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Na sednici Nau¢nog ve¢a Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrzanoj dana 11.03.2020.
godine, odlukom broj 9700/07-MJT imenovana je Komisija za ocenu zavrSene doktorske
disertacije pod naslovom:

»Uloga Kinaze aktivirane adenozin monofosfatom i protein kinaze B (PKB) u
neurotoksi¢cnom oSte¢enju izazvanom 1-metil-4-fenil piridinijumom u uslovima in vitro*
(”Role of adenosine monophosphate-activated protein kinase and protein kinase B (PKB)
in neurotoxic damage induced by 1-methyl-4-phenylpyridinium in vitro”),
kandidata Maje Jovanovi¢ Tucovi¢. Mentor ove teze je prof. dr Ivanka Markovi¢, komentor

ove teze je prof. dr Vladimir Kosti¢.

Komisija za ocenu zavrsene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:
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5. Ljubica Vuci€evi¢, naucni saradnik, Institut za bioloSka istrazivanja SiniSa Stankovic,
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Na osnovu analize prilozene doktorske disertacije, Komisija za ocenu zavrSene doktorske

disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom veéu Medicinskog fakulteta sledeci

IZVESTAJ
A) Prikaz sadrzaja doktorske disertacije
Doktorska disertacija Maje Jovanovi¢ Tucovi¢ je napisana na 129 strana i podeljena u
poglavlja: uvod, ciljevi, materijal i metode, rezultati, diskusija, zakljucci 1 literatura. U disertaciji

se nalazi ukupno 27 slika 1 2 tabele. U poslednjem poglavlju je prikazan pregled literature



citirane u doktorskoj disertaciji, koja sadrzi 392 navoda. Doktorska disertacija sadrzi sazetak na
engleskom 1 srpskom jeziku, biografiju kandidata, podatke o komisiji 1 spisak skracenica
koris¢enih u tekstu.

Uvod disertacije je izloZzen na 32 strane, sadrzi 6 slika, 2 tabele 1 podeljen je u pet celina.
U prvom delu uvoda kandidatkinja daje osnovne podatke o etiologiji 1 molekularnim
mehanizmima koji su ukljuceni u neurodegenerativne procese u Parkinsonovoj bolesti (PB), kao
1 o glavnim epidemioloskim odlikama i prepoznatim faktorima rizika za nastanak bolesti.
Takode, u ovom delu uvoda je prikazana i slika koja pruza sveobuhvatan uvid u molekularne
mehanizme koji su ukljueni u neurodegenerativne procese u PB, poput: oStecenja sistema za
razgradnju proteina, poremeéaja homeostaze jona Ca®’, povecane produkcije slobodnih
kiseoni¢nih radikala (engl. Reactive oxygen species, ROS) u dopaminergi¢kim (DA) neuronima i
mitohondrijalne disfunkcije. Svi navedeni procesi predstavljaju klju¢ne dogadaje u indukciji
degeneracije DA neurona u PB. U sklopu ovog dela uvoda, kandidatkinja je opisala i neke od
monogenskih mutacija koje se dovode u vezu sa nastankom naslednog oblika PB. Specifi¢nosti
vezane za razli¢ite mutacije su prikazane u tabeli 1.

Drugi deo uvoda posvecen je modalitetima celijske smrti dopaminergi¢kih neurona.
Imaju¢i u vidu da Parkinsonovu bolest karakteriSe ¢elijska smrt u pars compacta substantiae
nigrae (pcSN) mezencefalona, u ovoj celini su posebno razmatrane morfoloske i funkcionalne
specificnosti ¢elijske smrti dopaminergickih neurona. Apoptoza, kao tip celijske smrti se vrlo
Cesto dovodi u vezu sa razli¢itim hroni¢nim neurodegenerativnim bolestima, u koje spada i PB.
Pored apoptoze, u razli¢itim eksperimentalnim modelima PB, opisano je prisustvo i drugih,
neapoptotskih tipova celijske smrti, poput nekroze, nekroptoze, feroptoze i piroptoze, kao i
citotoksi¢ne autofagije.

U narednom delu uvoda, istaknut je znaCaj procesa autofagije, kao koordinisanog,
katabolickog procesa, koji se pokre¢e u uslovima energetskog stresa u etiopatogenezi PB.
Kandidatkinja u ovom segmentu iznosi morfoloske i funkcionalne karakteristike autofagije,
mehanizam njene inicijacije (shematski prikazane na slici 4) i1 regulacije, kao i ulogu autofagije u
patogenezi PB.

Cetvrti deo uvoda posveéen je saznanjima o ulozi i regulaciji aktivnosti protein kinaza u
neuronima u uslovima metabolickog stresa, sa posebnim osvrtom na serin-treonin (Ser/Thr)

kinaze. Medu njima se posebno izdvajaju tri evolutivno konzervirane Ser/Thr kinaze: protein



kinaza aktivirana adenozin monofosfatom (AMPK) koja predstavlja centralni energetski senzor i
odrzava energetsku homeostazu u celiji, mTOR kompleks 1 (engl. Mechanistic target of
rapamycin complex 1, mMTORC1), kinaza koja je jedan od glavnih inhibitora autofagije i protein
kinaza B/Akt, koja ucestvuje u regulaciji brojnih vitalnih procesa poput metabolizma, ¢elijskog
rasta 1 prezivljavanja, sinteze proteina i1 u inhibiciji apoptoze. Radi lakSeg razumevanja,
kandidatkinja daje i shematski prikaz regulacije aktivnosti ovih protein kinaza na slici 5.

U nastavku uvoda su opisani eksperimentalni modeli koji se koriste u istraZivanju
etiologije, patologije i molekularnih mehanizama ukljucenih u degeneraciju neurona u PB. U
delu koji se odnosi na hemijski indukovane (neurotoksicne) modele, detaljno su opisana
dosadasnja saznanja dobijena u modelima primene meperidinskog analoga MPTP/MPP+, koji je
do danas ostao jedan od najcesc¢e koriS¢enih modela za izucavanje molekularnih mehanizama
ostecenja DA neurona (metabolizam MPTP/MPP+ je shematski prikazan na slici 6).

Ciljevi rada su jasno definisani: ispitivanje citotoksi¢nog delovanja neurotoksina MPP+
na c¢elije humanog neuroblastoma SH-SYS5Y, kao i na aktivnost signalnih puteva AMPK i
PKB/Akt. Takode, jedan od ciljeva rada je i ispitivanje uloge modulacije aktivnosti signalnih
puteva AMPK i PKB/Akt i njihove interakcije u indukciji oksidativnog stresa i ¢elijske smrti u
neuronima tretiranim MPP+.

U poglavlju Materijal i metode kandidatkinja je jasno i pregledno izlozila na 15 strana u
10 odeljaka materijal i metode koje je koristila u izradi ove doktorske disertacije. U prvom
odeljku navedene su sve supstance, reagensi i rastvori, koriS€eni u istrazivanju. Zatim je, u
drugom odeljku, opisana celijska linija koriS¢ena u izradi doktorske teze (¢elije humanog
neuroblastoma SH-SYSY) i principi kultivacije. U treem odeljku ovog segmenta teze,
kandidatkinja opisuje princip i metodu odredivanja vijabiliteta ¢elija MTT testom. U slede¢em
odeljku je izloZen metod ispitivanja morfoloSkih karakteristika ¢elija primenom fazno kontrastne
mikroskopije. Peti odeljak teze pruza detaljan uvid u metodu proto¢ne citofluorimetrije i izlaze
ukratko principe i postupak metoda primenjenih u cilju analize parametara celijske smrti i
identifikacije promena karakteristi¢nih za apoptozu (fragmentacija jedarne DNK), odredivanja
produkcije slobodnih kiseoni¢nih radikala, merenja potencijala membrane mitohondrija i za
detekciju autofagije u ¢elijama pracenjem zastupljenosti vezikula kiselog sadrzaja u citoplazmi
¢elija. Primenom tehnike imunoblota, kandidatkinja je opisala na koji nacin je analizirala

aktivnost, odnosno ekspresiju unutarcelijskih kinaza Akt, AMPK, Raptor, mTOR, p70S6K,



PRAS40, ULK1, kao 1 proteina 4E-BP1, LC3-II, p62, LAMP-1 i B-aktina. U ovom odeljku je
opisana 1 kvantifikacija aktivnosti proteina denzitometrijskom analizom, primenom
kompjuterskog programa ImageJ. Sedmi odeljak se odnosi na opis primenjene metode ko-
imunoprecipitacije, koju je kandidatkinja koristila kako bi ispitala da li postoji interakcija izmedu
Akt 1 AMPK proteina. U osmom odeljku kandidatkinja je opisala metodu nukleoporacije, koja je
koris¢ena u cilju transfekcije SH-SYSY ¢elija malim ukosnicastim RNK (shAMPK), odnosno
plazmidima koji su nosili gensku informaciju za dnAMPK, dnAkt i wtAkt. Na taj nacin je
modulisana aktivhost AMPK i Akt kinaze. Deveti odeljak opisuje kako su kultivisane i
transformisane DH5a ¢elije, radi umnozavanja 1 izolacije plazmida neophodnih za transfekciju
SH-SYS5Y ¢elija.

Deseti odeljak ovog segmenta teze je dao prikaz statistickih metoda koris¢enih u analizi
podataka. Za poredenje rezultata dobijenih za nezavisne uzorke koriS¢en je parametarski —
Studentov t-test, dok je za analizu statistiCke znacajnosti razlike izmedu rezultata dobijenih
razli¢itim tretmanima triplikata kultura koriS¢ena jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA),
praéena Tukey’s post-hoc testom za viSestruka poredenja. Vrednost p<0,05 je smatrana
statisticki znacajnom.

U poglavlju Rezultati detaljno su opisani i jasno predstavljeni svi dobijeni rezultati na 27
strana, u 6 odeljaka i sadrze 20 slika, kao 1 propratna objasnjenja koja se odnose na podatke
prikazane na slikama. Svaki rezultat je analiziran na odgovarajuci na¢in i na osnovu njega je
izveden jasan zakljucak.

U prvom odeljku ovog poglavlja doktorske disertacije prikazan je uticaj MPP+ na:
prezivljavanje cCelija humanog neuroblastoma SH-SYSY u kulturi, njihovu morfologiju, na
fragmentaciju DNK, produkciju superoksidnog anjona i uticaj na pad potencijala unutraSnje
mitohondrijalne membrane. U drugom odeljku, kandidatkinja je izlozila rezultate ispitivanja
uloge oksidativnog stresa u celijskoj smrti indukovanoj MPP+ toksinom i aktivaciji protein
kinaza AMPK i1 PKB/Akt. Pored toga, kandidatkinja je pokazala da primena antioksidanasa
inhibira citotoksi¢no dejstvo MPP+ na ¢elije humanog neuroblastoma SH-SYS5Y, ali i da dovodi
do smanjenja aktivacije AMPK i Akt signalnih puteva u uslovima delovanja MPP+. Trec¢a celina
se odnosi na ispitivanje uloge protein kinaze AMPK u MPP+ modelu PB. U ovom segmentu
doktorske disertacije kandidatkinja je pokazala da aktivaciji AMPK izazvanoj delovanjem MPP+

toksina prethodi aktivacija Akt kinaze. Pored toga, pokazano je da usled genske ili farmakoloske



inhibicije AMPK kinaze dolazi do povecane produkcije superoksidnog anjona i pada vijabiliteta,
dok povoljan efekat primene farmakoloskih aktivatora (AICAR 1 metformin) ukazuje da bi uloga
AMPK signalnog puta mogla imati protektivnu ulogu u oste¢enju SH-SYSY C¢elija izazvanom
MPP+ toksinom. U cetvrtom odeljku rezultata prikazani su rezultati ispitivanja uloge PKB/Akt
kinaze u citotoksicnom dejstvu MPP+. Kandidatkinja je u svojim rezultatima pokazala da i
farmakoloska i genska inhibicija Akt kinaze doprinose oksidativnom stresu i oStecenju SH-SYSY
¢elija humanog neuroblastoma izazvanom MPP+ toksinom. Takode, u ovom odeljku
kandidatkinja je metodom ko-imunoprecipitacije pokazala da ne dolazi do direktne interakcije
izmedu AMPK 1 Akt kinaze. Peti odeljak ovog poglavlja se odnosi na ispitivanje zastupljenosti i
uloge autofagije u MPP+ modelu PB. Prikazani rezultati ukazuju da MPP+ izaziva mTORCI1-
zavisnu citoprotektivnu autofagiju u SH-SYS5Y ¢elijama humanog neuroblastoma. U poslednjem,
Sestom odeljku, prikazani su rezultati ispitivanja mehanizma autofagije indukovane MPP+
toksinom. U ovom odeljku kandidatkinja je u svojim rezultatima pokazala da je aktivirana
autofagija citoprotektivna, da je posredovana porastom oksidativnog stresa 1 aktivacijom AMPK
signalnog puta, kao i da se javlja u kasnijim vremenskim intervalima pracena inhibicijom
mTORCI1 kinaze. Pored toga rezultati ove studije ukazuju i da je autofagija delimi¢no inhibirana

aktivacijom Akt signalnog puta i smanjenjem broja lizozoma.

U poglavlju Diskusija, koje je izlozeno na 15 strana, rezultati istrazivanja su razmatrani
na sveobuhvatan nacin i tumaceni u skladu sa podacima iz literature. Prva celina se odnosi na
tumacenje rezultata ispitivanja neurotoksicnog delovanja MPP+ na SH-SYSY celije humanog
neuroblastoma, i uticaja oksidativnog stresa izazvanog ovim agensom na aktivaciju AMPK, i
sledstvenu aktivaciju Akt kinaze. U drugom segmentu su diskutovani rezultati genske i
farmakoloSke modulacije aktivnosti signalnih puteva AMPK i Akt kao i njihova medjusobna
povezanost. Pokazano je da AMPK ima protektivnu ulogu u ovom modelu, i da aktivacija AMPK
prethodni citoprotektivnoj aktivaciji Akt signalnog puta, pri ¢emu nije pokazano postojanje
direktne interakcije izmedu AMPK i Akt kinaze. U tre¢em segmentu su diskutovani rezultati koji
se odnose na uticaj oksidativnog stresa izazvanog dejstvom MPP+ na aktivaciju autofagije koja
je AMPK/mTORCI-zavisna 1 ima citoprotektivnu ulogu, i moze biti delimi¢no inhibirana
aktivacijom Akt signalnog puta.

U poglavlju Zakljuéci kandidatkinja je iz svojih rezultata izvela jasne i nedvosmislene



zakljucke, koji su u potpunosti odgovorili na postavljene ciljeve istrazivanja. Rezultati ove
disertacije ukazuju da signalni put AMPK ima protektivhu ulogu u modelu ostecenja celija
izazvanom MPP+ toksinom, i da bi modulacija aktivnosti AMPK/Akt kinaze i1 autofagije mogle
biti potencijalne mete za postizanje neuroprotektivnih efekata u Parkinsonovoj bolesti.

U poglavlju Literatura navedene su 392 reference po abecednom redosledu, koje su u

disertaciji citirane vankuverskim stilom.
B) Kratak opis postignutih rezultata

Rezultati ovog istrazivanja su pokazali da primena neurotoksi¢nog agensa MPP+ dovodi
do dozno i1 vremenski zavisnog citotoksicnog efekta na ¢elije humanog neuroblastoma SH-SYS5Y.
Analiza celijskog ciklusa protocnom citofluorimetrijom pokazala je da 24 h tretman MPP+
indukuje dozno-zavisnu fragmentaciju DNK, koja je jedan od pokazatelja programirane ¢elijske
smrti - apoptoze. Primenom protocne citofluorimetrije je takode pokazano da je fragmentaciji
DNK prethodilo rano povecanje produkcije superoksidnog anjona i sledstveni pad potencijala
unutrasnje mitohondrijalne membrane. Kako su ove promene karakteristi¢ne za oksidativni stres,
u slede¢em segmentu teze kandidatkinja je ispitivala uticaj oksidativnog stresa na oStecenje celija
izazvanim MPP+, kao i ulogu aktivacije protein kinaze aktivirane adenozin monofosfatom
(AMPK) 1 protein kinaze B (PKB/Akt) u ovom procesu. Utvrdeno je da oksidativni stres dovodi
do aktivacije protein kinaze AMPK, koja prethodi aktivaciji PKB/Akt, kao i da primena
antioksidanasa smanjuje citotoksicno dejstvo MPP+, uz pad u aktivaciji AMPK i Akt kinaza.
Ispituju¢i medusobnu zavisnost aktivacija protein kinaze AMPK i Akt, kandidatkinja je u svojim
rezultatima pokazala da u uslovima delovanja MPP+ na celije, dolazi do AMPK-zavisne
aktivacije Akt kinaze, kao i1 da se u uslovima genske ili farmakoloske inhibicije AMPK indukuje
dodatno povecanje produkcije superoksidnog anjona u ¢elijama humanog neuroblastoma SH-
SYSY tretiranim MPP+. Sa druge strane, utvrdeno je da AMPK ima neuroprotektivnu ulogu u
MPP+ modelu PB, jer je primena farmakoloskih aktivatora AMPK dovela do statisticki
znacajnog smanjenja citotoksi¢nog efekta MPP+ na SH-SYSY c¢elije, uz istovremenu aktivaciju
Akt kinaze. Ispituju¢i ulogu protein kinaze B (PKB/Akt) u MPP+ modelu PB, utvrdeno je da i
farmakoloska i genska inhibicija Akt signalnog puta povecavaju osetljivost ¢elija neuroblastoma
na Stetno dejstvo MPP+, ali da inhibicija Akt kinaze ne dovodi do promena u aktivnosti AMPK.

Posto je pokazano da AMPK utice na aktivaciju PKB/Akt, primenom metode ko-



imunoprecipitacije pokazano je da AMPK ostvaruje svoj efekat na Akt kinazu indirektno. U
poslednjem segmentu istrazivanja, rezultati prikazani u ovoj disertaciji su pokazali da oksidativni
stres izazvan delovanjem MPP+, preko aktivacije AMPK, izaziva mTORCI-zavisnu
citoprotektivnu autofagiju u SH-SYSY ¢elijama humanog neuroblastoma.

Rezultati ove studije ukazuju da aktivacija AMPK u in vitro modelu oSte¢enja DA
neurona indukovanog MPP+, ima citoprotektivno dejstvo, 1 da se ono ostvaruje na najmanje dva
naCina - preko pokretanja AMPK/Akt-zavisne inhibicije oksidativhog stresa i1 kasnom

indukcijom AMPK/mTOR-zavisne citoprotektivne autofagije.

C) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

Rezultati ove studije su potvrdili da MPP+ dovodi do dozno- i vremenski zavisnog pada
vijabiliteta ¢elija humanog neuroblastoma SH-SYSY, uz fragmentaciju DNK, koja predstavlja
jedan od poslednjih molekularnih dogadaja tokom apoptoze. Naime, u razli¢itim in vitro i in vivo
modelima PB, pokazano je da MPP+, pored toga Sto dovodi do citomorfoloskih promena koje
odgovaraju apoptozi, indukuje i fragmentacije DNK, $to je u skladu sa podacima iz literature.

Kandidatkinja Maja Jovanovi¢ Tucovi¢ je u svojoj doktorskoj disertaciji pokazala da
MPP+ dovodi do ranog porasta produkcije superoksidnog anjona, Sto je prethodilo padu
potencijala unutraSnje membrane mitohondrija. Ovakav rezultat je bio saglasan sa podacima iz
literature. Jo$ je osamdesetih godina proslog veka, nakon slucajnog otkrica MPP+ toksina,
postavljena je hipoteza da oksidativni stres i poremecena funkcija mitohondrija mogu biti deo
patogeneze koja prethodi degeneraciji DA neurona. Istrazivaci su ispitujuéi mehanizam
citotoksi¢nog dejstva MPP+ utvrdili da MPP+ indukuje oksidativni stres u DA neuronima
inhibicijom mitohondrijalnog kompleksa I LPE. Takode, u ovoj doktorskoj disertaciji
kandidatkinja je pokazala da oksidativni stres indukovan MPP+ toksinom prethodi padu
potencijala unutrasnje membrane mitohondrija. Ovakav rezultat je bio u skladu sa rezultatima
drugih studija koje su pokazale da je depolarizacija unutrasnje mitohondrijalne membrane
indukovana MPP+ toksinom zapravo rezultat udruzenog dejstva ROS 1 direktne inhibicije
NADH dehidrogenaze, kao i da dolazi do permeabilizacije spoljne membrane mitohondrija, i do
oslobadanja proapoptotskih proteina poput Cyt C, faktora indukcije apoptoze (AIF) i
SMAC/DIABLO kompleksa u citoplazmu.

Brojne studije su pokazale da oksidativni stres, pored toga Sto dovodi do oStecenja



mitohondrija, utice 1 na aktivnost velikog broja signalnih puteva uklju¢enih u proces
antioksidativne zastite, odrzavanje energetske homeostaze i na otklanjanjanje oStec¢enih proteina i
organela. Rezultati ove studije su pokazali da oksidativni stres izazvan delovanje MPP+ toksina
dovodi do aktivacije AMPK i Akt kinaze, da je aktivacija AMPK posredovana oksidativnim
stresom, kao i1 da prethodi aktivaciji Akt kinaze. U literaturi se mogu pronaci podaci da se u
uslovima hipoksije 1 oksidativnog stresa aktiviraju upravo ove dve kinaze. Naime, poznato je da
se AMPK aktivira u procesima u kojima raste odnos AMP/ATP, dok je u brojnim studijama
pokazano da aktivacija Akt kinaze, u uslovima oksidativnog stresa, dovodi do porasta aktivnosti
redoks-senzitivnih transkripcionih faktora, odnosno da aktivacija Akt signalnog puta moze imati
pozitivan efekat na transkripciju gena enzima antioksidativne zastite i da na taj nac¢in doprinosi
smanjenju oksidativnog stresa.

lako rezultati razli¢itih studija do danas nisu pokazali konzistentne rezultate o ulozi
AMPK u oste¢enju neurona u Parkinsonovoj bolesti, u ovoj disertaciji je pokazano da aktivacija
AMPK ima neuroprotektivni efekat. U ovoj studiji kandidatkinja je pokazala da primena MPP+
toksina dovodi do aktivacije AMPK kinaze. Naime, primenom farmakoloskih aktivatora AMPK
pokazano je da aktivacija AMPK ima pozitivan efekat na prezivljavanje Celija tretiranih MPP+
toksinom, dok je farmakoloska i genska inhibicija AMPK ukazala da je citoprotektivna aktivacija
Akt kinaze posredovana aktivacijom AMPK signalnog puta. Medutim, u literaturi se mogu
pronaci podaci da aktivacija AMPK moZe imati i citotoksi¢ni efekat na DA neurone. Jedno od
mogucih objasnjenja ovih studija u kojima je pokazano da AMPK ima negativan efekat na
prezivljavanje DA neurona, jeste da prekomerna aktivacija AMPK dovodi do produzene
inhibicije mTORCI1 1 da se na taj nacin remeti sinteza proteina, integritet i plasti¢nost sinapsi, §to
moze indukovati smrt DA neurona. Pored toga, primena farmakoloSke i genske inhibicije Akt
kinaze, u ovoj studiji su ukazale na jo§ jedan bitan podatak, a to je da MPP+/AMPK-zavisna
aktivacija Akt kinaze ima vaznu ulogu u smanjenju oksidativnog stresa Sto je u saglasnosti sa
rezultatima dobijenim u drugim studijama. Naime, poznato je da Akt kinaza moze uticati na
aktivaciju razliitih transkripcionih faktora, poput Nrf2 koji dalje pokrece transkripciju gena
enzima antioksidativne zastite poput NQO1, GCL i HO-1. Ono §to je posebno znacajno je da je u
ovoj studiji po prvi put pokazano da je aktivacija AMPK indukovana MPP+ toksinom, delimi¢no
odgovorna 1 za aktivaciju Akt signalnog puta. Rezultati ove studije ukazuju da AMPK-

posredovana aktivacija Akt signalnog puta inhibira MPP+-toksinom indukovani oksidativni



stres. Naime, u ovom istrazivanju je pokazano da farmakoloska i genska inhibicija Akt kinaze
nisu imale uticaj na aktivaciju AMPK signalnog puta, kao i da je MPP+/AMPK-zavisna
aktivacija Akt kinaze doprinela smanjenju oksidativnog stresa. lako u literaturi postoje podaci da
Akt moze imati inhibitorno dejstvo na AMPK, to nije bio slucaj sa rezultatom dobijenim u ovoj
disertaciji. Rezultati ove doktorske disertacije su bili u skladu sa podacima objavljenim u drugim
studijama u kojima je pokazana AMPK-zavisna aktivacija Akt na leukemijskim i neuronskim
¢elijama u odgovoru na AICAR (farmakoloski aktivator AMPK), tokom diferencijacije
mezenhimskih stem ¢elija u osteoblaste, u odgovoru endotelskih ¢elija na faktore rasta, kao i u
aktivaciji makrofaga indukovanoj bakterijskim lipopolisaharidom. Pored toga, u ovoj studiji je
pokazano da se ova meduzavisnost AMPK i1 Akt ne ostvaruje direktnom interakcijom ova dva
enzima, odnosno da do AMPK-zavisne aktivacije Akt kinaze dolazi indirektno, za sada jo$
nepoznatim mehanizmom. Iako ne postoji jasan konsenzus o ulozi AMPK u PB, rezultati ove
studije ukazuju da aktivacija AMPK u MPP+ modelu ima neuroprotektivni karakter, odnosno da
stiti ¢elije od neurotoksicnog dejstva MPP+. Ovakva uloga AMPK u MPP+ modelu bi se mogla
barem delimi¢no objasniti AMPK-zavisnom aktivacijom Akt signalnog puta i supresijom
oksidativnog stresa.

U ovoj studiji je takode pokazano da u ovom modelu dolazi do kasne indukcije autofagije
uz inhibiciju mTORCI1 kinaze i njenih nishodnih supstrata pS6k i1 4E-BP1 proteina. Primenom
razli¢itih farmakoloskih inhibitora autofagije, kandidatkinja je u svojim rezultatima pokazala da
je aktivirana kasna mTORC-1-zavisna citoprotektivna autofagija. Ovakav rezultat je u skladu sa
prethodno publikovanim rezultatima drugih istrazivackih grupa u kojima je koriS¢en inhibitor
mTORCI — rapamicin. Rezultati studija sa rapamicinom, pokazali su da inhibicija mTORCI ima
neuroprotektivno dejstvo i u in vivo i u in vitro toksi¢nim modelima PB. Takode, pokazano je da
je diskinezija kao posledica primene L-DOPA, izazvana upravo L-DOPA-zavisnom aktivacijom
mTOR signalnog puta u strijatumu misa, 1 da se moze spreciti primenom rapamicina ili nekog od
njegovih analoga. Nasuprot tome, u literaturi se mogu pronaci i podaci da MPTP, 6-OHDA i
rotenon suprimiraju aktivnhost mTOR kompleksa i smanjuju vijabilitet ¢elija. Nekonzistentnost
podataka u literaturi u vezi sa ulogom mTORCI u razli¢itim modelima PB bi se mogla objasniti
kao 1 u slu¢aju AMPK, duzinom trajanja tretmana 1 stepenom inhibicije mTORCI. Imajuéi u
vidu da mTORCI ucestvuje u regulaciji brojnih vitalnih, energetski zavisnih procesa poput rasta,

diferencijacije, sinteze lipida i proteina, inhibicija ovih procesa u uslovima energetskog stresa bi



u izvesnoj meri mogla imati citoprotektivni karakter. Sa druge strane, produzena inhibicija
mTORCI1-zavisnih procesa bi mogla da poremeti sintezu proteina, integritet 1 plasticnost sinapsi,
usled ¢ega moze do¢i do smrti DA neurona.

U ovoj studiji je po prvi put pokazano da oksidativni stres indukovan MPP+ toksinom
dovodi do aktivacije AMPK, koja dalje, sa jedne strane, indukuje aktivaciju Akt kinaze, koja ima
vaznu ulogu u prezivljavanju i inhibiciji oksidativnog stresa, dok, sa druge strane, pokrece
citoprotektivnu autofagiju koja je zavisna od mTORCI. Naime, u pojedinim studijama je
pokazano da razli¢iti neurotoksini imaju razli¢ite efekte na autofagiju, da 6-OHDA i rotenon
indukuju citotoksi¢nu autofagiju, dok MPP+ i parakvat indukuju citoprotektivnu autofagiju. U
ovoj disertaciji je primena razli¢itih farmakoloskih inhibitora autofagije uzorokovala povecanje
citotoksi¢nog dejstva MPP+. Pored toga, u ovoj studiji je pokazano i da aktivacija Akt kinaze
moze, u izvesnoj meri, kao aktivator mTORC1, da ima nepovoljan uticaj na aktivaciju AMPK i
njen citoprotektivni efekat, i to inhibicijom autofagije.

Rezultati ove studije ukazuju da AMPK ima citoprotektivno dejstvo u in vitro MPP+
modelu PB. Pored toga, rezultati ove doktorske disertacije su po prvi put pokazali da AMPK
svoje citoprotektivno dejstvo ostvaruje na najmanje dva nacina - pokretanjem AMPK/Akt-
zavisne inhibicije oksidativhog stresa 1 kasnom indukcijom AMPK/mTOR-zavisne
citoprotektivne autofagije. Imajuci u vidu da bi aktivacija AMPK signalnog puta mogla uticati na
kljuéne mehanizme ukljuc¢ene u proces ostecenja i umiranja DA neurona u PB, modulacija ovog
signalnog puta bi se mogla uzeti u razmatranje kao potencijalna meta za neuroprotektivne

terapijske strategije u PB.

D) Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije:

1. Jovanovic-Tucovic M, Harhaji-Trajkovic L, Dulovic M, Tovilovic-Kovacevic G, Zogovic N,
Jeremic M, et al. AMP-activated protein kinase inhibits MPP+-induced oxidative stress and apoptotic
death of SH-SYS5Y cells through sequential stimulation of Akt and autophagy. Eur J Pharmacol.
2019; (M22, IF 3.170)

2. Jovanovic-Tucovic, Maja, Markovi¢ Ivanka. The role of AMP-activated protein kinase in

neurodegeneration in Parkinson’s disease. Med Podml. 70(4):13-20.



E) Zakljuéak (obrazloZenje nauc¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ,,Uloga kinaze aktivirane adenozin monofosfatom i protein kinaze
B (PKB) u neurotoksi¢nom oste¢enju izazvanom 1-metil-4-fenil piridinijjumom u uslovima in
vitro* (Role of adenosine monophosphate-activated protein kinase and protein kinase B (PKB)
in neurotoxic damage induced by 1-methyl-4-phenylpyridinium in vitro), kandidatkinje Maje
Jovanovi¢ Tucovi¢, predstavlja originalan naucni doprinos u razjasnjavanju uloge protein kinaze
aktivirane adenozin monofosfatom (AMPK) i protein kinaze B (PKB) u neurotoksi¢cnom
oSte¢enju neurona izazvanom l-metil-4-fenil piridinijumom. Rezultati ovog istrazivanja
doprinose razjaSnjavanju mehanizama koji se nalaze u osnovi oSte¢enja 1 smrti dopaminergickih
neurona i dodatno ukazuju na moguce strategije u modulaciji neurodegeneracije u Parkinsonovoj
bolesti. Po svom sadrzaju i1 formi, dobro napisanom uvodnom delu, jasno postavljenim
istrazivackim ciljevima, dobro osmisljenoj metodologiji uz kori§¢enje raznovrsnih i savremenih
molekularno-bioloskih tehnika, precizno iznetim rezultatima rada, razloznoj diskusiji 1 dobro
formulisanim zakljuccima ispunjava sve kriterijume dobro napisanog nau¢nog rada, pa ova
komisija predlaze Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da usvoji
pozitivan izvestaj o doktorskoj disertaciji Maje Jovanovi¢ Tucovié¢, i da odobri njenu javnu

odbranu.
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