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IZVESTAJ

A. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija pod nazivom: ,,Uticaj bioaktivnih molekula laktobacila na procese

autofagije i inflamacije u in vitro i in vivo sistemima“ sadrzi sedam poglavlja: uvod, cilj rada,



materijal i metode, rezultati, diskusija, zakljucak i literatura. Na pocetku doktorske disertacije se
nalazi rezime/abstract, dok se na kraju rada nalazi kratka biografija kandidata, potpisane izjave
kandidata o autorstvu, istovetnosti Stampane i elektronske verzije, koriS¢enju doktorske
disertacije (obavezni Prilozi 1, 2 i 3) i prilog objavljenih radova koji ¢ine deo doktorske
disertacije.

Doktorska disertacija je napisana fontom Times New Roman (veli¢ina 12), proreda 1,5 na
106 strana. Disertacija sadrzi 21 sliku (3 u uvodu, 17 u rezultatima i 1 u diskusiji), 3 tabele u
materijalima i metodama. Ukupan broj navedenih referenci iz literature je 201.

Uvod se sastoji iz tri dela. U svakom od delova prikazane su relevantne informacije koje su
znacajne za istrazivanja koja su sprovedena u ovoj doktorskoj disertaciji.

U prvom delu uvoda kandidat je naveo zna¢aj mikroorganizama kao neistrazenog izvora za
otkrivanje novih bioaktivnih jedinjenja koja se potencijalno mogu primeniti kao novi lekovi.
Posebna paznja usmerena je ka opisivanju uloge crevne mikrobiote u funkcionisanju
gastrointestinalog (GI) trakta i istice se vaznost otkrivanja bioaktivnih molekula koje sintetisu
bakterije u slozenim zajednicama. Nakon toga, kandidat iznosi osnovne informacije o
bakterijama mle¢ne kiseline sa posebnim osvrtom na rod Lactobacillus i njegovoj ulozi u Gl
traktu. Takode, opisana je primena razli¢itih vrsta laktobacila kao probiotika.

U drugom delu uvoda opisani su osnovni mehanizmi probiotickog dejstva laktobacila koji
obuhvataju inhibiciju Stetnog delovanja patogenih bakterija, (ii) jaCanje epitelne barijere
domacina i (iii) modulaciju imunskog odgovora. Za svaki od navedenih mehanizama navedeni su
razli¢iti primeri iz literature koji opisuju raznovrsnost ovih efekata. Takode, opisani su osnovni
mehanizmi koji su ukljuceni u prepoznavanju bakterija od strane domacina. Na kraju, zakljucuje
se da primena bioaktivnih molekula izolovanih iz laktobacila moze imati slican ili identi¢an
efekat kao i probiotik. Svi molekuli koji su proizvod primarnog ili sekundarnog metabolizma ili
bilo koji oslobodeni molekuli poreklom iz probiotika koji mogu da ostvare pozitivan efekat na
zdravlje domacina nazvani su postbiotici. U nastavku su detaljno okarakterisani povrsinski,
sekretovani i unutarcelijski molekuli probiotika koji su odgovorni za njihov pozitivan efekat u
domacinu. Od povrSinskih molekula opisani su efekti peptidoglikana, teithoi¢ne 1 lipoteihoi¢ne
kiseline, kapsularnih i egzopolisaharida, proteina povrsSinskog sloja, fimbrija, flagela i

lipopolisaharida. Kao predstavnici sekretovanih molekula opisani su razli€iti proteini (p40, p75,



laktocepin, serpin) i polifosfati, dok je od unutarcelisjkih molekula najvise paznje posveceno
nukleinskim kiselinama (DNK i RNK) i njthovom efektu na ¢elije domacina.

U tre¢em delu uvoda opisane su osnovne karakteristike bola i inflamacije. Zatim, opisani
su tipovi i mehanizmi procesa autofagije i njena uloga kod hepatotoksic¢nosti izazvane lekovima.
Kandidat predstavlja molekularne osnove procesa autofagije 1 njenu ulogu u patogenezi razlicitih
bolesti. Kao primer selektivhog oblika autofagije, predstavljeni su mehanizmi PINKZ1-Parkin
zavisne autofagije koja je odgovorna za eliminisanje oSteCenih mitohondrija. Na kraju su
predstavljena istrazivanja koja povezuju probiotike i autofagiju. Slede¢i deo ovog dela uvoda je
posvecen opstim karakteristikama inflamacije. U ovom delu opisani su inicijatori, medijatori i
efektori procesa inflamacije, kao 1 mehanizam urodenog inflamatornog odgovora usled infekcije.
Kandidat je detaljno opisao medijatore inflamatornog odgovora i karakterisitike inflamatornog
bola, kao jednog od osnovnih znakova inflamacije sa posebnim osvrtom na molekule koji su
odgovorni za aktivaciju nociceptora. Na kraju uvoda, predstavljen je pregled literature koja se
tie uticaja probiotika na razlicite tipove bola.

Ciljevi istrazivanja postavljeni su u skladu sa savremenim istrazivanjima u oblasti
probiotika koja su usmerena ka izolaciji i karakterizaciji bioaktivnih molekula probiotika i
ispitivanju njihovog dejstva na razli¢ite ¢elijske procese. Imaju¢i u vidu da laktobacili imaju
potencijal da moduliSu procese inflamacije 1 autofagije, odgovorne za nastanak bola, odnosno
odbranu celija od oStecenja, glavni cilj ovog rada bio je testiranje mogucnosti primene
postbiotika laktobacila u tretmanu inflamatornog bola i prevenciji ostecenja celija izazvanih
primenom paracetamola. Postavljena su dva cilja istrazivanja koja su jasno definisana i
realizovana kroz dve faze istrazivanja. Prvi cilj bio je ispitivanje uticaja bioaktivnih molekula
laktobacila na proces autofagije u hepatocitima, in vitro, kao i protektivan efekat ovih molekula
kod toksi¢nosti izazvane paracetamolom. Drugi cilj bio je analiza imunomodulatornog efekta
egzopolisaharida EPS-CG11 soja Lactobacillus paraplantarum BGCG11, in vivo. Ovi efekti su
ispitivani u modelima inflamatornog bola i peritonitisa izazvanih karageninom kod Wistar
pacova.

U poglavlju Materijal i metode detaljno su opisani materijal, protokoli i eksperimentalne
procedure koji su koris¢eni u in vitro i in vivo eksperimentima. Sve metode koje su koris¢ene u
eksperimentalnom radu predstavljaju najsavremenije metoda molekularne biologije, genetike i

mikrobiologije. Predstavljeni su podaci o koris¢enim eksperimentalnim Zivotinjama, éelijskim



linijjama i supstancama, dizajn in vitro i in vivo eksperimenata, priprema ekstrakata i izolacija
egzopolisaharida bakterija, bihejvioralne eksperimentalne procedure, metode analize proteina i
nukleinskih kiselina (Western blot, Elisa, qPCR), metode fizi¢ko-hemijske karakterizacije
egzopolisaharida i spektrofotometrijski testovi (MTT i LDH).

Rezultati su predstavljeni u obliku 17 slika i prate prethodno opisane dve faze istrazivanja.

Diskusija se sastoji iz tri dela. U prvom delu kandidat je izneo tumacenje dobijenih
rezultata u in vitro eksperimentima koji se odnose na uticaj bioaktivnih molekula bakterija na
proces autofagije. Dobijeni rezultati su uporedeni sa rezultatima koji su dostupni u relevantnoj
literaturi. Drugi deo diskusije usmeren je na tumacenje rezultata in vivo eksperimenata u kojima
je ispitan imunomodulatorni efekat egzopolisaharida EPS-CG11 soja Lactobacillus
paraplantarum BGCG11. Na kraju, u treCem delu diskusije, kandidat sumira dobijene rezultate i
isti¢e njihov znacaj sa stanovista primene bioaktivnih molekula laktobacila u terapiji bola.

U poglavlju Zakljuéei navedeni su najznacajniji zakljuéci koji su proistekli iz dobijenih
rezultata i navedenih ciljeva istrazivanja.

U poglavlju Literatura navedena je 201 referenca.

B. OPISPOSTIGNUTIH REZULTATA

Rezultati ove doktorske disertacije podeljeni su u dve celine i prate vremensku podelu
istrazivanja na dva seta eksperimenata (in vitro i in vivo).

Rezultati prvog seta eksperimenata odnose se na in vitro testiranje uticaja bioaktivnih
molekula laktobacila na proces autofagije u HepG2 Ccelijskoj liniji. U ovom istraZivanju
pripremljeni su ekstrakti tri soja laktobacila (Lactobacillus fermentum BGHI14, Lactobacillus
agonista za receptore koji prepoznaju karakteristicne molekulske obrasce bakterija (engl.
Pattern-Recognition Receptors, PRRs). Na osnovu dobijenih rezultata, izdvojio se ekstrakt
pripremljen od soja Lactobacillus fermentum BGHV110 koji je stimulisao autofagiju u HepG2
¢elijama. Aktivirana autofagija potvrdena je povecanom konverzijom LC3 proteina, kao 1
povecanom transkripcijom relevantnih gena (BECN1, p62/SQSTM1, PINK1). Dodatno, uocen je
povecan nivo IRNK za TGF-/ citokin za koji je pokazano da stimuli$e autofagiju u hepatocitima.

U skladu sa pokazanim pozitivnim efektom BGHV110 ekstrakta na proces autofagije u



hepatocitima, dalje je analiziran njegov potencijal da uspori ili umanji oSte¢enje Celija izlozenih
toksi¢noj koncentraciji paracetamola. Rezultati su pokazali da su celije koje su pored
paracetamola tretirane i BGHV110 ekstraktom pokazale statisticki znacajno vecu vijabilnost u
poredenju sa cCelijama tretiranim samo paracetamolom. Paralelno sa testovima vijabilnosti
analizirana je uloga autofagije u zastitnom efektu BGHV110 ekstrakta. Rezultati su pokazali da
je intenzitet autofagije bio najizrazeniji u celijama koje su pored paracetamola tretirane i
BGHV110 ekstraktom. Tac¢nije, u ovim c¢elijama detektovan je najveéi stepen konverzije LC3
proteina i degradacije p62 proteina, kao i poveéan nivo IRNK za PINK1 i p62/SQSTM1 gene u
poredenju sa kontrolnim c¢elijama ili ¢elijama tretiranim samo paracetamolom. U cilju potvrde
ovih rezultata analiziran je autofagni fluks koji odrazava dinamiku samog procesa. Autofagni
fluks analiziran je primenom autofagnog inhibitora hlorokina. Nakon primene BGHV110
ekstrakta i paracetamola u prisustvu hlorokina, detektovano je povecanje konverzija LC3
proteina u odnosu na nivo konverzije u ¢elijama tretiranim samo hlorokinom, paracetamolom i
hlorokinom i kontrolnim ¢elijama. Primena hlorokina smanjla je zastitni efekat BGHV110
ekstrakta ¢ime je dobijena kona¢na potvrda da je ovaj efekat posredovan autofagijom.

Rezultati drugog seta eksperimenata odnose se na ispitivanje imunomodulatornog efekta
egzopolisaharida EPS-CG11 soja Lactobacillus paraplantarum BGCG11, in vivo. U cilju
potvrde da je izolovani materijal polisaharid, uradena je mikroskopska analiza i infracrvena
spektroskopija sa Furijeovom transformacijom. Za supstance koje imaju potencijal da se primene
kao lekovi, ispitivanje termicke stabilnosti je od izuzetnog znacaja kako bi se u postupcima
proizvodnje izbegla potencijalna degradacija molekula. Primenom termogravimetrijskih metoda
utvrdeno je da EPS-CG11 poseduje zadovoljavajuce termic¢ke osobine i da moze podneti razlicite
tehnoloske procese u kojima temperatura ne prelazi 150°C. U modelu inflamatornog bola kod
pacova izazvanog intraplantarnom injekcijom karagenina, EPS-CGI11 je ispoljio statisticki
znacajno, dozno-zavisno antiedematozno i antihiperalgezijsko dejstvo nakon profilakticke
sistemske primene. Analiza ekspresije gena inflamatornih medijatora u inflamiranim Sapicama
ukazala je da EPS-CG11 svoj efekat ostvaruje reguliSuéi ekspresiju IL-14 citokina, a samim tim i
ekspresiju INOS gena. Takode, detektovana je smanjena ekspresija mijeloperoksidaze koja se
povezuje sa smanjenom infiltracijom i/ili aktivacijom neutrofila. Sa druge strane, EPS-CG11 je
izazvao povecanje nivoa iRNK za CD14 marker monocita, sugeriSu¢i ukljucenost

monocita/makrofaga u  rezoluciji  inflamacije. U modelu peritonitisa  izazvanog



intraperitonealnom primenom karagenina, EPS-CG11 je ispoljio imunosupresivni efekat. Ovaj
zakljucak je izveden na osnovu podataka da je nakon primene EPS-CG11 u peritoneumu
detektovano smanjenje nivoa pro-inflamatornih medijatora (IL-1p, TNF-o i iNOS), dok je
koncentracija anti-inflamatornog IL-10 citokina bila povec¢ana. Dodatno, povecana koncentracija
IL-6 citokina ukazala je na njegovu ulogu u regulaciji intenziteta inflamacije. Sobzirom da EPS-
CGI11 nije uticao na infiltraciju ¢elija u modelu peritonitisa, moze se zakljuciti da je za

imunosupresivni efekat neophodan direktan kontakt EPS-CG11 i imunskih ¢elija.

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA SA PODACIMA IZ LITERATURE

Identifikacija i karakterizacija bakterijskih biomolekula koji interaguju sa receptorima
eukariotskih ¢elija predstavlja klju¢ za razumevanje mehanizama probiotickog dejstva bakterija i
funkcionisanja mikrobiote. Blage varijacije u strukturi povrsinskih molekulskih obrazaca koje
postoje izmedu bakterija diktiraju prirodu njihove interakcije sa celijskim receptorima i
potencijalnim ko-receptorima (Lebeer i sar., 2010). Nova istrazivanja ukazala su da su efekti
probiotika u GI traktu u vec¢oj meri posredovani povrsinskim ili sekretovanim molekulima. Svi
ovi molekuli poreklom iz probiotika koji ostvaruju odredeni pozitivan efekat na zdravlje
domacina nazvani su postbiotici (Tsilingiri i Rescigno, 2013). Najveci broj istrazivanja bavio se
ispitivanjem efekta postbiotika kod razli¢itih oboljenja GI trakta. Medutim, ako se uzme u obzir
bezbedna primena precis¢enih postbiotika, njihov efekat na druge sisteme organa, kao $to su
jetra ili periferni nervni sistem, je jako malo ispitan. Stoga ova doktorska disertacija daje
znacajan doprinos predstavljaju¢i dva hipoteticka mehanizma kojima postbiotici mogu doprineti
terapiji bola delujuéi na jetru, periferni nervni sistem i imunski sistem.

Istrazivanja koja su povezala autofagiju sa imunskim odgovorom, a posebno sa PRR,
ukazala su jasno da crevna mikrobiota modulise autofagiju (Delgado i sar., 2008). Bilo direktnim
kontaktom ili posredstvom solubilnih medijatora rezultati ukazuju da laktobacili i bifidobakterije
mogu da aktiviraju ili suprimiraju autofagiju u intestinalnim epitelnim ¢éelijama (IEC). Najveée
istrazivanje sprovedeno do sada pokazalo je da supernatanti bakterija Bifidobacterium breve,
Lactobacillus plantarum i Lactobacillus rhamnosus GG indukuju autofagiju i ekspresiju proteina
toplotnog stresa 27 (engl. Heat Shock Protein 27, HSP27) u humanoj epitelnoj ¢elijskoj liniji

C2BBel 1 na taj nacin S§tite epitelne celije od oksidativnog oSte¢enja uzrokovanog vodonik



peroksidom (Inaba i sar., 2016). Sa druge strane, primena zivih probiotika suprimirala je
autofagiju koju su aktivirali Salmonella Infantis i humani rotavirus u modelima infekcija kod
prasica i zamoraca, ¢ime je sprec¢ena diseminacija salmonele i replikacija virusa (Wu i sar., 2013;
Zhang i sar., 2018). Medutim, izuzev ovih eksperimenata usko vezanih za IEC, ne postoje podaci
0 uticaju postbiotika na proces autofagije u drugim celijama. U ovoj doktorskoj disertaciji prvi
put je izuCavan sinergisticki efekat razliCitih povrSinskih 1 unutaréelijskih biomolekula
probioti¢kih sojeva na proces autofagije u hepatocitima. Cinjenice da pojedini sojevi laktobacila
mogu da suprimiraju ostecenje jetre izazvano oksidativnim stresom, alkoholom i patogenima ili
ublaziti simptome hepati¢ne encefalopatije, kao i prisustvo PRR u jetri, opravdavaju ispitivanje
uticaja bioaktivnih molekula laktobacila na proces autofagije u hepatocitima (Forsyth i sar.,
2009, Mencin i sar., 2009, Rishi i sar., 2009, Segawa i sar., 2008). Stimulatorni efekat BGHV110
ekstrakta na proces autofagije posluzio je kao odli¢na polazna osnova za ispitivanje njegove
primene u in vitro modelu hepatotoksi¢nosti. Autofagija se pokazala kao vazan mehanizam koji
se aktivira u stanjima oSteCenja hepatocita paracetamolom (Ni i sar., 2012). U ranijim studijama
pokazano je da probiotici preko solubilnih medijatora mogu ublaziti oStecenje hepatocita
izazvano paracetamolom. Tacnije, autori su pokazali da supernatanti sojeva Lactobacillus
acidophilus MTCC447 i Enterococcus lactis IITRHR1 poveéavaju nivo glutationa, stimuliSu
ekspresiju anti-apoptotskog Bcl-2 proteina i smanjuju oksidativno osteéenje Celija (Sharma i sar.,
2011). Rezultati ove doktorske disertacije dopunili su ve¢ postoje¢a saznanja o0 mehanizmima
koji su ukljuceni u zastitni efekat postbiotika dodajuci i1 autofagiju. Pored autofagije, povecana
ekspresija p62/SQSTM1 gena ukazala je na moguénost aktivacije p62/SQSTM1-Keapl-Nrf-2
antioksidativnog signalnog puta (Ichimura i sar., 2013). Jones i sar. (2015) su opisali
antioksidativni mehanizam kojim laktobacili ostvaruju zastitni efekat u GI traktu, a koji
ukljucuje aktivaciju NADPH oksidaze i Nrf-2 transkripcionog faktora. Dodatno, ova doktorska
disertacija povezala je povecanu ekspresiju p62/SQSTM1 gena sa laktobacilima i moguéno$éu
aktivacije Nrf-2 signalnog puta.

Bakterijski egzopolisaharidi dobijaju sve viSe na znacaju kako se iz godine u godinu
poveéava broj studija koje ukazuju na nove efekte i polja moguce primene ovih polimera.
Rezultati termickih analiza u skladu su sa Semom dekompozicije koja je opisana u literaturi za
egzopolisaharide koje proizvode Lactobacillus plantarum i Lactobacillus kefiranofaciens

(Ahmed i sar., 2013, Wang i sar., 2010). Polisaharidi razli¢itog porekla su identifikovani kao



molekuli koji mogu ublaziti simptome inflamatornog bola. U najve¢em broju istrazivanja
koris¢eni su polisaharidi izolovani iz algi i liSajeva, dok EPS bakterija, a posebno probiotickih
sojeva, nikad nije razmatran kao moguc¢i antihiperalgezijski agens (Chaves i sar., 2013, Cérdova
I sar., 2013). Rezultati primene EPS-CG11 u modelu karageninom izazvane inflamacije Sapice
kod Wistar pacova su u saglasnosti sa ostalim studijama koje su opisale primenu polisaharida
kao agenasa koji smanjuju edem i hiperalgeziju. U tkivu Sapica pacova koji su dobili EPS-CG11
detektovano je smanjenje nivoa iRNK za IL-1f §to je bilo u skladu sa rezultatima Kkoji su
predstavljeni za polisaharid glukomanan izolovan iz lisaja Heterodermia obscurata. Nivo
mijeloperoksidaze koja odrazava funkcionalnost neutrofila, a moze ukazati i na stepen migracije
¢elija, bio je smanjen kod Zzivotinja tretiranth EPS-CG11. Ovaj efekat Cesto prati dejstvo
polisaharida i veéina istrazivanja ukazuju na smanjenu aktivnost mijeloperoksidaze u Sapicama
glodara (Pereira i sar., 2014).

Kao $to je ve¢ uoceno u inflamiranom tkivu $apica, u modelu peritonitisa nivo iRNK za IL-
11 INOS gene pokazao je isti stepen smanjenja u pacovima tretiranim intraperitonealno sa EPS-
CG11 i karageninom u poredenju sa karageninskom kontrolom. Dodatno, EPS-CG11 smanjio je
nivo TNF-a citokina, povecao nivo IL-10 i IL-6 citokina, dok na stepen infiltracije ¢elija nije
uticao. Ovaj model se pokazao kao izuzetno pogodan za izuéavanje infiltracije i funkcije
neutrofila u akutnom inflamatornom odgovoru (Barth i sar., 2016). Da smanjenje produkcije pro-
inflamatornih citokina ne mora da zavisi od stepena infiltracije neutrofila ilustruju rezultati
istrazivanja koje su sproveli Hassimotto i sar. (2013). Ova grupa je pokazala da sli¢an efekat kao

EPS-CGL11 ostvaruje i antocijanin, cijanidin-3-glukozid, kada se primenjuje profilakticki.
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D. OBJAVLJENI REZULTATI KOJI CINE DEO DISERTACIJE

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije objavljeni su u dva cCasopisa sa SCI liste
kategorije M21 i predstavljeni u obliku dva saopStenja na nauc¢nim skupovima. Podaci 0

publikovanim radovima dati su u nastavku:

Radovi objavljeni u vrhunskim medunarodnim ¢asopisima (M21):

Dini¢, M., Luki¢, J., Poki¢, J., Milenkovi¢, M., Strahini¢, l., Goli¢, N., Begovi¢, J., 2017.
Lactobacillus fermentum postbiotic-induced autophagy as potential approach for treatment of

acetaminophen hepatotoxicity. Front. Microbiol. 8, 594. (IF=4.076)

Dinié¢, M., Pecikoza, U., Doki¢, J., Stepanovié¢-Petrovié, R., Milenkovi¢, M., Stevanovi¢, M.,
Filipovi¢, N., Begovi¢, J., Goli¢, N., Luki¢, J., 2018. Exopolysaccharide Produced by Probiotic
Strain Lactobacillus paraplantarum BGCG11 Reduces Inflammatory Hyperalgesia in Rats.
Front. Pharmacol. 9, 1. (IF=4.400).

Radovi saop$teni na medunarodnim skupovima Stampani u izvodu (M34):

Dinié, M., Luki¢, J., Doki¢, J., Milenkovi¢, M., Strahini¢, I., Goli¢, N., Begovi¢, J., 2016. The
role of postbiotic-induced autophagy in maintaining epithelial barrier function. 13th Congress of
Nutrition, Belgrade, Serbia, Book of Abstracts p. 228.

Radovi saopS$teni na nacionalnim skupovima $§tampani u izvodu (M64):

Dini¢, M., Luki¢, J., Doki¢, J., Milenkovi¢, M., Strahini¢, I., Goli¢, N., Begovi¢, J., 2017.
Lactobacillus fermentum BGHV110 postbiotics alleviate acetaminophen-induced hepatotoxicity
by promoting protective autophagy response. 1st Congress of Molecular Biologists of Serbia,
Belgrade, Serbia, Book of Abstracts p. 194.



E. ZAKLJUCAK I OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA DISERTACIJE

Rezultati ove doktorske disertacije donose nova ili dopunjena saznanja 0 mehanizmima
probiotickog dejstva laktobacila. Najveci broj podataka o upotrebi probiotika kao adjuvantnih i
pomoc¢nih suplemenata u terapiji bola potie iz eksperimenata na Zivotinjama koji ukazuju da
probiotici mogu da moduliSu visceralne senzacije u Gl traktu. Takode, pokazano je da smanjenje
visceralnog bola kod pacova moze biti posredovano i ubijenim bakterijama i njihovim solubilnim
produktima sugeriSu¢i da povrSinski i sekretovani bioaktivni molekuli laktobacila (postbiotici)
doprinose ovom efektu. Imajuéi u vidu pozitivan uticaj postbiotika u modelima bola, ovaj rad je
predstavio dva hipoteticka mehanizma kojima postbiotici mogu doprineti terapiji bola. Prvo,
egzopolisaharid testiranog probiotiCkog soja ostvario je analgeticki efekat u modelu
inflamatornog bola deluju¢i preventivno na pojavu bolne preosetljivosti i edema. Ovaj efekat
predstavlja novu osobinu egzopolisaharida i moZze uputiti na testiranje analgetickog efekta 1
drugih bioaktivnih molekula probiotika. Drugo, hepatotoksi¢nost predstavlja uobicajni nezeljeni
efekat primene standardnih analgetika, kao $to je paracetamol. U ovoj studiji pokazano je da je
autofagija mehanizam pomoc¢u koga postbiotici mogu spreciti oStec¢enje hepatocita uzrokovano
toksicnim metabolitima analgetika, §to je od veoma vaznog znacaja za predisponirane osobe.
Kombinovanje identifikovanih aktivnih jedinjenja probiotika sa hepatotoksi¢nim lekovima
predstavlja novu strategiju kojom se moze spreciti oSteCenje hepatocita. U oba istraZivanja
postbiotici ostvaruju profilakticki efekat pa bi njthovu mogucu primenu trebalo razmatrati sa

stanovista preventivne suplementacije.



F. PREDLOG KOMISIJE ZA OCENU ZAVRSENE DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija pod nazivom ,,Uticaj bioaktivnih molekula laktobacila na procese

autofagije i inflamacije u in vitro i in vivo sistemima* kandidata mag. farm. Miroslava Dini¢a,

po svom sadrzaju i obliku ispunjava sve kriterijume adekvatno napisanog naucnog dela.

Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji predstavljaju originalan i znacajan nauéni

doprinos za oblast Farmaceutske mikrobiologije.

Komisija u navedenom sastavu sa zadovoljstvom predlaze Nastavno-nau¢nom vecu

Farmaceutskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu da prihvati pozitivan izvestaj o izradenoj

doktorskoj disertaciji kandidata mag. farm. Miroslava Dini¢a i odobri javnu odbranu doktorske

disertacije po dobijanju saglasnosti Veca naucnih oblasti medicinskih nauka Univerziteta u

Beogradu.
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