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FAKULTET VETERINARSKE MEDICINE OBRAZAC-D 4
UNIVERZITETA U BEOGRADU

IZVESTAJ O OCENI ZAVRSENE DOKTORSKE DISERTACIJE
| PODACI O KOMISIJI:
1. Datum i naziv organa koji je imenovao komisiju:

Dana 17. 10. 2018. godine, 189. sednica Nastavno-nauc¢nog 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 élan komisije zaposlen:

Napomena: redosled ¢lanova Komsije je takav da se prvo navode nastavnici sa FVM a zatim ¢lanovi iz drugih
institucija, sem u slu¢aju kada je mentor disertacije iz druge institucije. Tada se mentor iz druge institucije upisuje
pod rednim brojem 2, odnosno posle mentora sa F\VM koji je pod rednim brojem 1.

1. dr Anita Radovanovié, redovni profesor, Histologija i embriologija, 2018, Katedra za
histologiju i embriologiju, Fakultet veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu.

2. dr Milica Kovacevi¢ Filipovié¢, redovni profesor, PatoloSka fiziologija, 2016, Katedra za
patolosku fiziologiju, Fakultet veterinarske medicine Univerziteta u Beogradu.

3. dr Aleksandra Kora¢, redovni profesor, Biologija ¢elija i tkiva, 2010, Katedra za biologiju
Celija i tkiva, BioloSki fakultet Univerziteta u Beogradu.

I PODACI O KANDIDATU:
1. Ime, ime jednog roditelja, prezime:

Ivan, Aleksandar, MiloSevi¢

2. Datum rodenja, opstina, Republika:

16.10.1987. godine, Savski Venac, Republika Srbija

3. Datum odbrane, mesto i naziv magistarske teze*:

4. Nau€na oblast iz koje je steéeno akademsko zvanje magistra nauka*:
I NASLOV DOKTORSKE DISERTACIJE:

Uticaj smanjene funkcije Stitaste Zlezde majki tokom graviditeta i laktacije na endohondralno
formiranje kostiju mladunaca pacova tokom ranog postnatalnog perioda

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

Doktorska disertacija je napisana na 156 strana i podeljena je u poglavlja: Uvod (2 strane),
Pregled literature (45 strana), Cilj i zadaci istraZivanja (2 strane), Materijal i metode
istrazivanja (20 strana), Rezultati istraZivanja (44 strane), Diskusija (16 strana), Zakljucci (1
strana), Literatura (239 referenci). Pored navedenog, doktorska disertacija sadrzi: Zahvalnicu,
Kratak sadrzaj na srpskom i engleskom jeziku kao i Sadrzaj doktorske disertacije, dok se na
kraju nalaze lzjava o autorstvu, lzjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije rada,
Izjava o koriS¢enju i Biografija kandidata, i te strane nisu numerisane.

Doktorska disertacija je dokumentovana sa 6 tabela i 48 slika, od kojih je veliki broj slika
kompozitan, u okviru kojih je 216 mikrofotografija i 40 grafikona.
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V VREDNOVANjJE POJEDINIH DELOVA DOKTORSKE DISERTACIJE (dati kratak opis
svakog poglavlja disertacije: uvoda-do 250 reéi, pregleda literature-do 500 reéi, cilja i
zadataka istrazivanja-nije ograniéeno, materijal i metoda — nije ograniéeno, rezultata —
nije ogranic¢eno, diskusije-do 100 reci, spiska referenci-navesti broj referenci u
doktorskoj disertaciji):

U Uvodu kandidat iznosi podatke o porastu prevalence pojave kongenitalnog hipotireoidizma
u poslednjih dvadeset godina Sirom sveta, koja se dovodi u vezu, izmedu ostalog i sa
faktorima okruzenja. Pokazano je da hipotireoidizam majki tokom graviditeta ostavlja
ireverzibilne posledice na razvoj nervnog sistema njihovih mladunaca. Ireverzibilne promene
nastaju i na gonadama, a posledica je poremecaj reproduktivne sposobnosti kako Zenki tako i
muZjaka. Poseban problem predstavlja supklini¢ki hipotireoidizam koji se u praksi tesko
dijagnostikuje zbog izostanka jasnih klinickih simptoma. lako je poznato da deficit tireoidnih
hormona kod jedinki u razvoju dovodi do poremecaja u rastu dugih kostiju i dalje postoji
potreba da se utvrdi u kojoj meri supkliniCki hipotireoidizam majki utiCe na endohondralno
okostavanje i razvoj dugih kostiju mladunaca. Ova problematika je vazna sa aspekta brzine
rasta (prirasta) novorodenih Zivotinja u farmskom uzgoju razli€itih domadih Zivotinja, ali i u
patologiji socijalnih Zivotinja i ljudi. Takode, postavlja se pitanje da li promene koje eventualno
nastaju na kostima novorodencadi, Cije su majke za vreme graviditeta bile supkliniCki
hipotireoidne, ostavljaju trajne posledice koje kasnije tokom zivota u zrelom dobu mogu
dovesti do osteoporoze i drugih oboljenja vezanih za koStano-zglobni sistem.

Poglavlje Pregled literature se sastoji iz tri celine: Razvoj skeleta, Tireoidni hormoni i Uticaj
hipotireoidizma na razvice kostiju.

U prvom delu pregleda literature dat je opis procesa formiranja hrskavicnog modela dugih
kostiju, kao i procesa endohondralnog okostavanja. Pored strukture i funkcije epifizne ploce,
izneti su i aktuelni podaci o autokrinim i parakrinim signalnim putevima koji omoguc¢avaju da
se od nediferenciranih hondrocita zone rezervne hrskavice, preko deoba u zoni proliferacije,
diferentuju hondrociti u zoni hipertrofije. Uporedo, izneti su podaci o promenama u
vancelijskom matriksu hrskavice koje prate promene tokom diferencijacije hondrocita, kao i
sudbini hipertrofisanih hondrocita. Interesantno je da jo$ uvek nije potpuno jasno kojim se
putem hipertrofisani hondrociti uklanjaju. Osim dva tipa programirane ¢elijske smrti koji se
najc¢eSce pominju kao klju¢ni u ovom procesu, autofagija i apoptoza, u novijim radovima
navodi se i moguénost transdiferencijacije hipertrofisanih hondrocita u osteoblaste. Drugi deo
pregleda literature sadrzi podatke o gradi, funkciji i regulaciji aktivnosti Stitaste Zlezde, kao i o
fiziologiji tireoidnih hormona i mehanizmu njihovog delovanja. Ovde je objadnjeno razvice
hipotalamo-hipofizno-tireocidne osovine fetusa i transplacentarni prenos tireoidnih hormona
majke. U okviru ovog dela opisane su razli¢ite forme hipotireoidizma i definisani animalni
modeli koji se koriste za ispitivanje uticaja hipotireoidizma majki tokom graviditeta na
potomstvo. U tre¢em delu pregleda literature kandidat je izloZio konkretna aktuelna saznanja i
shvatanja koja se odnose na uticaj tireoidnih hormona na razvice kostiju.

Osnovni cilj ove doktorske disertacije predstavljalo je ispitivanje uticaja klini¢ke i supkliniCke
forme hipotireoidizma majki koji je indukovan aplikacijom adekvatnih doza propiltiouracila
(PTU) tokom graviditeta i laktacije, na klju¢ne procese u toku endohondralnog formiranja
kostiju u proksimalnoj epifiznoj plodi tibije mladunaca pacova na rodenju i mladunaca starih
sedam dana.

Iz tog cilja proistekli su i konkretni zadaci ovog rada:

* analiza tireoidnog statusa majki tretiranih PTU-om odredivanjem nivoa T3 i T4 u krvnoj
plazmi i indeksa aktivacije Stitaste Zlezde sedmog dana laktacije kao i definisanje
oblika hipotireoidizma.

* analiza tireoidnog statusa mladunaca odredivanjem nivoa T3 i T4 u krvnoj plazmi i
indeksa aktivacije Stitaste Zlezde.

* merenje mase tela mladunaca na rodenju i 7. dana starosti.

* merenje duzine tibije i pojedinacnih zona proksimalne epifizne ploce tibije mladunaca
na rodenju i mladunaca starih 7 dana, kao i histoloski opis njenog izgleda.

» odredivanje ultrastrukturnih karakteristika hondrocita u zoni rezervne hrskavice.

* ispitivanje ekspresije gena za kolagen tipa 2 i tipa 10 u hipertrofisanim hondrocitima i
analiza prisustva ova dva tipa kolagena i glikozaminoglikana u vancelijskom matriksu.
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» analiza ekspresije gena za tartrat rezistentnu kiselu fosfatazu (TRAP) u osteoklastima
i kiseli protein matriksa dentina 1 (DMP-1) u osteoblastima, aktivhost TRAP u
lizozomima osteoklasta, ekspresiju kolagena tipa 1 u osteoblastima i vancéelijskom
matriksu i opisivanje morfoloSkih promena u trabekulama u zoni okostavanja.

« utvrdivanje ekspresije markera proliferacije (Ki67) kao i markera autofagije (LC3 i
ATGY7) i apoptoze (kaspaza 3) u hondrocitima epifizne hrskavice.

Materijal i metode: Opis eksperimentalnog modela: Eksperimentom su bile obuhvaéene
polno zrele Zenke pacova soja Albino Oxford i njihovi potomci muskog pola. Gravidne Zenke
su bile razvrstane u tri eksperimentalne grupe: Prva eksperimentalna grupa je od prvog dana
graviditeta i tokom laktacije dobijala kroz vodu za piée PTU u dozi od 1,5 mg/l. Druga
eksperimentalna grupa je takode od prvog dana graviditeta i tokom laktacije dobijala PTU u
vodi za pice, ali u dozi od 150 mg/l. Tre¢a eksperimentalna grupa je kontrolna koja je
konzumirala &istu vodu za pice.

Nakon partusa mladunci muskog pola su eutanazirani nultog i sedmog dana starosti. Pre
eutanazije je svim mladuncima izmerena telesna masa. Za histolodka ispitivanja je
uzorkovano tkivo femura i tibije sa pripadaju¢im kolenim zglobom kao i titasta Zlezda.

U cilju utvrdivanja tireoidnog statusa u uzorcima krvi majki i mladunaca RIA metodom je
odredivana koncentracija Tz i T4 Takode, stereoloSkom metodom odredivan je indeks
aktivacije Stitaste Zlezde majki i mladunaca.

Tkivo je za histolodku, histohemijsku, imunohistohemijsku analizu i in situ hibridizaciju
fiksirano u puferisanom formalinu, dok je za fiksiranje tkiva Stitaste Zlezde kori§¢en Buenov
fiksativ. Posle fiksacije koStano tkivo je dekalcinisano u EDTA, a zatim sprovedeno do
parafina standardnom procedurom. Isec¢ci predvideni za rutinsku i morfometrijsku analizu
bojeni su hematoksilin-eozinom. Morfometrijskim analizama na serijskim ise¢cima iz srednje
tre¢ine tibije na njenoj proksimalnoj epifizi odredivana je visina epifizne ploc¢e i njenih zona
(zona rezervne hrskavice, zona proliferacije hondrocita, zona hipertrofije), kao i broj
hondrocita i visina celija u zoni hipertrofije. Sve morfometrijske analize izvedene su pomocu
Olympus Cell Sens softvera.

Histohemijska ispitivanja: Histohemijskom metodom, Masson-Goldner trihromnim bojenjem
analiziran je mineralizovan i nemineralizovan osteoid, kolagen i druge komponente
vancelijskog matriksa, a bojenjem alcian plavim analizirani su glikozaminoglikani. Takode je
primenjeno histohemijsko bojenje za TRAP. Kvantifikacija histohemijskih bojenja izvrdena je
pomocu softvera Image J (glikozaminoglikani i TRAP) i Photoshop (Masson-Goldner).
Imunohistohemijska ispitivanja: Imunohistohemijska bojenja su izvedena koriSéenjem
sledecih primarnih antitela: kolagen tipa 1, kolagen tipa 2, kolagen tipa 10, Ki67, kaspaza 3,
ATG7 i LC3. Vizualizacija navedenih markera vr3ena je upotrebom dvostepene indirektne
imunohistohemijske tehnike u kojoj se koristi dekstranski polimer za koji su vezana
sekundarna antitela u velikom broju (Thermo Scientific UltraVision LP Detection System/HRP
Polymer & DAB Plus Chromogen).

In situ hibridizacija je izvedena na ise€cima kostiju koris¢éenjem specifi¢no sintetisanih proba
za TRAP, kolagen 10, kolagen 2 i DMP-1, odgovarajuéeg sekundarnog antitela konjugovanog
sa alkalnom fosfatazom i supstrata za vizuelizaciju pozitivne reakcije.

Za elektronsku mikroskopiju uzorci kostiju su fiksirani u 4% glutaraldehidu u Millonig
puferu, postfiksirani u 1% OsO4 i kalupljeni u aralditu. Polutanki preseci bojeni su toluidin
plavim i analizirani svetlosnim mikroskopom. Za ultrastrukturna ispitivanja, preseci debljine
50-80nm analizirani su na elektronskom mikroskopu Philips CM12.

Statisticka analiza podataka izvedena je pomocu softvera GraphPad Prism.

U poglavlju Rezultati, kandidat je detaljno i pregledno prikazao rezultate svojih istrazivanja,
kroz dve osnovne celine: Odredivanje tireoidnog statusa majki i mladunaca i Karakterizacija
endohondralnog okostavanja u proksimalnoj epifizi tibije mladunaca.

U okviru potpoglavlja Odredivanje tireoidnog statusa majki i mladunaca, rezultati
stereoloSkom i RIA metodom potvrduju da su majke i njihovi mladunci tretirani dozom od
1,5mg PTU tokom graviditeta i laktacije supklini¢ki hipotireoidni, dok je doza od 150mg/I
izazvala klini¢ki hipotireoidizam. Duzina graviditeta je bila statisticki zna¢ajno povecéana, a u
leglu je bilo manje mladunaca, Cija je masa bila smanjena. U potpoglavlju Karakterizacija
endohondralnog okoS$tavanja u proksimalnoj epifizi tibije mladunaca, morfometrijskom
analizom je pokazano da su najvaznije promene vezane za epifiznu plo€u rasta kako po
rodenju, tako i posle 7. dana Zivota kod obe hipotireoidne grupe mladunaca bile: a) njeno
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skraéenje, b) povec¢anje broja hipertrofisanih hondrocita i ¢) smanjena veli¢ina hondrocita.
Sve promene su bile izrazenije kod pacova sa klini¢kim oblikom hipotireoidizma. Takode je
pokazano da se visina terminalnih hipertrofisanih hondrocita postepeno smanjuje srazmerno
tezini hipotireoidizma kod obe starosne kategorije mladunaca. Ultrastrukturnom analizom, u
svim eksperimentalnim grupama, u zoni rezervne hrskavice mladunaca, jasno su se
razlikovali svetli i tamni hondrociti ve¢ neposredno posle deobe, dok su ¢elije joS uvek u istoj
lakuni, $to dovodi u pitanje hipotezu da tamni hondrociti nastaju od svetlih. U hondrocitima
tretiranih pacova smanjeno je prisustvo glikogena, a endoplazmin retikulum je bez izrazito
proSirenih cisterni sa granuliranim sadrzajem, veé preovladavaju proSirenja sa homogenim
sadrzajem. Promene su narocito izrazene kod pacova sa klini¢kim oblikom hipotireoidizma.
Metode in situ hibridizacije i imunohistohemije u epifiznoj hrskavici su pokazale da je nasuprot
povecane ekspresije RNK za kolagen tipa 2 u hondrocitima, smanjena zastupljenost istog
kolagena u matriksu hrskavice. Promene u terminalnoj diferencijaciji hondrocita bile su
povezane sa smanjenom ekspresijom RNK kolagena tipa 10 i njegovom smanjenom
sekrecijom kod obe grupe hipotireoidnih Zivotinja i kod obe starosne kategorije. U grupama
hipotireoidnih mladunaca imunoekspresija Ki67 u rezervnoj zoni i zoni proliferacije bila je viSa
nego kod kontrola, dok je smanjen broj pozitivnih LC3 taaka u citoplazmi, $to ukazuje na
povecanu proliferaciju i smanjenu autofagnu aktivnost ovih hondrocita. Kaspaza 3 se
eksprimirala samo u terminalno diferenciranim hondrocitima mladunaca starih 7 dana iz
kontrolne grupe. U zoni osifikacije, kod mladunaca koji poti¢u od klini¢ki hipotireoidnih majki
postojalo je izrazito smanjenje povrSine koja je prekrivena lizozomima u kojima se nalazi
TRAP, dok je kod supklini¢ki hipotireoidnih mladunca ta povrsina bila priblizno ista kao kod
kontrole. Ekspresija RNK za TRAP je takode bila manja u obe tretirane grupe mladunaca na
rodenju. Kod klinicke forme hipotireoidizma osteoblasti u zoni osifikacije su zadrzali vretenast
izgled, Sto ukazuje na njihovu nezrelost, kao i to da je broj zrelih osteoblasta/osteocita koji
eksprimiraju RNK za DMP-1 smanjen u sve Cetiri grupe hipotireoidnih mladunaca, srazmerno
tezini hipotireoidizma. Takode, zapazeno je da matriks koji okruzuje osteoblaste sadrzi manje
kolagena tipa 1 kod svih tretiranih grupa u odnosu na odgovarajuc¢e kontrole. Jedini izuzetak
su mladunci na rodenju iz supklini¢ki hipotireoidne grupe, jer kod njih koli¢ina kolagena tipa 1
nije bila statistiCki znaCajno smanjena. Ovi nalazi koreliraju sa smanjenjem osteoida i
znaCajnim povecéanjem volumena kalcifikovane hrskavice, §to ima za posledicu povecanje
ukupnog trabekularnog volumena koji je izmeren kod sve Cetiri grupe hipotireoidnih
mladunaca.

Uocene promene, kandidat kritiCki analizira u poglavlju Diskusija porededéi ih sa podacima iz
literature. Morfometrijske karakteristike proksimalne epifizne plo€e tibije i zone osifikacije
hipotireoidnih mladunaca su stavljene u funkciju ekspresije RNK i proteina vanéelijskog
matriksa kao i ekspresije markera proliferacije, apoptoze i autofagije u prvih sedam dana
postnatalnog rasta i razvoja.

VI ZAKLjUCCI ISTRAZIVAN]A (navesti zakljuéke koji su prikazani u doktorskoj
disertaciji):

Na osnovu sprovedenih ispitivanja izvedeni su sledeéi zakljucci:

1. Izazivanje supklinickog i klinickog hipotireoidizma kod Zenki pacova tokom
graviditeta, dovelo je do radanja mladunaca koji su takode imali supklinic¢ki i klini¢ki oblik
hipotireoidizma.

2. Tibije svih hipotireoidnih mladunaca su bile krace, a promene na epifiznoj plo¢i su
zavisile od primenjene doze PTU-a i bile su znacajnije izrazene kod mladunaca sa klini¢kim
oblikom hipotireoidizma. Kod mladunaca iz obe ogledne grupe proliferacija hondrocita u
rezervnoj zoni i zoni proliferacije je bila o€uvana, i karakterisala se intenzivnom ekspresijom
Ki67 i slabije izrazenim procesom bazalne makroautofagije. Ipak, hondrociti u ovim zonama
su bili manji i imali su manje glikogena dok je ekspresija gena za kolagen tipa 2 bila
povecana. Nasuprot tome, vancelijski matriks je sadrzao viSe glikozaminoglikana, a manje
kolagena tipa 2.

3. Najupecatljivija histoloSka promena u epifiznoj ploci je bila skraéena hipertroficna
zona sa povec¢anim brojem hipertrofisanih hondrocita manje zapremine. Takode, ekspresija
kolagena tipa 10 je bila smanjena. U zoni okoS$tavanja primarne trabekule su imale vecu
koli¢inu zaostale kalcifikovane hrskavice usled smanjenja aktivnosti kisele fosfataze u
osteoklastima koju je pratila smanjena depozicija osteoida usled smanjenog broja i nezrelosti
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osteoblasta. Razgradnja hipertrofisanih hondrocita nije bila regulisana procesom
makroautofagije, dok je sedmog dana starosti kaspaza 3 jedino bila ukljuéena u proces
apoptoze poslednjih hipertrofisanih hondrocita kontrolnih Zivotinja. Uops$teno gledano,
supklini¢ki i klini€ki hipotireoidizam majki je negativho delovao na procese sazrevanja
hondrocita i osteoblasta u proksimalnoj epifiznoj zoni i doveo je do formiranja kracih tibija
mladunaca na rodenju, kao i posle prvih sedam dana Zivota.

VIl OCENA NACINA PRIKAZA | TUMACENjA REZULTATA ISTRAZIVANjA (navesti da li
su dobijeni rezultati u skladu sa postavnjenim ciljem i zadacima istrazivanja, kao i da li
zakljuéci proizilaze iz dobijenih rezultata):

Komisija smatra da su dobijeni rezultati ispitivanja prikazani u ovoj doktorskoj
disertaciji u skladu sa postavljenim ciljevima i zadacima istrazivanja i da zakljucci proizilaze iz
dobijenih rezultata.

VIIl KONACNA OCENA DOKTORSKE DISERTACIJE:
1. Dali je disertacija napisana u skladu sa obrazlozenjem navedenim u prijavi teme?

Doktorska disertacija kandidata Ivana MiloSevica napisana je u skladu sa
obrazloZenjem navedenim u prijavi teme.

2. Dali disertacija sadrzi sve elemente propisane za zavrSenu doktorsku disertaciju?

Doktorska disertacija kandidata Ivana MiloSevica sadrzi sve elemente propisane za
zavrSenu doktorsku disertaciju.

3. Po ¢éemu je disertacija originalan doprinos nauci?

Ovo je prvo istrazivanje o uticaju supklinickog i klinikog hipotireoidizma majki pacova
za vreme graviditeta i ranog perioda laktacije na proces endohondralnog okostavanja kod
njihovog potomstva tokom prve nedelje postnatalnog Zivota koja pokazuje kompleksan efekat
nedostatka tireoidnih hormona na proces hondrogeneze i osteogeneze. Sa jedne strane ovi
rezultati ukazuju da se u klini¢koj praksi moze ocekivati da supklinicki hipotireoidizam majki
dovede do radanja mladunaca kod kojih je usporena diferencijacija hondrocita i osteoblasta
$to dalje moze da uti€e na duzinu kostiju i ukupnu telesnu masu mladunaca. Sa druge strane,
na molekularnom nivou, prvi put je pokazano da nedostatak tireoidnih hormona dovodi do
povecane ekspresije RNK za kolagen tipa 2 u hondrocitima epifizne plo¢e, a smanjene
koliCine ovog proteina u vancelijskom matriksu, kao i do smanjene ekspresije DMP-1 u
osteoblastima u zoni osifikacije. Da bi se u potpunosti definisalo da li hipotireoidizam kod
mladunaca dovodi do trajnih poremecaja u gradi dugih kostiju bilo bi neophodno pratiti njihov
rast i gradu ko&tanog tkiva do adultnog perioda, a ova disertacija je odli¢na osnova za dalje
ispitivanje uticaja tireoidnih hormona na skeletni sistem.

4. Da li je mentor tokom provere originalnosti disertacije utvrdio neoopravdano
preklapanje teksta sa drugim publikacijama (odgovoriti sad a ili ne):

Ne
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