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Nastavno-nau¢nom vecu; Odboru za poslediplomske studije

Predmet: Izvestaj Komisije o izradenoj doktorskoj disertaciji
dipl. farmaceuta Jovane Veselinovic¢

Odlukom Nastavno-nauc¢nog veca Medicinskog fakulteta Univerziteta u Nisu br. 04-FT-1/08
od 4.7.2014. godine, nakon prihvatanja izvestaja mentora prof. dr Gorana Nikoli¢a 0
izradenoj doktorkoj disetaciji Veselinovi¢ Jovane, studenta DAS-toksikologija, pod
odobrenim naslovom — ,Farmakohemijski aspekti delovanja odabranih 4-fenil
hidroksikumarina — integrisana in vitro i kompjuterska studija“, imenovani smo za ¢lanove
komisije za ocenu i odbranu doktorske disertacije u sastavu:

Prof. dr Srdan Pesi¢, predsednik

Prof. dr Goran Nikoli¢, mentor i ¢lan

Prof. dr Gordana Kocié¢, ¢lan

Prof. dr Dusica Stojanovi¢, ¢lan

Prof. dr Tatjana Mihajilov-Krstev, ¢lan sa Prirodno-matematickog fakulteta u Nisu
Nakon detaljnog pregleda uradene doktorke disertacije Komisija podnosi sledeci

IZVESTAJ

1. Opsti podaci

Tema za izradu doktorske disertacije dipl. farmaceuta Jovane Veselinovi¢ odobrena je
odlukom Nastavno-nau¢nog veca Medicinskog fakulteta Univerziteta u Nisu br. 04-FT-1/08
od 24.4.2014. godine. Doktorant Jovana Veselinovi¢ je obavila svoja istrazivanja u
laboratorijama Katedre Hemija Medicinskog fakulteta Univerziteta u Nisu, Mikrobioloskoj
laboratoriji Departmana za biologiju Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta u Nisu i
Centru za hemiju Instituta za hemiju, tehnologiju i metalurgiju Univerziteta u Beogradu.

2. Tehnicki opis doktorke disertacije

Doktorska disertacija dipl. farmaceuta Jovane Veselinovi¢c pod naslovom
,,Farmakohemijski aspekti delovanja odabranih 4-fenil hidroksikumarina — integrisana in
vitro i kompjuterska studija“ napisana je na 119 strana i sastoji se od osam poglavlja: Uvod,
Pregled literature, Ciljevi istrazivanja, Materijal i metode, Rezultati, Diskusija, Zakljucak i
Literatura. Doktorska disertacija sadrzi 41 sliku, 9 Sema, 19 tabela i 165 literaturnih referenci.
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3. Sadrzajna struktura doktorske disertacije

Uradena doktorka disertacija predstavlja originalan i samostalan nau¢no-istrazivacki
rad sa jasno predstavljenim ciljevima koji su u skladu sa zadatom temom.

U poglavlju Uvod objasnjen je ukratko znacaj problematike koja je predmet
doktorske disertacije.

U poglavlju Pregled literature detaljno je dat prikaz dosadasnjih saznanja o
nalazenju, biosintezi i bioloskoj aktivnosti razlic¢itih kumarina, ukljucujuéi i 4-fenilkumarine
(neoflavone). Prikazani su takode osnovni principi metoda koje su koris¢ene u izradi
doktorske disertacije za odredivanje antioksidativne aktivnosti odabranih  4-fenil
hidroksikumarina i opisani su mehanizmi delovanja antioksidanata sa posebnim osvrtom na
znacaj i delovanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta u bioloskim sistemima. Objasnjeni Su osnovni
principi DFT (Density Functional Theory) metode i mogucnosti njene primene za
razjaSnjenje mehanizama antioksidativnog delovanja razli¢itih jedinjenja. Prikazani su i
osnovni principi antibakterijskog delovanja i mehanizmi razvoja rezistencije na
antibakterijske lekove sa naglaskom na veliki znacaj ove pojave za savremenu medicinu.
Opisani su osnovni principi metoda za ispitivanje antibakterijske aktivnosti sa naglaskom na
mikrodilucionu metodu koja je koris¢ena u ovom radu. Objasnjena je mogucnost primene
kompjuterske metode molekulskog dokinga za predvidanje antibakterijskog delovanja
razli¢itih supstanci preko odredivanja afiniteta vezivanja za aktivna mesta karakteristi¢nih
bakterijskih enzima. Opisani su i osnovni principi primene kompjuterski generisanih QSAR
(Quantitative Structure Activity Relationship) modela za ispitivanje farmakoloske aktivnosti.

U poglavlju Ciljevi istrazivanja su jasno i pregledno navedeni ciljevi doktorske
disertacije:

1. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti odabranih 4-fenil hidroksikumarina.

2. Uspostavljanje odnosa izmedu strukture i antioksidativne aktivnosti primenom
DFT deskriptora.

3. Odredivanje mehanizma antioksidativnog delovanja na osnovu fizi¢ko-hemijskih
parametara dobijenih DFT prora¢unima.

4. Ispitivanje antibakterijskog delovanja odabranih 4-fenil hidroksikumarina na
razli¢ite bakterijske sojeve.

5. Uspostavljanje korelacije izmedu potencijalne antibakterijske aktivnosti i afiniteta
vezivanja ispitivanih molekula za aktivno mesto bakterijskog enzima primenom
kompjuterske metode molekulskog dokinga.

6. Uspostavljanje QSAR modela za odabrane farmakohemijske aktivnosti ispitivanih
kumarina primenom Monte karlo metode.

U poglavlju Materijal i metode detaljno su opisani postupci koris¢eni u primeni
metoda odabranih za realizaciju ciljeva doktorske disertacije. Za odredivanje antioksidativne
aktivnosti odabranih 4-fenil hidroksikumarina (7-hidroksi-4-fenilkumarina (7S), 5,7-
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dihidroksi-4-fenilkumarina (5,7S) i 7,8-dihidroksi-4-fenilkumarina (7,8S)) koris¢ene su in
vitro metode: DPPH’, ABTS", ispitivanje inhibicije lipidne peroksidacije u sistemu sa
linoleinskom kiselinom feri tiocijanat metodom, FRAP i CUPRAC. Uporedo sa ispitivanim
jedinjenjima, radi poredenja, odredivana je i antioksidativna aktivnost nekih komercijalnih
sintetskih antioksidanasa (butilovani hidroksianizol (BHA), butilovani hidroksitoluen (BHT),
troloks i a-tokoferol). Statisticka obrada rezultata odredivanja antioksidativne aktivnosti
vrSena je primenom Dunett testa. Za odredivanje antimikrobne aktivnosti odabranih 4-fenil
hidroksikumarina primenjena je mikrodiluciona metoda, a ispitivanja su radena protiv 20
razli¢itih sojeva bakterija. Gaussian 09 molecular package softver je koris¢en za DFT
proraune i izraCunavanje Kvantno-mehanic¢kih parametara ispitivanih molekula u cilju
utrdivanja korelacije sa eksperimentalnim podacima i odredivanja mehanizma antioksidativne
aktivnosti. Za kompjuterske studije molekulskog dokinga i odredivanje afiniteta vezivanja
ispitivanih molekula za aktivha mesta karakteristi¢nih bakterijskih enzima koris¢en je The
Molegro Virtual Docker (MVD v. 2013.6.0.1.) softver. Za uspostavljanje QSAR modela
zasnovanog na Monte Karlo metodi koji je primenjen za izracunavanje anti-HIV aktivnosti
ispitivanih molekula kori$¢en je CORAL softver.

U poglavlju Rezultati jasno i pregledno su prikazani dobijeni rezultati. Odredivanje
antioksidativne aktivnost metodama DPPH"i ABTS" pokazala su da 7,8S pokazuje znagajno
izrazeniju aktivnost od standardnih komercijalnih antioksidanata, dok 7S i 5,7S nisu pokazali
aktivnost ispitivanu ovim metodama. Svi ispitivani molekuli su pokazali efekat inhibicije
lipidne peroksidacije pri ¢emu je stepen inhibicije ispitivanih4-fenil hidroksikumarina opadao
u nizu: 7,8S > 5,7S > 7S. Rezultati odredivanja antioksidativne aktivnosti metodama FRAP i
CUPRAC pokazali su da 7,8S ima izrazeniju redukcionu mo¢ od 5,7S, dok 7S nije pokazao
aktivnost. Izracunate vrednosti DFT deskriptora pokazuju da od ispitivanih molekula
najizrazeniju antioksidativnu aktivnost poseduje 7,8S sto je u skladu sa eksperimentalnim
podacima. Utvrdeno je da ispitivani kumarini pokazuju bolji inhibitorni efekat na gram-
pozitivne u odnosu na gram-negativne bakterije, pri ¢emu su najslabiji efekat ispoljili na P.
aeruginosa i P. mirabilis (7S cak nije ispoljio nikakav efekat). Svi ispitivani kumarini su
pokazali najbolju antibakterijsku aktivnost protiv S. aureus, L. monocytogenes, L. inocua i M.
luteus. Najslabiju antibakterijsku aktivnost od ispitivanih molekula pokazao je 7S, dok je
5,7S pokazao bolju antibakterijsku aktivnost za vecinu testiranih bakterija u odnosu na 7,8S.
Kompjuterske studije molekulskog dokinga pokazale su da najve¢i afinitet vezivanja za
aktivno mesto enzima tirozil tRNK sintetaze ima 7,8S, dok najveci afinitet vezivanja za
aktivno mesto enzima topoizomeraze 11 DNK Giraze B pokazuje 5,7S. QSAR model za anti-
HIV aktivnost kumarinskih molekula zasnovan na Monte Karlo metodi imao je veoma dobre
statistiCke parametre, dok molekulski doking ispitivanih 4-fenil hidroksikumarina za aktivno
mesto HIV-1 integraze pokazuje da najveci afinitet vezivanja ima 7,8S. Izracunate fizicko-
hemijske i molekulske karakteristike ispitivanih 4-fenil hidroksikumarina pokazuju da se ovi
molekuli povinuju pravilima Lipinskog.

U poglavlju Diskusija detaljno su analizirani rezultati dobijeni odredivanjem
antioksidativne i antibakterijske aktivnosti ispitivanih 4-fenil hidroksikumarina, kao i
rezultati kompjuterskih studija. Utvrdeno je da je orto raspored hidroksilnih grupa kod 7,8S
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odgovoran za njegovu najizrazeniju antioksidativnu aktivnost. Analiza kompjuterski
izraCunatih parametara ispitivnih molekula ukazuje da je HAT termodinami¢ki dominantan
mehanizam antioksidativnog delovanja u vakuumu, dok je u ostalim sredinama (n-oktanol,
etanol i voda) najverovatniji SPLET mehanizam. Studije molekulskog dokinga su odredile
afinitet vezivanja ispitivanih molekula za aktivna mesta karakteristicnih enzima i doprinele
razjasnjenju odnosa njihove antibakterijske aktivnosti. QSAR model zasnovan na Monte
Karlo metodi se pokazao kao validan za izracunavanje anti-HIV aktivnost kumarinskih
molekula.

U poglavlju Zakljué¢ak sumirani su dobijeni rezultati. Koris¢enje in vitro
eksperimentalnih metoda za odredivanje antioksidativne i antibakterijske aktivnosti
odabranih 4-fenil hidroksikumarina u kombinaciji sa kompjuterskim studijama zasnovanim
na DFT metodi, molekulskom dokingu i uspostavljanje QSAR modela zasnovanog na Monte
Karlo metodi pokazali su se kao efikasan pristup za utvrdivanje 1 razjasnjavanje
farmakohemijskih aspekata delovanja ispitivanih jedinjenja.

U poglavlju Literatura navedeno je 165 referenci koje su koris¢ene u izradi ove
doktorske disertacije, pri ¢emu je znacajan udeo literature novijeg datuma.

4. Ocena nau¢nog doprinosa doktorske disertacije

Doktorska disertacija dipl. farmaceuta Jovane Veselinovi¢ pod naslovom
,,Farmakohemijski aspekti delovanja odabranih 4-fenil hidroksikumarina — integrisana in
vitro i kompjuterska studija“ predstavlja originalan i samostalan nau¢ni rad sa
multidisciplinarnim  pristupom ispitivanom problemu jer su koris¢ena najsavremenija
saznanja i metodologija iz oblasti Farmaceutske hemije, Biohemije, Mikrobiologije i
Toksikologije. Dobijeni rezultati su omoguc¢ili ne samo razjasnjenje mehanizama
antioksidativnog i antibakterijskog delovanja ispitivanih jedinjenja, ve¢ i1 predvidanje
moguénosti modifikacije ovih i sli¢nih molekula u cilju poboljsanja njihove aktivnosti.

5. Primenljivost i korisnost rezultata

Imajuéi u vidu znaéajnu ulogu oksidativnog stresa u nastanku i razvoju mnogih
oboljenja veliki je znafaj utvrdivanja mehanizama antioksidativne aktivnosti razli¢itih
prirodnih i sintetskih antioksidanasa. Ispitivanje mehanizama antibakterijske aktivnosti moze
da doprinese razvoju novih antibakterijskih lekova sto je od izuzetnog znacaja jer je pojava
rezistencije bakterija na postojece antibakterijske lekove jedan od najvecih problema
savremene medicine. U oba ova segmenta rezultati ove doktorske disertacije daju znacajan
doprinos.

6. Nacin prezentovanja rezultata $iroj nau¢noj javnosti

Deo rezultata doktorske disertacije dipl. farmaceuta Jovane Veselinovi¢ objavljen je u
dva rada u ¢asopisima sa SCI liste i u jednom radu u domac¢em ¢asopisu. Predvideno je i dalje
publikovanje radova sa preostalim rezultatima.



Na osnovu iznetih podataka Komisija donosi sledeci
ZAKLJUCAK

Doktorska disertacija dipl. farmaceuta Jovane Veselinovi¢c pod naslovom
,,Farmakohemijski aspekti delovanja odabranih 4-fenil hidroksikumarina — integrisana in
vitro i kompjuterska studija“ je izradena u skladu sa savremenim principima naucno-
istrazivackog rada i predstavlja aktuelan i nau¢no zasnovan rad. Kandidat je pokazao
sposobnost za koncipiranje istrazivanja, koriS¢enje adekvatne metodologije rada i literature,
kao i sposobnost za interpretaciju rezultata. Sadrzaj sprovedenog istrazivanja U potpunosti
odgovara ciljevima koji su postavljeni prilikom odobrenja teme, analiza rezultata i zakljucci
su jasni, a dobijeni rezultati su korisni i primenljivi. Deo dobijenih rezultata je vec
prezentovan siroj nau¢noj javnosti u obliku odgovarajuc¢ih publikacija.

Komisija smatra da je doktorska disertacija dipl. farmaceuta Jovane Veselinovic¢
originalan naucni rad i predlaze Nastavno-nau¢nom vecu medicinskog fakulteta Univerziteta
u Nisu da usvoji pozitivnu ocenu izradene doktorske disertacije i odobri njenu javnu odbranu.

KOMISIJA

Prof. dr Srdan Pesi¢, predsednik

Prof. dr Goran Nikoli¢, mentor i ¢lan

Prof. dr Gordana Koci¢, ¢lan

Prof. dr Dusica Stojanovi¢, ¢lan

Prof. dr Tatjana Mihajilov-Krstev, ¢lan
sa Prirodno-matematickog fakulteta u Nisu

U Nisu, 01.09.2014. godine



Glavni nau¢ni doprinos doktorske disertacije

Osnovni nau¢ni doprinos ove doktorske disertacije ogleda se u kombinovanju in vitro
eksperimentalnih metoda za odredivanje antioksidativne i antimikrobne aktivnosti odabranih
4-fenil hidroksikumarina i kompjuterske studije zasnovane na primeni DFT metode,
molekulskog dokinga i generisanju QSAR modela za proucavanje aktivnosti ispitivanih
molekula. Dobijeni rezultati omoguéili su bolje razumevanje mehanizama antioksidativnog i
antimikrobnog delovanja ispitivanih supstanci, ali se mogu primeniti i u Sirem kontekstu.
Multidisciplinarni pristup primenjen u ovoj disertaciji moguce je primeniti i za ispitivanje
razli¢itih aktivnosti drugih supstanci kao i za predvidanje aktivnosti supstanci koje jos nisu
sintetisane $to se moze iskoristiti i za dizajn novih lekova.

Major scientific contribution of PhD thesis

Major scientific contribution of this PhD thesis is the combination of in vitro
experimental methods for the determination of antioxidant and antibacterial activities of
selected 4-phenyl hydroxycoumarins with computer study based on the application of DFT
method, molecular docking and construction of QSAR models for investigating activities of
studied molecules. Results obtained in this thesis enabled better understanding of
mechanisms of antioxidant and antibacterial activities of studied compounds but may be used
also in wider context. Multidisciplinary approach used in this PhD thesis can be applied for
studying various activities of other substances as well as for the prediction of activities of
substances which are not yet synthesized and this may be used for new drugs design.
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