NASTAVNO-NAUCNOM VECU FARMACEUTSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Nastavno-nau¢nog Veca Farmaceutskog fakulteta, odrzanoj 09.06.2016.
godine, imenovana je Komisija za ocenu i odbranu zavrSene doktorske disertacije pod
nazivom ,,Uticaj oralne primene Lactobacillus rhamnosus LA68 i Lactobacillus
plantarum WCFS1 na imunolo$ke i metabolicke parametre miSeva u uslovima
eksperimentalno indukovane nealkoholne masne jetre*, kandidata dipl.farm. Nevene

Ivanovié, u slede¢em sastavu:

1. Dr sc. Brizita Pordevi¢ - mentor rada, vanredni profesor, Univerzitet u Beogradu
- Farmaceutski fakultet

2. Dr sc. Rajna Mini¢ — nau¢ni saradnik, Odsek za naucno istrazivacki rad, Institut
za virusologiju, vakcine i serume Torlak

3. Dr sc. Ivan Stankovi¢ - redovni profesor, Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski
fakultet

4. Dr sc. NataSa Goli¢ — nau¢ni savetnik, Univerzitet u Beogradu — Institut za

molekularnu genetiku i geneti¢ko inzenjerstvo

Posle pregledane disertacije podnosimo Nastavno-nau¢nom Vecu Farmaceutskog

fakulteta sledeéi

1ZVESTAJ

A. SADRZAJ DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija Nevene Ivanovi¢c pod nazivom ,Uticaj oralne primene
Lactobacillus rhamnosus LAG68 i Lactobacillus plantarum WCFS1 na imunoloske i
metabolicke parametre miSeva u uslovima eksperimentalno indukovane
nealkoholne masne jetre* napisana je na 140 strana kucanog teksta formata A4,

proreda 1,5 u tekstu i fonta Times New Roman (veli¢ina 12). Sadrzaj doktorske



disertacije izlozen je u slede¢im poglavljima: Uvod (49 strana), Ciljevi istrazivanja (1
strana), Materijal i metode (17 strana), Rezultati i diskusija (42 strana), Zakljucci (4
strane) i Literatura.

Na pocetku doktorske disertacije dat je saZetak na srpskom i engleskom jeziku. Sam
tekst disertacije pisan je jasnim i preglednim stilom i sadrzi 19 slika, 14 tabela i 372

literaturna navoda.

Poglavlje Uvod napisano je na 49 strana, a podeljeno je u 4 odeljka. U poglavlju
Uvod je dat detaljan prikaz dosada$njih saznanja iz oblasti koje su neposredno vezane
za predmet disertacije. U prvom poglavlju uvoda pod naslovom ,Intestinalna
mikrobiota i bakterije mlecne kiseline” dati su podaci o sastavu i ulozi
gastrointestinalne mikrobiote, faktori koji uti¢u na sastav GI mikrobiote, kao i podaci o
mehanizmima odrzavanja imunoloske tolerancije domaéina na prisustvo simbiota.
Takode, data je definicija probiotika i bakterija mle¢ne kiseline (BMK), navedeni su
osnovni rodovi koji se ubrajaju u probiotike i BMK, kao i detaljan opis povoljnih
efekata, kako imunoloskih, tako i metabolickih, koji se dovode u vezu sa primenom
BMK kao probiotika. U slede¢em odeljku pod naslovom ,,Nealkoholna masna bolest
jetre® kroz 6 podnaslova dati su osnovni pojmovi vezani za faktore rizika za nastanak
ovog oboljenja, njegovu prevalencu i vezu sa metaboli¢kim sindromom, tok bolesti,
patogenezu. U odeljku pod nazivom ,,Gojaznost i nealkoholna masna jetra“ opisana je
uloga gojaznosti, kao i najvaznijih adiponektina u razvoju nealkoholne masne jetre. U
ovom odeljku je detaljno opisano na koji na¢in promena sastava gastrointestinalne
mikrobiote, uzrokovana pre svega dijetarnim faktorima, moze dovesti do gojaznosti i
razvoja ovog oboljenja. Drugi deo ovog odeljka govori 0 ravnoteZi izmedu metabolizma
i imunskog odgovora, odnosno o ulozi adipoznog tkiva kroz produkciju hormona i
citokina, na energetski status i na reaktivnost imunskog sistema. U odeljku ,,Bakterije
mlecne kiseline (probiotici) u tretmanu nealkoholne masne jetre (steatoze)* koji je
podeljen u 2 podnaslova, detaljno je dat pregled literature o efikasnosti probiotika, pre
svega BMK, u tretmanu nealkoholne masne jetre, kao i pregled mogu¢ih mehanizama

njihovog dejstva.



Ciljevi ove doktorske disertacije bili su slede¢i: (i) Ispitati dejstvo oralne
primene specifi¢nog soja BMK, Lactobacillus rhamnosus LA68, na imunski sistem i
sastav masnih kiselina jetre i mozga kod mladih Zenki miSeva soja C57BL/6 u
nepatoloSkim uslovima, pri standardnoj ishrani; (ii) Razviti model nealkoholne masne
bolesti jetre (stadijum nealkoholne masne jetre) izazvane ishranom visokog sadrzaja
masti (VSM); (iii) Ispitati i izvrSiti poredenje dejstva oralne primene dva razlicita soja
BMK, Lactobacillus rhamnosus LA68 i Lactobacillus plantarum WCFS1, na
imunoloSke 1 metabolicke parametre, kao 1 na sastav masnih kiselina organa (jetra i
drugi organi) kod mladih muZzjaka miseva soja C57BL/6, koji ¢e biti na rezimu VSM
ishrane; (iv) Ispitati uticaj Lactobacillus rhamnosus LAG68 i Lactobacillus plantarum
WCFSL1 na razvoj steatoze u modelu nealkoholne masne jetre; (v) Ispitati postojanost
efekata Lactobacillus rhamnosus LAG68 i Lactobacillus plantarum WCFS1 na
metaboli¢ke parametre i sastav masnih kiselina organa nakon 8 nedelja wash out
perioda pri uslovima VSM ishrane.

U poglavlju Materijal i metode, u delu Materijal tabelarno je prikazan spisak
hemikalija, antitela i rastvora koris¢enih u eksperimentalnom radu i dati su podaci o
sastavu hrane koja je koris¢ena u eksperimentu, kao i podaci o koris¢enim bakterijskim
sojevima. U delu Materijal dati su i podaci o eksperimentalnim procedurama na
Zivotinjama za 3 faze eksperimenta: I faza - testiranje efekta Lactobacillus rhamnosus
LA68 u uslovima standardne ishrane; Il faza - poredenje efekta Lactobacillus
rhamnosus LA68 i Lactobacillus plantarum WCFS1 u uslovima eksperimentalno
indukovane nealkoholne masne jetre; Il faza - ispitivanje duzine trajanje uticaja oralne
primene Lactobacillus rhamnosus LAG68 i Lactobacillus plantarum WCFS1 u uslovima
eksperimentalno indukovane nealkoholne masne jetre. U odeljku Metode, opisane su
primenjene biohemijske metode za analizu krvi, postupak izolacije i stimulacije
splenocita, odredivanje njihove metabolicke aktivnosti primenom MTT testa, kao i
fenotipizacija primenom protoc¢ne citometrije. Detaljno je opisan postupak ekstrakcije
lipida iz organa i odredivanje sastava masnih kiselina metodom gasne hromatografije.
Poslednji deo ovog odeljka odnosi se na prikaz statistickih metoda koris¢enih u obradi

dobijenih rezultata.



Originalni rezultati koji su dobijeni u okviru ove doktorske disertacije prikazani su u
poglavlju Rezultati i diskusija. Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije su
prikazani kroz 15 slika i 7 tabela. Za svaku fazu istrazivanja rezultati su pregledno i
sistematicno predstavljeni u skladu sa postavljenim ciljevima istrazivanja. U istom
poglavlju sa izlozenim rezultatima, kandidat je poredio dobijene rezultate sa
odgovarajuc¢im rezultatima drugih autora.

U poglavlju Zakljuéci navedeni su najznacajniji zakljucci koji su doneti na osnovu
rezultata eksperimentalnog rada, kao i njihovog poredenja sa odgovaraju¢im
literaturnim podacima.

U poglavlju Literatura dat je spisak literaturnih navoda (372) citiranih vankuverskim

stilom.

B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

Rezultati ispitivanja metabolickih i imunoloskih efekata nakon 4 nedelje oralne
aplikacije Lactobacillus rhamnosus soja LA68 u uslovima standardne ishrane su
dobijeni na mladim miseva soja C57BL/6, pri ¢emu je jedna grupa bila kontrolna.
Oralna aplikacija Lactobacillus rhamnosus soja LA68 u uslovima standardne ishrane
nije pokazala efekte na telesnu masu i biohemijske parametre kod mladih miseva ali je
sastav masnih kiselina organa (jetre i mozga) miseva bio promenjen. Takode, oralna
aplikacija soja LA68 u uslovima standardne ishrane je pokazala imunomodulatornu
aktivnost, odnosno dovela je do povecanog odgovora splenocita na nespecificnu
stimulaciju, do aktivacije Thl imunskog odgovora i do pomeranja populacije splenocita
ka granulocitnoj/monocitnoj lozi koja je vazna komponenta urodenog imunskog
odgovora i predstavlja prvu liniju odbrane od infekcije.

Rezultati ispitivanja metabolickih i imunoloskih efekata nakon 12 nedelja oralne
aplikacije Lactobacillus rhamnosus soja LA68 i Lactobacillus plantarum soja WCFS1 u
uslovima eksperimentalno indukovane nealkoholne masne jetre kod miSeva soja
C57BL/6 su dobijeni na zdravim mladim miSevima soja C57BL/6. Sesnaest nedelja
ishrane u kojoj je 41% energije poticao od masti je bio dovoljan da kod miSeva soja
C57BL/6 dovede do znacajnog porasta telesne mase i razvoja steatoze koju je pratio

poremecaj lipidnih parametara i porast nivoa leptina, Sto odgovara pocetnoj fazi



NAFLD (stadijum steatoze). U toku 16 nedelja VSM ishrane uofene su znacajne
promene u sastavu masnih kiselina organa, a narocito jetre gde je deponovanje masti,
odnosno nastanak steatoze, bio povezan sa povecCanjem sadrzaja mononezasi¢enih
masnih kiselina (MMK) i smanjenjem u ukupnom sadrzaju zasi¢enih (ZMK) i
polinezasi¢enih masnih kiselina (PMK). HistoloSka analiza uzoraka jetre je pokazala da
je oralna aplikacija obe Lactobacillus vrste/soja u trajanju od 12 nedelja usporila razvoj
steatoze u jetri u uslovima VSM ishrane. U uslovima eksperimentalno izazvane
nealkoholne masne jetre, odnosno steatoze, aplikacija razli¢itih sojeva (LA68 ili
WCFS1) je pokazala razlicite efekte na metabolicke i imunoloske parametre, pri ¢emu
je izrazeniji efekat zapazen kod soja WCFS1. Rezultati su pokazali da je aplikacija soja
WCFS1 u uslovima VSM ishrane sprecila porast telesne tezine, smanjila nivo
serumskih triglicerida i LDL holesterola, a zapaZen je i znacajan porast u nivou leptina,
dok je aplikacija soja LA68 sprecila porast telesne tezine, ali je dovela do smanjenja
serumskih nivoa UH i HDL holesterola. Sa aspekta sastava masnih kiselina organa,
zapazeno je da je aplikacija oba soja u uslovima VSM ishrane dovela do promena u
masnokiselinskom sastavu jetre ali nije imala znacajan uticaj na sastav masnih kiselina
lipida mozga. Nisu zapazene znacajne razlike izmedu dve Lactobacillus vrste/soja u
efektu na masnokiselinski sastav jetre u toku rezima VSM ishrane, ali je aplikacija L.
plantarum WCFS1 imala izrazeniji efekat u odnosu na kontrolnu grupu. Uoceno je da je
najznacajnija promena u sastavu masnih kiselina jetre izazvana aplikacijom oba soja
bilo poveéanje u odnosu proizvod/prekusor n-3 serije masnih kiselina i ovaj odnos je
bio isti kao i kod grupe koja je bila na standardnoj ishrani. Uzimajuéi u obzir da ovaj
odnos ukljucuje aktivnost enzima A-5 i A-6 desaturaze i da je aktivnost ovih enzima
poremecana kod gojaznih osoba sa NAFLD-om, postoji mogucénost da primena
testiranih sojeva moze reverzibilno da deluje na aktivnost navedenih enzima. Aplikacija
soja. WCFS1 je imala tendenciju povecanja citotoksicne T <¢elijske populacije
(CD3+CDS8+), znaCajnog smanjenja aktiviranth B 1 T celija 1 regulatornih celija
(CD25+) 1 B ¢elija (CD19+), a dovela je i do smanjenja u produkciji IL-6 1 ¢elijskoj
proliferaciji/vijabilnosti nakon nespecificne stimulacije. Za razliku od soja WCFSI,
aplikacija soja LA68 nije dovela do znacajnih imunomodulatornih efekata kod miSeva

na VSM ishrani, pa bi prednost upotrebe LA68 soja u odnosu na WCFS1 u uslovima



ishrane visokog sadrzaja masti, mogla da bude upravo blaza imunomodulatorna
aktivnost.

Ispitivanje trajanja efekata oralne aplikacije L. rhamnosus LAG68 i L. plantarum WCFS1
na telesnu tezinu, biohemijske parametre 1 sastav masnih kiselina organa posle 8 nedelja
wash out perioda pokazalo je da su tezine miseva i dalje bile manje u odnosu na grupu
koja je bila samo na VSM ishrani, ali je izgubljen protektivni efekat na razvoj steatoze.
Rezultati histoloske analize uzoraka jetre su pokazali da je histoloska slika bila ista kao
kod grupe koja je samo bila samo na VSM ishrani. Nakon 8 nedelja od prestanka
aplikacije L. rhamnosus LAGS8 i L. plantarum WCFS1 izgubljeni su specificni efekti
primenjenih sojeva na parametre lipidnog statusa, a doslo je i do porasta u serumskim
nivoima leptina i insulina. Rezultati analize sastava masnih Kiselina jetre su takode
pokazali da su izgubljene razlike u sadrzaju pojedinih masnih kiselina uslovljenje
aplikacijom koris¢enih sojeva. U grupi koja je dobijala Lactobacillus plantarum
WCFS1 zapazena je najveca koncentracija HDL holesterola u serumu, kao i najmanje
smanjenje u sadrzaja dugolancane PMK (eikozapentaenske kiseline) u jetri u odnosu na
ostale grupe koje su bile na istom rezimu ishrane, $to moze biti povoljan efekat ovog

soja i nakon prestanka aplikacije.

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA DOKTORSKE DISERTACIJE SA
PODACIMA IZ LITERATURE

Rezultati dobijeni u prvom delu istrazivanja su pokazali da primena L. rhamnosus LA68
dovodi do promena u sastavu masnih kiselina organa, $to se podudara sa literaturnim
podacima, po kojima dobijeni efekat zavisi od primenjene bakterijske vrste/soja BMK
[1-3]. Primena soja LA68 u toku 4 nedelje, dovela je do znacajnog povecanja sadrzaja
palmitoleinske kiseline u lipidima jetre, ali nije imala uticaja na sadrzaj omega-3 masnih
kiselina u poredenju sa kontrolnom grupom, §to je u saglasnosti sa rezultatima
dobijenim primenom druge vrste/soja BMK [4]. Sto se ti¢e uticaja na sastav masnih
kiselina mozga, utvrdeno je da primena ovog soja dovodi do statisticki znacajnih
promena u sastavu pojedinih masnih kiselina u poredenju sa kontrolnom grupom.

Rezultati su pokazali da je oralna primena soja LA68 dovela do poveéanja sadrzaja



ZMK i PMK u odnosu na kontrolnu grupu, za razliku od podataka u literaturi prema
kojima je primena druge vrste/soja BMK imala uticaj samo na sadrzaj PMK [5, 6].
Rezultati dobijeni ispitivanjem efekata oralne primene Lactobacillus rhamnosus soja
LA68 na imunoloske parametre kod miseva u uslovima standardne ishrane su pokazali
da je aktivacija imunskog sistema u GIT-u, oralnom primenom soja LA68, dovela do
sistemskih promena, s obzirom na promene u populaciji splenocita i razlike u nivou
serumskih citokina u poredenju sa kontrolnom grupom S§to nije bilo u saglasnosti sa
rezultatima istrazivanja u kojem je koriS¢en drugi soja L. rhamnosus kod miSeva drugog
soja (Balb/c) [7]. Kod miSeva koji su oralno dobijali soj LA68 nadeno je povecanje
procenta CD11b+ ¢elija ¢iji je funkcionalni znadaj i znacaj njihovog povecanja ranije
rasvetljen u slicnom kontekstu u studiji u kojoj je za intervenciju koris¢ena druga
Lactobacillus vrsta/soj [8]. Rezultati istraZivanja su pokazali da primena soja LA68
dovodi do smanjenja zastupljenosti B i T ¢Celijskih populacija, naro¢ito CD25+ ¢éelija,
Sto je detektovano i u perifernoj krvi kod ljudi nakon uzimanja L. rhamnosus 271 [9]. U
serumu zivotinja koje su oralno dobijale LA68 naden je sniZzen nivo IL-10 i povecan
nivo INF-y $to nije bilo u potpunosti u saglasnosti sa rezultatima objavljenih od strane
grupe autora koji su pratili uticaj oralne primene dva soja L. rhamnosus na serumski
profil citokina, pri ¢emu je pokazano da oba soja, u razli¢itom stepenu, dovode do
poveéanja i IL-10 i INF-y [10]. S obzirom da postoje razlike u efektima razli¢itih
Lactobacillus vrsta, koje mogu biti manje izmedu razli¢itih sojeva, ova neslaganje sa
podacima iz literature moze biti posledica jedinstvene aktivnosti naseg soja.

Drugi deo studije je bio dizajniran kako bi se ispitali efekti rane intervencije oralnom
aplikacijom dva soja BMK na metabolicke 1 imunoloSke parametre u misjem modelu
NAFLD-a, uzrokovanog VSM ishranom. Rezultati merenja telesne tezine, dobijeni
prac¢enjem efekata oralne primene dva Lactobacillus soja tokom VSM ishrane, bili su u
saglasnosti sa zapaZanjima od strane drugih autora koji su takode nasli da aplikacija
BMK dovodi do smanjenja u tezini, a efekat je narocito bio izrazen kod gojaznih
zivotinja [11-16]. Oralna primena L. plantarum soja WCFS1 je dovela do znacajnog
snizenja triglicerida i LDL holesterola, $to je bilo u saglasnosti sa literaturnim podacima
0 hipoholesterolemijskom efektu L. plantarum-a [12, 17, 18]. Oralna aplikacija L.
rhamnosus soja LA68 je pokazala jaci efekat na snizavanje UH i HDL holesterola ali

ovakav efekat na parametre lipidnog statusa nije uocen primenom drugih sojeva L.



rhamnosus [13, 19, 20]. Kod svih grupa koje su bila na VSM ishrani, nadeni su poviseni
nivoi leptina, pri ¢emu je najveca koncentracija nadena u grupi koja je oralno dobijala L.
plantarum WCFS1. Dobijeni rezultati merenja koncentracije leptina nisu odgovarali
smanjenju telesne tezine kod grupa kojima su oralno dobijale laktobacile, s obzirom da
serumske koncentracije leptina koreliraju sa procentima telesnih masti, odnosno visi
nivol leptina prisutni su kod gojaznih osoba [21, 22]. Rezultati smanjenja steatoze jetre
nakon primene dve vrste/soja BMK su bili u saglasnosti sa podacima iz literature [12].
U cilju detektovanja prisutne inflamacije, u serumu zivotinja su merene vrednosti TNF-
a. Rezultati nizih koncentracija TNF-a u grupama su bili u saglasnosti sa podacima u
literaturi u kojima je pokazano da aplikacija odredenih sojeva BMK u modelu
nealkoholne masne jetre dobijenog VSM ishranom moze da redukuje nivo ovog
inflamantornog citokina [23, 24]. U cilju dobijanja slike o in vivo stanju imunskog
sistema i boljeg razumevanja rezultata dobijenih u eksperimentu poliklonske stimulacije
splenocita, u studiji je analizirana zastupljenost pojedinih populacija leukocita. Rezultati
istrazivanja su pokazali da je aplikacija soja WCFS1 dovela do povecanja citotoksi¢ne T
¢elijske populacije (CD3+CD8+), znacajnog smanjenja aktiviranih B 1 T celija 1
regulatornih ¢éelija (CD25+) i B ¢elija (CD19+), a dovela je i do smanjenja u produkciji
IL-6 i celijske proliferacije/vijabilnosti nakon nespecifiéne stimulacije. Prema nasim
saznanjima, ovo je prvo istrazivanje uticaja aplikacije BMK na zastupljenost pojedinih
populacija leukocita, kao i na njihovu reaktivnost u modelu nealkoholne masne jetre.

S obzirom da je NAFLD povezana sa promenama u metabolizmu masnih kiselina [25],
bilo je od interesa ispitati promene u sastavu masnih kiselina u uslovima VSM ishrane, i
to ne samo jetre, ve¢ 1 mozga, organa sa veoma intezivnom metabolickom aktivnoscu 1
sa velikim udelom lipida u ukupnoj masi. Rezultati odredivanja sastava masnih kiselina
jetre u uslovima VSM ishrane ukazuju da je deponovanje masnih Kiselina u jetri
povezano sa povecanjem sadrzaja MMK u jetri Sto je i nadeno kod alkoholne i
nealkoholne masne bolesti jetre [26, 27]. Znacajno smanjenje u ukupnim PMK,
ukljucujuéi i n-3 i n-6 PMK, koje je nadeno u jetri miSeva koji su bili na VSM ishrani, u
saglasnosti je sa rezultatima drugih autora koji su takode objavili smanjenje u sadrzaju
PMK u lipidima jetre kod NAFLD-a [27-29]. Rezultati odredivanja sastava masnih
kiselina mozga ukazuju da je masnokiselinski sastav i ovog organa promenjen pod

uticajem dijetarnih masti. Nasi rezultati su u saglasnosti sa istrazivanjem grupe autora



koji su objavili da dugotrajna ishrana bogata zasi¢enim mastima poveéava sadrzaj ZMK
u ukupnim lipidima mozga, nema uticaja na sadrzaj MMK, ali, za razliku od nasih
rezultata, dovodi do smanjenja u sadrzaju dokozaheksaenske kiseline (DHA), omega-3
masne Kiseline ¢ije je =zastupljenost direktno povezana sa boljim kognitivnim
sposobnostima [30]. Rezultati analize sastava masnih kiseline nakon aplikacije BMK u
uslovima VVSM ishrane su pokazali da je sastav masnih kiselina jetre znac¢ajno izmenjen
nakon aplikacije BMK, ali nisu zapazene statisticki zna¢ajne promene U sastavu mashih
kiselina mozga. Takode, nisu zapaZene znaCajne razlike izmedu dve Kkoris¢ene
Lactobacillus vrste/soja u efektu na masnokiselinski sastav jetre u toku rezima VSM
ishrane, ali je administracija L. plantarum WCFS1 imala izrazeniji efekat. Po nasem
dosadasnjem saznanju ovo je jedina studija koja je analizirala uticaj BMK na sastav
masnih kiselina organa u uslovima VSM ishrane.

Tre¢i deo disertacije je pratio duzine trajanja efekata aplikacije BMK na metabolicke
parametre, telesnu tezinu i sastav masnih kiselina organa pri istom rezimu ishrane,
nakon 8 nedelja od prestanka aplikacije BMK i po nasem dosada$njem saznanju ovo je
jedino istrazivanje koje je pratilo duzinu trajanja pozitivnih efekata nakon primene
BMK.
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D. OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA DOKTORSKE DISERTACIJE

U ovoj doktorskoj disertaciji je prvi put izvrSena karakterizacija Lactobacillus
rhamnosus soja LA68 kroz efekte oralne primene ovog soja kod C57BL/6 miseva koja
je otkrila znacajan uticaj soja LA68 na stimulaciju urodenog imunskog odgovora. Ovaj
rezultat moze biti naroCito od znacaja prilikom formulisanja proizvoda koji sadrzi vise
razlic¢itih vrsta/sojeva BMK.

Doprinos ove disertacije je rezultat koji pokazuje da aktivna primena odabranih
probiotskih sojeva ima povoljan efekat, pre svega, na metabolicke parametre kod
laboratorijskih miSeva na VSM ishrani, te se analizirani sojevi mogu preporuciti za
klinicko testiranje kod NAFLD pacijenta.

Doprinos ove disertacije je rezultat koji ukazuje na kratku duzinu trajanja povoljnih
efekata nakon prestanka primene BMK u uslovima VSM ishrane $to upucuje na
zakljucak da je za odrzavanje povoljnih efekata probiotske suplementacije u tretmanu

NAFLD neophodna i promena reZima ishrane.



Doprinos ove disertacije je i Sto postavlja pitanje modulacije sastava masnih kiselina
organa usled primene BMK, kako u uslovima standardne, tako i u uslovima VSM
ishrane, koji bi trebalo da bude intenzivnije testiran s obzirom na sve $iru upotrebu

BMK kroz fermentisane mlecne proizvode i dodatke ishrani.
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F. MISLJENJE I PREDLOG KOMISIJE

Pregledom zavrSene doktorske disertacije, moze se konstatovati da je kandidat
uspesno ostvario postavljene ciljeve, S$to je potkrepljeno objavljivanjem rezultata
disertacije u nau¢nim ¢asopisima medunarodnog znacaja. Na osnovu izloZzenog, moze se
zakljuciti da rezultati istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije pruzaju originalan i

znacajan nauc¢ni doprinos u oblasti dijetarnih intervencija.
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