УНИВЕРЗИТЕТ У КРАГУЈЕВЦУ

ФАКУЛТЕТ МЕДИЦИНСКИХ НАУКА

НАСТАВНО-НАУЧНОМ ВЕЋУ
ИЗВЕШТАЈ КОМИСИЈЕ О ОЦЕНИ

ЗАВРШEНЕ ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ
1. ОДЛУКА НАСТАВНО-НАУЧНОГ ВЕЋА ФАКУЛТЕТА МЕДИЦИНСКИХ НАУКА УНИВЕРЗИТЕТА У КРАГУЈЕВЦУ
На седници Наставно-научног већа Факултета Медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, одржаној дана 30.10.2013.године, одлуком брoj 01-11216/3-1, формирана је Комисија за оцену и одбрану завршене докторске дисертације под називом „Утицај естрадиола, прогестерона и њихових антагониста (модулатора) на апоптозу изазвану метотрексатом и миотрексатом на ендометријалним стромалним ћелијским линијама in vitro“ кандидата др Иване Николић, у следећем саставу:

1.  проф.  др  Александар  Живановић,  редовни  професор  Факултета  медицинских  наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Гинекологија и акушерство, председник.
2.  доц.  др  Марија  Миловановић,  доцент  Факултета  медицинских  наука  Универзитета  у Крагујевцу за ужу научну област Микробиологија и имунологија, члан.
3.  проф.  др  Милица  Простран,  редовни  професор  Медицинског  факултета  Универзитета у Београду за ужу научну област Фармакологија, Клиничка фармакологија и токсикологија, члан.
Комисија је прегледала и проучила докторску дисертацију др Иване Николић и подноси Наставно-научном већу следећи 
ИЗВЕШТАЈ
2.1. 
Значај и допринос докторске дисертације са становишта актуелног стања у    одрђеној научној области

Докторска дисертација кандидата др Иване Николић под називом „Утицај естрадиола, прогестерона и њихових антагониста (модулатора) на апоптозу изазвану метотрексатом и миотрексатом на ендометријалним стромалним ћелијским линијама in vitro“ представља оригинално истраживање које се бавило испитивањем ефекта женских полних хормона и модулатора њихових рецептора на цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата у ендометријалној стромалној ћелијској линији.

Зид утеруса изграђен је од ендометријума, миометријума и серозе. Ендометријум је сачињен од ендометријалних жлезда, епителних  и ендометријалних стромалних ћелија. Улога појединачних ћелијских ентитета, посебно ендометријалних стромалних ћелија је пресудна у процесима децидуализације и имплантације заметка уз присуство нормаланог хормонског статуса. Нарушавањем морфологије и физиолошких карактеристика појединачнних ћелијских ентитета ендометријума долази до настанка различитих обољења. Као један од примера обољења који настаје као резултат промене у структури жлезданих и стромалних ћелија уз поремећен хормонски статус, јесте хиперплазија ендометријума коју карактерише прекомерни раст жлезданог и стромалног дела ендометријума са или без присутног различитог степена атипије тј морфолошких абнормалности које су удружене са ирегуларним крварењима ван периода менструационог циклуса. У истраживању које је вршено у периоду од 28 година испитивана је учесталост појаве ендометријалних хиперплазија код жена старости од 18 до 90 година. На основу резултата овог истраживања закључено је да са повећањем година старости повећава се могућност да пацијенткиња развије атипичну хиперплазију са цитолошким променама што представља увод у преканцерозно стање. Најчешћи узрок за развој ендометријалне хиперплазије представљају повишени ниво и продужено деловање полног хормона естрогена са изостанком прогестеронског дејства локално (у утерусу). Овакви узроци најчешће су удружени са обољењима као што су синдром полицистичних јајника, гојазност, све врсте тумора који секретују естроген, хипертензија, рана менарха, касна менопауза, дијабетес и многи други. Повећана стопа пролиферације ендометријалних ћелија повећава инциденцу за настанак и развој различитих видова грешака у транскрипцији гена при умножавању ћелија што неминовно резултује повећањем степена инциденце за настанак ендометријалног карцинома.  

У циљу адекватне терапије поред лечења примарног иницијалног симптома обољења (појачано крварење), акценат медикаментозне терапије треба да буде усмерен ка примарном извору тј узроку хиперплазије а то је наглашено временско деловање естрогенске компоненте на ендометријум у односу на прогестеронску компоненту. У циљу лечења хиперпластичних промена ендометријума употребљавају се различити лекови као што су: Медроксипрогестерон (испољава прогестеронски ефекат), агонисти-антагонисти Прогесетрона, СЕРМ (селективни модулатори естрогенског рецептора)-Ралоксифен, СПРМ (модулатори Прогестеронских рецептора)-Мифепристон, антиметаболити Метотрексат и остали. Поред медикаментозне терапије, хируршки приступ лечења ових промена заснива се на хистеректомији и киретажи.  

На основу наведеног, а узимајући у обзир и чињеницу да одређени репродуктивни периоди у животу жене су удружени са пратећим поремећајима у хормонској регулацији системски и локално у утерусу,  допринос ове студије огледа се у детаљној анализи и утврђивању појединачног и комбинованог утицаја женских полних хормона и модулатора њихових рецептора на цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата на ендометријалној стромалној ћелијској линији. Истраживање је засновано на савременим научним сазнањима, методолошки је добро постављено и адекватно спроведено, а проистекли резултати ће свакако омогућити знатно прецизније и потпуније разумевање утицаја појединачне и комбиноване примене женских полних хормона и модулатора њихових рецептора на цитотоксичност Метотрексата и Миотрекста.

2.2. 
Оцена да је урађена докторска дисертација резултат оригиналног научног рада кандидата у одговарајућој научној области

Увидом у доступну литературу, систематским и детаљним претраживањем доступних биомедицинских база података (PUBMED, Embase, SCIndeks), уз одговарајуће кључне речи: „апоптоза, Ралоксифен, Метотрексат, Мифепристон, бенигни тумори утеруса, СЕРМ, СПРМ“ утврђено је да до сада није спроведена јединствена студија  истог или сличног дизајна у којој је испитиван утицај женских полних хормона и модулатора њихових рецептора на цитотксичност лекова из групе антиметаболита, Метотрексата и Миотрексата (појединачно или у комбинацији) на индукцију апоптотичног процеса на ендометријалној стромалној ћелијској линији. Додатно ова студија је показала и постојање синергистичког ефекта у случају комбиноване примене појединачних нетоксичних доза одређених испитиваних лекова, чиме се зауставља раст и напредовање бенигне промене и њене евентуалне малигне трансформације активацијом механизама програмиране ћелијске смрти.

На основу наведеног, Комисија констатује да докторска дисертација кандидата           др Иване Николић под називом „Утицај естрадиола, прогестерона и њихових антагониста (модулатора) на апоптозу изазвану метотрексатом и миотрексатом на ендометријалним стромалним ћелијским линијама in vitro“ представља резултат оригиналног научног рада у области расветљавања могућих интеракција појединачне и комбиноване примене женских полних хормона и модулатора њихових рецептора на цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата у лечењу ендометријалних хиперплазија.
2.3. Преглед остварених резултата рада кандидата у одређеној научној области 

А. 
Лични подаци

Др Ивана Николић, рођена је 26.03.1981. године у Фочи, Република Српска. Основну школу и средњу медицинску школу завршила је у Крагујевцу. Медицински факултет Универзитета у Крагујевцу завршила је 2006. Године са просечном оценом 8,14. По дипломирању, завршила је и приправнички лекарски стаж и положила Стручни испит за доктора медицине. 2006. године уписала постдипломске студије – изборно подручје Хумана репродукција Медицинског факултета Универзитета у  Крагујевцу. Од Децембра 2007. до децембра 2008 године запослена је на Факултету медицинских наука у Крагујевцу у звању инструктора у настави, од 2008-2010 као стручни сарадник на предмету Биохемија и од 2010-данас запослена на Факултету медицинских наука у Крагујевцу као сарадник у звању асистента за ужу научну област Биохемија. 

Б. Списак објављених радова (прописан минимални услов за одбрану  докторске дисертације)

1. Nikolic I, Kastratovic T, Zelen I, Zivanovic A, Arsenijevic S and Mitrovic M. Cytosolic pro-apoptotic SPIKE induces mitochondrial apoptosis in cancer. Biochem Biophys Res Commun 2010; 395(2):225-231. (M23-3 бода) 
2. S. Popovic, D. Baskic, P. Djurdjevic, I. Zelen, M. Mitrovic, I. Nikolic, D. Avramovic, M. Radenkovic, N. Arsenijevic. Endoplasmic reticulum stess-associated caspases-4 and -2 mediates Korbazol-induced CLL cell apoptosis. J BUON 2010; 15:783-790. (M23-3 бода)
3. Volarevic V, Mitrovic M, Milovanovic M, Zelen I, Nikolic I, Mitrovic S, Pejnovic N, Arsenijevic N. and Lukic M. Protective role of IL-33/ST2 axis in Con A-induced hepatitis. Journal of Hepatology 2012; 56(1):26-33. (M21-8 бодoвa) 
4. Зарић М, Митровић М, Николић И, Поповић С, Ђурђевић П, Баскић Д, Зелен И. Испитивање активности супероксид дизмутазе, каталазе и глутатион пероксидазе у плазми и лизатима лимфоцита оболелих од хроничне лимфоцитне леукемије. Медицински часопис, Српско лекарско друштво, Окружна подружница Крагујевац, 2011;45(2):9 -16. (М52-1.5 бод)
5. Ivana Nikolic, Marina Mitrovic, Ivanka Zelen, Milan Zaric, Tatjana Kastratovic, Marijana Stanojevic, Milutin Nenadovic, Tomislav Stojanovic. Inhibitory role of monovalent ions on rat brain cortex adenylyl cyclase activity. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry 2013;28(5):1061-6. (M23-3 бода)
6. Petrovic A, Nikolic I, Zaric M, Zelen I, Jovanovic D, Milosavljevic Z, Kastratovic T, Colic M, Andjelkovic M and Mitrovic M. Serum deprivation induces apoptotic cell death in ThESC cell line. Ser J Exp Clin Res 2013;14(1):23-8. (M52 - 1,5 бод)

2.4. 
Оцена о испуњености обима и квалитета у односу на пријављену тему

Наслов докторске дисертације и урађеног истраживања се поклапају. 
Докторска дисертација кандидата др Иване Николић под називом „Утицај естрадиола, прогестерона и њихових антагониста (модулатора) на апоптозу изазвану метотрексатом и миотрексатом на ендометријалним стромалним ћелијским линијама in vitro“ написана је на 132 стране и садржи следећа поглавља: Увод, Циљеви истраживања, Материјал и методе, Резултати, Дискусија, Закључци и Литература. Рад садржи 2 табеле, 23 графикона, 16 слика и 241 библиографских јединица.
У уводном делу и теоретском разматрању, концизно и јасно изложена су актуелна сазнања о поремећајима морфологије ендометријалних градивних компоненти, улози женских полних хормона у одражавању нормалне морфологије као и обољењима која настају као резултат поремећаја хормонског баланса, поремећаја у морфологији ендометријума која резултују настанком преканцерозних стања. Посебан акценат стављен је на употребу медикаментозних тако и немедикаментозних терапијских поступака који се примењују код поремећаја ендометријалне морфологије.
У следећем поглављу јасно су изложени циљеви истраживања обухваћени овом тезом. Примарни циљ студије био је утврђивање појединачног и комбинованог ефекат женских полних хормона (Естрогена и Прогестерона) као и модулатора њихових рецептора на цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата на ендометријалној стромалној ћелијској линији.
У поглављу Материјал и методе прецизно је описана ћелијска линија као и испитиване супстанце чије је дејство анализирано и испитивано. Истраживање је вршено на ендометријалној стромалној ћелијској линији која је изолована од пацијенткиње са миомом утеруса. Сви подаци везани за одржавање ћелијске линије као и методологија која је коришћена приликом прављења различитих концентрација испитиваних супстанци детаљно су описани у овом поглављу. 
Методологија рада је адекватно формулисана, прецизно објашњена и подударна са оном наведеном у пријави докторске дисертације. Савремени методолошки приступ као и улога коришћених метода (FACS анализа и одређивање експресије и локализације анти апоптотичних и проапоптотичних протеина користећи методу имунофлуоросценције) детаљно су описани у поглављу Материјал и Методе. Контролну групу су чиниле ThESC ћелије (ендометријалне стромалне ћелије) које нису третиране испитиваним супстанцама,  док су експерименталну групу ћелија чиниле ThESC ћелије (ендометријалне стромалне ћелије)  које су третиране појединачним и комбинованим третманом уз коришћење различитих доза испитиваних супстанци. У истраживању вршено је упоређивање параметара вијабилности и параметара програмиране ћелијске смрти између контролне и експерименталне групе ћелија. Експерименталне групе ћелија обухватиле су ћелије које су појединачно третиране различитим дозама испитиваних супстанци (Естроген, Прогестерон, Ралоксифен, Мифепристон, Метотрексат и Миотрексат) као и ћелије које су третиране комбинованом применом испитиваних лекова у одређеним концентрацијама (Естроген/Ралоксифен, Ралоксифен/Естроген, Ралоксифен и Естроген истовремено, Ралоксифен/Метотрексат (Миотрексат), Метотрексат (Миотрексат)/Ралоксифен, Естроген/Метотрексат (Миотрексат), Естроген/ Ралоксифен и Метотрексат (Миотрексат) истовремено, Ралоксифен и Естроген истовремено потом Метотрексат (Миотрексат), Ралоксифен потом Естроген и Метотрексат (Миотрексат) истовремено при чему се комбиновани ефекат понавља при испитивању Прогестерона и Мифепристона). У овом поглављу прецизно су наведене статистичке процедуре коришћене у анализи података добијених у испитивању.
Резултати истраживања су систематично приказани и добро документовани табелама и графиконима. У спроведеном истраживању утврђено је да све испитиване супстанце испољавају цитотоксични ефекат на ендометријалну стромалну ћелијску линију, да комбинована примена женског полног хормона Естрогена и селективног модулатора естрогенских рецептора Ралоксифена повећава појединачну цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата, да предтретман нетоксичним дозама Метотрексата или Миотрексата потом  Ралоксифена у дози од 10-9М узрокује повећање цитотоксичног ефекта Метотрексата или Миотрексата (интерреакција Метотрексата или Миотрексата са Ралоксифеном амплификује и статистички значајно повећава цитотоксични ефекат). Такође резултати истраживања указују на то да комбинована примена Прогестерона и Мифепристона умањује цитотоксичне ефекте испитиваних супстанци (могући антагонистички ефекат). Резултати истраживања су такође показали механизам одвијања програмиране ћелијске смрти - апоптозе помоћу испитиваних супстанци. Апоптотични процес одвија се активацијом унутрашњег, митохондријалног пута апоптозе који резултује смањењем експресије цитоплазматског Bcl-2 протеина, повећањем експресије и активацијом BAXа као и повећањем експресије активне каспазе 3.
У поглављу Дискусија детаљно су објашњени резултати истраживања и упоређени са литературним подацима других аутора из ове области. Коментари добијених резултата су језгровити, а начин приказивања података чини их прегледним и разумљивим. 

На основу претходно изнетих чињеница, Комисија сматра да завршена докторска дисертација кандидата др Иване Николић под називом „Утицај естрадиола, прогестерона и њихових антагониста (модулатора) на апоптозу изазвану метотрексатом и миотрексатом на ендометријалним стромалним ћелијским линијама in vitro“ по обиму и квалитету израде одговара пријављеној теми дисертације.
2.5. 
Научни резултати докторске дисертације

Најзначајнији резултати истраживања садржани су у следећим закључцима:
-
Све испитиване супстанце испољавају цитотоксични ефекат на ендометријалну стромалну ћелијску линију

-
Ефекат женског полног хормона Естрогена и селективног модулатора естрогенских рецептора Ралоксифена  на цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата усмерена је у правцу повећања цитотоксичног ефекта (могући механизам у смислу узајамног синергистичког ефекта)

-
Апликацијом нетоксичних доза Метотрексата или Миотрексата потом  Ралоксифена у дози од 10-9М долази до појаве повећања цитотоксичног ефекта Метотрексата или Миотрексата (интерреакција Метотрексата или Миотрексата са Ралоксифеном амплификује и значајно повећава цитотоксични ефекат)

-
Прогестерон и модулатор прогестеронског рецептора Мифепристон, комбинованом применом умањују цитотоксичне ефекте испитиваних супстанци (могући антагонистички ефекат)

-
Механизам апоптозе испитиваних супстанци одвија се активацијом митохондријалног пута (смањењем експресије цитоплазматског Bcl-2 протеина, као и повећањем у експресији BAX протеина и активне каспазе3)

-
Потребно је испитати механизме активације и индукције апоптотичних механизама који се одвијају под дејством испитиваних лекова на осталим ћелијским линијама тумора као и на животињским моделима људских болести.
2.6. Примењивост и корисност резултата у теорији и пракси
Узимајући у обзир чињеницу да медикаментозне и неинвазивне методе које се користе у лечењу ендометријалних хиперплазија не испољавају селективност у погледу локалног деловања на утерус као и то да дововоде до појаве резистентости промене на  лекове, добијени резултати истраживања дају веома важан допринос бољем познавању интеракција између женских полних хормона и модулатора њихових рецептора на цитотоксичност Метотрексата и Миотрексата на ендометријалној стромалној ћелијској линији. Такође је битно нагласити да комбинованом применом нетоксичних доза испитиваних лекова, долази до активирања програмиране ћелијске смрти ThESC ћелија, што би резултовало смањењем величине промене и заустављањем пролиферативног процеса са пратећим заустављањем крварења. Адекватно познавање поменутог утицаја може бити од великог практичног значаја у терапијском избору комбиноване примене испитиваних лекова код бенигних промена утеруса, ендометријалне хиперплазије, миома и других. 
2.7. 
Начин презентовања резултата у научној јавности 

Коначни резултати добијени током израде докторске дисерације ће бити публиковани у часопису међународног значаја и презентовани на научним и стручним скуповима у форми усмене или постер презентације.

ЗАКЉУЧАК

Комисија за оцену и одбрану завршене докторске дисертације кандидата др Иване Николић под називом „Утицај естрадиола, прогестерона и њихових антагониста (модулатора) на апоптозу изазвану метотрексатом и миотрексатом на ендометријалним стромалним ћелијским линијама in vitro“ сматра да је истраживање у оквиру тезе засновано на савременим сазнањима и прецизно осмишљеној методологији, и да је адекватно и прецизно спроведено. Добијени резултати су прегледни, јасни, добро продискутовани и дају значајан допринос у решавању актуелне проблематике.

Комисија сматра да докторска дисертација кандидата др Иване Николић урађена под менторством доц. Марине Митровић представља оригинални научни допринос и од великог је како научног, тако и практичног значаја у третману пацијенткиња са ендометријалним хиперплазијама.


Комисија са задовољством предлаже Наставно-научном већу Факултета Медицинских наука Универзитета у Крагујевцу да докторска дисертација под називом „Утицај естрадиола, прогестерона и њихових антагониста (модулатора) на апоптозу изазвану метотрексатом и миотрексатом на ендометријалним стромалним ћелијским линијама in vitro“ кандидата др Иване Николић буде позитивно оцењена и одобрена за јавну одбрану.
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