NASTAVNO-NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Nastavno-nau¢nog veca Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrzanoj dana
17.11.2022. godine, broj 11/X-4/4-MK, imenovana je komisija za ocenu zavrSene doktorske

disertacije pod naslovom:

»Molekularni mehanizmi protektivnog dejstva grafenskih kvantnih tacaka u in vitro

modelu oSte¢enja neuronskih ¢elija oksidativnim stresom

kandidata master molekularnog biologa i fiziologa Matije P. Krunic¢a, zaposlenog na
Univerzitetskoj klinici Slobodnog Flamanskog Univerziteta u Briselu, Belgija. Mentor teze je

profesor dr Vladimir Trajkovi¢, a komentor nau¢ni saradnik dr Biljana Risti¢.
Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:

1. Prof. dr Sonja Misirli¢ Denci¢, vanredni profesor, Medicinski fakultet, Univerzitet u
Beogradu

2. dr Verica Paunovi¢, visi naucni saradnik, Medicinski fakultet u Beogradu

3. dr Mihajlo Bosnjak, naucni saradnik, Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu

4. Prof. dr Milo§ Mojovi¢, redovni profesor, Fakultet za fizicku hemiju, Univerzitet u
Beogradu

5. Prof. dr Silvana Andri¢, redovni profesor, Prirodno-matematicki fakultet, Univerzitet u

Novom Sadu

Na osnovu analize prilozene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene doktorske

disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta sledeci



IZVESTAJ

A) Prikaz sadrzaja doktorke disertacije

Doktorska disertacija doktoranda Matije P. Kruni¢a napisana je na ukupno 103 strane i podeljena
je na sledeéa poglavlja: uvod, ciljevi rada, materijal i metode, rezultati, diskusija, zakljucci i
literatura. U disertaciji se nalazi ukupno 3 sheme, 3 tabele 1 41 slika. Doktorska disertacija sadrzi
sazetak na srpskom 1 engleskom jeziku, biografiju kandidata, podatke o komisiji i spisak
skracenica koriS¢enih u tekstu. U poslednjem poglavlju je iznet pregled literature citirane u
doktorskoj disertaciji, koji sadrzi 222 literaturna izvora. Struktura i kompozicija rada u celini

sadrze sve elemente 1 zadovoljavaju sve kriterijume doktorske disertacije.

U uvodu su opisane osnovne strukturne i fizicko-hemijske karakteristike grafenskih kvantnih
tataka (GKT). Prikazene su njihove fotoluminiscentne karakteristike, visoka biokompatibilnost,
niska citotoksi¢nost i fotonestabilnost. Opisano je i otkrice molekula grafena za koje su fizicari
Novosel 1 Gejm dobili Nobelovu nagradu 2010. godine. Prikazane su metode sinteze GKT, pri
¢emu je istaknuto je da je automatizacija procesa sinteze 1 hemijske modifikacije GKT
omogucila Siroku primenu ovih nanomaterijala. GKT se mogu koristiti kao detektori razli¢itih
jonskih vrsta, senzori za detekciju razliCitih biomolekula, nosac¢i lekova 1 agensi u
fotodinamickoj terapiji. U ovom poglavlju opisane su prooksidativne i antioksidativne
karakteristike GKT. Opisan je in vitro model oksidativnog stresa upotrebljen u
eksperimentalnom delu doktorske disertacije, osnovne karakteristike natrijum nitroprusida (SNP),
kao 1 njegova uloga egzogenog donora azot monoksida (NO¢) u ¢elijskom modelu oksidativnog
stresa. Oksidativni stres je definisan kao poremecaj ravnoteze u procesu formiranja 1 uklanjanja
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (RKV), a opisan je i mehanizam nastanka klju¢nih RKV 1 reaktivnih
azotnih vrsta (RAV): superoksidnog radikala (O, ); hidroksilnog radikala (OH¢) i peroksinitrita
(ONOQ"). Posebano je opisan proces formiranja OHe u Fentonovoj reakciji, jednoj od
specificnih vrsta Haber-Vajs reakcije. Imaju¢i u vidu da oksidativni stres dovodi do apoptoze, u
uvodu je dat osvrt na ovaj tip Celijske smrti 1 opisani su signalni putevi i molekuli neophodni za
odvijanje ovog procesa. S obzirom na sposobnost GKT i SNP da indukuju autofagiju, u uvodu su
takode prikazane i karakteristike autofagije sa posebnim osvrtom na njen znacaj u fizioloskim 1
patoloskim uslovima. Posebna paZnja usmerena je na opis najznacajnijih signalnih puteva i

molekula neophodnih za odvijanje i regulaciju pojedinacnih faza autofagije. Takode je opisan



uticaj GKT na proces autofagije u razli¢itim tipovima ¢elija u kulturi, kao i uticaj GKT na

autofagiju u in vivo uslovima.

Imaju¢i u vidu da uticaj GKT u modelu oksidativnog stresa izazvanog SNP-om do sada nije
ispitivan, u okviru ove doktorske disertacije postavljeni su slede¢i ciljevi: (1) Ispitati
citoprotektivno dejstvo GKT u oksidativnom stresu izazvanom SNP-om u SH-SY5Y neuronskim
¢elijama in vitro, (2) Ispitati mehanizme i ulogu modulacije reaktivnih kiseoni¢nih i azotnih vrsta
u neuroprotektivnom dejstvu GKT u modelu oksidativnog stresa izazvanog SNP-om in vitro 1 (3)
Ispitati mehanizme i ulogu autofagije u neuroprotektivnom dejstvu GKT u oksidativnom stresu

izazvanom SNP-om in vitro.

U poglavlju Materijal i metode detaljno su opisani protokoli svih eksperimentalnih procedura
koris¢enih u izradi doktorske disertacije. Najpre je opisan metod sinteze GKT elektrohemijskom
oksidacijom grafita, kao i njihova fizi¢ko-hemijska karakterizacija metodama spektroskopije,
mikroskopijom atomskih sila i transmisionom elektronskom mikroskopijom visoke rezolucije
(HR-TEM). Navedene su celijske linije, njihove karakteristike i uslovi odrzavanja, kao 1 svi
reagensi 1 rastvori koriS¢eni u eksperimentalnom radu. U realizaciji ciljeva ove doktorske
disertacije koriS¢eni su odgovarajuci testovi za ispitivanje vijabiliteta celija, metode fazno-
kontrastne mikroskopije za utvrdivanje morfoloskih promena ¢elija, spektrofotometrijski testovi
1 metode elektronske paramagnetne rezonance za odredivanje prisustva razli¢itih radikalskih
vrsta. ProtoCna citofluorimetrija koriS¢ena je za analizu parametara ¢elijske smrti, produkcije
RKV i RAV, aktivacije kaspaza, depolarizacije mitohondrija i statusa autofagije. Imunoblot
analiza koriS¢ena je za odredivanje ekspresije i aktivnosti proteina od interesa, transmisiona
elektronska mikroskopija (TEM) za ultrastrukturnu analizu ¢elija 1 metoda kvantitavne reakcije
lancanog umnozavanja u realnom vremenu (RT-qPCR) za utvrdivanje nivoa ekspresije iRNK
odgovarajuc¢ih molekula. Procena antagonistickog efekta kombinacije SNP i GKT na vijabilnost
¢elija odredivana je izracunavanjem o indeksa. Statisticka znacajnost analizirana je Studentovim
t-testom za dva nezavisna uzorka ili jednofaktorskom analizom varijanse (ANOVA) za veci broj

nezavisnih uzoraka. Znacajnom je smatrana p-vrednost manja od 0,05.

Istrazivanja iz kojih je proistekla ova doktorska disertacija odobrena su od strane Etickog

komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

U poglavlju Rezultati detaljno su opisani i jasno predstavljeni svi dobijeni rezultati.



U poglavlju Diskusija doktorand je na sveobuhvatan nacin interpretirao dobijene rezultate i na
detaljan nacin ih povezao sa rezultatima slicnih istrazivanja drugih autora objavljenih u
medunarodnim nau¢nim ¢asopisima. Na osnovu toga, izneo je svoje zakljucke koji objaSnjavaju

rezultate ove doktorske disertacije i opisao njihov potencijalni terapeutski znacaj.

Poglavlje Zakljuéci sumira kljucene zakljucke proizasle iz rezultata disertacije koji u potpunosti

odgovaraju postavljenim ciljevima.

U poglajavu Literatura su navedena 222 literarna izvora uredena prema abecedi.

B) Provera originalnosti doktorske disertacije

Na osnovu Pravilnika o postupku provere originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na
Unverzitetu u Beogradu 1 nalaza u izveStaju iz programa iThenticate kojim je izvrSena provera
originalnosti doktorske disertacije, utvrdeno podudaranje teksta iznosi 17%. Najveci deo
podudarnosti pronaden je u poglavlju 3 (,,Materijali 1 metode™), gde je program iThenticate kao
tacke podudarnosti prepoznao nazive vecine upotrebljenih hemikalija 1 reagenasa, i njihove
proizvodace, kao i uputstva za izvodenje eksperimentalnih metoda. Ostatak podudarnosti se
odnosio na koris¢enje opsSteprihvacenih i Siroko koriS¢enih reci i fraza u opisivanju pojava koje
se pominju u disertaciji, kao 1 pominjanje odredenih licnih imena, imena institucija i sl.. Pored
toga, u svim ostalim poglavljima disertacije, osim nuznih podudaranja pomenutih opstih mesta,
nisu nadene podudarnosti sa navedenim tvrdnjama ili misaonim celinama. Verujemo da ne bi
bilo moguce dalje znacajno smanjiti procenat podudarnosti, bez izostavljanja kljucnih podataka o
materijalima i smanjivanja tacnosti 1 preciznosti objasnjenja metoda koje su koriS¢ene u izradi
ove disertacije, a koje bi iSlo naustrb reproducibilnosti rezultata. S druge strane, u poglavljima 1
(,Uvod”), 2 (,,Ciljevi”), 4 (,,Rezultati”), 5 (,,Diskusija”) i 6 (,,Zakljucci’), nadena je podudarnost
prevashodno u citatima, te pojedina¢nim recima i ¢esto koriS¢enim frazama koje se ti€u pojava
koje se obraduju u disertaciji. Napominjemo da nijedna misaona celina, niti pojedinacna tvrdnja,
izneta u poglavljima 4 (,,Rezultati”), 5 (,,Diskusija”) 1 6 (,,Zakljucci”), gde se apsolutno zahteva
originalnost i autenti¢nost u doprinosu nauc¢no-istrazivackom radu, nije pokazala podudarnost sa

do sada objavljenim radovima, §to je u skladu sa ¢lanom 9. Pravilnika.



C) Kratak opis postignutih rezultata

U poglavlju Rezultati jasno su prikazane fizicko-hemijske karakteristike GKT. Metodom UV-
Vis spektroskopije pokazano je da GKT imaju apsorpcioni maksimum u UV oblasti na 210 nm
talasne duzine. Takode, detektovana je i apsorpciona promena na 345 nm talasne duzine koja je
karakteristi¢na za prisustvo C=0O veze. Fluorescentnom spektroskopijom pokazano je da GKT
poseduju maksimalan intenzitet emisije nakon ekscitacije svetloS¢u talasne duzine 360 nm.
Rezultati dobijeni metodama mikroskopije atomskih sila 1 HR-TEM su ukazali na nanometarske
dimenzije GKT sa dijametrom od 10-15 nm. Antioksidativne karakteristike GKT potvrdene su
koris¢enjem  razliCitih  spektrofotometrijskih  radikalskih  testova. Dodatna potvrda
antioksidativnih svojstava GKT dobijena je i metodom elektronske paramagnetne rezonance,
koja se smatra “zlatnim standardom” za detekciju slobodnih radikala. S obzirom da su prethodne
studije ukazale da SNP izaziva smrt ¢elija u kulturi, razli¢itim testovima vijabiliteta ispitivana je
citotoksi¢nost SNP na SH-SYS5Y ¢elijama humanog neuroblastoma i U251 ¢elija glioma, kao i
uticaj tretmana GKT na citotoksi¢nost SNP. Utvrdeno je da SNP dovodi do smrti celija, dok
tretman GKT smanjuje uo&ene citotoksiéne efekte SNP. Celijska smrt izazvana SNP-om imala je
morfoloSke 1 biohemijske karakteristike apopotoze, Sto je pokazano detekcijom
eksternalizovanog fosfatidil-serina, aktivacijom kaspaza i DNK fragmentacijom. Apoptoza
indukovana SNP-om zavisila je od aktivacije kaspaze-2 koja dovodi do indukcije unutrasnjeg
(mitohondrijalnog) puta aktivacije apoptoze. Smanjenje citotoksi¢nih efekata SNP u prisustvu
GKT ukazalo je na klju¢nu ulogu RKV 1 RAV u oksidativnom stresu izazvanom SNP-om.
Protektivno dejstvo GKT zavisilo je od neutralizacije citotoksicnog OHe nastalog u Fentonovoj
reakciji katalizovanoj gvozdem poreklom iz SNP, dok je neutralizacija NO* i O, ~ imala manju
ulogu u uocenoj citoprotekciji. TEM analiza unutarcelijske lokalizacija GKT pokazala je
prisustvo GKT u autofagozomima i autolizozomima, $to potvrduje da je za antioksidativne
sposobnosti GKT u neutralizaciji RKV i RAV neophodna njihova internalizacija. Imunoblot
analizom je detektovana konverzija LC3-1 u marker autofagozoma LC3-II, kao i smanjenje nivoa
membranskog receptora SQSTM1/p62 u celijama tretiranim SNP-om i1 GKT. Prisustvo
autofagije indirektno je potvrdeno i primenom proto¢ne citofluorimetrije, gde je pokazano
zna€ajno povecanje u acidifikaciji lumena citoplazmatskih vezikula kori§¢enjem pH-senzitivne
boje akridin oranz. U cilju ispitivanja mehanizama koji se nalaze u osnovi indukcije autofagije,
analizirana je fosforilacija klju¢nih signalnih proteina koji kontroliSu ovaj proces. Aktivacioni
status mTOR-a kao negativnog regulatora autofagije, i njegovog aktivatora Akt kinaze, ispitivan
je imunoblot metodom. Takode, RT-qPCR metodom ispitana je ekspresija gena koji reguliSu

autofagiju. Rezultati su pokazali da kombinovani tretman SNP-om i GKT indukuje proces



autofagije dvojako: inhibicijom AKT/mTOR signalnog puta, kao 1 aktivacijom transkripcije
kljuénih proautofagnih gena. Analizirana je i degradativna sposobnost autofagije merenjem
autofagnog fluksa imunoblot analizom LC3-II nakon primene proteolitiCkog inhibitora
bafilomicina Al, kao i ispitivanjem nivoa SQSTM1/p62 kao selektivnog autofagnog supstrata.
Bafilomicin A1, inhibitor protonske pumpe, smanjuje acidifikaciju lizozoma i blokira autofagnu
proteolizu, ¢ime se inhibira razgradnja LC3-II u autolizozomima. Rezultati su pokazali
povecanje ekspresije proautofagnog beklina-1, degradaciju SQSTMI1/p62, kao 1 pojacanu
konverzija LC3-I1 u LC3-II u prisustvu inhibitora lizozomalne acidifikacije, Sto govori u prilog
povecanja autofagnog fluksa, odnosno aktivacije kompletnog procesa autofagije. Kako bi se
utvrdila veza izmedu antioksidativnih karakteristika GKT i njihove uloge u indukciji autofagije,
SH-SYSY celije su tretirane antioksidantom N-acetil cisteinom (NAC) u prisustvu SNP 1 BAF.
Rezultati imunoblot analize su pokazali da NAC nije modulisao autofagni fluks u prisustvu SNP,
Sto ukazuje da pro-autofagna sposobnost GKT u prikazanom eksperimentalnom sistemu nije
zavisila od njihovog antioksidativnog dejstva. Konac¢no, rezultati su pokazali da su inhibitori
autofagije potencirali ¢elijsku smrt u kombinovanom tretmanu SNP-om i GKT. Zajedno, ovi
rezultati pokazuju da GKT, nezavisno od njihove antioksidativne aktivnosti, inhibicijom
AKT/mTORC signalnog puta indukuju citoprotektivnu autofagiju na transkripcionom i post-

translacionom nivou.

D) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

Poredenje dobijenih rezultata sa rezultatima ranijih studija ukazuje da su postignuti
rezultati u saglasnosti sa dosada$njim istrazivanjima. Takode, nova saznanja, koja su u vezi sa
inicijalno postavljenim istrazivackim ciljevima, jasno su istaknuta u doktorskoj disertaciji.

GKT koris¢ene u eksperimentalnom radu, poseduju sve prethodno opisane karakteristike
GKT: stabilnu fluorescencu (Liu i sar., 2018), rastvorljivost u vodi (Ruan i sar., 2018), nisku
citotoksi¢nost (Nurunnabi 1 sar., 2013) i odli¢nu biokompatibilnost (Zhu i sar., 2016). Analiza
UV-Vis apsorpcionih spektara ukazala je da GKT poseduju apsorpcioni maksimum u UV delu
spektra, dok je dalje povecanje ekscitacione talasne duzine dovelo da pada apsorpcione
sposobnosti GKT. Ovaj rezultat je u skladu sa prethodno opisanim optickim karakteristikama
GKT (Ristic i sar., 2014; Jiang i sar., 2013). Imaju¢i u vidu rezultate Sk i sar., prisustvo defekata
na povrsini 1 “armchair” oblika ivice GKT su prouzrokovali pomeraj fotoluminiscentne emisije
ka plavom delu spektra (Sk 1 sar., 2014).

Rezultati ovog istrazivanja su potvrdili da tretman SNP-om ima citotoksi¢no dejstvo na

SH-SYSY ¢elije humanog neuroblastoma i U251 ¢elija glioma, Sto je u skladu sa rezultatima



prethodnih istrazivanja na razli¢itim ¢elijskim linijjama (Quan i sar., 2017, Babich i sar., 1998,
Nakamura i sar., 1997). Imaju¢i u vidu da su SH-SYSY ¢elije relevantniji in vitro model za
ispitivanje neurotoksi¢nosti/neuroprotekcije (Wei i sar., 2017; Cardaci i sar., 2008), ova ¢elijska
linija je koriS¢ena u daljim eksperimentima.

Blanco i sar. su predlozili da je oslobodeni NO glavni medijator u smrti hondrocita
indukovanoj SNP-om (Blanco i sar., 1995). U eksperimentima proisteklim iz ove doktorske
disertacije pokazano je da tretman PTIO, supstancom koja specifi¢no vezuje i neutraliSe ONOO"
(nastao u reakciji NO i O,) nije imao protektivno dejstvo na vijabilitet SH-SYSY ¢elija nakon
tretmana SNP-om, kao i da NO nije klju¢ni posrednik citotoksi¢nosti indukovane SNP-om.
Takode, de Andreas i sar. su pokazali da oslobadanje visokih nivoa NO dobijenih koris¢enjem
potentnijih donora kao §to su SIN-1 1 SNAP, nije dodatno smanjilo vijabiltet ¢elija u kulturi (de
Andres 1 sar., 2013). Sli¢no, u ovoj disertaciji pokazano je da oslobadanje visokih nivoa NO u
rastvoru potentnijeg NO donora (DEA-NONOat) nije dodatno smanjivalo vijabiltet ¢elija u
kulturi u odnosu na SNP. Dakle, citotoksi¢nost SNP na SH-SYS5Y ¢elijama samo je delimi¢no
posredovana NO 1 njegovim produktom ONOQ'. Prethodni zakljucak je u skladu sa ranijim
rezultatima u kojima su RKV, koje se u tretmanu SNP-om stvaraju kao nusprodukt nezavisno od
NO, odgovorni za citotoksi¢nost SNP (Quan 1 sar., 2016; Liang i sar., 2014; Cardaci i sar., 2008;
Rauhala i sar., 1998).

Cardaci 1 sar. su pokazali da je citotoksi¢nost indukovana SNP-om posledica povecane
produkcije RKV u prisustvu jona gvozda (Fe*") (Cardaci i sar., 2008). Rezultati ove doktorske
disertacije potvrdili su da je prisustvo jona Fe*” klju¢no za smrt SH-SY5Y céelija indukovanu
SNP-om, koja je bila znacajno smanjena u prisustvu helatora gvozda. Takode je uoceno i
povecanje nivoa OHe, a prisustvo GKT ili supstanci sa sposobnos¢u vezivanja OHe (DMSO,
metanol 1 etanol) imalo je pozitivan uticaj na vijabilitet SH-SYS5Y celija. Ovi rezultati su u
skladu sa rezultatima prethodnih studija u kojima je pokazano da oslobodeni Fe*" iz SNP ima
sposobnost katalizovanja Fentonove reakcije u in vitro uslovima, kao i u sistemu bez ¢elija
(Rauhala 1 sar., 1998; Ramakrishna i sar., 1996). Detaljno ispitivanje antioksidativnog i
antinitrozativnog profila GKT ukazalo je na sposobnost GKT da neutralisu OHe, O, i NO
radikale, $to je u skladu sa rezultatima prethodnih studija (Hua i sar., 2019; Chong i sar., 2016).

Prethodno je pokazano da SNP izaziva apoptozu neurona (Cardaci i sar., 2008, Zhang i
Zhao, 2003). U skladu sa tim, iz rezultata ove disertacije moze se zakljuciti da tretman SNP-om
indukuje apoptozu zavisnu od kaspaze-2 koja aktivira mitohondrijalni (unutrasnji) put apoptoze,
kao 1 da GKT smanjuju apoptotsku smrt indukovanu SNP-om. Takode, merenjem nivoa lipidne

peroksidacije indirektno je pokazano da GKT smanjuju citotoksi¢nost indukovanu SNP-om.



Prisustvo GKT smanjilo je nivo lipidne peroksidacije najverovatnije neutralizacijom RKV i
posledi¢nim smanjenjem oksidativnog stresa (Valko i sar., 2005).

Rezultati brojnih istrazivanja o uticaju GKT na proces autofagije ukazali su da GKT
mogu indukovati autofagiju (Xie i sar., 2019; Tomic i sar., 2017; Markovic i sar, 2012). Takode,
pokazano je da i SNP poseduje pro-autofagnu aktivnost (Chen i sar, 2020; Rim i sar., 2019; Park
1 sar., 2017). Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji su pokazali da GKT i SNP
poseduju sinergistiCku pro-autofagnu aktivnost na modelu SH-SYSY ¢elija, kako na
transkripcionom tako i na translacionom nivou. Pokazano je da se u osnovi indukcije autofagije
u prisustvu SNP 1 GKT nalazi inhibicija Akt/PRAS40/mTOR signalnog puta, kao i povecana
ekspresija klju¢nih pro-autofagnih gena. Poznato je da Akt-zavisna fosforilacija PRAS40
aktivira Raptor-mTOR funkcionalni kompleks (mTORCI1). mTORC1 kompleks ima inhibitorni
uticaj na proces autofagije (Sancak 1 sar., 2007). Uoceno je smanjenje u nivoima fosforilisane
forme PRASA40, Sto je posledica smanjene aktivnosti Akt kinaze. Tretman SH-SYSY c¢elija GKT
1 kombinacijom GKT i SNP pokazao je da je autofagija aktivirana na transkripcionom nivou, kao
1 da su nivoi BCL2 iRNK snizeni u prisustvu GKT. BCL2 ispoljava svoju inhibitornu ulogu
blokirajuc¢i formiranje kompleksa za inicijaciju autofagije (Fiillgrabe i sar., 2014). Povecanje
nivoa ekspresije gena koji ucestvuju u nukleaciji 1 elongaciji autogafozoma, kao i smanjenje
ekspresije klju¢nih negativnih regulatora autofagije, potvrdili su GKT indukuju autofagiju.

Rezultati prikazani u ovoj tezi po prvi put su ukazali na ulogu autofagije indukovane
tretmanom GKT u zastiti ¢elija od oksidativnog i nitrozativnog stresa. Medutim, pokazano je da
je indukcija autofagije nezavisna od antioksidativnih sposobnosti GKT. Odredene vrste kvantnih
tataka modulacijom oksidativnog stresa uti¢u na autofagiju, kao Sto je slucaj sa Fe/AuO
kvantnim tackama koje povecavaju autofagni fluks RKV-indukovanom inhibicijom mTOR
(Khan 1 sar., 2012). Povecanje autofagnog fluksa uoceno je i u prisustvu fulerena na misijem
modelu Alchajmerove bolesti (Tak i sar., 2020). Sarkar i sar. su pokazali da tretman HeLa cCelija
razli¢itim donorima NO inhibira autofagiju S-nitrozilacijom c-Jun N-terminalne kinaze 1 i IxB
kinaze, koje ucestvuju u regulaciji interakcije izmedu beklina-1 i BCL2 (Sarkar i sar., 2011). U
eksperimentima proisteklim iz doktorske disertacije pokazano je da NO poreklom od SNP nije
suprimirao autofagiju, S§to ukazuje na moguénost da je pro-autofagno dejstvo RKV prevagnulo
nad inhibitornim dejstvom NO. Sposobnost GKT da neutraliSu NO mogla je dodatno da spreci
inhibitorno dejstvo NO na autofagiju i tako doprinese sinergistickom pro-autofagnom dejstvu
kombinovanog tretmana SNP 1 GKT.

Iako su pri koncentraciji SNP od 2 mM najizraZeniji citoprotektivni efekti uocCeni sa
relativno visokim koncentracijama GKT, pokazano je da u tretmanu manje toksi¢nim dozama

SNP-a, GKT ispoljavaju citoprotektivne efekte i u koncentraciji od 50 pg mL™.



Neurodegenerativna oboljenja karakteriSu se oSteenjima krvno-moZzdane barijere koja bi
potencijalno omogucila lokalnu akumulaciju GKT u CNS (Tosic i sar., 2019). Dodatna hemijska
modifikacija GKT mogla bi da poveca njihovu sposobnosti da neutraliSu RKV i RAV, kao i da

indukuju autofagiju, ¢ime bi se takode omogucilo terapijsko dejstvo nizih koncentracija GKT.

E) Objavljeni rad koji ¢ini deo doktorske disertacije

Matija Kruni¢, Biljana Risti¢, Mihajlo Bosnjak, Verica Paunovi¢, Gordana Tovilovi¢- Kovacevic,
Nevena Zogovi¢, Aleksandar Mir¢i¢, Zoran Markovi¢, Biljana Todorovi¢- Markovié, Svetlana
Jovanovi¢, Duska Kleut, Milo§ Mojovi¢, Pura Nakarada, Olivera Markovi¢, Irena Vukovié¢, Ljubica
Harhaji-Trajkovi¢, Vladimir Trajkovi¢, Graphene quantum dot antioxidant and proautophagic
actions protect SH-SYSY neuroblastoma cells from oxidative stress-mediated apoptotic death,

Free Radical Biology and Medicine. 2021; 177: 167-180 (M21a, IF 7.376).

E) Zakljucak (obrazloZenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija kandidata Matije P. Kruni¢a pod nazivom ,,Molekularni mehanizmi
protektivnog dejstva grafenskih kvantnih tacaka u in vitro modelu ostecenja neuronskih celija
oksidativnim stresom” ima originalni nau¢ni doprinos, s obzirom da do sada nije ispitivana
sposobnost GKT da neutraliSu razli¢ite RKV 1 RAV u in vitro modelu oksidativnog stresa na
SH-SYSY ¢elijama humanog neuroblastoma. Multidisciplinarnim pristupom prvi put je
pokazano da GKT imaju sposobnost neutralizacije hidroksilnog radikala (OHe) i radikala azot
(I) oksida (NOe). Takode je prvi put pokazano da je sposobnost GKT da indukuju
citoprotektivnu autofagiju potpuno nezavisna od njihovih antioksidativnih svojstava. Imajuci u
vidu njihovu izrazitu biokompatibilnost, nisku citotoksi¢nost, visoku antioksidativnu aktivnost,
sposobnost prolaska kroz krvno-moZzdanu barijeru i sposobnost indukcije citoprotektivne
autofagije, jasno je da GKT predstavljaju dobre kandidate za terapiju neurodegenerativnih i
neuroinflamatornih oboljenja u €ijoj se patogenezi nalaze oksidativni i nitrozativni stres. Posebna
vrednost GKT u ovom kontekstu predstavlja njihova sposobnost da, za razliku od klasi¢nih
antioksidativnih agenasa, istovremeno inhibiraju oksidativni stres i indukuju citoprotektivnu
autofagiju, Sto je i najvazniji rezultat ove doktorske disertacije

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima nau¢nog istrazivanja. Ciljevi
su bili precizno definisani, nau¢ni pristup je bio originalan i pazljivo izabran, a koriS¢ena
metodologija savremena. Rezultati su pregledno i sistemati¢no prikazani i diskutovani, a iz njih

su izvedeni odgovarajuci zakljucci.



Na osnovu svega navedenog i imajuci u vidu dosada$nji nau¢ni rad kandidata, komisija predlaze
Naucnom vecu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati doktorsku disertaciju
master molekularnog biologa Matije P. Kruni¢a i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja

akademske titule doktora medicinskih nauka.
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