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Bbpoj 3axreBa:15/218-1 BERY HAYUYHUX OBJIACTHU ITPUPOJHUX HAYKA
Jatym: 06.04.2012.

3AXTEB

3a JaBabe CarJIaCHOCTH Ha MPeAJIor TeMe JIOKTOPCKe JucepTanmje

Monumo aa, cxonHo wiany 46. ct. 5. Tau. 3. Craryra YHusepsurera y beorpany («I'macHuk
YHusep3utetan, 6poj 131/06), nare carimacHOCT Ha MPEIOT TEME IOKTOPCKE JUCEPTAIHje:

»OYyHKIMOHATHe U  uMyHodeHoTHNcke KapakrepucTuke NK  heamja
PerMOHATHUX JUM(HHUX 4YBOpPOBa 000J€JMX 0] MeJaHOMa M HHXOBa N Vitro
akTuBanuja |L-2 u 1L-15%.

HAYUYHA OBJIACT: buonoruja, buonoruja tymopa.

IHOJALM O KAHANIATY:
1. Ime, mme jeqHOT ponTeSha U TIPE3MME KaHIUIaTa:

Mp Ana M. Byaeruh

2. Ha3uB u cequiure ¢akynTera Ha KOME j€ CTEKa0 BUCOKO 00pa30Bambe:

buonomku ¢akynrer, YHusep3urer y beorpany.

3. l'onuna nunmomupama: 1999.

4. Ha3uB Marucrapcke Te3e KaHaujaara: ,,YTUla] |3-IMc-peTMHOMYHE KHUCETUHE Ha
nponudepaunjy u qudpepenunjannjy HL-60 henuja npomujenonutHe neykemuje’.

5. Ha3uB ¢akynreTa Ha KOMe je Marucrapcka Tesa of0pameHa:

buonomku ¢akynrer, Yausepsurer y beorpany.

6. l'oguna onbOpane marucrapcke Te3e:2007.

7. l'onuna 1 Ha3uB (hakynaTeTa HA KOME je KaH/IUIaT yIH1cao JOKTOPCKe cTyauje: /

Ob6asemtamo Bac ga je HacraBHo- HayyHo Behe buonomkor ¢akynrera
VYuuep3uteta y beorpany, Ha VI pemnoBHoj cemnunm opapxkanoj 06.04.2012. ron.
PasMOTPHUIIO TIPEIUIOKEHY TeMYy M 3aKJbydWJIO Jia je TeMa TOJ00Ha 3a M3pajy ITOKTOPCKE
JUcepTalyje.

Jexan buonomkor ¢akynrera

[Tpod. ap Jenena KuexxeBuh- BykueBuh
[Ipunor:
1. IIpensnor TemMe JOKTOPCKE AUCEPTAILIHjE Ca O0OPA3TOKECEHEM.
2. AKT HaJUIeKHOT TeJa (haKyaTeTa o MoJ0OHOCTH TEME 3a U3Paly TOKTOPCKE JUCEPTAIIH]E.
3. [logamu o MeHTODY.
4. Onnyka ETnaxor ogbopa MHCTUTYTA 32 OHKOJIOTH]Y U panuonorujy Cpouje.
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E-nowra: dekanat@bio.bg.ac.rs

15/218-06.04.2012.

Ha ocHoBy uwnana 128. 3akona o BucOokoM oOpa3zoBamy M wiaHa 59. cra 1. Tauka 12.
Craryra buonomxkor ¢akynrera YuuBepsutera y beorpany, HacraBno-nayuno Behe
dakynteta, Ha VI penoBHOj cennunm onpskanoj 06.04.2012. rogune, 1oHENO je

OAJYKY
IIpuxBata ce M3pemraj Kommucuje 3a OLEHY MCIYHEHOCTH YCJIOBA M HayyHe

3aCHOBAHOCTHU TeME JOKTOPCKE JAMCEepPTalUje KaHanuIaTa;

Mp Ane M. Byaeruh, nunioMupaHor MosekyjiaapHor Ouosora v ¢usmnosora, 1mnoj
HacCJIOBOM:

»DYHKIHOHAIHe 1 UMYHO(peHoTHIIcKe KapakTepucTuke NK henmja pernonannux
JuMQpHUX YBOpoBa 000J1eJIMX O] MeJIaHOMA M WHUX0Ba IN Vitro akruBauuja IL-2 u IL-
15¢.

3a MEHTOpE ce UMEHY]Y:

1. Jp TI'opnana KomweBuh, HayuHu caBeTHHK MHCTUTyTa 3a OHKOJIOTH]Y M PaTUOJIOTH]Y
Cpbuje, Banpennu npopecop Menununckor gaxkyntera Y HuBep3urtera y beorpany;

2. Hp Topmana Maruh, penoBuu mnpodecop buonomkor dakynrera YHHUBep3uUTeTa Yy
Bbeorpany, Hayunu caBeTHUK MIHCTUTYTa 32 OMOJOIIKA CTpaKuBama ,,Cunumra CtankoBuh®.

Jexan buonomkor ¢akynrera
[Tpod. ap Jenena KuexxeBuh- BykueBuh

JlocTaBUTH:
- Yuusepsutery y beorpany,
- JIOKTOpaHTYy,
MEHTOPY;
CtpyuHnoj cinyx6u dakynrera.



JHonarak y3 obpa3zar 1.
noJgA O MEHTOPY
3a KaHauaata: Mp Any Byaeruh

A. Nme u ipe3ume Menrtopa: ap I'opnana Komesuh
3Bame: HayYyHHU caBeTHUK UHcTUTYTA 32 OHKOJIOTHjY M paanojiorujy Cpouje, BaHpeanu
npogecop MeanuuHckor pakyarera Yuusep3urera y beorpaay

Crmcak pajioBa Koju KBaTu(pUKyjy MEHTOpa 3a Boh)eme TOKTOPCKE TucepTaiumje:

1. Konjevi¢ G, Mirjac¢i¢ Martinovi¢ K, Vuleti¢ A, Babovi¢ N. In-vitro IL-2 or
IFN-a-induced NKG2D and CD161 NK cell receptor expression indicates novel aspects
of NK cell activation in metastatic melanoma patients. Melanoma Res. 2010
Dec;20(6):459-67

2. Konjevi¢ G, Mirjaci¢ Martinovi¢ K, Vuleti¢ A, Radenkovi¢ S. Novel aspects of
in vitro IL-2 or IFN-a enhanced NK cytotoxicity of healthy individuals based on
NKG2D and CD161 NK cell receptor induction. Biomed Pharmacother. 2010
Dec;64(10):663-71.

3. Konjevi¢ G, Mirjaci¢ Martinovi¢ K, Vuleti¢ A, Jurisi¢ V, Spuzi¢ 1.

Distribution of several activating and inhibitory receptors on CD3-CD16+ NK cells
and their correlation with NK cell function in healthy individuals. J Membr Biol.
2009 Aug;230(3):113-23.

4. Konjevi¢ G, Jovi¢ V, Vuleti¢ A, Radulovi¢ S, Jeli¢ S, Spuzi¢ I. CD69 on CD56+
NK cells and response to chemoimmunotherapy in metastatic melanoma. Eur J Clin
Invest. 2007 Nov;37(11):887-96.

5. Konjevi¢ G, Mirjaci¢ Martinovi¢ K, Jurisi¢ V, Babovi¢ N, Spuzi¢ 1. Biomarkers

of suppressed natural killer (NK) cell function in metastatic melanoma: decreased
NKG2D and increased CD158a receptors on CD3-CD16+ NK cells. Biomarkers. 2009
Jun;14(4):258-70.

b. Ume n npezume mentopa: Ap I'opapana MaTuh
3Bame: penoBHH npogdecop buosomxkor gaxkyarera Yuusep3urera y beorpany , Hayuynn
caBeTHUK MHcTHTYTA 32 OMONIOIIKA HCeTp:)KMBakba CuHnma Crankosuh,

Crnmcak pamoBa Koju KBaTu(UKyjy MEHTOpA 3a BOhEHe TOKTOPCKE AUCEepTaIHje:

1. Savic D, Knezevic G, Damjanovic S, Spiric Z, Matic G. The role of personality
and traumatic events in cortisol levels - Where does PTSD fit in?
Psychoneuroendocrinology. 2011 Nov 29.

2. Milutinovi¢ DV, Macut D, Bozi¢ I, Nestorov J, Damjanovi¢ S, Mati¢ G.
Hypothalamic-pituitary-adrenocortical axis hypersensitivity and glucocorticoid
receptor expression and function in women with polycystic ovary syndrome. Exp
Clin Endocrinol Diabetes. 2011 Nov;119(10):636-43.



3. Djordjevic A, Djordjevic J, Elakovi¢ I, Adzic M, Mati¢ G, Radojcic MB.
Fluoxetine affects hippocampal plasticity, apoptosis and depressive-like behavior
of chronically isolated rats. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry. 2012 Jan
10;36(1):92-100.

4. Elakovi¢ I, Djordjevic A, Adzic M, Djordjevic J, Radojc¢i¢ M, Mati¢ G.
Gender-specific response of brain corticosteroid receptors to stress and
fluoxetine. Brain Res. 2011 Apr 12;1384:61-8. Epub 2011 Jan 31.

5. Macut D, Vojnovi¢ Milutinovi¢ D, Bozi¢ I, Mati¢ G, Brkljaci¢ J, Panidis D,

Damjanovi¢ S. Age, body mass index, and serum level of DHEA-S can predict
glucocorticoid receptor function in women with polycystic ovary syndrome.
Endocrine. 2010 Feb;37(1):129-34.

Jaokpyxutu oarosapajvhy onuumjy (A, b, B, wiu IN):

A) Y ciyuajy MEHTOpCTBa JMCEpTaIlHje Ha JOKTOPCKUM CTyIHjaMa y TPyMalujd TEXHHYKO-
TEXHOJIOMIKKX, MPUPOJHO-MATEMAaTUYKUX M MEAMLIMHCKUX HayKa MEHTOp Tpeba Ja mma
Hajmame Tpu panaa ca SCI, SSCI, AHCI wu SCle nucte, kao u Math-Net.Ru nwucre.

bB) V ciyuajy MeHTOpCTBa ucepTanyje Ha JOKTOPCKUAM CTyAHMjaMa y TPYHaIHjH IpYIITBEHO-
XYMaHMCTHYKMX HayKa MEHTOp Tpeba Ja MMa HajMame TpU paja ca pelieBaTHE JIUCTE
HayyHUX 4daconuca (PeneBanTHa jnucra HayyHux wacomuca obyxsara SCI, SSCI, AHCI wu SCle
qucte, kao u ERIH nucry, nmcry vacomnmca koje je MUHHCTapCTBO 3a HayKy KJIacH(PUKOBAIO Kao
M24 u nopatHy nucty yacomwca, kojy he Ha npemior YHuBep3uTeTa qoHeTd HanmonanHu caser 3a

BHCOKO oOpa3zoBame. [loceOHO ce BpenHyjy u MoHorpaduje Koje MUHHCTApCTBO HayKe KIAaCHU(UKYje
kao M11, M12, M13, M14, M41, u M51.)

Y cayyajy u3paje AOKTOPCKE JAMCEPTAIlMje NpeMa PaHH|jUM NpomucHuMa 3a
KAHJIWIATEe KOjH CY CTEKJHM aKaJeMCKH MarucTpa HayKa MEHTOp Tpeda ga mMa TeT
pagoBa (pedepeHnn) kKoje ra, mo omenun Beha HayvyHuX o00JacTH, KBaJUGHKY|y 3a
MEHTOPA OJHOCHE JHCcepTaLHje.

I') ¥V cnydajy na y yxyj HaydHOj 001acTi HeMa KBaTM(UKOBAHUX HACTABHUKA, TIPUIIOKUTH
omryky Beha mokTopckux cTynuja o IMEHOBaWkY peIoBHOT mpodecopa 3a MEHTOPA.

Jexan buonomkor ¢akynrera

Harym: 06.04.2012.
[Ipod. np Jenena Kuexxepuh- Bykuesuh



NASTAVNO — NAUCNOM VECU
BIOLOSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na Il redovnoj sednici Nau¢no—nastavnog veca Bioloskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu odrzanoj 9.12.2011. godine, odredeni smo u Komisiju za ocenu ispunjenosti uslova
i nauéne zasnovanosti predlozene teme za izradu doktorske disertacije mr Ane Vuleti¢, pod
naslovom: ,,Funkcionalne i imunofenotipske karakteristike NK c¢elija regionalnih limfnih
¢vorova obolelih od melanoma i njihova in vitro aktivacija IL-2 i IL-15

Na osnovu podnete dokumentacije i uvida u dosadasnji rad mr Ane Vuleti¢, Komisija
podnosi Nastavno-nau¢nom vecu BioloSkog fakulteta sledeéi:

IZVESTAIJ

A. OpSsti podaci o kandidatu:

Ime, srednje slovo i prezime: Ana M Vuleti¢

Datum i mesto rodenja: 10.12.1973., Beograd

Zaposlen (radna organizacija): Institut za onkologiju i radiologiju Srbije
Kontakt telefoni: 064 247 33 06

E-mail: radovanovica@ncrc.ac.rs

Obrazovanije:
1999- diplomirani molekularni biolog i fiziolog

2007- magistar bioloskih nauka

Stru¢no usavrSavanje:

1. Evropska skola onkologije: ,,Molekularna epidemiologija,” 27-28. septembar 2001.
Beograd.

2. European Summer School: “Pharmacology of New Anticancer Drugs,” 1-6. jul
2002. Bordo, Francuska.

Projekti:

2002-2005. Projekat broj 1602: Imunske disfunkcije u malignim oboljenjima i
mogucnosti imunomodulacije.

2007-2010. Projekat broj 145056: Izucavanje regulatornih mehanizama vezanih za

imunomodulaciju u malignim bolestima



2010- Projekat broj 41031: Identifikacija molekulskih markera za predikciju,
progresiju tumora, odgovora na terapiju i ishoda bolesti

Clanstvo u nau¢nim drustvima:
Evropsko drustvo za istrazivanje raka (European Association for Cancer Research,
EACR), Drustvo imunologa Srbije i Srpsko drustvo istrazivaca raka (SDIR)

Strani jezici:
Engleski i ruski jezik

Nauéna oblast:
Biologija

UZa naucna oblast:
Biologija tumora

Posebne aktivnosti i priznanja:

B. Bibliografija:

1. Publikovani naucni i strué¢ni radovi iz uZe nauc¢ne oblasti:

M21
1. Konjevi¢ G, Jovi¢ V, Vuleti¢ A, Radulovi¢ S, Jeli¢ S, Spuzi¢ 1. CD69 on CD56+
NK cells and response to chemoimmunotherapy in metastatic melanoma. Eur J Clin
Invest. 2007;37(11): 887-896.

M22
2. Konjevi¢ G, Mirjaci¢ Martinovi¢ K, Vuleti¢ A, Babovi¢ N. In-vitro IL-2 or IFN-a-
induced NKG2D and CD161 NK cell receptor expression indicates novel aspects of
NK cell activation in metastatic melanoma patients. Melanoma Res. 2010;20(6):459-
67.
3. Konjevi¢ G, Mirjaci¢ Martinovi¢ K, Vuleti¢ A, Radenkovi¢ S. Novel aspects of in
vitro IL-2 or IFN-alpha enhanced NK cytotoxicity of healthy individuals based on
NKG2D and CD161 NK cell receptor induction. Biomed Pharmacother.
2010;64(10):663-71.
4. Konjevi¢ G, Mirjaci¢ Martinovi¢ K, Vuleti¢ A, Jurisi¢ V, Spuzi¢ I.Distribution of
several activating and inhibitory receptors on CD3-CD16+ NK cells and their
correlation with NK cell ~ function in healthy individuals. J Membr Biol.
2009;230(3):113-23.
5. Konjevi¢ G, Mirjaci¢ Martinovi¢ K, Vuleti¢ A, Jovi¢ V, Jurisi¢ V, Babovi¢ N,
Spuzi¢ 1. Low expression of CD161 and NKG2D activating NK receptor is associated
with impaired NK cell cytotoxicity in metastatic melanoma patients. Clin Exp
Metastasis. 2007;24(1):1-11.



M23
6. Vuletic A, Konjevic G, Milanovic D, Ruzdijic S, Jurisic V. Antiproliferative effect
of 13-cis-retinoic acid is associated with granulocyte differentiation and decrease in
cyclin B1 and Bcl-2 protein levels in GO/G1 arrested HL-60 cells. Pathol Oncol Res.
2010;16(3):393-401.

2. Magistarska teza: 2007. Bioloski fakultet, Univerzitet u Beogradu

,uticaj 13-cis-retinoi¢ne kiseline na proliferaciju i diferencijaciju HL-60 ¢elija

promijelocitne leukemije*

C. Tema doktorske disertacije:

Naslov disertacije:
,Funkcionalne i imunofenotipske karakteristike NK ¢elija regionalnih limfnih ¢vorova
obolelih od melanoma i njihova in vitro aktivacija IL-2 i IL-15*

Podrucdje istrazivanja:
Imunologija tumora

Polazne osnove:

Vaznu ulogu u sprecavanju nastanka i Sirenja tumora imaju ¢elije prirodne ubice- NK
¢elije (engleski ,,natural killer cells“- NK ¢elije) koje kao vazna subpopulacija sistema
urodene imunosti mogu neposredno da prepoznaju izmenjene ¢elije i da ih uniste putem
citotksi¢nosti.

Pored toga sto sintetiSu citolitiCke enzime (perforin, granzime) i brzo ispoljavaju
ditektnu citotoksi¢nu aktivnost u odnosu na maligno transformisane i na celije inficirane
virusima bez prethodne stimulacije i MHC restrikcije, NK celije sintetiSu i brojne citokine i
hemokine i time regulisu adaptivni imunski odgovor. Poznato je da su NK ¢elije zastupljenije
u perifernoj krvi (PK) gde ¢ine 10-20% limfocita, dok su u limfnim &vorovima (LC) manje
prisutne i predstavljaju 0.5- 5 % limfocitne populacije. Imunofenotipski NK ¢elije su CD3"
CD56" a obuhvataju dve funkcionalno razli¢ite subpopuacije NK ¢elija: citotoksi¢nu, CD3
CD56P™** sybpopulaciju i imunoregulatornu, CD3 CD56%¥"* subpopulaciju, sa ve¢om
gustinom CD56 antigena koja je odgovorna za sintezu citokina i hemokina. Za razliku od PK,
u LC zastupljenija je imunoregulatorna, CD3'CD56%"* subpopulacija koja se smatra
nezrelijom. Noviji podaci ukazuju da NK ¢elije iz PK dospevaju u parafolikularnu T ¢elijsku
zonu LC zahvaljujuéi prisustvu svojih receptora za udomljavanje koji su svojstveni CD3
CD56%3"* subpopulaciji. U T ¢elijsku zonu LC perifernom cirkulacijom dospevaju i brojne
dendriticne i druge antigen prezentujuée celije koje dolaze u blizak kontakt sa CD3"
CD56%4"* NK éelijama. Prema novim saznanjima u LC pod uticajem endogenih citokina
odvija se sazrevanje nezrelih NK celija i diferencijacija NK ¢elijskih prekursora kroz 5
sukcesivnih faza. Ovi prekursori u LC najpre diferentuju u nezrelije CD3'CD56%3™" ¢éelije od
kojih delimi¢nim gubitkom CD56, pojavom CD16 receptora, inhibitornih KIR receptora i
citotksiénih molekula postaju zrelije CD3'CD56"™!* ¢elije koje ubrzo napustaju LC.



Regionalni LC predstavljaju prvu barijeru za proces metastaziranja malignih tumora.
NK ¢elije kao znacajni efektori urodene antitumorske imunosti, do sada su u malignim
bolestima kod ljudi izucavane uglavnhom u PK, dok su njihove imunifenotipske i
funkcionalne karakteristike u regionalnim LC obolelih slabo opisane. U literaturi postoje
samo podaci 0 procentualnoj zastupljenosti NK c¢elija u limfocitnoj subpopulaciji u
regionalnim LC kod melanoma i karcinoma dojke, dok ekspresija specifi¢nih aktivacionih i
inhibotrnih receptora ¢ijim balansom je regulisana NK ¢elijska citotoksi¢na aktivnost, do
sada nije ispitivana u regionalnim LC obolelih od malignih tumora. NK éelijska antitumorska
aktivnost posredovana je aktivacionim NK ¢elijskim receptorima Kkoji vezivanjem za
stresogene proteine na tumorskim ¢elijama indukuju lizu maligno transformisanih ¢elija, a
inhibirana je inhibitornim NK c¢elijski receptorima koji vezivanjem za odgovarajuce alele
MHC molekula klase |1 onemoguéavaju NK ¢elijsku aktivnost.

Predmet istraZivanja:

S obzirom na znacaj uticaja mikrosredine na funcionalne i imunofenotipske osobine
NK ¢elija, u ovom radu izucavale bi se i poredile NK ¢elije iz populacije sveze izolovanih
limfocita LC koji su infiltrisani malignim ¢éelijama i iz neifiltrisanin LC obolelih od
melanoma. U tom smislu, kod infiltrisanih i neinfiltrisanih LC, izu¢avala bi se dva vazna
aspekta NK celijske funkcije: spsobnost NK celija da liziraju ciljne tumorske celije i
intracelijska produkcija IFNy. Pored zastupljenosti NK ¢elija u limfocitnoj populaciji, u
tumor infiltrisanim i neinfiltrisanim LC, ispitivala bi se procentualna zastupljenost dve
funkcionalne NK celijske subpopulacije (citotoksi¢ne CD3'CD56"™"* i imunoregulatorne
CD3'CD56%™") kao i ekspresija nekoliko NK celijskih receptora novije ganeracije na
ukupnim NK ¢elijama i na njihovim funkcionalno razli¢itim CD3'CD56"™"* i CD3
CD56%4"* subpopulacijama. Kod infiltrisanih amlignin ¢elijama i neinfiltrisanih LC pratila
bi se na NK celijama ekspresija NKG2D receptora koji se vezuje za ligande (MICA/B,
ULPBZ1-4) na tumorskim ¢elijama i znacajan je u antitumorskom imunskom odgovoru, CD16
citotoksi¢nog receptora, dva inhibitorna KIR-a, CD158a i CD158b, koji se vezuju za najcesce
alele MHC molekula klase 1 (-Cw4,5,6 i -Cw1,3,7 epitope), ranih aktivacionih antigena
CD69, CD25 i HLA-DR.

Drugi deo istrazivanja vrio bi se na in vitro kultivisanim limfocitima iz LC
infiltrisanih tumorskim ¢éelijama i iz neinfiltrisanih LC u prisustvu IL-2 koji se ve¢ vise od
decenije primenjuje u terapiji metastatskog melanoma i pospesuje NK ¢elijsku antitumorsku
citotksi¢nost i produkciju Thl citokina ali pored toga ima i nezeljeno imunosupresivno
dejstvo jer stimulise diferencijaciju T regulatornih limfocita i ispoljava veliku sistemsku
toksi¢nost. Pored IL-2 na ovaj nacin ispitivao bi se uticaj IL-15 koji indukuje sazrevanje NK
éelija u LC i trenutno je u fazi pretklinickih ispitivanja, manje je toksi¢an od IL-2 i slabije
stimulise T regulatorne limfocite.

Izolovani limfociti bi se kultivisali u periodu od 72 sata i 7 dana u hranljivoj podlozi
za ¢elijsku kulturu (RPMI 1640), u RPMI 1640 sa rekombinatntnim humanim IL-2 (rh IL-2) i
u RPMI 1640 sa IL-15. Pratio bi se uticaj ovih citokina nakon 72 sata i 7 dana in vitro
tretmana na NK éelijsku citotoksi¢nost kod LC infiltrisanih tumorskim éelijama i kod



neinfiltrisanih LC. Pored toga, nakon duze kultivacije od 7 dana osim citotoksi¢nosti pratio bi
se uticaj ovih citokina na ekspersiju NK ¢elijskih aktivacionin (NKG2D, CD16, CD69) i
inhibtornih receptora KIR-ova (CD158a i CD158b) na CD3'CD56" NK ¢elijma i njihovim
CD3'CD56P™°* j CcD3'CD56%™" subpopulacijama. 1z proteina izolovanih nakon ovih
tretmana odredivala bi se spsobnost IL-2 i IL-15 da indukuje signalne molekule pSTATL i
pSTATS koji su vazni kod indukcije citotksi¢nosti ovim ispitivanim citokina, kako kod tumor
infiltrisanih, tako i kod neinfiltrisanih LC .

Ovi in vitro efekti IL-2 i IL-15 na CD3'CD56" bi se poredili kod infiltrisanih uodnosu
na neinfiltrisane LC.

Cilj i zadaci istraZivanja:

Cilj ovog istrazivanja na sveze izolovanim NK éelijma iz LC bio bi da se utvrdi da li
prisustvo tumorskih éelija u LC i u kom smislu uti¢e na NK ¢éelijsku funkciju i na ekspresiju
aktivacionih i inhibitornin NK c¢elijskih receptora kojima je regulisana NK ¢elijska
citotksi¢na funkcija.

Cilj ovog istrazivanja na in vitro tretiranim limfocitima regionalnih LC oblelih od melanoma
je da se kroz tretmane IL-2, koji se primenjujje u le¢enju metastatkog melanoma i IL-15 koji
je vazan za sam proces sazrevanja NK éelija u LC, ispita kakvo dejstvo ima njihova primena
na funkciju i imunofenotip NK éelija regionalnih LC obolelih od melanoma.

Ipitivanje sposobnosti I1L-2 i IL-15 da indukuju aktivnost NK ¢éelija LC obolelih od
melanoma moze da utvrdi u kojoj meri je inducibilna NK ¢elijska citotksi¢nostovim
citokinima kod tumor infiltrisanih u odnosu na neinfiltrisane LC.

Pracenjem uticaja ovih citokina na ispoljavanje NK c¢elijskih aktivacionih i
inhibitornih receptora kako na ukupnim NK ¢elijama tako i na njihovim funkcionalnim
citotksi¢nim CD3'CD56"™!°* i imunoregulatornim CD3 CD56%4"* subpopulacijama
ispitala bi se povezanost izmedu promene ekspresije ovih receptora i potencijalne indukcije
NK ¢elijske citotoksi¢ne funkcije.

Pracenjem uticaja citokina na ekspresiju receptora kao i indukciju STAT1 i 5
molekula koji su signalnom putu ovih citokina, dobio bi se bolji uvid u mehanizam delovanja
citokina na NK ¢elijsku antitumorsku citotksicnost s obzirom na to da STAT1 kao
transkripcioni faktor moze da aktivira transkripciju gena za citotksicne medijatore (perforin i
granzime).

Hipoteze istraZivanja:

U ovoj doktorskoj disertaciji polazi se od sledecih hipoteza:

Maligne celije lu¢enjem bioaktivnih molekula i faktora rasta mogu da uti€u na
funkcionalne osobine NK ¢elija kao i na ispoljavanje NK celijskih receptora kojima je
ragulisana NK ¢elijska citotksi¢nost.



In vitro kultivacija limfocita iz LC 1L-2 i 1L-15 mogla bi da dovede do aktivacije i
sazrevanja funkcionalno nezrelih slabo citotksi¢nih NK éelija LC u smislu poveéanja njihove
antitumorske citoksi¢nosti.

Aktivacija NK ¢elija ovim citokinima mogla bi da bude posledica indukcije ekspresije
nekih od ispitivanih aktivacionih NK ¢elijskih receptora

Metode istrazivanja:

Deo tkiva regionalnih LC nakon hirurske intrevencije kod obolelih od melanoma, bio
bi mehanicki isitnjen i profiltriran kroz mikro mreZicu da bi se dobila jednocelijska
suspenzija. Druga polovina LC bila bi poslata na standadni patohistoloski pregled da bi se
utvrdilo da je &vor infiltrisan malignim éelijama. Limfociti iz ¢elijske suspenzije LC bili bi
izolovani na gustinskom gradijentu Histopaque. Nakon toga deo izolovanih limfocita bi se
kultivisao u RPMI 1640 hranljivoj podlozi sa i bez 200 1U/ml rIL-2, sa i bez 25 ng/ml IL-15
u periodu od 72 sata i 7 dana.

NK ¢elijska citotoksi¢na aktivnost odredivala bi se na gama brojacu na osnovu
stepena lize ciljnih K562 tumorskih celija eritromijedne leukemije, merenjem otpustanja
radiokativnog hroma kojim su prethodno obeleZene ove tumorske celije.

Zastupljenost CD3'CD56" NK ¢elija, njihovih funkcionalnih CD3'CD56P™* j CD3-
CD56%4"* subpopulacija , ekspresija CD16, NKG2D, KIR-ova(CD158a i CD158b), CD69,
CD25 i HLA-DR na celokupnoj CD3'CD56" populaciji NK éelija i na obe funkcionalne
subpoulacije utvrdivao bi se metodom direktne imunofluorescence na proto¢nom citometru.

Koncentracija proteina izolovanih iz kultivisani limfocita nakon 72 sata sa i bez IL-2,
ili IL-15 merila bi se na spktrofotometru metodom po Lowry-ju. Indukcija fosforilisanih
formi STAT1, STATS signalnih molekula utvrdivala bi seWestern blot metodom.

Ocekivani rezultati i naucni doprinos:

Kako NK ¢elije imaju znacajnu ulogu u urodenoj antitumorskoj imunosti, uvidom u
funkcionalne i imunofenotipske karakteristike NK ¢elija iz regionalnih LC kod obolelih od
melanoma i njihovim poredenjem kod tumorskim éelijama infiltrisanih i neinfiltrisanih LC,
mogu da se dobiju novi podaci o uticaju tumorskog okruzenja na citotksi¢nu i
imunoregulatornu funkciju NK ¢elija i ekspresiju ispitivanih aktivacionih i inhibitornih
receptora.

Podaci dobijeni in vitro tretmanima NK ¢elija regionalnih LC obolelih od melanoma
IL-2 i IL-15 mogu da ukazu kakve su moguénosti NK ¢elijske aktivacije ovim citokinima u
samom LC potencijalnom lokalnom terapijskom primenom. Oéekuje se da se nakon in vitro
tremana svakim od ovih citokina NK iz LC obolelih od melanoma poveéa NK ¢elijska
citotksi¢nost u odnosu na ciljnu tumorsku celijsku liniju. S obzirom da nova klinicka
ispitivanja u oblasti onkologije, se razvijaju u pravcu terapijske primene ex vivo aktiviranih
NK ¢elija IL-2 i IL-15 u leCenju melanoma i nekih pedijatrijskih solidnih tumora, ovim
istrazivanjem mogu da se dobiju novi podaci o mogucnostima aktivacije do sada slabo
izu¢avane poplulacije NK éelija iz regionalnih LC bolesnika sa melanomom.
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D. Zakljucak i predlog:
S obzirom na dosadasnje rezultate mr Ane Vuleti¢, kao i na izrazitu aktuelnost
predlozenog ispitivanja, €iji su hipoteza, cilj, metodologija, oc¢ekivani rezultati i naucni

doprinos u skladu sa opste prihva¢enim pravilima u nau¢nom istrazivanju, zaklju¢ujemo da
su ispunjeni uslovi da mr Ana Vuleti¢ radi na predlozenoj disertaciji i da postoji nau¢na
zasnovanost predlozene teme za izradu doktorske disertacije pod naslovom ,,Funkcionalne i
imunofenotipske karakteristike NK ¢elija regionalnih limfnih ¢vorova obolelih od melanoma
I njihova in vitro aktivacija IL-2 i IL-15%. Zato predlazemo Nastavno-nau¢nom vecu
Bioloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati predloZzenu temu.
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