanja prosirenog imunofentotipa limfocita periferne krvi primenom proto¢ne citometrije

i odredjivanju odredenih serumskih citokina u ranoj dijagnozi, lecenju i prognozi bolesti.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima nau¢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 u poredenju sa savremenom literaturom, a na osnovu rezultata izvedeni su

odgovarajuci zakljucci.



Na osnovu navedenih podataka, Komisija smatra da doktorska disertacija predstavlja
originalni naucni doprinos i predlaze Nau¢nom veéu Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu da prihvati disertaciju mr sci. med. dr Radovana Mijanovica pod naslovom
»Ispitivanje Kklinickih, imunoseroloskih, imunofenotipskih i citokinskih profila
pacijenata sa ¢estom varijabilnom imunodeficijencijom* i odobri njenu javnu odbranu

radi sticanja akademske titule doktora medicinskih nauka.

Beograd, 24. novembar 2017. godine

Clanovi komisije:

Mentor: Prof. dr Branka Bonaci- Nikoli¢ Prof. dr Ljudmila Nagorni-Obradovi¢

Prof. dr Andrija Bogdanovi¢

Prof. dr Vladimir Jurisi¢



