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IZVESTAJ O OCENI ZAVRSENE DOKTORSKE DISERTACIJE

| PODACI O KOMISIJI:

1. Datum i naziv organa koji je imenovao komisiju:
Dana 26. 9. 2018. godine, 188. sednica Nastavno-nauénog veca Fakulteta veterinarske
medicine, Univerziteta u Beogradu.

2. Sastav komisije sa naznakom imena i prezimena svakog €lana, zvanja, naziva uze
nauéne oblasti za koju je izabran u zvanje, godinom izbora u zvanje i naziv fakulteta,
ustanove u kojoj je €lan komisije zaposlen:

1. Danica Markovi¢ (1962), vanredni profesor, Histologija i embriologija, 2017, Fakultet
veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu (mentor 1);

2. Vera Todorovi¢c (1954), redovni profesor, Histologija sa embriologijom, 2009,
Stomatoloski fakultet Pan¢evo Univerziteta Privredna akademija, Novi Sad (mentor 2);

3. Vesna Miskovi¢ Stankovi¢ (1957), redovni profesor, Fizicka hemija, 2002, Katedra za
fizicku hemiju i elektrohemiju, TehnoloSko-metalurski fakultet (TMF) Univerziteta u
Beogradu.

I PODACI O KANDIDATU:

1. Ime, ime jednog roditelja, prezime:
Tijana, Milan, Luzaji¢ Bozinovski

2. Datum rodenja, opstina, Republika:
8. 1. 1985. godine, Zvezdara, Beograd, Srbija

3. Datum odbrane, mesto i naziv magistarske teze*:
4. Nauéna oblast iz koje je steéeno akademsko zvanje magistra nauka*:

I NASLOV DOKTORSKE DISERTACIJE:

»Ispitivanje biokompatibilnosti nanokompozitnih hidrogelova srebro/ polivinil-
alkohol/ grafen u potkoznom tkivu pacova, nhamenjenih biomedicinskoj primeni.”

IV PREGLED DOKTORSKE DISERTACIJE (navesti broja strana poglavlja, slika, $ema,
grafikonai sl.):

Doktorska disertacija kandidata Tijane Luzaji¢ Bozinovski, dipl. veterinara, napisana je na
183 strane teksta otkucanog na racunaru i sadrzi slede¢a poglavlja: Uvod (1 strana), Pregled
literature (35 strana), Cilj i zadaci istrazivanja (1 strana), Materijal i metode istrazivanja (25
strana), Rezultati istrazivanja (84 strane), Diskusija (15 strana), Zaklju¢ci (2 strane), Literatura
(20 strana). Na pocetku se nalazi Zahvalnica, Kratak sadrzaj na srpskom i engleskom jeziku
kao i Sadrzaj doktorske disertacije, dok se na kraju nalaze lzjava o autorstvu, lIzjava o
istovetnosti Stampane i elektronske verzije rada, Izjava o koriS¢enju i Biografija kandidata, i te
strane nisu numerisane. Doktorska disertacija je dokumentovana sa 40 tabela, 14 grafikona i
121 slikom, od kojih je veliki broj slika kompozitan.

V  VREDNOVANjE POJEDINIH DELOVA DOKTORSKE DISERTACIJE (dati kratak opis
svakog poglavlja disertacije: uvoda-do 250 reéi, pregleda literature-do 500 reéi, cilja i
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zadataka istrazivanja-nije ograniéeno, materijal i metoda — nije ograni€eno, rezultata —
nije ograniéeno, diskusije-do 100 reci, spiska referenci-navesti broj referenci u
doktorskoj disertaciji):

U Uvodu istaknut je znacaj primene hidrogelova kao obloga za rane i biomaterijala
namenjenih za implantaciju u meka tkiva. Polivinil-alkohol (PVA) je sinteticki polimer koji se
Cesto koristi u biomedicini zbog svoje netoksi¢nosti, rastvorljivosti, biokompatibilnosti,
elasti¢nosti i sposobnosti stvaranja reverzibilnih hidrogelova s visokom sposobno$¢u sorpcije.
U poslednjih nekoliko godina, istrazivanja se takode fokusiraju na ugradnju grafena (Gr) u
hidrogelove PVA kako bi se poboljSala njihova mehanicka &vrstoéa i trajnost. U inZenjerstvu
tkiva i regenerativnoj medicini posebno je vazno da implantati i zavoji sadrze antiinflamatornu
i antibakterijsku aktivnu komponentu kako bi zastitili sterilnost rane ili sprecili infekciju u tkivu
koje okruzuje implantat. Poznato je da nanoCestice srebra (eng. silver nanoparticles, AgNPs)
poseduju odlicnu antibakterijsku aktivnost, pa se zbog toga cesto koriste kao aktivna
komponenta biomaterijala na bazi hidrogela od PVA. Uvek je izazov u nauci o materijalima
sintetisati stabilne AgNPs u polimernim matricama, a postoji mnogo moguéih metoda sinteze,
kao Sto su hemijska redukcija, elektrohemijska redukcija ili gama zracenje.

Poglavlje Pregled literature sastoji se iz pet celina: 1. Polivinil-alkohol, 2. Grafen, 3.
Nanocestice srebra, 4. Hidrogelovi, 5. Biokompatibilnost materijala.

Prvi deo Pregleda literature sadrzi literaturne podatke o polivinil-alkoholu. To je
sintetiCki hidrofilni linearni polimer, bezbojan i bez mirisa, rastvorljiv u vodi. Ima molekulsku
formulu [CH,CH (OH)]n. Sastoji se uglavhom od 1,3-diolnih veza [-CH2-CH (OH) -CH2-CH
(OH)-], ali sadrzi i nekoiliko procenata 1,2-diola [-CH2-CH (OH )-CH (OH)-CH2-], zavisno od
uslova polimerizacije vinil-estarskog prekursora. Broj monomera u PVA [(C,H,0)n] varira od
500 do 5000, pa i molarna masa moze da varira od 20.000 do 200.000 Da. Polimeri PVA
mogu se kombinovati s drugim razli€itim polimerima (kopolimeri) ili drugim materijama u cilju
pripreme kompozitnih hidrogelova radi poboljSanja svojstava kao Sto su pH osjetljivost,
biokompatibilnost, profil oslobadanja aktivhe supstance itd. To uklju€uje hidrogelove PVA u
kombinaciji s poliakriinom kiselinom, natrijum-alginatom, rogacom, hidroksietil-skrobom,
Zelatinom, polietilen-glikolom, fibroinom svile, celulozom, celulozom i grafenom, hitozanom,
grafenom i hitozanom, nanohidroksiapatitom, hijaluronanom, titanijumskim vlaknima i sli¢no.

Drugi deo Pregleda literature sadrZi liretarurne podatke o grafenu. Grafen CEini
dvodimenzionalna ugljeni¢na struktura debljine jednog atoma. Ima strukturu kristala koji je
veoma jak, 200 puta jaCi od Celika, a moze se rastegnuti i do 20%. Grafen-oksid (GO)
karakteriSe velika gustina karboksilnih kiselina, alkohola i funkcionalnih epoksidnih grupa.
lako oksidacija u odredenoj meri naru8ava elektronska i mehani¢ka svojstva grafena, ona
uti¢e na bolju rastvorljivost u vodi i stvaranjem hemijskih veza omogucava modifikaciju
grafena. S obzirom da oksidacija poboljSava kompatibilnost grafena, zbog sloja vode koji je
povezan sa hidrofilnim funkcionalnim grupama, postoji generalno misljenje da je grafen u tom,
oksidisanom, obliku najbolji za biomedicinsku primenu. Grafen-oksid se danas Kkoristi u
medicini za pripremu kompozitnih biomaterijala, u fototermalnim terapijama, kao nosac za
lekove i supstrat za ¢elijsku podlogu u tkivnom inzinjerstvu.

Treéi deo Pregleda literature sadrzi literaturne podatke o nanocéesticama srebra.
Antimikrobna svojstva AgNPs povezana su sa: 1) sposobno$¢u da snazno reaguju sa tiolnom
grupom jedinjenja koja se nalaze u respiratornim enzimima bakterijskih celija; 2)
nekuplovanjem oksidativhe fosforilacije u bakterijskoj ¢eliji; 3) indukcijom celijske smrti
bakterije putem indukcije oslobadanja slobodnih kiseoni¢nih radikala; 4) interference sa
respiratornim lancem na nivou citohroma-C, i komponentama transportnog sistema elektrona
u bakterijskoj ¢eliji; 5) interakcijom sa sulfuronskim grupama u membranama bakterija ¢ime
se oStecéuje bakterijski omotag; 6) interakcijom sa fosfornim grupama u DNK ¢ime se oStecéuje
hromozomski materijal jedra. Kao rezultat toga, AgNPs su efikasna antisepticka sredstva za
kontrolu mikroorganizama Sirokog spektra i bakterija otpornih na antibiotike, pa se njihovom
upotrebom znacajno smanjuje mogucnost bakterijske rezistencije na antibiotike. Dokazano je
i antifungicidno dejstvo AgNPs na neke vrste gljivica, kao i antivirusno dejstvo.
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U Cetvrtom delu Pregleda literature izneti su literaturni podaci o hidrogelovima i posebno
je opisan PVA kao hidrogel. U tekstu je prikazana klasifikacija hidrogelova i sadasnja
upotreba polimernih hidrogelova kao obloga za rane.

U petom delu Pregleda literature, istaknut je znacaj biokompatibilnosti materijala, kao
jednoj od klju¢nih karakteristika koja odreduje definitivne smernice za primenu biomaterijala u
humanoj i veterinarskoj medicini. Pored generalnog prikaza testova koji se danas koriste za
procenu biokompatibilnosti i smernica za nove testove koji ¢e biti neophodni u buduéim
istrazivanjima, prikazani su dosadasnji rezultati istrazivanja koji se odnose na
biokompatibilnost svake od komponenti od kojih se sastoje novosintetisani hidrogelovi ¢ija je
biokompatibilnost in vivo ispitivana u ovoj doktorskoj disertaciji — PVA, Gr i Ag.

U poglavlju Cilj i zadaci istrazivanja kandidat istiCe da je ova studija dizajnirana u cilju
da se ispita biokompatibilnost dva novosintetisana i prethodno in vitro okarakterisana
hidrogela na bazi sintetskog polimera polivinil-alkohola — Ag/PVA i Ag/PVAIGr, koji su
namenjeni za izradu obloga za rane ili za implantate za meka tkiva. U tom cilju pracena je
reakcija mekog tkiva na duboko potkozno postavljene implantate od Ag/PVA i Ag/PVA/Gr i
poredena je sa reakcijom na komercijalnu oblogu za rane na bazi kalcijum-alginata
(Suprasorb®©, Lohmann & Rauscher GmbH & Co. KG, Neuwied, Germany), koja je
implantirana na identi¢an nacin.

Za ostvarenje navedenog cilja postavljeni su sledeéi zadaci istrazivanja:

1) da se aplikacijom u potkozno tkivo pacova, procenom tkivnog iritacionog indeksa
(Irl) po medunarodnom standardu 1SO 10993-6, utvrdi osnovna mera tkivnog odgovora na
implantirane hidrogelove;

2) da se odredi debljina vezivnotkivne kapsule koja okruzuje implantate, s obzirom da
je ta mera u obrnutoj korelaciji sa stepenom biokompatibilnosti,

3) da se odredi brojnost inflamatornih celija u vezivnotkivnoj kapsuli, ukljuéujuéi i
Langerhansove dzinovske celije, kao i njihova eventualna migracija u implantirani materijal,
kao jedan od kljuénih mehanizama biodegradacije materijala;

4) da se odredi brojnost makrofaga u vezivnotkivnoj kapsuli i perikapsularnom
vezivhom tkivu, s obzirom da je brojnost makrofaga (narocito M2) direktno povezana sa
nefibroti¢nom integracijom implantiranih materijala i boljom biokompatibilnoS¢u;

5) da se proceni ekspresija vaznih komponenti ekstracelularnog matriksa (ECM),
kolagena tipa |, kolagena tipa Il i laminina u kozi u zoni implantacije i vezivnotkivnoj kapsuli
oko implantata, da bi se procenilo remodelovanje ECM, ali i kolageneza, s obzirom da je
gustina kolagena u kapsuli obrnuto proporcionalna biokompatibilnosti;

6) da se proceni brojnosti krvnih sudova mikrovaskularnog korita oko zone
implantacije, i tako dobije uvid u proces vaskulogeneze, koji je klju€an za tkivhu regeneraciju i
“vaskularizovanu” tkivnu integraciju implantiranog biomaterijala;

7) da se odredi proliferacija i apoptoza keratinocita u epidermisu koze iznad
implantiranih hidrogelova, kao i proliferacija i apoptoza fibroblasta vezivnotkivne kapsule oko
implantiranih hidrogelova, da bi se procenilo da li su implantirani materijali eventualno narusili
odnos proliferacije i apoptoze ¢elijskih entiteta kozZe i potkoznog tkiva odgovornih za procese
regeneracije i reparacije;

8) da se procene oblik i veli¢ina implantiranih materijala in vivo u odnosu na izgled i
pocetnu veli€inu pre implantacije, da bi se stekao uvid u eventualne promene materijala, koje
mogu nastati kao rezultat njihovog bubrenja ili degradacije;

9) da se uporede svi ispitivani parametri dobijeni in vivo izmedu supkutano
aplikovanog Ag/PVA, Ag/PVA/Gr i komercijalnog Suprasorba.

Poglavlje Materijal i metode istrazivanja, podeljeno je na 6 podpoglavlja u okviru kojih je
kandidat detaljno opisao: 1) elektrohemijsku sintezu hidrogelova Ag/PVA i Ag/PVA/Gr; 2)
eksperimentalne Zivotinje i proceduru implantacije hidrogelova; 4) histoloSka ispitivanja; 5)
morfometrijska ispitivanja; 5) imunohistohemijska ispitivanja i 6) statisticku obradu rezultata.

Sto se tiGe prvog dela Materijala i metoda istrazivanja, istaknuto je da je elektrohemijska
sinteza hidrogelova Ag/PVA i Ag/PVA/Gr obavljena u skladu sa ve¢ objavljenom
procedurom. Vodeni rastvor PVA (10 mas. %) pripremljen je rastvaranjem praha PVA u
destilovanoj H,O zagrejanoj na 90°C. Dodavanjem grafena uz energiéno mes$anje
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pripremljena je disperzija PVA/Gr kako bi se dobila konacna koncentracija od 10 mas. % PVA
i 0.01 mas. % Gr. Nakon hladenja, rastvor PVA i koloidna disperzija PVA/Gr su podvrgnuti
sukcesivhom zamrzavanju i odmrzavanju u pet ciklusa. Svaki ciklus se sastojao od
zamrzavanja na temperaturu od -18°C tokom 16h i odmrzavanja na temperaturi od 4°C tokom
8h.

U drugom delu, koji se odnosi na eksperimentalne Zivotinje i proceduru implantacije
hidrogelova, istaknuto je da je u eksperimentu bilo ukupno 16 pacova (soj Albino, rasa
Wistar), Zenskog pola, starosti 3 meseca, tezine 250-300 gr. Zivotinje su podelijene u IV
grupe, u zavisnosti od vremena zrtvovanja nakon implantacije (7, 15, 30. i 60. dana nakon
implantacije), a u svakoj grupi nalazilo se po 4 jedinke. Nanokompozitni hidrogelovi Ag/PVA i
Ag/PVA/Gr pripremljeni u vidu diskova pre¢nika 5 mm i debljine 0,2 mm, i kao i komercijalna
obloga za rane na bazi kalcijum-alginata, bili su implantirani u supkutano tkivo pacova u
lednoj regiji. Skalpelom je napravljena mala incizija paralelna sa kimenim stubom i nacinjena
su Cetiri dzepa promera 0,5 cm duboko u supkutisu (odnosno u vezivnom tkivu ispod kutanog
misica) u koje su ubaceni odgovarajuéi implantati.

U tre¢em delu koji se odnosi na histoloska ispitivanja, ukratko su opisani priprema
histoloSkih preparata i njihovo rutinsko bojenje hematoksilin-eozinom i Azan trihromskim
bojenjem, kao i nacin procene tkivnog iritacionog infeksa (Irl), u skladu sa medunarodnim
standardom ISO 10993-6: 2007. Primenjeni standard ukljucivao je testiranje i procenu lokalne
reakcije tkiva na mestu gde je implantiran ispitivani biomaterijal. Semikvantitativha procena
patohistoloskih promena u kozi kod pacova sa implantiranim hidrogelovima, na osnovu koje je
odredivan Irl, obuhvatala je promenu epitela (od normalnog epitela, preko celijske
degeneracije, hiperplazije i fokalnih erozija, do generalizovanih erozija), procenu stepena
infiltracije leukocita, prisustvo vaskularne kongestije i edem. Takode, registrovano je i
prisustvo ili odsustvo kapsule i njena relativha debljina.

Potom su, u Cervrtom delu, opisana morfometrijska ispitivanja koja su obuhvatila
merenje debljine vezivnotkivne kapsule i odredivanje broja inflamatornih éelija i
Langerhansovih dzinovskih celija u periimplantnoj zoni. Sva merenja su vrSena na
standardnom mikroskopu Olympus BX53 i obradena softverom za morfometrijska merenja
CellSens Entry, (Olympus, Tokio, Japan). HistoloSki preparati su snimani digitalnim
fotoaparatom Olympus UC50.

Peti deo sadrzi opis imunohistohemijskih (IHH) ispitivanja. Primenom IHH metode
bojenja ispitivana je ekspresija sledec¢ih antigena (Celijskih / tkivnih markera): alfa-glatko-
misiénog aktina (a¢GMA), kolagena-1 (Kol 1) i Kol 3, laminina (Lam), Ki-67, jednolan¢ane DNK
(single strand DNA, ssDNA) i CD 68. Vizuelizacija navedenih markera vrSena je upotrebom
visokosenzitivne i specificne dvostepene indirektne imunohistohemijske tehnike u kojoj se
koristi dekstranski polimer za koji su direktno vezana sekundarna antitela u velikom broju i
koji je obelezen peroksidazom rena (Thermo Scientific UltraVision LP Detection System/HRP
Polymer & DAB Plus Chromogen, TL-060-HD, Lab Vision, USA). U okviru ovog dela opisani
su i nacini semikvantitativne procene stepena vaskularizacije (na osnovu markiranja krvnih
sudova sa aGMA), ekspresije Lam i Kol 1 i 3 u koZi i zoni oko implantata, kao i odredivanje
vrednosti indeksa proliferacije (Ki67) i apoptoze (ssDNA). Broj makrofaga odredivan je u
vezivnotkivnoj kapsuli oko implantata i u supkutanom vezivnom tkivu koje neposredno
okruzuje kapsulu i izrazavan kao broj CD68+ ¢elija na mm? povrSine posmatrane strukture.
Celije su brojane u pet reprezentativnih podru¢ja svakog uzorka. Merenje je vr$eno
softverskim sistemom Leica University Suite, version 4,3 (Leicas Microsystems, Germany), na
mikroskopu Letz Labour Lux S Fluorescence Microscope (Ernst Leitz Wetzlar GMBH,
Germany). HistoloSki preparati su snimani digitalnim fotoaparatom Leica DFC295 (Leica,
Germany).

U Sestom delu poglavlja Materijal i metode istrazivanja, opisane su statisticke
metode koje su se koristile za obradu podataka. Od podataka prikupljenih eksperimentalnim
istrazivanjem formirana je datoteka u statistickom programskom paketu SPSS 20 (IBM korp.)
uz pomoc¢ kojeg su podaci i analizirani. Svi rezultati su izrazeni kao srednja vrednost + SD.
Minimalni nivo statistiCke znac¢ajnosti je ustanovljen na nivou p<0,05. Primenjene su metode
deskriptivne i analitiCke statistike. Od deskriptivnih statistickihn metoda koris¢éene su mere
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centralne tendencije i mere varijabiliteta, a od analitickih statistickih metoda koris¢ena je, u
okviru generalnog linearnog modela, analiza varijanse za ponovljena merenja. Rezultati su
prikazani tabelarno i graficki.

U poglaviju Rezultati, kandidat je vrlo pregledno, detaljno i dokumentovano prikazao
rezultate istraZivanja, kroz slede¢e celine: 1) histolodka i morfometrijska ispitivanja
parametara za procenu tkivnog iritacionog indeksa; 2) imunohistohemijska ispitivanja; 3) oblik
i dimenzije materijala nakon implantacije.

Rezultati histoloSkih i morfometrijskih ispitivanja podeljeni su u nekoliko izdvojenih
delova, koji prikazuju numeric¢ke vrednosti Irl i parametre na osnovu kojih su one izvedene,
kao i broj inflamatornih ¢éelija, debljinu vezivnotkivhe kapsule, dubinu prodora inflamatornih
¢elija u implantat i broj Langerhansovih dzinovskih ¢elija u zoni oko implantata.

Statisticka poredenja Irl izmedu grupa Zzivotinja kojima su implantirani razli¢iti hidrogelovi,
tokom vremenskih perioda pra¢enja nakon operacije, pokazala je da je svaki od implantiranih
hidrogelova imao najja¢i odgovor tkiva na biomatetrijale (,pik” odgovora) u odredenom
vremenskom terminu nakon aplikacije, kao i svoj ,dinamicki obrazac” odgovora tkiva na
implantirani materijal. Najjaci odgovor na aplikovane biomaterijale ili na lazni operativni zahvat
7. postoperativhog dana bio u slu€aju aplikacije Ag/PVA, 15. dana u zoni lazne operacije, a
30. dana u supkutanoj zoni gde je aplikovan Ag/PVA/Gr. U poslednjem terminu posmatranja
(60. postoperativni dan), registrovano je statisti¢ki zna€ajno smanjenje odgovora tkiva u svim
posmatranim grupama. Naime 60. postoperativhog dana registrovan je blag Irl tkiva kako u
grupama sa aplikovanim Ag/PVA, Ag/PVA/Gr i Suprasorbom, tako i u grupi zivotinja koja je
podvrgnuta laznoj operaciji. U lazno operisanoj regiji na kraju perioda pracenja, 60.
postoperativhog dana, takode je registrovano znac¢ajno smanjenje odgovora tkiva na incizionu
povredu, slicno kao kod implantacije hidrogelova. Uzimajuéi u obzir numeri¢ke vrednosti Irl
kao meru tkivhog odgovora, u smislu minimalnog (1-5), blagog (6—10), umerenog (11-15) ili
jakog (16-20), iz prikazanih rezultata vidi se da su svi materijali izazivali blagu iritaciju tkiva u
periodu izmedu 7. i 30. dana posmatranja, izuzev Ag/PVA, koji je 7. dana nakon implantacije
doveo do umerene iritacije tkiva. Na kraju posmatranog perioda, 60. postoperativnog dana Irl
se znacajno smanjivao, a njegova numericka vrednost je ukazivala na minimalnu iritaciju tkiva
kod implantacije sva tri hidrogela.

Aplikacija hidrogelova, bez obzira na vrstu hidrogela, je dovela do najvecée
leukocitne (Le) infiltracije periimplantne zone neposredno nakon implantacije, 7.
postoperativnog dana, i linearno se smanjivala tokom &itavog vremena pracenja, sve do 60.
dana. To smanjenje bilo je statistiCki zna€ajno izmedu svih posmatranih perioda u sluéaju
primene Ag/PVA i Ag/PVA/Gr. U slu€aju aplikacije Suprasorba, do statisticki znacajnog
smanjenja broja Le doS$lo je nakon 30. i 60. postoperativhog dana. U prvom terminu pracenja,
7. postoperativhog dana, najveci broj Le zabeleZzen je u zoni laZzne operacije, dok je u
periimplantnoj zoni oko Ag/PVA i Ag/PVA/Gr taj broj sli¢an i nedto manji u odnosu na lazno
operisanu zonu. Medutim, tokom daljeg perioda pracenja, kod implantacije Ag/PVA i
Ag/PVAIGr i pored linearnog smanjenja broja Le sve do kraja eksperimenta, to smanjenje bilo
je statisti¢ki znacajno vece 30. i 60. postoperativhog dana u grupi zivotinja kojoj je implantiran
Ag/PVA u odnosu na aplikaciju Ag/PVA/Gr. U slu€aju implantacije Suprasorba, broj Le je u
svim ispitivanim terminima nakon implantacije ovog komercijalnog hidrogela bio maniji, kako u
poredenju sa implantacijom drugih hidrogelova (Ag/PVA i Ag/PVA/Gr), tako i u poredenju sa
zonom laZzne operacije. Na kraju posmatranog perioda, 60. dana nakon implantacije,
najmanja gustina leukocitne infiltracije u periimplantnoj zoni bila je kod aplikacije Suprasorba,
zatim kod aplikacije Ag/PVA i na kraju kod aplikacije Ag/PVA/Gr.

Rezultati dinamiCne promene debljine vezivnotkivhe kapsule tokom vremena u
zavisnosti od vrste potkoZno implantiranog hidrogela, pokazali su da se debljina kapsule
linearno povecavala od 7. do 30. postoperativnog dana kod svih aplikovanih hidrogelova i da
se potom znacajno smanjivala 60. postoperativhog dana. Poveéanje debljine kapsule izmedu
7. i 30. postoperativhog dana u sluc¢aju svih primenjenih hidrogelova bilo je visoko statistiCki
znacajno, kao i njeno smanjenje izmedu 30. i 60. postoperativhog dana. Takode, u slu€aju
svih aplikovanih hidrogelova, kapsula je bila statisticki zna¢ajno tanja 60. dana prac¢enja u
odnosu na vrednosti registrovane 7. dana. Kapsula koja se formirala oko implantata od



O ~NOoOOOITR~WN -

Ag/PVA/Gr bila je najdeblja u svim ispitivanim postoperativnim terminima i bila je statisticki
znacajno deblja nego kapsula formirana oko hidrogela od Ag/PVA 7, 30. i 60. dana nakon
implantacije. Debljina kapsule formirane oko implantiranog Suprasorba 60. postoperativhog
dana smanijila se na vrednost ispod vrednosti debljine kapsule kod aplikovanih hidrogelova od
Ag/PVA i Ag/IPVAIGr, i ta razlika bila je statisticki visoko zna€ajna. Takode, 60.
postoperativnog dana, deblja vezivnotkivha kapsula zadrzala se oko implantiranog
Ag/PVA/Gr u poredenju sa implantiranim Ag/PVA i ta razlika bila je statisti¢ki znacajna.

Poredeci dubinu infiltracije Le u Ag/PVA i Ag/PVA/Gr, mozZe da se zakljuci da su u
oba hidrogela Le prodrli najdublije 7. postoperativnog dana i u tom terminu vrednost
posmatranog parametra bila je skoro identi¢éna. Medutim, pratec¢i dalji pad vrednosti dubine
prodora Le, sve do 60. postoperativhog dana, zapaza se da je on bio veci kod Ag/PVAida je
ta razlika u odnosu na Ag/PVA/Gr bila statistiCki visoko zna¢ajna u svakom od termina
posmatranja. Sto se ti¢e aplikacije komercijalnog hidrogela Suprasorba, 7. i 60. postopera-
tivnog dana u ovom hidrogelu nije zabelezeno prisustvo leukocita. Medutim, dubina ulaska Le
u Suprasorb 15. dana posmatranja bila je statisti¢ki znacajno vecéa od vrednosti zabelezene u
tom terminu za Ag/PVA i Ag/PVA/Gr. U 30. postoperativnom danu dubina ulaska Le u
Suprasorb nalazila se izmedu vrednosti za taj parametar koje su dobijene kod aplikacije
Ag/PVA i Ag/PVA/Gr. Na kraju perioda posmatranja, Le su zapazeni i dalje sa malom
dubinom infiltracije samo u slu€aju aplikovanog Ag/PVA/Gr.

Sto se ti¢e broja Langerhansovih dzinovskih éelija lokalizovanih oko implantata,
rezultati su pokazali da je broj ovih ¢&elija bio najveéi 7. postoperativnog dana u slucaju
aplikacije hidrogela Ag/PVA i Suprasorba, a da se potom linearno smanjivao sve do 60.
postoperativnog dana. Za razliku od toga, u slu¢aju implantacije Ag/PVA/Gr, broj dzinovskih
¢elija se linearno povecavao sve do 30. postoperativhog dana, da bi 60. postoperativnhog
dana bio znatno smanjen. Medutim, broj dzinovskih ¢éelija oko implantata Ag/PVA/Gr na kraju
perioda pracenja, 60. postoperativhog dana, bio je znac¢ajno vec¢i u odnosu na isti broj kod
implantacije Ag/PVA i Suprasorba. Takode, u odnosu na Suprasorb, broj dzinovskih ¢elija na
kraju perioda pracenja bio je veéi i u slu¢aju implantiranog Ag/PVA.

Rezultati imunohistohemijskih istraZivanja, izneti su kroz nekoliko celina. U tim
celinama prikazani su u kozi, tj. periimplantnoj supkutanoj zoni: ekspresija glatkomisi¢nog
aktina u krvnim sudovima, ekspresija laminina, ekspresija kolagena tipa 1 i 3, kao i brojnost
CD68+ makrofaga. Takode, o okviru ovog podpoglavlja dati su i rezultati broja keratinocita i
fibroblasta u proliferaciji i apoptozi u epidermisu koZe iznad zone implantacije, i
periimplantnom vezivhom tkivu.

U slu€aju implantacije Ag/PVA i Ag/PVA/Gr, stepen vaskularizacije vezivnotkivne
kapsule i vezivnog tkiva koje je neposredno okruzuje bio je visok, u svim periodima
posmatranja (7, 15, 30. i 60. postoperativhog dana). Krvni sudovi kod ovih eksperimentalnih
grupa zauzimali su 30% do 50% povrSine vezivnotkivne kapsule i 10% do 30% povrSine
vezivnog tkiva lokalizovanog neposredno oko kapsule, u svim periodima posmatranja. U
slu¢aju implantacije Suprasorba, u 15, 30. i 60. postoperativnom danu kapsula je bila manje
vaskularizovana u odnosu na 7. dan i krvni sudovi zauzimali su od 10% do 30% povrSine
kapsule, $to je manje u odnosu na stepen vaskularizacije kapsule koja okruzuje implantate od
Ag/PVA i Ag/IPVA/Gr. Sto se ti¢e stepena vaskularizacije perikapsularne vezivnotkivne zone u
slu€aju implantacije Suprasorba, on je bio slican vrednostima dobijenim kod aplikacije
Ag/PVA i Ag/PVA/Gr.

Ekspresija laminina u kozi u zoni implantacije hidrogelova, bila je vrlo sli¢na
ekspresiji u intaktnoj koZi udaljenoj od zone implantacije, u slu€aju supkutane implantacije
Ag/PVA i Ag/PVA/Gr, 7. i1 15. postoperativhog dana. Nakon toga stepen ekspresije je opao i
bio je identian u 30. i 60. postoperativnom danu za oba hidrogela, ali je ta ekspresija bila
veca u odnosu na uzorke intaktne kontrolne koze udaljene od mesta implantacije za oko 40%.
Medutim, obrazac ekspresije Lam u razli€itim terminima postoperativhog praéenja u sluc¢aju
supkutano implantiranog Suprasorba, unekoliko se razlikovao od prikazanog obrasca
prisutnog kod implantacije Ag/PVA i Ag/PVA/Gr. Stepen ekspresije Lam u 15, 30. i 60.
postoperativnom danu bio je daleko veéi u odnosu na 7. postoperativni dan, kao i u odnosu
na ekspresiju u uzorcima intaktne koZe udaljene od mesta implantacije. Sto se ti¢e ekspresije
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Lam u vezivnotkivnoj kapsuli koja okruzuje implantate, kao i u supkutanom periimplantnom
vezivhom tkivu spolja od kapsule, ona je bila umerena u obe zone kod implantacije Ag/PVA i
Ag/PVA/Gr u 7. i 15. danu nakon operacije, tj. slaba u 30. i 60. postoperativnom danu. Za
razliku od toga ekspresija Lam u kapsuli i perikapsularnom vezivnom tkivu u slu€aju
supkutane aplikacije Suprasorba bila je znatno ve¢a u odnosu na istu kod aplikacije Ag/PVA i
Ag/PVA/Gr u 15, 30. i 60. postoperativnom danu. Laminin se najjaCe eksprimirao u
navedenim histoloSkim zonama 15. i 30. dana nakon aplikacije Suprasorba.

Kolagen 1 se u intaktnoj kozi i u kozi kod aplikacije sva tri hidrogela eksprimira u
vezivnom tkivu dermisa, hipodermisa i kutanog misica, sa najve¢om ekspresijom u dermisu, i
takav obrazac ekspresije ostaje nepromenjen tokom ¢&itavog perioda prac¢enja. Kapsula oko
implantata i perikapsularno supkutano vezivno tkivo koje se neposredno granici sa kapsulom,
imali su umerenu ekspresiju Kol 1 u 15, 30. i 60. danu nakon implantacije Ag/PVA i
Ag/PVAIGr, dok je ekspresija ovog kolagena u navedenim terminima, u istim zonama, bila
slabija prilikom aplikacije Suprasorba. Obrazac ekspresije kolagena 3 bio je identi¢an
obrascu ekspresije Kol 1 u svim postoperativhim terminima nakon aplikacije razli¢itih
hidrogelova. Prilikom aplikacije sva tri hidrogela u kapsuli je registrovana blaga ekspresija Kol
3, a u perikapsularnom vezivnhom tkivu umerena ekspresija u 15, 30. i 60. postoperativhom
danu. Ekspresija je bila pojacana u kapsuli kod aplikacije Ag/PVA/Gr 7. postoperativhog dana
u odnosu na ekspresiju kod aplikacije Ag/PVA i Suprasorba.

Brojnost makrofaga u svim posmatranim terminima u vezivnotkivnoj kapsuli i
perikapsularnom vezivhom tkivu, bila je generalno najve¢a u slu€aju supkutane aplikacije
Suprasorba, u odnosu na aplikovane Ag/PVA i Ag/PVA/Gr. Takode, kod svih aplikovanih
hidrogelova kapsula je bila gusée infiltrovana makrofagima u odnosu na perikapsularnu zonu.
Brojnost makrofaga u kapsuli i perikapsularnoj zoni blago se smanjivala tokom perioda
pracenja kod supkutane aplikacije Suprasorba. U sluc¢aju aplikacije Ag/PVA, inicijalno manja
gustina infiltracije makrofaga vezivnotkivne kapsule 7. i 15. postoperativhog dana, porasla je
tako, da su makrofagi 30. postoperativnog dana na sli¢an nacin infiltrovali kapsulu kao kod
aplikacije Suprasorba. Medutim, takav trend nije se zadrzao i u 60. postoperativnom danu, s
obzirom da je gustina infiltracije kapsule makrofagima oko Ag/PVA bila zna€ajno manja od
iste kod aplikacije Suprasorba. lako je kod implantacije Ag/PVA/Gr gustina infiltracije
makrofagima vezivnotkivne kapsule bila zna¢ajno manja u odnosu na infiltraciju kod aplikacije
Suprasorba u 7, 15. i 30. postoperativnom danu, ista se na kraju perioda posmatranja nije
razlikovala od gustine infiltracije kapsule koja je okruZivala Suprasorb. Sliéni rezultati dobijeni
su i u pogledu infiltracije perikapsularnog vezivnog tkiva prilikom aplikacije sva tri hidrogela,
tokom perioda postoperativhog praéenja.

Indeks proliferacije keratinocita bazalnog sloja epidermisa u kozi iznad zone
implantacije, izraZzen kao broj Ki67+ keratinocita na 100 bazalnih ¢elija epidermisa, pokazao
je da je taj indeks bio najveéi 7. dana praéenja, u slucaju aplikacije sva tri hidrogela. Rezultati
kretanja proliferativnog indeksa keratinocita u razli€itim postoperativnim periodima, pokazali
su da je u slu€aju aplikacije Ag/PVA i Ag/PVA/Gr doslo do znagajnog smanjenja indeksa
proliferacije 30. i 60. postoperativnog dana, u odnosu na veoma slicne visoke vrednosti
zabelezene u 7. i 15. danu. U slu€aju implantacije Suprasorba, pocetne visoke vrednosti
indeksa proliferacije keratinocita epidermisa, smanjile su se na slicne vrednosti 15. i 30.
postoperativnog dana, a potom je proliferacija ponovo bila stimulisana u 60. postoperativhom
danu. Kada se materijali uporede medusobno u razli€itim periodima posmatranja, zapaza se
da je u 15. i 30. postoperativnom danu vedi proliferativni indeks bio kod aplikacije Ag/PVA u
odnosu na aplikaciju Ag/PVA/Gr, ali su vrednosti bile medusobno vrlo sliéne u 7. i 60.
postoperativnom danu izmedu ovih hidrogelova. Takode, u poslednjem terminu posmatranja,
indeks proliferacije keratinocita kod ova dva hidrogela bio je znadajno manji od indeksa
proliferacije koji je izmeren u slu€aju aplikacije Suprasorba.

Proliferacija fibroblasta, izrazena kao broj Ki67+ ¢elija na mm? povrsine
vezivnotkivne kapsule i perikapsularne zone zapazena je u slu¢aju aplikacije sva tri hidrogela
u 7, 15 i 30. postoperativnom danu, dok u 60. danu nakon aplikacije hidrogelova nisu
registrovani fibroblasti u proliferaciji, tj. njihov broj bio je zanemarljiv. Broj fibroblasta u
proliferaciji bio je najvec¢i u 15. i 30. postoperativnom danu u slu¢aju aplikacije Ag/PVA i
Suprasorba, tj. u 15. postoperativnhom danu u slu€aju aplikacije Ag/PVA/Gr.
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Apoptoza keratinocita u epidermisu koze iznad implantacione zone, bila je
najveca 7. dana pracéenja, u slu€aju aplikacije sva tri hidrogela. U slu¢aju implantacije Ag/PVA
i Ag/PVA/Gr doslo je do zna¢ajnog smanjenja apoptoze keratinocita 30. i 60. postoperativnog
dana. U slu€aju aplikacije Suprasorba, najvise apoptotskih ¢elija registrovano je u 7. i 60.
danu nakon operacije. U 15. i 30. postoperativhom danu registrovan je veci broj keratinocita u
apoptozi kod aplikacije Ag/PVA u odnosu na aplikaciju Ag/PVA/Gr. Takode, u poslednjem
terminu posmatranja, broj keratinocita u apoptozi kod ova dva hidrogela bio je zna¢ajno manji
od indeksa apoptoze koji je izmeren u slu€aju aplikacije Suprasorba.

Apoptoza fibroblasta u kapsuli i perikapsularnom vezivhom tkivu, izraCunata kao
broj ssDNA+ celija na mm? povrSine, bila je veoma sli€na trendu zapazenom u pogledu
proliferacije fibroblasta, kako u pogledu vremena posmatranja, tako i u pogledu aplikovanih
hidrogelova. Ona je bila najvec¢a u 15. i 30. postoperativnom danu u slu¢aju aplikacije Ag/PVA
i Suprasorba, tj. u 15. postoperativnhom danu u slu¢aju aplikacije Ag/PVA/Gr. Na kraju perioda
posmatranja broj apoptotskih fibroblasta bio je zanemarljiv, ali se kod aplikovanog
Suprasorba zapazala izrazita apoptoza makrofaga.

Rezultati pracenja promene oblika i veli¢ine implantiranih hidrogelova pokazali su
odredeni stepen deformacije Ag/PVA i Ag/PVA/Gr u supkutanom vezivnom tkivu, ali su
njihove dimenzije bile nepromenjene u svim terminima posmatranja.

U poglavlju Diskusija, kandidat je kritiCki razmotrio i tumacio dobijene rezultate. S
obzirom da je predmet istrazivanja in vivo ispitivanje biokompatibilnosti novosintetisanih
hidrogelova Ag/PVA i Ag/PVA/Gr, i da je u literaturi dostupno samo nekoliko radova o
biokompatibilnosti Ag/PVA, ali ne i o biokompatibilnosti Ag/PVA/Gr, kandidat je samo deo
svojih radova mogao da poredi sa rezultatima drugih autora. Medutim, kandidat je uspeo da
poveze sve rezultate sa dostupnim literaturnim podacima, naglasSavajuci i diskutujuci posebno
rezultate dobijene kod implantacije Ag/PVA/Gr.

U poglavlju Literatura dat je spisak od 228 referenci koje su citirane u doktorskoj
disertaciji.

VI ZAKLjUCCI ISTRAZIVAN]A (navesti zaklju¢ke koji su prikazani u doktorskoj
disertaciji):

1. Numeri¢ka vrednost indeksa tkivne iritacije na kraju posmatranog perioda, 60. dana
nakon supkutano aplikovanih novosintetisanih hidrogelova Ag/PVA i Ag/PVA/Gr, pokazala je
da ovi hidrogelovi uzrokuju minimalnu iritaciju tkiva (indeks iritacije do 5).

2. Debljina kapsula oko implantiranih Ag/PVA i Ag/PVA/Gr 60. postoperativhog dana
iznosila je oko 20 um (Ag/PVA), tj. oko 40 um (Ag/PVA/Gr), Sto prema literaturnim podacima
odgovara debljini kapsule koja se stvara oko drugih dokazano biokompatibilnih materijala
nakon 30. dana od implantacije (debljina kapsule 50 um — 200 pm).

3. Makrofagi su bili prisutni u zna€ajnom broju u kapsularnoj i perikapsularnoj zoni kod
oba implantirana hidrogela u svim periodima posmatranja, a najviSe u pocetnoj fazi
regeneracije i reparacije (7. dana nakon implantacije hidrogelova) Sto, po literaturnim
podacima direktno i pozitivho korelira sa stepenom biokompatibilnosti.

4. Prilikom aplikacije Ag/PVA i Ag/PVA/Gr na kraju perioda praéenja u kapsuli je
registrovana blaga ekspresija kolagena tipa 3 i kolagena tipa 1, kao i znacajna gustina krvnih
sudova, $to ukazuje na to da su aplikovani hidrogelovi doveli do malog stepena fibroze i
znaCajne vaskularizacije periimplantne zone. Ti podaci idu u prilog biolompatibilnosti, s
obzirom da je stepen biokompatibilnostti obrnuto proporcionalan gustini kolagena u
vezivnotkivnoj kapsuli, a direktno proporcionalan angiogenezi.

5. Obrazac ekspresile laminina u koZi i zoni implantacije kod aplikacije Ag/PVA i
Ag/PVA/Gr, pokazuje da ovaj vazan protein velike molekulske mase uzima u&e3ce u
remodelovanju ECM koZe i supkutanog vezivnog tkiva prilikom regeneracije tkiva nakon
implantacije Ag/PVA i Ag/PVA/Gr.

6. Rezultati koji govore o indeksu proliferacije keratinocita u koZi iznad implantirane zone i
fibroblasta u zoni implantacije, kao i rezultati koji pokazuju apoptozu navedenih celijskih
entiteta u istim zonama, pokazali su da ovi procesi uzimaju u¢esce u regeneraciji i reparaciji
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tkiva i da stoje u medusobnoj ravnotezi, Sto doprinosi uspeSnosti oporavka tkiva nakon
aplikovanih Ag/PVA i Ag/PVAIGr.

6. Prisustvo Langerhansovih dzinovskih ¢elija oko obe vrste implantata, kao i odredeni
prodor makrofaga u implantate, ukazuju na u¢esce procesa frustrirane fagocitoze i fagocitoze
u uspostavljanju adekvatnog imunoloskog odgovora u tkivu na implantirane Ag/PVA i
Ag/PVA/Gr.

7. Hidrogelovi aplikovani in vivo nisu se zna¢ajno menjali u veli¢ini nakon 60. dana
boravka u supkutanom tkivu pacova.

8. Na osovu relativno dugog pracenja zivotinja sa supkutano implantiranim Ag/PVA i
Ag/PVA/Gr, i rezultata koji pokazuju da su ova dva hidrogela bila in situ relativho
nepromenjene veliine, a da se oko implantata u vezivhom tkivu zadrzao mali stepen
inflamatorne reakcije, moze da se izvede zaklju¢aj o biotolerantnosti organizma na ove
hidrogelove.

9. Kao globalni zaklju¢ak o biokompatibilnosti kod in vivo aplikovanih Ag/PVA i
Ag/PVA/Gr u supkutano tkivo pacova, na osnovu svih dobijenih parametara mozemo da
zaklju€¢imo da su oba materijala biokompatibilna, jer lokalno pokre¢u i vode bioloSke procese
koji kao krajnji cilj imaju zarastanje rane, rekonstrukciju tkiva i integraciju materijala. Oba
implantirana hidrogela dovode do stvaranja tanke kapsule sa malom koli¢inom kolagena,
indukuju stvaranje dobro vaskularizovane vezivnotkivhe kapsule i perikapsularnog
supkutanog vezivnog tkiva i stimuliSu invaziju makrofaga, koji verovatno pozitivno reguliSu
procese regeneracije bez pratece fibroze.

10. Razlike u ispitivanim parametrima izmedu aplikovanih Ag/PVA i Ag/PVA/Gr, ukazuju
da se u slucaju aplikacie Ag/PVA/Gr stvara deblja kapsula, nesto jace infiltrovana
inflamatornim ¢éelijama i sa veéim brojem Langerhansovih dzinovskih ¢elija, ali istovremeno i
sa ve¢im brojem makrofaga koji su se registrovali u implantatu i nakon 60. dana od aplikacije
ovog hidrogela. To ukazuje da dodavanje grafena u Ag/PVA mozZe da na specificni nacin
modulira razli¢ite bioloSke odgovore tkiva u toku procesa zarastanja rane, regeneracije i
integracije.

VIl OCENA NACINA PRIKAZA | TUMACEN]A REZULTATA ISTRAZIVAN]A (navesti da li
su dobijeni rezultati u skladu sa postavnjenim ciljem i zadacima istrazivanja, kao i da li
zakljucci proizilaze iz dobijenih rezultata):

Komisija smatra da su dobijeni rezultati ispitivanja prikazani u ovoj doktorskoj
disertaciji u skladu sa postavljenim ciljevima i zadacima istraZzivanja i da zaklju€ci proizilaze iz
dobijenih rezultata.

VIIl KONACNA OCENA DOKTORSKE DISERTACIJE:

1. Da li je disertacija napisana u skladu sa obrazlozenjem navedenim u prijavi teme?
Doktorska disertacija kandidata Tijane LuZaji¢ BoZinovski napisana je u skladu sa
obrazloZenjem navedenim u prijavi teme.

2. Da li disertacija sadrzi sve elemente propisane za zavrSenu doktorsku disertaciju?
Doktorska disertacija kandidata Tijane Luzaji¢ Bozinovski sadrzi sve elemente
propisane za zavr$enu doktorsku disertaciju.

3. Po éemu je disertacija originalan doprinos nauci?

Istrazivanjima obuhvacéenim u ovoj doktorskoj disertaciji prvi put je ispitivana, na
kompleksan nacin, biokompatibilnost novosintetisanih hidrogelova Ag/PVA i Ag/PVA/Gr,
namenjenih medicinskoj primeni kao obloga za rane ili implantata za meka tkiva. Procenjen je
tkivni iritacioni indeks (u skladu sa medunarodnim standardom ISO 10993-6: 2007), koji je do
sada vazio kao jedan od glavnih in vitro testova za procenu biokompatibilnosti, tj. procenu
tkivnog odgovora na implantirani biomaterijal. Medutim, uvazavajuéi nove zahteve za
preciznom kvantitativnom evaluacijom biokompatibilnosti, u ovoj doktorskoj disertaciji su
odredivani i gustina krvnih sudova, debljina kapsule, gustina kolagena u kapsuli, broj
makrofaga u periimplantnoj zoni i broj inflamatornih i dzinovskih celija, s obzirom da se, na
osnovu mislienja relevantnih istrazivaca u ovoj oblasti, smatra da ¢e se na osnovu ovih
parametara u neposrednoj buducnosti odredivati na precizan nacin stepen biokompatibilnosti
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(tzv. Biocompatibility number) in vivo svakog od materijala namenjenih medicinskoj primeni.
Dodatno su ispitivani i procesi proliferacije i apoptoze, kao i u¢e$ée laminina u remodelovanju
ECM.
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applications — the first experience. Acta veterinaria - Beograd, 68(3):321-339. DOI:
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