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Анализа докторске дисертације: 

 

Тема и објекат изабрани за ову дисертацију су у тесној су вези са истраживачким 

програмом Лабораторије за молекуларну биологију биљака у којој је докторант запослен. 

Породица махунарки (Fabaceae), која је у центру научног интересовања лабораторије, 

обилује економски и пољопривредно значајним врстама међу којима се по заступљености 

гајења у Србији издваја грашак (Pisum sativum L.) са уделом од 4,5% у укупној 

повртарској производњи. Ова култура се првенствено користи као богат извор протеина у 

хуманој и анималној исхрани. Семењаче грашка, посебно генотипова са изразито 

пигментисаним тамним семенима представљају значајан извор фенолних једињења, чији 

су састав и биолошке активности недовољно испитани, те стога ни потенцијал овог 

материјала није довољно искоришћен. Семењаче грашка чине и до 10% суве масе семена 

и углавном представљају отпадни материјал који настаје у процесу индустријске 

изолације протеина семена који се користе у хуманој и анималној исхрани. Претходне 

студије фенолног састава европских варијетета грашка су ограничене на веома мали број 

комерцијалних култивара, а поготово недостају подаци о варијететима са пигментисаним 

и тамно обојеним семењачама који су са мањим уделом заступљени у хуманој исхрани 

услед неодговарајућих сензоричких карактеристика, те се интензивније користе у исхрани 

животиња. Узимајући  у обзир да су претходна истраживања фенолног састава семењача 

грашка као и испитивања њихове биолошке и фармаколошке активности веома оскудна и 

ограничена на мали број варијетета, Немања Станисављевић је усмерио своја 

истраживања на квалитативну и квантитативну анализу фенолног састава семењача 

одабраних европских варијетета грашка као и на in vitro анализу потенцијалне 

антиоксидативне, антихипертензивне и антитуморске активности течних екстраката 

семењача. Такође је проучаван и утицај термичке обраде и in vitro  дигестије на принос 

фенолних једињења у екстрактима и њихиву биолошку активност. У експериментима су 

коришћени генотипови грашка са различито обојеним семењачама прикупљени из шест 

држава јужне, централне и северне Европе који се користе у укрштању а неки од њих су 

признате комерцијалне сорте и култивари. У току израде докторске дисертације Немања 

Станисављевић је дефинисао услове за успостављање најпогоднијег система за 

екстракцију фенолних једињења из семењача грашка што је омогућило добијање 

екстраката са високим приносима фенолних једињења који су даље коришћени за 

квалитативну и квантитативну анализу као и за одређивање биолошких активности. Један 

од сегмената истраживања је обухватио и проучавање утицаја термичког третмана и in 

vitro дигестије на принос фенолних једињења у екстрактима и њихову биолошку 

активност. С обзиром на то да се данас посвећује све више пажње употреби 

функционалне хране у превенцији многих обољења, и да се паралелно развијају 

многобројни технолошки поступци који омогућавају максимално искоришћење  

споредних продуката прехрамбене индустрије који садрже биолошки активне 

компоненте, истраживање Немање Станисављевића представља вредан прилог 

истраживању значајне биљне сировине чији потенцијал није у потпуности искоришћен. 

 

У Уводу дисертације дат је детаљан преглед литературе са подацима о фенолном саставу 

претходно испитиваних генотипова грашка, са освртом на забележене биолошке 

активности како појединачних фенолних једињења тако и различитих екстраката семена 

грашка. Посебан акценат стављен је на антиоксидативне и антитуморске активности. 

Разматран је и ефекат примене различитих термичких третмана и in vitro дигестије на 

биолошку расположивост фенолних једињења и њихове биолошке активности. У другом 
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делу увода представљене су карактеристике и значај грашка као повртарске културе са 

посебним освртом на примену у функционалној исхрани. Уводни део садржи и друге 

податке релевантне за резултате који су добијени. 

 

У поглављу Циљ рада изложени су научни циљеви и експериментални дизајн докторске 

дисертације: 

 

 Основни циљ овог рада био је одређивање састава фенолнх једињења одабраних 

генотипова грашка са различито пигментисаним семењачама и испитивање 

њихових биолошких активности са акцентом на антиоксидативне и антитуморске 

активности ових једињења.  

 Поред поменутог, један од циљева је и било испитивање утицаја примењеног 

растварача, термичког третмана и in vitro дигестије на принос фенолних једињења 

у екстрактима и њихове антиоксидативне активности.  

 

Добијени резултати би требало да омогуће идентификацију генотипова који би могли 

бити употребљени у функционалној исхрани или искоришћени за укрштање у циљу 

добијања нових генотипова са повишеним садржајем фенолних једињења. 

У поглављу Материјал и методе јасно и детаљно су описани сви коришћени поступци и 

методи у реализацији наведених циљева. На почетку су описане методе за екстракцију 

фенолних једињења из целих семена и семењача грашка, поступци за термичку обраду и 

in vitro дигестију семена методе за одређивање in vitro антиоксидативних активности 

екстраката. Потом следе описи UHPLC–LTQ OrbiTrap MS технике за одређивање састава 

фенолних једињења, методе за одређивање цитотоксичности и дистрибуције ћелија по 

фазама ћелијског циклуса помоћу проточне цитометрије, као и методе за детекцију 

унутарћелијских реактивних врста кисеоника. Такође је наведен и опис методе за процену 

способности in vitro инхибиције ангиотензин конвертујућег ензима. Наведене су и 

статистичке анализе које су коришћене у анализи нумеричких података који су добијени у 

овом раду. 

 

Поглавље Резултати састоји се из неколико целина. У првом делу приказани су резултати 

који се односе на испитивање утицаја примењеног растварача, термичког третмана и in 

vitro дигестије на принос фенолних једињења у екстрактима. Показано је да термички 

третман и in vitro дигестија доводе до статистички значајног повећања садржаја фенолних 

једињења како у воденим екстрактима тако и у екстрактима припремљеним помоћу 

органског растварача. Утврђено је и да пептиди који настају током  in vitro дигестије 

протеина грашка могу значајно интерферирати са тестовима за одређивање 

антиоксидативне активности, поготово у воденим екстрактима семена грашка, пошто и 

сами поседују детектабилне антиоксидативне активности. Показано је да је комбинација 

растварача која садржи 70% ацетона, 29% дестиловане воде и 1% сирћетне киселине 

најподесније средство за екстракцију укупних фенола из семењача грашка, дајући највећи 

принос како код генотипа са бледом, тако и код генотипова са изразито тамно 

пигментисаном семењачом. Садржај  укупних фенола у екстрактима добијеним применом 

поменутог растварача се код појединих генотипова (Assas, MBK 168 и Aslaug)  кретао у 

опсегу 41,8-46,6 mg GAE/ g s.m., што је највиши до сада забележени садржај укупних 

фенола код неког генотипа грашка и по вредностима је близак сарджају укупних фенола у 

семенима варијетета црне соје (Glycine max). Екстракти истих генотипова су уједно 

садржали највише танинских материја и показивали су најизраженије способности 

уклањања DPPH радикала и редукције Fe
3+

 јона. 
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У другој целини су приказани резултати идентификације и квантификације појединачних 

фенолних јединњења UHPLC–LTQ OrbiTrap MS техником. Анализирани су екстракти 

семењача припремљених помоћу поменутог растварача (ацетон/вода/сирћетна киселина) 

као и екстракти добијени кувањем у дестилованој води. Водени екстракти су коришћени у 

свим есејима који су укључивали третман ћелија екстрактима, што је рађено да би се 

избегао токсични ефекат растварача на ћелије. Током анализе ацетонских екстраката 

идентификовано је 25 фенолних једињења, том приликом је детектовано 9 једињења чије 

присуство није до сада забележено у семењачама грашка. Први пут је детектовано 

присуство флаванона хризина, хесперетина, нарингенина и нарингина, који би поред 

танинских материја могли бити одговорни за изражену горчину код тамно обојених 

генотипова. Поред флаванона први пут су детектована и два флаванола катехин галат и 

галокатехин галат, при чему није било корелација између боје семена и дистрибуције ових 

једињења међу генотиповима. Такође је забележено и присуство морина, галангина и 

рузмаринске киселине у мањим количинама код већине генотипова. Анализа главних 

компонената (PCA) је показала да се на основу садржаја појединачних фенолних 

једињења као и антиоксидативних активности екстраката испитивани генотипови могу 

сврстати у две главне групације. Прву групу чине генотипови са бледо пигментисаним 

семењачама Golf, Törsz i MBK 88 а у другој групи се налазе генотипови са тамном Aslaug, 

Assas, Dora, Poneka, MBK 168 i MBK 173, док је генотип MBK 90 био ван група. Оно што 

је значајно истаћи је да расподела генотипова добијена на основу PCA анализе одговара 

расподели генотипова у групе на основу боје семењаче. 

У трећем делу су приказани резултати експеримената спроведених на ћелијским линијама 

у којима су испитивана антиоксидативна и антитуморска својства водених екстраката 

семењача грашка. Екстракти осам од девет испитиваних генотипова, у којима су 

концентрације најзаступљенијих фенолних компоненти биле испод 1µM, су испољавали 

протективни ефекат на ћелије хумнаог тератокарцинома NT2-D1 умањујући стварање 

унутарћелијских реактивних врста кисеоника које је било изазвано егзогеном применом 

водоник преоксида. 

Екстракти семењача генотипова: Aslaug, Assas, Dora, Poneka, Golf, MBK 168 i MBK 173 су 

показивали цитотоксичне ефекте зависне од концентрације на свим испитиваним 

ћелијским линијама (хуманог карцинома дојке MDA-MB-453, аденокарцинома колона 

LS174, хроничне мијелоидне леукемије K562 и карцинома плућа A549). Иако није 

примећена значајна селективност у антитуморском дејству, од значаја је да се истакне да 

су екстракти показали слабији интензитет према нормалној MRC-5 ћелијској линији. 

Значајно смањење процента ћелија subG1 фази ћелијског циклуса је примећено за све 

поменуте екстракте. Експерименти у којима су LS174 ћелије третиране инхибитором 

каспазе-3, пре третмана поменутим екстрактима, су показали да водени екстракти 

семењаче грашка могу покренути и неки други пут активације ћелијске смрти различит од 

оног апоптотског посредованог каспазама.  

У четвртом сегменту су представљени резултати одређивања способности инхибиције 

ангиотензин конвертујућег ензима (ACE) in vitrо. Поменути резултати су указали  на 

знатно израженију способност инхибиције ACE од стране екстракта тамно обојеног 

генотипа MBK 168 у поређењу са светло обојеним генотипом MBK 90. Поред тога 

добијене IC50 концентрације је врло тешко постићи у циркулацији, те је стога закључено 

да је потенцијал примене фенолних једињења грашка као терапеутских агенаса за лечење 

хипертензије путем инхибиције ACE веома мали. Резултати експеримената дати су у 

форми слика,и табела са објашњењима у легендама. 

У поглављу Дискусија добијени резултати су у оквиру посебних целина коментарисани и 
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упоређивани са оним што су објавили други аутори. Текст у овом поглављу показује 

добро разумевање проблематике у овој области и способност кандидата да објективно 

оцени своја и туђа достигнућа.  

 

У поглављу Закључци кандидат јасно и детаљно износи низ закључака проистеклих из 

добијених резултата. Може се рећи да је Н. Станисављевић у својој дисертацији извршио 

постављене циљеве. Он је успешно испитао утицај термичког третмана и in vitro дигестије 

на принос фенолних једињења и њихове антиоксидативне активности. Успешно је 

успостављен протокол за екстракцију фенолних једињења из семењача грашка који даје 

високе приносе. Кандидат је спровео до сада најсвеобухватнију анализу састава фенолних 

једињења семењача европских генотипова грашка и њихових биолошких активности. Као 

резултат ове анализе први пут је детектовано девет фенолних једињења чије присуство 

није било претходно забележено у семенима грашка. Важно је истаћи да је по први пут 

доказано да водени екстракти семењача грашка испољавају протективни ефекат  на ћелије 

NT2-D1 умањујући стварање унутарћелијских реактивних врста кисеоника које је било 

изазвано егзогеном применом водоник преоксида. Поред тога учињен је и први помак у 

испитивању механизама цитотоксичности екстраката семена махунарки који испољавају 

на линијама малигних ћелија, о чему до сада није било познатих података. 

У поглављу Литература приказан је списак од 164 цитиране библиографске јединице. 

Коришћени су релевантни и обимни литературни наводи, што указује на студиозан 

приступ аутора анализи резултата ове докторске дисертације. 
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Мишљење и предлог Комисије: 

 

На основу увида у докторску дисертацију кандидата Немање С. Станисављевића, под 

насловом „Карактеризација и in vitro биолошке активности фенолних једињења 

грашка (Pisum sativum L.)”, као и на основу увида у њгов рад током реализације ове 

докторске дисертације, Комисија закључује да дисертација Немање Станисављевића 

представља оригинилан научни рад, да су постављени задаци успешно остварени и да 

постигнути резултати пружају вредне податке о саставу фенолних једињења грашка, једне 

од значајних пољопривредник култура, као и о могућностима примене ових биолошки 

активних једињења. Немања Станисављевић се показао као вредан и способан научни 

радник, који не само да има добру теоријску основу и влада методама које се користе у 

савременим лабораторијама, него уме и да те своје вештине примени у пракси, што је од 

посебног заначаја с обзиром на институцију у којој је запослен. У изради дисертације 

кандидат је добро поставио циљеве, применио одговарајуће, савремене и разноврсне 

методе у истраживањима и обради добијених резултата које је критички дискутово, уз 

исцрпне податке из литературе. Дисертација је написана добро и јасно.  

На основу свега изложеног, задовољство нам је да предложимо Наставно-научном већу 

Биолошког факултета Универзитета у Београду да прихвати овај извештај и одобри 

кандидату Немањи С. Станисављевићу јавну одбрану докторске дисертације под 

насловом „Карактеризација и in vitro биолошке активности фенолних једињења 

грашка (Pisum sativum L.)”. 
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