NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA UNIVERZITETA U BEOGRADU

Izvestaj o ispunjenosti uslova i ocena opravdanosti predloga teme za izradu doktorske disertacije

,Ispitivanje dejstva niskotemperaturne atmosferske plazme in vitro na bakterije i mezenhimalne
maticne Celije“

Kandidat: Dr. Maja Mileti¢ mr sci stom

Odlukom Nauc¢nog veca Medicinskog fakulteta u Beogradu od 22. 12. 2011. godine imenovana je
Komisija za ocenu podobnosti prijavljene doktorske disertacije *“ Ispitivanje dejstva niskotemperaturne
atmosferske plazme in vitro na bakterije i mezenhimalne matic¢ne ¢elije” kandidata dr. Maje Mileti¢, u

sastavu:

1. Doc. dr Ivana Daki¢

2. Prof. dr Milorad Leti¢

3. Prof. dr Pavle Milenkovi¢, prof. u penziji
Mentor: Prof. dr Dragana Vukovié

Komentor: Naucni savetnik dr Diana Bugarski

Na osnovu analize prilozene dokumentacije u vezi sa temom predlozene doktorske disertacije, nakon
razgovora sa kandidatom, a prema kriterijumima za procenu podobnosti teme, ¢lanovi Komisije podnose
Naucénom veéu Medicinskog fakulteta u Beogradu sledeéi

IZVESTAJ

A. Podaci o kandidatu:

Maja Mileti¢ je rodena 04.08.1970.godine u Beogradu. Na Stomatoloskom fakultetu diplomirala je
1996.godine sa proseCnom ocenom 8,86 i stekla zvanje doktora stomatologije. Magistarsku tezu pod
nazivom ,Znacaj ispitivanja anti alfa-fodrinskih antitela i IL-17 u serumu bolesnika sa primarnim
Sjogrenovim sindromom* odbranila je 2005. godine na Stomatoloskom fakultetu. Na Stomatoloskom
fakultetu na predmetu PatoloSka fiziologija zaposlena je od 1997.godine, a u zvanje asistenta izabrana
2008.godine. Autor i koautor 2 rada u celini (M21) i 8 radova saopStenih na medunarodnim skupovima i
Stampanih u izvodu. Saradnik na projektu TR23016: ,Primena plazma igle u medicinskim i bioloskim
istrazivanjima i brza i pouzdana detekcija volatilnih supstanci humanog i biljnog porekla® i I1141011:
,Primena niskotemperaturnih plazmi u biomedicini, zaStite Covekove okoline i nanotehnologijama“
Ministarstva za prosvetu i nauku.



B. Spisak publikovanih radova kandidata objavljenih u celini

1. Lazovi¢ S, Pua¢ N, Mileti¢ M, Maleti¢ D, Malovi¢ G, Bugarski D, Mojsilovi¢ S, Milenkovié¢
P, Petrovi¢ Z. The effect of a plasma needle on bacteria in planktonic samples and on
peripheral blood mesenchymal stem cells. New J Phys 2010; 12: 083037.

2. Miletic M, Stojanovic R, Pajic O, Bugarski D, Mojsilovic S, Cokic V, Milenkovic P. Serum
interleukin-17 and nitric oxide concentrations in patients with primary Sjogren’s syndrome.
Ind J Med Research (in press)

C. OBRAZLOZENJE TEME:

1. NAUCNA OBLAST:
MEDICINA (Patoloska fiziologija)

2. PREDMET RADA:

Istrazivanja u okviru doktorske disertacije se odnose na ispitivanje mogucnosti primene
niskotemperaturne atmosferske plazme stvorene modifikovanom plazma iglom za in vivo dezinfekciju i
antimikrobnu terapiju. Za ovakvu potencijalnu primenu neophodno je da izvor niskotemperaturne
atmosferske plazme omogucava lokalizovano i kontrolisano dejstvo, kao i da se definiSu uslovi pod kojim
plazma deluje antimikrobno bez oSte¢enja zdravog tkiva. Ispitivace se antimikrobno dejstvo
niskotemperaturne atmosferske plazme u zavisnosti od radnih parametara in vitro na bakterije
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli i Pseudomonas aeruginosa u suspenzijama
razli¢ite koncentracije. Pored toga, ispitade se uticaj u zavisnosti od radnih parametrara na formiranje i
formiran biofilm bakterija meticilin rezistentni Staphylococcus aureus i Streptococcus mutans. Po prvi put u
svetu ¢e biti ispitivan uticaj niskotemperaturne atmosferske plazme na prezivljavanje i adhezivnost humanih
mezenhimalnih mati¢nih ¢elija poreklom iz periferne krvi i periodoncijuma.

3. CILJISTRAZIVANJA:
1. Ispitati dejstvo niskotemperaturne atmosferske plazme u zavisnosti od snage, protoka helijuma i
duzine izlaganja na bakterije Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli i
Pseudomonas aeruginosa u suspenzijama razli¢itih koncentracija.

2. Ispitati dejstvo niskotemperaturne atmosferske plazme u zavisnosti od snage, protoka helijuma i
duzine izlaganja na razvoj biofilma i formirani biofilm bakterija meticilin rezistentni Staphylococcus
aureus 1 Streptococcus mutans.

3. Ispitati dejstvo niskotemperaturne atmosferske plazme u zavisnosti od snage, protoka helijuma i
duzine izlaganja na prezivljavanje i sposobnost adherentnosti humanih mezenhimalnih mati¢nih
¢elija poreklom iz periferne krvi i periodoncijuma.



4. METODE ISTRAZIVANJA:
Plazma igla

Za ispitivanje dejstva niskotemperaturne atmosferske plazme na bakterije u suspenziji, biofilm
bakterija i humane mezenhimalne mati¢ne celije koristi¢e se plazma igla koja je konstruisana u Laboratoriji
za gasnu elektroniku Instituta za Fiziku u Beogradu. Ovaj model plazma igle sastoji se od centralne elektrode
izgradene od volframa debljine 0.5 mm koja je prekrivena keramickom cevi 1 smestena u staklenoj cevi
pre¢nika 6 mm. Helijum proti¢e izmedu keramicke i staklene cevi, a plazma se stvara na vrhu elektrode. Svi
uzorci ukljuCeni u ovo ispitivanje bi¢e izloZeni dejstvu plazma igle u Laboratoriji za gasnu elektroniku
Instituta za Fiziku u Beogradu. Za ispitivanje dejstva plazma igle na bakterije u suspenziji, biofilm bakterija i
humane mezenhimalne mati¢ne ¢éelije bi¢e primenjene tri razlicite snage plazme (1.6 W, 0.9 W, 0.15 W), dva
protoka helijuma (0.5 slm[standardnih litara u minuti], 1 slm) i razli¢ita vremena izlaganja. Za svako
pojedinacno ispitivanje bice koriS¢ene dve kontrole. Prvu ¢e Ciniti uzorci koji nece biti tretirani, a drugu
uzorci koji €e biti izloZeni samo protoku helijuma, ali ne i plazmi.

Suspenzije bakterija

Suspenzije bakterija bi¢e pripremane u Laboratoriji za mikrobiologiju Stomatolo§kog fakulteta u
Beogradu. U radu ¢e biti koris¢eni referentni sojevi Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 1 Enterococcus faecalis ATCC 29212. Pocetne
koncentracije bakterija ¢e se odredivati spektrofotometrijski tako da opti¢ka gustina odgovara 1,5x10°
CFU/ml. Od ove pocetne suspenzije biCe pravljena razblazenja 1:10, 1:100 1 1:1000. Po 0,2 ml tako
pripremljenih suspenzija bakterija bi¢e razliveno u ploce za mikrotitraciju sa 96 otvora. Nakon izlaganja
suspenzija bakterija dejstvu niskotemperaturne atmosferske plazme, po 0,05 ml suspenzije bi¢e uzeto iz
svakog bunara i kultivisano na odgovarajucu ¢vrstu podlogu. Nakon inkubacije od 20 h na 37°C, vijabilnost
bakterija bi¢e procenjivana na osnovu broja formiranih kolonija. Sva ispitivanja bi¢e ponovljena dva puta.

Biofilm

Kvantifikacija biofilma ¢e biti izvedena na Odeljenju za bakteriologiju Instituta za mikrobiologiju
Medicinskog fakulteta u Beogradu prema protokolu koju je opisao Stepanovi¢ S. sa sar. U radu ¢e biti
koriS§¢en referentni soj Streptococcus mutans ATCC 25175 1 klini¢ki soj MRSA izolovan iz hirurSke rane. U
pitanju je soj za koji je fenotipskim i genotipskim metodama dokazano da je snazan produktor biofilma. U
svakom eksperimentu bice pripremano po dve ploce za mikrotitraciju sa 96 otvora u koje ¢e biti razliveno po
180 ul odgovarajuce teCne podloge i inokulisano po 20 ul pripremljene suspenzije bakterija, ¢ija ¢e se
koncentracija odredivati spektrofotometrijski. Opseg koncentracija koji ¢e biti koris¢en je 10 - 10° CFU/ml.
Da bi se ispitao efekat na formiranje biofilma, jedna ploca ¢e biti izloZena dejstvu plazme odmah nakon
inokulacije, a zatim biti inkubirana 24h na 37°C. Druga ploc¢a ¢e nakon inokulacije bakterija biti inkubirana
24h na 37°C, a tek zatim izloZena dejstvu plazme da bi se utvrdio efekat na formiran biofilm. Sva ispitivanja
bice radena u triplikatu i ponovljena dva puta.

Humane mezenhimalne maticne Celije iz periferne krvi i periodoncijuma

Po dobijanju dozvole etickog komiteta Medicinskog fakulteta u Beogradu, bioloski materijal (krv,
ekstrahovani umnjaci) ¢e biti prikupljan uz saglasnost dobrovoljaca i pacijenata, obaveStenih o svrsi
prikupljanja materijala za eksperimentalni rad. Humane mezenhimalne celije bi¢e izolovane od
mononuklearnih ¢elija periferne krvi (hPB-MSC; human peripheral blood mesenchymal stem cells) na
Institutu za medicinska istrazivanja u Beogradu, prema preporu¢enom protokolu. Humane mezenhimalne
maticne Celije iz periodoncijuma (PDL-MSC; periodontal ligament mesenchymal stem cells) ¢e, na osnovu
pretrage dostupne literature, prvi put biti izolovane kod nas. Karakterizacija Celija bice izvrSena prema
Kriterijjumima Komiteta za MSC Medunarodnog dru$tva za ¢elijsku terapiju. Celije ée biti postavljene u
ploce sa viSe bunara (24 ili 96 bunara) i nakon inkubacije od 48 h bice izloZene dejstvu plazme pod istim
uslovima kao i bakterije. Vijabilnost i adhezivnost hPB-MSC i PDL-MSC nakon izlaganja plazmom,
testirace se pomo¢u MTT ogleda, odnosno, adhezionim testom.



5. AKTUELNOST PROBLEMATIKE U SVETU:

Jedinstvene hemijske karakteristike plazme i nau¢no razumevanje plazma fenomena predstavile su
osnov za razvoj plazma tehnologije koja je naSla primenu u razli¢itim oblastima, prvenstveno industrije.
Novo aktuelno polje izucavanja, pred kojim su postavljeni veliki zahtevi i ocekivanja je primena plazma
tehnologije u oblastima medicine i biologije. Za ovakvu primenu posebno su interesantne neravnotezne
odnosno niskotemperaturne plazme, jer iako ispoljavaju visoku reaktivnost, one deluju samo povrSinski i ne
izazivaju termicka oSteCenja. Pored toga, kod ovih plazmi moguce je precizno kontrolisati sastav i
plazmahemijske procese u zavisnosti od zeljenog efekta. Ovakve karakteristike su otvorile Sirok spektar
potencijalnih primena, prvenstveno kada se radi o tretmanu termalno neotpornih materijala i razli¢itih
bioloskih sistema. Rezultati dosadasnjih istraZivanja pokazali su da se niskotemperaturne plazme mogu
primenjivati u oblastima modifikacije biomaterijala i sterilizaciji koja je ustanovljena kao alternativa
standarnim metodama. Medutim, pored nedvosmisledno dokazane efikasnosti primene niskotemperaturnih
plazmi u in vitro 1 ex vivo uslovima, danas se posebna paznja posveluje istraZivanjima vezanim za
mogucénost primene ovih plazmi in vivo. Za primenu niskotemperaturne plazme in vivo neophodno je da se
plazma stvara na atmosferskom pritisku sa temperaturom gasa koja je priblizna sobnoj. Pored toga,
postizanje efikasnog i bezbednog tretmana plazmom, zahteva preciznu optimizaciju uslova pod kojima se
plazma primenjuje. Poslednjih godina razvijeni su razliCiti izvori niskotemperaturnih atmosferskih plazmi
koje odgovaraju in vivo primeni u biomedicini. E. Stoffels i sar. su 2002. godine razvili “mikroplazmu”,
takozvanu plazma iglu, koja je bila osnov za konstrukciju modifikovane plazma igle u Laboratoriji za gasnu
elektroniku Instituta za Fiziku u Beogradu. Dimenzije i konstrukcija ovog modela omogucéavaju laku
dostupnost mestu tretmana i lokalizovano dejstvo. S obzirom na veoma efikasno antimikrobno dejstvo
niskotemperaturnih atmosferskih plazmi, jedna od moguénosti za njihovu primenu je za in vivo dezinfekciju i
antimikrobnu terapiju. Ovakav pristup je posebno vazan zbog rastueg problema rezistencije
mikroorganizama, pre svega bakterija, na postojee antimikrobne agense. Pored toga, niskotemperaturne
atmosferske plazme zbog svojih osobina predstavljaju moguce reSenje i za terapiju infekcija izazvanim
bakterijama koje rastu u vidu biofilma. Smatra se da u priblizno 65% sluc¢ajeva humanih bakterijskih
infekcija nastaju ovakve zajednice bakterijskih Celija, pri ¢emu je produkcija biofilma posebno znacajna za
nastanak infekcija posredovanih stranim telima. Bakterije roda Staphylococcus su tipi¢an primer izazivaca
ovakvih infekcija usled njihove sposobnosti produkcije biofilma. Bakterije koje rastu u vidu biofilma
pokazuju razliite fenotipske osobine u odnosu na bakterije iste vrste koji rastu planktonski, a od kljuénog
znacaja je izrazita rezistencija biofilma na antimikrobnu terapiju. Stoga je ispitivanje novih moguénosti za
antimikrobno delovanje na bakterije u biofilmu danas veoma aktuelno. Rast bakterija u vidu biofilma je
znacajan 1 u stomatologiji. Biofilm dentalnog plaka sadrzi razliite vrste bakterija, pri ¢emu je najvaznija
Streptococcus mutans, a ima znacajnu ulogu u nastanku dentalnog karijesa i periodontalne bolesti. Pored
ispitivanja razlicitih aspekata antimikrobnog delovanja niskotemperaturnih atmosferskih plazmi, neophodno
je 1 definisanje uslova pod kojima plazma ispoljava baktericidni efekat, ali uz istovremeno oCuvanje zdravog
tkiva. In vitro eksperimenti na razli¢itim ¢elijskim modelima su pokazali da niskotemperaturna atmosferska
plazma moze imati modulatorne efekte na adheziju i proliferaciju ¢elija, kao i da moZze izazvati nekrozu i
apoptozu. Imaju¢i sve navedeno u vidu, kljuéni preduslov za moguénost prakticCne primene
niskotemperaturnih atmosferskih plazmi za in vivo dezinfekciju i antimikrobnu terapiju jeste prepoznavanje
izvora ovih plazmi odgovarajucih karakteristika. Sumirano, najvaznije karakteristike su fizicka konstrukcija
koja omogucava lokalizovano i kontrolisano dejstvo i stvaranje plazme snaznog antimikrobnog delovanja
bez ostec¢enja zdravog tkiva. Modifikovani model plazma igle razvijen u Laboratoriji za gasnu elektroniku
Instituta za Fiziku u Beogradu zadovoljava konstrukcijski zahtev, a preliminarna ispitivanja delovanja na
bakterije i mezenhimalne mati¢ne ¢elije izolovane iz periferne krvi pokazala su da ima veliki potencijal za in
vivo antimikrobno delovanje.



6. OCEKIVANI REZULTATI:

Sprovedeno istrazivanje bi ukazalo na optimalne uslove pod kojim niskotemperaturna atmosferska
plazma stvorena modifikovanom plazma iglom ostvaruje baktericidni efekat na bakterije u suspenziji i
biofilm bakterija od znaCaja za medicinu i stomatologiju. U okviru ovog istrazivanje ¢e prvi put biti
ispitivana interakcija niskotemperaturne atmosferske plazme sa normalnim mezenhimalnim mati¢nim
¢elijama izolovanim iz periferne krvi i periodoncijuma, na osnovu ¢ega bi se mogao predvideti uticaj na
adhezivnost i prezivljavanje ¢elija u kulturi. Utvrdivanje optimalnih uslova pod kojim niskotemperaturna
atmosferska plazma stvorena modifikovanom plazma iglom deluje antimikrobno, a bez §tetnog delovanja na
mezenhimalne maticne Celije, omogucilo bi tehnoloski razvoj relativno jednostavnog i efikasnog tretmana za
lokalizovane, terapijski dostupne procese u medicini i stomatologiji.

D. ZAKLJUCAK (obrazloZenje opravdanosti teme)

Na osnovu analize priloZzene dokumentacije, ¢lanovi komisije smatraju da je predlozena tema
doktorske disertacije “ Ispitivanje dejstva niskotemperaturne atmosferske plazme in vitro na bakterije i
mezenhimalne mati¢ne Celije” kandidata dr Maje Mileti¢ znaCajna i aktuelna i da u potpunosti ispunjava
uslove za originalan nau¢ni doprinos u istrazivanjima koja se odnose na primenu savremene plazma
tehnologije za in vivo dezinfekciju i antimikrobnu terapiju. Ispitivanje novih pristupa je veoma vazno s
obzirom na rastuéi problem rezistencije mikroorganizama na postojece antimikrobne agense kao i izrazitu
rezistenciju bakterija koje rastu u vidu biofilma na antimikrobnu terapiju. Preduslov za moguénost prakti¢ne
primene niskotemperaturnih atmosferskih plazmi za in vivo dezinfekciju i antimikrobnu terapiju je, ne samo
prepoznavanje izvora ovih plazmi odgovaraju¢ih karakteristika, ve¢ i definisanje uslova pod kojim
niskotemperaturna plazma ostvaruje baktericidni efekat ali uz istovremeno ocuvanje zdravog tkiva. Ovim
istrazivanjem bi se utvrdili optimalni uslovi pod kojim niskotemperaturna atmosferska plazma stvorena
modifikovanom plazma iglom deluje antimikrobno, a bez Stetnog delovanja na mezenhimalne maticne ¢elije,
¢ime bi se stvorili uslovi za tehnoloski razvoj i primenu savremene plazma tehnologije kao novog terapijskog
postupka u medicini i stomatologiji.

Dosadasnji strucni i nau¢ni rad kandidata dr Maje Mileti¢, ali i mentora, Prof. dr Dragane Vukovi¢ i
komentora N. sav. dr Diane Bugarski, kao i aktuelnost predlozene teme, predstavljaju realnu osnovu da ¢e
istrazivanje biti izvrSeno kompetentno i na savremen nacin.

Stoga, na osnovu celokupne analize prilozenog materijala, Komisija jednoglasno zakljucuje da su,
pored zakonskih, ispunjeni i svi ostali formalni uslovi i na osnovu toga predlaze Nau¢nom veéu Medicinskog
fakulteta da kandidatu dr Maji Mileti¢ odobri izradu doktorske disertacije sa predlozenom temom.

Komisija: Beograd, 20. 02. 2012. godine

1. Doc. dr Ivana Daki¢

2. Prof. dr Milorad Leti¢

3. Prof. dr Pavle Milenkovi¢






