NASTAVNO NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA

UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Nastavno-naucnog veéa Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrzanoj dana
12.07.2024. godine, broj 19/XXVIII-3/3-MM, imenovana je komisija za ocenu zavrSene
doktorske disertacije pod naslovom:

,Povezanost markera inflamacije i polimorfizama gena za proteine ukljucene u
regulaciju redoks homeostaze sa teZinom klinicke slike i prognozom toka bolesti kod
bolesnika sa COVID-19 “

kandidata klini¢kog asistenta dr Marka Markovica, zaposlenog u Klinici za infektivne i
tropske bolesti UKCS u Beogradu. Mentori ove doktroske disertacije su Prof. dr Jovan Ranin
1 Prof. dr Marija Matic¢.

Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:

1. Prof. dr Goran Stevanovi¢, redovni profesor na Medicinskom Fakultetu Univerziteta u
Beogradu, predsednik komisije

2. Prof. dr Tatjana Puki¢, vanredni profesor na Medicinskom Fakultetu Univerziteta u
Beogradu, ¢lan komisije

3. Doc. dr Vesna Cori¢, docent na Medicinskom Fakultetu Univerziteta u Beogradu, ¢lan
komisije

4. Doc. dr Marko Ercegovac, docent na Medicinskom Fakultetu Univerziteta u Beogradu,
¢lan komisije

5. Prof. dr Daniela Mari¢, vanredni profesor na Medicinskom Fakultetu Univerziteta u

Novom Sadu, ¢lan komisije



Na osnovu analize prilozene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene doktorske
disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom vec¢u Medicnskog fakulteta sledeci

IZVESTAJ

A) Prikaz sadrzaja doktorke disertacije

Doktorska disertacija Klinickog asistenta dr Marka Markovi¢a napisana je na ukupno 59 strana
1 podeljena je na sledeca poglavlja: Uvod, Ciljevi istrazivanja, Materijal i metode, Rezultati,
Diskusija, Zakljucci 1 Literatura. U disertaciji se nalazi ukupno 12 tabela i 9 slika. Doktorska
disertacija sadrzi: sazetak na srpskom i engleskom jeziku, graficki apstrakt, biografiju

kandidata, podatke o komisiji 1 spisak skracenica koriS¢enih u tekstu.

Uvod je podeljen u nekoliko celina. Prvi deo posvecen je epidemiologiji COVID-19, globalno
i u Srbiji, kao i klasifikaciji varijanti SARS-CoV-2 koje trenutno cirkuliSu u populaciji. Drugi
deo se bavi karakteristikama SARS-CoV-2 i patogenezi COVID-19. Opisana je struktura
virusa, kao i mehanizmi interakcije sa ¢elijom domacina, a zatim su objaSnjeni osnovni
mehanizmi urodenog i adaptivnog imuniteta u SARS-CoV-2 infekciji. Tre¢i deo Uvoda odnosi
se na klinicku sliku COVID-19, opisane su karakteristike: inkubacionog perioda, simptomatske
faze bolesti, spektar klini¢kih manifestacija i komplikacija. Pored toga, detaljno je opisana
“citokinska oluja” i citokinski profili, kao i karakteristi¢cne promene vrednosti biohemijskih
parametara kod obolelih od COVID-19. Takode je data i klasifikacija oblika COVID-19 prema
tezini bolesti. Cetvrti deo Uvoda odnosi se na dijagnostiku COVID-19 bolesti inavedene su
najznacajnije dijagnosticke metode. U petom delu Uvoda naveden je aktuelan terapijski
protokol za COVID-19 i nabrojani su simptomatski 1 antivirusni lekovi. U Sestom delu Uvoda
definisan je post-COVID sindrom, sa svojim osnovnim epidemioloskim 1 klini¢kim
karakteristikama. Posebna paznja usmerena je neuroloskim manifestacijama dugotrajnog
COVID-a. Sedmi deo Uvoda bavi se uticajem oksidativnog stresa u COVID-19. Najpre su
navedena opSta saznanja o znacaju kiseonicnih slobodnih radikala, oksidativnog stresa, kao i o
redoks homeostazi i opStim mehanizmima antioksidantne zastite u ljudskom organizmu.
Objasnjeno je kako gubitak ravnoteze izmedu povecane produkcije slobodnih radikala i
odbrambenih antioksidantnih i reparatornih mehanizama, uvodi ¢eliju u oksidativni stress koji
moze dovesti do oSte¢enja Celija i aktivirati stresogeni odgovor i proinflamatornu kaskadu.
Zatim su navedena najnovija saznanja iz oblasti oksidativnog stresa u COVID-19. Pretpostavlja
se da oksidativni stres u COVID-19 infekciji ima visestruku ulogu u razli¢itim procesima, koji
ukljucuju: interakciju virusa sa ¢elijama domacina, replikaciju virusa, odrzavanje pojacanog

inflamatornog odgovora i nastanak razli¢itih vidova oStecenja tkiva i organa. Shodno tome,



opisani su moguc¢i mehanizmi kojima oksidativni stres i poremecena redoks homeostaza tokom
COVID-19 dovode do dalje hiperprodukcije slobodnih kiseoni¢nih radikala, pojacane
produkcije proinflamatornih citokina, te zacaranog kruga zapaljenja i oksidativnog stresa $to
dovodi do oSte¢enja organa i1 teze klinicke slike bolesti. Poseban deo Uvoda bavi se
polimorfizmima gena za regulatorne 1 kataliticke antioksidantne proteine u COVID-19. Najpre
su objasnjeni nivoi antioksidantne zastite, gde neposrednu liniju enzimske antioksidantne
zaStite ¢ine izoenzimi superoksid dizmutaze (SOD), dok u prvu liniju odbrane od slobodnih
radikala spadaju izoenzimi glutation peroksidaze (GPX) i glutation transferaze (GST). S druge
strane, jedan od najvaznijih regulatornih antioksidantnih proteina je Nrf2 (eng. nuclear factor
erythroid 2-related factor 2), transkripcioni faktor koji reguliSe bazalnu aktivnost i
koordiniranu ekspresiju gena za navedene antioksidantne enzime. Potom je opisan, za sada,
poznati uticaj polimorfizama gena koji kodiraju prethodno navedene proteine antioksidantne
zastite tokom COVID-19. Posebno su istaknuta dosadasnja saznanja o pojedinim
polimorfizmima ovih gena koji uti¢u na ekspresiju, ili aktivnost antioksidantnih enzima i njihov
uticaj na podloznost za nastanak i/ili progresiju COVID-19. Poslednji deo Uvoda odnosi se na
efekat polimorfizam gena za regulatorne 1 kataliticke antioksidantne proteine u neuroloskim

manifestacijama post-COVID sindroma.

Sledece poglavlje disertacije Cine Ciljevi istrazivanja, kojih ima tri: 1. da se ispita znacaj
laboratorijskih parametara - nespecificnih markera inflamacije (interleukin-6, C-reaktivni
protein, fibrinogen, feritin, sedimentacija eritrocita), kompletne krvne slike, biohemijskih
markera oSteenja organa (urea, kreatinin, transaminaze, laktat dehidrogenaza) i pokazatelja
koagulacionog statusa (INR i1 d-dimer) u proceni tezine klinicke slike u momentu prijema
pacijenta na bolnicko leCenje, kao i znacaj korelacije njihovih vrednosti sa daljim tokom bolesti,
2. da se ispita povezanost polimorfizama GSTM 1, GSTT1, Nrf2 rs6721961, GSTM3 rs1332018,
GPX3 18177412, GSTPI 151695, GSTOI rs4925, GSTO2 rs156697, SOD2 rs4880, GPXI
rs1050450, sa rizikom za nastanak tezeg oblika COVID-19 i 3. da se ispita udruzeni znacaj
navedenih laboratorijskih parametara i polimorfizama gena za proteine znacajne u regulaciji

redoks homeostaze sa rizikom za nastanak tezeg oblika COVID-19.

U poglavlju Materijal i metode je navedeno da se radi o retrospektivnoj kohortnoj studiji
sprovedenoj na Klinici za infektivne i tropske bolesti UKCS u saradnji sa Institutom za
medicinsku 1 klinicku biohemiju Medicinskog Fakulteta u Beogradu. Istrazivanje je obavljeno
u periodu od septembra 2020. do juna 2022. godine. U istrazivanje je uklju¢eno 265 COVID-
19 pacijenata koji su bili primljeni na bolnicko lecenje u Kliniku za infektivne i tropske bolesti
UKCS. Detaljno su opisani kriterijumi za ukljuc¢enje u studiju, kao i kriterijumi za iskljucenje.

Studija je sprovedena u skladu sa etickim standardima datim u Helsinskoj deklaraciji, i u skladu



sa pravilima Etickog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (saglasnost broj
17/X-10 od 24.10.2023. godine). Precizno je opisana metodologija uzorkovanja i skladiStenja
uzoraka krvi, plazme, kao i izolacija DNK. Takode, opisan je nacin prikupljanja podataka iz
istorija bolesti 1 specijalistiCkog neuroloSkog pregleda u cilju proucavanja neuroloskih post-
COVID sekvela. Delecioni polimorfizmi GSTM1 i GSTTI su odredivani multipleks PCR
metodom po Abdel-Rahman-a i sar. Polimorfizmi GSTPI (AB) rs1695, GSTPI (CD)
rs1138272, SOD2 rs4880, GSTOI 154925, GSTO2 rs156697, GSTM3 rs1332018, GPX3
rs8177412, GPXI rs1050450 su odredivani metodom PCR umnozavanja u realnom vremenu
(eng. real time PCR), Inverzioni polimorfizam rs6721961 Nrf2 gena je odreden PCR-CTTP
metodom (engl. Polymerase chain reaction with confronting two-pair primers, PCR-CTTP)
prema modifikovanoj metodi autora Shimoyama Y 1i sar. Prilikom analize dobijenih podataka
vrednosti prediktora iz univarijantnih analiza koje su bile statisticki znacajne bili su dalje
ukljueni u modele multivarijantne regresije. Vrednost p manje od 0,05 smatrana je

pokazateljem statisticke znacajnosti.

U poglavlju Rezultati detaljno su opisani i jasno predstavljeni svi dobijeni rezultati kroz 8

tabela 1 jednu sliku.

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 231 reference.

B) Provera originalnosti doktorske disertacije

Proverom  originalnosti  doktorske  disertacije = ,,POVEZANOST MARKERA
INFLAMACIJE I POLIMORFIZAMA GENA ZA PROTEINE UKLJUCENE U
REGULACIJU REDOKS HOMEOSTAZE SA TEZINOM KLINICKE SLIKE I
PROGNOZOM TOKA BOLESTI KOD BOLESNIKA SA COVID-19“ dobijen je indeks
podudaranja teksta od 17 %, Sto je posledica podudaranja teksta sa bibliografskim podacima o
koriS¢enoj literaturi, opStim podacima iz literature i prethodno publikovanim rezultatima koji
su proistekli iz disertacije kandidata, Sto je u skladu sa ¢lanom 9. Pravilnika o postupku provere

originalnosti doktorskih disertacije koje se brane na Univerzitetu u Beogradu.



C) Kratak opis postignutih rezultata

U sprovedenom istrazivanju pokazano je da limfopenija (< 1,0 x 10°/L) nosi 3 puta veéi rizik
(OR=2,97, 1P 0,22-1,00, p=0,002), povisena koncentracija IL-6 (>8pg/L) 8 puta (OR=8,52, IP
2,48-29,28, p=0,002), povisen CRP (>10mg/L) 10 puta (OR=10,97, IP 4,16-28,96, p<0,001),
dok poviSena koncentracija fibrinogena (>3.5 g/L ) nosi oko 2 puta (OR=2,29, IP 1,09-4,81,
p=0,029) povecan rizik od progresije COVID-19 u tezu formu bolesti. Pored toga, pacijenti sa
poviSenom aktivnoséu AST (>37 U/L) i LDH (>227 U/L) su 2, odnosno 5 puta podlozniji
razvoju tezih oblika COVID-19 (AST-OR=2,25, IP 1,13-4,49, p=0,021, LDH-OR=4,76, IP
2,22-10,22, p<0,001). Rezultati povezanosti antioksidantnog genetskog profila i razvoja tezih
formi COVID-19 su pokazali da nosioci GPX3 varijantnog genotipa (GPX3*TC + CC), imaju
2,42 puta ve€i rizik za razvoj tezih oblika COVID-19 u poredenju sa nosiocem GPX3
referentnog genotipa (OR=2,42, IP 1,08-5,40, p=0,032). Kada su pacijenti stratifikovani po
polu rezultati govore u prilog toga da osobe Zenskog pola sa GSTT! nultim genotipom imaju 8
puta vecu Sansu da razviju tezu formu COVID-19 bolesti u odnosu na zene nosioce aktivnog
genotipa (OR=7,95, IP 1,28-49,50, p=0,026). S druge strane, dobijeni rezultati nisu pokazali
statisti¢ki znaCajnu povezanost ni za jedan od ispitanih genskih polimorfizama sa rizikom za

nastanak neuroloskih post-COVID sekvela.

D) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

Studijsku grupu u istrazivanju sprovednom u okviru ove disertacije Cinili su pretezno muskarci,
a prosecna starost bila je 56 godina, dok je naj¢es¢i komorbiditet bila hipertenzija, koju je imalo
polovina pacijenata. Vec¢ina drugih studija takode pokazuje da od COVID-19 ¢es¢e oboljevaju
muskaraci nego zene, kao i da ¢eS¢e oboljevaju starije osobe (Martin i sar. 2021, Shukla i sar.
2023) Rezultati drugih studija pokazuju da su naj¢es¢i komorbiditeti kod COVID-19 pacijenata
hipertenzija, dijabetes melitus 1 gojaznost (Galo i sar 2022). Rezultati ove studije su pokazali
da su inflamatorni markeri kao §to su: broj limfocita, CRP 1 nivoi IL-6 povezani sa povecanim
rizikom za progresiju COVID-19. Dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima brojnih slicnih
studija koje su se takode bavile zna¢ajem hematoloskih i inflamatornih markera u razvoju tezih
formi i prognozi COVID-19.Studije pokazuju da su povisene vrednosti IL-6 1 CRP u pozitivnoj
korelaciji sa stepenom inflamacije, stepenom progresije, tezinom bolesti 1 njenom prognozom
(Smail i sar. 2023, Henri i sar. 2020) . Meta-analiza Brandon Majkl i sar, pokazala je da
pacijenti sa teSkom i fatalnom bole$¢u imaju znacajno povecan broj leukocita i smanjen broj

limfocita i trombocita u poredenju sa pacijentima sa lakSim formama bolesti (Henri i sar 2020,



Li i sar. 2020). Druga meta-analiza pokazala je da su poviseni serumski CRP, prokalcitonin, d-
dimer 1 feritin povezani sa los§im ishodom kod COVID-19 (Huang i sar 2020) Vise studija je
prijavilo da tokom progresije bolesti dolazi do smanjenja broja limfocita, povecanja
koncentracije CRP-a, feritina, TNF, IL-6, IL-10, d-dimera, produzenja protrobinskog vremena
(Kosanovic i sar, 2021, Mahmood i sar. 2023, Srivastava i sar. 2020) . U ovom istrazivanju
nije dokazana statisticki znacajna povezanost nivoa feritina i rizika za progresiju COVID-19.
Medutim u drugim studijama nivo feritina ima visoku prediktivhu vrednost za prijem u
intenzivnu negu, potrebu za mehanickom ventilacijom 1 smrtnost u bolnici (Shakaroun et al.
2023, Smail et al. 2023.). Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je vrednost aspartate
aminotransferaze i nivo aktivnosti laktat dehidrogenaze od prediktivnog znacaja za progresiju
COVID-19 bolesti. Znacajno povisSene vrednosti laktat dehidrogenaze, kreatin kinaze, jetrinih
enzima (AST 1 ALT), ukupnog bilirubina, uree i kreatinina na prijemu se obi¢no registruju u
teSkim slucajevima 1 kod kriti¢no obolelih pacijenata i prema drugim autorima (Cheng et al.
2020.). Kod teskih, kriticno bolesnih pacijenata i onih sa citokinskom olujom registrovani su
poviSen d-dimer, produzeno protrombinsko vreme i smanjen fibrinogen kao prediktori
progresije bolesti 1 nezeljenog ishoda (4! Saadi et al. 2022.). Medutim, iako je polovina
ispitivanih pacijenata imala poviSen nivo d-dimera nije dobijena statisticka znacajnost za ovaj

parametar, §to nije u skladu sa ve¢inom objavljenih podataka.

Rezultati povezanosti antioksidantnog genetskog profila i razvoja tezih formi COVID-19 u ovoj
doktorskoj disertaciji su pokazali da nosioci GPX3 varijantnog genotipa imaju ve¢i rizik za
razvoj tezih oblika COVID-19. Kada su pacijenti stratifikovani po polu rezultati govore u prilog
toga da osobe zenskog pola sa GSTT'I nultim genotipom imaju vecu Sansu da razviju tezu formu
COVID-19 bolesti Medutim, podaci iz literaturesu pokazali da su polimorfizmi GSTPI,
GSTM3, GSTOI i GSTO?2 znacajno povezani sa podloznos¢éu za nastanak COVID-19, kao i
prognozom bolesti (Coric i sar.. 2021, Orlevska i sar. 2023, Puki¢ i sar. 2022.). Naime, Cori¢
1 sar. su pokazali da su osobe nosioci pojedinih GSTPI rs1695 1 rs1138272), kao i GSTM3
(rs1332018) genotipova manje sklone razvoju COVID-19, dok je studija Orlevska 1 sar.
pokazala povezanost GSTPI polimorfizma sa teZinom bolesti. S druge strane, Puki¢ i sar.
prijavljuju da su osobe nosioci odredenih GSTOIGSTO?2 genotipova imale znacajno povecan
rizik od COVID-19. U slu¢aju polimorfizama antioksidantnih izoenzima GPX i SOD jedna
studija je pokazala da je rizik od razvoja COVID-19 znaCajno smanjen medu nosiocima
varijatnog GPX3 genotipa (Jeroti¢ i sar. 2022.). Nekoliko studija je pokazalo smanjenu
ekspresiju Nrf2 kod pacijenata sa COVID-19 (Zhang et. AL 2020, Gumus et al. 2022.). Rezultati
istrazivanja ove disertacije nisu pokazali da postoji znaCajna povezanost polimorfizama gena
zaregulatorne 1 katalitiCke antioksidantne proteine i tezine klinicke slike tokom akutne COVID-

19 bolesti na rizik za nastanak post-COVID mijalgije. Medutim, Ercegovac i sar. su prijavili da



su osobe koje su posedovale najmanje jedan alel GSTP/ABVal imale skoro dva puta smanjenu
podloznost za nastanak mialgije neuroloSkog simptoma. Ova istrazivacka grupa je takode
pokazala da postoji povezanost polimorfizama GPXI/ i GPX3 i rizika za razvoj mijalgije

povezane sa dugotrajnim COVID-om.
E) Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije

1. Markovic M, Ranin J, Bukumiric Z, Jerotic D, Savic-Radojevic A, Pljesa-Ercegovac M, et
al. GPX3 Variant Genotype Affects the Risk of Developing Severe Forms of COVID-19. Int J
Mol Sci. 2023 Nov 10;24(22):16151.

2. Markovi¢ Marko The role of disturbed redox homeostasis in COVID-19. Medicinski
podmladak. Vol. 76 br. 6. (2025). doi 10.5937/mp76-49373

F) Zakljucak (obrazloZenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ,,Povezanost markera inflamacije i polimorfizama gena za proteine
ukljucene u regulaciju redoks homeostaze sa tezinom klinicke slike i prognozom toka bolesti
kod bolesnika sa COVID-19* kandidata klinickog asistenta dr Marka Markovica, predstavlja
originalni nau¢ni doprinos u proucavanju uticaja polimorfizama gena za kataliticke i
regulatorne proteine koji su ukljuceni u antioksidantnu zastitu na progresiju COVID-19 bolesti.
Nova saznanja o povezanosti antioksidantnog genetskog profila i odredenih laboratorijskih
parametara sa rizikom za nastanak tezih formi COVID-19 mogu da upotpune postojeca
saznanja iz patofiziologije COVID-19 bolesti i1 unaprede prevenciju, dijagnostiku,

personalizovani terapijski pristup i prognozu ove bolesti.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima naucnog istrazivanja. Ciljevi su
precizno definisani, nau¢ni pristup je originalan i paZljivo izabran, a metodologija rada je
savremena. Rezultati su pregledno i sistemati¢no prikazani i diskutovani, a iz njih su izvedeni

odgovarajuci zakljucci.



Na osnovu svega navedenog, 1 imaju¢i u vidu dosadasnji nau¢ni rad kandidata, komisija
predlaze Nau¢nom ve¢u Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati doktorsku
disertaciju klini¢kog asistenta dr Marka Markovi¢a i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja

akademske titule doktora medicinskih nauka.

U Beogradu, 16.07.2024. godine.
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