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PoStovani,
U skladu sa stavom 3 clana 35 i tatkom 3.6. Vodi¢a za doktorske studije,
dostavljamo Odluku Vije¢a Medicinskog fakulteta o usvajanju Izvje$taja Komisije
za ocjenu prijave doktorske disertacije (obrazac D1) i inoviranu prijavu teme

doktorske disertacije, doktoranda dr pharm Milo$a Luburi¢a.
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UNIVERZITET CRNE GORE
MEDICINSKI FAKULTET

Broj: 377/8

Podgorica, 29.02.2024. godine

Na osnovu ¢lana 64 stav 2 tacka 9 Statuta Univerziteta Crne Gore, a u skl
Pravila doktorskih studija (Bilten UCG broj: 513/20 i 561/22), Vije¢e Medici
sjednici odrzanoj 29.02.2024. godine donijelo je

ODLUKU

1. Usvaja se IzvjeStaj Komisije za ocjenu prijave doktorske disertacije ka
Milo3a Luburi¢a broj: 1904/7-1 od 25.12.2023. godine.
Predlaze se Senatu UCG da prihvati kao podobnu doktorsku te
+~Formulacija i farmaceutsko-tehnolosko ispitivanje poluévrstc

2.

etarskim uljem pelima (Salvia officinalis L,) iz Crne Gore i pr

uticaja na procese zarastanja rana i starenja koze" kandidata

Luburiéa.

doktorske disertacije (obrazac PD broj: 1904/7-2 od 25.12..2023. go

Centru za doktorske studije i Senatu Univerziteta Crne Gore, na dalju 1

OBRAZLOZENJE

Dr pharm Milo3 Luburi¢ podnio je prijavu teme doktorske disertacije pod nazivon
farmaceutsko-tehnolosko ispitivanje poludvrstog preparata sa etarski

(Salvia officinalis L,) iz Crne Gore i procjena njegovog uticaja na procese
starenja koZe“ dana 31.08.2023. godine (Broj prijave: 1151).

Vije¢e Medicinskog fakulteta na sjednici odrZanoj 29.11.2023. godine imenovalo je

prijave doktorske disertacije, kandidata dr pharm Milo%a Luburi¢a u sastavu: prof. d

doc. dr Tanja Vojinovi¢ i doc. dr Mihailo Vukmirovié.

Kandidat je pred navedenom Komisijom javno obrazloZio ciljeve i ofekivane rezult

istrazivacki program doktorske teze, dana 20.12.2023. godine. Komisija je podnijela
-

fakulteta IzvjeStaj o ocjeni podobnosti doktorske disertacije broj:1904/7-1 od 28
predloZila odredjene korekcije, koje je kandidat ispo$tovao i dostavio novu Prijavu te

od 25.12.2023. godine.
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-

Vije¢e Medicinskog fakulteta na sjednici odrzanoj 29.02.2024. godine, nakon razmatranja izvjeitaja

Komisije broj: 1904/7-1 od 25.12.2023. godine,
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)ATA

OPSTI PODACI O DOKTORANDU

Titula, ime i prezime dr pharm Milo§ Luburié

Fakultet Medicinski Fakultet
Studijski program [Farmacija

Broj indeksa 12/21

Podaci o magistarskom radu /

NASLOV PREDLOZENE TEME |

Formulacija 1 farmaceutsko-tehnolosko
preparata sa etarskim uljem pelima (Salria officina

Na sluzbenom jeziku

koze

Na engleskom jeziku 1["r)rmulalion and pharmaceutical-technological st

Montenegro and evaluation of its effect on wour
aging processes

ispitiy

i procjena njegovog uticaja na procese zarastaf

[preparation containing essential oil of sage (Sa/vit

ranje  polucvrstog
is 1..) 1z Crne Gore
hja rana 1 starenja

1dy of a semi-solid
1 officinalis 1..) from
d healing and skin

Datum prihvatanja teme i
kandidata na sjednici Vijeéa
_organizacione jedinice
Naucna oblast
disertacije

29.02. 2024.godine
doktorske - .
Farmaceutska tchnulr}g:}n 1 kozmetologija

Za navedenu oblast maticni su al;cdca fakultctl

Mtdlcmskl f"lkulrr_t Univerzitet Crne Gore

A. 1ZVJESTAJ SA JAVNE ODBRANE POLAZNIH ISTRAZT
DOKTORSKE DISERTACIJE

VANJA

Javna odbrana polaznih istrazivanja na temu: ,,Formulacija i farmaceutsko-tehi
polucvrstog preparata sa etarskim uljem pelima (Salvia officinalis 1..) iz Crn
njegovog uticaja na procese zarastanja rana i starenja koze™, kandidata
Luburica, odrzana je dana 20.12.2023. godine u 10,00 ¢asova, u Sali za sast
fakulteta, pred Komisijom za ocjenu prijave doktorske disertacije, u sastavu:

o dr Ljiljana Vuckovi¢ — vanredna profesorica Medicinskog fakulteta Uni
Gore, predsjednik
« dr Tanja Vojinovi¢ — docentkinja Medicinskog fakulteta Univerziteta C

Odbrana polaznih istrazivanja je pocela saopStavanjem biografskih podataka
od znacaja iz prilozene dokumentacije, poslije ¢ega je uslijedilo izlaganje is
doktorske disertacije od strane kandidata. Na pocetku izlaganja, kandidat je
predloZene teme, sa osvrtom na dosadadnje ostvarene rezultate u oblasti istrs
je clanovima komisije predstavio plan istrazivanja koji ¢e sprovoditi u
doktorskoj disertaciji, iznio je jasno definisane ciljeve i hipoteze istraz
metodologiju predloZzenog istrazivanja. U zakljucku, kandidat je nave
istrazivanje ima znacajan naucni potencijal iz kojeg c¢e proistekli rezultati
prestiznim nauc¢nim casopisima i tako dati ocekivani naucni doprinos.

dr Mihailo Vukmirovi¢ — docent Medicinskog fakulteta Univerziteta Cr

o da predlozeno
biti publikovani u

olosko ispitivanje,
e Gore i procjena
dr pharm Milosa
nnke Medicinskog]

verziteta Crne

e Gore, mentor
ne Gore, ¢lan

i drugih podataka
strazivackog plana
dao obrazlozenje
1zivanja. Kandidat
nastavku rada na
ivanja i objasnio
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Clanovi Komisije su nakon izlaganja kandidata dali komentare i sugestije, i postavili su pitanjal
na koja je kandidat uspjesno odgovorio (Prilog).

Komisija je jednoglasno donijela odluku da je kandidat dr pharm Milo§ Luburié sa uspjehom
odbranio polazna istrazivanja doktorske disertacije.

_ B. OCJENA PRIJAVE TEME DOKTORSKE DISERTACIJE

B1. ObrazloZenje teme

Salvia officinalis 1.. (pelim, Zalfija, kadulja) je visegodisnji poluzbun koji pripada rodu Salria,
porodici Lamiaceae (1). Vrsta vodi porijeklo iz Mediterana, a u Crnoj Gori je siroko rasprostranjena,
narocito u primorskom i submediteranskom dijelu zemlje(2).

Pelim se u medicinske svrhe koristi od davnina. Najvedi sadrzaj etarskog ulja se nalazi u listu, a
prema Tucakovu, najée$ce tradicionalne primjene preparata od pelima su ispiranje usta i grla
prilikom upala, protiv znojenja tuberkuloznih pacijenata, jacanje organizma, te kao sastojak caja
protiv upale mokraénih puteva (3). Herbalna monografija Evropske agencije za ljckove navodi
cetiri indikacije tradicionalne upotrebe lista pelima: olaksanje blagih simptoma dispepsije, kao sto
su gorusica i nadimanje; olaksanje prekomjernog znojenja; olaksanje upala u ustima i grlu; olaksanje
manjih upala koze (4).

Predmet dosadasnjih istrazivanja etarskog ulja pelima je najéesée bila opravdanost tradicionalne
upotrebe, dok ¢ée ovo istrazivanje pruziti dublje razumijevanje moguceg uticaja polucvrstih
preparata koji sadrze ctarsko ulje pelima na procese zarastanja rana i starenja koze. Rezultati
istrazivanja bi doprinijeli preliminarnoj procjeni potencijala primjene preparata u svrhu zarastanja
rana i anti-age terapije.

Dodatno, prethodna istrazivanja pelima u Crnoj Gori su uglavnom bila usmjerena na analizu
hemijskog sastava etarskog ulja 1 identifikaciju hemotipova koji se javljaju u Crnoj Gori, ali fokus
istrazivanja nije bio na razvoju preparata namijenjenih primjeni na kozi, niti je ispitivano kako
sastav ctarskog ulja utice na proces formulacije preparata i podrucje terapijske primjene.

Salvia officinalis 1.. je visegodisnji poluzbun, visok 50-90 ecm. Stabljika je drvenasta, visegodisnja i
cetvorouglasta. Starije grane su razgranate, polegle ili se uzdizu. Kora je sivo mrka i ljusa se.
Jednogodisnji izdanci su sivo-zeleni, pokriveni bijelim mehanickim i Zljezdanim dlakama 1 uzdizu
se. Listovi su naspramno rasporedeni, sa lisnom drskom koja je duga 0-3 cm. Liska je izduzeno
jajasta, clipticna do lancetasta, dugacka 2 — 9 cm, siroka do 3.5 cm, pri osnovi zaokrugljena, okrugla
ili zasiljena na vrhu, papirnata, fino nabrana, nazubljene ivice. Mlade liske su prekrivene velikim
brojem dlaka, dok su razvijene liske na licu slabije dlakave a na nali¢ju gusée dlakave. Cvjetovi su
plavo-ljubicasti, dvousnati 1 nalaze se u prsljenovima (4 — 16 cvjetova u priljenu), koji formiraju
terminalni prividni grozd. Plod je merikarpijum od 4 tamno smeda loptasta orascica, velicine 2-3
mm u dijametru. Biljka cvjeta u periodu od maja do jula (1, 3, 5).

Najveca koncentracija ctarskog ulja se nalazi u listovima biljke. Pretragom literature moguce je
zakljuciti da postoji variranje u rezultatima istrazivanja vezano za prinos etarskog ulja iz listova.
Prema Stesevic 1 saradnicima, prinos se krecée u opsegu od 1.84% do 2.84% (6), prema Couladis i
saradnicima u opsegu od 1.16% do 1.68% (7), a rezultat istrazivanja koje su sproveli Damjanovic
Vratnica i saradnici je 2.4% prinosa etarskog ulja (8). Glavni sastojci etarskog ulja pelima sa stanista
u Crnoj Gori su: cis-tujon, trans-tujon, kamfor, kamfen, 1,8-cineol, viridiflorol, limonen, alfa-pinen
i alfa-humulen (6).

Pregledom  literature  konstatovano  je  da  postoje  dokazi o  antikancerogenom,
antiinflamatornom, antinociceptivnom, antioksidativnom, antimikrobnom, hipoglikemijskom,
hipolipidemijskom dejstvu preparata na bazi pelima. Antinociceptivni, hipolipidemijski 1 efckat
poboljsanja pamcenja su dokazani u klinickim ispitivanjima (9).

Keshavarz 1 saradnici su ukazali na antiangiogenetsko dejstvo etarskog ulja pelima (10), a
[Farahpour, Karimzadeh 1 saradnici na poboljsano zarastanje rana nakon topikalne primjene
yolu¢vrstih preparata sa etarskim uljem pelima sa stanista u Iranu (u koncentracijama od 1% do
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5%) (11, 12). Dodatno, Grdisa 1 saradnici navode istotijsku primjenu pelima 24
Gzel 1 saradnici su dokazali pozitivan uticaj preparata sa etarskim uljem vrsta i
&ronenburgii Rech. £. 1 Salvia enphratica Montbret, Aucher & Rech. f. var. cuph
rana (14).

Rezultati istrazivanja koje su sproveli Khare i saradnici upucuju na to da p
podaci o djelotvornosti etarskog ulja pelima sa stanista Indije na proces starenja
zracima (15). Tran 1 saradnici su dokazali da kamfor indukuje proliferaciju
dermalnih fibroblasta, smanjuje aktivnost B-galaktozidaze, inhibira aktivnost el
ukupnu kolicinu kolagena u kulturi dermalnih fibroblasta (16).

Geni koji imaju najvedi uticaj na proces starenja koze su geni zaduzeni 7z
(COL1A1, COLIA2, COL3Al, COIL4Al i COL7AL), geni koji kodiraju s
razgraduju proteine ckstracelularnog matriksa (MMP1, MMP2, MMP3, MMI
MMPT0, MMP12, MMP13 i MMPI4), geni zaduzeni za inhibiciju metalop
TIMP2, TIMP3 ; TIMP4), geni koji ucestvuju u inflamatornim procesima (I1.-/
IL-10 i PTGS2), kao 1 TP53 (marker celijske diobe), CASP3 (ima ulogu u {
[LLMNA (ucestvuje u prijevremenom starenju), te SIRTT (znacajan za dugovijecn
Matriksne metaloproteinaze su cink zavisne endopeptidaze koje imaju znacajnu
zarastanja rana 1 starenja koZe iz razloga §to doprinose cijepanju komponer
matriksa, ukljucujuci kolagen (18). Lkspresija matriksne metaloproteinaze-1 (M
visoka ¢ak 1 u nestimulisanim fibroblastima, dok kolagen tip I predstavlja
kolagena u ljudskom organizmu, te ¢e ovo istrazivanje obuhvatiti ispitivanj
preparata na ckspresiju gena MMP7 1 COL7.A1, kao 1 na kolicinu MMP1 i tip 1 K
Antioksidativna, anticlastazna, antihijaluronidazna, antikolagenazna, 1 antitis
su od esencijalnog znacaja u procjent uticaja na proces starenja koze (19, 20,
obuhvatiti ispitivanje anticlastazne aktivnosti  izradenog preparata  spd
metodama.

Zakljucuje se da literaturni podaci ukazuju na preliminarno postojanje
ctarskog ulja pelima na procese zarastanja rana i starenja koze, ali i na po

B2. Cilj i hipoteze
Ciljevi istrazivanja:
* Izolacija 1 ispitivanje etarskog ulja pelima sa stanista u Crnoj Gori
Formulacija polucvrstog preparata sa etarskim uljem pelima
Ispitivanje farmaceutsko—tehnoloskih karakteristika izradenog preparata
Ispitivanje uticaja izradenog preparata na proces zarastanja rana

Ispitivanje uticaja izradenog preparata na proces starenja koze

Hipoteze istrazivanja:

H3: Polucvrsti preparati sa etarskim uljem pelima imaju pozitivan uticaj na pro

H4: Polucvrsti preparati sa etarskim uljem pelima imaju pozitivan uticaj na pro

istrazivanjima koja bi dopringjela evaluaciji primjene polucvrstih preparata u te sy

H1: Moguce je uspjesno formulisati polucvrsti preparat sa etarskim uljem pelin

H2: Polucvrsti preparati sa etarskim uljem pelima su kvalitetni preparati za prin

lijecenje rana (13).
v roda Salvia, Salvic
ratica na zarastanje

ostoje preliminarni
koze 1zlozeno) UV
srimarnih humanih
1staze, te povecava

a sintezu kolagena
ntezu enzima koji
7, MMPS, MMPY,
roteinaza (TIMP,
b, IL-1a, IL-6, I11.-8,
procesu apoptoze),
ost 1 starenje) (17).
ulogu u procesima
1t ekstracelularnog
IMP-1) je izuzetno
najzastupljeniji tip
> uticaja izradenog]
olagena.

ozinazna aktivnost
21). Istrazivanje ce
ktrofotometrijskim

pozitivnog cfekta

trebu za dodatnim
rhe.

na.

-y

njenu na kozi.
ces zarastanja rana.

ces starenja koze.
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B3. Metode i plan istraZivanja
Za postizanje navedenih ciljeva 1 hipoteza, istrazivanje ¢e obuhvatit sljedeée faze:

1) Izolacija i ispitivanje etarskog ulja

U toku istrazivanja bice koriséeno etarsko ulje dobijeno parnom destilacijom iz populacija Sa/via
officinalis na lokalitetu  PaStrovacka gora, u Dblizini Petrovea. Parna destilacija  predstavlja
hidrodestilaciju tokom koje ce se usitnjeni biljni materijal nalaziti u kotlu na resetki podignutoj od
dna, a vodena para dolaziti iz generatora pare smjestenog izvan kotla 1 prolaziti kroz biljnu masu.
Karakterizacija sastava etericnog ulja vrsi¢e se na gasnom hromatografu Shimadzu QP2020 sa SSIJ
injektorom, kuplovanim sa tripl-kvadrupol masenim spektrometrom. Komponente ¢e  bit
razdvojene na koloni ZB-5MSplus (30 m x 0, 25mm; 0, 25um debljina filma) sa helijumom kao|
nosecim gasom. Uzorci ¢e biti pustani po SCAN metodi pri konstantnom protoku od 2.40
ml/min, snimanjem opsega masa m/z 50-500 (EI 70eV). Program analize etarskog ulja ¢e trajati 58
min.
Organolepticki izgled (miris, boja i homogenost uzorka) pratice se vizuelnim pregledom
ckstrakata. Za ispitivanje ¢e biti koriséene identiéne epruvete od bezbojnog, prozirnog, neutralnog]
stakla. Boje su uredene posmatranjem pri difuznoj dnevnoj svjetlosti, horizontalno prema bijeloj
pozadini.

2) Formulacija polucvrstog preparata sa etarskim uljem pelima

U drugoj fazi istrazivanja, sastav formulacije ée biti razmotren, nakon cega ce biti formulisan
polucvrsti preparat, koji ¢e sadrzati 1% etarskog ulja pelima.

Planirani sastav podloge (INCI (International Nomenclature of Cosmetic Ingredients) naziv):

Stearinska kiselina 12,0 g — Stearic Acid (proizvodac¢ Meilab, Beograd, Srbija)

Pcelinji vosak 4,0 g — Beeswax (proizvodac Meilab, Beograd, Srbija)

Bijeli vazelin 4,0 g — White Petrolatum (proizvodac¢ Meilab, Beograd, Srbija)
Trietanolamin 10% seu 16,0 g — Triethanolamine (proizvodaé Meilab, Beograd, Srbija)
Trometamol 10% - Tromethamine (proizvodac Meilab, Beograd, Srbija)
Propilenglikol 10,0 g — Propylene Glycol (proizvodaé Meilab, Beograd, Srbija)
Preciséena voda 54.0 g — Purified Water (proizvodac Meilab, Beograd, Srbija)

3) Ispitivanje farmaceutsko—tchnoloskih karakteristika izradenog preparata
Treca faza istrazivanja ée obuhvatiti farmaceutsko-tehnoloska ispitivanja, u okviru kojih ¢e bitj

sprovedeno vise testova, ukljucujudi izgled formulacije, test razmazivosti, reoloske karakteristike

(konzistentnost i viskoznost), mjerenje pH vrijednosti, ispitivanje mikrobioloskog kvaliteta, te

ispitivanje stabilnosti izradenog preparata. Ovi koraci su neophodni kako bi se osigurala adekvatna

formulacija preparata i postigla stabilnost i kompatibilnost sa kozom.
Ispitivanje formulacije ¢e obuhvatiti sljedece testove:

e Izgled formulacye
U svrhu pracenja izgleda, boje i aplikativnih karakteristika krema sa etarskim uljem pelima
bi¢e sprovedena organolepticka ispitivanja uzoraka, inicijalno, 7 dana nakon izrade,
kontrolno mijerenje nakon 1 mjeseca i poslije 3 mjeseca cuvanja na sobnoj temperaturi
(20+3°C).

e Ispitivanje razmazivosti

Obrazac D1: Ocjena prijave doktorske teze i kandidata 4/11
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Ispitivanje ¢e se vrsiti ckstenziometrom tako $to ée se uzorak poly

odredenog volumena postaviti izmedu dvije staklene ploce ovog uredaja i
povecavati tezina, stavljanjem tega u odredenim vremenskim intervalima.

e Ispitivanje reoloskih osobina (konzistentnost i viskoznost)
U cilju dobijanja podataka koji bi ukazivali na promjene u fizickoj st
sagledavanja aplikativnih karakteristika kremova sa ctarskim uljem pelim
reoloska karakterizacija. Kontinualna reoloska mjerenja bice sprovedena
Physica (Njemacka) primjenom kupa-ploca mjernog sistema. Sva mjeren
tri puta, pod sljedecim uslovima: kupa-ploca mjerni sistem (dijametar kup
debljina mjerenog uzorka 0,05 mm, temperatura 20 £ 0,1 “C, brzina smt
(120 s, uzlazna kriva) 1 200 do 0 s-1 (120 s, silazna kriva).

e Mjerenje pH vrijednosti
Mjerenje pH preparata vrSice se potenciometrijskom metodom (2.2.]
direktnim uranjanjem elektrode pH-metra u ispitivane uzorke. Prije poce
bit bazdaren na propisan nacin. Oprema koja ée bitt koriséena je
Instruments, H 8417, SAD.

e Elektricna provodljivost
U cilju odredivanja tipa emulzije raspodjele vode u emulzionom sistemu 1
stabilnosti uzoraka, bi¢e sprovedena mijerenja clektricne  provodlji
Konduktometar CDM 230 (Meterlab, Radiometer, Danska). Mjerenja
inicijalno 7 dana po pripremi uzoraka 1 nakon 1 1 3 mjeseca, dircktnim u
clektrode pH metra u uzorke.

e Test centrifugiranja
U cilju sveobuhvatne procjene fizicke stabilnosti ispitivanth kremova b
centrifugiranja na centrifugi (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija) pod sljeded
3000 obrt/min u trajanju od 15 minuta, dva puta za redom, inicijalno 7
uzorka 1 nakon 1 13 mjeseca.

e Ispitivanje mikrobioloskog kvaliteta bice sprovedeno odredivanjem:

- Ukupnog broja acrobnih mikroorganizama (TAMC)

- Ukupnog broja kvasaca 1 plijesni (IYMC)

- Odsustva Staphylococcus anrens

- Odsustva Pseudononas aeruginosa

- Sadrzaja Endobacteria 1 ostalih gram-negativnih bakterija

4) Ispitivanje antimikrobne aktivnosti

Antimikrobna aktivnost pripremljenog preparata ce biti ispitana zn vifro dilucionom metodom u

cilju potvrdivanja literaturnih navoda o antimikrobnoj aktivnosti preparata

pelima (22).

5) Ispitivanje dermalnih fibroblasta
Nakon farmaccutsko-tchnoloskih ispitivanja, bice sprovedena procjena

polucvrstog preparata na procese zarastanja rana 1 starenja koze, na kulturi dermalnih fibroblasta. U

toku istrazivanja bice koriscena komercijalno nabavljena kultura humanih de

1izolovanth 1z humanog epidermalnog tkiva 1 komercijalno nabavljent kit za form

1ICvrstog  preparata

gornjoj ploci ce se

bilnosti uzoraka i
a, bice sprovedena
na reometru Paar]
ja bice ponovljena
e 25 mm, ugao 17),
canja 0 do 200 s-1

5. Ph. Eur. 10.0),
tka radni aparat ce
pH metar, Hanna

pracenja promjena
vosti na uredaju
ce biti sprovedena

ranjanjem staklene

ice sproveden test
im stres uslovima:

dana po pripremi

sa ctarskim uljem

uticaja izradenog)

‘malnih fibroblasta

iranje medijuma za
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fibroblaste,

Komercijalne kulture humanih dermalnih fibroblasta se dostavljaju u zamrznutim bocicama, u

nsuliranim pakovanjima namijenjenim odrzavanju temperaturnih uslova.
U okviru pete faze istrazivanja bice sprovedena sljedeca ispitivanja:

1. Ispitivanje vijabilnost dermalnih fibroblasta nakon primjene izradenog preparata

Ispitivanje vijabilnosti  dermalnih  fibroblasta nakon primjene izradenog preparata bice
sprovedeno pomocu metode redukcije MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolijum
bromid). Zive Celije s aktivnim metabolizmom pretvaraju MTT u ljubicasto obojeni formazan, s
apsorpcionim maksimumom blizu 570 nm. Priprema MTT supstrata ¢e biti izvedena u fizioloski
balansiranom rastvoru, koji ¢e biti dodat kulturi ¢elija, u finalnoj koncentraciji od 0,2 - 0,5 mg/ml,
te biti inkubiran 1 do 4 sata. Koli¢ina formazana (proporcionalna broju zivih celija) bice mjerena
biljezenjem promjene apsorpcije na 570 nm pomocu spektrofotometra. Formazan ima tendenciju

taloZenja unutar ¢elija 1 u medijumu kulture, te ée bit rastvoren prije mjerenja apsorpcije (20).

i, Ispitivanje uticaja izradenog preparata na ekspresiju gena COL/A/ i MMP/
U cilju utvrdivanja da li izradeni preparat utice na transkripciju gena COL/IAT 1 MMPT,
podjednak broj uzoraka dermalnih fibroblasta tretiranih izradenim preparatom i uzoraka dermalnih
fibroblasta koji nijesu tretirani izradenim preparatom e biti podvrgnuti izolovanju RNK, a zatim

¢e biti sprovedena RT-PCR.

Ekstrakelja RNK iz uzoraka dermalnih fibroblasta ¢e bit sprovedena koristeéi komercijalno
nabavljeni Trizol reagens (500 ul) — monofazni rastvor fenola i gvanidinijum izotiocijanata, koji ée
istovremeno rastvoriti bioloske materije i denaturisati proteine. Nakon homogenizacije, bi¢e dodat
hloroform (100 ul), koji ¢e uzrokovati razdvajanja faza, pri ¢emu e se proteini nalaziti u
hidrofobnoj fazi, DNK na granici faza, a RNK u hidrofilnoj fazi (21). Sljedeéi korak ¢e bit
talozenje uzoraka na sobnoj temperaturi u trajanju od 10 minuta. Nakon toga, RNK talog ¢e bitj
odvojen centrifugiranjem pri 12,000Xg 10 minuta na 4 °C i ispran sa 1 mL 70% hladnog etanola.
Nakon centrifugiranja (7500Xg 5 minuta na 4 °C), uzorci ¢e biti suseni na vazduhu, a talozi
rastvoreni u vodi oslobodeno) RNAza. Zatim ¢ée uslijediti reverzna transkripeija: cDNA ¢e bid
sintetisana u reakcionoj smjesi od 20 pl, koja ¢e sadrzat RNA (1 ug), oligo (dT) prajmer (1 pl),
reakciont puffer (4 pl), inhibitor RNAza (1 ul), 10 mM dNTP smjese (2 ul) 1 M-Mul.V reverznu
transkriptazu (1 pl). Nakon reverzne transkripeije uslijedic¢e real-time PCR. Real-time PCR (qPCR) je
metoda izbora za kvantifikaciju ckspresije gena. Za detekeiju proizvoda qPCR-a bice koriséena
DNK sonda koja funkcionise po principu generisanja fluorescentnog signala. Reakciona smjesa za
PCR ce se sastojati od cDNA uzorka (0.5 L, odnosno oko 5-10 ng), 10 uL. SYBR GREEN master
mix (sastav: 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 400 uM dNTP, 0.1 U/ul Taq DNK polimeraza, 1x SYBR
zeleno 1 puferska komponenta) 1 0.5 pl. (600 nM) svakog reverse 1 forward prajmera gena MMP/1 (I%:
S-GTACTGATATAATTTAGTTC-3, R: 5-GTTATCCCTTGCCTATCTAG-3’, temperatura
45°C) i COLIAl (F: 5-GACGAAGACATCCCACCAAT-3, R: 5’-
[TCGGTGGGTGACTCTGAG-3, temperatura 57.90°C). PCR ¢ée biti sproveden u sljedecim

koracima: denaturacija na temperaturi od 95°C tokom 5 minuta, komplementarno vezivanje

prajmera (annealing), te produzavanje lanca na temperaturi od 72°C (18). Relativna kvantifikacija ce
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biti sprovedena u cilju analiza podataka.

iii.  Ispitivanje uticaja izradenog preparata na koli¢inu tip I kolagena i MM

Koriste¢t  Western  blot metodu bi¢e odredena  kolicina  kolagena
metaloproteinaze-1 u uzorcima dermalnih
preparatom. Celije ée biti lizirane puferom (100 mM Tris-HCI, pH 8, 250
Nonidet P-40, 1 1X koktel inhibitora proteaze), zatim nekoliko puta sonirane, 3
na ledu 30 minuta, nakon cega ¢e lizati biti centrifugirani (13000 rpm, 3(
Supernatanti ¢e biti prikupljent 1 bice odredena koncentracija proteina testom bi
Za detekeiju MMP1 1 tipa I kolagena medijumi ¢e biti sakupljeni 1 centrifugirar
1h na 4°C, a odredivanje koncentracije proteina ée biti obavljeno pomoéu Br
Alikvoti lizata ¢e biti razdvojeni 10% SDS-PAGE gelom i preneseni na PVDF 1
pufera za transfer na bazi glicina (192 mM glicin, 25 mM Tris-HCI, pH 8.8, |

primarnim antitijelima 1 sat na sobnoj temperaturi ili preko noci na 4°C,
sckundarnim antitijelima. Primarna antitijela (anti-MMP-1 1 anti-Col1 A1) ée bid
a sckundarna antitijela 1:10.

iv.  Ispitivanje antielastazne aktivnosti izradenog preparata

Za ispitivanje anticlastazne aktivnosti izradenog preparata bice koris
nabavljena svinjska pankreasna clastaza 1 supstrat N-sukcinil-tri-L-alanin-4-nitr
razloziti supstrat, pri cemu ce se osloboditi nitroanilin. Reakeija ée bit
cksperimentalnim uslovima: pH 8.0, 0.8 mM supstrata 1 5 pg/ml elastaze
izradenog preparata ¢e biti dodavane reakcionoj smjesi, a mjerenje apsorbance
na citacu mikrotitar ploca sa 96 udubljenja na 25°C i pri 410 nm. Stepen inhib

pelima (16).

Podaci ¢e biti prikazani tckstualno, tabelarno 1 graficki, uz upotrebu M

statisticke analize biti 1zvrSene pomocu softvera GraphPad.

B4. Naucni doprinos

[ako je uloga pelima u herbalnoj medicini dobro poznata 1 dokumen
istrazivanja su uglavnom bila usmjerena na proucavanje antimikrobnog,
antioksidativnog 1 antitumorskog djelovanja etarskog ulja pelima, dok uticaj pri
uljem pelima na procese zarastanje rana i starenja koze nije dovoljno ispitan.

Vazno je naglasiti da su prethodna istraZivanja pelima u Crnoj Gori uglavnos
odredivanje  hemijskog sastava ctarskog ulja 1 identifikactju hemotipova
crnogorskoj populaciji. Medutim, fokus dosadasnjih istrazivanja nije bila form
primjenu na kozi, niti proucavanje kako specifiéni hemijski sastav etarskog t
Gore moze uticati na terapijsku primjenu ovih preparata.

Rezultati istrazivanja ¢e pruziti bolje razumijevanje procesa zarastanja rana
molckularnom nivou, te doprinijeti preliminarnoj procjeni efekta preparata
pelima na profil ekspresije gena u humanim fibroblastima.
Sve navedeno ¢e doprinijeti potencijalnom prosirenju terapijskih indikacija ct
omoguciti bolje razumijevanje farmaceutsko-technoloskog postupka formul

Nakon blokiranja sa 5% obranim mlijckom preko noéi na 4°C, membrane ée

odreden mjerenjem razlike u absorbanct uzorka sa 1 bez izradenog preparata

1

1

p I 1 matriksne

fibroblasta nakon tretiranja yzoraka izradenim

mM NaCI, 0.5%
potom inkubirane
minuta na 4°C).
ohinonske kiseline.
11 na 400Xg tokom
ndfordove metode.
nembranu pomocu
20% v/v metanol).
biti inkubirane sa
a zatim 1 sat sa
razrijedena 1:1000,

cena  komercijalno
»anilid. Elastaza ¢
sprovedena pod
Razlicite kolicine
ce biti sprovedeno
cije elastaze ce biti

sa etarskim uljem

IS Exccla, dok ¢ée

ovana, dosadasnja
antiinflamatornog,
cparata sa ctarskim

1 bila usmjerena na
koji se javljaju u
ulacija preparata za
ilja pelima iz Crne

1 starenja koze na
sa etarskim uljem

arskog ulja pelima i
acije preparata sa
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ctarskim uljem pelima.

B5. Finansijska i organizaciona izvodljivost istraZivanja
Kandidat ¢e troskove istrazivanja finansirati licno iz sopstvenih prihoda, posto Medicinski
fakultet u Podgorici ne posjeduje aparaturu kao ni hemikalije za sprovodenje planiranih
Istrazivanja.
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Na osnovu uvida priloZzene dokumentacije 1 detaljne analize iste od strane kom
kandidata, diskusije, komisija je zakljucila da je predlozena tema nauéno opravd
plan istrazivanja je precizno postavljen i definisan, metodologija je precizna i jas
Komisija predlaze Vije¢u Medicinskog fakulteta 1 Senatu Univerziteta Crne Gor
[zvjestaj 1 odobre nastavak istrazivackog rada na doktorskoj disertaciji dr pharm

sije, 1zlaganja

ana 1 originalna,
na.

¢ da prihvate ovaj
Milosa Luburica.

Prijedlog izmjene naslova

/

Prijedlog promjene mentora i/ili imenovanje drugog mentora

/

Planirana odbrana doktotske disertacije

2025. godlm l](.rn]l semestar

Izdvo]cno mlSl]Cﬂ]C

(popuniti ukoliko neki ¢lan komisije ima 1zdvojeno misljenje)
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PredloZena tema po svom sadrzaju odgovara nivou doktorskih studija. DA | NE
Tema je originalan naucno-istrazivacki rad koji odgovara medunarodnim DA NE
kriterijumima kvaliteta disertacije. B
Kandidat moZe na osnovu sopstvenog akademskog kvaliteta i steCenog znanja DA | NE
da uz adekvatno mentorsko vodenje realizuje postavljeni cilj i dokaze hipoteze. T

Komisija za ocjenu podobnosti teme i kandidata

dr Ljiljana Vuckovié — vanredna profesorica Medicinsko 1 R izl
faku‘]ltéta Univerziteta Crne Gorf:,p predsjednik : :’f?_cw{{ /KU i\?,u HC B
dr Tanja Vojinovi¢ — docentkinja Medicinskog fakulteta
Univerziteta Crne Gore, ¢lan

dr Mihailo Vukmirovié¢ — docent Medicinskog fakulteta

Univerziteta Crne Gore, ¢lan

U Podgorici,
25.12.2023. godine | BEK;

MP | {J\
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Zasto je za sakuplianje biljnog materijala vrste Salvid

e Liiliana Viutkovié d officinalis 1zabran lokalitet Pastrovackph gora, u blizini
B - ks © Y ~_'V; ¥ & e
r Ljiljana Vuckovi¢ — vanredna Petrovea?

profesorica Medicinskog fakulteta Na koii nadin ée se vesit formulaciia 1 isbitivanie nreparatad
. A ' . N K aACIN CC 5S¢ Vs ormuiacija 1 1spiave > pr ‘[2‘ atar
Univerziteta Crne Gore, predsjednik | o BACT £ 8¢ YIS onLoatia 1 1spravan)e pt =

Zasto ste se odlucili za predlozenu metpdologiju 1 kako ¢ée
biti sprovedeno prakti¢no izvodenje?
dr Tanja Vojinovic¢ — docentkinja /
Medicinskog fakulteta Univerziteta
Crne Gore, ¢lan

Da li ¢e se vrsiti uporedivanje rezultata hemijske analize

dr Mihailo Vukmirovi¢ — ctarskog ulja pelima sa hemijskim sastavom etarskog ulja
docent Medicinskog fakulteta pelima sa drugih lokaliteta?
Univerziteta Crne Gore, clan

PITANJA PUBLIKE DATA U PISANOJ] FORMI

/
(Ime 1 prezime) = I
(Ime 1 prezime) ______ o __ - _ L __ B
(Ime 1 prezime) - ~ ___;:,___ . - 3
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OPSTI PODACI O DOKTORANDU

Titula, ime 1 prezime

dr pharm Milo$ Luburié

Fakultet Medicinski Fakultet
Studijski program Farmacija
Broj indeksa 12/21

Ime i prezime roditelja

Milutin Luburic¢

Datum 1 mjesto rodenja

Adresa prebivalista

()4 ll 1996 Bar, Crn'l (1011
I’(.trov'lc Blok II bb

Telefon 069066533
E-mail milosluburic@gmail.com
BIOGRAFIJA I BIBLIOGRAFIJA
e Medicinski fakultet, Univerzitet Crne Gore, |studijski program
Farmactja, jul 2020., srednja ocjena 9.08
OL} : e Srednja skola, Gimnazija ,,Niko Rolovi¢® Bar,|jun 2015., srednja
razovanje

ocjena 5.00

° Osno\n: skola ,Mirko Srzenti¢® Petrovac, |

Radno iskustvo

un 2011., srednja

® Imumt za ljekove 1 medicinska sredstva Crne
(maj 2021. — trenutno)

e PZU Pharmadiskont, pripravnicki staz (okt¢
2021.)

Popis radova

Gore, Inspektorat

obar 2020. — maj

Barlovic A, Buri¢ V, Luburi¢c M, Ognjenovié
Ljckovite biljke Bjelasice, 11T Kongres farmacet
medunarodnim uceséem, Becidi, Crna Gora, 2019.

N, Bojovi¢ D.
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NASLOV PREDLOZENE TEME

Na sluzbenom jeziku

Formulacija 1 farmaceutsko-tchnolosko ispitiv

| preparata sa ctarskim uljem pelima (Sa/via officinalis

procjena njegovog uticaja na procese zarastanja ra

Na engleskom jeziku

anje  polucvrstog
L..) iz Crne Gore i

)a i starenja koze

Formulation and pharmaceutical-technological stu
preparation containing essential oil of sage (Sa/wc
Montenegro and evaluation of its effect on woun
aging processes

dy of a semi-solid
officinalis 1..) from
d healing and skin

ObrazloZenje teme

Salvia officinalis 1.

(pelim, Zalfija, kadulja) je viSegodisnji poluzbun koji ps
porodict  Lamiaceae (1). Vrsta vodi porijeklo iz Mediterana,

a u Crnoj

rasprostranjena, narocito u primorskom 1 submediteranskom dijelu zemlje(2).
Pelim se u medicinske svrhe koristi od davnina. Najvedi sadrzaj etarskog ul

a prema Tucakovu, najcescée tradicionalne primjene preparata od pelima su i$
prilikom upala, protiv znojenja tuberkuloznih pacijenata, jacanje organizma, te

protiv upale mokrac¢nih puteva (3). Herbalna monografija Evropske agencije
Cetiri indikacije tradicionalne upotrebe lista pelima: olaksanje blagih simptoma

ipada rodu Salvia,
Gori je siroko

ja se nalazi u listu,
piranje usta 1 grla
kao sastojak caja
za ljeckove navodi
dispepsije, kao Sto.

Obrazac PD: Prijava teme doktorske disertacije

1/9




UNIVERZITET CRNE GORE

Obrazac PD: Prijava teme doktorske disertacije

UCG

su gorusica 1 nadimanje; olaksanje prekomjernog znojenja; olaksanje upala u ustima 1 grlu;
olaksanje manjih upala koze (4).

Predmet dosadasnjth istrazivanja ectarskog ulja pelima je najcesée bila opravdanost
tradicionalne upotrebe, dok ¢e ovo istrazivanje pruziti dublje razumijevanje moguceg uticaja
polucvrstih preparata koji sadrze etarsko ulje pelima na procese zarastanja rana 1 starenja koze.
Rezultati istrazivanja bi doprinijeli preliminarnoj procjeni potencijala primjene preparata u svrhu
zarastanja rana 1 anfi-age terapije.

Dodatno, prethodna istrazivanja pelima u Crnoj Gori su uglavnom bila usmjerena na analizu
hemijskog sastava etarskog ulja 1 identifikaciju hemotipova koji se javljaju u Crnoj Gori, ali fokus
istrazivanja nije bio na razvoju preparata namijenjenth primjeni na kozi, niti je ispitivano kako
sastav etarskog ulja utice na proces formulacije preparata 1 podrudje terapijske primjenc.

Pregled istraZivanja

Salvia officinalis 1.. je visegodi$nji poluzbun, visok 50-90 cm. Stabljika je drvenasta, visegodisnja
i Cetvorouglasta. Starije grane su razgranate, polegle ili se uzdizu. Kora je sivo mrka 1 Ljusti se.
Jednogodisnji izdanci su sivo-zeleni, pokriveni bijelim mehanickim i Zljezdanim dlakama 1 uzdizu
se. Listovi su naspramno rasporedeni, sa lisnom dr§kom koja je duga 0-3 cm. Liska je izduzeno
jajasta, elipticna do lancetasta, dugacka 2 — 9 cm, Siroka do 3.5 cm, pri osnovi zaokrugljena,
okrugla ili zasiljena na vrhu, papirnata, fino nabrana, nazubljene ivice. Mlade liske su prekrivene
velikim brojem dlaka, dok su razvijene liske na licu slabije dlakave a na nali¢ju gusée dlakave.
Cyjetovi su plavo-ljubicasti, dvousnati 1 nalaze se u priljenovima (4 — 16 cvjetova u prsljenu), koji
formiraju terminalni prividni grozd. Plod je merikarpijum od 4 tamno smeda loptasta orascica,
velicine 2-3 mm u dijametru. Biljka cvjeta u periodu od maja do jula (1, 3, 5).

Najveca koncentracija etarskog ulja se nalazi u listovima biljke. Pretragom literature moguce je
zakljuciti da postoji variranje u rezultatima istrazivanja vezano za prinos ctarskog ulja iz listova.
Prema Stesevi¢ i saradnicima, prinos se krece u opsegu od 1.84% do 2.84% (6), prema Couladis i
saradnicima u opsegu od 1.16% do 1.68% (7), a rezultat istrazivanja koje su sproveli Damjanovié
Vratnica 1 saradnici je 2.4% prinosa etarskog ulja (8). Glavni sastojci etarskog ulja pelima sa
stanista u Crnoj Gort su: cis-tujon, trans-tujon, kamfor, kamfen, 1,8-cineol, viridiflorol, limonen,
apinen 1 alfa-humulen (6).

Pregledom  literature  konstatovano je da postoje  dokazi o antikancerogenom,
antiinflamatornom, antinociceptivnom, antioksidativnom, antimikrobnom, hipoglikemijskom,
hipolipidemijskom dejstvu preparata na bazi pelima. Antinociceptivni, hipolipidemijski i efekat
poboljsanja pamcenja su dokazani u klinickim ispitvanjima (9).

Keshavarz i saradnici su ukazali na antiangiogenetsko dejstvo ctarskog ulja pelima (10), s
Farahpour, Karimzadeh i1 saradnici na pobolj§ano zarastanje rana nakon topikalne primjene
polucvrstih preparata sa etarskim uljem pelima sa stanista u Iranu (u koncentracijama od 1% do
5%) (11, 12). Dodatno, Grdisa i saradnici navode istorijsku primjenu pelima za lijecenje rana
(13). Giizel 1 saradnici su dokazali pozitivan uticaj preparata sa etarskim uljem vrsta iz roda Salvia,
Salvia kronenburgii Rech. f. 1 Salvia enphratica Montbret, Aucher & Rech. f. var. euphratica na
zarastanje rana (14).

Rezultati istrazivanja koje su sproveli Khare 1 saradnici upuéuju na to da postoje preliminarni
podaci o djelotvornosti etarskog ulja pelima sa stanista Indije na proces starenja koze izlozenoj
UV zracima (15). Tran i saradnici su dokazali da kamfor indukuje proliferaciju primarnih
humanih dermalnih fibroblasta, smanjuje aktivnost B-galaktozidaze, inhibira aktivnost elastaze, te
povecava ukupnu kolicinu kolagena u kulturi dermalnih fibroblasta (16).

Gent koji imaju najveéi uticaj na proces starenja koze su geni zaduZeni za sintezu kolagena

(COL1AI, COL1A2, COL3A1, COIL4AT i COL7AT), geni koji kodiraju sintezu enzima koji
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MMP10, MMP12, MMP13 i MMP14), geni zaduZzeni za inhibiciju metalops
TIMP2, TIMP3 i TIMP4), geni koji ucestvuju u inflamatornim procesima (I1.-]
8, 1-10 i PTGS2), kao 1 TP53 (marker celijske diobe), CASP3 (ima ulogu u p
LMNA (ucestvuje u prijevremenom starenju), te SIRT/ (znacajan za dugov
(17). Matriksne metaloproteinaze su cink zavisne endopeptidaze koje imaju
procesima zarastanja rana 1 starenja koze 1z razloga sto doprinose cijep
ckstracelularnog matriksa, ukljucujuci kolagen (18). Ekspresija matriksne n
(MMP-1) je 1zuzetno visoka cak 1 u nestimulisanim fibroblastima, dok kolage
najzastupljeniji tip kolagena u ljudskom organizmu, te ¢e nase istrazivanje ob
uticaja izradenog preparata na ckspresiju gena MMP7 1 COL7A1/, kao i na koli
kolagena.

Antioksidativna, anticlastazna, antihijaluronidazna, antikolagenazna, i antitir¢
su od esencijalnog znacaja u procjeni uticaja na proces starenja koze (1
istrazivanje  ¢e  obuhvatiti  ispitivanje  anticlastazne  aktivnosti
spektrofotometrijskim metodama.

Zakljucuje se da literaturnt podaci ukazuju na preliminarno postojanje
ctarskog ulja pelima na procese zarastanja rana i starenja koze, ali 1 na pot
istrazivanjima koja bi doprinijela evaluaciji primjene polucvrstih preparata u te §

1zrad

7, MMPS, MMP9,
oteinaza (TIMPI,
g, IL-1a, IL-6, IL-
rocesu apoptoze),
jecnost 1 starenje)
znacajnu ulogu u
anju komponenti
netaloproteinaze-1
n tip I predstavlja
uhvatiti ispitivanje
cinu MMP1 i tip 1

hzinazna aktivnost
9, 20, 21). Nase
fenog  preparata

pozitivnog cfekta
rebu za dodatnim
vrhe.

Cilj i hipoteze

Ciljevi:
* Izolacija 1 ispitivanje etarskog ulja pelima sa stanista u Crnoj Gori

Formulacija polucvrstog preparata sa ctarskim uljem pelima

Ispitivanje farmaceutsko—tehnoloskih karakteristika izradenog preparata

Ispitivanje uticaja izradenog preparata na proces zarastanja rana

Ispitivanje uticaja 1zradenog preparata na proces starenja koze

Hipoteze:

H1: Moguce je uspjesno formulisati polucvrsti preparat sa etarskim uljem pelim

H3: Polucvrsti preparati sa etarskim uljem pelima imaju pozitivan uticaj na
rana.

H4: Polucvrsti preparati sa etarskim uljem pelima imaju pozitivan uticaj na prog

H2: Polucvrsti preparati sa etarskim uljem pelima su kvalitetni preparati za primjenu na kozi.

-
.

=

proces zarastanja

ces starenja koze.

Materijali, metode i plan istraZivanja

Za postizanje navedenih ciljeva i hipoteza, istrazivanje ¢e obuhvatiti sljed
1) Izolacija i ispitivanje ctarskog ulja

U toku naseg istrazivanja koristicemo etarsko ulje dobijeno parno
populacija Salvia officinalis na lokalitetu Pastrovacka gora, u blizini Petrovea
_predstavlja hidrodestilaciju tokom koje ¢e se usitnjeni biljni materijal nalaziti

cée faze:

m destilacijom 1z
. Parna destilacyja

u kotlu na resetki
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podignutoj od dna, a vodena para dolazit iz generatora pare smjestenog izvan kotla 1 prolazia
kroz biljnu masu. Karakterizacija sastava etericnog ulja vrSice se na gasnom hromatografu
Shimadzu QP2020 sa SSL injektorom, kuplovanim sa tripl-kvadrupol masenim spektrometrom.
Komponente ¢e biti razdvojene na koloni ZB-5MSplus (30 m x 0, 25mm; 0, 25pum debljina filma)
sa helijumom kao noseéim gasom. Uzorci ¢e bit pustani po SCAN metodi pri konstantnom
protoku od 2.40 ml/min, snimanjem opsega masa m/z 50-500 (EI 70eV). Program analize

ctarskog ulja ce trajati 58 min.

Organolepticki izgled (miris, boja 1 homogenost uzorka) pratiée se vizuelnim pregledom
ckstrakata. Za ispitivanje koristicemo identiéne epruvete od bezbojnog, prozirnog, neutralnog
stakla. Boje su uredene posmatranjem pri difuznoj dnevnoj svjetlosti, horizontalno prema bijeloj
pozadini.

2) Formulacija polucvrstog preparata sa etarskim uljem pelima.

U drugoj fazi istrazivanja, sastav formulacije ¢e biti razmotren, nakon cega ¢ée bitl
formulisan polucvrsti preparat, koji ¢e sadrzati 1% etarskog ulja pelima.
Planirani sastav podloge (INCI (International Nomenclature of Cosmetic Ingredients) naziv):

Stearinska kisclina 12,0 g — Stearic Acid (proizvodac Meilab, Beograd, Srbija)

Pcelinji vosak 4,0 g — Beeswax (proizvodac Meilab, Beograd, Srbija)

Bijeli vazelin 4,0 g — White Petrolatum (proizvodac Meilab, Beograd, Srbija)

Trictanolamin 10% seu 16,0 g — Triethanolamine (proizvoda¢ Meilab, Beograd, Srbija)

Trometamol 10% - Tromethamine (proizvodac Meilab, Beograd, Srbija)

Propilenglikol 10,0 g — Propylene Glycol (proizvodac¢ Meilab, Beograd, Srbija)

Preciséena voda 54.0 g — Purified Water (proizvodac¢ Meilab, Beograd, Srbija)

3) Ispitivanje farmaceutsko—tchnoloskih karakteristika izradenog preparata

Treca faza istrazivanja ¢e obuhvatiti farmaceutsko-tehnoloska ispitivanja, u okviru kojih ¢e biti
sprovedeno vise testova, ukljucujudi izgled formulacije, test razmazivosti, reoloske karakteristike
(konzistentnost 1 viskoznost), mjerenje pH vrijednosti, ispitivanje mikrobioloskog kvaliteta, te
ispitivanje stabilnosti izradenog preparata. Ovi koraci su neophodni kako bi se osigurala
adekvatna formulacija preparata i postigla stabilnost 1 kompatibilnost sa kozom.

Ispitivanje formulacije ¢e obuhvatiti sljedece testove:

e Izgled formulacije
U svrhu pracenja izgleda, boje i aplikativnih karakteristika krema sa etarskim uljem pelima
bice sprovedena organolepticka ispitivanja uzoraka, inicijalno, 7 dana nakon izrade,
kontrolno mjerenje nakon 1 mjeseca i poslije 3 mjeseca ¢uvanja na sobnoj temperaturi
(20£3°C).

e Ispitivanje razmazivosti
[spitivanje ¢e se vrsiti ckstenziometrom tako §to ée se uzorak polucvrstog preparata
odredenog volumena postaviti izmedu dvije staklene ploce ovog uredaja i gornjoj ploci ée
se¢ povecavati tezina, stavljanjem tega u odredenim vremenskim intervalima.

e [spitivanje reoloskih osobina (konzistentnost 1 viskoznost)
U cilju dobijanja podataka koji bi ukazivali na promjene u fizickoj stabilnosti uzoraka i
sagledavanja aplikativnih karakteristika kremova sa etarskim uljem pelima, bice sprovedena
reoloska karakterizacija. Kontinualna reoloska mjerenja bic¢e sprovedena na reometru Paar
Physica (Njemacka) primjenom kupa-plo¢a mjernog sistema. Sva mjerenja bi¢e ponovljena
tri puta, pod sljedecim uslovima: kupa-plo¢a mjerni sistem (dijametar kupe 25 mm, ugao

__17), debljina mjerenog uzorka 0,05 mm, temperatura 20 0,1 °C, brzina smicanja 0 do 200
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s-1 (120 s, uzlazna kriva) 1 200 do 0 s-1 (120 s, silnz:m]&riva).
Mjerenje pH vrijednosti

Mjerenje pH preparata vrsice se potenciometrijskom metodom (2.2.7
direcktnim uranjanjem elektrode pH-metra u ispitivance uzorke. Prije poce
biti bazdaren na propisan nacin. Oprema koja ¢ée biti koriséena je
Instruments, H 8417, SAD.

Elektricna provodljivost

U cilju odredivanja tipa emulzije raspodjele vode u emulzionom
promjena stabilnosti uzoraka, bi¢e sprovedena mijerenja clektri¢ne
uredaju Konduktometar CDM 230 (Meterlab, Radiometer, Danska).
sprovedena inicijalno 7 dana po pripremi uzoraka i nakon 1 i 3 n
uranjanjem staklene elektrode pH metra u uzorke.

g

Test centrifugiranja

U cilju sveobuhvatne procjene fizicke stabilnosti ispitivanth kremova b
centrifugiranja na centrifugi (Tchtnica, Zelezniki, Slovenija) pod sljedeé
3000 obrt/min u trajanju od 15 minuta, dva puta za redom, inicijalno 7
uzorka 1 nakon 113 mjescca.

Ispitivanje mikrobioloskog kvaliteta bice sprovedeno odredivanjem:

- Ukupnog broja aerobnih mikroorganizama (TAMC)

- Ukupnog broja kvasaca 1 plijesni (T'YMC)

- Odsustva Staphylococens anrens

- Odsustva Psendomonas aernginosa

- Sadrzaja Endobacteria 1 ostalih gram-negativnih bakterija

4) Ispitivanje antimikrobne aktivnosti

Antimikrobna aktivnost pripremljenog preparata ée biti ispitana i vitro dilu
u cilju potvrdivanja literaturnih navoda o antimikrobnoj aktivnosti preparata
pelima (22).

5) Ispitivanje dermalnih fibroblasta

Nakon farmaceutsko-tchnoloskih ispitivanja, bi¢e sprovedena procjena
polucvrstog preparata na procese zarastanja rana i starenja koze, na kulturi dert
U toku istrazivanja koristicemo komercijalno nabavljenu kulturu humanih der
1izolovanih 1z humanog epidermalnog tkiva 1 komercijalno nabavljeni kit za for
za fibroblaste.

Komercijalne kulture humanih dermalnih fibroblasta se dostavljaju u zamrz
insuliranim pakovanjima namijenjenim odrzavanju temperaturnih uslova.

U okviru pete faze istrazivanja bice sprovedena sljedeca ispitivanja:

1. Ispitivanje vijabilnosti dermalnih fibroblasta nakon primjene izradeno

Ispitivanje vijabilnosti dermalnih fibroblasta nakon primjene 1zradeng
sprovedeno pomocu metode redukcije MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-l)-2,5-
bromid). Zive Celije s aktivnim metabolizmom pretvaraju MTT u ljubicasto ol
apsorpcionim maksimumom blizu 570 nm. Priprema MTT supstrata ce biti 1z
balansiranom rastvoru, koji ce biti dodat kulturt celija, u finalnoj koncents
‘mg/ml, te biti inkubiran 1 do 4 sata. Koli¢ina formazana (proporcionalna bro

. Ph. LEur. 10.0),
tka radni aparat ée
oH metar, Hanna

stemu 1 pracenja
provodljivosti na
Mjerenja ¢e biti
hjeseca, direktnim

ce sproveden test
m stres uslovima:
dana po pripremi

cionom metodom
sa ctarskim uljem

uticaja izradenog
malnih fibroblasta.
malnih fibroblasta
miranj¢ medijuma

wutim bocicama, u

g preparata

g preparata bice
difeniltetrazolijum
bojeni formazan, s
redena u fizioloski
acyjt od 0,2 - 0,5
u zivih celija) bice
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mjerena biljezenjem promjene apsorpceije na 570 nm pomocu spektrofotometra. Formazan ima
tendenciju talozenja unutar ¢elija 1 u medijumu kulture, te ¢e biti rastvoren prije mjerenja

apsorpcije (20).

. Ispitivanje uticaja izradenog preparata na ckspresiju gena COL7AT i MMP1

U cilju utvrdivanja da li izradeni preparat utice na transkripciju gena COLZAT i MMPI1,
podjednak broj uzoraka dermalnih fibroblasta tretiranih izradenim preparatom 1 uzoraka
dermalnih fibroblasta koji nijesu tretirani izradenim preparatom ¢ée biti podvrgnuti izolovanju
RNK, a zatim ¢e biti sprovedena RT-PCR.

Ekstrakcija RNK iz uzoraka dermalnih fibroblasta ¢e bia sprovedena koristeéi komercijalno
nabavljeni Trizol reagens (500 ul) — monofazni rastvor fenola i gvanidinijum izotiocijanata, koji
Ce 1stovremeno rastvoriti bioloske materije 1 denaturisati proteine. Nakon homogenizacije, bice
dodat hloroform (100 ul), koji ¢e uzrokovati razdvajanja faza, pri cemu ¢ée se proteini nalaziti u
hidrofobnoj fazi, DNK na granici faza, a RNK u hidrofilnoj fazi (21). Sljedeéi korak ée bit
talozenje uzoraka na sobnoj temperaturi u trajanju od 10 minuta. Nakon toga, RNK talog ée biti
odvojen centrifugiranjem pri 12,000Xg 10 minuta na 4 °C i ispran sa 1 mL 70% hladnog etanola.
Nakon centrifugiranja (7500%g 5 minuta na 4 °C), uzorci ¢e bit suseni na vazduhu, a talozi
rastvoreni u vodi oslobodenoj RNAza. Zatim ¢e uslijediti reverzna transkripeija: cDNA ée biti
sintetisana u reakcionoj smjesi od 20 ul, koja ée sadrzati RNA (1 pg), oligo (dT) prajmer (1 ul),
reakciont puffer (4 ul), inhibitor RNAza (1 pl), 10 mM dNTP smjese (2 ul) i M-Mul.V reverznu
transkriptazu (1 pl). Nakon reverzne transkripcije uslijedice real-time PCR. Real-time PCR (qPCR)
Je metoda izbora za kvantifikaciju ekspresije gena. Za detekeiju proizvoda qPCR-a biée kori$¢ena
DNK sonda koja funkcionise po principu generisanja fluorescentnog signala. Reakciona smjesa
za PCR ce se sastojat od cDNA uzorka (0.5 ul,, odnosno oko 5-10 ng), 10 pl. SYBR GREEN
master mix (sastav: 100 mM KCI, 5 mM MgCl,, 400 uM dNTP, 0.1 U/ul Taq DNK polimeraza,
Ix SYBR zeleno 1 puferska komponenta) 1 0.5 uL. (600 nM) svakog reverse i forward prajmera gena
MMP1 (F: 5-GTACTGATATAATTTAGTTC-3, R: 5-GTTATCCCTTGCCTATCTAG-3,
temperatura  45°C) 1 COLIAT  (F: 5-GACGAAGACATCCCACCAAT-3, R: 5-
TCGGTGGGTGACTCTGAG-3, temperatura 57.90°C). PCR ¢e bit sproveden u sljedecim
koracima: denaturacija na temperaturi od 95°C tokom 5 minuta, komplementarno vezivanje
prajmera (annealing), te produzavanje lanca na temperaturi od 72°C (18). Relativna kvantifikacija
¢e biti sprovedena u cilju analiza podataka.

ui.  Ispitivanje uticaja izradenog preparata na kolicinu tip I kolagena 1 MMP-1

Koriste¢i Western blot metodu odredi¢emo koli¢inu kolagena i matriksne metaloproteinaze-1
u uzorcima dermalnih fibroblasta nakon tretiranja uzoraka izradenim preparatom. Celije ée biti
lizirane puferom (100 mM Tris-HCI, pH 8, 250 mM NaCl, 0.5% Nonidet P-40, i 1X koktel
inhibitora proteaze), zatim nekoliko puta sonirane, a potom inkubirane na ledu 30 minuta, nakon
cega ce lizat biti centrifugirani (13000 rpm, 30 minuta na 4°C). Supernatanti ée biti prikupljeni i
bice odredena koncentracija proteina testom biohinonske kiseline. Za detekeiju MMP1 i tipa 1
kolagena medijumi ée biti sakupljeni i centrifugirani na 400Xg tokom 1h na 4°C, a odredivanje
koncentracije proteina ¢e biti obavljeno pomocu Bradfordove metode. Alikvoti lizata ée biti
razdvojeni 10% SDS-PAGL gelom i preneseni na PVDF membranu pomocu pufera za transfer
na bazi glicina (192 mM glicin, 25 mM Tris-HCI, pH 8.8, 20% v/v metanol). Nakon blokiranja
sa 5% obranim mlijckom preko noci na 4°C, membrane ée biti inkubirane sa primarnim
antitijelima 1 sat na sobnoj temperaturi ili preko noci na 4°C, a zatim 1 sat sa sekundarnim
antitijelima. Primarna antitjela (antd-MMP-1 i anti-CollA1) ée biti razrijedena 1:1000, a
_sekundarna antitjela 1:10.
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iv.  Ispitivanje anticlastazne aktivnosti izradenog preparata

Za ispitivanje anticlastazne aktivnosti izradenog preparata  koristiéet
nabavljenu svinjsku pankreasnu elastazu i supstrat N-sukcinil-tri-L-alanin-4-nitroanilid. Elastaza
e razloziti supstrat, pri ¢emu ¢e se osloboditi nitroanilin. Reakeija ée bitd

cksperimentalnim uslovima: pH 8.0, 0.8 mM supstrata i 5 pug/ml clastaze.
1zradenog preparata ce biti dodavane reakcionoj smjesi, a mjerenje apsorbance ¢
na citacu mikrotitar ploca sa 96 udubljenja na 25°C i pri 410 nm. Stepen inhibig
odreden mjerenjem razlike u absorbanci uzorka sa i bez izradenog preparata

pelima (16).

Podaci ce biti prikazani tekstualno, tabelarno i graficki, uz upotrebu M
statisticke analize biti 1zvrSene pomocu softvera GraphPad.

mo  komercijalno

sprovedena pod
Razlicite kolicine
Ce biti sprovedeno
cije elastaze ée bit
sa ctarskim uljem

S Ixcela, dok ée

Ocekivani nau¢ni doptinos

lako je uloga pelima u herbalnoj medicini dobro poznata i dokument
istrazivanja su uglavnom bila usmjerena na proucavanje antimikrobnog, i
antioksidativnog i antitumorskog djelovanja etarskog ulja pelima, dok uticaj pre
uljem pelima na procese zarastanje rana i starenja koze nije dovoljno ispitan.

Vazno je naglasiti da su prethodna istrazivanja pelima u Crnoj Ge
usmjerena na odredivanje hemijskog sastava ctarskog ulja i identifikaciju he
javljaju u crnogorskoj populaciji. Medutim, fokus dosadasnjih istraZivanja nij
preparata za primjenu na koZi, niti proucavanje kako specifiéni hemijski sa
pelima iz Crne Gore moZe uticati na terapijsku primjenu ovih preparata.

Rezultati istrazivanja ¢e pruziti bolje razumijevanje procesa zarastanja ra
na molekularnom nivou, te doprinijeti preliminarnoj procjeni efekta preparata
pelima na profil ekspresije gena u humanim fibroblastima.

Sve navedeno ce doprinijeti potencijalnom prosirenju terapijskih indik
pelima 1 omoguciti bolje razumijevanje farmaceutsko-technoloskog post
preparata sa etarskim uljem pelima.

Spisak objavljenih radova kandidata

vana, dosadasnja
intiinflamatornog,
parata sa ctarskim

i uglavnom bila
motipova koji se
¢ bila formulacija
stav etarskog ulja

na 1 starenja koze
sa ctarskim uljem

actja etarskog ulja
upka formulacije
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