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Na sednici Nastavno-nau¢nog veca Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrzanoj dana
12.07.2024. godine, odlukom 19/XXVIII-3/3-EB imenovana je komisija za ocenu zavrSene
doktorske disertacije pod naslovom:

»UTICAJ ANTIRETROVIRUSNIH LEKOVA I GENSKIH VARIJANTI TERT I MTHFR
GENA NA DUZINU TELOMERA KOD PACIJENATA SA HIV INFEKCIJOM*

kandidata Ene Buki¢, zaposlene u Bezbednosno-informativnoj agenciji.

Mentor 1 je prof. dr Gordana Dragovi¢ Luki¢, Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Mentor 2 je prof. dr Jelena MilaSin, Stomatoloski fakultet, Univerzitet u Beogradu.

Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:

1. Prof. dr Ljiljana Gojkovi¢ Bukarica, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
2. Prof. dr Ivana Novakovi¢, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

3. Prof. dr Jovan Ranin, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

4. Prof. dr Marija B. Stanojevi¢, Medicinski fakultet, Univerziteta u Beogradu

5. Prof. dr Sasa Vukmirovi¢, Medicinski fakulet Univerziteta u Novom Sadu.

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

IZVESTAJ

A) Prikaz sadrzaja doktorke disertacije

Doktorska disertacija Ene Buki¢ napisana je na ukupno 81 strani. Disertaciju ¢ine sledeca
poglavlja: uvod, ciljevi istrazivanja, materijal 1 metode, rezultati, diskusija, zakljucci i
literatura. Disertacija sadrzi podatke o mentorima i ¢lanovima Komisije za ocenu zavrSene
teze, sazetke na srpskom i engleskom jeziku, 13 tabela 1 35 slika.

U uvodu su detaljno opisani struktura genoma virusa humane imunodeficijencije (u daljem
tekstu: HIV) 1 molekularni mehanizmi koji su osnova odvijanja zivotnog ciklusa HIV-a i
inficiranja ¢elija. Objasnjeno je kako antiretrovirusni lekovi razli¢itim mehanizmima
delovanja zaustavljaju umnozavanje virusa u razli¢itim fazama njegovog zivotnog ciklusa i
zaSto se primenjuje kombinovana antiretrovirusna terapija (u daljem tekstu: cART).
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Dugorocno lecenje HIV-om inficirane populacije 1 njeno starenje je prepoznato kao izazov
modernog doba jer usled hroni¢ne inflamacije uzrokovane stalnim prisustvom virusa i
kumulativne toksi¢nosti uzrokovane cART-om dolazi do progresivnih metabolickih 1
fizioloskih promena u organizmu i razvoja komorbiditeta povezanih sa starenjem. Istaknuta je
upotreba duzine telomera kao biomarkera pomoc¢u koga je moguce kvantifikovati bioloSko
starenje. Pojasnjena je veza izmedu odrzavanja duZine telomera i brojnih faktora koji dovode
do njihovog skracivanja, sa posebnim osvrtom na negativan uticaj HIV infekcije i cCART na
duZzinu telomera. Skrenuta je paznja na uticaj polimorfizama u TERT i MTHFR genima kao
genetickim 1 epigenetickim faktorima koji mogu uticati na duzinu telomera. Jasno je
naglaSeno da nema dovoljno podataka u literaturi o uticaju pojedinih lekova u sklopu cART i
polimorfizama u TERT 1 MTHFR genima na duzinu telomera kod HIV-om inficiranih
pacijenata.

Ciljevi rada su precizno definisani: 1. Odrediti relativhu duzinu telomera (u daljem tekstu:
RTL) kod pacijenata sa HIV infekcijom leCenih cART-om. 2. Odrediti ucestalosti alela 1
genotipova rs1801133 1 rs1801131 polimorfizama u MTHFR genu kod pacijenata sa HIV
infekcijom lecenih cART-om. 3. Ispitati povezanost utvrdenih genotipova i RTL kod
pacijenata sa HIV infekcijom leCenih cART-om. 4. Ispitati povezanost primenjenih
antiretrovirusnih lekova u sastavu cART-a na RTL. 5. Ispitati zajednicki uticaj genotipova
rs2736100 1 rs2736098 polimorfizama TERT gena, rs1801133 1 rs1801131 polimorfizama
MTHFR gena i primenjenih lekova u sastavu cART-a na RTL kod pacijenata sa HIV
infekcijom lecenih cART-om.

U poglavlju materijal i metode su definisani strogi kriterijumi ukljuc¢ivanja 1 iskljucivanja
ucesnika istrazivanja iz studijske grupe. U ovu studiju preseka je bilo uklju¢eno 176
punoletnih pacijenata muskog pola 1 bele etnicke pripadnosti, koji se leCe u Centru za
HIV/AIDS Klinike za infektivne i tropske bolesti u Beogradu, Univerzitetskog klinickog
centra Srbije, primaju cART u trajanju od minimum 16 nedelja i imaju manje od 50 kopija
HIV RNK/ml krvi, kod kojih je dijagnostikovana HIV infekcija, a odsutna bilo koja druga
akutna ili hroni¢na infekcija i hroni¢an alkoholizam, koji ne upotrebljavaju citotoksicne
lekove, radioterapiju i rekreativne droge. Obrazlozen je odabir mononuklearnih ¢elija kao
optimalnog surogata koji adekvatno reprezentuje trenutno fiziolosSko stanje pacijenata.
Detaljno su opisane procedure izvodenja inaktivacije virusa iz krvi sakupljene
venepunkcijom, ekstrakcije mononukleara, izolacije dezoksiribonukleinske kiseline (u daljem
tekstu: DNK), odredivanja koncentracije DNK i ¢isto¢e uzorka, utvrdivanja genotipova TERT
1 MTHFR gena, odredivanja relativne duzine telomera i statisticka obrada rezultata
ispitivanja. Kako bi se na najobjektivniji nacin otkrile nezavisne varijable koje su znacajno
povezane sa zavisnom varijablom RTL, podaci su podvrgnuti 1 masinskom ucenju bez
nadzora, koriS¢enjem R softverskih paketa 'randomForest 1 'Boruta'. lstraZivanje je
sprovedeno uz saglasnost Eticke komisije Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
1322/1X-24, izdatu dana 22.09.2023. godine.

U poglavlju Rezultati su detaljno opisani 1 jasno predstavljeni svi eksperimetalno dobijeni
podaci koji su ilustrovani velikim brojem tabela 1 slika. Predstavljeni su i rezultati dobijeni
analizom pomenutih podataka primenom razlicitih statistickih alata.

Diskusija je napisana jasno i pregledno. Dobijeni rezultati doktorske disertacije su detaljno
protumaceni i sagledani uporedo sa objavljenim rezultatima drugih istrazivanja.

Zakljucci sazeto prikazuju najvaznije nalaze koji su proistekli iz rezultata rada.



Spisak literature se sastoji od ukupno 318 upotrebljenih referenci.

B) Provera originalnosti doktorske disertacije

Na osnovu Pravilnika o postupku provere originalnosti doktorskih disertacija koje se
brane na Univerzitetu u Beogradu i1 nalaza u izvestaju iz programa iThenticate kojim je vrSena
provera originalnosti doktorske disertacije ,,UTICAJ ANTIRETROVIRUSNIH LEKOVA 1
GENSKIH VARIJANTI TERT I MTHFR GENA NA DUZINU TELOMERA KOD
PACIJENATA SA HIV INFEKCIJOM”, autora Ene Buki¢, utvrdeno je da podudaranje teksta
iznosi 4%. Podudaranje je bilo posledica navodenja Siroko prihvacenih 1 publikovanih
metodoloskih procedura koje se koriste u farmakogenetickim ispitivanjima i detaljnog
opisivanja njihovih koraka (odredivanje relativne duzine telomera, sekvence korisS¢enih PCR
prajmera), zatim naziva institucija (klinika na kojoj su leCeni ispitanici studije, afilijacije
mentora), kao i definicija i stru¢ne terminologije koje su standardizovane u zvani¢noj
literaturi vezanoj za konkretnu oblast ispitivanja (nazivi oboljenja, biohemijskih parametara,
lekova 1 enzima) i prethodno publikovanih rezultata doktorandovih istrazivanja koji su
proistekli iz njegove disertacije.

C) Kratak opis postignutih rezultata

Ukupno 176 pacijenata koji su ispunili kriterijume je ukljueno u ispitivanje. Prose¢na
starost pacijenata u ovom uzorku je iznosila 42,70 + 13,18 godina, dok je njihov prosecan
BMI bio 24,51 + 3,49 kg/m?. Prosedan broj CD4+ T-éelija pacijenata je iznosio 554 £ 259,68
¢elija/ul plazme. Srednja vrednost CRP-a je iznosila 5,57 + 5,43 mg/l. Ukupno trajanje HIV
infekcije je u proseku iznosilo 92,42 + 72,22 meseca, dok su pacijenti primali cART u
proseku 82,02 + 64,81 meseca. Srednja vrednost RTL za celu grupu pacijenata je iznosila
2,50 = 1,87. Kendalov test korelacije je pokazao da nijedna od navedenih karakteristika
pacijenata nije bila u korelaciji sa RTL (p = 0,904, p = 0,551, p = 0,536, p = 0,264, p = 0,220 1
p = 0,095, za starost, BMI, broj CD4+ T-¢elija, CRP, duZinu trajanja HIV infekcije i duzinu
trajanja cART, respektivno).

Vrsta hiperipidemije nije uticala na vrednost RTL kod pacijenata (p = 0,94), tj. razlika
u duzini telomera izmedu pacijenata bez hiperlipidemije, pacijenata sa hipertrigliceridemijom,
pacijenata sa hiperholesterolemijom i pacijenata sa meSovitim tipom hiperlipidemije (pacijenti
sa hipertrigliceridemijom i sa hiperholesterolemijom) nije bila statisticki znacajna. Nije bilo
znaCajne medusobne razlike u RTL izmedu pacijenata koji nisu koristili terapiju za
hiperlipidemiju, pacijenata koji su koristili fibrine i pacijenata koji su koristili statine (p =
0,342). RTL se nije znacajno razlikovala izmedu grupe pacijenata sa normalnim nivoom
glukoze u krvi u odnosu na grupu pacijenata sa poviSenim nivoom glukoze u krvi (p = 0,082).
Prisustvo dijabetesa tipa 2 nije imalo znacajan uticaj na RTL (p = 0,695). RTL pacijenata koji
su koristili insulin nije bila znacajno razli¢ita u odnosu na RTL pacijenata koji nisu uzimali
terapiju za dijabetes (p = 0,272). Pacijenti sa visokim krvnim pritiskom nisu imali znacajno
duZe telomere u odnosu na pacijente sa normalnim krvnim pritiskom (p = 0,889).

Od ukupno 176 pacijenata, 53 (30,1%) su koristili lekove iz klase integraznih
inhibitora (u daljem tekstu: II) u prose¢nom trajanju od 18,86 + 18,75 meseci, 60 pacijenata
(34,1%) je koristilo lekove iz klase proteaznih inhibitora (u daljem tekstu: PI) u prosecnom
trajanju od 23,60 + 23,03 meseci 1 63 (35,8%) su koristili lekove iz klase nenukleotidnih
inhibitora transkriptaze (u daljem tekstu: NNIRT) prose¢no 37,38 + 29,96 meseci, zajedno sa
dva leka iz klase nukleotidnih inhibitora transkriptaze (u daljem tekstu: NIRT) kao okosnicom
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cART-a. Kruskal-Volisov test nije pokazao statisticki znacajnu razliku (p = 0,761) u RTL
izmedu tri terapijske grupe u okviru cART, razli¢ite po mehanizmu delovanja leka: RTL kod
pacijenata koji su koristili II je bila 2,49 + 1,89, kod pacijenata koji su koristili PI je iznosila
2,73 £ 2,03, a kod pacijenata koji su koristili NNIRT 2,30 + 1,62.

Kombinaciju dva leka, u okviru klase NIRT, lamivudina i abakavira je koristilo 111
(63,1%) pacijenata. 60 pacijenata je koristilo tenofovir sa emrticitabinom 1 5 (2,8%)
pacijenata je koristilo lamivudin sa zidovudinom. Sto se ti¢e klase II, dolutegravir je bio u
upotrebi kod viSe pacijenata nego raltegravir: 40 (75,5%) u odnosu na 13 (24,5%),
respektivno. U okviru klase PI, 48 (80%) pacijenata je koristilo darunavir sa
farmakokinetickim pojacivacem ritonavirom. 9 (15%) pacijenata je uzimalo fosamprenavir sa
ritonavirom, dok je samo 3 (5%) pacijenta koristilo lopinavir sa ritonavirom. Sto se tie
NNIRT klase lekova, efavirenz je koristilo 53 (84,1%) pacijenta, a nevirapin je koristilo 10
(15,9%) pacijenata. Rezultati Kruskal-Volisovog testiranja (poredenje RTL izmedu tri grupe
pacijenata u okviru klase cART-a) i Man-Vitnijevog testiranja (izmedu dve grupe pacijenata u
okviru klase cART-a) nisu ukazali na postojanje statisticki znacajne razlike izmedu RTL
pacijenata u okviru klase II (p = 0.187), klase PI (p = 0.790), kao ni u okviru klase NIRT (p =
0,277). Medutim, unutar klase NNIRT se javila statisti¢ki znacajna razlika u duzini telomera
izmedu pacijenata koji su koristili efavirenz i onih koji su uzimali nevirapin (p = 0,018). RTL
kod pacijenata koji su koristili efavirenz je iznosila 2,10 + 1,55, dok je kod pacijenata koji su
koristili nevirapin iznosila 3,33 + 1,63.

27 pacijenata (15,3%) su bili nosioci GG TERT rs2736098 genotipa, 130 (73,9%) su
bili nosioci GA genotipa, a 19 (10,8%) su bili nosioci AA genotipa. DuZzine njihove RTL su
iznosile 2,27 + 2,06, 2,59 + 1,80 1 2,21 + 2,13 kod nosilaca GG, GA 1 AA genotipa,
respektivno. Rezultati Kruskal-Volisovog testa nisu pokazali znac¢ajnost u razlici RTL izmedu
nosilaca razli¢itih genotipova TERT 152736098 (GG/GA/AA), p = 0,119. 92 pacijenta (52,3%)
su bili nosioci AA TERT rs2736100 genotipa, 64 (36,4%) su bili nosioci AC genotipa, a 20
(11,4%) su bili nosioci CC genotipa. Duzine njihove RTL su iznosile 2,41 = 1,96, 2,52 + 1,66
12,85 + 2,12 kod nosilaca AA, AC i CC genotipa, respektivno. Rezultati Kruskal-Volisovog
testa nisu pokazali znaCajnost u razlici RTL izmedu nosilaca razli¢itih genotipova TERT
152736100 (AA/ACCC), p = 0,384. Dobijene i ocekivane ucestalosti genotipova TERT
rs2736098 su se znacajno razlikovale, pa se moze zakljuciti da genotipovi nisu u Hardi-
Vajnbergovoj ravnotezi (p < 0.0001). Dobijene i ocekivane ucestalosti genotipova TERT
rs27362100 se nisu znacajno razlikovale, pa se zakljuuje da genotipovi jesu u Hardi-
Vajnbergovoj ravnotezi (p = 0,244). Nosioci TERT rs2736098 GG+AA genotipova su imali
znacajno krace telomere (p = 0,049) u poredenju sa pacijentima koji su nosioci GA genotipa,
tj. heterozigoti su pokazali biolosku prednost u odnosu na dominantne i recesivne
homozigote. U okviru TERT rs2736100 polimorfizma, s druge strane, nijedna kombinacija
genotipova nije pokazala povezanost sa RTL. Treba ipak napomenuti da je postojalo
postepeno povecanje RTL sa svakim C alelom, ali bez statistickog znacaja.

51 pacijent (29,0%) je bio nosilac AA MTHFR rs1801131 genotipa, 93 (52,8%) su bili
nosioci AC genotipa, a 32 (18,2%) su bili nosioci CC genotipa. Duzine njihove RTL su
iznosile 2,58 + 1,93, 249 + 1,84 1 2,41 £ 1,92 kod nosilaca AA, AC 1 CC genotipa,
respektivno. Rezultati Kruskal-Volisovog testa nisu pokazali znac¢ajnost u razlici RTL izmedu
nosilaca razli¢itih genotipova MTHFR rs1801131 (AA/ACCC), p = 0,233. 70 pacijenata
(29,8%) su bili nosioci CC MTHFR 1s1801133 genotipa, 92 (52,2%) su bili nosioci CT
genotipa, a 14 (8,0%) su bili nosioci TT genotipa. DuZine njihove RTL su iznosile 2,42 +
1,93, 2,65 = 1,89 1 1,96 = 1,42 kod nosilaca CC, CT i TT genotipa, respektivno. Rezultati
Kruskal-Volisovog testa nisu pokazali znacajnost u razlici RTL izmedu nosilaca razlicitih

4



genotipova MTHFR rs181133 (CCCT/TT), p = 0,384. Dobijene 1 ocekivane ucestalosti
genotipova MTHFR 1s1801131 i MTHFR rs1801133 polimorfizama se nisu znacajno
razlikovale, pa se zakljuCuje da genotipovi oba polimorfizma jesu u Hardi-Vajnbergovoj
ravnotezi (p = 0,618 i p = 0,096, respektivno). Nijedna kombinacija genotipova MTHFR
rs1801131 1 MTHFR rs1801133 polimorfizama nije pokazala povezanost sa RTL. U okviru
polimorfizma rs1801131 se uo€ava izvesno povecanje RTL sa svakim A alelom, medutim,
bez statistickog znacaja.

Kako bi se na najobjektivniji nacin otkrile nezavisne varijable koje su znacajno
povezane sa zavisnom varijablom RTL, podaci su podvrgnuti masinskom ucenju bez nadzora,
Rezultati masSinskog ucenja dobijeni koriS¢enjem R softverskih paketa 'randomForest' i
'Boruta', sugerisali su postojanje tri varijable sa potencijalnim znacajnim uticajem na RTL:
trajanje HIV-infekcije, broj CD4+ T-¢elija 1 cART koja sadrzi NNIRT. Kendalov korelacioni
test nije dokazao znacajnu povezanost izmedu trajanja HIV-infekcije i RTL (p = 0,220).
Takode, Kendalov korelacioni test nije uspeo da potvrdi broj CD4+ T-¢elija kao promenljivu
koja je znacajno povezana sa RTL (p = 0,536). Medutim, terapijski rezim u okviru NNIRT
koji su pacijenati primali bio je varijabla ¢iju povezanost sa RTL je potvrdio Mann-Vitnijev
test. Preciznije, HIV-om inficirani pacijenti koji su koristili efavirenz imali su znacajno krace
telomere (2,10 + 1,55) u poredenju sa pacijentima koji su uzimali nevirapin (3,33 + 1,63) u
okviru cART-a (p = 0,018).

D) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

Mehanizam odrzavanja duzine telomera u okruzenju hroni¢ne virusne infekcije je
predmet brojnih ispitivanja. Medutim, nema dovoljno podataka o tome kojim sve nacinima
HIV-infekcija doprinosi ubrzavanju klini¢ke starosti i o tome kako se uticaji HIV-infekcije
medusobno preklapaju sa drugim mehanizmima koji se povezuju sa pojavom komorbiditeta
povezanih sa starenjem koji se i inace javljaju u organizmima u odsustvu HIV-infekcije. Dok
rezultati pojedinih studija ukazuju na znacajnu promenu u duZzini telomera u prisustvu HIV
infekcije (Gonzales-Serna i sar., 2017, Breen i sar., 2022) i promenu u odnosu na vreme
pocetka cART (Dalzini i sar., 2021), sli¢no rezultatima ove studije, objavljeni su i rezultati
koji ne povezuju RTL i vreme od postavljanja dijagnoze HIV-a, broj CD4+ T-¢elija, cART tip
ili trajanje hroni¢ne inflamacije (Zanet i sar., 2014).

Rezultati ove studije nisu povezali RTL sa klinickim karakteristikama pacijenata,
ukljucuju¢i BMI, hipertenziju, hiperlipidemiju, glikemijski status ili dijabetes melitus tipa 2.
Nasuprot ovim rezultatima, u drugim studijama je ukazano na vezu izmedu skraéivanja
telomera 1 kardiovaskularnih bolesti u prisustvu povecane inflamacije 1 oksidativnog stresa
(Yeh i sar., 2016), upotrebe statina (Alejos i sar., 2019) i hipertenzije (Tellechea i sar., 2017,
Deng i sar., 2022). Medutim, objavljene su i studije u kojima nije dokazana veza izmedu
krvnog pritiska i duZine telomera (Morgan i sar., 2014, Koriath i sar. 2017, Peng i sar., 2017).
Nezanemarljiva je negativna korelacija krvnog pritiska u jos$ tri objavljene studije (Zheib i
sar., 2018, Cheng i sar., 2020, Yu i sar., 2020), ali i veza poviSenog krvnog pritiska sa duzim
telomerama u dve studije (Bekaert 1 sar., 2007, Rosero-Bixby i sar., 2019). Medusobno
kontradiktorni rezultati otezavaju donoSenje zakljuCka o vezi hipertenzije i duzine telomera,
Sto se odnosi i na vezu BMI 1 duzine telomera. Objavljeno je postojanje inverzne veze izmedu
BMI i duzine telomera (Gielen i sar., 2018), $to je u skladu sa opSte prihva¢enim misljenjem
da vece vrednosti BMI uti¢u na skraéivanje telomera (Khosravaniardakani 1 sar., 2022, Li i
sar., 2024), ali, sa druge strane, izvesStavano je i o izostanku odnosa izmedu BMI i duzine
telomera kod muskaraca (Brouilette 1 sar., 2007, Nordfjéll i sar., 2008,). Zaklju¢ak o odnosu
izmedu lipida i1 duzine telomera jo$ uvek nije generalno postignut. Telomere su povezane sa
hiperholesterolemijom (Ngwa 1 sar., 2022). Dve studije ukazuju na vezu HDL, ukupnog
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holesterola 1 triglicerida sa duzinom telomera (Chen 1 sar., 2009, Rehkopf 1 sar., 2016), dok
jedna studija potvrduje vezu HDL i duzine trelomera, ali opovrgava vezu izmedu triglicerida i
duzine telomera (Melamed 1 sar., 1999). Nasuprot naSim rezultatima, dijabetes je skoro
univerzalno povezan sa skraéenjem telomera, Sto vazi i za upotrebu insulina, metformina i
derivata sulfonilureje (Wang 1 sar, 2016, Liu 1 sar., 2019, Zeng i sar., 2019, Cheng i sar.,
2021, Verma i sar., 2022) i hiperglikemiju (Cheng i sar., 2021, Cheng i sar., 2022).

U ovoj studiji, trajanje i mehanizam delovanja cART nije uticao na RTL. Pacijenti na
razli¢itim rezimima unutar jedne klase antiretrovirusnih lekova nisu imali znacajno ratlicite
RTL, osim u grupi NNIRT, odnosno pacijenti koji su uzimali efavirenz, imali su znacajno
krace telomere od pacijenata koji su uzimali nevirapin. lako su studije starijeg datuma
ukazivale na negativan efekat cART-a na duzinu telomera (Hukezalie i sar., 2012, Leeansyah
i sar., 2013, Montejano i sar., 2017), nekoliko novijih nalaza je pokazalo da pokretanje
supresivnog cART-a ima pozitivan efekat na telomere i preokre¢e njihovo skracivanje
(Montejano i sar., 2018, Schoep i sar., 2022), dok je prekid cART neutralisao njene
dotadasnje ostvarene korisne efekte na duzinu telomera (Raffenberg 1 sar., 2021). Koliko nam
je poznato, do danas ne postoje objavljeni podaci o poredenju duzine telomera kod pacijenata
koji uzimaju efavirenz ili nevirapin u okviru cART. Poznato je samo da efavirenz utiCe na
iniciranje izmena u homeostazi kalcijuma, smanjivanje aktivnosti kreatin kinaze, povecanje
prisustva reaktivnih vrsta kiseonika (u daljem tekstu: ROS), degradaciju proteina koji
ucestvuje u DNK reparacionom mehanizmu i povecavanje nivoa proinflamatornih citokina,
Sto sve indirektno moze dovesti do skrac¢ivanja telomera (Brown i sar., 2014, O'Callaghan i
sar., 2014, Tutton i sar., 2016, Babu i sar., 2019, Raffenberg i sar., 2021, Surnar i sar., 2021).
S druge strane, u literaturi se navodi da je nevirapin u kultivisanim ¢elijama znacajno povecao
ekspresiju transkripcionog faktora PAXS, poznatog aktivatora ekspresije telomeraze (Chen i
sar., 2008, Shang 1 sar., 2020). Broj istrazivanja koja su proucavala uticaj dolutegravira na
duZinu telomera nije dugacak. Studija koja je pratila duzinu telomera u mikrogliji HIV-om
inficiranih pacijenata je pokazala da cART koja sadrzi dolutegravir moze da dovede do
skracenja telomera od 40% i do povecanja produkcije ROS 1 ekspresije TRF-1 proteina, koji
predstavlja inhibitor telomeraze (Hsiao i sar., 2021). U studiji u kojoj je, istovremeno, jedna
grupa pacijenata pocela da koristi dolutegravir i lamivudin, dok je je druga grupa pocela da
koristi 2NIRT + jo$ jedan lek iz sklopa cART, posle 48 nedelja, primecen je porast u duzini
telomera kod svih pacijenata, a porast je bio znacajno ve¢i kod pacijenata na dolutegraviru
(Lombardi 1 sar., 2023). Posle 96 nedelja provedenih na dva razlicita terapijska rezima, kod
obe grupe pacijenata je primecena veca duzina telomera u odnosu na vrednost u pocetku
studije, s tim $to su ucesnici grupe koja je primala ritonavirdarunaviremtricitabin/TDF imali
vece povecanje telomera nego ucesnici grupe koja je primala darunavivtitonavirfaltegravir
(Stela-Askariz 1 sar., 2018). Kao u ovoj studiji, zabelezeno je u jo$ jednoj studiji da kod
pacijenata koji su uzimali PI i pacijenata koji su uzimali NNIRT nije bilo razlike u duzini
telomera (Solomon 1 sar., 2014). U do sada dostupnoj literaturi nema podataka o uticaju
amprenavira, fosamprenavira i kobicistata na duzinu telomera.

S obzirom na ¢injenicu da razni parametri povezani sa HIV-om i cART mogu
doprineti smanjenju aktivnosti telomeraze, bilo je vazno istraziti polimorfizme TERT gena
koji, takode, mogu dovesti do daljeg ometanja funkcije enzima. Dok se tenofovir direktno
vezuje za telomerazu i najmo¢niji je inhibitor telomeraze u poredenju sa svim drugim
lekovima u okviru cART (Auld 1 sar., 2016), efavirenz i1 dolutegravir indirektno negativno
reguliSu aktivnost telomeraze iniciranjem oslobadanja ROS (Brown i sar., 2014, Benedicto i
sar., 2021, Hsiao 1 sar., 2021).

Nijedna studija nije ispitivala uticaj genotipova TERT rs2736100 na RTL kod HIV-
om inficiranih pacijenata u neafrickoj populaciji. Po dostupnim podacima, ovo je jedina
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studija do sada koja je istrazivala efekte polimorfizma rs2736098 na duzinu telomera kod
HIV-om inficiranih paijenata. Ova studija je utvrdila vezu izmedu heterozigotnog genotipa
GA TERT rs2736098 1 duzine telomera, ali u literaturi postoji znatan nesklad u pogledu
povezanosti 152736098 i RTL. Oba alela, alel A polimorfizma rs2736098 (Rafnar i sar., 2009)
1 alel G (de Martino 1 sar., 2016), su identifikovani kao znacajan doprinosilac skra¢ivanju
telomera. Suprotno navedenim, studija koja je sprovedena na 865 ucesnika nije dokazala vezu
bilo kog polimorgizma u TERT genu, pa ni rs2736098 sa RTL (Soerensen i sar., 2012). Sto se
polimorfizma rs2736100 tice, alel C je povezan sa duzim telomerama (Lan i sar., 2013),
genotip CC je povezan sa duzim telomerima u odnosu na nosioce AC i AA genotipova
(Rampazzo i sar., 2020), a utvrden je i doprinos alela C od po 0,026 u produzavanju telomera
(Liu i sar., 2014).

Dva najéeS¢a polimorfizma u MTHFR genu koji kodira metilentetrahidrofolat
reduktazu, klju¢ni enzim u metabolizmu folata, rs1801131 1 rs1801133, dovode do znatnog
smanjenja aktivnosti pomenutog enzima, $to dovodi indirektno do hiperhomocisteinemije
(Forges 1 sar., 2007) i posledicno do hipometilacije TERT promotora, Sto je praceno
redukcijom ekspresije iRNK i skrac¢enjem RTL (Zhang i sar., 2014). Do sada su objavljeni
rezultati samo jedne studije koja je za cilj imala ispitivanje eventualne veze MTHFR gena 1
napredovanja HIV-infekcije do AIDS-a u kojoj polimorfizam rs1801133 u MTHFR genu nije
pokazao povezanost sa osetljivoS¢u na HIV-1 infekciju, razvojem AIDS-a i1 terapijskim
ishodom (Baba i sar., 2023). Objavljen je mali broj studija koje su ispitivale povezanost
polimorfizama rs1801131 1 rs 801133 sa duzinom telomera. Mutirani aleli oba polimorfizma
su dovedeni u vezu sa kra¢im telomerama kod Zena u menopauzi (Cerne i sar., 2015).
Polimorfizam rs1801133 nije povezan sa duzinom telomera prilikom ispitivanja metabolizma
metil donora kod starijih osoba koje su koristile suplemente vitamina B i D (Pusceddu i sar.,
2017), ali je pokazana veza izmedu mutiranog genotipa rs1801133 i duZine telomera
mononuklearnih ¢elija periferne krvi kod zdravih musSkaraca (Paul i sar., 2009). Objavljena je
1 studija, Ciji rezultati su u skladu sa rezultatima ove studije, u kojoj nijedan od navedena dva
polimorfizma nije bio statisticki znac¢ajno povezan sa RTL leukocita (Liu i sar., 2015).

E) Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije

Bukic E, Dragovic G, Toljic B, Obradovic B, Jadzic J, Jevtovic D, Milasin JM. Association
between Combination Antiretroviral Therapy and Telomere Length in People Living with
Human Immunodeficiency Virus. Biology. 2023 Sep 5;12(9):1210. (M21, IF 4.2)

Bukic E, Milasin JM, Toljic B, Obradovic B, Jadzic J, Jevtovic D, Dragovic G. TERT single
nucleotide polymorphism rs2736098 but not rs2736100 is associated with telomere length in
HIV-infected patients on cART. Mol Biol Rep. 2024; 51(1):147. (M23, IF 2.8)

F) Zakljucak (obrazloZenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ,,UTICAJ ANTIRETROVIRUSNIH LEKOVA 1 GENSKIH
VARIJANTI TERT I MTHFR GENA NA DUZINU TELOMERA KOD PACIJENATA SA
HIV INFEKCIJOM* Ene Buki¢, prema naSim saznanjima, bila je prva farmakogeneticka
studija ovakve vrste, u svetu, koja se bavila ispitivanjem uticaja polimorfizama rs1801133 1
rs1801131 u MTHFR genu na relativnu duzinu telomera kod HIV-om inficiranih pacijenata,
jedina u Evropi koja se bavila uticajem polimorfizama rs2736100 i rs2736098 u TERT genu
da duzinu telomera 1, kao takva, predstavlja originalni nauc¢ni doprinos istrazivanjima koja se
odnose na prevremeno starenje organzma HIV-om inficiranih pacijenata. Posebni znacaj ovog
istrazivanja je 1 jedinstveni dizajn studije, sa strogo definisanim kriterijumima za ukljucivanje
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1 iskljucivanje, kako bi se eliminisao uticaj velikog broja pridruzenih varijabli koje su mogle
uticati na duzinu telomera.

Rezultati istrazivanja mogu ukazati na eventualnu potrebu za farmakoloskom
intervencijom usmerenom ka promeni propisivacke prakse u odabiru odredenog cART-a,
uzimajuci u obzir krace telomere kod HIV-om inficiranih pacijenata, nosilaca GG 1 AA
genotipa TERT rs2736098, imajuci u vidu da integrazni inhibitori mogu imati slab negativan
uticaj na duzinu telomera 1 da je efavirenz povezan sa znacajno kra¢im telomerama kod
pacijenata koji koriste nenukleotidne inhibitore transkriptaze.

Tokom svih faza izrade ove doktorske disertacije su postovani eti¢ki principi 1 principi
dobre laboratorijske i klinicke prakse. Ciljevi su bili precizno definisani, naucni pristup je bio
savremen, a izabrana metodologija rada je bila odgovarajuca za opisano istrazivanje. Rezultati
su koncizno prikazani i detaljno diskutovani. Zakljucci su ispravno izvedeni.

Na osnovu svega navedenog, i imaju¢i u vidu dosadasnji nau¢ni rad kandidata,
komisija predlaZze Nau¢no-nastavnom vec¢u Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da
prihvati doktorsku disertaciju Ene Buki¢ i1 odobri njenu javnu odbranu radi sticanja
akademske titule doktora medicinskih nauka.
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