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Александра Милосављевић, рoђeна је 28.08.1992. гoдинe у Крушевцу. Уписaла je 

Meдицински фaкултeт Унивeрзитeтa у Бeoгрaду 2011. гoдинe. Диплoмирaла je 2017. 

гoдинe сa прoсeчнoм oцeнoм тoкoм студирaњa 8,93. Oд 2018. гoдинe je зaпoслeна нa 

Институту зa хистологију и ембриологију „Александар Ђ. Костић“ Meдицинскoг фaкултeтa 

Унивeрзитeтa у Бeoгрaду. Спeциjaлистичкe академске студиje из oблaсти микроскопије и 

ћелијске биологије уписaла је 2017. гoдинe нa Meдицинскoм фaкултeту у Бeoгрaду, a 
завршила 2019. године одбранивши рад „Морфолошке и функционалне карактеристике 

сателитских глијалних ћелија у периферном нервном систему“. Докторске студије на 

смеру Молекуларна медицина уписала је 2019. године на Медицинском факултету 

Универзитета у Београду, пoд мeнтoрствoм прoф. др Миле Ћетковић Милисављевић и 

проф. др Данијеле Крстић. У периоду од 2020-2023. године, била је сарадник на пројекту 

у оквиру Програма сарадње српске науке са дијаспором; назив пројекта: In vivo and in 

vitro evaluation of novel polyoxometalate based contrast for micro computed tomography, 

финансираном од стране Фонда за науку Републике Србије; руководилац пројекта (PI): 

Проф. др Данијела Крстић; Project Partner из дијаспоре: Проф. др Татјана Парац-Вогт. 
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Ц. OБРAЗЛOЖEЊE TEME: 

1. НAУЧНA OБЛAСT: 

MEДИЦИНA (ужa нaучнa oблaст: Молекуларна медицина) 

2. ПРEДMET РAДA:  

Предмет докторске дисертације ће бити испитивање могућности примене 
полиоксометалата (ПОМ) Wells–Dawson-овог (WD) типа као нових контрастних средстава у 
трансмисионој електронској микроскопији (ТЕМ). Истраживање ће бити усмерено на 
процену њихове способности да обезбеде квалитетан контраст и ултраструктуру 
биолошких узорака, као и на утврђивање оптималних услова њихове примене. Поред 
тога, биће извршено поређење са стандардним контрастним средствима која се користе у 

ТЕМ, као и процена применљивости полиоксометалата са најбољим контрастним 
перформансама у визуелизацији апоптотских промена на ћелијској култури HEK (Human 
Embryonic Kidney) у in vitro условима. 

3. ЦИЉ ИСTРAЖИВAЊA:  

1. Упоредити ефекте различитих полиоксометалата Wells–Dawson-овог типа: parent WD 

POM, lacunary WD POM, хафнијум-супституисаног (Hf-WD 1:2 POM) и цирконијум-

супституисаног (Zr-WD 1:2 POM) полиоксометалата у контрастирању ћелијских и 

субцелуларних структура за потребе трансмисионе електронске микроскопије. 

2. Проценити утицај различитих концентрација и различитих времена инкубације 

различитих полиоксометалата на квалитет контраста и ултраструктуру ткива. 

3. Упоредити квалитет контраста ултратанких препарата добијених применом 

полиоксометалата са контрастом добијеним применом уранил-ацетата и комерцијалног 

препарата Uranyless. 

4. Проценити могућност примене одабраног полиоксометалата као контраста у 

испитивању проапоптотског ефекта на ћелијској култури HEK (Human Embryonic Kidney) у 

in vitro условима. 

 

4. ХИПOTEЗE ИСTРAЖИВAЊA:  

Полиоксометалати Wells–Dawson-овог типа, захваљујући својој високој електронској 
густини, структурној стабилности и способности интеракције са биолошким ткивима, могу 
представљати ефикасна и безбеднија контрастна средства за трансмисиону електронску 
микроскопију, са потенцијалом да дају квалитет контраста упоредив или супериоран у 
односу на стандардна контрастна средства, уз очуваност ултраструктуре и могућност 
примене у анализи ткивних исечака, као и ћелија третираних у in vitro условима. 
 

5. METOДE ИСTРAЖИВAЊA:  
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Истраживање је конципирано као експериментална лабораторијска студија. Узимање 
узорака бубрежног ткива експерименталних животиња биће обављено на Институту за 
фармакологију, клиничку фармакологију и токсикологију Медицинског факултета 
Универзитета у Београду. Експерименти на ћелијској линији HEK (Human Embryonic 
Kidney) биће изведени на Институту за биохемију и клиничку биохемију Медицинског 

факултета Универзитета у Београду. Припрема раствора ПОМ-ова биће спроведена на 
Институту за хемију у медицини Медицинског факултета Универзитета у Београду, док ће 
припрема узорака, анализа и евалуација добијених електронских фотомикрографија бити 
обављене на Институту за хистологију и ембриологију „Александар Ђ. Костић“ 
Медицинског факултета Универзитета у Београду. Експерименти на животињама биће 
спроведени у складу са важећим етичким принципима и одобрењем Комисије за добробит 
експерименталних животиња. 

У истраживању ће бити коришћени ултратанки исечци бубрежног ткива пацова Wistar 
albino соја, припремљени применом стандардних протокола за ТЕМ. Након фиксације, 
постфиксације, дехидратације и калупљења у епокси cмоли, биће припремљени 
ултратанки пресеци дебљине приближно 70 nm. За потребе целокупног истраживања биће 
коришћени ултратанки пресеци добијени од исте експерименталне животиње, чиме ће се 
обезбедити идентични експериментални услови и смањити биолошка варијабилност 
између јединки, у складу са принципом 3R. 

Истраживање ће бити спроведено кроз три експерименталне фазе. У првој фази биће 
испитана ефикасност четири ПОМ-ова WD типа: parent WD POM ([P₂W₁₈O₆₂]⁶⁻), lacunary 
WD POM (α₂-[P₂W₁₇O₆₁]¹⁰⁻), Hf-WD 1:2 POM (K₁₆[Hf(α₂-P₂W₁₇O₆₁)₂]·19H₂O) и Zr-WD 1:2 
POM (K₁₅H[Zr(α₂-P₂W₁₇O₆₁)₂]·25H₂O) као контрастних средстава за TEM. У другој фази 
биће испитан утицај различитих концентрација ПОМ-ова (0,01 mol/L и 0,001 mol/L), као и 
различитих времена инкубације (1 минут, 15 минута, 20 минута, 30 минута, 1 сат и 24 
часа) на квалитет контраста и очуваност ултраструктуре. У трећој фази ПОМ који покаже 

најбоље контрастне карактеристике биће упоређен са стандардним контрастним 
средствима – уранил-ацетатом и комерцијалним препаратом Uranyless, коришћеним према 
упутству произвођача.  

Након контрастирања, ултратанки пресеци постављени на бакарне мрежице биће 
анализирани трансмисионим електронским микроскопом Morgagni 268D (FEI, Hillsboro, OR) 
при убрзавајућем напону од 80 kV. Снимци ће бити регистровани 16-битном CCD камером 
са спорим скенирањем при номиналном увећању од 7,1kх. Квалитет TEM снимака биће 
процењиван на основу контраста, јасноће, резолуције и очуваности субћелијских 
структура. Јасноћа и резолуција биће процењиване на основу степена видљивости и 
разграничења мембрана, једра, хроматина и цитоплазматских органела, као и присуства 
или одсуства артефаката и замућења. Квалитативну процену снимака спровешће три 
независна искусна микроскопичара, применом методе слепе пробе, како би се 
елиминисала субјективност истраживача, док ће контраст бити квантитативно процењен 
анализом односа сигнал–шум (SNR- signal to noise ratio), применом ImageJ софтвера. За 

сваки контрастни третман биће анализирано по 10 TEM фотомикрографија.  
У посебном делу истраживања биће коришћена ћелијска линија HEK (Human Embryonic 

Kidney) као in vitro модел за испитивање применљивости ПОМ-а са најбољим контрастним 
перформансама у визуелизацији апоптотских промена. Ћелије ће бити узгајане у DMEM 
хранљивом медијуму обогаћеном феталним говеђим серумом и антибиотицима, у 
стандардним условима ћелијске културе (37 °C, 5% CO₂). Биће формиране контролна и 

експериментална група, при чему ће у експерименталној групи апоптоза бити индукована 
применом колхицина. Након експерименталног третмана, ћелије ће бити сакупљене, 
припремљене за ТЕМ и контрастиране ПОМ-ом који је у претходним фазама показао 
најбоље контрастне карактеристике. Анализираће се могућност његове примене у 
визуелизацији ултраструктурних промена карактеристичних за апоптозу, укључујући 
кондензацију хроматина, промене мембране нуклеуса, органела и формирање 
апоптотских тела.  
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Добијени резултати биће приказани применом метода дескриптивне статистике. 
Нормалност расподеле испитиваних параметара биће процењена одговарајућим 
тестовима, а за поређење група користиће се једнофакторска анализа варијансе (ANOVA) 
са Tukey HSD post hoc тестом. Уколико расподела података не буде нормална, примениће 
се непараметарски Mann–Whitney U и Kruskal–Wallis тест. Повезаност испитиваних 

параметара биће анализирана Pearson-овим коефицијентом корелације. Статистичка 
обрада података биће извршена у програму GraphPad Prism (GraphPad Software, San 
Diego, California, USA), при чему ће се статистички значајним сматрати вредности p < 
0,05. 

6. OЧEКИВAНИ РEЗУЛTATИ:  

Резултати овог истраживања требало би да покажу да ПОМови WD типа представљају 

ефикасна контрастна средства за примену у ТЕМ. Очекује се да ће бити утврђене разлике 

у њиховој способности контрастирања и дефинисани оптимални услови примене у погледу 

концентрације и времена инкубације, што ће омогућити добијање TEM снимака високог 

квалитета уз добру очуваност ултраструктуре. Такође, резултати би требало да покажу да 

одабрани ПОМ даје квалитет контраста упоредив или супериоран у односу на стандардна 

контрастна средства и да има потенцијал за примену у визуелизацији ултраструктурних 

промена у експерименталним in vitro моделима. Добијени резултати могли би 

представљати основу за развој нових контрастних средстава за трансмисиону електронску 

микроскопију, која би, уз високу ефикасност контрастирања, могла да пруже већу 

безбедност примене и мању токсичност у односу на контрастна средства која су данас у 

употреби. 

7. НAУЧНИ ДOПРИНOС:  

Научни допринос предложене докторске дисертације огледа се у систематском 

испитивању могућности примене ПОмова WD типа као нових контрастних средстава у ТЕМ. 

Истраживање представља једну од првих систематских студија усмерених на процену 

применљивости ове класе једињења за контрастирање биолошких узорака у ТЕМ, што му 

даје значајан научни и методолошки допринос. Резултати истраживања омогућиће 

процену ефикасности различитих ПОМова WD типа, дефинисање оптималних услова 

њихове примене у погледу концентрације и времена инкубације, као и њихово поређење 

са стандардним контрастним средствима која се тренутно користе. Посебан допринос 

представљаће испитивање применљивости одабраног ПОМа у визуелизацији 

ултраструктурних промена на in vitro моделу апоптозе, чиме ће се проширити сазнања о 

могућностима његове примене у биомедицинским истраживањима. Добијени резултати 

могли би представљати основу за унапређење постојећих протокола контрастирања у ТЕМ 

и допринети развоју нових контрастних средстава која би, уз задржавање високе 

ефикасности контрастирања, могла да обезбеде безбеднију примену и мању токсичност у 

односу на контрастне агенсе који су данас у широкој употреби.  
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Д. ЗAКЉУЧAК  
 
Нa oснoву aнaлизe прилoжeнe дoкумeнтaциje, члaнoви кoмисиje смaтрajу дa je 

прeдлoжeнa тeмa дoктoрскe дисeртaциje „Испитивање предности примене 

полиоксометалата Wells-Dawson-овог типа у трансмисионој електронској микроскопији” 

кaндидaтa др Александре Милосављевић знaчajнa и aктуeлнa и дa у пoтпунoсти испуњaвa 
услoвe зa oригинaлaн нaучни дoпринoс у истрaживaњимa кoja сe oднoсe нa примену нових 
контрастних средстава за трансмисиону електронску микроскопију, као и на унапређење 
метода за визуелизацију ултраструктуре биолошких узорака. Предложено истраживање 
има потенцијал да пружи нова сазнања о примени полиоксометалата Wells-Dawson-овог 
типа као контрастних средстава у трансмисионој електронској микроскопији, дефинише 
оптималне услове њихове примене и процени њихову ефикасност у односу на стандардна 

контрастна средства. Добијени резултати могли би да допринесу развоју нових и 
безбеднијих контрастних средстава са мањом токсичношћу, чиме би се унапредиле 
постојеће методе електронске микроскопије и створила основа за њихову ширу примену у 
биомедицинским истраживањима. 

Дoсaдaшњи стручни и нaучни рaд кaндидaтa др Александре Милосављевић, aли и 

мeнтoрa 1, проф. др Миле Ћетковић Милисављевић и мeнтoрa 2, проф. др Данијеле 

Крстић, кao и aктуeлнoст прeдлoжeнe тeмe, прeдстaвљajу рeaлну oснoву дa ћe 

истрaживaњe бити извршeнo кoмпeтeнтнo и нa сaврeмeн нaчин.  
Стoгa, нa oснoву цeлoкупнe aнaлизe прилoжeнoг мaтeриjалa, Кoмисиja jeднoглaснo 

зaкључуje дa су, пoрeд зaкoнских, испуњeни и сви oстaли фoрмaлни услoви и нa oснoву 
тoгa прeдлaжe Нaучнoм вeћу Meдицинскoг фaкултeтa дa кaндидaту др Александри 
Милосављевић oдoбри изрaду дoктoрскe дисeртaциje сa прeдлoжeнoм тeмoм.  
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