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U prilogu akta dostvaljamo odluku sa LXVI sjednice Vijeéa Prirodno-matematitkog fakulteta o

usvajanju Izvjestaja komisije za ocjenu podobnosti doktorske disertacije kandidtakinje Msc Alme
Kurtis.
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Na osnovu ¢lana 64 Statuta Univerziteta Crne Gore, Clana 35 stav 3 Pravila doktorskih
studija Univerziteta Crne Gore, na LXVI sjednici Vije¢a odrzanoj 14.09.2021. godine,
donijeta je

ODLUKA
I

Usvaja se Izvjesta; komisije za ocjenu prijave doktorske disertacije doktoranda Alme
Kurti§, studenta doktorskih studija na Prirodno-matematiékom fakultety - studijski program
Biologija.

Odluka se dostavlja Centru za doktorske studije Univerziteta Crne Gore.
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OCJENA PODOBNOSTI DOKTORSKE TEZE I KANDIDATA

OPSTI PODACI O DOKTORANDU

Titula, ime i prezime Mr Alma Kurti§

Fakultet Prirodno-matematicki fakultet, Univerzitet Crne Gore
Studijski ptogtam - Biologija

Broj indeksa 4/19

Master studije, smjer Biologija II ciklus - Mikrobiologija upisala
je 2018. godine na Prirodno-matematickom fakultetu u
: : Sarajevu. Master tezu pod nazivom: ,,Antimikrobna rezistencija
Podaci o magistarskom radu B . )
sojeva Escherichia coli iz klinickih i ambulantnih uzoraka urina”
odbranila je 10.12.2019. godine sa srednjom ocjenom (9,00) i

stekla zvanje Msc Biologije-Mikrobiologija.

NASLOV PREDLOZENE TEME

Na sluzbenom jeziku Bioloski potencijal i fitohemijska karakterizacija ekstrakata

odabranih vrsta roda Pinus L. (Pinaceae) sa podrudja Crne Gore

Biological potential and phytochemical characterization of
Na engleskom jeziku | extracts of the species genus Pinus L. (Pinaceae) from

Montenegro

Datum prihvatanja teme i

kandidata na sjednici Vijeca 4 Af Dﬂ LOA. 3

organizacione jedinice
Naucnz” Pulask> dolioihs Mikrobiologija, bioaktivne materije
disertacije

Za navedenu oblast mati¢ni su sljededi fakulteti
Prirodno-matematicki fakultet, Podgorica
A. IZVJESTAJ SA JAVNE ODBRANE POLAZNIH ISTRAZIVANJA DOKTORSKE
BB CHEEl 0 1 S LO te
Dana 31. 08. 2021. godine u 10:00 h, doktorantkinja Alma Kurti§ pristupila je odbrani
polaznih istrazivanja sprovedenih u okviru izrade doktorske disertacije pod nazivom , Bioloski

potencijal i fitohemijska karakterizacija ekstrakata odabranih vrsta roda Pimns 1. (Pinaceae) sa

podrucja Crne Gote®, pred komisijom u sastavu:
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1. dr Jelena Antié Stankovié, redovni profesor, Farmaceutski fakultet, Univerzitet u Beogradu
2. dr Sladana Krivokapié, vanredni profesor, Prirodno matematicki fakultet, Univerzitet Cene
Gore

3. dr Svetlana Perovi¢, redovni profesot, Pritodno matematicki fakultet, Univerzitet Crne Gore

Kandidatkinja je navela motive odabira teme disertacije, dala pregled naucnih istraZivanja u
oblasti bioaktivnih materija i mikrobiologije. Detaljno je obrazlozila plan istrazivanja, metode
koje ¢e koristiti i njihove principe rada. Precizno su navedeni pravci i ciljevi istraZivanja,
hipoteze, kao i ocekivani naucni doptinos.

Nakon izlaganja kandidatkinje, ¢lanovi komisije su iznijeli svoje komentare, sugestije i postavili
pitanja. Uzimajuéi u obzir kvalitet do sada sprovedenih istraZivanja i odbrane, jednoglasno je
donijeta odluka da je kandidatkinja uspjesno odbranila polazna istrazivanja.

B. OCJENA PODOBNOSTI TEME DOKTORSKE DISERTACIJE

B1. ObrazloZenje teme

Upotreba ljekovitih biljaka u prevenciji i lije¢enju razli¢itih oboljenja stara je koliko i samo
¢ovjecanstvo. Kako biljke mogu produkovati stotine ili ¢ak i hiljade metabolita, koji predstavljaju
izvor bioloski aktivnih supstanci i ljekova, postoji veliko nau¢no interesovanje za njithovu
fitohemijsku karakterizaciju i ispitivanje bioloskog potencijala, odnosno antioksidativne,
antimikrobne, antiiflamatorne, antimutagene i antikancerogene aktivnosti. Bioloski aktivne
materije iz biljnog materijala dobijaju se na razlicite nacine. Najjednostavnije su ekstrakcije
iz cijele ili pojedinih dijelova biljke (Kovacevi¢, 2000).

Osnovni izvori bioaktivnosti kod biljaka su uglavnom polifenoli (fenolne kiseline, flavonoidi,
antocijani, lignani i stilbeni) i karotenoidi. Flavonoidi predstavljaju najvecu grupu biljnih
polifenola. U prirodi se javljaju kao slobodni ili u obliku heterozida (Kovacevi¢, 2000). Imaju
veliki fiziolodki i morfologki znadaj za biljke. Poznato je da flavonoidi, poput kasticina,
pokazuju antitumorsku aktivnost, centaureidin je citotoksicno jedinjenje, dok apigenin 1
luteolin imaju znacajnu estrogenu i antispazmatsku aktivnost (Tuberoso et al., 2009).

Generalno, polifenoli i karotenoidi ostvaruju protektivan efekat jer imaju antioksidantnu
aktivnost, djeluju stimulativno na imuni sistem, regulisu ekspresiju gena u procesima celijske
proliferacije i apoptoze, uticu na metabolizam hormona, djeluju antiviralno, antibakterijski 1 dr.

(Dillard 1 German, 2000).

Uptavo zbog toga se potencijali bioloskih resursa danas intenzivno istrazuju za dobrobit




UNIVERZITET CRNE GORE
ObrazacD1: Ocjena podobnosti doktorske teze i kandidata

“g

UCG

Covjecanstva, te za poboljsanje kvaliteta Zivota ljudi na odrZiv nadin.

Crna Gora posjeduje 1,2 % ukupne svjetske flore §to je svrstava u vodeée regije u Evropi po
broju biljnih vrsta na jedinici povriine. Dakle, postoji znatan prirodni potencijal koji treba
nauéno istraZiti u cilju procjene kvaliteta produkcije prirodnih supstanci, njihove bioloske
aktivnosti sve u cilju njihove primjene i valorizacije u biljnom inzinjeringu i farmaceutskoj i
poljoprivtednoj industriji.

Istrazivanja bioloske aktivnosti Cetinara, a narodito vrsta u okviru roda Pinus u Crnoj Goti su
priliéno oskudna. Rod Piuus (Fam. Pinacear), sa preko 100 poznatih vrsta, najveci je recentni rod
Cetinara (Price et al., 1998; Farjon, 2001).

Glavni cili u okviru ove doktorske disertacije jeste ispitivanje bioloskog potencijala
(antimikrobnog, antioksidativnog, citotoksi¢nog na kancer celijskim linijama i uticaja na Celijski
ciklus) 1 fitohemijska karakterizacija ekstrakata odabranih vrsta bora sa podrucja Crne Gore: Pinus
nigra (crni bor), Pinus heldreichii (munika) i Pinus halepensis (alepski bor), Pinus pinea (pinjol) 1 Pinus

sylvestris (bijeli bor).

B2. Cilj i hipoteze

Glavni cilj ove doktorske disertacije je ispitivanje bioloskog potencijala i fitohemijska
karakterizacija ekstrakata iglica odabranih vrsta bora sa podrudja Crne Gore: Pinus nigra (crni
bor), Pinus heldreichii (munika), Pinus halepensis (alepski bot), Pinus sylvestris (bijeli bot) i Pinns pinea
(pinjol).

Podciljevi istrazivanja su:

- ispitivanje antimikrobnog potencijala ekstrakata iglica odabranih vrsta bora
- ispitivanje antioksidativne aktivnosti ekstrakata iglica odabranih vrsta bora

- Ispitivanje citotoksi¢nog efekta ekstrakata iglica odabranih vrsta bota na humane

kancer celijske linije HeLa, LS-174T, A549, FeNx, K562 i MRC-5.

ispitivanje uticaja ekstrakata iglica odabranih vrsta bora na Celijski ciklus

hemijsko identifikovanje aktivnih supstanci iz ekstrakta iglica odabranih vrsta bora

- determinacija hemijskog profila fenola i flavonoida iz ekstrakta iglica odabranih vrsta
bora

- komparativna analiza dobijenih rezultata sa podacima iz dostupnih literaturnih izvora

Osnovne hipoteze su:
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HI: Sadrzaj biolosko aktivnih supstanci u ekstraktima iglica odabranih vrsta bora uticaée na
njthov bioloski potencijal: antioksidativni, antimikrobni i citotoksicni.

H2: Razliciti postupci pri dobijanju ekstrakata iglica odabranih vrsta bora uticaée na kvalitet
ekstrakata, a samim tim i na determinaciju njihovog bioloskog potencijala

H3: Ekstrakti iglica odabranih vrsta bora pokazace razliciti fitohemijski profil i bioloske

potencijale u zavisnosti od vrste.

B3. Metode i plan istraZivanja
Terenska istraZivanja, prikupljanje materijala i skladiStenje podataka:

Terenska istrazivanja i prikupljanije bilinog matetijala odabranih vrsta roda Pinus, zapoceta su u
januaru 2021. godine. Biljke su sakupliene sa sljedecih lokaliteta : Kosanica-Durdevica Tara
(Pljevlja), Virpazar (Podgorica), Orjen sedlo (Herceg Novi), Mirista, Lustica (Tivat).

Obrada prikuplienih uzoraka:
Prikupljeni materijal razlicitih vrsta bora (Pimus Sylvestris, P. heldreichii, P. halepensis, P. nigra i P.
pinea)) Ce biti predat na uvid, identifikaciju i potvtdu od strane strucnog lica. Nomenklatura i

Klasifikacija ¢e biti usaglaSena sa listom Euro+Med (20006).

Ekstrakeija biljnog materijala

Najvazniju grupu biljnih preparata predstavljaju ekstrakti, koji se dobijaju primjenom razli¢itih
metoda  ekstrakcije, poev od jednostavnih tehnologija do naprednih tehnika. Generalno,
tradicionalne ekstrakcije (maceracija, digestija i Sokslet ekstrakcija) se sve vide zamjenjuju
savremenim, kao Sto je ckstrakcija potpomognuta ultrazvukom. Ispitivanjem uticaja ultrazvuka
na ekstrakciju bioaktivnih materija iz biljnog matetijala, pokazan je pozitivan efekat koji se
pripisuje kavitacionim dogadajima koji utiu na razaranje celijskog zida, hidrataciju biljnog
matetijala, smanjenje velidine bilinih Cestica i ubrzanje prenosa mase ekstraktivnih supstanci
(Vinatoru et al., 1997; Toma et al., 2001). Pozitivan uticaj ultrazvuka dokazan je kod ekstrakcije

farmakoloski aktivnih matetija (Paniwnyk et al., 2001; SaliSova et al., 1997; Valachovi¢ et al.,

2001) i polisaharida (Hromidkova et al., 1999) iz mnogih biljaka. U okviru ovog istraZivanja
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ekstrakti dobijeni konvencionalnom mat_:egéijom, ekstrakcijom p?tpomognutom ultrazvukom 1 |
digestijom, bice podvrgnuti potrebnim hemijskim analizama kako bi se ispitao bioloski potencijal
odabranih vrsta bora.
Odredivanje antimikrobnog potencijala biljnih ekstrakata
Za procjenu antimikrobnog potencijala ekstrakata Iglica bora koristice se standardna
mikrodiluciona metoda. Za odredivanje vijabilnosti celija koristice se oksidoredukciona boja
rezasurin. Za ispitivanje antimikrobnog potencijala koristie se Gram pozitivne 1 Gram

negativne bakterije iz ATCC kolekcije i klinicki sojevi izolovani iz humanog materijala.

Odredivanje antioksidativne aktivnosti biljnih ekstrakata

Procjena antioksidativne aktivnosti ekstrakata iglica bora bice uporedena sa antioksidativnom

aktivno§¢u komercijalnih sintetskih antioksidanata: 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BTH), propil-
galat (PG) i (1,1-dimetiletil)-4-metoksifenol (BHA).
Kapacitet hvatanja slobodnih radikala ispitivanih ekstrakata bi¢e odreden mjerenjem njihove
sposobnosti da neutralisu DPPH radikale (DPPH test). Metoda se zasniva na pracenju
transformacije ljubicasto obojenog, stabilnog, azot-centriranog DPPH radikala (1,1-difenil-2-
piktithidrazil) u redukovanu, Zuto obojanu formu DPPH-H. Za spektrofotometrijska mjerenja
bice koris¢en UV /VIS spektrofotometar CECIL CE 7200.

Odtredivanje citotoksiénog efekta biljnih ekstrakata na kancer celijskim linijama

Celijske suspenzije pripremaju se u kompletnom hranljivom medijumu sa 10% FBS-om.
HeLa (2000 ¢elija/100 ul po bunaru), LS-174T (7000 éelija/100 il po bunaru), A549 (5000
celija/100 pl po bunaru), FeNx (5000 éelija/100 pl po bunaru), EA.hy926 (5000 éelija/100 ul
po bunaru) i MRC-5 (5000 éelija/100 pl po bunaru) se zasijavaju u mikrotitarske ploce, nakon
inkubacije od 24 h, tokom koje dolazi do adhezije Celija, celije se tretiraju sa po 50 pl rastvora
ispitivanih ekstrakata u pet razlicitih koncentracija. Pet razlicitih koncentracija uzoraka (12.5
ug/ml, 25 pg/ml, 50 pug/ml, 100 pg/ml i 200 ug/mi) ptiptemaju se u hranljivom medijumu sa
10% FBS-om iz $tokova rastvora koncentracije 50 mg/ml u dimetil sulfoksidu (DMSO).
Inkubacija HeLa, LS-174T, A549, FeNx, K562 i MRC-5 celija traje 72 h, dok EA.hy926 Celije

inkubiraju se 24 h i 48 h. Vijabilnost Celija ispituje se MTT testom.

Odredivanje uticaja biljnih ekstrakata na ¢elijski ciklus
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Za ispitivanje uticaja ckstrakata iglica bora na Celijski ciklus koristi ée se HeLa éelije (200 000
Celija/2 ml po bunaru) zasijane u hranljivom medijumu (RPMI 1640) sa 10% FBS-om u
plocama sa 6 bunara. Nakon 24 h medijum se uklanja i Celije se tretiraju rastvorima vodenog i
etanolnog ekstrakta u koncentracijama IC50 i 2IC50. U kontrolni uzorak dodaje se samo
medijum. Nakon inkubacije od 24 i 48 h kontrolni i tretirani uzorci Hel.a celija se sakupljaju
nakon tripsinizacije (Tripsin 0.25%), isprani PBS-om i prebaceni u epruvete za citometar.
Uzorel se analiziraju na FACSCalibur protoénu citomettiju (BD Biosciences, Sjedinjene
Americke Drzave). Detektuje se po 10 000 dogadaja u svakom uzorku. Na osnovu dobijenih
DNK histograma (broj dogadaja u odnosu na FL2-A (engl. FL2-area)) odreduje se procenat
cilinih Hel.a éelija u subG1, G1, S i G2/M fazi Celijskog ciklusa. Podaci se analiziraju uz
pomo¢ CELLQuest softvera (BD Biosciences, San Hose, CA, Sjedinjene Americ¢ke Drave).

U toku istraZivanja planiran je boravak doktoranta, na Farmaceutskom fakultetu, Univerziteta
u Beogradu. U laboratoriji za mikrobiologiju i imunologiju planirano je da se ispita citotoksicni
efekat ekstrakata iglica bora na kancer éelijskim kulturama i uticaj ekstrakata iglica bora na

Celijski ciklus i apoptozu.

Odredivanje ukupnih fenola i flavonoida

Ukupan fenolni sadt7aj bilinog ckstrakta mijeri se spektrofotometrijskom metodom Folin-
Ciocalteu. Ukratko, 20 uL biljnog ekstrakta mije¥a se s 0,2 ml Folin-Ciocalteu reagensa i 2 ml
dejonizirane vode. Nakon 3 minute dodaje se 1 ml 20% rastvora Na,CO,. Smjesa se inkubira
30 minuta na temperaturi od 50 ° C u vodenom kupatilu (VIMS elektrik, Srbija), a zatum se
mjeri apsorbancija na talasnoj duZini od 765 nm. Rezultati ukupnog sadrzaja fenola (TPC)
izrazavaju se u miligramima ekvivalenata galne kiseline (GAE) / g suvog uzorka na osnovu
standatdne krive galne kiseline (Y = 0,0057 x + 0,1203, R2 = 0 , 9913). Mjetenja se ponavljaju

tri puta.

B4. Nauc¢ni doptrinos

Hemijska 1 bioloska aktivnost vrsta roda Pinus u Crnoj Gori je jako malo poznata. Stoga,

istrazivanja biljnih ekstrakata odabranih vrsta bora mogu pospijesiti pronalaZenje novih i
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efikasnijih  biolo$ki aktivnih agenasa koiji mogu naci primjenu u razliditim aspektima

farmaceutske i poljoptivredne industrije.

Prije svega saznanja o antioksidativnoj aktivnosti biljnih ekstrakata mogu doprinijeti u
prevenciji i terapiji bolesti nastalih usled oksidativnog stresa. Takode, saznanja o antimikrobnom
potencijalu  biljnih ckstrakata mogu dati doprinos u borbi protiv. mnogih patogenih
mikroorganizama, kao i antibiotski rezistentnih vrsta, imajuci u vidu da se mikrobna rezistencija
na biljne metabolite teZe sti¢e zbog njihovog kompleksnog sadrzaja u odnosu na antibiotike.
Citotoksicni efekat biljnih ekstrakata na kancer éelijske kulture produbide saznanaja o mogucoj

iskotistljivosti prirodnih resursa u prevenciji i tretmanu kancera.

B5. Finansijska i organizaciona izvodljivost istraFivanja

Istrazivanje je pokriveno stipendijom Ministarstva nauke i dodjeljuje se u ukupnom bruto
iznosu od 51.662,00 € za period od 34 mjeseci, odnosno od 03. januara 2020. godine do 31.
oktobra 2022. godine.

Misljenje i prijedlog komisije

Komisija je za ocjenu podobnosti doktorske teze i kandidatkinje, nakon detaljnog razmatranja
prijavljene teme i javne prezentacije polaznih istraZivanja, kao i datih odgovora na postavljena
pitanja, dosla do zakljucka da su polazna istraZivanja kandidatkinje Alme Kurtis.

originalno naucno istrazivanje koje predstavlja vazan doptinos u oblasti bioaktivnih materija 1
mikrobiologije.

Metode i ciljevi istraZivanja detaljno su i precizno definisani i smatraju se primjenljivim za dato
istrazivanje. Predlozena tema je multidisciplinarna, $to doprinosi njenom kvalitetu i znacaju.
Uzimajudi u obzir sve prethodno navedeno, Komisija je saglasna da je tema istraZivanja aktuelna
kao i da odgovara nivou i ozbiljnoisti istraZivanja za doktorsku disertaciju. Stoga, komisija
predlaze Vije¢u Prirodno-matemati¢kog fakulteta da podt#i prijavu doktorske disertacije Alme
Kuris.

Prijedlog izmjene naslova

(po potrebi predloZiti izmjenu naslova)

Prijedlog promjene mentora i/ili imenovanje drugog mentora

(titula, ime i prezime, ustanova)

Planirana odbrana doktotske disertacije

2022., zimski semestar

Izdvojeno misljenje

(popuniti ukoliko neki ¢lan komisije ima izdvojeno midljenje)
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Ime i prezime

Napomena

(popuniti po potrebi)

ZAKLJUCAK

PredloZena tema po svom sadrZaju odgovara nivou doktorskih studija. DA | NE

Tema je otiginalan nauno-istra¥ivacki rad koji odgovara medunarodnim DA | NE
kriterijumima kvaliteta disertacije. 5

Kandidat moZe na osnovu sopstvenog akademskog kvaliteta i steCenog znanja

da uz adekvatno mentorsko vodenie realizuje postavlieni cilj i dokae hipoteze. s s

Komisija za ocjenu podobnosti teme i kandidata

Dr Jelena Anti¢ Stankovié, redovni profesor, Farmaceutski - (Potp 7
fakultet, Univerzitet u Beogradu, Stbija | J@ZMM@

Dr Sladana Krivokapié, vanredni profesor, Prirodno matematicki | (Potpis)
fakultet, Univerzitet Crne Gore P %\”k—\? L

Dt Svetlana Perovié, redovni profesor, Prirodno matematicki | Potpi El('
fakultet, Univerzitet Crne Gore P (
L4

U Podgorici,
10.09.2021. T
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PITANJA KOMISIJE ZA OCJENU PODOBNOSTI DOKTORSKE TEZE I

KANDIDATA

Dr Jelena Anti¢ Stankovié, redovni
profesor, Farmaceutski fakultet,
Univerzitet u Beogradu, Srbija

Kako ste izvrsili izbor éelijskih linija?

Dr Sladana Krivokapié, vanredni
profesor, Prirodno matematicki
fakultet, Univerzitet Crne Gore

Koja bioaktivna jedinjenja ocdekujete u ekstraktima
razlicitih vrsta bora?

Dr  Svetlana  Perovié, redovni
ptofesor, Prirodno  matematicki
fakultet, Univerzitet Crne Gore

Pojasnite koje mikrobioloske kulture Cete koristiti za
odredivanje antimikrobnog potencijala biljnih ekstrakatar |

(Titula, ime i prezime ¢lana komisije)

(Titula, ime i prezime ¢ana komisije)

PITANJA PUBLIKE DATA U PISANOJ FORMI

(Ime i prezime)

(Ime i prezime)

(Ime i prezime)

ZNACAJNI KOMENTARI




Na osnovu &lana 32 stav 1 tadka 14 Statuta Univerziteta Crne Gore, u vezi sa élanom
34 Pravila doktorskih studija, Senat Univerziteta Crne Gore, u postupku razmatranja
prijedloga Vijeca Prirodno-matematitkog fakulteta i na prijedlog Centra za doktorske
studije, na elektronskoj sjednici odrZanoj 20-21.04.2021. godine, donio je sljiedec¢u

ODLUKU
I

Imenuje se Komisija za ocjenu podobnosti doktorske teze i kandidatkinje mr
Alme Kurti§, u sastavu:

1. Dr Jelena Anti¢ Stankovié, redovni profesor Farmaceutskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu

2. Dr Sladana Krivokapi¢, vanredni profesor Prirodno-matematitkog fakulteta
Univerziteta Crne Gore

3. Dr Svetlana Perovi¢, redovni profesor Prirodno-matematitkog fakulteta
Univerziteta Crne Gore

Zadatak Komisije je da, u roku od 45 dana od dana javnog izlaganja studenta podnese
Vijeéu Prirodno-matemati¢kog fakulteta i Senatu izvje$taj o ocjeni podobnosti
doktorske teze i kandidata.

Odluka stupa na snagu danom donosenja.

Broj: 03- £651
Podgorica, 21.04.2021. godine

PREDSJEDNIK SENATA.

Prof. dr Vladimir BoZovié, vréilac funkcije rektora




