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3AXTEB
3a 1aBm-e caryiacHOCTH Ha U3BemTaj o ypal)eHoj noKTOpCKOj IucepTanuju

Moaumo Bac ma cxomHo 3akoHy o BucokoMm obOpa3oBamy JaTe — carylacCHOCT Ha
M3BEILTA] o ypaheHO]  IOKTOpCKOj nucepTauMju KaHounata mp Juauje (Muiaosan) Bypasep,
AUILIOMHPAHOT XeMU4Yapa, M0 HACTIOBOM:
"UcnuTuBame CTaOMJIHOCTH ajiepreHckor npenapara Dermatophagoides
pteronyssinus 3a KIMHUYKY ynorpeoy'.
Yausep3urer je maHa 31.05. 2007. pao carjacHOCT Ha Ipemjior TeMe TOKTOPCKe
IHUcepTaluje Koja je rmacuia:
"UcnuTuBame CTa0WITHOCTH ajlepreHckor npenapara Dermatophagoides pteronyssinus
3a KJIMHUYKY ynoTpeoy"
Komucuja 3a oueHy u ombpaHy [OOKTOpCKe nucepTaudje KaHmupata wmp Jluamje
(MusioBan) bypasep aumjioMHpaHor XeMu4apa, nox HacioBoMm: ''HcenuTuBame CTa0OWJIHOCTH
ajepresHckor npenapara Dermatophagoides pteronyssinus 3a kIuMHHYKY ynorpedy'. oOpa3zoBaHa je
omrykoM HHB Xemujckor ¢akynreta Ha cegauuu oa 31. maja. 2007. ronuHe y cacraBy:

TIpe3uMe U Me ycTaHoBa 3BaHE Hay4Ha 00J1acT
1. Jankos ap Parko Xemujcku pakyarer  penoBHH npodecop Ounoxemmuja
2. I'appoBuh-Jankynosuh np Mapuja Xem. paxkyiarer BaHpeAHM npodecop Onoxemmuja
3. RupkoBuh-BesnuxoBuh a1p Tama Xem. pakynarer BaHpeaHH npodecop onoxemmja
4. Inmutpujesuh a1p Jbusbana HuctuTyT "Topaak" HAYYHHU CABETHUK onoxemmja

HacraBHo-Hayuno Behe Xemujckor dakyntera MpUxBaTIIO je u3Bemraj KoMucuje 3a omeHy u ogbpaHy
JIOKTOPCKE IHcepTalyje Ha ceqHunm oapxkanoj naHa 16.09.2010. roaune

Jexan Xemujckor ¢gakyirera

npo¢. 1p bpannumup Jopanunhesuh

ITpwor : 1. M3BemiTaj KOMUCH]je ca TIPeIIoroM,
2. AKT HacTaBHO-Hay4HOT Beha 0 ycBajarby u3Belitaja
3. [Ipumenbe naTe y TOKy CTaB/bathba M3BEINTaja HA YBUI jABHOCTU
(YKOJIUKO je TaKBUX MPHUMeI01 OMII0)



Ha ocnoBy unana 43. Craryta Xemujckor akynrera yiaHoBu HactaBHO-HayyHOT
Beha Xemujckor daxynrera cy gana 16. cenrem6pa 2010. roqune nonenu cieaehy

oOaxlJly Ky

Uian 1.
[lpuxBata ce MW3emraj Komwucuje 3a  oueHy u ombpaHy TOKTOPCKe
nuceprtamnyje mp Jiuauje (MustoBan) Bypasep, TMIUIOMHPAHOT XeMHYaPA, 110 HACIIOBOM:

"UcnuTuBame CTA0OWJIHOCTH ajiepreHckor mnpenapara Dermatophagoides
pteronyssinus 3a KIMHUYKY ynorpeoy''.

Ynan 2.
Cacras xomucuje 3a oueHy M on0paHy: Ap Parko Jankos, penoBHu nmpodgecop
(menTop), np Mapuja I'aBpoBuh-Jankyiaosuh , Banpennu npodecop, np Tama hupkoBuh-
BeauukoBuh, BaHpenHu mnpodgecop, ap Jbubana {umurpujeBuh, Hay4YHH CaBeTHHK
HHCTUTYTA 32 MMYHOJIOTHjYy B BupycoJorujy "Topaak".

Ynan 3.

Omryka cTyIa Ha CHary JaHOM JIOHOIICHA.

Yag 4.

Omnyky, W3Bemraj komucuje U 3axTeB IOCTaBUTU HaJJI€KHOM OpraHy

VYuuBep3utera y beorpany. Omiyky nOoCTaBUTH wiaHOBMMa Komucuje, HOKTOpaHIy U ApXYBU
®daxynrera.

JNEKAH XEMUNICKOI' PAKYJITETA

npod. np bpanmmup Jopanunhesuh



NASTAVNO- NAUCNOM VECU
Hemijskog fakulteta
Univerzitet u Beogradu

Na sednici Nastavno-nau¢nog vec¢a Hemijskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, odrzanoj 10.
maja 2007. godine izabrani smo u Komisiju za ocenu i odbranu doktorske disertacije kandidata mr Lidije
Burazer, dipl. hemicara, pod nazivom:

»lspitivanje stabilnosti alergenskog preparata Dermatophagoides pteronyssinus za kliniCku
upotrebu“

Podnetu disertaciju smo pregledali i podnosimo Nastavno-nau¢nom vecu sledeci

1ZVESTAJ

A. Prikaz sadrzaja disertacije

Doktorska disertacija mr Lidije Burazer pod navedenim naslovom napisana je na 71 strani, i sadrzi
23 slike 1 tri tabele, a obuhvata sledece odeljke: Uvod (3 strane), Opsti deo (25 strana), Cilj rada (1
strana), NaSi radovi (16 strana), Zakljucak (2 strane), Eksperimentalni deo (10 strana), Citirana
Literatura (9 strana) i Biografija (1 strana). Pored navedenog, rad sadrzi Izvod na srpskom i engleskom
jeziku (po dve strane), spisak objavljenih nau¢nih radova koji ¢ine deo disertacije, sadrzaj, listu koris¢enih
skracéenica i zahvalnicu.

U Uvodu Kandidat daje kraci osvrt na oblast istrazivanja i temu svoga rada.

Opsti deo daje saZet opis reakcija preosetljivosti koji su do sada opisane u literaturi (Tip I - IgE,
Tip II - IgG, Tip III - IgG, tip IV - Th1, Th2, CTL), sa posebnim osvrtom na mehanizam alergijske reakcije
koja predstavlja prvi tip preosetljivosti. Drugi deo se odnosi na opis rane i kasne alergijske reakcije. Treci
deo se bavi kontrolom simptoma alergijske inflamacije koja podrazumeva primenu: farmakoterapije
(nesteroidni anti-inflamacioni lekovi, steroidni lekovi, antihistaminici, beta - 2 agonisti). Takode se
razmatra alergen specifi¢na imunoterapija (ASIT), kao tretman koji moze da utice na tok bolesti, i anti-IgE
terapija kojom se sistemski ukljanja IgE iz organizma. Cetvrti deo opisuje alergene i njihove bioloske
funkcije. Opisane su alergijske specificnosti kuéne praSine, koja predstavlja jedan od najvaznijih
inhalatornih alergena po ucestalosti u IgE posredovanoj senzitizaciji. Posebano su opisani alergeni
Dermatophagoides pteronyssinus koji predstavljaju sastavni deo kuéne prasine a ujedno su i najznacajniji
izvor alergena. U petom delu opisana je vaznost ocuvanja strukture i imunohemijske reaktivnosti ekstrakta
namenjenog za pripremu vakcina u klinickoj praksi kao i upotreba stabilizatora alergenskih ekstrakata.

Poglavlje Nasi radovi se sastoje iz 2 celine, u okviru kojih Kandidat prikazuje rezultate svojih
istrazivanja. Ovo poglavlje obuhvata biohemijsku 1 imnuohemijsku karakterizaciju ekstrakata
Dermatophagoides pteronyssinus pripremljenih od liofilizovanih tela grinja nabavljenih od proizvodaca sa
tri kontinenta: Allergon iz Evrope, Bio Cen iz Juzne Amerike, i CSL iz Australije. Pripremljeni ekstrakti
grinja (A, B, i C) su upotrebljeni za pravljenje alergenskog preparata za in vivo kozno (PRICK) testiranje.
Testiranje je obavljeno na sedamnaest osoba, od kojih Cetrnaest njih je imalo anamnesticke podatke koji su
ukazivali na postojanje alergije na kuénu prasinu. In vitro dijagnostikom odreden je stepen alergije
testiranih pacijenata merenjem specificnog IgE (sIgE, izrazeno u klasama 0-6). Alergeni potencijal tri
ekstrakata alergena analiziran je imnoblot tehnikom sa serumima pacijenata (klase 6 i klase 3). Na osnovu
dobijenih rezultata odabran je ekstrakt C za pripremanje preparata za klinicku (sublingvalnu) primenu.



Stabilnost ekstrakta C koji je Cuvan na temperaturi 4-8°C pracena je SDS-PAGE elektroforezom u
periodu od 3 meseca. Stabilnost preparata koji su napravljeni u 4 terapeutske koncentracije a potom cuvani
na temperaturi 4-8°C u periodu od 12 meseci, pra¢ena je ELISA inhibicijom. Preparati su ispitivani u 7
serijskih razblazenja.

U delu Zakljuéei Kandidat sumira najvaznije rezultate iz svoje diseratcije, koje analizira u odnosu
na podatke koji su opisani u literaturi.

U poglavlju Eksperimentalni deo Kandidat navodi detaljan opis bioloskog materijala, hemikalija,
reagenasa, tehnika i metoda koje je koristio u svom radu.

B:Kratak opis postignituih rezultata

Uticaj polazne sirovine na kvalitet vakcina za in vivo i in vitro dijagnostifikovanje alergije na
Dermatophagoides pteronyssinus ispitivan je uvoj disertaciji. Za pripremu ekstakata alergena koris¢ene su
grinje dobijene od proizvodaca sa tri kontinenta: Evrope (Allergon), Juzne Amerike (Bio Cen) i Australije
(CSL). Analizom tri ekstrakta u redukuju¢im uslovima na 12% SDS PA gelu, pokazano je prisustvo
proteinskih traka u opsegu od 14 do 116 kDa. Alergec¢ne osobe koji su ukljucene u ovo ispitivanje bile su
monosenzibilisane na grinje Dermatophagoides pteronyssinus (60%) sa jasnom klinickom slikom
(alergijski rinitis, alergijska astma). Preostale osobe su pored alergije na grinje imale alergiju na polene
trava, korova i/ili zivotinjsku dlaku.

Alergenost proteina ispitana je imunoblot tehnikom koriS¢enjem seruma 6 alergi¢nih osoba sa
klinickom slikom alergijskog rinitisa i /ili astme i specificnim IgE (d1) klasa 3 i 6. Dominantne proteinske
trake koje su identifikovane su: 15, 25, 33, 45, 60 i 116 kDa, sto odgovora molekulskim masama glavnih
alergena (Der p 1, Der p 2, Der p 3, Der p 4 i Der p 11). U serumima alergi¢nih osoba klase 3 pokazan je
jednostavan alergijski profil i nije zabeleZena reaktivost u odnosu na glavne alergene (Der p 1 1 Der p 2). U
grupi alergi¢nih osoba nije uocena statisti¢ki znacajna razlika u koznoj reaktivnosti izmedu ekstrakta A; B, i
C. U CAP inhibiciji dva ekstrakta (A i C) su dostigla viSe od 90% inhibicije, dok je ekstrakt B dostigao
80% inhibicije. Znacajna razlika u IgE reaktivnosti individualnih seruma zapaZena je u imunoblotu za
ekstrakt B. Alergeni potencijal ekstrakta C, koji je odabran za pripremanje preparata za klinicku upotrebu,
dostigao je 93% inhibicije.

Stabilnost vakcina koje su pripremljene za sublingvalnu imunoterapiju osoba alergi¢nih na grinje
ispitivana je ELISA inhibicijom. Od vakcine oznacene SLIT 3 (koncentracija 1000 PNU), serijskim
razblazenjem (1:7, v/v) pripremljene su vakcine SLIT 2, SLIT 1, i SLIT 0. Pored stabilnosti polazne
vakcine, ispitivana je stabilnost serijskih razblazenja (1:5, 1:10, 1:100, 1:500, 1:1000, 1:5000), u tri
vremenska intervala (nultom, nakon 3 i nakon 12 meseci). Maksimalnu inhibiciju od 100% pokazali su sve
tri vakcine (SLIT 0, SLIT 1, SLIT 2 i SLIT 3) u nultom vremenu, nakon 3 meseca, dok do znacajnog pada
inhibicije dolazi kod vakcine SLIT 0 pri razbalazenju 1:10 (56%) i vakcine SLIT 1 pri razblaZzenju 1:100.
Pad inhibicije zabeleZen je kod vakcine SLIT 3 pri razblazenju 1:1000. Cinjenica da su vakcine SLIT 0,
SLIT 1, SLIT 2, i SLIT 3, ¢uvane na temperaturi od 4-8°C, zadrZale visok procenat inhibicije (preko 80%) i
nakon 12 meseci govori u prilog dobre metode ekstrakcije 1 izabranog stabilizatora (50% glicerol).

C.Uporedna analiza rezultata kandidata sa rezultatima iz literature

Rezultati prikazani u ovoj disertaciji pokazuju da ispitivani ekstrakti Dermatophagoides
pteronyssinus, napravljeni od Ciste kulture liofilizovanih grinja sadrze proteinske trake u saglasnosti sa
literaturnim podacima. Glavni alergeni koji su opisani u literaturi za ovaj alergenski izvor, najucestaliji su
alergeni 1 za populaciju alergi¢nih pacijenata na Dpt sa naseg poducja. Rezultati nedavno objavljene studije
koja se bavila analizom komercijalno dostupnih ekstrakata grinja za in vivo dijagnozu pokazala je da je



alergeni profil ekstrakta razliCitih proizvodaca heterogen. U ovoj disertaciji analizirani ekstrakti,
pripremljeni od grinja dobijenih od tri proizvodaca, pokazali su da su alergeni profili ekstrakta A i C
kompleksni i u izvesnoj meri uporedivi, za razliku od ekstrakta C.

Vakcine protiv alergije namenjene za klini¢ku upotrebu mogu ostvariti znacajan terapeutski efekat
samo ukoliko su ocuvane alergene komponente i u ekstraktima gde se zastupljene proteaze. Glicerol je
veoma efikasan "zaStitnik” proteina kako od adsorpcije za ¢vrstu fazu tako i od proteolize, §to doprinosi
stabilnosti alergenog potencijala vakcine. Studije optimizacije pokazale su da kod gotovo svih ispitivanih
ekstrakata, koncentracija glicerola od 50% postize maksimalan nivo stabilnosti mereno funkcionalnim
(kozni test, imunoesej) tako i nefunkcionalnim (fizicke karakteristike) testovima. Rezultati dobijeni u ovoj
disertaciji su u saglasnosti sa literaturnim podacima, i ukazuju da je 50% glicerol dobar stabilizator vakcina
za klinicku upotrebu. Danas je 50 % glicerol Siroko primenjljiv stabilizator u velikom broju proizvoda
namenjenih dijagnozi i tretmenu alergijskih bolesti.

D.Objavljeni radovi ili saopSteni rezultati koji ¢ine deo teze

M21

1. Lidija Burazer, Katrarina Milovanovic, Mina Milovanovic, Olga Vuckovic, Tanja Cirkovic Velickovic,
Marija Gavrovic-Jankulovic. Impact of Dermatophagoides pteronyssinus mite body raw material on
house dust mite allergy diagnosis in Serbian population. Medical and Veterinary Entomology, in press
(IF 2010 2,09)

M23

1. Lidija Burazer, Katarina Milovanovi¢, Tanja Cirkovi¢ Veli¢kovi¢, Marija Gavrovi¢-Jankulovié. Stability
evaluation of house dust mite vaccines for sublingual immunotherapy. J. Serb. Chem. Soc. 75 (1) 19-26
(2010) (IF 0.8)

SaopSteni rezultati na medjunarodnim skupovima:

1. Burazer L, Cirkovié T. Immunochemical investigation of dermatophagoides pteronisinus and
cockroach extracts. Supp.Allergy 2001; p 884

2. Milovanovic K, Burazer L, Vuckovic O, Cirkovic Velickovic T, Gavrovic-Jankulovic M:Different
profiles of IgE reactivity to house-dust mite proteins in Serbian population, XXV Congres of the
European Academy of Allergology and Clinical Immunology, Vienna, poster presentation,EAACI,
Abstracts book, pp. 279, 10-14 June 2006

3. Lidija Burazer, Katarina Milovanovi¢, Olga Vu&kovié, Tanja Velickovié¢’Cirkovi¢, Marija Gavrovié
Jankulovi¢: Investigation of sublingual allergen vaccines stability by ELISA inhibition method ;The
29" EAACI Congress London, United Kingdom 5-9 June 2010 - Abstract No. 650



Ostali radovi kandidata iz oblasti:

M21

1. Blanusa M, Perovic I, Popovic M, Polovic N, Burazer L, Milovanovic M, Gavrovic-Jankulovic M,
Cirkovic Velickovic T. Quantification of Art v 1 and Act ¢ 1 being major allergens of mugwort pollen
and kiwi fruit extracts in mass-units by ion-exchange HPLC-UV method. J Chromatogr B Analyt
Technol Biomed Life Sci 2007;857(2):188-94.

2. Polovic N, Blanusa M, Gavrovic-Jankulovic M, Atanaskovic-Markovic M, Burazer L, Jankov M, Cirkovic
Velickovic T. 2007. A matrix effect in pectin-rich fruits hampers digestion of allergen by pepsin in vivo
and in vitro. Clinical and Experimental Allergy 37:754-762

3. Cirkovic T, Gavrovic-Jankulovic M, Prisic S, Jankov RM, Burazer L, Vuckovic O, Sporcic Z, Paranos S.
2002. The influence of a residual group in low-molecular-weight allergoids of Artemisia vulgaris
pollen on their allergenicity, IgE- and IgG-binding properties. Allergy 57: 1013-20

4. Gavrovic-Jankulovic M, Cirkovic T, Vuckovic O, Atanaskovic-Markovic M, Petersen A, Gojgic G,
Burazer L, Jankov RM. 2002. Isolation and biochemical characterization of a thaumatin-like Kiwi
allergen. J Allergy Clin Immunol 110: 805-10

M23

1. Katarina Milovanovié, Lidija Burazer, Olga Vuckovi¢, Marina Atanackovié-Markovié, Tanja Cirkovié
Velickovi¢ , Ratko M.Jankov and Marija Gavrovi¢-Jankulovi¢. Isolation and characterization of the 68
kD allergen from house dust mite Dermatophagoides pteronyssinus. J. Serb. Chem. Soc. 74 (5) 513-522
(2009)

2. Polovic ND, Cirkovic Velickovic T, Gavrovic-Jankulovic M, Burazer L, Dergovic-Petrovic D, Vuckovic
O, Jankov RM. 2004. IgG binding of mugwort pollen allergens and allergoids exposed to simulated
gastrointestinal conditions measured by a self-developed ELISA test. J. Serb. Chem. Soc. 69: 533-40

3. Gavrovic-Jankulovic M, Cirkovic T, Burazer L, Vuckovic O, Jankov RM. 2002. IgE cross-reactivity
between meadow fescue pollen and kiwi fruit in patients' sera with sensitivity to both extracts. J
Investig Allergol Clin Immunol 12: 279-86

E.Zakljucak (obrazloZenje nauc¢nog doprinosa disertacije)

Doktorsaka disertacija mr biohemije Lidije Burazer je originalni nauc¢ni doprinos u izu¢avanju
kvaliteta i stabilnosti preparata Dermatophagoides pteronyssinus koji je namenjen za primenu u klini¢koj
praksi. U ovoj disertaciji uradena je uporedna biohemijska i imunohemisjka analiza tri ekstrakta grinja, sa
ciljem da se odabere najpotentniji ekstrakt za pripremanje vakcine za subligvalnu imunoterapiju. Dobijeni
rezultati ukazuju da je ispitivani uzorak (ekstrakt) zadovoljio osnovne kriterijume za primenu u i in vivo i
in vitro dijagnostici, kao i da Dpt vakcine namenjene sublingvalonoj imnuoterapiji zadrzavaju potrebnu
potentnost (preko 50%) u deklarisanom vremenskom roku pri definisanim uslovima ¢uvanja (4-8 °C, 12
meseci). Tema kojom se Kandidat bavio veoma je znacajna za uspostavljanje tacne dijagnoze za alergi¢ne



osobe na grinje u nasem podneblju,s obzirom da je pokazano da alergija na grinje ima razlicit klinicki i
imunoloski profil u razli¢itim geografskim podru¢jima. Pored vaZznosti za dijagnostifikovanje alergije,
Kandidat je pokazao da je kvalitet polaznog materijala za pripremu vakcine vrlo vazan za pravilan odabir
pacijenata za alergen-specificnu imunoterapiju. Rezultati ove disertacije su objavljeni u dva rada (jedan
M21, i jedan M23) i tri saopStenja na medunarodnim skupovima.

Na osnovu svega navedenog Komisija predlaze Nau¢no nastavnom vecu Hemijskog fakulteta u
Beogradu da prihvati doktorsku disertaciju mr Lidije Burazer ,Ispitivanje stabilnosti alergenskog
preparata Dermatophagoides pteronyssinus za klini€ku upotrebu® i odobri njenu javnu odbranu.

U Beogradu, 31.08.2010.
Komisija:

Dr Marija Gavrovi¢-Jankulovi¢, vanredni profesor,

Hemijski fakultet, Beograd

Dr Tanja Cirkovi¢ Velickovi¢, vanredni profesor,

Hemijski fakultet, Beograd

Dr Ratko M.Jankov, redovni profesor,
Hemijski fakultet, Beograd

Dr Ljiljana Dimitrijevi¢,naucni savetnik,

Institut za virusologiju, vakcine i serume ,,Torlak“, Beograd
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