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IZVESTAJ

A. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija ,,Ispitivanje protektivnog dejstva grafenskih kvantnih
tacaka u modelu neuroinflamacije kod pacova‘ sadrzi sedam poglavlja: Uvod, Ciljevi,
Materijal 1 Metode, Rezultati, Diskusija, Zakljucak 1 Literatura. Disertacija je
napisana na 95 strana, sadrzi 22 slike, 9 tabela i 1 Semu. U poslednjem poglavlju je
prikazan pregled literature koja je citirana u doktorskoj disertaciji i sadrzi 209 navoda.

U uvodu su opisane razlic¢ite vrste ugljeni¢nih nanocestica koje su predmet
brojnih naucnih istrazivanja. Sazeto su prikazani njihovi bioloski efekti koji zavise,
pre svega, od nacCina sinteze i fizicko hemijskih svojstava nanocestica. S obzirom na
to da je istrazivanje sprovedeno na modelu eksperimentalnog autoimunskog
encefalomijelitisa (EAE), koji je jedan od najces¢e koriS¢enih animalnih modela
neuroinflamacije, kandidat je opisao ovaj eksperimentalni model, razliCite nacine
njegovog indukovanja i prikazao glavne molekularne mehanizme koji se nalaze u
osnovi imunopatogeneze bolesti. S tim u vezi istaknut je znacaj T Celijskih
subpopulacija (posebno Thl i Th17 limfocita) koje doprinose razvoju inflamacije i
ostecenju centralnog nervnog sistema (CNS). Na kraju uvoda, kratko je opisan je i
uzajamni odnos inflamacije, oksidativnog stresa, apoptoze i autofagije kao procesa
koji se medusobno uslovljavaju 1 doprinose razvoju neuroinflamacije ali 1 oSte¢enjima
koja nastaju u sklopu ovog fenomena.

Ciljevi istrazivanja su jasno definisani: ispitivanje efekta grafenskih kvantnih
tataka (GKT) na klini¢ki tok bolesti 1 inflamaciju CNS u modelu EAE uz detaljno
ispitivanje celularnih i molekularnih mehanizma njihovog potencijalnog povoljnog
dejstva u EAE.

Poglavlje materijal i metode, koje je napisano na 22 strane i obuhvata 1 Semu
1 5 tabela, se moze podeliti na tri celine. U prvoj celini su objaSnjeni nacini pripreme
razli¢itih ugljeni¢nih nanocestica koriS¢enih u daljim eksperimentima. U drugoj celini
su prikazani detalji in vivo modela EAE: nacin indukcije EAE, procena klinickih
znakova bolesti, tretman eksperimentalnih Zivotinja kao i uzorkovanje tkiva za
potrebe daljih ispitivanja. Nakon toga su opisani razliciti histoloski pristupi kojima je
ispitivano prisustvo limfocitnih infiltrata i apoptoze unutar CNS, demijelinizacija i
ultrastrukturna analiza Celija i tkiva. Metodom protocne citofluorimetrije je vrSena
fenotipska karakterizacija izolovanih mononuklearnih ¢elija a nivo ekspresije gena za
medijatore inflamacije je odreden primenom qPCR metode. Aktivnost proteina koji
ucestvuju u signalnom putu autofagije, kao 1 Akt i MAPK signalnom putu, je ispitana
imunoblotom u homogenatima tkiva. Tre¢a celina je obuhvatila in vitro eksperimente
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kojima je ispitivan efekat GKT na komercijalnim 1 primarnim kulturama
oligodendrocita (OLN93) i neurona (PC12). U okviru ove celine opisan je postupak
izolacije, uspostavljanja i kultivisanja primarnih kultura oligodendrocita i neurona
pacova, dozno zavistan tretman OLN93 1 PC12 celija sa GKT, model kokultivacije
komercijalnih i primarnih oligodendrocita i neurona sa T limfocitima stimulisanim sa
ConA kao i tretman komercijalnih i1 primarnih oligodendrocita 1 neurona sa
medijumom prethodno stimulisanih T limfocita. U statistickoj obradi podataka, za
poredenje rezultata dobijenih za nezavisne uzorke koriS¢en je parametarski —
Studentov t-test ili jednosmerna analiza varijanse (ANOVA), pracena Tukey testom ili
Chi-square testom. Vrednosti p<0,05 smatrane su statisticki znac¢ajnim.

U poglavlju rezultati, na 26 strana, su detaljno i jasno opisani svi dobijeni
rezultati koji su prikazani na 20 slika i 4 tabele .
Diskusija je napisana na 10 strana, pri ¢emu su rezultati ovog istrazivanja

razmatrani i tumaceni u skladu sa podacima iz literature.

U poglavlju zakljuéak kandidatkinja je iz svojih rezultata izvela jasne i
nedvosmislene zakljucke, koji su u potpunosti odgovorili na postavljene ciljeve
istrazivanja.

U poglavlju literatura navedeno je 209 referenci koje su u disertaciji citirane
vankuverskim stilom.

B. Opis postignutih rezultata

U rezultatima ovog istrazivanja su najpre okarakterisane razliite vrste
ugljeni¢nih nanocestica: fulerenoli, grafen oksid (GO), karbonske kvantne tacke
(KKT) i grafenske kvantne tacke dobijene razli¢itim postupcima (GKT-GR i GKT-
LK). Primenom ugljeni¢nih nanocestica u modelu EAE je najpre pokazano da one ne
ispoljavaju toksi¢nost niti efekte koji bi mogli da interferiraju sa klinickim znacima
EAE, §to je omogucilo njihovo dalje ispitivanje. Ispitujuci njihov uticaj na klinicki tok
EAE je zakljuceno da fulerenoli, KKT i GO ne ostvaruju efekat na klinicki tok bolesti
dok GKT-LK i GKT-GR znacajno smanjuju klini¢ke manifestacije EAE u viSe
vremenskih taaka. Analizom dobijenih rezultata je zaklju¢eno da GKT-GR imaju
najizrazenije protektivno dejstvo. Dodatnim analizama je pokazano da GKT-GR
odlazu pojavu bolesti 1 znacajno smanjuju kumulativni i maksimalni klini¢ki skor. U
narednim eksperimentima su ispitivani celularni 1 molekularni mehanizmi
protektivnog dejstva GKT-GR (u daljem tekstu GKT). Kako bi detaljnije ispitali u
kojoj fazi bolesti tretman ostvaruje najpotentniji efekat, GKT su aplikovane tokom
induktivne ili efektorske ili obe faze bolesti. Najbolji efekat je ostvaren aplikacijom
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tretmana kroz sve faze bolesti, gde se belezi i znatno manja redukcija telesne mase u
odnosu na netretirane, imunizovane Zzivotinje. U skladu sa povoljnim efektom na
klinicki tok bolesti, pokazano je da GKT smanjuju nakupljanje mononuklearnih
infiltrata u kicmenoj mozdini (KM) imunizovanih pacova, smanjuju procenat
apoptoti¢nih celija 1 demijelinizaciju CNS. Smanjen stepen demijelinizacije je
potvrden prisustvom veceg procenta normalnih uz smanjenje procenta oStecenih i
nemijelinizovanih aksona, u odnosu na grupu netretiranih, imunizovanih Zivotinja. U
uzorcima mononuklearnih ¢elija izolovanih iz dreniraju¢ih limfnih ¢vorova i tkiva
KM je pokazana smanjena procentualna zastupljenost CD3'TFN-y" T ¢éelija kao i
ekspresija iRNK za IFN-y, njegov transkripcioni faktor T-bet, kao 1 druge medijatore
inflamacije (TNF, IL-18 i GM-CSF) $to govori u prilog inhibicije Thl celijskog
odgovora. Time je pokazano da GKT ostvaruju antiinflamatorni efekat tokom
induktivne i efektorske faze bolesti Takode, u homogenatima dreniraju¢ih limfnih
¢vorova 1 KM je pokazano da GKT aktiviraju MAPK 1 Akt signalne puteve i
modulisu signalni put autofagije.

Kako bi bolje razumeli mehanizam delovanja GKT, primenom TEM je najpre
ispitana sposobnost njihove akumulacije u tkivu i ¢elijama imunskog sistema i CNS.
Nakon sedmodnevnog tretmana zapaZzena je akumulacija GKT u limfocitima
dreniraju¢eg limfnog ¢vora, dok su nakon cetrnaestodnevnog tretmana GKT bile
prisutne i u mijelinu, glijalnim ¢elijama i aksoplazmi neurona. Celijska internalizacija
GKT je pokazana i u in vitro uslovima na izolovanim limfocitima, kao i ¢elijama
kulture oligodendrocita (OLN93) i neurona (PC12). Citoprotektivno dejstvo GKT je
pokazano 1 na OLN93 i PC12 ¢elijama koje su kokultivisane sa ConA stimulisanim T
limfocitima, dok je direktan citoprotektivan efekat na celijama CNS pokazan na
primarnim 1 komercijalnim ¢elijama oligodendrocita i neurona koji su tretirani sa
medijumom prethodno stimulisanih T limfocita. Pored citoprotektivnog , tretman
izolovanih ConA stimulisanih limfocita sa GKT je doveo do smanjene ekspresije
iRNK za medijatore Thl ¢elijskog odgovora (IFN-y i T-bet) i Th17 transkripcioni
faktor ROR-yt, kao 1 proinflamatorne citokine TNF, GM-CSF 1 IL-1B, u odnosu na
ConA stimulisane kontrolne limfocite §to je potvrdilo i anti-inflamatorno dejstvo
GKT. Iz svega navedenog, moze se zakljuciti da GKT ispoljavaju anti-inflamatorno
neuroprotektivno dejstvo u imunski posredovanom oste¢enju CNS u EAE modelu.

C. Uporedna analiza rezultata kandidata sa rezultatima literature

Kori$¢enjem animalnog modela neuroinflamacije, EAE, koji se ¢esto koristi i
za proucavanje imunopatogeneze multiple skleroze (MS), po prvi put je pokazana
sposobnost GKT-GR da deluju anti-inflamatorno 1 smanje ostecenja CNS. Bioloski
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efekti ugljeni¢nih i drugih nanocestica su predmet brojnih istraZivanja. Poznato je da
njihove fizi¢ko-hemijske osobine odreduju njihov bioloski efekat pa, u skladu sa time,
fulerenol, GO 1 KKT nisu ostvarile nikakav efekat na animalnom modelu EAE, dok su
GKT znacajno ublazile klinicko ispoljavanje bolesti. Poznato je da nanocestice manjih
dimenzija 1 pozitivnog naelektrisanja znatno brze i u ve¢em broju ulaze u ¢elije, §to je
jasno pokazano na primeru GKT koje su akumulirane u tkivima i ¢elijama limfnog
sistema i CNS. Zahvaljuju¢i svojim malim dimenzijama one imaju sposobnost
prolaska kroz krvno mozdanu barijeru. U skladu sa time, GKT su smanjile limfocitnu

infiltraciju, apoptozu oligodendrocita i posledi¢no redukovale demijelinizaciju.

Selekcija potencijalnih terapeutika za MS se uglavnom zasniva na sposobnosti
jedinjenja od interesa da smanji klinicko ispoljavanje EAE u uslovima njihove
aplikacije posle pojave prvih simptoma bolesti. Prema tome, ne treba zanemariti
efekat GKT na aktivaciju limfocita tokom induktivne faze bolesti, jer se pojava
relapsa kod MS pacijenata vezuje upravo za aktivaciju naizgled neaktivnih T limfocita
u perifernoj krvi. Ovo je u skladu sa sposobnoséu GKT da znacajno smanje ucestalost
relapsa u EAE modelu u ovoj studiji. Takode, pokazano smanjenje limfocitne
infiltracije CNS bi moglo da doprinese smanjenju ucestalosti relapsa u EAE modelu.

Ispituju¢i molekularne mehanizme koji je nalaze u osnovi imunopatogeneze
EAE, brojne studije ukazuju na znacaj Thl 1 Th17 ¢elijskog odgovora. U skladu sa
literaturnim podacima koji govore o ulozi IFN-y u indukciji EAE, GKT su suprimirale
ekspresiju IFN-y 1 njegovog transkripcionog faktora (T-bet) tokom induktivne i
efektorske faze bolesti, §to korelira sa odlozenim pocetkom bolesti i blazom
klini¢kom slikom EAE u ovom istrazivanju. Ovi rezultati su u skladu i sa prethodnim
ispitivanjima antiinflamatornog efekta GKT in vitro, u kojima je pokazano da GKT
umanjuju sposobnost humanih dendritskih ¢elija da usmere T ¢elijski odgovor u Thl
pravcu. Sli¢no tome, primena GKT na modelu autoimunskog hepatitisa je dovela do
inhibicije Thl celijskog odgovora. Sa druge strane, izostanak efekta GKT na Th17
¢elijski odgovor u ovoj studiji moze biti objasnjen rezultatima drugih studija koje su
pokazale da IFN-y inhibira produkciju IL-17. Poznato je da proinflamatorni citokini,
poput TNF, povecavaju propustljivost krvno-mozdane barijere. U ovom istrazivanju
je pokazana sposobnost GKT da inhibiraju gensku ekspresiju i produkciju klasi¢nih
proinflamatornih citokina TNF i IL-1B (in vitro 1 in vivo) $to moze biti osnovni
mehanizam kojim GKT smanjuju infiltraciju encefalitogenih ¢elija u CNS
imunizovanih Zivotinja. Za razliku od rezultata dobijenih u okviru in vivo dela
istrazivanja, u uslovima in vitro je pokazana veca osetljivost Th17 ¢elija na GKT
tretman, verovatno kao rezultat mnogostruko vece lokalne koncentracije GKT.

Jedan od vaznih zakljuaka ovog istrazivanja jeste sposobnost GKT da

inhibira apoptozu oligodendrocita i time ispolji povoljan efekat spreCavanjem
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demijelinizacije. Imaju¢i u vidu da je apoptoza oligodendrocita indukovana
vezivanjem TNF za svoj receptor (TNFR1) kao i to da je citotoksi¢no dejstvo IFN-y
pokazano na oligodendrocitnim progenitorskim ¢elijama, inhibicija produkcije TNF i
IFN-y predstavlja vazan mehanizam anti-apoptotskog dejstva GKT tretmana koji je

pokazan u ovom istrazivanju.

Opisana sposobnost akumulacije GKT u ¢elijama imunskog sistema i njihov
antiinflamatoran efekat namece pitanje da li je protektivno dejstvo GKT iskljucivo
posledica anti-inflamatorne i anti-Th1 aktivnosti ili i direktnog citoprotektivnog efekta
u kome intracelularno prisustvo GKT S§titi oligodendrocite i neurone od toksi¢nih
medijatora neuroinflamacije. Iz literature je poznato da aktivirana mikroglija i
limfociti dovode do oStec¢enja 1 apoptoze oligodendrocita. Rezultati ove studije su
potvrdili da stimulisani limfociti ispoljavaju citotoksi¢an efekat na oligodendrocite i
neurone. Pored toga je pokazano da GKT svoj protektivan efekat ostvaruju indirektno,
inhibicijom produkcije toksicnih medijatora inflamacije od strane aktiviranih
limfocita, ali i direktno intracelularnom akumulacijom i posledi¢nom interferencijom

sa indukcijom Celijske smrti oligodendrocita i neurona, in vitro.

U regulaciji urodene i stecene imunosti, kao 1 u procesima neuroinflamacije i
posledi¢nog oStecenja tkiva CNS, ucestvuju MAPK/Akt signalni putevi. Rezultati ove
studije su u skladu sa podacima iz literature koji ukazuju na to da misevi koji su
knockout za ERK1 imaju povecanu produkciju IFN-y a time i osetljivost na razvoj
EAE. U rezultatima ovog istrazivanja, GKT tretman je povecao aktivnost ERK 1 p38
MAPK. Sli¢no tome, razlicite istrazivacke grupe su GKT tretmanom aktivirale p38
MAPK u T ¢elijskoj liniji Jurkat i monocitnoj ¢elijskoj liniji THP, in vitro. Imajuéi u
vidu 1 podatke o protektivnoj ulozi p38 MAPK, ERK i Akt u neuronima i
oligodendrocitima u EAE, mozemo zakljuciti da bi aktivacija ovih kinaza od strane
GKT mogla da doprinese smanjenju demijelinizacije i apoptoze ¢elija CNS u ovom
istrazivanju. Pored apoptoze oligodendrocita, kao patomorfoloSkog supstrata
demijelinizacije, analizirano je 1 prisustvo autofagije u EAE, kao i sposobnost GKT da
je indukuju i modulisu. U limfocitima dreniraju¢ih limfnih ¢vorova je pokazana
smanjena aktivnost AMP zavisne protein kinaze (AMPK) koja je praéena poveéanjem
nivoa p62, proteina koji se razgraduje u autofagolizozomima, $to govori u prilog
blokade autofagije tokom induktivne faze bolesti. PoviSen nivo p62, kao i LC3-II, koji
se takode razgraduje u autofagolizozomima, detektovan je i u tkivu CNS u efektorskoj
fazi bolesti. PoSto je autofagija neophodna za uklanjanje oSte¢enih proteina i
mitohondrija, koje se smatraju glavnim generatorom oksidativnog stresa, moze se
pretpostaviti da je opisana inhibicija autofagije jedan od moguc¢ih mehanizama
oStecenja CNS u EAE. Tretman sa GKT je smanjio akumulaciju p62 i LC3-II u tkivu
CNS, §to ukazuje na njihovu sposobnost da indukuju autofagiju i to mehanizmima
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koji su nezavisni od modulacije AMPK-mTOR signalnog puta. Prethodno je u
literaturi opisano da GKT aktivacijom autofagije promoviSu diferencijaciju
tolerogenih dendritskih ¢elija i tako smanjuju polarizaciju Thl i Th17 ¢elija, ¢ime se
moze objasniti supresija Th1 odgovora i smanjenje oStecenja CNS koje je pokazano u
ovoj studiji. Medutim, prilikom tumacenja dobijenih rezultata, treba imati u vidu da
povisena ekspresija p62 moze da bude i1 posledica transkripcione aktivacije autofagije.

Dugotrajna aplikacija i akumulacija ugljeni¢nih nanocestica namece pitanje
njihovog izlu€ivanja iz organizma. RazliCite studije su pokazale da ugljenicne
nanocestice, koje su akumulirane u jetri i slezini miSeva, ne ispoljavaju toksicne
efekte. Kupferove Celije jetre i makrofagi slezine i plu¢a mogu da fagocituju GKT, i
razgrade ih uz pomo¢ mijeloperoksidaze. Sli¢no opisanim rezultatima, i u ovoj studiji
intracelularna akumulacija GKT nije uticala na vijabilitet ¢elija, in vitro. Sli¢ni
rezultati su dobijeni 1 u prethodnim istrazivanjima u kojima je pokazano da GKT nisu
bile citotoksi¢ne za razliCite ¢elijske linije (U251 ¢elije, humane neuronske stem celije
1 progenitorske kardiomiocite). Na osnovu svega navedenog, sposobnost akumulacije
GKT u tkivima i ¢elijama imunskog sistema moZe biti u korelaciji sa njihovom

sposobnosc¢u da modulisu tok EAE.

D. Objavljeni i saopSteni rezultati koji ¢ine deo teze

1) Tosic J, Stanojevic Z, Vidicevic S, Isakovic A, Ciric D, Martinovic T, Kravic-
Stevovic T, Bumbasirevic V, Paunovic V, Jovanovic S, Todorovic-Markovic B,
Markovic Z, Danko M, Micusik M, Spitalsky Z, Trajkovic V. Graphene quantum dots
inhibit T cell-mediated neuroinflammation in rats. Neuropharmacology. 2019;146:95-
108.

(IF = 4.249)

E. ZAKLJUCAK (ObrazloZenje nau¢nog doprinosa disertacije):

Doktorska disertacija ,,Ispitivanje protektivnog dejstva grafenskih kvantnih
tataka u modelu neuroinflamacije kod pacova®, kandidatkinje Jelene Tasi¢,
predstavlja originalan nau¢ni doprinos u razjaSnjavanju celularnih i molekularnih
mehanizama dejstva GKT u modelu neuroinflamacije. Ova doktorska disertacija
predstavlja primer temeljnog i dobro osmisljenog istraZzivanja zahvaljujuéi jasno
definisanim ciljevima i originalnom metodoloskom pristupu koji su uz primenu
savremene metodologije doprineli kvalitetu dobijenih rezultata. Sveobuhvatni pristup
sagledavanju neuroprotektivnog dejstva uklju¢io je kako analizu klinickih 1
histoloskih promena, tako i analizu medijatora inflamacije, aktivnosti Akt, MAPK i
signalnog puta autofagije pomocu savremenih molekularno-bioloSkih tehnika.
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Rezultati su pregledno i sistematicno prikazani i diskutovani, a iz njih su izvedeni
odgovarajuci zakljucci. U skladu sa time GKT znacajno ublazavaju klinicke simptome
EAE 1 redukuju pojavu relapsa, Sto je posledica smanjenja inflamacije,
demijelinizacije 1 oSteCenja neurona u CNS. Celularni mehanizmi terapijskog dejstva
GKT u EAE ukljucuju inhibiciju Thl odgovora i direktnu zastitu oligodendrocita i
neurona od citotoksi¢nosti proinflamatornih medijatora, §to na molekularnom nivou
korelira sa aktivacijom MAPK i Akt signalnih puteva, kao i modulacijom autofagije.
Na osnovu svega navedenog, rezultati proistekli iz ovog istrazivanja mogu da
doprinesu razvoju novih terapijskih strategija u prevenciji neuroinflamacije u

neuroinflamatornim/ neurodegenerativnim bolestima.

Imajuéi u vidu dosadasnji naucni rad kandidatkinje, kao 1 kvalitet napisane
disertacije koja prema svom sadrzaju i formi, dobro napisanom uvodnom delu, jasno
postavljenim istrazivackim ciljevima, dobro osmisljenoj metodologiji, precizno
iznetim rezultatima rada, razloznoj diskusiji i dobro formulisanim zakljuccima
ispunjava sve kriterijume dobro napisanog nauc¢nog rada, ova komisija predlaze
Naucnom vecu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da usvoji pozitivan
izvestaj o doktorskoj disertaciji Jelene Tasi¢ i odobri njenu javnu odbranu.
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prof. dr Aleksandra Isakovi¢ prof. dr DuSan Popadi¢
Komentor: doc. dr Zeljka Stanojevi¢
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