HacTtaBHO-HayyHom Behy MeguunHckor dakynteta y Poun YHusepsutet y UctouHom CapajeBy

Mpegmer: M3BelwTaj KomuUcKje o NOJOOHOCTM Teme M KaHAMAATa 3a U3Pady AOKTOPCKe ancepTaumje

Opnykom HayuHo-HactasHor Bujeha MeauumHckor dakynteTta y ®oum, YHuBep3aunTeta y UcTouHOM
Capajesy, 6poj 01-3-85 og 12.12.2019., uMmeHOBaHa je KOMUCKja 3a OLjeHy HayYHe 3aCHOBAHOCTU U
nono6bHoCTH Teme M KaHAnAaTa ap FopaHa Monosuha 3a U3pasy AOKTOPCKe aucepTaumje nos HasMsom
“AHTUMHPNAMALM]CKM N UMyHOMOAYIALN|CKM edEeKTU BanNpPOUYHE KUCeINHe, KapbamasenuHa u
namoTpurnHa” y cnegehem cacrtaBy:

1. Akagemunk Muogpar Yonuh, yka HaydyHa obnact UmyHonoruja, MegnumHckun pakyntet doua,
npeacjeaHnk Komucmje,

2. NMpod. ap AejaH Bokowuh, yxKa HayuyHa obnact Meanjatpuja, MeauumnHckmn dakyntet ®oua, YnaH
Komucwmje,

3. MNpod. ap OparaHa Byuesuh, yKa HaydyHa obaact umyHonornja, MeamumHcku dakyntet YHuBep3sunTeTa
oabpaHe beorpaa, ynaH Komucuje

4. fou. ap bubaHa MuanHkosuh, y:ka HaydHa obnact Meanjatpuja, MeauuHUHCKM dpakynteT Poua,
ynaH Komucmje

5. Oou. ap AywaH Muxajnosuh, y»ka HaydHa obaact MeanumHcKa xemuja, MeauunHcKn dakyntet ®oua,
ynaH Komucuje n meHtop

Komucuja je npernepgana npunjaBy Teme AOKTOPCKe AucepTaumje n o Tome nogHocn HactagHO-HayyHOM
Bunjehy MeguumnHckor ¢pakynteta y Poumn, YHusepsuteta y UctouHom Capajesy c/begehu

M3BJEWTAI



O HAYYHOJ 3ACHOBAHOCTU N MOAOBHOCTU TEME U KAHOUAATA 3A U3PALY

JOKTOPCKE ANCEPTALUMIE

Hasue u cjeguwte dakynteta: MegnumHckmn pakyntet doua

MopgaTtak 0 MaTUYHOCTU daKyaTeTa 3a HayuyHy 061acT U3 Koje npunaga gucepraumja:
HayyHa obnacT: MeanUUHCKe U 34paBCTBEHE HayKe

HayyHo nosbe: OcHOBHa meanLMHA

Y:Ka Hay4yHa obnacTt: MNeanjaTtpuja

MopaTtak Aa je GakynTeT MMAO OpraHM30BaHe MarncTapcke CTyauje 3 HayvyHe ob6aacTu Kojoj npunaaa
aucepTaumja:

MHTerpucaHn cTyamjcku nporpam meguupyHe

OcHoBHU BMorpadckm Nnogaum o KaHAMAATY U HEroBOM CTPYYHOM paay

Monoswuh MopaH je poheH 21.09.1983.roanHe y Tpeburby raje je 3aBpLUMO OCHOBHY U Cpeay
MeANUMHCKY WwKony. Lkoacke 2001/2002 roauHe npornalueH je 3a haka reHepauuje,a 2002. roanHe
ynucyje MeauumHckn pakyntet y doun. lunnommnpao je ca npocjeyHom oljeHom 9,24 (neseT aBageceT
yeTtupu). FoanHe 2008. npornalleH je 3a Hajbosber cTyaeHTa 3aBpLUHe roguHe cTyaumja, a 2009. gobwuo je
npu3Hake og cTpaHe Komope AOKTOpa MeanumHe 3a Hajbosbe pesynTate NOCTUTHYTE Ha CTYANjY
meaunumHe. NfognHe 2015. NON0XKMO je cNeumjanncTUYKM UCNIUT U3 Nneanjatpuje. Pagu Kao negmjatap y
YHuBep3uTeTcKoj 60aHMUM Poua, a YK/bYYEH je U Yy A0NYHCKO] HacTaBu MeauunHcKor ¢parynteta y oun.
3aBpLIMO je jeaHOMjeceyHy eayKaLnjy U3 OCHOBHUX UMYHOJIOWKMX meToga Y MHCTUTYTY 3a MeayUMHCKaA
UCTpaxunBaha, BojHomeaunumHcke akagemuje (BMA) y Beorpagy.

HOA06HOCT KaHAMAaTa Aa 04AroBoOpu Ha NOCTaB/beEHU NMPEAMET, UN/b, 3a4aTKE N XUNOTE3E

[Op lNopaH Nonoswuh je Ha OCHOBY NPETXOAHOT aHTAXKOBakba Y HAYYHO-UCTPAKMBAYKO] AjenaTHOCTH
daKkynTeTa NOKas3ao AETEPMUHUCAHOCT 1 TasieHaT 3a 6aB/bere Hay4YHO-UCTPAXKMBAYKMM pagom. O Tome
roBopu 1 036u/mbaH Npeanor 3a u3paay AOKTOPCKe AncepTaumje y KOjoj je jacHO yKa3aHO Ha Hay4HM
npob6aem, jacHO Cy NOCTaB/bEHU LU/bEBU U XMMOTE3E UCTPAXKMBaHba. [naHMpaHa meTodonormja y
Hajsehoj mjepn moxke JONPUHKU]ETU paspujeLletby HayvyHor Npobaema 1y NOTNYHOCTM O4TOBOPUTM HA
NOCTaB/beHE LM/bEBE N XMMOTE3E UCTPaXKMBara. KaHanaaT je nogobaH 3a nspasy AOKTOpPCKe
AucepTraumje U UMa jaCHY BU3Kjy O BaXKHOCTM AOMPUHOCA OBOT UCTPaXKMBakba Pa3Bojy Herose Kapujepe,
noseharba KBaIMTETA HAYYHOT UCTPAXKMBatba Ha PaKyNTeTy U pa3BOjy HayKe yonwTe.



Hasue aucepTaumje: AHTUMHOAAMALMN]CKM M UMYHOMOAYNAUMJCKM ePeKTM BanNponYHe KUCENNHE,
KapbamasenunHa 1 1amoTpUrnHa

HayuHa obnact/Yska Hay4Ha obnact: neaujatpuja

MeauumHcKe 1 3apascTBeHe Hayke/MoneKynapHa meauumHa

MpeameT v 3Hayaj UCTPaXKMBaHa: NPegMeT UCTParKMBakba OBe JOKTOPCKe gucepTrauuje je
aHTUMHONAMALMJCKO U UMYHOMOZY/1ALLM|CKO A,ejCTBO aHTMENWUAENTMKA BaiNPOUYHE KUCENUHE,
KapbamasenuHa n 1aMoTpUrMHa Ha GYHKUMUjY XYMaHUX HEYTPODUAHUX FPAHYNOLMTA U MOHOHYKNEAPHUX
henwnja nepudepHe kpsu (MBMHL,) 3apaBux ncnMTaHWKA MH BUTPO. HoBa Hay4yHa ca3Hamba yKasyjy Aa
MHbNaMaLMja MMa 3HaYajHY YOry Yy PasBojy M NEP3UCTEHLM]U ENUNENTUYKKX NPaKtbera. LinbHK
peuenTopu BEAUKOr 6poja aHTMeNUAeNTMKa Ce eKCnpuMmMpajy u Ha henmjama MMyHCKOT cuctema, LWTO
YyKasyje Ha NOTeHUMjaAHO MMYHOMOAYNAUM|CKO AejcTBO 0BUX injekoBa. TABAA peuenTopu Npeko Kojux
Ajenyje BaAnpouyHa KMceanHa ce eKCnpummnpajy Ha nojeanHum henmjama MMyHCKOr cMCTEMa Kao LWTO
CY XyMaHW MOHOLMTU, TKUBHU MaKpodaru, U4+ T-numdoumntn n HeyTpoduan. HUKOTUHCKM peLentopu
NpPeKo Kojux Ajenyje KapbamasenuH cy eKCnpummpanu Ha T- numdounTMma, aam U Ha OCTaauM
UMYHCKMM hennjama. Takohe, kapbamasennH npeko 6€H304Ma3ENNHCKMX PELLENTOPA EKCNPUMMNPAHNX
Ha HeyTpoduaMMma ocTBapyje cBoje epeKTe Ha xemoTaKcy oBux henunja nH BuTpo. Peuentopm rnytamata
(HMJA) npeko Kojux ajenyje namoTpUTUH ce ekcnpumupajy Ha UA4+ T-niumdboumtuma, AeHAPUTCKUM
hennjama, makpodarnma u HeyTpoduamma. Mako cy Heka UCTPaXKkMBakba NOKasana Aa aHTMenuaenTuuUm
MOTy Aa MOAMPUKYjY MMYHCKM OATOBOP, NOAALM CY YIIAaBHOM NPOTMBPUjedHU. Hanme, YecTo je Telwko
pa3IMKoBaTK edeKTe aHTUENUNENTUKA N ePeKTe CaMMX ENUAENTUYKUX HAaMaga Ha UMYHCKU CUCTEM.
AHTMENUNENTULM MOTY YTULLATU KaKO HA XYMOPA/IHU TaKo M Ha LLenynapHU MMYHCKU 04r0BOP
moandukyjyhu ekcnpecujy n cuHTesy uMTokuHa. OBaj edeKkat 61 morao 6UTKM nocneanua AUPEKTHOT
AejcTBa aHTMeNUAEeNTUKa Yy MOAYNALLMjM aKTUBHOCTM NojeauHUX GakTopa TpaHCKpunumje nocebHo
HyKneapHor ¢paKkTopa Kanna b (HP-kB).

HajbpojHuje nonynayuje neykoumta nepmudepHe KpBU KO /byam Cy HEYTPODUIHM rPaHyN0oUUTH,
MMOOLMUTU U MOHOLMTU. XyMaHU HeyTpoduam nepmudepHe KpBM MMajy NPOCje4HM NpeYHuK og 7-10 um,
jeipo UM je cermeHTUPaHO, a LMTONIa3Ma UCMYHEeHa FPaHy/1aMa M CEKPETOPHUM Be3uKynama. MNocTtoje
TPW OCHOBHa TUMNa rpaHyna y HeyTpoduanma Koje ce Gopmmpajy TOKOM HUXOBOT Ca3pujeBatba.
AsypoduiHe rpaHyne (No3HaTe M Kao NepoKcMAa3a-no3MTUBHE AU NPUMAPHE rpaHye) cy Hajsehe u
cagpxe mujenonepokecnaasy (MMO) anu n gedeHsuHe, nnsosmme, BMN (eHrn.
6auTtepuungan/nepmeabuUnnUTy-MHUPEACUHr NPOTEMH) U CEPUH NpoTease: HeyTpoduaHy enacTasy (HE),
npoteunHasy 3 (MP3) n katencuH I' (UI). Apyrv TMnN rpaHyna, cneunduyHe (MK ceKyHOapHe) rpaHyne, cy
Matbe, He cagpxke MO, a KapaKTepuLle Ux NPUCYCTBO FMKONPOTENHA NakTodpepuHa. OBe rpaHye
Takohe cagpKe A0CTa aHTUMUKPOBHMX CyrncTaHLM Kao wTo cy HFAJT (eHrn. HeyTponxua renatmHace
accounateq amnouanmH), XLLAM-18 (eHrn. XymaH LaTXeNnunanH NpoTenH) u ansosnm. Tpehu tun,
enatuHasHe (TepunjapHe) rpaHyne, Takohe cy MMNO-HeraTMBHe cagpike 6pojHe meTanonpoTenHase,



nonyT XenaTUHase n neyKkonmsmHa. HakoH akTueaumje, HeyTpoduan NponsBoLe peakTUBHE KUCEOHUYHE
BPCTE Y NPOLLECY KOjW Ce 30BE PECMMPATOPHUN UM OKCUMAATUBHM NpacaK. Takohe, HaKOH aKTUBaLMje mory
na yhy y HETo3sy, akTuBHY dopmy henmjcke cMpTu Koja ce ogmnKyje ocnobaharem geKoHAEeH30BaHOr
XPOMATMHA y eKCTpaLenynapHu Npoctop. BarakHacTe CTPYKTYpe Koje ce Ha3mBajy HeyTpoduaHe
ekcTtpahennjcke 3amke (HET; eHrn. HeYTPONXuA exTpauennynap Tpanc) cagpie XMcToHe u
AHTUMMKPOOHE NPOoTEMHE MOPEKIOM U3 LMTONNA3Me U U3 rPaHya Kao WTOo cy naktodepuH, LI,
nedeHsunHu, N1N1-37 (npoaykt pasrpagre xLLAM-18), HE, MP3, MMO u kenatuHasa. Ex BMBO je NokasaHo
na HET-oBu mory ga “xBaTajy” 1 ybujajy mHOre MMKpoopraHnusme nsnaxyhu nx BMCoKMm
KOHLLEeHTpaLMjama aHTUMUKPOBHUX cyncTaHuu.

[Jgsuje Hajsehe nonynaumje MOHOHYKNeapHUX henunja nepudepHe KPBU YMHE AMMPOLIUTU U MOHOLUTMU.
HajbpojHuju numdoumtn nepmudepHe kpsu cy T ammboumnTtu Koju mory butm LA+ v U8+ deHoTMna.
OnucaH je Behu 6poj cybnonynaumja edpektropckux U4+ T aumdounTa og Kojux cy Hajbosbe npoyyeHe
Tx1, Tx2, Tx17 u perynatopHu T aumdountn (Tper).

K/byuHU UMTOKKUH Koju npoaykyjy Tx1 ammoountn je UOH-E Koju noactnye daroymtHy U MUKpobULMAHY
aKTUBHOCT Makpodara, audepeHumjaumnjy HamsHux U4 T ammoounta y Tx1, a uctoBpemeHo nHxmbupa
HacTaHaK Tx2 n Tx17 numbouunTa. Tx2 aumooumtun cekpetyjy N1-4 koju nuaykryje UrE xymopannuu
oarosop, N1-5 Koju akTnBmpa eosmHoduae u UJ1-13 koju 3ajeaHo ca UJ1-4 yyectByje y aneprujckum
peaKkunjama u y ogbpaHn og napasmta. Tx17 ammeounTn NpoayKyjy HEKOANKO LMTOKMHA 04, KOjuX je
Haj3Ha4vajHuju NN-17A. OBaj UMTOKMH CTUMYAMLLIE NPOAYKUMjY XEMOKUHA U LLUTOKMHA KOjU HA MjecTy
3anasberba perpyTyjy HeyTpoduae u MOHOLMTE Kao N NPOAYKLM]Y aHTUMUKPODOHMX CYNCTAHUM KAo WTO
cy aedpeHsunHn. Takohe, Tx17 numdountn, ocum U-17, npoaykyjy NN-21 n NUN-22. Tx17 nnmoumTtu cy
Takohe BaXKHM y NaToreHe3n MHOrmx MHGAaMaLmMjcKmMx 60necTu, Kao WTo Cy Ncopujasa, 3ana/beHcke
6onectu upesa, peymaToMaHN apTPUTUC U MyATUNAA CKNepo3a. [naBHa ynora Tper ammeounTa je
cynpecunja UMyHCKOT 04roBopa W o4pKaBatbe ToNepaHLMje Ha CoNcTBeHe aHTUreHe. Tper atmmdoumnTn
npoaykyjy U1-10 n TT®-B, koju aenyjy AOMUHAHTHO CYyrnpPeCcopPCKu.

Mybnukaumje o epekTMma aHTUENUAENTUKA Ha heanje UMYHCKOT cucTema, NocebHo Ha HeyTpoduaHe
rpaHynouuTte, cy manobpojHe. Nonasehu og opurrHanHor npuctyna Koje he 6UTH NpumerseH y 0BOM
NCTpaXKMBakby, OUeKyje ce Aa A06UujeHN pe3ynTaTi NOoCTaKHy Aasba UCTParKMBatba Yy OBOM HayYHOM
NoApyyjy M MOXKAa NOCTaHy OCHOBA 3a NPOLIMNPEHEe TEPaANUjCKUX MHAMKALM]A 33 NPUMEHY
aHTVenuaenTuka.

Ha ocHoBY youeHor Hay4Hor npobaema, KaHAMAAT je NocTaBuo c/beaehe xunoTese:
XunoTese JOKTOPCKe ancepTaumje

1) AHTHEnuAenTMUM (BannponyHa KucenmnHa, KapbamasenuH u 7aMmoTPUTUH) MHXMBUPajY GYHKUNjY
XYMaHUX HeYyTPOOUAHMX FpaHyNouUTa U MOHOHYKAeapHux henunja nepudepHe KPBU UH BUTPO.

2) 360r MHOrobpojHUX LM/bHMX peuenTopa Ha Koje gjenyje, ebeKart BaanponyHe KuceanHe je
M3ParKeHMjU y OAHOCY HA KapbamasenuH U NaMOTPUTUH.



Un/besn 1 3agaum y gucepTtaumjm
3a npoBjepy OBMX XMNOTE3a NOCTaB/beHU cy C/beaehn LM/bEBU UCTPaXKMBatbA:

McnuTat yTULaj pasnnMumMTmMX KOHLEHTpaLMja BaanpondHe KnuceamnHe, kKapbamasenunHa v 1amoTpUrnHa
Ha:

1) OKCMAaTUBHM Npacak XymaHux HeyTpoduna nepudepHe KpBU cTumynmcaHmnx popbon-12-
mupuctaT-13-ayetatom (MMA), oncoHnsoBaHUm 3umosaHom (On3y), H-®dopmyn-Met-/ley-Mxe (¢MJ1M) n
Kanuunjym joHodopom (LLal).

2) NHTeH3nTeT HETO3e XymaHux HeyTpoduia nepndepHe KpBU CTUMYAUCAHMM AesioBarbem NMMA u
Lal.
3) CTeneH anonTo3e XyMaHMX HECTUMYANCAHUX HeyTpoduaa U HeyTpoduaa CTUMYANCAHUX

ajenosarbem MMA, On3y, dMJIM m Llal.

4) Mponundepaunjy moHoHykneapHux hennja nepudepHe Kpsu (MEMHLL) ctumynuncaHmx
duToxemarnytmHuHom (MNXA).

5) T xennep (Tx) nonapmsaumnjy MMyHcKor ogroopa y Kyatypu NBMHL, ctumynmcanux ca MXA.
6) MpoayKuujy nponHdnamaumnjckMx LMTOKMHA y KyaTypm NMBMHLL, ctumyancaHunx gjenosatem
MXA.

Aktuelnost i podobnost teme doktorske disertacije

PredloZena doktorska disertacija bavi se ispitivanjem imunomodulatornog efekta antiepileptika na ¢elije
imunskog sistema, limfocite, monocite i neutrofile. Prema dostupnoj literaturi nema podataka o uticaju
valproi¢ne kiseline i lamotrigina na funkciju humanih neutrofila. Podaci o dejstvu antiepileptika na
funkciju limfocita su nesto brojniji. Pokazano je da u punoj krvi zdravih donora stimulisanih TSST-1 (engl.
toxic shock syndrome toxin), valproicna kiselina dovodi do smanjenja sekrecije IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-
17, TNF-a i IL-22. Takode, u istoj studiji je pokazano da karbamazepin smanjuje sekreciju IL-183, IL-2, TNF-
a, a povecava sekreciju IL-22. Valproi¢na kiselina u koncentraciji od 100 ug/ml znacajno smanjuje
produkciju TNF-a i IL-6 u kulturi humane monocitne celijske linije (THP-1) inhibicijom NF-kappaB
signalnog puta. Isti autori su pokazali odsustvo znacajnog efekta karbamazepina na ovaj transkripcioni
faktor. Sve je viSe studija koje se bave antitumorskim efektom valproic¢ne kiseline prema razli¢itim
hematoloskim malignitetima. Ispitivanjem efekta valproata na dvije linije leukemijskih ¢elija (HL-60 -
humana promijelocitna leukemija i MOLT-4 - humana T-limfocitna leukemija) in vitro, utvrdeno je da
valproat stimulise diferencijaciju, inhibira proliferaciju i indukuje apoptozu ovih ¢elija. U nekoliko studija
je istaknuto da valproicna kiselina ispoljava svoju antitumorsku aktivnost posredstvom nekoliko
mehanizama kao $to su: inhibicija histonske deacetilaze, aktivacija ERK-AP1 signalnog puta, inhibicija



protein kineze C (PKC), negativna regulacija Wnt signalnog puta, aktivacija familije peroksizom
proliferisucih receptora (PPAR). Nije poznato da li neki od ovih mehanizama leZi u osnovi
imunomodulacijskog dejstva valproi¢ne kiseline. Zbog svega navedenog, predloZena tema je vrlo
aktuelna.

Pregled stanja u podrucju istrazivanja (kod nas i u svijetu)

Kao Sto je ranije istaknuto publikacije o efektima antiepileptika na ¢elije imunskog sistema su
malobrojne. Kada je rijec o granulocitima jedina publikacija se odnosi na karbamazepin. Naime,
pokazano je da ovaj antiepileptik inhibira hemotaksu humanih neutrofila zdravih donora, indukovanu
fMLP-om i LPS-om in vitro. Medutim, karbamazepin nema efekat na spontanu migraciju neutrofilnih
granulocita, kao ni na indeks i ucestalost fagocitoze. Prema dostupnoj literaturi nema podataka o uticaju
valproi¢ne kiseline i lamotrigina na funkciju humanih neutrofila.

Podaci o dejstvu antiepileptika na funkciju limfocita su nesto brojniji. Pokazano je da u punoj krvi,
zdravih donora stimulisanih TSST-1 (engl. toxic shock syndrome toxin), valproi¢na kiselina koncentracije
100 pg/ml dovodi do smanjenja sekrecije IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-17, TNF-a i IL-22. Karbamazepin
smanjuje sekreciju IL-1f3, IL-2, TNF-a, a povecava sekreciju IL-22. Takode je pokazano da karbamazepin
ne uti¢e na proliferaciju humanih perifernih limfocita u kulturi.

Pokazano je da valproicna kiselina, kao inhibitor enzima histonske deacetilaze, ispoljava
imunomodulatorni efekat na humanim dendritskim ¢elijama (DC) in vitro. Tokom procesa diferencijacije
humanih monocita periferne krvi u DC in vitro, valproi¢na kiselina u koncentraciji od 0.5 mM stimulise
sekreciju IL-6, a inhibira sekreciju IL-10 i IL-8. Tokom procesa maturacije DC u istim uslovima valproi¢na
kiselina dovodi do smanjenja ekspresije CD40, CD80 i CD83 molekula, kao i smanjenja sekrecije IL-10 i IL-
12. Takode, u ko-kulturi DC tretiranih valproi¢nom kiselinom i CD4+ T limfocita zapazena je manja
proliferacija ovih limfocita u odnosu na kontrolu. Isti autori su uocili efekat valproi¢ne kiseline na
plazmocitoidne DC in vitro. Valproi¢na kiselina dovodi do smanjenja produkcije IFN-y, TNF-a.i IL-6 u
kulturi ovih ¢elija. U ko-kulturi plazmacitoidnih DC tretiranih valproi¢cnom kiselinom i CD4+ limfocita bila
je manja proliferacija i sekrecija IFN-y u odnosu na kontrolu. Takode je pokazana povecana zastupljenost
IL-10+CD4+ limfocita u tim kokulturama. Ovi podaci ukazuju da valproic¢na kiselina inhibicijom histonske
deacetilaze slabi funkciju humanih DC i poveéava potrebu za pra¢enjem imunskih funkcija pacijenata koji
koriste valproi¢nu kiselinu kao terapiju. Takode, pokazano je da valproi¢na kiselina djelovanjem
inhibicijski na histonsku deacetilazu ispoljava imunosupresivno dejstvo tako sto inhibira liticku aktivnost
NK ¢elija prema leukemijskim ¢elijama in vitro, na dozno zavisan nacin.

O efektima lamotrigina na funkciju granulocita, limfocita i drugih ¢elija imunskog sistema nema
podataka u literaturi.

Znacaj istrazivanja sa stanovista aktuelnosti u odredenoj naucnoj oblasti



Na osnovu dosadasnjih rezultata istraZivanja, prema dostupnoj literaturi, nema podataka o efektu
valproi¢ne kiseline i lamotrigina na funkciju neutrofila, a podaci o delovanju ovih lekova na funkciju
limfocita, posebno o mehanizmu njihovog imunomodulatornog delovanja su malobrojni. U ovoj studiji je
planirano ispitivanje uticaja antiepileptika valproicne kiseline, karbamazepina i lamotrigina na
funkcionalnu aktivnost humanih limfocita periferne krvi (Th polarizaciju i produkciju citokina) i
neutrofilnih granulocita (oksidativni prasak i intenzitet netoze) in vitro. S obzirom da ova istraZivanja do
sada nisu radena, dobijeni rezultati ¢e predstavljati originalni doprinos u ovoj oblasti i doprinecée boljem
razumevanju imunomodulacijskih efekata pomenutih lekova.

Veza sa dosadasnjim istrazivanjima

Do sada je objavljeno nekoliko publikacija o imunomodulacijskom efektu antiepileptika, ali nije u
potpunosti razjasnjen mehanizam njihovog dejstva. H. Himmerich i saradnici su pokazali da u punoj krvi,
zdravih donora stimulisanih TSST-1 (engl. toxic shock syndrome toxin), valproi¢na kiselina koncentracije
100 pg/ml dovodi do smanjenja sekrecije IL-18, IL-2, IL-4, IL-6, IL-17, TNF-a i IL-22. Karbamazepin
smanjuje sekreciju IL-183, IL-2, TNF-a, a povecdava sekreciju IL-22. Naisbit i saradnici su pokazali da
karbamazepin ne uti¢e na proliferaciju humanih limfocita periferne krvi u kulturi.

Ichiyama i saradnici su pokazali da valproi¢na kiselina u koncentraciji od 100 ug/ml znadajno smanjuje
produkciju TNF-a i IL-6 u kulturi humane monocitne Celijske linije (THP-1) posredstvom inhibicije NF-
kappaB aktivacionog puta. Isti autori su pokazali odsustvo znacajnog efekta karbamazepina na ovaj
transkripcioni faktor.

Kada je rije€ o granulocitima jedina publikacija (Caldiroli i saradnici) se odnosi na karbamazepin. Naime,
pokazano je da ovaj antiepileptik inhibira hemotaksu humanih neutrofila zdravih donora, indukovanu
fMLP-om i LPS-om in vitro. Medutim, karbamazepin nema efekat na spontanu migraciju, kao ni na
indeks i ucestalost fagocitoze.

Metode istrazivanja i instrumenti (oprema)
U istrazivanju Ce se koristiti slede¢a metodologija:

1. Izolacija i kultivacija mononuklearnih celija periferne krvi (PBMNC) iz krvi dobrovoljnih davalaca u koju
je dodat antikoagulans K3EDTA. Nakon nalivanja na Limfoprep gradijent (Sigma; gustina 1.077 g/ml) krv
¢e biti centrifugirana na 2200 rpm, 20 min na sobnoj temperaturi. Potom ¢e Celije biti centrifugirane na
900 rpm, 10 minuta na sobnoj temperaturi u tri navrata. Dobijene ¢elije u interfaznoj zoni (prstenu) bice
iskoriséene za postavljenje kultura.



2. Izolacija neutrofila iz krvi dobrovoljnih davalaca kojoj je kao antikoagulans dodat K3EDTA. Nakon
sedimentacije ¢elija sa 3% rastvorom dekstrana 20 minuta bic¢e izdvojena plazma obogacena
leukocitima. Takva plazma biée paZljivo nanijeta na povrsinu limfocitnog separacionog gradijenta, a
nakon centrifugiranja (2200 rpm, 20 minuta na sobnoj temperaturi) izdvojice se sediment u kome se
nalaze granulociti i eritrociti. Eritrociti ¢e biti lizirani pomocu pufera za liziranje (amonijum hlorid). Na
kraju ¢e granulociti biti resuspendovani u HBSS puferu (Hank's balanced salt solution) bez Ca i Mg.
Vijabilnost ¢elija ¢e biti utvrdena brojanjem celija u 0,2% rastvoru Tripan plavog. Ovako dobijeni
granulociti bice koris¢eni prema potrebama eksperimenta.

3. Mjerenje intenziteta oksidativnog praska neutrofila metodom hemiluminiscencije pomoéu luminola:
granulociti (predominantno neutrofili) (2 x 105/200ul) ¢e biti kultivisani u HBSS+ medijumu (HBSS+
Ca+Mg + 0.5% inaktivisani humani serum + 10mM HEPES (1M)), a zatim tretirani sa razli¢itim
koncentracijama antiepileptika (valproat: 2 mM —1 mM - 0,5 mM, karbamazepin: 50 ug/ml — 25 ug/ml,
12,5 ug/ml, lamotrigin: 100 mM — 50 mM - 25 mM) i luminolom (50 uM (Serva, Germany)). Nakon
jednocasovne inkubacije Celije ¢e biti stimulisane razli¢itim stimulusima (PMA (50nM); opsonizovani
zymosan (10ug/ml); fMLP (1uM); Cal (1 uM)). Odmah nakon stimulacije pomocu hemiluminiscentnog
spektrometra (Synergy HT, BIO-TEK) poceée mjerenje intenziteta emitovane svjetlosti koji je
proporcionalan sintetisanim reaktivnim kiseoni¢nim vrstama.

4. Mjerenje intenziteta NEToze metodom fluorescence na spektrofotometru: granulociti (2 x 105/200pl)
¢e biti inkubirane sa razli¢itim koncentracijama antiepileptika (kao sto je gore navedeno) i u HBSS+
medijumu. Nakon jednocasovne inkubacije éelije ¢ebiti stimulisane sa PMA (50 nM) i sa Cal (1 uM). U
pojedine bazene, bice dodat 1% TritonX100. Nakon trocasovne inkubacije bi¢e dodata fluorescentna
boja Sitox green u finalnoj koncentraciji 500 nM, a nakon toga ¢e biti ocitani rezultati na fluorimetru.
Intenzitet fluorescence je direktno proporcionalan stepenu NEToze.

5. MTT test se zasniva na sposobnosti ¢elijskog enzima NADH-dehidrogenaze da redukuje
tetrazolijomovu so (3-(4,5-dimetiltiazol-il)-2,5-difeniltetrazolijum bromid) u formazan koji se akumulira u
mitohondrijama. Formazan formira ljubicaste precipitate cija koli¢ina korelira sa brojem Zivih celija i
intenzitetom proliferacije. 1zolovane PBMNC (3x105/200pl) bi¢e inkubirane sa razli¢itim koncentracijama
valproicne kiseline (2 mM,1 mM, 0.5 mM); karbamazepina (50 pg/ml,25 pug/ml, 12.5 pg/ml) ili
lamotrigina (50 mM, 25 mM,12.5 mM). Nakon tridesetominutne inkubacije sa antiepilepticima celije ¢e
biti stimulisane sa PHA u finalnoj koncentraciji od 30ug/ml. Po zavrsetku inkubacije od 72h u éelijske
kulture ¢e biti dodat MTT u finalnoj koncentraciji od 0.5 mg/ml, a potom inkubirane 4 hna 37 oC. U
slede¢em koraku precipitat formazana bice rastvoren dodavanjem 1% rastvora SDS-HCL (Natrijum
dodecil sulfat - hlorovodonicna kiselina), a nakon rastvaranja bi¢e izmjerena apsorbanca na 570 nm. Ovaj
test ce biti iskoris¢en na identi¢an nacin za procjenu citotoksi¢nosti ispitivanih antiepileptika na
nestimulisanim granulocitima.Na osnovu stepena MTT aktivnosti bi¢e procjenjivana proliferativna
sposobnost PBMNC.

6. Odredivanje produkovanih citokina: efekat tretmana antiepilepticima na produkciju pro-inflamacijskih
citokina i Th citokina u ¢elijskim kulturama biée procjenjen kvantifikacijom citokina u supernatantu
sedamdesetdvocasovnih PBMNC kultura, stimulisanih sa PHA u finalnoj koncentraciji 30 pg/ml.



Koncentracije citokina u supernatantu celijskih kultura: IL-1B, IL-6, TNF-a, IL-10, IL-17, IFN-y, IL-5, IL-4, IL-
12, IL-23 | TGF-B bi¢e odredene upotrebom komercijalnih ELISA kitova, prema uputstvima proizvodaca.

Ocekivani rezultati doktorske disertacije

Ocekuje se da ¢ée valproat, karbamazepin i lamotrigin ispoljiti dozno-zavisan efekat na funkcionalni
odgovor humanih PBMNC in vitro $to ¢e biti manifestovano inhibicijom proliferacije T limfocita,
supresijom Th1 i Th17 odgovora kao i produkcije pro-inflamacijskih citokina, pove¢anjem Th2 i Treg
odgovora. Pored toga, ocekuje se da ¢e ovi antiepileptici, primjenjeni u opsegu imunosupresivnih
koncentracija, smanjiti nivo oksidativnog praska i intenzitet netoze u kulturi neutrofila periferne krvi
stimulisanih PMA, zimozanom, fMLP-om ili Cal-om.

Procjena potrebnog vremena izrade disertacije, mjesto istraZivanja

IstraZzivanje e biti radeno u Centru za biomedicnske nauke, na Medicinskom fakultetu u Fodi,
Univerziteta u Isto€nom Sarajevu. Za odobravanje studije pribavice se saglasnost Etickog Komiteta
Medicinskog fakulteta u Foci. Mononuklearne ¢elije i neutrofili ¢e biti izolovani iz periferne krvi
dobrovoljnih davalaca. Nakon toga slijedi obrada podataka uz statisticku analizu, kao i izrada pisane
verzije doktorske disertacije, Sto ¢e sve ukupno trajati godinu dana (12 mjeseci).
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