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IZVESTAJ

A. Prikaz sadrZaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija ,,Ispitivanje terapijskog dejstva arilpiperazinskih
dopaminergickih liganada u modelu multiple skleroze kod pacova“ sadrzi sedam
poglavlja. Uvod, Ciljevi, Materija i Metode, Rezultati, Diskusija, ZakljuCak i
Literatura. Disertacija je napisana na 100 strana, sadrzi 19 dlika, 4 tabelei 1 Semu. U
poslednjem poglavlju je pregled literature koja je citirana u doktorskoj disertaciji i
sadrzi 250 navoda.

UVOD je izloZzen na 20 strana, i sastoji seiz 3 odeljka. U prvom odeljku, koji
je podeljen u 8 celina, kandidat daje podatke o etiologiji Multiple skleroze (MS)
predstavljajuci nekoliko teorija kojima se objasSnjava nastanak ove bolesti kao Sto su:
autoimunska, infektivna (virusna), i neurodegenerativna teorija. Druga celina se bavi
epidemiologijom bolesti. U treCoj i Cetvrtoj celini kandidat objaSnjava uticg
sredinskih faktora (infektivni agensi, izlozenost suncevoj svetlosti i ultra ljubicastom
zraCenju, nedostatak vitamina D, puSenje i gojaznost) i genskih faktora (geni glavnog
kompleksa histokompatibilnosti, kao i uticaj mutacijai polimorfizama drugih gena sa
malim efektom koji zbirno doprinose osetljivosti na nastanak bolesti). U petoj celini
predstavlijene su klinicke forme MS-a, kao heterogene bolesti kako u pogledu
histopatologije tako i u odnosu na njene klinicke manifestacije, navodecCi osnovne
odlike Cetiri tipa bolesti: relapsno-remitentnog, primarno-progresivnog, sekundarno-
progresivnog i progresivno-relapsnog tipa. U narednoj celini kandidat predstavlja
savremena saznanja o osnovnoj patohistoloskoj odlici bolesti - demijelinizacionim
ZariStima/plakama, njihovom Ccelijskom sastavu i rasprostranjenosti u centralnom
nervnom sistemu, kao i o klinickim posledicama patoloske demijelinizacije aksona. U
sedmoj celini kandidat se posebno osvre na slozenost celijskih i molekularnih
mehanizama ukljucenih u imunopatogenezu MS-a, objasnjavajuéi doprinos CD4" i
CD8" T éelija specificnih za mijelin, kao i doprinos B-éelijai autoantitela u nastanku
inflamacije nervog sistema; dalje istiCe raznovrsnost autoantigena, kao i ulogu brojnih
solubilnih medijatora neuroinflamacije kao Sto su citokini. U poslednjoj celini prvog
odeljka kandidat predstavlja osnovne terapeutike i mehanizme njihovog destva u
savremenom leCenju pacijenata. S obzirom da najveCi deo saznanja koja danas
posedujemo o0 MS-u poticu od animalnih modela ove bolesti, u drugom odeljku koji je
podeljen u 4 celine, kandidat predstavalja prednosti animalnih modela u proucavanju
ove bolesti, sa posebnim osvrtom na eksperimentalni autoimunski encefalomijelitis
(EAE), Cije odlike i puteve indukcije objasnjava u drugoj celini ovog odeljka. U
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narednoj celini kandidat daje podatke o imunopatogenezi EAE-a, ulozi
encefalitogenih T-Celija i njihovih najvaznijih efektorskih molekula — citokina, kao i
doprinosu B limfocita u nastanku EAE-a. U poslednjoj celini drugog odeljka kandidat
diskutuje primenljivost EAE-a kao modela u izu€avanju MS-a, kao i njegova glavha
ograni¢enja. U nastavku uvoda, u treCem odeljku, kandidat predstavlja osnovne
podatke o arilpiperazinskim dopaminergickim ligandima, Ciji efekat na model EAE
predstavlja temu ove teze. lako je u prethodnim in vitro studijama pokazano da
arilpiperazinski dopaminergicki ligandi ostvaruju antiinflamatorno i neuroprotektivno
dejstvo u razliCitim eksperimentalnim sistemima, do sada nije ispitivan njihov efekat
u in vivo modelu autoimunske bolesti, kakav je EAE, iz Cega proizilazi i radna
hipoteza da bi arilpiperazinski dopaminergicki ligandi mogli imati protektivno
dejstvo i u modelu MS-a.

CILJEVI ISTRAZIVANJA su jasno definisani: ispitivanje efekata
arilpiperazinskih dopaminergickih liganada na klinicki tok bolesti i inflamaciju CNS-a
u modelu EAE-a, kao i ispitivanje celularnih i molekularnin mehanizama anti-
inflamatornog dejstva arilpiperazina u EAE-u.

MATERIJAL i METODE su jasno i pregledno izloZeni na 16 strana u
jedanaest odeljaka i sadrze 3 tabele. U prvom odeljku navedene su karakteristike
eksperimentalnih Zivotinja koris¢enih u istrazivanju. Zatim je, u drugom odeljku,
naveden nacCin indukcije EAE-a, kao i nacin procene klinickih znakova bolesti. U
treCem odeljku ovog segmenta teze, kandidat opisuje tretman eksperimentalnih
Zivotinja arilpiperazinskim ligandima 6a i 6b. Cetvrti odeljak se odnosi na opis
pripreme Celijskih suspenzija i kultivisanja Celija, gde se daje opis medijuma za
pripremu i kultivisanje Celija; naCin izolovanja i odredivanja broja Celija limfnog
Cvora, kao i nacCin izolovanja monunuklernih celija kicmene moZzdine. Peti odeljak
ovog segmenta teze pruza detaljan uvid u metodu protocne citofluorimetrije i izlaze
ukratko protokole primenjene za specificna bojenja, u cilju detekcije membranskih
molekula, kao i unutaréelijskih citokina. U Sestom odeljku kandidat opisuje
odredivanje nivoa ekspresije gena, pocevsi od protokola za izolaciju RNK, preko
reverzne transkripcije u cDNK, da bi se upotrebom navedenih specificnih prajmera i
proba odredio relativni nivo ekspresije gena proinflamatornih i anti-inflamatornih
citokina i medijatora, kao i transkripcionih faktora upotrebom metode kvantitativnog
real time PCR-a (QRT-PCR). Opis tehnike imunoblota, sa ciljem ispitivanja nivoa
aktivacije unutarcCelijskih kinaza Src, Akt, AMPK, p70S6K, kao i PARP polimeraze
izloZzen je u sedmom odeljku. U ovom odeljku je opisan i naCin kvantifikacije
aktivnosti specificnih proteina primenom denzitometrijske analize koris¢enjem
kompjuterskog programa ImageJ. U narednom odeljku opisana je histoloska analiza
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uzoraka kicmene mozdine pacova obojenih hematoksilin-eozinom (HE), pri Cemu je
morfometrijska analiza oblasti sa infiltratom mononuklearnih Ccelija izvedena
koriscenjem Fiji (ImageJ) softvera. U devetom odeljku ovog segmentateze dat je opis
naCina detekcije apoptotskih Celija sa fragmentiranom jedarnom DNK (TUNEL esg))
u tkivu CNS-a. Deseti odeljak opisuje protokol za in vitro kokultivaciju
oligodendrocitne Celijske linije pacova (OLN93) i Celijske linije feohromocitoma
pacova (PC12) sa limfocitima neimunizovanih ili imunizovanih pacova stimulisanih
mitogenom, odnosno antigenom. Potom kandidat opisuje kolorimetrijsko odredivanja
Celijskog vijabiliteta OLN93 i PC12 celija upotrebom MTT metode. Jedanaesti
odeljak ovog segmenta teze dagje prikaz statistickih metoda koris¢enih u analizi
podataka. Za poredenje rezultata dobijenih za nezavisne uzorke koriséen je
parametarski — Studentov t-test ili jednosmerna analiza varijanse (ANOVA), pracena
Student-Newman-Keuls-ovim testom za viSestruka poredenja. Vrednosti p<0,05
smatrane su statisticki znacajnim.

REZULTATI su predstavijeni na 26 strana, u 7 odeljaka i sadrze 19 dikai
jednu tabelu, kao i propratna objasnjenja koja se odnose na podatke prikazane na
dlikamai tabeli.

U prvom odeljku ovog poglavlja teze prikazan je uticgy kontinuiranog
tretmana arilpiperazinima na klinicke znake EAE-a. Prikazani su rezultati ispitivanja
akutne toksic¢nosti i moguce interferencije sa klinickim znacima EAE-a u tretmanu
arilpiperazinima 6ai 6b, kao i njihov utica na klinicke znake i promenu telesne mase
u kontinuiranom tretmanu arilpiperazinima u EAE-u.

Zatim su, u drugom odeljku, izlozeni rezultati ispitivanja uticga arilpiperazina
na klinicke znake EAE-a tokom selektivnog tretmana samo u induktivnoj ili
efektorskoj fazi bolesti. Treci odeljak se odnosi na ispitivanje uticaja arilpiperazina na
infiltraciju imunskih Celija u centralni nervni sistem tokom EAE-a, kao i na brojnost
mononuklearnih celija u drenirajuéim limfnim ¢vorovima. U cilju rasvetljavanja
molekularnin mehanizma neurotoprotektivnog delovanja arilpiperazina in vivo, u
narednom odeljku predstavljeni su rezultati ispitivanja njihovog uticaja na ekspresiju
gena za inflamatorne medijatore/regulatore: IL-12, IL-6, IL-23, RORyt, TGF-3, TNF,
GM-CSF, IL-17, IL-1Ra, IFNy, IL-10, Foxp3, T-bet i IL-1B u tkivu centralnog
nervnog sistema, kao i u mononuklearnim celijama infiltriranim u centralni nervni
sistem tokom EAE-a Peti odeljak se odnosi na rezultate istrazivanja uticga
arilpiperazina na zastupljenost razlicitin celijskih populacija, i njihove produkcije
citokina, kao sto su CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD11b/c+, CD4+IFNy+, CD4+I1L10+,
CD4+IL17+, CD8+IFNy+ i CD8+IL10+ celije u infiltratu mononuklearnih celija
tokom EAE-a. Sesti odeljak se odnosi na dalje ispitivanje mehanizama pokazanog
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protektivnog dejstva arilpiperazina in vivo, s ¢im u vezi su prikazani rezultati
istrazivanja uticgja arilpiperazina na apoptozu u kicmenoj mozdini pacova sa EAE-
om, kao i njihov uticg na aktivnost Akt/mTOR signalnog puta, posebno obracajuci
paznju na aktivnost kinaza Src, Akt, AMPK, mTOR, p70S6k, kao i aktivnost
apoptotskog markera PARP u homogenatu kicmene mozdine bolesnih pacova.

U poslednjem, sedmom odeljku, prikazani su rezultati koji ukazuju na
protektivnu ulogu arilpiperazina in vitro, gde je predstavljena anaiza uticga
arilpiperazina na vijabilitet Celijskih linija OLN93 i PC12, kokultivisanih sa
mitogenom-stimulisanim mononuklearnim celijama normalnog limfnog ¢&vora,
odnosno sa antigenom (MBP) stimulisanim mononuklearnim celijama drenirajuceg
limfnog Cvora pacova sa EAE-om. U cilju boljeg razumevanja molekularnog
mehanizma dejstva arilpiperazina poseban segment se odnosi na analizu njihovog
uticaja na ekspresiju gena za inflamatorne medijatore/regulatore 1L-12, IL-6, I1L-23,
RORyt, TGF-B3, TNF, GM-CSF, IL-17, IL-1Ra, IFNy, IL-10, Foxp3, T-bet i IL-1f u
nespecificno i specificno stimulisanim mononuklearnim celijama limfnog Cvora in
vitro.

Svaki rezultat je analiziran na odgovarajuci nacin, i naosnovu njegaje izveden
jasan i logican zakljucak.

U poglavlju DISKUSIJA, koje je izloZzeno na 11 strana, rezultati istrazivanja
su razmatrani na sveobuhvatan nacin i tumaceni u skladu sa podacima iz literature.
Prvi deo diskusje se odnos na ispitivanje delovanja arilpiperazinskih
dopaminergickih liganada u razliitim fazama EAE-a, da bi u nastavku bio razmatran
Celijski i molekularni mehanizam neuroprotektivnog delovanja arilpiperazina
Anaizom rezultata pokazano je znaCajno smanjenje broja Celija infiltriranih u
centralni nervni sistem bez uticaja na ekspresiju najznacajnijih transkripcionih faktora
i citokina koji su ukljuceni u inflamaciju CNS-a, zatim odsustvo uticgja na promenu
Celijskog sastava inflamatornih infiltrata, smanjenje apoptoze Ccelija centralnog
nervnog sistema, kao i in vitro spaSavanje oligodendrocitnih i neuronskh celijskih
linija, Sto je diskutovano u kontekstu poznatih podataka iz literature. Kao jedan od
mogucih mehanizama koji dovodi do neuroprotekcije razmatrano je povecanje
aktivnosti Akt/mTOR signalnog puta, Ciji znacaj u prezivljavanju celija je dobro
poznat iz prethodno objavljenih studija.

U poglavlju ZAKLJUCAK kandidat je iz svojih rezultata izveo jasne i

nedvosmislene zakljuCke, koji su u potpunosti odgovorili na postavljene ciljeve
istrazivanja.

U poglavlju LITERATURA navedeno je 250 referenci po abecednom redu,
koje su u disertaciji citirane harvardskim stilom.



B. Opispostignutih rezultata

Rezultati ovog istraZivanja su nagjpre pokazali da ispitivani derivati
arilpiperazina 6ai 6b ne ispoljavaju toksicnost ni efekte koji bi mogli da interferirgju
sa klinickim znacima EAE-a. Pokazano je da oba tretmana znaCajno snizavaju
klinicke manifestacije EAE-a u viSe vremenskih taCaka, pri cemu je derivat 6b imao
izrazenije protektivno dejstvo. Dodatne analize su pokazale da je pocCetak bolesti bio
odlozen, a zbirna kliniCka ocena znaCajno niza u grupi zivotinja tretiranih
arilpiperazinima. Zbog bolje efikasnosti derivat 6b je uglavnom koris¢en u narednim
eksperimentima. Analiza promene telesne mase Zivotinja je pokazala da tretman
arilpiperazinima spreCava gubitak telesne mase, $to je dodatno potvrdilo njihovo
protektivno degjstvo. Da bi se detaljnije ispitala faza bolesti u kojoj ispitivani derivati
ispoljavaju zastitini efekat izveden je niz eksperimenata koji su pokazali da za razliku
od kontinuiranog tretmana nikakav zastitni efekat nije primecen kod pacova tretiranih
arilpiperazinima tokom induktivne faze EAE-a. Suprotno tome, kada su
eksperimentalne Zivotinje tretirane tokom efektorske faze bolesti primecena je mnogo
blaZza forma EAE-a, Sto se manifestovalo znacajno nizim ocenama ispoljenih klinickih
znakova.

Rezultati izneti u ovoj tezi su takode pokazali da su perivaskularni Celijski
infiltrati, kao i oni uoceni u povrsinskim delovima bele mase kicmene mozdine, bili
manji kod tretiranih pacova. S tim u vezi, morfometrijska analiza je pokazala da je
ispitivana povrsina preseka kicmene moZzdine infiltrirana inflamatornim celijama bila
znaCajno manja kod zivotinja tretiranih arilpiperazinima, dok je protocna
citofluorimetrija potvrdila zna€ajno smanjenje broja mononuklearnih Celija
infiltriranih u CNS kod pacova tretiranih arilpiperazinima. Sa druge strane, analiza
brojnosti mononuklearnih celija u drenirajucim (poplitealnim) limfnim ¢vorovima nije
pokazala statisticki znacaju promenu broja Celija Zivotinjatretiranih aril piperazinima.

Rezultati qRT-PCR-a su pokazali da tretman arilpiperazinima znacajno
snizava ekspresiju IRNK ispitivanih inflamatornih medijatora (kao Sto su TNF, IL-6,
IL-1, GM-CSF, IL-17, IL-10, TGF-B, IL-1Ra, T-bet ,RORyt i Foxp3), u tkivu CNS-a
u vrhuncu bolesti. S druge strane, anadliza nivoa iRNK za proinflamatorne i
antiinflamatorne medijatore u mononuklearnim celijama infiltriranim u CNS, nije
pokazala znacajne razlike izmedu kontrolnih i zivotinja tretiranih arilpiperazinima.

Rezultati ove teze su takode pokazali kvantifikacijom na protocnom
citofluorimetru da nema znacajne razlike u procentualnoj zastupljenosti rezlicitih
Gelijskih grupa, kao §to su: CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD11b/c+, CD4+ IFN-y",
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CD4+ IL-17", CD4+ IL-10", CD8+ IFN-y", i CD8+ IL-10" ¢elija u infiltratu
mononuklearnih ¢elija 14. dana EAE-a

U skladu sa protektivnim efektom arilpiperazina, pokazana je znaCajno manja
zastupljenost TUNEL-pozitivnih Celijskih jedara na presecima kiCmene mozdine
bolesnih tretiranih Zivotinja, ukazujuéi na to da tretman arilpiperazinima utiCe na
smanjenje apoptotske smrti Celija CNS-a tokom EAE-a. Takode je imunoblot
analizom pokazano da arilpiperazini smanjuju aktivnost polimeraze PARP, koja je
jedan od markera apoptoze.

U nastavku istrazivanja mehanizama protektivnog dejstva arilpiperazina
imunoblot analiza homogenata tkiva ki¢mene mozZdine imunizovanih pacova je
pokazala da tretman znaCajno povecava fosforilaciju, a time i aktivnost
antiapoptotskih molekula Akt i p70S6 kinaze, koja je direktan supstrat mTOR-a. Sa
druge strane, imunoblot analiza nije otkrila znacajnu promenu u stepenu fosforilacije
tirozin kinaze Src, AMPK, i mTOR-a

Rezultati in vitro eksperimenata su pokazali da mitogenom (ConA)
stimulisane mononuklearne celije limfnog ¢vora pacova, kao i antigenom (MBP)
stimulisane mononuklearne Celije drenirajuc¢eg limfnog ¢vora imunizovanih pacova
znaCajno smanjuju vijabilitet oligodendrocitne Celijske linije OLN93 i neuronske
Celijske linije PC12, dok je tretman arilpiperazinima delimi¢no ponistio ovaj
citotoksicni efekat. Ispitujuci dalje mehanizam zastitnog dejstva in vitro, analiza nivoa
IRNK za proinflamatorne citokine TNF, IL-6, IL-1, i GM-CSF, Thl citokine IL-12 i
IFN-y, Th17 citokine IL-23 i IL-17, anti-inflamatorne/imunosupresivne medijatore
kao Sto su IL-10, TGF-B, i IL-1Ra, kao i za transkripcione faktore Kkljucne u
polarizaciji Thl Celija (T-bet), Th17 Celija (RORyt) i regulatornih T Celija (Foxp3) u
mononuklearnim celijama, nije pokazala znacajnu razliku izmedu kontrolnih i Celija
tretiranih arilpiperazinima. Na osnovu ovih rezultata moZze se zakljuCiti da
arilpiperazini direktno Stite oligodendrocitne i neuronske celije od oStecenja
posredovanog imunskim celijama in vitro, bez ispoljavanja ocigledne
imunomodul atorne aktivnosti.

Iz svega navedenog, moze se zakljuCiti da arilpiperazini svoje protektivno
dejstvo ostvaruju tokom efektorske faze bolesti, tako S$to smanjuju infiltraciju
inflamatornih Celija u CNS ne uti¢uci na aktivaciju i ekspanziju mononuklearnih Celija
u perifernim limfoidnim organima. Na taj nacin, ova jedinjenja smanjuju ekspresiju
inflamatornih medijatora u tkivu CNS-a, ne menjajuci pri tome ekspresiju istih
molekula u infiltriranim mononuklearnim celijama i Celijski sastav inflamatornog
infiltrata. Arilpiperazini smanjuju apoptozu Celija u CNS-u i povecavaju aktivnost
antiapoptotskog signalnog puta Akt/p70S6 kinaza u CNS-u EAE pacova, dok invitro
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direktno Stite oligodendrocite i neurone od oStecenja posredovanog T-Eelijama, bez
direktnog imunomodul atornog dejstva.

C. Uporedna analizarezultata kandidata sa rezultatima literature

Rezultati ove teze su, koris¢enjem pacovskog EAE modela MS-a, po prvi put
pokazali in vivo sposobnost novosintetisanih arilpiperazinskih derivata 6a i 6b da
smanje inflamaciju centralnog nervnog sistema posredovanu autoimunskom
reakcijom. Protektivno degjstvo ovih jedinjenja ogledalo se u snizavanju maksimalne
kliniCke ocene bolesti, odlaganju i smanjenju infiltracije imunskih celija u CNS,
smanjivanjem apoptoze, kao i porastom aktivnosti anti-apoptotskih kinaza Akt i
p70S6K, bez prisustva ociglednog imunosupresivnog/imunomodulatornog dejstva.

Podaci iz literature pokazuju da farmakoloski ligandi za dopaminske receptore
mogu daimaju neuroprotektivno dejstvo, Sto je pokazano i u ovoj studiji. Pove¢anjem
ekspresije i aktivnosti antioksidantnih enzima, stabilizacijom funkcije mitohondrija,
kao i spreCavanjem aktivnosti proapoptotskih proteina, atipicni antipsihotici inhibirgju
apoptozu neurona, a ovo poslednje je bio sluCaj i u ovoj tezi. Pored razliCitih
neuroprotektivnih efekata, kao Sto su poveéenje nivoa mozdanog neurotrofickog
faktora (BDNF), povecanje proliferacije Celija hipokampusa, indukcija rasta neurita,
stimulacija proliferacije i prezivljavanja progenitorskih nervnih Celija, kao i smanjenje
oSte¢enja ologodendrocita od strane IFN-y stimulisane mikroglije, arilpiperazini
ispoljavaju 1 antiinflamatorna svojstva, kao Sto je inhibicija produkcije TNF-a
indukovane LPS-om. Rezultat koji pokazuje efekat ispitivanih derivata u efektorskoj
fazi bolesti je u skladu sa drugim radovima gde je uoCeno da primena nekih drugih
potencijalnih terapeutika u pocetnim fazama EAE-a nije bila efikasna u snizavanju
klinickih manifestacija bolesti.

lako su prethodne studije pokazale da je zastitini efekat dibenzodiazepinskog
derivata kvetiapina, atipicnog antipsihotika sa piperazinskim prstenom, bio rezultat
inhibicije proliferacije encefalitogenih T-Celijau EAE-u, niz eksperimentalnih dokaza
u ovoj studiji potvrduje odsustvo direktnog imunomodulatornog dejstva aril piperazina
6a i 6b. S druge strane, rezultati ove teze ukazuju na mogucnost da bi inhibitorno
dejstvo arilpiperazina na inflamatornu infiltraciju CNS u EAE-u moglo da bude
posledica njihovog direktnog neuroprotektivnog dejstva i posledicnog smanjenja
oslobadanja molekulskih obrazaca ostecenja (DAMP). U skladu sa tim, prethodne in
vitro studije pokazale su da arilpiperazini 6ai 6 Stite neurone inhibicijom apoptoze i
autofagije, 1 to stabilizacijom mitohondrijalnog membranskog potencijala i
posledicnim spreCavanjem oksidativnog stresa, kao i spreCavanjem inaktivacije
glavhog represora autofagije mTOR-a. Protektivno dejstvo arilpiperazina 6a je
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prethodno pokazano u in vitro uslovima neurotoksicnosti LPS+IFN-y stimulisanih
makrofaga koji oslobadaju NO, Sto ukazuje na potencijalni terapeutski znaCaj
arilpiperazina u leCenju neuroinflamatornih i/ili neurodegenerativnih oboljenja u
kojima je prekomerno aktivirana mikroglija jedan od glavnih izvora toksicnih,
inflamatornih medijatora, ukljucujuéi i NO.

Po pitanju mehanizma koji se nalazi u osnovi direktne zastite Celija CNS-a
posredovane arilpiperazinima, u nedavno objavljenoj studiji pokazano je da je
aktivacija antiapoptotske kinaze Akt bila odgovorna za zastitni efekat arilpiperazina
6a od neurotoksi¢nog dejstva slobodnog radikala NO. Takode je prethodno pokazano
da konstitutivno aktivna forma Akt-a spasava dopaminergiCke neurone nakon
ubrizgavanja neurotoksina 6-OHDA u mozak eksperimentalnih miSeva. Takode, Akt
signalni put je ukljucen u otpornost SH-SY5Y C¢elija na neurotoksin 6-OHDA nakon
kontakta sa astrocitima, a nishodni efektor Akt-a, p70S6K, odrzava transkripciju i
translaciju na nivou koji je neophodan da bi neuroni preziveli u uslovima apoptotskog
stresa. Rezultati ove teze proSiruju prethodna otkri¢a pokazujuéi da arilpiperazini
povecavaju fosforilaciju Akt-a i p70S6K u CNS-u pacova sa EAE-om. Ovo je u
skladu sa nedavnim otkricem koje pokazuje da aktivacija estrogenskog receptora 3 na
oligodendrocitima podstiCe remijelinizaciju u EAE-u upravo putem aktivacije
Akt/p70S6K signalnog puta, Sto ukazuje na mogucnost da je aktivacija Akt-a i
p70S6K u CNS-u bar delimi¢no doprinela protektivnom dejstvu arilpiperazina u
EAE-u. Zanimljivo je da u ovoj studiji nije primecen porast aktivacije mTOR-a u
tretmanu arilpiperazinima, $to se moZe objasniti sposobnoScu Akt-a da fosforiliSe
p70S6K nezavisno od mTOR-a, a Sto je pokazano u drugim studijama, i/ili
aktivacijom drugih unutarcelijskih signalnih puteva koji su u stanju da aktiviraju
p70S6K nezavisno od Akt/mTOR puta, kao $to su na primer aktivacija protein kinaze
Ci MAP kinaza.

lako oba arilpiperazina ostvaruju parcijalnu agonisticku aktivnost na D2
receptorima, njihov in vitro neuroprotektivni efekat u prethodnim studijama
ngverovatnije nije zaviso od vezivanja za dopaminske receptore, jer ga
visokoafinitetni blokatori D1/D2 receptora nisu poniStavali. Slicni rezultati, u kojima
neuroprotektivno dejstvo pojedinih dopaminergickih liganada nije bilo smanjeno
farmakoloSkom ili genetskom blokadom dopaminergickih receptora, objavljeni sui u
drugim radovima. Ipak, obzirom da arilpiperazinski derivati ispitivani u ovoj studiji
deluju kao parcijalni agonisti humanih D2 receptora, kao i da se odredenim afinitetom
vezuju za serotoninske 5HT 14 receptore, moglo bi se ocekivati da bar deo njihovog
protektivnog dejstva u neuroinflamaciji zavisi od vezivanja za ove receptore. Nesto
veCa efikasnost 6b, koja se ogledala u kasnijem pocetku i nizem maksimanom
klinickom skoru EAE-a, u skladu je sa njegovim veéim afinitetom za D2 i 5-HT1a
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receptore. Ova pretpostavka je u skladu sa ranijim otkricima koja pokazuju da
parcijalni agonista D2 receptora bromokriptin smanjuje tezinu akutnog EAE-a, dok
antagonizam D2 receptora pogorSava bolest stimulisanjem diferencijacije Th17 Celija.

D. Objavljeni i saopsteni rezultati koji Cine deo teze

1) Popovic M, Stanojevic Z, Tosic J, Isakovic A, Paunovic V, Petricevic S,
Martinovic T, Ciric D, Kravic-Stevovic T, Soskic V, Kostic-Rgacic S, Shakib K,

Bumbasirevic V, Trakovic V. Neuroprotective arylpiperazine
dopaminergic/serotonergic ligands  suppress  experimental autoimmune
encephalomyelitisin rats.J Neurochem. 2015 Oct;135:125-38.

(IF=4.281)

ZAKLJUCAK (Obrazlozenje nautnog doprinosa disertacije):

Rezultati ovog istrazivanja predstavljaju znaCajan naucni doprinos istrazivaca u
definisanju Celijskih i molekularnih mehanizama u osnovi neuroprotektivnog
delovanja arilpiperazinskih dopaminergickih/serotoninergickih liganada u modelu
MS-a. Sveobuhvatni pristup sagledavanju neuroprotektivnog dejstva obuhvatio je
kako analizu Klinickih i histoloskih promena, tako i analizu aktivnosti antiapoptotskih
intracelularnih signalnih puteva koris¢enjem savremenih molekularno-bioloskih
tehnika. Novosintetisani arilpiperazinski dopaminergicki ligandi odlazu pocetak i
snizavaju Kklinicke znake EAE-a delujuci tokom efektorske, ali ne i induktivne faze
bolesti. Arilpiperazini smanjuju inflamatorno oSteCenje CNS-a ngverovatnije
direktnom aktivacijom antiapoptotskog Akt/p70S6 signalnog puta u ¢elijama CNS-a,
a ne imunomodulatornim dejstvom, Sto je pokazano i u in vitro uslovima direktnom
protekcijom oligodendrocita i neurona od oStecenja posredovanog T Celijama. Zbog
svega navedenog ova disertacija je primer temeljnog i dobro osmisljenog istrazivanja
Celijskih i molekularnin  mehanizma odgovornih za terapijsku protekciju u
najpoznatijem animalnom modelu MS-a. Rezultati ovog istrazivanja doprinose
razjaSnjavanju mehanizama koji se nalaze u osnovi zastitnog efekta ispitivanih
arilpiperazina u EAE-u i dodatno ukazuju na moguée pravce za razvoj novih
terapijskih pristupau leCenju MS-a.
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F. PREDLOG KOMISIJE ZA OCENU ZAVRSENE DOKTORSKE
DISERTACIJE

Doktorska disertacija ,,Ispitivanje terapijskog dejstva arilpiperazinskih
dopaminergickih liganada u modelu multiple skleroze kod pacova“, kandidata
Marjana Popovica, predstavlja originalan nauc¢ni doprinos u razjasnjavanju Celijskih i
molekularnih mehanizama dejstva arilpiperazinskih dopaminergickih liganada u EAE
modelu multiple skleroze. Rezultati ove disertacije mogu da doprinesu razvoju novih
terapijskih strategija u prevenciji neuroinflamacije u multiploj sklerozi i drugim
neuroi nflamatornim/neurodegenerativnim bolestima. Po svom sadrzaju i formi, dobro
napisanom uvodnom delu, jasno postavljenim istraZzivaCkim ciljevima, dobro
osmisljenoj metodologiji, precizno iznetim rezultatima rada, razloznoj diskusiji i
dobro formulisanim zakljuccima, ova disertacija ispunjava sve kriterijume dobro
napisanog naucnog rada, pa ova komisija predlaze Nautnom veéu Medicinskog
fakulteta Univerziuteta u Beogradu da usvoji pozitivan izveStaj o doktorskoj
disertaciji Marjana Popoviéai da odobri njenu javnu odbranu.

Mentor: Clanovi Komisije:
prof. dr Vladimir Trajkovic prof. dr Vera Pravica
Komentor: prof. dr DuSan Popadic
prof. dr Aleksandra Isakovi¢ prof. dr Silvana Andri¢

VNS.dr. Miljana Momcilovic¢

N.sar.dr.Verica Paunovié
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11



