НАСТАВНО  НАУЧНОМ  ВЕЋУ  МЕДИЦИНСКОГ  ФАКУЛТЕТА  У ФОЧИ,  УНИВЕРЗИТЕТА  У  ИСТОЧНОМ  САРАЈЕВУ

Предмет:  Извештај комисије за оцену подобности теме и кандидата за израду докторске дисертације

На седници Наставно научног већа Медицинског факултета у Фочи, одржаној 23.06.2016. године донета је одлука о усвајању предлога пројекта за израду докторске дисертације кандидата мр сц. Јелене Владичић Машић под називом: “ИМУНОХИСТОХЕМИЈСКЕ И МОРФОМЕТРИЈСКЕ КАРАKТЕРИСТИКЕ ЋЕЛИЈА ЕРИТРОЦИТОПОЕЗЕ У ЈЕТРИ ХУМАНОГ ЕМБРИОНА И ФЕТУСА”. На истој сједници именована је Комисија за оцјену научне заснованости теме и подобности кандидата у саставу:

1. Проф. др Иван Николић, ужа научна област Хистологија и ембриологија, редовни професор, Медицински факултет у Нишу, Универзитет у Нишу, ментор и предсједник комисије

2. Проф. др Златибор Анђелковић, ужа научна област Хистологија и ембриологија, редовни професор, Медицински факултет у Приштини са седиштем у Косовској Митровици, Универзитет у Приштини са седиштем у Косовској Митровици, члан комисије

3. Проф. др Синиша Ристић, ужа научна област Физиологија, ванредни професор, Медицински факултет Фоча, Универзитет у Источном Сарајеву, члан комисије

4. Доц.др Миодраг Вучић, ужа научна област Хематологија, доцент, Медицински факултет у Нишу, Универзитет у Нишу, члан комисије

5. Доц. др Владимир Петровић, ужа научна област Хистологија и ембриологија, доцент, Медицински факултет у Нишу, Универзитет у Нишу, члан комисије

На основу приложене документацијео предложеној теми и биографским подацима о кандидату, као и анализом досадашњег рада мр сц. Јелене Владичић Машић, Комисија подноси Наставно научном вијећу следећи 

И З В Е Ш Т А Ј

1. Кратки биографски подаци о кандидату и његовом стручном раду

Јелена М. Владичић Машић је рођена 27. 5.1978. године у Београду. Основну школу и гимназију је завршила у Фочи. Дипломирала је на Медицинском факултету Универзитета у Београду, 2004. године, са просјечном оцјеном 8,94. 
Од 2005. године ради на Медицинском факултету у Фочи, где је на предмету Хистологија и ембриологија у звању вишег асистента. Др Јелена Владичић Машић је на истом факултету, 2013. године завршила постдипломске студије и успешно одбранила магистарски рад, из уже научне области Хистологија и ембриологија, под називом „Хематопоеза у јетри хуманог фетуса – морфометријско истраживање“.
Јелена Владичић Машић је 2011. године положила специјалистички испит из области Интерне медицине, са одличним успјехом, а 2016. године и субспецијалистички испит из области Онкологије.
Др Јелена Владичић Машић се усавршавала: 2005. године у Немачкој, у оквиру међународног Интел-М пројекта везаног за унапређење методологије рада са студентима, 2006. године на Јахорини, 2007. године у Сплиту и Неуму, а на Медицинском факултету у Нишу је завршила неколико курсева континуиране медицинске едукације и овладала техником узорковања, обраде ткивних узорака,  хистолошких, хистохемијских и имунохистохемијских бојења и стереологије.
Кандидаткиња је имала више саопштења на конгресима Српског анатомског друштва. Активно се служи енглеским и француским језиком.
2. Предмет и значај истраживања

Предмет докторске дисертације кандидата Владичић Машић др Јелене је у складу са истраживањима савремених научних студија и представља фундаментално морфолошко испитивање еритропоезе у јетри ембриона и фетуса. Предложено истраживање треба да да допринос у више области као што су хистологија, ембриологија и хематологија. Резултати овог истраживања даће прецизне податке, засноване на примени савремених метода имунохистохемије и морфометрије, како о развоју појединих структура о јетри, тако и о топографским, морфолошким,  квалитативним, квалитативним и имунохистохемијским карактеристикама различитих ћелијских линија еритропоезе, као најзаступљенијег вида хематопоезе, која се током пренаталног развоја одвија у јетри. Осим тога, незаобилазно је и дефинисати однос између еритропоезе и макрофагног система јетре. Подаци добијени овим истраживањем могу дати посебан допринос  у сагледавању микроморфолошких процеса који се дешавају у јетри током мијелопролиферативних болести.
3. Хипотеза и циљеви докторске дисертације

Кандидат је поставио следећу хипотезу докторске дисертације:

Еритропоеза у јетри се идентификује у ембрионалном периоду, средином  феталног периода је најинтензивнија и опада до краја феталног периода. Заступљеност  прекурсорских ћелија еритропоезе је сразмерна броју матичних и прогениторних хематопоетских ћелија и макрофага. 
За потврђивање дефинисаних хипотеза кандидат је одредио јасне циљеве дисертације:

          1. Одредити топографску локализацију матичних, прогениторских и прекурсорских ћелија еритропоезе и макрофага;   
          2. Одредити заступљеност еритропоетских ћелија у јетри хуманих ембриона и фетуса у односу на остале структуре – хепатоците и васкуларне формације;

          3. Одредити заступљеност еритропоетских прекурсорских ћелија у односу на укупан број хематопоетских ћелија;

          4. Одредити заступљеност хематопоетских матичних (плурипотентних и мултипотентних) и прогениторних (унипотентних) ћелија у односу на хематопоетске, прије свега  еритропоетске прекурсорске ћелије;

          5. Одредити заступљеност макрофага у односу на број прекурсорских ћелија еритроцитопоезе. 
На основу радне хипотезе, која је логична и заснована на недовољном броју често контрадикторних података у литератури, постављени су јасни и прецизни циљеви, на основу којих се, готово са сигурношћу, може потврдити, или одбацити, радна хипотеза.

4. Актуелност и подобност теме докторске дисертације
Описани предмет, хипотеза и циљеви истраживања указују да је тема веома актуелна и са научног аспекта савремена. У доступној литератури не постоје прецизни подаци везани за микротопографску дистрибуацију раних прогениторских ћелија у ембриофеталној јетри, иако је јетра током развића у току хепатичне фазе хематопоезе погодна за изолацију хематопоетских матичних ћелија и раних прогениторских форми еритропоезе. 

Резултати предложене докторске дисертациј пружили би увид у топографску локализацију матичних, прогениторских и прекурсорских ћелија еритропоезе и макрофага, заступљеност еритропоетских ћелија у јетри хуманих ембриона и фетуса у односу на укупан број хематопоетских ћелија, али и осталих структура јетре – хепатоцита и васкуларних формација. Такође, добили би се подаци о заступљености макрофага у односу на број прекурсорских ћелија еритропоезе, као и њихов међусобни однос. Прецизно морфолошко и морфометријско дефинисање наведених односа представљало би значајан допринос на пољу истраживања хепатичне хематопоезе током фетусног развића.

5. Преглед стања у подручју истраживања код нас и у свету
Еритроцитопоеза у јетри обухвата највећи део хематопоезе у феталној јетри. Истраживања на нивоу светлосне и електронске микроскопије показују присуство крвних ћелија еритроидне лозе у свим  структурама јетре, уз напомену да постоји одређена линијско-топографска правилност у њиховом распореду. Рани развој еритроцитне лозе почиње у хепатоцитној ниши, а сазревање се наставља у хепатичним синусоидима. Једним делом еритроцитна лоза се организује у виду „Beissis“ острваца, тј. групица еритроидних ћелија окупљених око централно постављеног макрофага, коме се приписује улога у сазревању еритроцитних прекурсора, о чему постоје бројни и често контрадикторни подаци.          

Увођењем савремених имунохистохемијских процедура значајно је олакшана квалитативна анализа хематопоезе у феталној јетри, при чему су морфолошке и морфометријске методе, чијом се применом добија увид и у квантификовану заступљеност појединих типова ћелија, стављене у други план. Зато је данас мало радова који прецизно говоре о бројности или укупном волумену, а самим тим и о  динамици еритропоетских ћелија у јетри током њеног интраутериног развоја. 
6. Значај истраживања са становишта актуелности у одређеној научној области
Резултати предложеног истраживања би првенствено пружили бољи увид у процес пренаталне еритропоезе у јетри, као и о међусобном односу различитих ћелијских типова који су у њу укључени. Такође, подаци добијени овим истраживањем могу дати посебан допринос  у сагледавању микроморфолошких процеса који се дешавају у јетри током мијелопролиферативних болести и представљати добру основу за даља фундаментална и клиничка испитивања.
7. Веза са досадашњим истраживањима

Др Јелена Владичић Машић је на Медицинском факултету у Фочи, 2013. године успешно одбранила магистарски рад, из уже научне области Хистологија и ембриологија, под називом „Хематопоеза у јетри хуманог фетуса – морфометријско истраживање“. Предложено истраживање за докторску дисертацију представља логичан наставак испитивања еритроцитопоезе у ембриофеталној јетри. Осим тога, у литератури постоје и контрадикторни или непотпуни подаци о имунохистохемијској идентификацији хематопоетских матичних и прогениторних ћелија, како по типу површинских маркера, тако и по степену имунореактивности истог маркера. Мало је валидних података и о квантитативном и међусобном топографском  односу еритропоетских ћелија и макрофага током развоја еритроцитопоезе и јетре.
8. Подобност кандидата да одговори на постављени предмет, циљ и хипотезу

Након завршеног Медицинског факултета Универзитета у БеоградуВладичић Машић др Јелена је 2013. године завршила постдипломске студије и успјешно одбранила магистарски рад из уже научне области Хистологија и ембриологија, под називом „Хематопоеза у јетри хуманог фетуса – морфометријско истраживање“ на Медицинском факултету Фоча Универзитета Источно Сарајево. 2011. године положила је специјалистички испит из области Интерне медицине, а 2016. године и субспецијалистички испит из области Онкологије. Активно се бави научно истраживачким радом и до сада је имала више саопштења на конгресима Српског анатомског друштва
Представљени пројекат докторске дисертације је веома детаљно објашњен и образложен, поткријепљен најсавременијим научним литературним подацима из престижних часописа из области морфологије, ембриологије, хематологије и ћелијске биологије. Радна хипотеза је јасно формулисана, циљеви су дефинисани веома прецизно, док је методологија савремена и у складу је са методологијом предвиђеном за овакав вид истраживања. Из свега наведеног неспорно произилази да је Владичић Машић др Јелена подобан и способан кандидат за израду предложене докторске дисертације.

9. Најмање двије библиографске јединице кандидата из области на коју се односи тема докторске дисертације објављене у водећим националним часописима

1. Николић И, Тодоровић В, Раденковић Г, Владичић Ј. Хромогранин А имунореактивност у неуроендокриним ћелијама и ентеричном нервном систему желуца и дуоденума хуманог ембриона и фетуса. Зборник радова 1. Конгреса Српског анатомског друштва са међународним учешћем, 118-119, Нови сад, 2006.
2. Владичић Машић Ј, Николић И, Тодоровић В, Петровић А, Петровић В, Јовић М. Морфометријско испитивање хематопоезе у јетри хуманог фетуса у 2. и 3. триместру гестације. Зборник сажетака 3. Конгреса Српског анатомског друштва са међународним учешћем, 134-135, Ниш, 2012.

10. Методе истраживања и инструменти

Студија је дизајнирана по типу фундаментално-морфолошког истраживања. Истраживања ће бити реализована у дијелу Центра за биомедицинска истраживања (на Катедри за хистологију и ембриологију) Медицинског факултета Универзитета у Нишу и у лабораторији Медицинског факултета у Фочи Универзитета у Источном Сарајеву.  
Материјал ће чинити јетре, без видљивих оштећења, најмање 5 људских ембриона и 40 фетуса, различите старости, оба пола, добијених после спонтаних или артефицијелних побачаја, или постоперативно, због екстраутерине трудноће, у складу са етичким нормама клиничких центара и Медицинских факултета у Нишу и у Фочи.
Старост ембриона и фетуса одређиваће се методом по Карнегију (Carnegy), мјерењем тјеменотртичне дужине, прије фиксације, а старост испитиваних ембриона и фетуса ће бити изражавана бројем лунарних мјесеци, тј. гестационих недеља. 
Јетре ембриона и фетуса ће бити подељене у три групе, у зависности од броја лунарних мјесеци трудноће, на јетре у првом, другом и трећем триместру.
Узорци ткива јетре биће рутински обрађени (фиксација у 4% неутралном пуферисаном раствору формалина, дехидратација кроз серију алкохола растуће концентрације, просвјетљавање у ксилолу) и доведени до парафинских калупа, од којих ће се микротомом сјећи пресјеци дебљине 5 µm и користити за хистолошко и имунохистохемијско испитивање.

За анализу хистолошке грађе јетри у развоју, препарати ће бити бојени хематоксилин-еозином.У циљу испитивања имунохистохемијских карактеристика хематопоетских ћелија и макрофага, биће употребљена четири маркера: CD34 (за идентификацију хематопоетских плурипотентних, мултипотентних и прекурсорских ћелија), CD117 (за идентификацију хематопоетских плурипотентних и мултипотентних ћелија), Epo (за идентификацију рецептора за еритропоетин) и CD68 (за идентификацију макрофага). За визелизацију ће бити коришћен  EN-VISION Flex систем (DAKO). Валидност имунохистохемијских бојења ће бити  детектована одговарајућом позитивном и негативном контролом. 
За одређивање заступљености испитиваних ћелија биће коришћене морфометријске методе за одређивање нумеричке ареалне и волуменске густине. Цијели препарат ће бити сликан дигиталном камером LEICA, на микроскопу Olympus, при увећању од 400 пута, после чега ће се, тестним системом са 80 тачака, бројати тачке овог система које падају на одређену ћелијску популацију. Анализа слике биће вршена у програму ImageJ. 
Статистичка обрада података биће урађена помоћу SPSS програма. Статистичка значајност разлике нумеричке ареалне густине и волуменске густине хематопоетских ћелија, макрофага, хепатоцита и васкуларних формација доказиваће се примјеном Студентовог т-теста. Статистичка значајност разлике нумеричких ареалних густина и волуменских густина биће испитана по моделу линеарне регресије и корелације.
11. Очекивани резултати докторске дисертације

Предложено истраживање треба да да допринос у више области као што су хистологија, ембриологија и хематологија. Резултати овог истраживања даће прецизне податке, засноване на примени савремених метода имунохистохемије и морфометрије, како о развоју појединих структура о јетри, тако и о топографским, морфолошким,  квалитативним, квалитативним и имунохистохемијским карактеристикама различитих ћелијских линија еритропоезе, као најзаступљенијег вида хематопоезе, која се током пренаталног развоја одвија у јетри. Осим тога, биће дефинисан однос између еритропоезе и макрофагног система јетре. 
12. Процена потребног времена израде докторске дисертације

Предложеним планом истраживања предвиђено је да студија која је дизајнирана као фундаментално морфолошко истраживање обухвати период од годину дана.
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