NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA

UNIVERZITETA U BEOGRADU

Odlukom Naucnog veca Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu od 14. 04.
2016. godine, odredena je Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije ,,Statini
pospesSuju zarastanje rana blokirajuci aktivaciju glukokortikoidnog receptora farenzil
pirofosfatom, meduproizvodom u sintezi holesterola“ kandidata dr SaSe Vukeli¢a,

magistra medicinskih nauka, u sastavu:

1. Prof.dr Ana Savi¢ Radojevi¢, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
2. Doc.dr Snezana Minié, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
3. Prof. dr Dejan Baski¢, Medicinski fakultet Univerziteta u Kragujevcu

Mentor ove doktorske disertacije je doc. dr Svetlana Popadi¢, a komentor prof. dr

Marjana Tomi¢-Canic.

Nakon detaljnog pregleda prilozene dokumentacije, konsultacija sa mentorom,
komentorom 1 kandidatom, a prema kriterijumima za ocenu doktorske disertacije, Clanovi

Komisije podnose Nau¢nom veéu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu sledeci

|ZVESTAJ

A. Prikaz sadrzaja disertacije:

Doktorska disertacija ,,Statini pospeSuju zarastanje rana blokirajuci aktivaciju
glukokortikoidnog receptora farenzil pirofosfatom, medjuproizvodom u sintezi
holesterola“ je napisana na 70 strana i podeljena je u devet poglavlja Uvod (12 strana),
Ciljevi (1 strana), Materijal i metode (7 strana), Rezultati (22 strane), Diskusija (8 strana),
Zakljucci (1 strana), Literatura (18 strana) i Skracenice (1 strana). Disertacija ukljucuje 2
sheme, 14 priloga, kao i 119 bibliografskih jedinica.

UVOD se sastoji od 9 celina i ukljuCuje dve sheme. Uvod obuhvata definiciju i

epidemioloSke odlike akutnih i hroniCnih rana, analizu faza u zarastanju akutnih rana i



molekularne mehanizme koji ih kontroliSu, zna€gj inhibitornih signala u procesu zarastanja
akutnih rana | patogenezi poremecga zarastanja, ulogu glukokortikoidnih hormona u
inhibiciji zarastanja rana i njihov signalni mehanizam dejstva. Dodatho je razmatran
funkcionalni znafg farnezil pirofosfata (FPP) kao intermedijarnog metabolita u
mevalonatskom putu sinteze holesterola i farnezilacije proteina, njegovo dejstvo kao liganda
za nuklearne hormonske receptore, a narocito glukokortikoidni receptor. Posebno je
razmatrana uloga FPP-a i mevalonatskog sintetskog puta u mehanizmu dejstva plejotropnih
efekata statina i znaCg ovih efekata u reparaciji tkiva sa posebnim osvrtom na zarastanje

rana.

CILJEVI ISTRAZIVANJA su jasno definisani i obuhvatgju: 1. Dokazivanje da
promena koncentracije FPP menja aktivnost GR i utiCe na transkripciju gena naizolovanim
[judskim keratinocitimain vitro koZzi ljudi ex vivo; 2. Ispitivanje da li povecanje koncentracije
endogenog FPP-a inhibicijom skvalen sintetaze i dodavanje egzogenog FPP-a imagju isti
efekat na aktivaciju glukokortikoidnog receptora, produkciju proinflamatornih medijatora i
migraciju izolovanih  keratinocita in vitro; 3. Analizu uticga inhibicije
izoprenilacije/farnezilacije proteina na aktivaciju glukokortikoidnog signalnog puta FPP-om;
I 4. Ispitivanje uticgja promene koncentracije FPP-a i aktivacije glukokortikoidnog receptora

na dinamiku zarastanja akutnih rana ex vivo.

U poglavlju MATERIJAL | METODE opisana su tehnike gajenja keratinocita i
organokulture humane koze, histopatologija i imunocitohemijsko bojenje, test migracije
keratinocita i ex vivo model zarastanja akutne rane. Opisane su standardne molekularno-
bioloske tehnike izolacije proteina i imunoblot. Takode, detaljno i jasno su opisane metode
izolacije i preciscavanja RNK 1 DNK, esg imunoprecipitacije hromatina, tehnika
transkripcionih profila (DNK mikroCip), plazmidi, tehnika tranzijentne transfekcije ¢elija i

esg) hloramfenikol acetiltransferaze.

U poglavlju REZULTATI sistematicno i detaljno, u sedam odeljaka, opisani su
rezultati ispitivanja dejstva endogenog i egzogenog FPP-a na aktivaciju glukokortikoidnog
signalnog puta i regulaciju transkripcije ciljnih gena. Utvrdene su dlicnosti i razlike
specifi¢nih transkripcionih efekata glukokortikoidnih hormona i FPP-a u keratinocitima,
koris¢enjem genomske tehnike transkripcionih profila Ispitan je efekat egzogenog i
endogenog FPP-a na migraciju keratinocitai epitelizacija akutnih rana, kao i uloga aktivacije

glukokortikoidnog signalnog puta i farnezilacije proteina u tim efektima. Utvrden je znacg



represije keratina 6 za inhibiciju epitelizacije rana FPP-om. Takode, ispitivan je efekat
mevastatina na aktivaciju glukokortikoidnog receptora FPP-om, kao i njegovo destvo na
migraciju keratinocita i dinamiku zarastanja rana. Dobijeni rezultati su ilustrovani sa 15
priloga. Detaljan opis dobijenih rezultata dat je u odeljku B ovog izvestaja.

U poglavlju DISKUSIJA kandidat je na sveobuhvatan i detaljan nacin povezao
rezultate ovog istraZzivanja sa rezultatima slinih istrazivanja objavljenih u medunarodnim
naucnim cCasopisima. Na osnovu toga, kandidat je izneo svoje zakljucCke i hipoteze koji
objasnjavaju rezultate ove doktorske disertacije u kontekstu rezultata drugih autora koji imaju
isti naucni interes. Rezultati istrazivanja koji su dobijeni po prvi put i o kojima ne postoje

dostupni podaci u naucnoj literaturi, objasnjeni su na odgovarajuci nacin.

U poglavlju ZAKLJUCCI navedeni su najznaGajniji zakljucci koji su potpuno u

skladu sa navedenim ciljevima istrazivanja i dobijenim rezultatima.

U poglavlju LITERATURA navedeno je 119 bibliografskih jedinica. Bibliografske

jedinice su citirane vankuverskim stilom.

B. Kratak opisnajvaznijih rezultata

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju da egzogeno dodati FPP moZe da
aktivira glukokortikoidni signalni put u keratinocitima deluju¢i kao agonista GR,
nezavisno od prisustva glukokortikoidnih hormona in vitro i ex vivo. Identican rezultat
dobijen je poviSenjem nivoa endogenog FPP-a u cCelijama, inhibicijom enzima skvalen
sintetaze zaragozinskom kiselinom (ZGA). Interesantan je nalaz da mevastatin sprecava
aktivaciju receptora sa ZGA. Eksperimentalni rezultati ukazuju da su ovi efekti direktna
posledica vezivanja egzogenog ili endogenog FPP-a za glukokortikoidni receptor, a ne
modulacije biosinteze holesterola ili farnezilacije proteina. Poredenje specifi¢nih
transkripcionih efekata deksametazona i FPP-a, analizom transkripcionih profila
pokazalo je znacajno, ali ne i potpuno, preklapanje izmedu gena regulisanih
glukokortikoidima i FPP-om. Analiza genskog profila u (Celijama sa vecom
koncentracijom FPP, ukazala je na inhibiciju gena znacajnih za interferon y signalni put,
citomotilitet i remodelovanje ekstracelularnog matriksa. U daljem istrazivanju
koriS¢enjem funkcionalnih studija autor je pokazao da i FPP i ZGA inhibiraju migraciju

keratinocita i epitelizaciju in vitro i ex vivo i da je inhibicija zarastanja rana delom



posledica represije keratina 6. Na kraju, dokazana je hipoteza da mevastatin delujuci
kao inhibitor enzima 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA-reduktaze, ne samo da neutraliSe
efekat ZGA na aktivaciju GR i inhibiciju epitelizacije, ve¢ i sui generis stimuliSe

epitelizaciju akutnih rana sniZavajuci nivo endogenog FPP.

C. Uporedna analizarezultata kandidata sa rezultatimaiz literature

Mnogobrojni podaci iz savremene literature ukazuju da statini pored svoje izuzetno
vazne uloge u terapiji ateroskleroze, mogu na osnovu svojih pleotropnih efekata imati i
znaCajno dejstvo na reparaciju tkiva i zarastanje rana. Medutim, mehanizam pleotropnih
efekata statina nije dosada u potpunosti razjasnjen. Klasi¢ni mehanizam dejstva, opisan u
literaturi je inhibicija farnezilacije, usled smanjenja nivoa endogenog FPP-a. Rezultati
ove doktorske disertacije ukazuju da postoji novi natin nakoji statini ostvaruju svoje efekte |
koji se zasniva na modulaciji aktivnosti glukokortikoidnog signalnog puta. Prethodno je u
literaturi opisano da FPP moze da se veze kao ligand za niz nuklearnih hormonskih receptora
poput tiroidnog, estrogenog i glukokortikoidnog receptora. Medutim, prvi put je opisano u
ovo] disertaciji da FPP ne predstavlja samo putativni ligand, ve¢ i agonistu za
glukokortikoidni receptor. Razlike u transkripcionom profilu izmedu klasicnog agoniste
deksametazonai FPP-a, koje je autor pokazao u radu, mogu da poticu ili od degjstva FPP-a na
druge nuklearne receptore i barem delimi¢no usled njegovog dejstva kao meSovitog agoniste
antagoniste ili parcijalnog agoniste. Ovo je u skladu sa istrazivanjima drugih autora koja su
pokazala da se receptor aktiviran parcijalnim agonistom vezuje za DNK na drugaciji nacin,
Sto utiCe na njegov kapacitet za regrutaciju koregulatora i remodelovanje hromatina.
Naravno, ovo sve ima znacajne posledice na promenu ekspresije ciljnih gena.

Podaci iz literature ukazuju da statini mogu imati korisnu ulogu u zarastanju rana, Sto
je u skladu sa rezultatima prezentovanoj u ovoj studiji. Rezultati ove doktorske disertacije i
publikovani rad koji €ini deo doktorske disertacije po prvi put detaljno opisuju molekularne
procese koji predstavljgju osnovu ovog destva, sa posebnim osvrtom na aktivaciju
glukokortikoidnog signalnog puta, migraciju keratinocita, ekspresiju keratina 6 i epitelizaciju
rana. Jasno je pokazano da su ovi efekti statina posledica inhibicije sinteze FPP-a. U skladu
sa tim, rezultati ovog istrazivanja ukazuju da modulacija sinteze holesterola i farnezilacija
proteina nije znacajna za pozitivno dejstvo statina na zarastanje rana, zarazliku od prethodno
objavljenih studija.



Objavljeni ili saopsteni rezultati koji Cine deo teze

1. Vukelic S, Stojadinovic O, Pastar |1, Vouthounis C, Krzyzanowska A, Das S,
et al. Farnesyl pyrophosphate inhibits epithelialization and wound healing
through the glucocorticoid receptor. The Journal of biological chemistry.
2010;285(3):1980-8

D. ZakljuCak (obrazlozenje nau¢nog doprinosa disertacije)

Rezultati ove doktorske disertacije predstavljaju originalan, aktuelan i znaCajan
naucni doprinos razumevanju mehanizma dejstva pleotropnih efekata statina i njihovoj
potencijalnoj terapijskoj ulozi u stimulaciji zarastanja akutnih i hroni¢nih rana. Sustinu ovog
otkri¢a predstavlja nalaz da FPP, meduproizvod u biosintezi holesterola, moZe da inhibira
epitelizaciju i zatvaranje rana deluju¢i kao agonista glukokortikoidnog receptora.
Genomski profil FPP-a pokazuje znacajno preklapanje sa transkripcionim efektima
glukokortikoidnih hormona. Ovo otkri¢e predstavlja novi pomak u razumevanju
bioloske uloge steroidnih hormona i njihovih receptora, jer u ovom slucaju funkcionalna
aktivacija glukokortikoidnog signalnog puta ne zavisi od prisustva kortikosteroida i
posledica je dejstva endogeno prisutnog metabolita koji ne pripada steroidnoj familiji
molekula.

Doprinos ove teze boljem razumevanju plgotropnih efekata statina predstavlja nalaz
da ovi lekovi promoviSu zarastanje rana upravo na osnovu inhibicije mevalonatskog
sintetskog puta i konsekventnog smanjenju nivoa endogenog FPP i posledi¢no njegovog
dejstva na GR. S druge strane, pokazali smo da statini promoviSu zarastanje rana
novootkrivenim mehanizmom dejstva, koje se upravo zasniva na inhibiciji
mevalonatskog sintetskog puta i konsekventnom smanjenju nivoa endogenog FPP. i
njegovog dejstva na GR. Ovi rezultati pruzaju uvid u do sada nepoznate mehanizme
regulacije zarastanja rana i otvaraju mogucnost novih terapijskih pristupa u koriS¢enju

statina kao lekova u terapiji, kako akutnih tako i hroni¢nih rana.






E. Predlog komisije za ocenu zavrsene doktorske disertacije

Doktorska disertacija pod nazivom ,,Statini pospeSuju zarastanje rana blokirajuci
aktivaciju glukokortikoidnog receptora farenzil pirofosfatom, medjuproizvodom u
sintezi holesterola”“ kandidata dr SaSe Vukeli¢, magistra medicinskih nauka, po svom
sadrzaju i formi, dobro napisanom uvodnom delu, jasno postavljenim istraZzivackim
ciljevima, koris¢enoj savremenoj metodologiji, precizno iznetim rezultatima rada, razloznoj
diskusiji i dobro formulisanim zakljuccima ispunjava sve kriterijume dobro osmisljene,

uradene i napisane doktorske disertacije.

Stoga, Komisija sa zadovoljstvom predlaze Nauc¢hom vec¢u Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu da prihvati doktorsku disertaciju pod nazivom ,,Statini pospesuju
zarastanje rana blokiraju¢i aktivaciju glukokortikoidnog receptora farenzil
pirofosfatom, medjuproizvodom u sintezi holesterola” kandidata dr Sase Vukelic,

magistra medicinskih nauka, i odobri javnhu odbranu.

Mentor: Clanovi Komisije
Doc. dr Svetlana Popadic Prof. dr Ana Savi¢ Radojevic¢
Komentor: Doc. dr SneZana Mini¢

Prof. dr Marjana Tomic-Canic Prof. dr Dejan Baskic



