NASTAVNO-NAUCNOM VECU STOMATOLOSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

PREDMET: Izvestaj stru¢ne komisije i ocena zavrsene doktorske disertacije dr Aleksandre
Milosavljevi¢ pod nazivom ,,CELIJSKI | MOLEKULARNI MEHANIZMI DEJSTVA
MELATONINA U ZUBNOJ PULPI | PAROTIDNOJ PLJUVACNOJ ZLEZDI KOD
PACIJENATA SA DIJABETES MELITUSOM TIP 2”.

Na osnovu c¢lana 50. Statuta StomatoloSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu, na
redovnoj sednici Nastavno-nauc¢nog veca Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, u
Skolskoj 2021/2022. godini, odrzanoj 21. decembra 2021. godine, doneta je odluka o
imenovanju struéne komisije za ocenu zavrSene doktorske disertacije kandidatkinje dr
Aleksandre Milosavljevi¢, pod nazivom: ,,CELIJSKI | MOLEKULARNI MEHANIZMI
DEJSTVA MELATONINA U ZUBNOJ PULPI | PAROTIDNOJ PLIUVACNOJ ZLEZDI
KOD PACIJENATA SA DIJABETES MELITUSOM TIP 2” u sastavu:

1. Prof. dr Jelena Milasin, Stomatoloski fakultet Univerziteta u Beogradu, Institutski
predmeti

2. Prof. dr Jugoslav Ili¢, Stomatoloski fakultet Univerziteta u Beogradu, Klinika za
bolesti zuba

3. Prof. dr Natasa Nikoli¢ Jakoba, Stomatoloski fakultet Univerziteta u Beogradu,
Klinika za parodontologiju i oralnu medicinu

4. Prof. dr Maja Mileti¢, Stomatoloski fakultet Univerziteta u Beogradu, Institutski
predmeti

5. Dr sci. Nina Petrovié¢, Institut za nuklearne nauke ,,Vin¢a” — Institut od nacionalnog

znacaja za Republiku Srbiju Univerziteta u Beogradu

Nakon analize dostavljenog teksta doktorske disertacije 1 prilozene dokumentacije,
komisija podnosi Nastavno-nau¢nom vecu Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu

slededi
1ZVESTAJ:

1. BIOGRAFSKI PODACI O KANDIDATKINJI
Dr Aleksandra Milosavljevi¢ rodena je 3. septembra 1987. godine u Krusevcu. Sabacku
gimnaziju zavrsila je 2006. godine, nakon ¢ega upisuje Stomatoloski fakultet Univerziteta u

Beogradu, skolske 2006/2007. godine. Osnovne akademske studije na StomatoloSkom
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fakultetu Univerziteta u Beogradu zavrsila je 2012. godine sa prosecnom ocenom 9,20, nakon
Sto je odbranila diplomski rad pod nazivom ,,Regenerativna terapija parodontopatija” sa
ocenom 10,0. Obavezan lekarski staz, kao doktor stomatologije, obavila je u Domu zdravlja
,,Dr Milutin Ivkovi¢* u Beogradu, u Klinicko-bolnickom centru Zemun i na Stomatoloskom
fakultetu Univerziteta u Beogradu i 2014. godine polozila struéni ispit. Skolske 2013/2014.
godine nastavlja dalje usavrSavanje i upisuje doktorske studije na Stomatoloskom fakultetu
Univerziteta u Beogradu. Na doktorskim studijama polozila je sve ispite predvidene
nastavnim planom i programom sa prose¢nom ocenom 10,0. Oktobra 2020. godine bira se u
zvanje istraziva¢ saradnik i od Skolske 2020/2021. godine angaZovana je u izvodenju
prakticne nastave na predmetu Stomatoloska farmakologija na Stomatoloskom fakultetu
Univerziteta u Beogradu. Do sada je objavila dva originalna nauc¢no-istrazivac¢ka rada. Deo
rezultata dobijenih u istrazivanjima sprovedenih u okviru doktorske disertacije objavila je u
medunarodnom casopisu izuzetnih vrednosti International Endodontic Journal (M21a),
DOI:10.1111./iej.12934.

2. OSNOVNI PODACI O DOKTORSKOJ DISERTACIJI

Nastavno-nau¢no vecée Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu je na IV
redovnoj sednici u Skolskoj 2016/2017. godini, odrzanoj 25. aprila 2017. godine, usvojilo
pozitivan Izvestaj struéne komisije za ocenu predloga teme pod nazivom ,Celijski i
molekularni mehanizmi dejstva melatonina u zubnoj pulpi i parotidnoj pljuvaénoj zlezdi kod
pacijenata sa dijabetes melitusom tip 2” kandidatkinje dr Aleksandre Milosavljevi¢, za koji je
dobila saglasnost ve¢a Nau¢nih oblasti medicinskih nauka Univerziteta u Beogradu.

Za mentora disertacije imenovana je dr Jelena Roganovi¢, tada docenta StomatoloSkog

fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Na osnovu Pravilnika o postupku provere originalnosti doktorskih disertacija koje se
brane na Univerzitetu u Beogradu i nalaza u izveStaju iz programa iThenticate kojim je
izvrSena provera originalnosti ove doktorske disertacije, utvrdeno je da podudaranje teksta sa
drugim izvorima iznosi 5%. Ovo podudaranje se odnosi, pre svega, na nuzno prisutne
elemente doktorske disertacije, kao $to su bibliografski podaci o koris¢enoj literaturi, stru¢na
terminologija, liéna imena i institucije, i prethodno objavljeni rezultati istrazivanja
sprovedenih u okviru doktorske disertacije, $to je u skladu sa ¢lanom 9. Pravilnika o postupku
provere originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na Univerzitetu u Beogradu i

ukazuje na originalnost doktorske disertacije.



3. PREDMET | SADRZAJ DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija dr Aleksandre Milosavljevi¢ napisana je na 76 strana i ilustrovana sa
jednom slikom, pet tabela i 10 grafikona. Doktorska disertacija sadrzi zahvalnicu, sazetak na
srpskom i engleskom jeziku, spisak skracenica, poglavlja: uvod i ciljeve istrazivanja, metode,
rezultate istrazivanja, diskusiju i zakljucke, zatim pregled literature sa 301 bibliografskim
podatkom i priloge.

U uvodu je ukazano na znac¢aj ocuvanja oralne homeostaze za celokupno zdravlje, kao i
na nacine na koje dijabetes melitus (DM) remeti oralnu homeostazu, medu kojima su
najznacajniji disfunkcija pljuvacnih zlezda i smanjeni reparatorni i regenerativni potencijal
oralnih tkiva. S druge strane, ukazano je i na vaznost oralnog zdravlja za adekvatnu kontrolu
glikemije, a time i progresiju DM. U razmatranjima molekularnih mehanizama ukljucenih u
nastanak hroni¢nih komplikacija DM isticu se patoloski mehanizmi hiperglikemijom-
izazvanog oksidativno-nitrozativnog stresa i hroni¢ne inflamacije u tkivima. U nastavku,
detaljno se navode rezultati studija o citoprotektivnom znac¢aju melatonina (MEL) u uslovima
eksperimentalnog dijabetesa, ali i u klini¢kim istrazivanjima kod obolelih od DM. Kao kljuéni
mehanizmi protektivnog dejstva MEL u literaturi navode se: direktna neutralizacija slobodnih
radikala, povecanje antioksidativnog c¢elijskog odgovora stimulacijom Nrf2 (faktor 2 povezan
sa nuklearnim faktorom-eritroidom 2), kao i inhibicija inflamacije posredovane
proinflamatornim transkripcionim faktorom NF-xB (transkripcioni jedarni factor kappa B).
Znacajno je da su antiinflamatorni efekti MEL rezultat epigeneti¢ckih mehanizama koji
ukljucuju inhibiciju acetiliraju¢eg enzima histon acetil-transferaze p300 (p300).

U hipotezi istrazivanja navedeno je da se ekspresija MEL, proinflamatornog enzima
inducibilne azot-monoksid sintaze (iNOS), citoprotektivnog neurotrofnog faktora poreklom
glijalnih ¢elija (GDNF), kao i aktivnost antioksidativnog enzima superoksid dizmutaze (SOD)
razlikuju u tkivima parotidne pljuvacne zZlezde i zubne pulpe zdravih ispitanika u odnosu na
ispitanike sa DM tip 2, kao i da MEL, in vitro, smanjujué¢i oksidativno-nitrozativni stres i
inflamaciju, pokazuje citoprotektivni efekat prema humanim celijama parotidne pljuvacne
Zlezde 1 zubne pulpe u uslovima hiperglikemije. Na osnovu hipoteze, postavljeni su sledeci
ciljevi istraZivanja:

- odrediti i uporediti ekspresiju proteina MEL, INOS i GDNF i aktivnost SOD u

humanim tkivima parotidne pljuvacne Zlezde i zubne pulpe u grupi zdravih ispitanika i

u grupi ispitanika sa DM tip 2;



- ispitati efekte farmakoloskih koncentracija MEL (0,1 mM u 1mM), in vitro, na
metabolicku aktivnost i vijabilnost humanih celija parotidne pljuvacne zlezde i zubne
pulpe;

- ispitati efekte farmakoloskih koncentracija MEL, in vitro, na ekspresiju proteina
INOS, p300 i GDNF i na aktivnost SOD u kulturama ¢elija parotidne pljuvacne Zlezde
poreklom zdravih ispitanika i poreklom ispitanika sa DM tip 2;

- ispitati efekte farmakoloskih koncentracija MEL, in vitro, na ekspresiju proteina
INOS, p300 i GDNF i na aktivnost SOD u humanim kulturama ¢elija zubne pulpe u
uslovima normoglikemije i hiperglikemije.

U poglavlju koje se odnosi na metodologiju istrazivanja jasno je opisan nacin i tok
sprovedenih ispitivanja. Za potrebe istrazivanja u studiju je bilo uklju¢eno 72 ispitanika. U
studiju za ispitivanja na tkivima parotidne pljuvac¢ne Zlezde i zubne pulpe bilo je uklju¢eno 64
ispitanika, a po cetiri ispitanika su bila uklju¢ena u studije na kulturama ¢elija parotidne
pljuvacne zlezde i zubne pulpe. Prikupljanje uzoraka i sva ispitivanja sprovedena su na
klinikama 1 u laboratorijama Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (Klinika za
maksilofacijalnu hirurgiju, Klinika za bolesti zuba, Klinika za oralnu hirurgiju, Laboratorija
za celijske kulture, Istrazivacka laboratorija Klinike za bolesti zuba). Kriterijumi za
ukljucivanje i iskljucivanje ispitanika jasno su navedeni. Svi ispitanici, sistemski zdravi i
oboleli od DM tip 2, nakon obrazloZenja o znacaju 1 toku istraZivanja, potpisali su pismenu
saglasnost za davanje uzoraka tkiva parotidne pljuvacne Zlezde ili zubne pulpe. Za in vitro
istrazivanja na celijskim kulturama, celije parotidne pljuvacne Zlezde izolovane su od dva
sistemski zdrava ispitanika i dva ispitanika sa DM tip 2, dok su ¢elije zubne pulpe izolovane
iz umnjaka sa zavrSenim rastom korena poreklom od cetiri sistemski zdrava ispitanika.
Postupci izolacije c¢elija metodom eksplanta, njihove sledstvene kultivacije i tretman celija
MEL detaljno i precizno su opisani. Nakon dokaza o biokompatibilnosti MEL (MTT i NRU
testovi), celije parotidne pljuvaéne zlezde su tretirane MEL u koncentraciji od 0,1 mM (24
sata), dok su celije zubne pulpe prvo izlagane hiperglikemiji (72 sata), a potom MEL u
koncentracijama 0,1 mM i 1 mM. Imunoenzimskom metodom (ELISA), primenom
komercijalnih ELISA kitova, merena je ekspresija iNOS, GDNF i p300, kao i aktivnost SOD
u ¢elijskim kulturama.

Rezultati istrazivanja predstavljeni su kroz cetiri tabele i deset grafikona. Dobijeni
rezultati pokazuju da tkiva parotidne pljuvacne zlezde i zubne pulpe, u grupi ispitanika sa DM
tip 2, sadrze znatno manju koli¢inu MEL, uz istovremeno znac¢ajno povecanje proteina iNOS i

GDNF. Aktivnost SOD bila je znac¢ajno povecana u tkivu parotidne pljuvacne zlezde u grupi
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ispitanika sa DM tip 2, dok u tkivu zubne pulpe nije bilo znacajne promene u aktivnosti SOD
izmedu dve grupe ispitanika. Tokom ispitivanja citotoksi¢nosti farmakoloskih koncentracija
MEL, 0,1 mM i 1 mM (inkubiranih u trajanju od 24 sata), MTT testom je ustanovljeno
citotoksi¢cno delovanje 1 mM, ali ne i 0,1 mM koncentracije MEL na celije parotidne
pljuvacne Zlezde. Obe ispitivane koncentracije MEL nisu uticale zna¢ajno na vrednosti MTT i
NRU testa u kulturi ¢elija zubne pulpe. U kulturi ¢elija parotidne pljuvacne zlezde pokazano
je da tretman celija MEL znacajno povecava koncentraciju proteina GDNF i aktivnost SOD u
¢elijama poreklom zdravih ispitanika, odnosno smanjuje aktivnost SOD u ¢elijama poreklom
ispitanika sa DM tip 2. U kulturi ¢elija zubne pulpe pokazano je da se koncentracija proteina
INOS, p300 i GDNF znacajno povecava, dok se aktivnost SOD znac¢ajno smanjuje, kada se
¢elije izloze dejstvu hiperglikemije, pri ¢emu je Spirmanovim testom utvrdena jaka pozitivna
korelacija izmedu nivoa iNOS i p300. U ispitivanjima efekata MEL u kulturi ¢elija zubne
pulpe u uslovima normoglikemije pokazano je da primena MEL u koncentraciji od 0,1 mM
znacajno povecava koncentraciju proteina GDNF, dok primena MEL u vecoj koncentraciji (1
mM) uti¢e znac¢ajno samo na koncentraciju iINOS, koju povecava. U ispitivanjima efekata
MEL u kulturi ¢elija zubne pulpe u uslovima hiperglikemije, primena MEL u nizoj
koncentraciji normalizuje aktivnost SOD, dok u viSoj koncentraciji zna¢ajno smanjuje
povecane koncentracije iINOS, p300 i GDNF i normalizuje aktivnost SOD, pri ¢emu je
dobijena statisti¢ki zna¢ajna pozitivna korelacija izmedu nivoa iNOS i p300.

Dobijene rezultate dr Milosavljevi¢ u diskusiji analizira u kontekstu postojec¢ih znanja
vezanih za komplikacije reparatornog/regeneratornog potencijala oralnih tkiva u toku DM, ali
uz novi aspekt koji ukljucuje mehanizme dijabetesom-narusene oralne homeostaze i, po prvi
put, moguc¢nosti MEL da deluje protektivnho na ocuvanje dijabetesom-narusene oralne
homeostaze. Pre svega, ovo istrazivanje je pokazalo da kod pacijenata sa DM tip 2 u oralnim
tkivima postoji deficit MEL koji prati stanje oksidativno-nitrozativnog stresa, §to ukazuje na
jedan od mogucih c¢elijskih mehanizama uklju¢enih u smanjeni reparatorni/regeneratorni
potencijal oralnih tkiva u DM tip 2. Potvrda ove hipoteze pokazana je u in vitro
eksperimentima, u ¢elijskim kulturama parotidne pljuvacne zlezde poreklom od pacijenata sa
DM tip 2 i zubne pulpe u uslovima hiperglikemije, gde je suplementacija MEL ovih humanih
¢elija pokazala znacajno smanjenje ispitivanih parametara inflamacije i oksidativno-
nitrozativnog stresa. Pokazani antiinflamatorni i antioksidativni efekti MEL su pokazani i u
¢elijama poreklom periodontalnog ligamenta, odnosno parodontopatiji, ali je ovde po prvi put
pokazan znac¢aj MEL i mehanizam ukljuc¢en u hiperglikemijom-izazvanu disfunkciju celija

zubne pulpe. Sta vise, pokazano je da su efekti MEL u uslovima hiperglikemije/DM tip 2
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povezani sa promenom u nivou enzima ukljucenog u acetilaciju histona, ¢ime je ukazano na
epigeneticku ulogu MEL u regulaciji funkcije ¢elija oralnih tkiva u toku hiperglikemije/DM
tip2. Po prvi put, pokazano je da u efektima MEL u ¢elijama oralnih tkiva, znac¢ajnu ulogu
ima GDNF, jedan od klju¢nih faktora regenerativnih procesa u oralnim celijama, sa
citoprotektivnom ulogom u patoloskim stanjima oralnih tkiva.

U zakljuécima istrazivanja ukazano je da postoji deficit MEL kao i disbalans u ekspresiji
pro- i anti-inflamatornih medijatora u tkivima parotidne pljuva¢éne zlezde i zubne pulpe
obolelih od DM tip 2, koji mogu biti od znacaja za dijabetesom-narusenu oralnu homeostazu.
Obe primenjene farmakoloske koncentracije MEL u humanim ¢elijama zubne pulpe, a samo
niza koncentracija MEL u humanim ¢elijama parotidne zlezde, pokazuju biokompatibilnost i
ne ispoljavaju citotoksi¢nost, a njihova primena normalizuje parametre oksidativno-
nitrozativnog stresa u ¢elijama u uslovima hiperglikemije/DM tip 2. Primena MEL per se
povecava nivo GDNF, molekula od znacaja za reparatorne/regenerativne procese u ¢elijama
oralnih tkiva. Primena MEL smanjuje hiperglikemijom-indukovano povecanje koncentracije
INOS, p300 i GDNF u humanim c¢elijama zubne pulpe i normalizuje smanjenu aktivnost
SOD, u ¢elijama zubne pulpe i ¢elijama parotidne Zlezde obolelih od DM tip 2, ¢ime ispoljava
antioksidativno i antiinflamatono protektivno dejstvo na celije zubne pulpe u uslovima in
vitro hiperglikemije, odnosno na ¢elije parotidne pljuvacne zlezde u uslovima DM tip 2. Pri
tome, pokazana korelacija izmedu iNOS i p300 u celijama zubne pulpe u uslovima
hiperglikemije, nakon primene MEL, upuc¢uje na epigeneticki mehanizam antiinflamatornog

dejstva MEL u humanim ¢elijama zubne pulpe.

ZAKLJUCNO MISLJENJE

Dr Aleksandra Milosavljevi¢ u svojoj doktorskoj disertaciji bavi se aktuelnim pitanjima
vezanim za nastanak intraoralnih komplikacija dijabetesa, kao i mogucnostima njihove
kontrole, a sa ciljem povecanja efikasnosti stomatoloSke terapije kod pacijenata sa DM. U tom
smislu, kandidatkinja je posla od idejne pretpostavke da bi primena MEL, endogenog
medijatora sa imunomodulatornim i antioksidativnim dejstvom, mogla biti korisna kao
pomoé¢no sredstvo u lecenju patoloskih stanja usne duplje. U svojoj disertaciji, dr
Milosavljevi¢ ispituje moguc¢nost primene MEL u ¢elijama zubne pulpe i parotidne pljuvacne
zlezde u uslovima hiperglikemije, odnosno DM tip 2, i rezultati pokazuju protektivau ulogu
MEL u zastiti tkiva od oStecenja izazvanih oksidativno-nitrozativnim stresom. Znacajno je i
da rezultati pruzaju uvid u nove celijske mehanizme ukljucene u nastanak intraoralnih

komplikacija u DM, posebno apostrofirajuci ulogu epigenetickih regulatornih mehanizma u
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njihovom nastanku, Sto, imajuci u vidu reverzibilnost ovih promena, sugerise i mogucnost
novih terapijskih pristupa. Zakljucci ovog istrazivanja postaju smernice za dalje klinicke
oglede kao i specifi¢ne studije kako bi se terapijske mogué¢nosti MEL ispitale i u stanjima
izazvanim drugim intraoralnim bolestima.

Na osnovu znacaja dobijenih rezultata ¢lanovi komisije predlazu Nastavno-nau¢nom vecéu
Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati Izvestaj komisije o pozitivnoj
oceni doktorske disertacije dr Aleksandre Milosavljevi¢ pod nazivom ,,CELIJSKI |
MOLEKULARNI MEHANIZMI DEJSTVA MELATONINA U ZUBNOJ PULPI |
PAROTIDNOJ PLJUVACNOJ ZLEZDI KOD PACIENATA SA DIJABETES
MELITUSOM TIP 2” i da odobri javnu odbranu doktorske disertacije.

U Beogradu, 4. 2. 2022. godine Clanovi Komisije:

Prof. dr Jelena Milasin, redovni profesor

Stomatoloskog fakulteta Univerzitet u Beogradu

Prof. dr Jugoslav Ili¢, vanredni profesor Stomatoloskog

fakulteta Univerzitet u Beogradu

Prof. dr Natasa Nikoli¢ Jakoba, vanredni profesor

StomatoloSkog fakulteta Univerzitet u Beogradu

Prof. dr Maja Mileti¢, vanredni profesor Stomatoloskog
fakulteta Univerzitet u Beogradu

Dr sci. Nina Petrovi¢, visi nau¢ni saradnik Instituta za
nuklearne nauke ,,Vin¢a” — Institut od nacionalnog

znacaja za Republiku Srbiju Univerziteta u Beogradu



