УНИВЕРЗИТЕТ У КРАГУЈЕВЦУ
ФАКУЛТЕТ МЕДИЦИНСКИХ НАУКА

НАСТАВНО-НАУЧНОМ ВЕЋУ

ИЗВЕШТАЈ КОМИСИЈЕ О ОЦЕНИ ЗАВРШЕНЕ

ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ
На седници Наставно-научног већа Факултета медицинских наука у Крагујевцу, одржаној дана 25.12.2013. године, одлуком бр. 01-13901/3-14 формирана је Комисија за оцену и одбрану завршене докторске дисертације под називом „Експресија p16, p53 и VEGF и цитокински профил у колоректалном карциному и инфламаторним болестима црева“ кандидата Асс. др Наташе Здравковић, у следећем саставу:
1. Проф. др Небојша Арсенијевић, редовни професор за уже научне области Микробиологија и имунологија и Основи онкологије Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, председник

2. Доц. др Гордана Радосављевић, доцент за ужу научну област Микробиологија и имунологија Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, члан

3. Проф. др Срђан Ђурановић, ванредни професор за ужу научну област Интерна медицина Медицинског факултета Универзитета у Београду, члан  

Комисија је прегледала и проучила докторску дисертацију Асс.др Наташе Здравковић и подноси Наставно-научном већу следећи 

ИЗВЕШТАЈ
2.1. Значај и допринос докторске дисертације са становишта актуелног стања у одређеној научној области
Докторска дисертација кандидата Асс. др Наташе Здравковић под називом „Експресија p16, p53 и VEGF и цитокински профил у колоректалном карциному и инфламаторним болестима црева“ представља истраживање базирано на веома значајној и интересантној проблематици везаној за експресију туморских маркера (p53, p16 иVEGF) у ткиву и цитокинском профилу и имунским променама код болесника са малигномима и инфламаторним болестима црева. 

Хронично запаљење блиско је повезано са развојем и прогресијом тумора на више начина. Један од примера директне везе инфламације и тумора je хроничнa инфламаторнa болест црева, као што je улцерозни колитис и Кронова болест, код којих постоји повећан ризик за развој тумора колоректалне регије. Током хроничног запаљења, инфилтришуће ћелије имунског система ослобађањем азот моноксида и слободних радикала индукују директно оштећење ДНК и инхибирају апоптозу чиме изазивају малигну трансформацију ћелија. Код неких типова тумора, претпоставља се да и саме генетичке промене (активација онкогена и инактивација тумор-супресорских гена) током малигне трансформације фаворизују развој хроничне инфламације у туморској микросредини. Малигне ћелије активацијом транскрипционих фактора, међу којима најзначајнији су NF-κB (од енгл. Nuclear Factor-κB) STAT3 (од енгл. Signal Transducer and Activator of Transcription 3) и HIF1α (од енгл. Hypoxia-Inducible Factor 1α), координирају продукцију про-инфламаторних цитокина, хемокина и про-ангиогених фактора. Велика количина про-инфламаторних цитокина које ослобађају малигне ћелије али и тумор инфилтришући леукоцити доприносе развоју и прогресији тумора. 

Поједина истраживања су показала да IL-23 и IL-17,као про-инфламаторни цитокини, потпомажу запаљење црева и присутни су у високом нивоу код болесника са инфламаторним болестима црева.Осим тога, активација IL-23/IL-17 пута стимулише развој и раст тумора тако што индукује локалну запаљенску реакцију. Заједно са другим про-инфламаторним цитокинима (TGF-β, IL1 и IL6), IL17 стимулише инфилтрацију неутрофила и макрофага у туморско ткиво. У туморској микросредини, ове ћелије продукују MMPs(од енгл. Matrix Metallo-Proteases) које стимулишу ремоделирање ткива, ангиогенезу и раст тумора. 
Један од главних ангиогених медијатора, који стимулише пролиферацију и миграцију ендотелних ћелија крвних судова је Фактор раста васкуларног ендотела (VEGF; од енгл. Vascular Endothelial Growth Factor). Карактеристична хипоксија, присутна како у колоректалном карциному тако и у инфламаторним болестима црева, стимулише повећану синтезу VEGF помоћу транскрипционог фактора HIF-1α. VEGF као мултифункционалан протеин, има важну улогу у патогенези малигних обољења делујући на више начина: 1) првенствено у неоангиогенези и лимфангиогенези 2) пенетрацији малигних ћелија у циркулацију и њиховој дисеминацији 3) у анергији анти-туморског имунског одговора. Постоје бројна истраживања која доказују да већина тумора продукује висок ниво VEGF и да његова неутрализација значајно инхибира неоангиогенезу и раст тумора. p53 и p16, по функцији тумор-супресорски имају двојну улогу у регулацији ангиогенезе. Нормални облици p53 и p16 смањујући експресију VEGF инхибирају ангиогенезу, док мутирани облициповећавају његову синтезу и стимулишу ангиогенезу. Учесталост мутација p53 и p16 расте са степеном хистолошких промена слузнице дебелог црева код запаљенских обољења и претходи појави малигнитета. Претпоставља се да је оксидативни стрес у колоректалном карциному и инфламаторним болестима црева, битан посредник мутација p53. 

Многа истраживања указују на повезаност Тh1 имунског одговора и регресије тумора, док се прогресија тумора повезује са Тh2 имунским одговором. Код запаљенских и малигних болести дебелог црева запажено је да постоји дисбаланс Тh1/ Тh2 имунског одговора са скретањем у правцу Тh2 имунског одговора.

Улога тумор супресорских гена у патогенези инфламаторних болести црева и колоректалном карциному и цитокински профил ових болесника је до сада већ добро познат. Ипак међусобна интеракција сва три ткивна маркера (p53, p16 иVEGF) и у односу на цитокински профил нису скоро уопште испитивани.

.
2.2.Оцена да је урађена докторска дисертација резултат оригиналног научног рада кандидата у одговарајућој научној области
Прегледом доступне литературе,као и увидом у биомедицинске базе података "Medline" и "Cochranedatabaseofsystematicreviews"помоћу одговарајућих кључних речи:„colorectalcancer“, „inflammatory bowel disease“, „Th1immune response“, „Th2immune response“, „Th17immune response“, „p16“, „p53“, „VEGF“, утврђеноједа до сада није била спроведена слична свеобухватна студија која је испитивала ефекат сва три ткивна маркера. 

На основу тога, Комисија констатује да докторска дисертација кандидата Асс. др Наташе Здравковићпод називом "Експресија p16, p53 и VEGF и цитокински профил у колоректалном карциному и инфламаторним болестима црева ",  представља резултат оригиналног научног рада на пољу истраживања у области имунологије и гастреонтерологије.
2.3. 
Преглед остварених резултата рада кандидата у одређеној научној области
А. Лични подаци
Наташа Здравковић рођена је 14.07.1973. године у Крагујевцу, општина Крагујевац, Р Србија, где је заршила основну и средњу школу.Опште студије медицине завршила је 1999. године на Медицинском факултету у Крагујевцу, са просечном оценом у току студија 8,94 и стекла звање доктора медицине.Специјалистичке студије из Интерне медицине завршила  је 2004. године на Медицинском факултету у Крагујевцу, са оценом 5,00 и стекла звање специјалисте интерне медицине.Субспецијалистичке студије из интерне медицине, област гастроентерохепатологије завршила је2009. године, са оценом 10,00 и стекла звање субспецијалисте гастроентерохепатолога. Од 2000. године је у  сталном радном односу у Клиничком центру Крагујевац, од 2004. године као лекар специјалиста интерне медицине, од 2009. године као субспецијалиста гастроентерохепатолог.Од  2008. године запослена је на Факултету медицинских наука у Крагујевцу у звању  сарадника за ужу научну област интерна медицина. 2011.и 20013. године бирана је у звање асистента за ужу научну област Интерна медицина. 

Б. 
Списак објављених радова (прописани минимални услов за одбрану докторске дисертације)
Др Наташа Здравковић је аутор и коаутор у 3 рада настала као резултат оргиналног научноистраживачког рада од којих је један објављен у часопису са „СЦИ листе“ категорије М22и два рада у домаћим часописима категорије М53 и М52 који су цитирани у међународним базама података (EMBASE, SCOPUS, Index Copernicus) чиме је испунила прописани услов за одбрану докторске дисертације. Осим тога, аутор је или коаутор радова, који су у форми сажетка публиковани у међународним или националним часописима, на међународним и домаћим конгресима и скуповима. 
1. Anđelkovic M, Jovanovic DB, Zdravkovic N. Gallbladder Emptyng in Patients with Major Depression. A Case Series. Pharmacopsychiatry 2011; 44(5): 165-192. (М22-5 бодова)
2. Zdravkovic N, Zivic Z, Grbovic V. Primarni maligni melanom jednjaka- prikaz bolesnika. Medicinski časopis 2010; 2:20-23. (М53-1 бод)
3. Zdravkovic N,Nikolic D, Miloševic Z, Themis E,Parodi O and Filipovic N. Computer modeling of restenosis and heating stent thermal effects in the coronary artery. Journal of the Serbian Society for Computational Mechanics 2013; 1(7) ( in press). (М52-1,5 бодa)
2.4.
Оцена о испуњености обима и квалитета у односу на пријављену тему


Наслов докторске дисертације и спроведеног истраживања се поклапају. Циљеви истраживања и методологија су идентични са одобреним у пријави тезе.


Докторска дисертација Асс. др Наташе Здравковић„Експресија p16, p53 и VEGF и цитокински профил у колоректалном карциному и инфламаторним болестима црева“ садржи следећа поглавља:увод, циљеви и хипотезе, материјал и методе, резултати, дискусија, закључци и литература. Докторска дисертација написана је на 178 страницаи садржи 4 слике, 19 графикона, 29 табела, а поглавље литература садржи 414 цитираних библиографских јединица.


У поглављу „Увод“, аутор јасно, прецизно и свеобухватно износи досадашња сазнања и указује на актуелну проблематику из области етиопатогенезе инфламаторних болести црева. Кроз неколико поглавља дати су најбитнији и најактуелнији подаци о инфламаторним болестима црева и колоректалном карциному (типови имунског одговора, дефиниција,епидемиологија,генетика, патогенеза, активност и екстензивност инфламаторних болести црева, компликације и екстраинтестиналне манифестације инфламаторних болести црева, IBD колоректална карциногенезамолекуларна генетика спорадичних колоректалних карцинома, класификација и фактори прогнозе колоректалног карцинома) са посебним освртом на цитокински профил и тумор супресорске гене који су кључни за колоректалну карциногенезу као што су ген p53 и ген p16. Посебно је важан детаљан опис васкуларног ендотелијалног фактора раста (VEGF) који има доминантну улогу упатолошкој ангиогенези код инфламаторних болести црева и у процесу карциногенезе а који је био предмет истраживања. 

У другом поглављу докторске дисертације, јасно су изложени циљеви истраживања, конкретни задаци који су у складу са постављеним циљевима и хипотезе истраживања. Основни циљ истраживања је анализа експресије p16, p53 и VEGF у циљном ткиву болесника са инфламаторним болестима црева и колоректалним карциномом, као и испитивање њиховог евентуалног ефекта на модулацију имунског одговора. У складу са основним циљем анализирани су: 1. Корелација експресијеp16, p53 и VEGF у циљном ткиву са клиничко патолошким карактеристикама болесника са инфламаторним болестима црева и колоректалним карциномом; 2. Одређивање серумских концетрација TNF-α, TGF-β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IL-27 и IFN-γ, као и односа контрарегулаторних цитокинаIFN-ɤ/IL4, IFN-γ/TGF-β, IFN-γ/IL-10, IL-17/IL-10, IL-6/TGF-β, IL-27/IL-17 иIL-17/TGF-β код болесника са инфламаторним болестима црева и колоректалним карциномом; 3. Корелација серумских вредности цитокинаTNF-α, TGF-β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IL-27 и IFN-γ и односа контрарегулаторних цитокина IFN-ɤ/IL4, IFN-γ/TGF-β, IFN-γ/IL-10, IL-17/IL-10, IL-6/TGF-β, IL-27/IL-17 иIL-17/TGF-β са клиничко патолошким карактеристикама болесника са инфламаторним болестима црева и колоректалним карциномом; 4. Корелација серумских вредности цитокина TNF-α, TGF-β, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IL-27 и IFN-γ и односа контрарегулаторних цитокина IFN-ɤ/IL4, IFN-γ/TGF-β, IFN-γ/IL-10, IL-17/IL-10, IL-6/TGF-β, IL-27/IL-17 иIL-17/TGF-β са експресијом p16, p53 и VEGF у циљном ткиву болесника са инфламаторним болестима црева и колоректалним карциномом.

Материјал и методологија подударни су са наведеним у пријави докторске дисертације и презентовани су на одговарајући начин. Истраживање  је спроведено као компаративна-експериментална студија током које су се упоређивали тестирани параметри у експерименталним и контролним групама испитаника.Истраживање је спроведено у Центру за гастроентерохепатологију, Клиничког центра Крагујевац и у Центру за молекулску медицину и истраживање матичних ћелија Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, у периоду од марта 2011. године до маја 2013. године.Спровођење студије је одобрено од стране надлежних тела: Етичког одбора, Клиничког центра Крагујевац и Етичког одбора Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу. Студија је одобрена као непрофитна клиничка студија, која се спроводи искључиво у сврхе научног истраживања. Пре било које изведене студијске процедуре, болесници су потписали образац сагласности за учешће у студији. Протокол је спроведен у складу са важећом регулативом Добре клиничке праксе (енгл. Good Clinica Practice-GCP).

У прву групу су укључени болесници којима је током колоноскопског прегледа дијагностикована инфламаторна болест црева, што је потврђено биопсијом ex tempore, укупно 29 болесника.Од 29 болесника са инфламаторним болестима црева, 24 су имала дијагностикован улцерозни колитис и 5 болесника фистулизирајућу Кронову болест. Друга група је формирана од болесника којима је током колоноскопског прегледа дијагностикован колоректални карцином, што је и  потврђено биопсијом ex tempore, укупно 75 болесника. Контролна група је сачињена од 37 испитаника, добровољних даваоца крви Клиничког центра Крагујевац. Детаљно је презентовано одређивање серумских концентрација цитокина,одговорајућим комерцијалним ELISA тестом (DuoSet, R&D Systems, Minneapolis, Minn., USA за IL-6, IL-17 и IL-27; OptEIA Set, BD Biosceiences, San Diego, CA. USA за TNF-α, TGF-β, IL-4, IL-10 и IFN-γ) као и одређивање нивоа експресијеp53, p16 иVEGF ткивних исечакаимунохистохемијском техником на парафинским исечцима, стрептавидин-биотин методом уз имунопероксидазу (ABCсистем, Avidin-Bioton peroxidase complex).
Подаци су анализирани коришћењем софтверског пакета  IMB SPSS Statistics 20. Добијени резултати су груписани и приказани, табеларно и графички. За утврђивање мера централне тенденције и варијабилитета коришћене су методе дескриптивне статистике.  Резултати су приказани као средње вредности (енгл. mean), стандардне грешке (енгл. standard error), медијане (енгл. med), перцентили (енгл. percentiles), минимум, максимум и проценти. Нормалност расподеле унутар група анализирана је  Kolmogorov-Smirnov-им и Shapiro-Wilk-овим тестовима. Уколико су вредности имале нормалну расподелу коришћен јеStudent's-ов t тест, док у случају вредности које нису имале нормалну расподелу, коришћен је непараметријски Mann-Whitney-ев и Wilcoxon-ов тест. За поређење средњих вредности једног обележја више популација коришћен је тест за вишеструку компарацију или Kruscal-Wallis-ов тест за вредности које нису пратиле нормалну расподелу и One-Way ANOVA тест за вредности са нормалном расподелом. Јачине и смера повезаности између варијабли су одређивани и тумачени Pirson-овим и Spirman- овим коефицијентом корелације. За утврђивање зависности између варијабли коришћен је χ2 тест. За оцену хомогености варијанси коришћен је Levin-ов тест једнакости варијанси (да ли је једнака варијанса (променљивост) резултата у две групе података.За приказ односа сензитивности и специфичности и да ли неко обележје може да буде маркер за неку појаву коришћена је крива оперативне карактеристике примаоца (енгл. Receiver operating characteristic curve- ROC curve). Све статистичке анализе у овом раду су урађене са интервалом поверења од 95%. Резултати статистичке анализе су прихваћени као статистички значајни, уколико  је ниво вероватноће нулте хипотезе < 5%, односно уколико је значајност теста p<0,05. 

Резултатиистраживања су систематично приказани и добро документовани табелама и сликама.Код болесника са улцерозним колитисом са дијагностикованим екстраинтестиналним манифестацијама и компликацијама болести, показана је предоминација проинфламаторних, уз снижене серумске вредности антиинфламаторних цитокина. Такође су измерене више системске вредности TNF-α код болесника са улцерозним колитисом и позитивном експресијом p16 и VEGF у инфламираној слузници колона, као и повишене системске вредности IL-6 код болесника са позитивном експресијом p16, p53 и VEGF у инфламираној слузници колона. Највећи проценат болесника са улцерозним колитисом и хистолошким променама слузнице III степена је имао позитивну екпресију p16, p53 и VEGF.  Код болесника са Кроновом болешћу су показане више системске вредности TNF-α, IL-6, као и односаIL-6/TGF-β и IL-17/TGF-β, у односу на болеснике са улцерозним колитисом. Позитивна експресија p16 и p53 у инфламираној слузници колона је дијагностикована код већег процента болесника са Кроновом болешћу, у односу на болеснике са улцерозним колитисом. 

Измерене су снижене системске вредности проинфламаторних, уз повишене вредности имуносупресивних цитокина код болесника са колоректалним карциномом и позитивном експресијом VEGF у туморском ткиву. Вредности односа IFN-γ/IL-10 су значајно ниже код болесника са колоректалним карциномом и позитивном експресијом p16, p53 и VEGF у туморском ткиву. Такође су показане више системске вредности IL-4 код болесника са колоректалним карциномом и позитивном експресијом p16 у туморском ткиву, као и код истовремене експресије p16 и p53.

Анализа болесника са улцерозним колитисом и колоректалним карциномом је детектовала, већи проценат болесника са колоректалним карциномом са позитивном експресијом p16, p53 и VEGF у туморском ткиву, у односу на болеснике са улцерозним колитисом. Више вредности IL-4 су измерене у серуму болесника са улцерозним колитисом. Серумске вредности IL-17 су значајно више код болесника са колоректалним карциномом. 

У поглављу Дискусија детаљно суобјашњени резултати истраживања и упоређени са литературним подацима других аутора из ове области. Дата су и могућа објашњења добијених резултата у светлу познатих чињеница које се односе на испитивану проблематику. Коментари резултата су језгровити, а начин приказивања чини их прегледним и разумљивим. 

Литература је потпуно адекватна по обиму и садржини. Наведене су најзначајније студије у овој области, у међународним оквирима, како оригинални радови тако и прегледни чланци.

На основу претходно изнетих чињеница, Комисија сматра да завршена докторска дисертација кандидата Др. Наташе Здравковић под називом „Експресија p16, p53 и VEGF и цитокински профил у колоректалном карциному и инфламаторним болестима црева“, по обиму и квалитету израде у потпуности одговара пријављеној и одобреној теми дисертације.

2.5. 
Научни резултати докторске дисертације
Експерименти приказани у овом раду по први пут указују на потенцијалну различиту улогу VEGF-а на имунски одговор у инфламацији (улцерозни колитис) и расту тумора (колоректални карцином).

Код болесника са улцерозним колитисом појачан системски проинфламаторни имунски одговор је у позитивној корелацији са тежином болести и локалном ткивном ангиогенезом. Код болесника са колоректалним карциномом локална ткивна ангиогенеза је у негативној корелацији са системским проинфламаторним имунским одговором. 

Закључак је изведен на основу следећих експерименталних доказа: 

1. Више системске вредности IL-6 и односа контрарегулаторних цитокина IL-17/IL-10 код болесника са улцерозним колитисом са дијагностикованим екстраинтестиналним манифестацијама болести, указују на развој Тh17 имунског одговора;

2. Снижене серумске вредности имуносупресивног IL-10 и повишене вредности односа контрарегулаторних цитокина IFN-γ/IL-10, као и позитивна корелација TNF-α са хистолошким градусом код болесника са улцерозним колитисом и постојањем компликација, указују на појачан тип 1 имунски одговор;

3. Експресија антионкогена p16 и p53 је у позитивној корелацији са експресијом фактора онкогенезе-VEGF и више серумске вредности проинфламаторних цитокина TNF-α и IL-6 измерене су код болесника са улцерозним колитисом и позитивном експресијом сва три ткивна маркера (p16, p53, VEGF);

4. Већи проценат болесника са колоректалним карциномом има позитивну експресију маркера p16, 53 и VEGF у односу на болеснике са улцерозним колитисом и експресија антионкогена p16 и p53 је у позитивној корелацији са експресијом фактора онкогенезе-VEGF;

5. Снижене системске вредности проинфламаторног цитокина IFN-γ и повишене вредности имуносупресивног IL-10 измерене су код болесника са колоректалним карциномом и позитивном експресијом VEGF.

2.6. Примењивост и корисност резултата у теорији и пракси
Резултати добијени у овој студији представљају добру полазну тачку за даље испитивањеулоге про-инфламаторних и имуносупресивних цитокина у локалној и системској модулацији анти-туморског имунског одговора и коначно могу пружити нове приступе у имуно-терапијској стратегији малигних обољења.
Резултати ове студије недвосмислено указујуда појединачна и комбинованаекспресијатуморских маркера у ткиву има значајну улогу у онкогенези колоректалног карцинома. Значај студије је и у откривању везе између одређеног имунског статуса особе и клиничко-патолошких карактеристика болести.

Експерименти приказани у овом раду по први пут указују на потенцијалну различиту улогу VEGF-а на имунски одговор у инфламацији (улцерозни колитис) и расту тумора (колоректални карцином).Код болесника са улцерозним колитисом појачан системски проинфламаторни имунски одговор је у позитивној корелацији са тежином болести и локалном ткивном ангиогенезом. Код болесника са колоректалним карциномом локална ткивна ангиогенеза је у негативној корелацији са системским проинфламаторним имунским одговором. 

2.7. 
Начин презентирања резултата научној јавности 
Планирано је да резултати овог истраживања буду публиковани као оригинално истраживање у часописимаод међународног значаја, односно презентовани на научним и стручним скуповима у форми усмене или постер презентације.
ЗАКЉУЧАК

Комисија за оцену завршене докторске дисертације кандидата Асс. др Наташе Здравковић под називом „Експресија p16, p53 и VEGF и цитокински профил у колоректалном карциному и инфламаторним болестима црева“, оцењује да је истраживање у оквиру тезе утемељено на актуелним сазнањима и валидној методологији и да је прецизно и адекватно спроведено.Добијени резултати су прегледни, јасни и добро продискутивани.

Комисија сматра да докторска дисертација Асс. др Наташе Здравковић, урађена под менторством доц. др Ивана Јовановића, представља оригинални научни допринос у потпунијем сагледавању патогенезе инфламаторних болести црева и потенцијалној улози ткивних маркераp53, p16 и VEGFкао прогностичких маркера агресивности и метастатског потенцијала колоректалног карциномаи показатеља степена активности инфламаторних болести црева.

На основу свега изложеног Комисија са задовољством предлаже Наставно-научном већу Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу да докторска дисертација под називом „Експресија p16, p53 и VEGF и цитокински профил у колоректалном карциному и инфламаторним болестима црева“ кандидата Асс. др Наташе Здравковић буде позитивно оцењена и одобрена за јавну одбрану.

Чланови Комисије:

1. Проф. др Небојша Арсенијевић, редовни професор Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за уже научне области Микробиологија и имунологија и Основи онкологије - председник 
_____________________________________________________________________
2. Доц. др Гордана Радосављевић, доцент Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, за уже научне области Микробиологија и имунологија - члан 
_____________________________________________________________________

3. Проф. др Срђан Ђурановић, ванредни професор Медицинског факултета Универзитета у Београду, за ужу научну област Интерна медицина -члан 
.
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