NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Odlukom Nastavno-nau¢nog veca Medicinskog fakulteta, koja je doneta na sednici
odrzanoj 03.11.2014. godine, broj 4600/11, imenovana je Komisija za ocenu i odbranu zavrsene
doktorske disertacije kandidata mr Radmile Novakovic, istrazivaCa saradnika na Institutu za
farmakologiju, Kklinicku farmakologiju i toksikologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu pod nazivom: ,,Uticaj polifenola prirodnog porekla i sintetskih otvaraca
kalijumovih kanala na kontraktilnost izolovanog uterusa®“. Mentor je prof. dr Ljiljana
Gojkovi¢-Bukarica, komentor je dopisni ¢lan SANU prof. dr Neboj$a Radunovic.

Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:

1. Prof. dr Dragan Obradovi¢, profesor Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
2. Prof. dr Milica Bajceti¢, profesor Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu
3. Nau. save. dr Melita Vidakovi¢, naucni savetnik Instituta za bioloSka istraZzivanja
"SiniSa Stankovic", Univerziteta u Beogradu
Na osnovu analize prilozene doktorske disertacije, Komisija za ocenu zavrSene doktorske

disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta sledeci

IZVESTAJ

A. Prikaz sadrZaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija mr Radmile Novakovi¢ napisana je na 136 stranai podeljena je na
sledeca poglavlja: | Uvod, Il Ciljevi rada, 111 Materijal i metode, 1V Rezultati, V Diskusija, VI
Zakljucci, VII Literatura, V111 Dodatak, IX Prilozi. U disertaciji se nalazi ukupno 25 slika i Cetiri
tabele. Doktorska disertacija sadrzi sazetak na srpskom i engleskom jeziku, biografiju kandidata,
podatke o komisiji i spisak skracenica koris¢enih u tekstu.

U Uvodu je definisana grada i funkcija uterusa kao organa, prikazana je klasifikacija
kalijumskih kanala, njihova zastupljenosti i uloga u kontraktilnosti miometrijuma. Dat je pregled
najznacajnijih sintetskih otvaraca kalijumskih kanala. Istaknut je znaCaj aberantne kontraktilnosti

uterusa u poremecajima kao Sto su dismenoreja i prevremeni porodaj i oznaceno je moguce



mesto modulatora kalijumskih kanala u njihovoj prevenciju i leCenju. Podvucen je znacCaj in vitro
oplodnje, opisan proces. U delu o prirodnim polifenolima dat je temeljan prikaz aktuelnih
literaturnih podataka koji se odnose na opis prirodnih polifenola, njihovu klasifikaciju i
identifikaciju njihovog farmakoloSkog svojstva. Poseban osvrt je ucCinjen na rezveratrol i
naringenin. Navedena je eventualna uloga rezveratrola i naringenina u terapiji hronicnih
oboljenja u kojima bi njihov uticaj na membranske kalijumske kanale mogao biti i osnovni
mehanizam njihovog dejstva.

Ciljevi rada su precizno definisani. Ispitivao se uticaj rezveratrola i naringenina na vise
modela kontrakcija animalnog negravidnog i humanog gravidnog uterusa. Definisale su se uloge
kalijumskih kanala u mehanizmu dejstva rezveratrola, kao i njihova ekspresija u navedenim
tkivima.

U poglavlju Materijal i metode opisan je model in vitro eksperimenata u kupatilu za
izolovane organe uz detaljan opis pripreme animalnih i humanih uzoraka. Precizno je navedena
eksperimentalna procedura, dat je pregled koriS¢enih supstanci i rastvora. Temeljno su
objasnjene metode western blot i imunohistohemijsko bojenje specificnim antitelima koje su
koriS¢ene za detekciju i identifikaciju kalijumskih kanala u glatkoj muskulaturi uterusa.
Objasnjena je obrada podataka i primenjena statistiCka analiza. Eksperimenti su sprovodeni u
skladu sa etiCkim principima i smernicama za brigu o Zivotinjama odobrenim od strane Eticke
komisije za zastitu dobrobiti oglednih Zzivotinja i EtiCkog komiteta Medicinskog fakulteta,
Univerziteta u Beogradu.

U poglavlju Rezultati detaljno su opisani i jasno, graficki i tekstualno predstavljeni svi
dobijeni rezultati.

U poglavlju Diskusija kandidatkinja je na sveobuhvatan i detaljan nacin povezala svoje
rezultate sa postojeCim rezultatima drugih autora i na osnovu toga donela odgovarajuce
zakljucke.

U poglavlju Zakljucci sazeto su navedeni najznacajniji nalazi koji su doneti na osnovu
rezultata eksperimentalnog rada, a u skladu sa postavljenim ciljevima.

U poglavlju Literatura navedeno je 202 reference koje su citirane vankuverskim stilom.

Poglavlje Dodatak sadrzi liste tabelai ilustracija koji dopunjuju rezultate ove doktorske

disertacije, spisak radova publikovanih iz ove disertacije i biografiju autora.



B. Kratak opis postignutih rezultata

Ovo istrazivanje je pokazalo u okviru farmakoloske analize efekata rezveratrola i
naringening, da su oni vrlo jaki inhibitori spontanih i indukovanih kontrakcija negravidnog
pacovskog i gravidnog humanog miometrijuma pacijenkinja iz programa vantelesne oplodnje.
Nacin indukcije kontrakcija miometrijuma uticalo je razliCito na efekat rezveratrola, ai nei na
efekat naringenina. Ostvareni antagonism rezveratrola sa primenjenim blokatorima kalijumskih
kanala, ukazuje na ucesce ATP- zavisnih (Katp), kalcijum-zavisnih (BKcj) i voltazno-zavisnih
(Kv) kalijumskih kanala u mehanizam dejstva i rezveratrola kod faznog tipa kontrakcija
gravidnog i negravidnog miometrijuma. Medutim, kada se rezveratrol primenjuje u visokim
koncentracijama, ali kod toniCnog tipa kontrakcija, rezveratrol ima dodathe mehanizme
delovanja koji su nezavisni od kalijumskih kanala. Pokazan je odnos ekspresije proteina Katp,
BKca Kv kanala u tkivu glatke muskulature negravidnog uterusa pacova i gravidnog uterusa
porodilja iz programa vantelesne oplodnje. Pokazano je da postoji razlika u ekspresiji raznih
tipova K kanla u zavisnosti od fizioloSkog stanja uterusa, odnosno negravidnog i gravidnog
stanja. Ovo je prva studija koja je pokazala prisustvo proteina Kv2.1 podtipa Kv kanalai protein
Kir6.1 i Kir6.2 subjedinica Katp kanala u tkivu glatke muskulature negravidnog uterusa pacova,
kao i Kv4.2 u tkivu gravidnog humanog miometrijuma.

Naringenin inhibira spontane i indukovane kontrakcije negravidnog i gravidnog uterusa.

Rezveratrol znatno potentnije inhibira kontraktilnost uterusa od naringenina. Poredenjem
efekata rezveratrola sa sintetskim otvaraCima kalijumskih kanala, pinacidilom i NS1619
pokazano je da ova polofenol nema profil «klasicnog » sintetskog otvaraca kalijumskih kanala.

Rezveratrol ima veliki potencijal da se koristi u prevenciji i leCenju abnormalne i

nepozeljne kontraktilnosti uterusa kao u slu€aju dismenoreje, i prevremenih porodaja.

C. Uporedna analiza doktorske disertacije sarezultatimaiz literature

Polifenoli su sastavni deo mnogih biljnih namirnica koje se koriste u ishrani Coveka.
Rezveratrol se nalazi u zizi kako naucne, tako i Sire javnosti poslednjih deset godina. Za to vreme

broj radova koji su ispitivali dejstvo rezveratrola na razli¢itim modelima u in vitro i klinickim
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ispitivanjima in vivo je porastao na priblizno 7000. Prvi radovi koji su pokazali njegovo
vazorelaksantno dejstvo proizasli su iz naSe laboratorije. Medutim, pored ovakve brojnosti
radova, relaksantni efekti rezveratrola na glatku muskulaturu negravidnog pacovskog uterusa je
opisan samo u jednom radu (Hsia i sar., 2011). Prema nama dostupnoj literaturi, ova studija je
prvakojaispituje dejstvo ovog polifenola na kontraktilnost humane gravidne materice.

Studija je pokazala da rezveratrol znacajno smanjuje amplitude i frekvenciju faznih
kontrakcija izazvanih niskom dozom oksitocina (0.2 nM) sa srednjom efektivnom
koncentracijom (ECsp) 29 uM i spontanih ritmickih kontrakcija sa ECso 23 pM. U studiji Hsia
sar. (2011) kontrakcije izazvane oksitocinom su bile manje osetljive na rezveratrol nego Sto je
ovde pokazano, tako 100 uM rezveratrola prouzrokovalo samo 40 % inhibicije kontrakcija.
Uoceno je da su toni¢ne kontrakcije izazvane vecom koncentracijom oksitocina (20 nM) tri puta
manje osetljive na rezverarol ( ECs je 87 uM). Slicno ovome, publikovano je da su fazne
kontrakcije negravidnog uterusa misa izazvane malom koncentracijom oksitocina osetljivije na
verapamil u odnosu na njihovu toni¢nu komponentu (Kawamata i sar., 2007). Nasi nalazi su u
skladu sa podacima dobijenim na eksperimentalnom modelu zZucne kese zamorca gde je
rezveratrol mnogo potentnije inhibirao fazne konrakcije u odnosu na bazalnu tenziju (Wang i
sar., 2008). Sa druge strane, ako posmatramo relaksaciju tonicnih kontrakcija aotre i arterije
mezenterike pacova rezveratrol je bio mnogo potentniji (ECsp = 10 uM, oba), ai osetljivost
mamilarne arterije je bila slicnha kao u ovoj studiji (ECso = 30 uM) (Novakovic i sar., 2006 a,b,
Gojkovic-Bukarica i sar., 2008). Na osnovu iznetih poredenja namece se zakljucak da postoje
oCigledne razlike u osetljivosti na rezveratrol medu tipovima kontrakcija, tkivima i vrstama. Ovg
zakljuCak je u skladu sa istrazivanjima na modelu glatkih miSi¢a Zucne kese zamorca (Wang i
sar., 2008) .

Posebni doprinos je i to Sto se ispitivanja iz ove teze odnose na grupu porodilja iz
programa in vitro fertilizacije (IVF), jer su nezeljeni ishodi, kao prevremeni porodaj, mnogo
¢eS¢i u ovoj populaciji u odnosu na porodilje sa spontanim graviditetom (Van Voorhis, 2007).
Sagledavajuci dosad dostupnu literaturu moze se reci da je ovo prva studija koja prikazuje
inhibitorne efekte rezveratrol na kontraktilnost ljudske gravidne materice. Pokazano je da
rezveratrol statisticki znacajno smanjuje amplitudu faznih kontrakcija izazvanih oksitocinom
IVF gravidnog humanog miometrijuma. Osetljivost gravidnog humanog miometrijuma na

rezveratrol bila je sliCna kao osetljivost faznih kontrakcija indukovanih oksitocinom kod



negravidnog uterusa pacova, ai i arterije uterine (Novakovic i sar., 2013, Naderai i sar.,
2000). Postoje razlike izmedu ECsy vrednosti rezveratrola dobijene ovde i ECsp vrednosti
dobijene na modelima rzlicitih vrsta humanih i pacovskih krvnih sudova (Novakovic i sar.,
2006b, Gojkovi¢-Bukarica i sar., 2008, Nagaoka i sar., 2007) i glatkih miSiéa Zucne kese (
Wang i sar., 2008). Prikazana razlika u dobijenim rezultatima na razlicitim eksperimentalnim
modelima sugeriSe tkivnu selektivnost rezveratrola.

Farmakoloska analiza supstancama za koje se zna da imaju sposobnost otvaranja tj.
aktiviranja, odnosno blokiranja kalijumskih kanala, pokazala je da su Katp, BKca | Kv kanali
ukljuceni u dejstvo rezveratrola. Ranije je isto pokazano i na eksperimentalnim modelima
krvnih sudova (Novakovic i sar., 2006, Gojkovic-Bukaricai sar., 2008, Nagaoka i sar., 2007).
Takode, uocCeno je i parcijalno dejstvo rezveratrola nezavisno od kalijumskih kanala Sto je u
skladu sa nalazima Hsia i sar., (2011). Poredenje sa sintetskim otvaracima kalijumskih kanala
je ukazalo na razlike izmedu njih i rezveratrola u farmakoloSkim osobinama, tako da se moze
reci da rezveratrol nije klasi¢ni otvarac kalijumskih kanala.

Kada se razmatra ekspresija kalijumskih kanala u prisutnoj literaturi, nadeno je da su
Katpi BKcq kanali prisutni u negravidnom i gravidnom humanom i animalom miometrijumu
(Karl i sar., 2002, Chanrachakul i sar., 2003, Lovasz i sar., 2011). Podaci u literaturi o
miometrijskim Kv kanalima su retki. Nedavno, pokazano je na animalnom modelu prisustvo
proteina podjedinica koje formirgju poru Kv1.1, Kv1.2, Kv1.3, Kv1.4, Kv1.5, Kv1.6, Kv4.2 i
Kv4.3 kanala u miometrijumu misa. Za sada ne postoje nalazi molekularne ekspresije proteina
Kv4.x kanala u glatkoj muskulaturi humane materice. Takode, ovo je prva studija koja je
pokazala prisustvo proteina Kv2.1 podtipa Kv kanala i protein Kir6.1 i Kir6.2 subjedinica
Katp kanala u tkivu negravidnog uterusa pacova.

Sli¢na istraZivanja sa naringeninom na glatko miSicnom tkivu uterusa, su retka.
Zapravo, jedino je studija Hsia i sar. (2008) pokazala da ekstrat biljke Coix lachryma koji se
inaCe, koristi u tradicionalnoj kineskoj medicini zaleCenje dismenoreje, sadrzZi naringenin koji

utiCe na ihhibiciju kontrakcija negravidnog uterusa, kako je pokazano i u ovom radu.



D. Objavljeni radovi koji Cine deo doktorske disertacije

Rad publikovan u istaknutom medunarodnom ¢asopisu (M22)

1. Novakovic R, Ilic B, Beledlin-Cokic B, Radunovic N, Heinle H, Scepanovic R, Gojkovic-
Bukarica L. The effect of resveratrol on contractility of non-pregnant rat uterus. the contribution
of K(+)channels. J Physiol Pharmacol. 2013;64(6):795-805. (IF 2.72)

SaopStenja sa skupa medunarodnog znacaja Stampana u celini (M33)

1. Novakovic Radmila, Protic Dragana, Radunovic Nebojsa, Heinle Helmut, Viadimir Kanjuh,
Ida Leskosek-Cukalovic, Slobodan Jovic and Gojkovic-Bukarica Ljiljana. Resveratrol relaxes
smooth muscles of rat uterus.Proceedings of 6th Central European Congress on Food, pp 2-3. 23-
26 May 2012, Novi Sad, Serbia.

SaopStenja sa skupa medunarodnog znacaja Stampanau izvodu (M 34)

1. Novakovic Radmila, Protic Dragana, Radunovic Nebojsa, Heinle Helmut, Cvegjic Jelena,

Gojkovic-Bukarica Ljiljana. Resveratrol Relaxes Smooth Muscles of Rat Uterus. Basic Clin
Pharmacol Toxicol. 2011; 109: 114-114.

2. Novakovic R, Protic D, Radunovic N, Kanjuh V, Gojkovic-Bukarica L. The relaxation of
non-pregnant rat uterus by wine polyphenol resveratrol. Eur J Clin Invest 2012;42:86.

3. Novakovic R, Protic D, Radunovic NV, Heinle HH, Kanjuh VI, Gojkovic Bukarica LC. The
wine polyphenol resveratrol relaxes smooth muscles of the non-pregnant rat uterus. 6th European
Congress of Pharmacology - EPHAR 2012 Volume 10 - Issue 3

4. Radmila Novakovi¢, Dragana D Proti¢, NebojSa V Radunovié, Vladimir | Kanjuh, Ljiljana C
Gojkovi¢-Bukarica. The relaxation of non-pregnant rat myometrium by resveratrol with
participation of the NO-cGMP pathway. BM C Pharmacology and Toxicology 2012.

5. Novakovic R, Protic D, Radunovic N, Heinle H, Gojkovic-Bukarica L. The relaxation of non-
pregnant rat uterus by wine polyphenol resveratrol. 6th Central European Congress on Food,
May 23-26. 2012, Novi Sad, Serbia (apstract book pg 178).



6. Novakovic Radmila B, Beledin-Cokic Bojana B, Ilic Bojana B, Radunovic
Nebojsa V, Protic Dragana D, Hanle H, Scepanovic R, Gojkovic-Bukarica
Ljiljana. Contribution of different K+ channels in the effects of resveratrol on
the phasic and tonic contractions of non-pregnant rat uterus. European journa of clinical
investigation 2013;43:102-103. Portugalija April 17-20 Organizator: Europian Society for
Clinical Investigation ESCI.

7. Novakovic R, Beleslin-Coki¢ B, Ili¢ Bojana, Radunovi¢ N, Proti¢ D, Heinle H, Séepanovi¢
R, Gojkovi¢-Bukarica L. The relaxation of pregnant human myometrium by natural polyphenol
resveratrol. Humboldt-Kolleg, Resources of Danubian region: The possibility of cooperation and
utilization, Belgrade, June 12-15, 2013, Book of abstracts, P71.

8. Novakovic R, Cirovic S, Markovic-Lipkovski J, Radunovic N, Heinle H, Gojkovic-Bukarica
Lj. Polyphenol resveratrol relaxes pregnant human myometrium. European Journal of Clinical
Investigation. 2014; 44.85-85. Organizator: Europian Society for Clinical Investigation ESCI.

9. R. Novakovic, B. Beledlin-Cokic, B. Ilic, N. Radunovic, H. Heinle, L. Gojkovic-Bukarica.
Antiimflammatory polyphenol resveratrol has potential to be used in prevention and treatment of
primary dysmenorrhea . Symposium on occasion of 30 years of “Blaubeuren Conferences” of
the Tubingen Institute of Physiology with special participation from Danubian countries.
Blaubeuren. April 4th-5th, 2014.

SaopStenja sa skupa nacionalnog znacaja Stampanau izvodu (M 62)

1. Novakovi¢ Radmila, Proti¢ Dragana, Radunovi¢ Nebojsa, Heinle Helmut, Gojkovi¢-
Bukarica Ljiljana, Vladimir Kanjuh. Rezveratrol relaksira glatke miSi¢e uterusa pacova. 13.
kongres farmakologa | 3. kongres klinicke farmakologije Srbije, sa medunarodnim uceScem.
Palic, 05. - 08. oktobra 2011.

2. Novakovi¢ R, Radunovi¢ N, Markovié-Lipkovski J, Cirovi¢ S, Heinle H, Gojkovi¢-Bukarica
Lj. POLYPHENOL RESVERATROL RELAXES PREGNANT HUMAN MYOMETRIUM.
TrecCi kogres fiziologa Srbije sa medunarodnim uceS¢em. Abstract book: ,,Molecular, cellular and
integrative basis of health, disease: transdisciplinary approach®. Beograd, Srbija. 29-31. Oct.
2014.



E. ZakljuCak (obrazloZzenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija “Uticaj polifenola prirodnog porekla i sintetskih otvaraca
kalijumovih kanala na kontraktilnost izolovanog uterusa” mr Radmile Novakovic¢
predstavlja originalni naucni doprinos u razumevanju mehanizama destva rezveratrola i
naringenina na kontraktilnost gravidnog i negravidnog uterusa, i uloge kalijumskih kanala u tim
dgstvima. Takode, pruzene su jasne smernice za dalja istrazivanja. Rezultati ove doktorske
disertacije ukazuju na zakljuCak darezveratrol i naringenin imau veliki potencijal da se korisie u
prevenciji i tretmanu patoloSke i nepoZeljne kontraktilnosti uterusa kao u slucaju dismenoreje i
prevremenih porodaja.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima naucnog istrazivanja. Ciljevi
su bili precizno definisani, naucni pristup je bio originalan i pazljivo izabran, a metodologija rada
je bila savremena. Rezultati su pregledno i sistematicno prikazani i diskutovani, a iz njih su

izvedeni odgovarajuci zakljucci.

Na osnovu svega navedenog, i imajuci u vidu dosadasnji naucni rad kandidata, Komisija
predlaze Naucnom vec¢u Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati ovaj 1zvestaj
i uputi ga Veéu naucnih oblasti medicinskih nauka, radi dobijanja saglasnosti za javnu odbranu

doktorske disertacije mr Radmile Novakovic.



U Beogradu, 02. 12. 2014.

Clanovi Komisije:

Prof. dr Dragan Obradovi¢

Prof. dr Milica BajCetic¢

Naucni savetnik dr Melita Vidakovié

Mentor:

Prof. dr Ljiljana Gojkovi¢-Bukarica

Komentor:

Prof. dr Neboj$a Radunovié




