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МЕДИЦИНСКИ ФАКУЛТЕТ

ИЗБОРНОМ ВЕЋУ  

ПРЕДМЕТ:

ИЗВЕШТАЈ КОМИСИЈЕ О ОЦЕНИ ЗАВРШЕНЕ

ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ
На седници Изборног већа Медицинског факултета у Крагујевцу, одржаној дана 17.11.2011. године, одлуком 01-8533/3-28 формирана је Комисија за оцену и одбрану завршене докторске дисертације под називом " Имуномодулаторни ефекти интравенских имуноглобулина у diabetes mellitus – у тип 1: (анализа у експерименталном моделу индукованог дијабетеса кoд мишева)" кандидата Слађане Павловић, др мед. асистента за ужу научну област Микробиологија и имунологија, у следећем саставу:

1. Проф. др Небојша Арсенијевић, редовни професор за ужу научну област Микробиологија и имунологија и Основи Онкологије Медицинског факултета у Крагујевцу
2. Станислава Стошић-Грујичић, научни саветник Институтa за биолошка истраживања (Синиша Станковић( у Београду
3. Проф. др Александар Ђукић, редовни професор Медицинског факултета у Крагујевцу за ужу научну област Патолошка физиологија
Комисија је прегледала и проучила докторску дисертацију Слађане Павловић, др мед.  и подноси Изборном већу следећи

ИЗВЕШТАЈ
2.1. Значај и допринос докторске дисертације са становишта актуелног

стања у одређеној научној области
Докторска дисертација кандидата Слађане Павловић под називом "Имуномодулаторни ефекти интравенских имуноглобулина у diabetes mellitus–у тип 1: (анализа у експерименталном моделу индукованог дијабетеса кoд мишева)"  представља експерименталну студију која по први пут показује да примена интравенских имуноглобулина (IVIG) спречава настанак и развој diabetes mellitus–а изазваног малим, поновљеним дозама стрептозотоцина (MLD–STZ) у мишева узимајући као параметар факторе гликорегулације. Изворно коришћени у терапији примарних и секундарних имунодефицијенција, интравенски имуноглобулини се данас користе за третман различитих системских и аутоимунских обољења али је још увек непознато да ли и у којој мери IVIG модулирају имунски одговор у дијабетесу. Зна се да су комерцијални препарати успешни у сузбијању разних аутоимунских стања али искључиво ако се примењују у високим дозама тако да је потребна велика количина за постизање жељеног ефекта. Модификацијом IVIG покушава се да се смањи оптимална доза која је неопходна за спречавање болести али је још увек непознато да ли и у којој мери модификација IVIG, доприноси њиховој ефикасности у сузбијању развоја дијабетеса тип 1 и аутоимуности уопште. 
Значај овог истраживања је и ближе и детаљније упознавање имуномодулторних механизама одговорних за протективну улогу IVIG у настанку дијабетеса као и да укаже на могуће терапијске предности модификације IVIG хемом и јонима гвожђa (Fe2+).
2.2. Оцена да је урађена докторска дисертација резултат оргиналног научног рада кандидата у одговарајућој научној области
Прегледом литературе и увидом у биомедицинске базе података "Medline" и "KoBSON" помоћу следећих кључних речи: "intravenous immunoglobulins", "diabetes melitus", утврђено је да до сада није спроведена студија у којој је анализиран утицај IVIG на настанак и развој MLD–STZ у експерименталним животињама.
На основу тога, Комисија констатује да докторска дисертација кандидата Слађане Павловић под називом "Имуномодулаторни ефекти интравенских имуноглобулина у diabetes mellitus–у тип 1: (анализа у експерименталном моделу индукованог дијабетеса кoд мишева)"  представља резултат оригиналног научног рада који указује на могућност коришћења  нативних и модификованихIVIG у експерименталној терапији дијебетеса.
2.3. Преглед остварених резултата рада кандидата у одређеној научној области
A) Кандидат Слађана Павловић, остварила је 38 бодoва по основу радова објављених у целини у међународним или домаћим часописима, бодованих према члану 177. Статута факултета:
- пет радова у целини публикована у научним часописима међународног  значаја; 
-  четири рада у целини публикована у националним часописима;

            -  већи број сажетака на међународним и домаћим научним скуповима
Кандидат Слађана Павловић је кроз разне видове укључена у наставни и научно-истраживачки рад. Активно се бави научно истраживачким радом у лабораторијама Центра за молекулску медицину и стем ћелије, Медицинског факултета у Крагујевцу. Континуирани научно истраживачки рад се огледа у учешћу на бројним пројектима:
· "Молекулске детерминанте урођене имуности у аутоимунским болестима и канцерогенези" (бр. ОN175069) који финансира Министарство за науку и технолошки развој Републике Србије;

· "Утицај IL-33/ST2 сигналног пута и галектина-3 у патогенези експерименталних периапикалних промена" (бр. ON175071) који финансира Министарство за науку и технолошки развој Републике Србије;
· ЈП08/10"Улога регулаторних Т лимфоцита и Th2 посредоване имунорегулације у дијабетесу индукованом малим поновљеним дозама стрептозотоцина" (бр.01-399) који финансира Медицински факултет Универзитета у Крагујевцу;

· ЈП 2/09"Имуномодулација хроничних инфламаторних болести" (бр.01-1772) који финансира Медицински факултет Универзитета у Крагујевцу;

· "Експресија p16, p53 и VEGF, и цитокински профил у малигномима колоректалне регије" (бр. 01-453) који финансира Медицински факултет Универзитета у Крагујевцу.

Б. Списак објављених радова (прописани минимални услов за одбрану докторске дисертације)
Од поменутих радова за извештај су релевантни:

1. Pavlovic S, Zdravkovic N, Dimitrov JD, Djukic A, Arsenijevic N, Vassilev TL, Lukic ML. Intravenous immunoglobulins exposed to heme (heme IVIG) are more efficient than IVIG in attenuating autoimmune diabetes. Clin Immunol. 2011;138(2):162-71 M21-8 бодова
2. Ravić-Nikolić A, Radosavljević G, Jovanović I, Zdravković N, Mitrović S, Pavlović S, Arsenijević N. Systemic photochemotherapy decreases the expression of IFN-γ, IL-12p40 and IL-23p19 in psoriatic plaques. Eur J Dermatol. 2011 Jan-Feb;21(1):53-7 M21-8 бодова
3. Volarevic V, Al-Qahtani A, Arsenijevic N, Pajovic S, Lukic ML. Interleukin-1 receptor antagonist (IL-1Ra) and IL-1Ra producing mesenchymal stem cells as modulators of diabetogenesis. Autoimmunity. 2010 Jun;43(4):255-63. M23-3 бода
4. Radosavljevic G, Ljujic B, Jovanovic I, Srzentic Z, Pavlovic S, Zdravkovic N, Milovanovic M, Bankovic D, Knezevic M, Acimovic LJ, Arsenijevic N. Interleukin-17 may be a valuable serum tumour marker in patients with colorectal carcinoma. Neoplasma 2010;57(2):135-44. M23-3 бода
5. Ljujic B, Radosavljevic G, Jovanovic I, Pavlovic S, Zdravkovic N, Milovanovic M, Acimovic Lj, Knezevic M, Bankovic D, Zdravkovic D and Arsenijevic N. Elevated Serum Level of IL-23 Correlates with Expression of VEGF in Human Colorectal Carcinoma. Archives of Medical Research 2010; 41(3):182-9. M22-5 бодова
2.4. Оцена о испуњености обима и квалитета у односу на пријављену тему
Наслов докторске дисертације и урађеног истраживања се поклапају. Одобрени циљеви истраживања и постављени циљеви у раду остали су у највећој мери исти. Примењена методологија истраживања идентична је са одобреном.

Докторска дисертација садржи следећа поглавља: Увод, Циљеви истраживања, Материјал и методе, Резултати, Дискусија, Закључци и Литература. 
У уводном делу и теоретском разматрању, кандидат је јасно и прецизно користећи податке из литературе изложио актуелна сазнања о имунопатогенези dijabetes mellitus–а тип 1.  У другом делу увода дат је приказ актуелних сазнања о механизму терапијског дејства интравенских имуноглобулина у аутоимунским и инфламаторним болестима.
У поглављу циљеви истраживања описани су конкретни задаци који су у складу са постављеним циљем. 
1. Циљ ових истраживања је да покажу имуномодулаторне ефекте нативних и модификованих имуноглобулина на развој имунопатолошких процеса у моделу токсином индукованог аутоимунског дијабетеса.

2. Други главни циљ ових истраживања је да утврди да ли модификација нативних имуноглобулина гвожђем и хемом утиче на њихова имуномодулаторна својства и/или мења оптималну дозу у експерименталној терапији дијабетеса.

У складу са основним циљевима постављени су следећи експериментални задаци:

a) Утврђивање ефеката различитих доза нативних  интраненских имуноглобулина (IVIG) на развој дијабетеса дефинисаним вредностима гликемије, појавом гликозурије и хистолошком анализом панкреатичних острваца. 

b) Утврђивање ефеката модификације гвожђем на протективни капацитет и оптималну дозу IVIG на основу општих функционалних параметара.
c) Утврђивање ефеката модификације хемом на протективни капацитет и оптималну дозу IVIG на основу општих функционалних параметара.
d) Истраживање имуномодулаторних ефеката нативних, IVIG излаганих Fe2+ и IVIG излаганих хему анализом имунокомпетентних и акцесорних ћелија у дренирајућем панкреатичном чвору и циљном ткиву, ендокрином панкреасу.

e) Компарација терапијских и имуномодулаторних ефеката оптрималних доза.

Материјал и методологија рада су адекватно и прецизно презентовани. У спроведеним експерименталним истраживањима су коришћени мишеви чистог соја C57BL/6. У појединачним екпериментима коришћени су увек мишеви истог пола и врло блиске старости (5-7 дана). Дијабетес је индукован применом интраперитонеалних инјекција стрептозотоцина у дози 40mg/kg раствореног у цитратном пуферу (рН 4.48) 5 узастопних дана. Од првог дана експеримента мишеви су добијали свакодневно субкутано инјекцију интравенских имуноглобулина у дози 50mg/kg, 100mg/kg, 200mg/kg и 600mg/kg 15 дана. Коришћене су три врсте IVIG (нативни IVIG, IVIG излагани хему, IVIG излагани Fe2+). Мишевима су свакодневно одређивани фактори гликорегулације (гликемија и гликозурија). Шеснаестог и двадесет првог дана експеримента мишеви су жртвовани, након чега им је одређиван ниво HbA1c у крви и одвајано ткиво за хистолошка испитивања и фенотипска истраживања регионалних панкреатичних лимфних чворова и панкреасних острваца. У истраживању је примењена и проточна цитофлуорометрија како би се одредила релативна заступљеност и апсолутан број B лимфоцита, различитих субпопулација Т лимфоцита (Tc, Th и Treg лимфоцити), као и акцесорских ћелија (макрофаге) без и након примене IVIG. Концентрација релевантних цитокина (IFN-γ, IL-17, IL-4 и TNF-α) у серуму је одређивана колориметријском методом односно комерцијалним ELISA китовима специфичним за мишије цитокине. Профил ћелија панкреатичних лимфних чворова и мононуклеара који су инфилтрисали панкреас одређен је интрацелуларним бојењем на цитокине и Foxp3. За статистичку обраду података коришћене су методе дескриптивне и аналитичке статистике.
Резултати истраживања су прецизно приказани на пет табела, 26 графика и четири слике хистологије панкреаса. Узимајући као параметар вредности фактора гликорегулације (гликемија и гликозурија) као и хистолошка испитивања јасно је показано да третман IVIG спречава настанак и развој дијабетеса. Протективни ефекат различитих препарата IVIG је дозно-завистан. Тако нативни препарати IVIG најбољи ефекат постижу у високој дози (600mg/kg), док модификовани IVIG најбољи ефекат постижу у нижим дозама и то IVIG излагани хему од 200mg/kg, а IVIG излагани Fe2+ у дози од 100mg/kg. ELISA тестом је показано накох апликације IVIG имају значајно мање серумске концентрације проинфламаторних цитокина, а значајно веђе вредности IL-10 у поређењу са мишевима који су били само на дијабетогеном третману. Давање IVIG модификује цитокински профил CD4 лимфоцита тако што смањује стварање проинфламаторних цитокина (TNF-α, IFN-γ, IL-17), а повећава продукцију антиинфламаторних цитокина (IL-10, IL-4). После апликације нативних и IVIG излаганих хему забележен је већи апсолутан број CD4+Foxp3+Т регулаторних лимфоцита у дренирајућим панкреатичним лимфним чворовима мишева, док код мишева третираних IVIG излаганх Fe2 пораст  CD4+Foxp3+Т регулаторних лимфоцита  није забележен.
У поглављу дискусија, кандидат детаљно објашњава резултате истраживања и пореди их са подацима из литературе других аутора из ове области указујући на мултипле факторе који су одговорни за терапијску ефикасност IVIG. Појединачно су образложени добијени резултати и јасно је продискутован утицај нативних и модификованих IVIG на поларизацију имунског одговора, појаву и развој болести. кандидат дискутује своје резултате у светлу различитих и понекад привидно конфликтних објашњења терапијског деловања у аутоимуности. То се у првом реду односи на радове који показују значај деловања IVIG на инхибиторне Fc рецепторе на макрофагама, а са друге стране значај улоге Fab фрагмента и ефеката модулације Fab фрагмента на полиспецифичност IVIG.
2.5. Научни резултати докторске дисертације
На основу добијених резултата и њихове дискусије кандидат изводи следеће опште закључке:
1. Интравенски имуноглобулини, чији је терапијски ефекат јасно показан у многим аутоимунским и инфламаторним болестима могу модификовати и развој Т ћелијски посредованог запаљења панкреатичних острваца и консекутивни развој дијабетеса.

2. Модификација хемом и гвожђем утиче на смањење оптималне дозе имуноглобулина што би потврдом даљих истраживања могло да има значајне терапијске импликације.
Специфични закључци ових истраживања могли би се свести у следећем:
a) Са порастом појединачне дозе нативних имуноглобулина у распону од 100-600mg/kg телесне тежине расте и степен антидијабетогеног ефекта интравенских имуноглобулина.

b) Модификације хемом и гвожђем битно смањује оптималну терапијску дозу имуноглобулина: за IVIG излагане хему она је 200mg/kg, а за IVIG излагане Fe2+100mg/kg. Повећањем дозе модификованих IVIG изнад ових оптималних смањује се или сасвим нестаје терапијски ефекат.

c) Стимулација имунорегулаторних Т ћелија је  основа терапијског дејства IVIG  и у моделу дијабетеса на шта указују и подаци да највећи је број Foxp3+Treg ћелија добијен је у групама третираним са 200mg/kg IVIG излаганим хему и 600mg/kg нативним IVIG, мада нису детектоване при примени IVIG излаганих Fe2+. Примена оптималних доза IVIG повећава број CD4+IL-10+ у лимфном чвору и циљном ткиву код све три врсте IVIG. Апликација малих доза CY, C57BL/6 мишевима којима је изазван дијабетес умањује протективни ефекат IVIG излаганим хему указујући директно на in vivo ефекат регулаторних ћелија. На основу наших резултата најниже концентрације проинфламаторних цитокина, добијене су у групи мишева која је добијала 100mg/kg IVIG излагани Fe2+, што је вероватно у основи механизма протективног дејства овог третмана.
2.6. Примењивост и корисност резултата у теорији и пракси
Узевши заједно, резултати ове студије указују да IVIG, како нативни, тако и модификовани, спречавају развој индукованог MLD-STZ дијабетеса и то повећањем Treg ћелија и смањењем проинфламаторних фактора.
2.7. Начин презентирања резултата научној јавности
Прелиминарни резултати истраживања су приказани у форми постера на националним и међународним конгресима. Коначни резултати истраживања су делимично објављени као оригинално истраживање у часопису од међународног значаја, док су резултати додатних истраживања у припреми за штампу.
ЗАКЉУЧАК 
Комисија за оцену и одбрану завршене докторске дисертације кандидата Слађане Павловић под називом "Имуномодулаторни ефекти интравенских имуноглобулина у diabetes mellitus–у тип 1: (анализа у експерименталном моделу индукованог дијабетеса кoд мишева)" сматра да  је истраживање у оквиру дисертације адекватно постављено и спроведено. 
Комисија сматра да ова докторска дисертација кандидата Слађане Павловић урађена под менторством проф. др Миодрага Л. Лукића, представља оригинални научни допринос у разјашњавању утица интравенских имуноглобулина на развој дијабетеса.  

Комисија са задовољством предлаже Изборном већу Медицинског факултета Универзитета у Крагујевцу да докторска дисертација под називом "Имуномодулаторни ефекти интравенских имуноглобулина у diabetes mellitus–у тип 1: (анализа у експерименталном моделу индукованог дијабетеса кoд мишева)"  кандидата Слађане Павловић буде позитивно оцењена и одобрена за јавну одбрану.

ЧЛАНОВИ КОМИСИЈЕ:
Проф. др Небојша Арсенијевић, председник 
редовни професор за ужу научну област Микробиологија и имунологија и Основи Онкологије Медицинског факултета у Крагујевцу

_______________________________________    
Станислава Стошић-Грујичић, члан 

научни саветник Институтa за биолошка истраживања "Синиша Станковић" у Београду 

_______________________________________        
                        Проф. др Александар Ђукић, члан 

редовни професор Медицинског факултета у Крагујевцу за ужу научну област Патолошка физиологија 
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