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(y naswem Texcry: Komucnja)! y cienehem cacrasy:

1.

Homu. np Jyman MuxajnoBuh, yxa HaydyHa oOnact buoxemuja, MenuuuHcku Qaxynrer y
®ouun, npeacjenuuk Komucuje;

Axanemuk Muonapar Yonuh, yxa HayuyHa o6nact UmyHosnoruja, Menuunacku (akyiaTeT y
®oun, wian Komucuje;

[Ipod.np Ilpenpar Munuh, yxa HayuHa obOnact Ilenmjatpuja, MemunuHcku Qaxynarer
VYuusep3uteta y beorpany, wian Komucuje.

Komucuja je mpernegania m onmjeHWsIa JOKTOPCKY JHMCEpPTald]y W O ToMe moaHocu HacrtaBHo-

HaygHoM Bujehy Meaumuackor dakynrera y @oun, YHusepsuteta y Mcrounom CapajeBy cibenehu

N3BJEIITAJ

0 onjenu ypahene qoxkropcke nucepramuje

1.

3Hauaj ¥ IOMPHHOC TOKTOPCKE AUCEPTALMje ca CTAHOBHIITA aKTYSIHOT CTama y oapeheHoj
Hay4yHOj 00J1acTH

Uradena doktorska disertacija, kojom su ispitivane epidemioloske i klinicke karakteristike
dece obolele od cisti¢ne fibroze (CF) u Federaciji Bosne i Hercegovine (FBiH) i Republici
Srpskoj (RS), kao i fenotipske karakteristike i produkcija citokina granulocita periferne krvi
kod ove dece, obraduju veoma vazne teme koje su sa nau¢nog aspekta znacajne. Ovo je
prva studija koja je obuhvatila epidemioloske 1 klinicke karakteristike sve evidentirane djece
oboljele od CF. S obzirom da na ovim prostorima jo§ uvek ne postoji registar obolelih,
prikazivanje epidemioloskih i klinickih podataka je od velike vaznosti u cilju komparacije
zdravstvenog stanja sa obolelom decom u drugim zemljama, ¢lanicama Registra Pacijenata

Evropskog Drustva za Cisticnu Fibrozu (ECFSPR, eng.“ European Cystic Fibrosis Society
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Patient Registry*). U nedostatsku registra, epidemioloske studije pruzaju moguénost uvida,
kako u karakteristike bolesnika sa CF, tako i same bolesti. Ova doktorska disertacija mogla
bi posluziti kao ideja vodilja ka uvodenju neonatalnog skrininga za CF na ovim prostorima,
u kom slucaju bi se imao uvid u tacan broj obolelih, a na taj nacin i sticanje uslova za
formiranje CF centra i registra obolelih.

Upala igra klju¢nu ulogu u patologiji plu¢ne bolesti kod CF i njenoj progresiji, a jos uvek ne
postoji efikasna antiinflamatorna terapija, sto ovo podrucje ¢ini veoma ineteresantnim i
znaCajnim za istraZivanja, kao i vaznim terapijskim ciljem. Nijedna dosadas$nja terapija nije
uspela da sanira hroni¢nu upalu u plu¢ima kod CF. Neophodne su nove terapije koje ciljaju
¢elijske mehanizme upale, posebno neutrofile. Ovom studijom ustanovljena je poveéana
ekspresija integrina CD11b granulocita periferne krvi, koji je izuzetno vazan u migraciji
granulocita ka mestu upale, za razliku od prethodnih podataka u literaturi. S obzirom na
ekscesivnu upalu u respiratornom traktu obolelih od CF, gde su dominantne upalne ¢elije
neutrofili, ovim nalazom bi se mogla objasniti robusna neutrofilna infiltracija plu¢a. Ovakav
nalaz bi mogao posluziti i kao terapijska meta u smislu njegove supresije. Merenjem
produkcije citokina u supernatantima kulture granulocita, kako stimulisanih, tako i
nestimulisanih, nadena je smanjena produkcija pro-inflamacijskog IL-18 koji bi mogao biti
odgovaran za supresiju Thl imunskog odgovora kod CF i posluziti, takode, kao terapijska
meta.

Rezultati ove doktorske disertacije bi mogli koristiti za dodatno proucavanje granulocita
periferne krvi u cilju boljeg razumevanja njihovih funkcija i razvoja antiupalnih terapija,

slozenog inflamatornog odgovora, kakav je kod CF.

. Onjeny nma je ypaheHa NOKTOpcKa aMcepTanyja pe3yilTaT OPUTHHAIHOT HAy4YHOT paja
KaHJuAaTa y oarorapajyhoj Hay4yHoj o0sactu

Rezultati ovog rada su proizvod originalnih eksperimentalnih istraZivanja. Odredivanje IL-
8, MCP, IL-18, IL-1B, IFN-a, IL-6, TNF-a, IFN-y, IL-33, IL-23 u supernatantima kulture
granulocita periferne krvi, potom fenotipskih markera iz grupe adhezivnih molekula (CD15,
CD11b, CD44, CD54 i hemokinskog receptora CCR5), imunomodulatornih molekula
(PDL1, ILT3, IDO-1, ILT4), molekula koji u€estvuju u prepoznavanju antigena (Dectinl,
CD206, TLR2, CD14) i molekula vaznih za funkciju neutrofila (NLRP3, CD16, MPO,
FASL), kostimulaciju i antigenu prezentaciju (HLA-DR, CD86), kao i intracelularne
produkcije proinflamacionih citokina (IL-1p, IL-6, TNFa, IL-33) i Th citokina (IL-17, TGF-
B, IL-10, IL-4) kod dece sa CF, sto do sada nije radeno, predstavljaju originalan naucni

doprinos kandidatkinje.




3. Tlperyen ocTBapeHHX pe3ynTara paja KaHauaara y oapeheHoj Hayanoj obnactu

Kandidatkinja je ovim istrazivanjem dobila znacajne rezultate. Prvi put je opisana povecana
ekspresija integrina CD11b stimulisanih granulocita periferne krvi kod dece sa CF, a kojim
bi se mogla objasniti robusna infiltracija neutrofilima u disajnom putu, kao dominantno
prisutnih upalnih ¢éelija. Povecana intracelularna produkcija antiinflamatornog IL-10 mogla
je uticati na smanjenu produkciju 1L-18, koji indukuje produkciju IFN-y u sklopu Thl
imunskog odgovora. Nizim nivoom IL-18 u supernatantima kulture granulocita periferne
krvi kod dece sa CF, pre i nakon stimulacije, podrzana je hipoteza suprimiranog Thl
imunskog odgovora kod CF

Oijeny o wucnymeHOCTH oOuMMa M KBajJlWTEeTa y OJHOCY Ha IMpHjaBJbeHy TeMy (1o
TTOTJIaBJBIMA)?

Uvod

U poglavlju uvod kandidatkinja daje prikaz dosadasnjih saznanja iz literature koja su
neposredno vezana za predmet doktorske disertacije. Kandidatkinja je u uvodu detaljno
iznela poznate ¢injenice vezane za epidemiolosku situaciju CF na evropskom kontinentu i
ostatku sveta. Naglasen je znaaj neonatalnog skrininga za ovu bolest i registra pacijenata
kroz literaturne podatke zemalja kod kojih isti postoje ve¢ nekoliko decenija.

Kandidatkinja je u uvodu jasno iznela poznate ¢injenice vezane za upalu koja perzistira u
plu¢ima kod dece sa CF od najranije dobi i vremenom progredira. Detaljno su iznete i
poznate Cinjenice vezane za ulogu neutrofila kao najbrojnijih upalnih ¢elija u sklopu
slozenog inflamatornog odgovora, kao i uticaj transmembranskog regulatora provodljivosti
za jone hlora (CFTR, eng.“Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator®) na njihovu
funkciju. Dalje se navode poznate fenotipske i funkcionalne karakteristike neutrofila, u
smislu profila citokina, koje ove sloZene ¢elije produkuju. Nauc€ni problem istraZivanja, da
uloga neutrofila u aktivaciji specificnog imuniteta nije dovoljno poznata, kao ni uloga

njihovih fenotipskih molekula i kompleksne citokinske mreZe, jasno je naznacen.
Ciljevi
U poglavlju ciljevi istrazivanja, koji su usaglaSeni sa hipotezama istrazivanja, kandidatkinja

je jasno postavila ciljeve da: ispita epidemioloske karakteristike deca sa cisticnom fibrozom

2McnymeHoCT 00MMa 1 KBAJIMTETA y OJIHOCY Ha NPHjaBJbeHy TEMY, HAPOUHO, TPeOa Ja CapKu: aHATUTHIKH U
CHCTEMCKH TIPWJIA3 y OljehUBaby HCTPAKUBAYKOT MTOCTABJEEHOT TIPEMETa, INJba U 33JaTaKa y
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moJaTraka



u FBiH i RS; da ispita i uporedi produkciju IL-8, MCP, IL-18, IL-1pB, IFN-a, IL-6, TNF-a,
IFN-y, IL-33, IL-23 u kulturi granulocita periferne krvi, nestimulisanih i stimulisanih sa
opsonizovanim zimozanom (OpZy), inaktivisanim opsonizovanim bakterijama vrste
Pseudomonas aeruginosa (Pa) i preaktiviranih lipopolisaharidom (LPS), a potom
stimulisanih N-formilmetionil-leucil-fenilalaninom (fMLP), kod dece obolele od CF i
zdrave djece; da ispita i uporedi fenotipske markere iz grupe adhezivnih molekula (CD15,
CD11b, CD1l1c, CD44, CD54 i hemokinskog receptora CCR5), imunomodulatornih
molekula (PDL1, ILT3, IDO-1, ILT4), molekula koji ucestvuju u prepoznavanju antigena
(Dectinl, CD206, TLR2, CD14), molekula vaznih za funkciju neutrofila (NLRP3, CD16,
MPO, FASL), kostimulaciju i antigenu prezentaciju (HLA-DR, CD86), intracelularnu
produkciju proinflamatornih citokina (IL-1p, IL-6, TNFa, 1L-33) i Th citokina (IL-17,
TGFp, IL-10, IL-4) granulocita periferne krvi, nestimulisanih i preaktiviranih sa LPS, a
potom stimulisanih sa fMLP, kod dece obolele od CF i zdrave dece.

Marepujaa u Meroae

Kandidatkinja je jasno opisala neu¢ni metod istraZivanja u ovom radu. Detaljno je opisan
metod sakupljanja epidemioloskih podataka, jasno su definisani kriterijumi za ukljucenje 1
iskljucenje iz studije i instrumenti klinicke procene dece sa CF. U eksperimentalnom delu
studije, detaljno je opisan proces izolacije granulocita periferne krvi, koriséeni stimulusi,
nacin odredivanja proinflamatornih citokina u supernatantima kulture granulocita periferne
krvi, fenotipskih karakteristika i intracelularne produkcije proinflamatornih i Th citokina.
Detaljno su navedena specificna monoklonska antitela koris¢ena u fenotipskoj analizi. U

poglavlju materijal i metode precizno su definisane statisticke metode za obradu podataka.

Rezultati

Rezultati su jasno prikazani u vidu grafikona i tabela, pravilno obradeni primenom
adekvatnih statistickih metoda i jasno interpretirani. Pokazano je da epidemioloske
karakteristike dece obolele od CF ne odstupaju bitnije od epidemioloSkih karakteristika
drugih zemalja, ¢lanica ECFSPR. U eksperimentalnom delu studije pokazno je da
granulociti periferne krvi dece sa CF, pre i nakon stimulacije, produkuju niZe nivoe IL-18 u
odnosu na kontrole i da imaju vec¢u intracelularnu produkcija IL-10 iz grupe Th citokina
nakon stimulacije. Prvi put je opisana poveana ekspresija integrina CD11b, nakon

stimulacije, molekula koji je znacajan za migraciju granulocita.

Diskusija

Diskusija se sastoji od tri dela. U prvom delu, koji se odnosi na epidemiologiju CF,




kandidatkinja detaljno i stru¢no komentariSe i analizira dobijene rezultate, poredeci
epidemioloske podatke dece sa CF u Bosni i Hercegovini (BiH) sa epidemioloskim
podacima kod dece sa CF u zemljama ¢lanicama ECFSPR, prvenstveno sa nama susednim
drzavama. Drugi deo diskusije se odnosi na analizu detektovanih proinflamatornih citokina
(MCP-1, IL-18 i IL-8) u supernatantima kulture granulocita periferne krvi kod dece sa CF,
gde kandidatkinja vrlo detaljno analizira i komparira dobijene rezultate sa svim do sada
radenim studijama na ovu temu kod CF. Tre¢i, i zavr$ni dio diskusije, se odnosi na analizu
fenotipskih molekula i intracelularne ekspresije proinflamatornih i Th citokina neutrofila
periferne krvi. Rezultate eksperimentalnog dela studije poredi i komentariSe sa svim do sada

radenim studijama iz ove oblasti.

Zakljucak

U ovom poglavlju su jasno i taksativno navedeni najvazniji zakljucci doktorske disertacije.

1. Epidemioloske karakteristike djece sa CF u Federaciji Bosne i Hercegovine i Republici
Srpskoj su slicne epidemioloskim karakteristikama CF drugih evropskih zemalja, ¢lanica
ECFSPR.

2. U cilju uspostavljanja rane dijagnoze, tretmana i boljih ishoda, neophodno je uvodenje
neonatalnog skrininga i CF centra za lije¢enje oboljelih na ovim prostorima.

3. Postoji pozitivna, statisticki znacajna korelacija izmedu FEV1 i FVC sa BMI kod djece sa
CF.

4. Hroni¢na kolonizacija disajnog puta sa Pseudomonas aeruginosa, kao i ranija dob
sticanja kolonizacije, znac¢ajno doprinose padu plu¢nih funkcija.

5.Neutrofili periferne krvi kod djece sa CF produkuju znacajno nize nivoe IL-18 u odnosu
na zdrave kontrole.

6. Ne postoji razlika u produkciji IL-8 i MCP-1 neutrofila periferne krvi kod djece sa CF u
odnosu na zdrave kontrole.

7. Postoji pozitivna, statisticki znacajna korelacija izmedu FEV1 1 produkcije IL-8
neutrofila periferne krvi kod djece sa CF.

8. Neutrofili periferne krvi kod djece sa CF, nakon stimulacije, pokazuju znacajno vece
ispoljavanje integrina CD11b i vecu intracelularnu ekspresiju IL-10 u odnosu na zdrave

kontrole.




Literatura
U radu je citirano 339 bibliografskih jedinica iz ove oblasti, koji su pravilno navedeni u

tekstu i poglavlju Literatura.

Na osnovu navedenog, doktorska teza je po kvalitetu, obimu i slozenosti ispunila ciljeve 1

zadatke postavljene u prijavi teze.

5. HayuHne pe3ynrate NOKTOpCKE nucepTaiuje

Sumiranje epidemioloskih karakteristika dece sa CF sa podru¢ja FBiH 1 RS sa jedne strane,
kao 1 definisanje fenotipskih karakteristika 1 citokinske mreze granulocita periferne krvi kod

dece sa CF, predstavlja originalni nau¢ni doprinos kandidatkinje.

6. IIpuMjemUBOCT M KOPHCHOCT PE3yNTaTa y TEOPH)U U TIPAKCH"

Fenotipski markeri i produkcija citokina preaktiviranih granulocita periferne krvi kod dece
sa CF, mogu posluziti za ranu detekciju egzacerbacije plu¢ne bolesti i na taj nain
omoguciti rani tretman i spreciti teZze egzacerbacije, ali isto tako posluziti i za procenu
odgovora na provedeni tretman. Sa druge strane, s obzirom da nijedna dosada$nja terapija
nije uspela da sanira hroni¢nu inflamaciju u plu¢ima kod CF, potrebne su nove
antiinflamatorne terapije jer bi ciljanje neutrofila, u ovom slucaju citokina koje oni

produkuju ili njihovih fenotipskih markera, mogli biti terapijska meta.

7. Hauun npeseHTHpama pe3ynTaTa HAyYHO] jABHOCTH"

Dr Ganimeta Bakalovi¢ je deo rezultata svoga istrazivanja prikazala na 6. Evropskom
kongresu Imunologa, odrzanom virtualno u septembru 2021. godine i u European Journal

of Immunology (Volume 51, Suppl. 1, August 2021.). Rad za Casopis je u pripremi.

% Ycrahu moceGHO MPUMjEH/BUBOCT M KOPHCHOCT y OJIHOCY Ha MocTojeha pejenierma Teopuje | npaKce
% HaBojie ce pajioBH JIOKTOpaHTa y 300pHHIIMMA 1 YaCOITMCUMa y KOjuMa Cy 00jaB/beHH ( HCTPaXKMBAYKH POOIIEMH
pe3ynTaTy peaMeTa NCTPAKMBamba JOKTOPCKE JIUcepTalyje)



8. 3AKJbYUAK U ITPEJJIOI®

Na osnovu detaljne analize doktorske disertacije pod nazivom ,,Odnos poremecaja funkcije
granulocita periferne krvi i klinicke slike dece obolele od cisticne fibroze®, Komisija je
zakljuc¢ila da je kandidatkinja izabrala aktuelnu i originalnu temu istrazivanja koju je
provela postujuci principe nau¢nog rada i koriste¢i savremene metode ispitivanja i analize
rezultata. Dobijeni rezultati predstavljaju znac¢ajan doprinos savremenoj medicinskoj nauci,
posebno u oblasti pulmologije i imunologije. Na osnovu svega navedenog, Komisija
predlaze Naucno-nastavnom vecu Medicinskog fakulteta u Foc€i, Univerziteta u Istocnom
Sarajevu, da prihvati izvestaj o uradenoj doktorskoj disertaciji 1 odobri javnu odbranu
doktorske disertacije dr Ganimeti Bakalovi¢, u postupku sticanja zvanja, doktora
medicinskih nauka.
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