УНИВЕРЗИТЕТ У КРАГУЈЕВЦУ

ФАКУЛТЕТ МЕДИЦИНСКИХ НАУКА 
1. Одлука наставно-научног већа Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу

Одлуком Наставно-научног већа Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, број 01-5586/3-19 од 03.06.2015. год, именовани су чланови комисије за оцену научне заснованости теме докторске дисертације кандидата др мед. Mарине Газдић под називом: 
“ Ефекат мезенхималних матичних ћелија на оштећење јетре узроковано активацијом NKT ћелија“
На основу одлуке Научно-наставног већа, формирана је комисија у саставу:

1. Професор др Миодраг Стојковић, редовни професор Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Генетика, председник 

2. Професор др Миодраг Л. Лукић, професор емеритус Универзитета у Крагујевцу, за ужу научну област Микробиологија и имунологија, члан

3. Професор др Владимир Трајковић, ванредни професор Медицинског факултета Универзитета у Београду, за ужу научну област Микробиологија и имунологија, члан.
На основу увида у приложену документацију, Комисија подноси Наставно-научном већу Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу следећи

ИЗВЕШТАЈ

Кандидат др мед. Марина Газдић испуњава све услове предвиђене Законом о високом образовању и Статутом Факултета медицинских наука у Крагујевцу за израду докторске дисертације.

2.1. Биографија кандидата
А. Лични подаци

Марина Газдић je рођена 17.12.1987. године у Крагујевцу. Основну школу и Прву крагујевачку гимназију, смер природно-математички, завршила је као носилац дипломе „Вук Караџић“. Интегрисане академске студије Медицинског факултета Универзитета у Крагујевцу уписала је 2006/2007. године, а дипломирала 2012. године, са просечном оценом 9,42. Након дипломирања обавила је лекарски стаж и положила стручни испит. У току студирања, школске 2007/2008. и 2008/2009. године учествовала је у настави као демонстратор на предмету Хистологија и ембриологија. Школске 2012/2013. године уписала је Докторске академске студије на Факултету медицинских наука у Крагујевцу, изборно подручје Матичне ћелије у биомедицинским наукама. Усмени докторски испит је положила у јулу 2013. године са оценом 10. Од децембра 2012. до децембра 2014. године је радила на Факултету медицинских наука у Крагујевцу као сарадник у настави на предмету Генетика. Од децембра 2014. године до данас ради као асистент на предмету Генетика на на Факултету медицинских наука у Крагујевцу. Укључена је у научно-истраживачки рад у Центру за молекулску медицину и истраживање матичних ћелија на Факултету медицинских наука у Крагујевцу. Говори енглески језик и познаје рад на рачунару.

Б. Научно-истраживачки рад

Кандидат, др мед. Марина Газдић се активно бави научно-истраживачким радом у Центру за молекулску медицину и истраживање матичних ћелија, Факултета медицинских наука у Крагујевцу. 
В. Подаци о објављеним радовима
В1. Радови објављени у часописима међународног значаја (Категорија М20)
1.1. Gazdic M, Volarevic V, Arsenijevic N, Stojkovic M. Mesenchymal Stem Cells: A Friend or Foe in Immune-Mediated Diseases. Stem Cell Rev 2015; 11:280-7. (M21) 8 бодова
В2. Зборници међународних скупова (Категорија М30)

2.1. Volarevic V, Gazdic M, Simovic Markovic B, Nikolic A, Djordjevic I, Arsenijevic N, Stojkovic M, Lukic M. Mesenchymal stem cells attenuate acute liver injury mediated by NKT cells. 3rd Belgrade EFIS symposium on immunoregulation; Immunity, Infection, Autoimmunity and Aging, Belgrade, Serbia, Book of Abstracts, 2015; pp. 45. (M34) 0.5  бодова
2.2. Simovic Markovic B, Gazdic M, Nikolic A, Djordjevic I, Arsenijevic N, Stojkovic M, Lukic M, Volarevic V. Genetic deletion of Galectin-3 attenuate dextran sodium sulphate colitis in mice. 3rd Belgrade EFIS symposium on immunoregulation; Immunity, Infection, Autoimmunity and Aging, Belgrade, Serbia, Book of Abstracts, 2015; pp. 44. (M34) 0.5  бодова
2.3. Volarevic V, Nikolic A, Simovic-Markovic Bojana J, Gazdic М, Djordjevic I, Dasic M, Arsenijevic N, Lukic M. Mesenchymal stem cells protect from acute dextran sulphate sodium-induced colitis by attenuating function of antigen presenting cells (Meeting Abstract) JOURNAL OF CROHNS & COLITIS 2015 9 ():S97-S98. (M34) 0.5  бодова
В3. Часописи националног значаја (Категорија М50)
3.1. Gazdic M, Volarevic V, Stojkovic M. Stem cells: new hope for spinal cord injury. Ser J Exp Clin Res 2015; 16: 3-8. (M52)  1.5 бод
2.2. Наслов, предмет и хипотезе докторске тезе

Наслов:

“ Ефекат мезенхималних матичних ћелија на оштећење јетре узроковано активацијом NKT ћелија“
Предмет:

Мезенхималне матичне ћелије (eng. Mesenchymal Stem Cells- MSCs) су адултне, мултипотентне матичне ћелије које се због свог регенеративног и имуносупресивног потенцијала примењују у терапији дегенеративних и аутоимунских болести. MSCs модулирају активност професионалних антиген презентујућих и NK ћелија, Т и В лимфоцита, али њихова улога у модулацији ефекторских функција NKT ћелија није у потпуности разјашњена. 

С обзиром да су NKT ћелије најбројније у јетри и  да су главне ефекторске ћелије у фулминантном хепатитису, испитиваће се интеракција MSCs и NKT ћелија у експерименталним моделима хиперакутног оштећења јетре, који су индуковани конканавалином А (Con A) и α -галактозилцерамидом (α-GalCer). Као експерименталне животиње користиће се C57BL/6 мишеви, телесне масе 20g, старости 8 до 10 недеља. Биохемијским тестовима и квантитативном хистологијом испитаће се да ли примена MSCs редукује акутно оштећење хепатоцита изазвано применом Con A или α-GalCer-а, као и да ли примена MSCs мења фенотип и функционалне карактеристике NKТ ћелија у јетри мишева којима је акутно оштећење хепатоцита изазвано апликацијом Con A или α-GalCer-а. 
На основу доступне литературе, очекује се да ће примена MSCs смањити оштећење хепатоцита и супримирати продукцију инфламаторних цитокина у NKT ћелијама као и цитотоксичност NKT ћелија.
Хипотезе:
MSCs супримирају ефекторске функције NKT ћелија.
2.3. Подобност кандидата
Кандидат, др мед. Марина Газдић, положила је усмени докторски испит 15.07.2014. године са оценом 10 (десет). Објавила је раду часопису категорије М52 који се објављује на једном од водећих светских језика, у коме је она први аутор, чиме је испунила услов за пријаву докторске дисертације. 
Gazdic M, Volarevic V, Stojkovic M. Stem cells: new hope for spinal cord injury. Ser J Exp Clin Res 2015; 16: 3-8. M52  1.5 бод
2.4. Преглед стања у подручју истраживања
Мезенхималне матичне ћелије (eng. Mesenchymal Stem Cells- MSCs) су адултне, мултипотентне матичне ћелије, присутне у готово свим ткивима. Због имуномодулаторног потенцијала и способности самообнављања и диференцијације у ћелије мезодерма, MSCs се примењују у терапији дегенеративних и аутоимунских болести. MSCs модулирају активност професионалних антиген презентујућих и NK ћелија, Т и В лимфоцита. Своје  имуносупресивне  ефекте MSCs могу испољити директним контактом са ћелијама имунског система или индиректно секрецијом солубилних фактора. МЅС секретују IDO, PGE2, HGF, TGF-β, IL-10 који на паракрини начин супримирају пролиферацију, активацију и ефекторске функције ћелија имунског система. Иако су многе студије показале широк спектар имунорегулаторних ефеката MSCs на ћелије имунског система, ефекат MSCs на NKT ћелије још увек није довољно познат. 

С обзиром да су NKT ћелије најбројније у јетри и да су главне ефекторске ћелије у фулминантном хепатитису, конканавалином А (Con A)  и α -галактозилцерамидом (α-GalCer) -индуковано оштећење јетре мишева представљају добре експерименталне моделе  за проучавање интеракције MSCs и NKT  ћелија in vivo. NKT ћелије су главне ефекторске ћелије и у Con A и у α-GalCer индукованом оштећењу јетре. У Con A хепатитису, NKT ћелије индукују апоптозу хепатоцита посредством Fas ligand:Fas интеракције и посредством продукције про-инфламаторних цитокина IFN-γ и TNF-α (10). За разлику од Con А који је  поликлонални активатор лимфоцита, α-GalCer индукује специфичну и снажну активацију  NKT ћелија, повећавајући експресију Fas ligand-a и TRAIL-a на мембрани NKT ћелија.

Једина до данас објављена студија на тему интеракције MSCs и NKT ћелија је показала да хумане MSCs in vitro инхибирају експанзију NKT ћелија, директним међућелијским контактом и секрецијом солубилних фактора. Међутим, утицај MSCs на фенотип и функцију NKT  ћелија in vivo није још увек разјашњен.
2.5. Значај и циљ истраживања са становишта актуелности у одређеној научној области

Основни циљ овог истраживања је да се испита да ли примена MSCs утиче на ефекторске функције NKТ ћелија у јетри и патогенезу фулминантног хепатитиса.
У складу са основним циљем постављени су следећи експериментални задаци:
1. Биохемијским тестовима и квантитативном хистологијом утврдити да ли примена MSCs редукује акутно оштећење хепатоцита изазвано применом Con A или α-GalCer-а.
2. Испитати да ли примена MSCs мења фенотип и функционалне карактеристике NKТ ћелија у јетри мишева којима је акутно оштећење хепатоцита изазвано апликацијом Con A или α-GalCer-а.
2.6. Веза истраживања са досадашњим истраживањима

Досадашње студије су показале да MSCs модулирају активност професионалних антиген презентујућих и NK ћелија, Т и В лимфоцита. Једина до данас објављена студија на тему интеракције MSCs и NKT ћелија је показала да хумане MSCs in vitro инхибирају експанзију NKT ћелија, директним међућелијским контактом и секрецијом солубилних фактора. Међутим, утицај MSCs на ефекторскe функцијe NKT  ћелија in vivo није још увек разјашњен.
Ово истраживање би требало да укаже на eфекат MSCs на патогенезу фулминантног хепатитиса и фенотип и функцију NKT  у јетри. Уколико се докаже да примена MSCs смањује оштећење хепатоцита и супримира продукцију инфламаторних цитокина у NKT ћелијама као и цитотоксичност NKT ћелија, резултати могу указати на могућност примене MSCs у терапији фулминантног хепатитиса код људи.

2.7. Методе истраживања

Ћелијска линија мишјих мезенхималних матичних ћелија
У експериментима ће се користити комерцијална линија мишијих мезенхималних матичних ћелија изолованих из костне срже C57Bl/6 мишева (Gibco/Invitrogen, кат. број S1502-100). Ћелије ће се узгајати у DMEM медијуму (Dulbecco`s Modified  Eagles Medium) који садржи са l-глутамин (200 mM), неесенцијалне аминокиселине (10 x), 1% penicillin/streptomicin (100 x) и 10% FBS. Ћелије ће се инкубирати на 37 C° у атмосфери 5% CO2, а у складу са препорукама произвођача (Gibco/Invitrogen).
Експерименталне животиње

In vivo експерименти ће се спровести у складу са одредбама Етичког комитета Факултета медицинских наука, Универзитета у Крагујевцу за употребу животиња у експериментима. Користиће се мишеви соја C57BL/6, мушког пола, старости од 8 до 10 недеља, виваријума Факултета медицинских наука, Универзитет у Крагујевцу. Све експерименталне и контролне групе у истраживању садржаће по 50 мишева.
Експерименталне групе
Животиње ће бити распоређење у следеће експерименталне групе: 

Е1: 50 мишева који ће интравенски примити Con A (12mg/kgТТ) раствореног у 200µL NaCL-а.

Е2: 50 мишева који ће непосредно након примене Con A (12mg/kgТТ) раствореног у 200µL NaCL-а интравенски примити 500 000 MSCs ресуспендованих у 200µL NaCl-а.

Е3: 50 мишева који ће интравенски примити α-GalCer (50μg/kgTT) раствореног у 200µL NaCL-а.
Е4: 50 мишева који ће непосредно након примене α-GalCer (50μg/kgTT) раствореног у 200µL NaCL-а интравенски примити 500 000 MSCs ресуспендованих у 200µL NaCl-а.
Контролне групе
Е5: 50 мишева који ће интравенски примити 200µL NaCL-а.

Е6: 50 мишева који ће непосредно након примене 200µL NaCL-а интравенски примити 500 000 MSCs ресуспендованих у 200µL NaCl-а.
Индуковање акутног оштећења јетре

Акутно оштећење јетре ће се изазвати интравенском апликацијом Con A (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) у дози од 12mg/kgТТ раствореног у 200µL NaCL-а, или интравенском апликацијом α-GalCer (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) у дози од 50μg/kgTT, раствореног у 200µL NaCL-а. 
Одређивање трансаминаза
 За мерење трансаминаза експерименталне животиње ће се жртвовати у атмосфери засићеној диетилетром 24 часа након интравенског давања Con A, односно 16 сати након интравенског давања α-GalCer-а. Трансаминазе (AST и ALT) из серума жртвованих животиња биће одређене применом Olympus китова за одређивање трансаминаза и коришћењем AU 400 Olympus chemistry analyzerа. 
Патохистолошка анализа ткива јетре

Мишеви ће се жртвовати у атмосфери засићеној диетилетром 24 часа након интравенског давања Con A, односно 16 сати након интравенског давања α-GalCer-а након чега ће им се изоловати јетра за патохистолошку анализу.

Исечци ткива у парафинским калупима користиће се за хистолошки преглед бојењем хематоксилин-еозином.  На хистолошким препаратима ће се одређивати степен некрозе хепатоцита. Квантитативна хистолошка анализа биће урађена применом Autodesk Autocad 2009 програма према публикованом протоколу.
Изолација мононуклеарних ћелија из јетре
За изолацију мононуклеарних ћелија из јетре, мишеви ће се жртвовати у атмосфери засићеној диетилетром 8 сата након интравенске примене Con A, односно 2 сата након интравенске примене α-GalCer-а. За изолацију мононуклеара из јетре користиће се метод механичке разградње јетре.

Након што се издвоји јетра, уклониће се жучна кеса и урадити перфузија јетре апликовањем 7 mL PBS-а кроз v.porta-e. Јетра ће се затим уситнити маказицама и нежно здробити кроз 200µм челичну мрежу, коришћењем ,,полуге’’ шприца, а затим ће се ћелијска суспензија пропустити и кроз ћелијско сито. Добијени садржај ће се ресуспендовати у 50 ml RPMI-1640 медијума (који садржи GlutaMax 1,25mM, HEPES i 10% FCS) и центрифугирати на 507 r.p.m. (60g) 1 минут на собној температури, без наглог заустављања центрифуге (енг. off break setting). Супернатант (45 ml), који садржи интрахепатичне ћелије, ће се пребацити у нову епрувету и центрифугирати на 1433 r.p.m. (480 g) 8 минута на собној температури, са активираном опцијом наглог кочења (енгл. high break setting). Добијени талог ће се ресуспендовати у 10 ml 37.5% Percoll у HBSS медијуму  који садржи 100 U јединица хепарина по ml и онда центрифугирати на 1907 r.p.m. (850 g) 30 минута на собној температури, без наглог заустављања центрифуге. Овако добијени талог ће се ресуспендовати у 5 ml пуфера за лизирање еритроцита и инкубирати у трајању од 5 минута, на леду (на +4˚C). Након истека инкубације, додаће се 5 ml RPMI-1640 са 10% FBS-ом чиме ће се зауставити даље лизирање. Након тога ћелије ће се центрифугирати на 1433 r.p.m. (480 g) 8 минута на 8˚С, са активираном опцијом наглог кочења. Коначно, добијени талог ће се ресуспендовати или у 1ml PBS који садржи 1% FCS односно 0,1% NaN3 (тзв пуфер за анализу проточном цитометријом) или у 1ml комплетног RPMI-1640 медијума (који садржи GlutaMax 1,25mM, HEPES i 10% FCS).

Анализа фенотипа ћелија изолованих из јетре

Проточном цитометријом, коришћењем CD1d тетрамера (ProImmune, U.K.) и моноклонских анти-мишјих антитела за бојење мембранских маркера (CD4, CD3, CD8, CD25, CD19, F4/80, CD11c, CD11b, I-A, CD80, CD86, FASL, CD107, TRAIL, perforin, granzyme B, NKG2D и KLRG1; BD Pharmingen, USA) обележених различитим флуоресцентним бојама (allophycocyanin, APC; fluorescein, FITC; PE, phycoerythrin; PerCP, peridinin chlorophyl protein complex) одредиће се процентуални удео и укупан број CD4+тетрамер+ NKT ћелија; CD4+, CD4+CD25+, CD8+ T лимфоцита, CD19+ B лимфоцита, F4/80+ макрофага, CD11c+ дендритских ћелија,  CD11c+I-A+, CD11c+CD80+, CD11c+CD86+, CD11c+CD11b+ инфламаторних дендритских ћелија и CD11c+CD8+ регулаторних дендритских ћелија.  

Коришћењем примарно коњугованих моноклонских анти-мишјих антитела (TNF-α, IFN-γ, IL-4, IL-10, IL-12, Foxp3, T-bet и GATA3; BD Pharmingen) за интрацелуларно бојење одредиће се процентуални удео и укупан број мембрански обележених интрахепатичних ћелија које их продукују. За интрацелуларно бојење изоловане ћелије ће се инкубирати 4 h на 37°С у присуству 5 μg/ml phorbol 12-myristate 13-acetate-a (PMA) (Sigma-Aldrich St.Loуis, USA), 5 μg/ml ionomycin-a (Sigma-Aldrich St.Loуis, USA) и 0.8μl Golgi plug (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Након инкубације, ћелије ће се фиксирати и пермеабилизовати употребом BD Cytofix/Cytoperm kit-a (BD Biosciences, San Jose, CA, USA) и обележити одговарајућим анти-мишјим флуорохром-коњугованим моноклонским антителима.

Мерење цитокина у серуму и супернатантима

Концентрација цитокина (TNF-α, IFN-γ, IL-4 и IL-10) и имуносупресивних фактора које продукују MSCs (IDO, PGE2, HGF и TGF-β) ће се мерити у серуму мишева (8 сати након интравенског давања Con А, односно 2 сата након примене α-GalCer) и у супернатантима (након инкубације у трајању од 48 сати), ELISA методом према утврђеном протоколу произвођача (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

Одређивање  проапоптотских и анти-апоптотских протеина
Real-Time RT-PCR техником ће се испитати да ли примена MSCs утиче на експресију проапоптотских (Noxa, Bax, Bad, Apaf1, p27, Pten, Puma, p53) и анти-апоптотских протеина (Bcl-2, Bcl-XL, XIAP) у α-GalCer индукованом оштећењу јетре.
Изолација NKТ ћелија из јетре
NKТ ћелије ће се издвојити из суспензије мононуклеарних ћелија јетре експерименталних животиња магнетном сепарацијом помоћу кита NK1.1+ iNKT Cell Isolation Kit, mouse, према утврђеном протоколу произвођача (Miltenyi Biotec).

Кокултивација

За испитивање паракриног ефекта MSCs на NKT ћелије, NKT ћелије изоловане из јетре мишева ће се стимулисати α-GalCer-ом (100 ng/ml) и кокултивисати са MSCs у transwell систему (0,4 μm, Corning Incorporated, Life Sciences, France). NKT ћелије ће се засејати у доњој, а MSCs у горњој комори, у односу 10:1 (12). Након 48 сати инкубације, ЕLISA есејом ће се анализирати присуство цитокина (TNF-α, IFN-γ, IL-4 и IL-10) у супернатанту, проточном цитометријом ће се анализирати продукција цитокина (TNF-α, IFN-γ, IL-4 и IL-10) у NKT ћелијама, а коришћењем  xCELLigence system-а цитотоксичност NKТ ћелија. 

Тест цитотоксичности

За одређивање цитотоксичке активности NKТ ћелија изолованих из јетре експерименталних животиња користиће се xCELLigence system. Као target (циљане) ћелије користиће се ћелије туморске линије HEPG2. Ефекторске ћелије ће се кокултивисати са target ћелијама у односу 10:1. HEPG2 ће се ресуспендовати у комплетном медијуму (4×105 ћелија/ml комплетног медијума) тако да у свакој комори Е16 плоче буде по 4×104 ћелија у волумену од 100μl. NKТ ћелије ће се ресуспендовати у комплетном медијуму (4×106 ћелија/ml комплетног медијума), a затим ће се у одговарајуће коморе додати у волумену од 100μl. Након додавања ефекторских ћелија, Е16 плоче ће се поставити у xCELLigence system којим ће се мерити ћелијски индекс на 15 минута током 24 сата (37˚C; 5%  CO2). За обраду података користиће се RTCA Software 1.2 (Acea Biosciences). 

Врста студије

Експериментална студија 
Снага студије 

Величина узорка је израчуната на основу података о вредностима серумске концентрације AST, ALT, TNF-α, IFN-γ, IL-4 и IL-10, односно процента интрахепатичних мононуклеарних ћелија које продукују ове цитокине, публикованих у студијама сличног дизајна. Студијски узорак је израчунат узимајући алфа као 0.05 и снагу студије од 0.8 за Student’s t тест (два независна узорка), поредећи групе међу собом (у оба смера), према статистичком програму G*Power3. На основу претпоставке која захтева највећи узорак, односно очекиване најмање разлике у испитиваним параметрима између експерименталних и контролних група (за серумски ниво IL-10, SE=0.1), утврђен је број експерименталних животиња према групама и он износи 50 за сваку од група. 
Статистичка обрада података

Подаци ће бити приказани као Mean ± SE. За анализу података користиће се параметријски или непараметријски тестови у односу на нормалност расподеле, која ће бити одређена Kolmogorov-Smirnov тестом. Статистички значајна разлика у добијеним вредностима између група износиће p<0.05, док ће статистички веома значајна разлика бити p<0.01. За статистичку обрада свих података користиће се ЅРЅЅ пакет, верзија 20.0. Microsoft Excel ће се користити за креирање графикона и табела. 

2.8. Очекивани резултати докторске дисертације

Очекује се на основу досадашње литературе да ће примена MSCs смањити оштећење хепатоцита и супримирати продукцију инфламаторних цитокина у NKT ћелијама као и цитотоксичност NKT ћелија.

2.9. Оквирни садржај докторске дисертације

Користећи конканавалином А (Con A)  и α -галактозилцерамидом (α-GalCer) -индуковано оштећење јетре мишева, одређивањем трансаминаза, хистолошком анализом препарата јетре, проточном цитометријом, ЕLISA-ом, тестом цитотоксичности и PCR-ом биће испитана интеракцијa MSCs и NKT  ћелија in vivo. Расветљавање механизама којим  MSCs утичу на ефекторске функције NKТ ћелија у јетри и патогенезу фулминантног хепатитиса, може отворити врата креирању нових приступа у терапији аутоимунских обољења код људи. 
2.10. Предлог ментора
За ментора ове докторске дисертације Комисија предлаже доц. др Владислава Воларевића, која је доцент Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Микробиологија и имунологија. Доц. др Владислав Воларевић поседује стручне и научне компетенције које су комплементарне са предметом истраживања.
2.11. Научна област дисертације
Медицина. Изборно подручје: Матичне ћелије у биомедицинским наукама.
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Закључак и предлог комисије

На основу досадашњег научно-истраживачког рада и публикованих радова, др мед. Марина Газдић, испуњава све услове за одобрење теме и израду докторске дисертације.

Предложена тема је научно оправдана и оригинална, дизајн истраживања прецизно постављен и дефинисан, а научна методологија јасна и прецизна.

Комисија предлаже Научно-наставном већу Факултета медицинских наука у Крагујевцу да прихвати тему докторске дисертације кандидата др мед. Марине Газдић, под називом “ Ефекат мезенхималних матичних ћелија на оштећење јетре узроковано активацијом NKT ћелија“ и одобри њену израду.
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