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Na sednici Nastavno-nau¢nog ve¢a Hemijskog fakulteta odrzanoj 12. februara 2015. godine
odredeni smo za clanove Komisije za pregled, ocenu 1 odbranu doktorske disertacije Ivana Pavicevica,
mastera biohemicara, pod nazivom: ,,Promene reaktivnosti tiolne grupe Cys34 humanog serum-
albumina pri vezivanju masnih kiselina in vitro i u karbonilnom stresu’’. Posto smo podnetu
disertaciju pregledali, podnosimo Nastavno-nau¢nom vecu Hemijskog fakulteta sledeéi:

IZVESTAJ
A. Prikaz sadrzaja disertacije

Doktorska disertacija Ivana Pavi¢evica, napisana je na 129 strana A4 formata (prored 1.5) i
sadrzi 48 slike i 12 tabela. Rad obuhvata slede¢a poglavlja: Uvod (3 strane), Pregled literature (29
strana), Materijal i metode (19 strana), Rezultati i diskusija (57 strana), Zaklju¢ak (5 strane) i
Literatura (16 strana, 151 citat). Pored navedenog, disertacija sadrzi lzvod na srpskom i engleskom
jeziku (po cetiri strane), Listu skracenica i akronima, Sadrzaj i Biografiju kandidata.

U Uvodu je opisan predmet istrazivanja i istaknuti su ciljevi doktorske disertacije: 1) in vitro
ispitivanje uticaja vezivanja masnih kiselina (MK) na: reaktivnost tiolne grupe Cys34 ostatka humanog
serum-albumina (HSA), (ii) potencijal tiolne grupe kao hvataca reaktivnih a-oksoaldehida i (iii)
reaktivnost tiolne grupe karbonilovanog HSA; 2) ispitivanje uticaja vezivanja MK ribljeg ulja na
reaktivnost Cys34 tiolne grupe; 3) odredivanje sadrzaja slobodne HSA-SH grupe, i njegova korelacija
sa sadrzajem HbAlc i glukoze kod osoba sa karbonilnim stresom i u kontrolnoj grupi; 4) odredivanje
reaktivnosti tiolne grupe HSA izolovanog iz seruma dijabeti¢ara (kod kojih je povecan sadrzaj MK i
reaktivnih karbonilnih vrsta, odnosno glikacija/karbonilacija proteina) i kontrolne grupe; 5) razvijanje
gTLC metode za odredivanje sadrzaja MK, vezanih za HSA, koji je izolovan iz realnih uzoraka.

Pregled literature obuhvata osam celina. Najpre je opisana biosinteza, razgradnja i fizioloska
uloga HSA, zatim sledi prikaz strukture molekula HSA. Vezivna mesta (na N-terminusu,
subdomenima 1, Il, i I, centralnom interdomenskom procepu) i ligandi koji se vezuju za HSA
prikazani su u trecoj celini. Poglavlje 4 bavi se MK u cirkulaciji i patofizioloskim stanjima u kojima je
povisen nivo slobodnih MK, a u poglavlju 5 dat je detaljan opis mesta vezivanja MK na molekulu
HSA. Sledi celina sa prikazom reaktivnosti Cys34-SH grupe, a zatim odeljak koji se bavi a-
oksoaldehidima, glikacijom/karbonilacijom HSA, i patoloskim stanjima u kojima je karbonilacija HSA
povecana. U poglavlju 8 dat je pregled metoda za odredivanje sadrzaja MK.

Materijali i metode sadrze detaljan opis eksperimentalnih procedura i metoda primenjenih u
okviru doktorske disertacije.

U poglavlju Rezultati i diskusija kandidat je dobijene rezultate prikazao u okviru pet celina. U
prvoj celini prikazani su podaci o stepenu izlozenosti pojedina¢nih aminokiselinskih ostataka molekula
HSA (bez i sa vezanim MK) rastvaracu, dobijeni racunski primenom online programa ASAView, kao i
eksperimentalni rezultati o dostupnosti tiolne grupe HSA, odmasSéenog i u kompleksu sa MK, za



reakciju oksidacije/karbonilacije. U drugoj celini prikazani su i diskutovani rezultati in vitro ispitivanja
uticaja vezivanja MK, razli¢ite duzine lanca i zasi¢enosti (miristinske, C14:0 (MYR); palmitinske,
C16:0 (PLM); stearinske (STE), C18:0; oleinske, C18:1 (OLA); izolovane i precis¢ene
eikozapentaenske, C20:5 (EPA) i dokozaheksaenske kiseline, C22:6 (DHA) iz preparata ribljeg ulja)
za HSA u odnosu 4:1, na reaktivnost tiolne grupe ostatka Cys34 (kinetiku reakcije tiolne grupe sa
Elmanovim reagensom), odnosno na promenu konformacije HSA i time na dotupnost/izloZenost tiolne
grupe. Razmatrana je moguénost modulacije reaktivnosti/tiolnog kapaciteta HSA Cys34 ostatka,
unosenjem odredenih MK kao suplemenata ishrani. Rezultati in vitro ispitivanja potencijala tiolne
grupe kompleksa HSA sa razli¢itim MK kao hvataca reaktivnih a-oksoaldehida (metilglioksala, MG),
odnosno stepena karbonilacije tiolne grupe prikazani su i diskutovani u trecoj celini. Takode je
prikazano kako se reaktivnost Cys34 ostatka menja pri vezivanju slobodnih MK za karbonilovani HSA
(model-sistem za molekule HSA modifikovane u karbonilnom stresu). Za ispitivanje reaktivnosti
tiolne grupe HSA izolovanog iz realnih uzoraka, razvijena je metoda pogodnu za odredivanje sadrzaja
MK vezanih za HSA. Rezultati optimizacije uslova za ekstrakciju MK i odredivanje qTLC metodom
prikazani su u Cetvrtoj celini. Rezultati odredivanja sadrzaja Cys34-SH grupe u realnim uzorcima,
serumima obolelih od dijabetesa tipa 2 i metabolickog sindroma, i u kontrolnoj grupi, i njegova
korelacija sa sadrzajem glukoze i HbAlc prikazani su i prodiskutovani u poslednjoj celini, kao i
rezultati ispitivanja promena reaktivnosti Cys34-SH grupe u uslovima povecane karbonilacije proteina.

U Zakljucku kandidat je sumirao dobijene rezultate, a u poglavlju Literatura navedeni su
klju¢ni radovi iz oblasti koje disertacija obuhvata.

B. Kratak prikaz rezultata

Ispitivanje uticaja vezivanja MK (razli¢ite duzine lanca i zasi¢enosti) za HSA in vitro, na
reaktivnost tiolne grupe ostatka Cys34 (kinetiku reakcije tiolne grupe sa Elmanovim reagensom)
pokazalo je da su vrednosti konstanti brzine reakcije pseudo-prvog reda (k) tiolne grupe Cys34 (od
14,5 + 0,19 x 10° do 26,02 + 1,06 x 10 s™), odnosno njena reaktivnost, za 2 do 3,5 puta veée u
odnosu na k odmaséenog HSA (7,52 + 0,04 x 10° s1). STE i OLA ispoljavaju sli¢ne efekte na
reaktivnost HSA-SH (k vrednosti iznose 17,34 x 102 s i 16,97 x 10° s™, redom), a najjaci efekat
ispoljava polinezasi¢ena EPA (k=26,02 x 10° s™). Od zasi¢enih MK, najveéa vrednost k dobijena je pri
vezivanju MYR za HSA (17,77 + 0,33 x 102 s™), §to moze biti posledica izuzetne komplementarnosti
njenog molekula sa vezivnim mestima na molekulu HSA, koja najvise uticu na izlozenost tiolne grupe
rastvaracu. Izmedu vrednosti konstanti brzine reakcije Cys34 tiolne grupe, dobijenih pri vezivanju
razli¢itth MK, 1 vrednosti izloZenosti/dostupnosti Cys34 tiolne grupe rastvaracu naden je visok stepen
korelacije (r=0,927). To ukazuje da je reaktivnost tiolne grupe ostatka Cys34 povezana sa promenom
konformacije molekula HSA pri vezivanju MK, sto je dokazano i snimanjem fluorescentnih spektara
HSA-MK kompleksa. Promena konformacije molekula HSA zavisi od tipa (duzine ugljovodoni¢nog
niza i stepena nezasic¢enosti) i broja molekula MK vezanih za HSA.

Vrednost konstante brzine reakcije Cys34 tiolne grupe kompleksa HSA-MK ribljeg ulja (17,17
+ 0,35 x 10° s™) je 2,4 puta veéa u odnosu na k odmaiéenog HSA, i nalazi se izmedu vrednosti
dobijenih za komplekse HSA-OLA i HSA-DHA. Polaze¢i od zastupljenosti MK u ribljem ulju (37%
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EPA, 32% DHA, 8% OLA, odredene GC metodom), i pretpostavljaju¢i da je doprinos prosecnoj
kineti¢koj konstanti aditivan, ra¢unski dobijena vrednost za kinetic¢ku konstantu iznosi 16,0 x 102 s™,
Sto se dobro slaze sa eksperimentalno odredenom vrednoscu.

Vezivanje MK (zasi¢enih, mono- i polinezasi¢enih) za HSA utice i na potencijal tiolne grupe
ostatka Cys34 kao hvataca reaktivnih a-oksoaldehida, koji se generiSu u karbonilnom stresu. Pri
karbonilaciji HSA sa MG in vitro tiolna grupa u kompleksima HSA-zasicene MK i HSA-OLA
karbonilovana je u vec¢em stepenu (od 53 do 65%) u odnosu na tiolnu grupu odmascenog HSA (45%).
U slucaju kompleksa HSA sa polinezasicenim MK dugog niza, HSA-EPA i HSA-DHA, kao i
kompleksa sa MK izolovanim iz ribljeg ulja, dolazi do brzog i izrazitog pada sadrzaja HSA-SH, tako
da je odredivanje stepena karbonilacije otezano. Kapacitet HSA-SH grupe kao hvataca metilglioksala
raste pri vezivanju MK, a porast zavisi od vrste MK vezane za HSA.

Ispitivanje uticaja vezivanja MK na reaktivnost Cys34 tiolne grupe HSA, koji je prethodno
karbonilovan (MG-HSA, model-sistem za molekule HSA modifikovane u karbonilnom stresu, kao §to
je slu¢aj u dijabetesu), pokazalo je da MYR, PAL, STE i OLA dovode do povecanja reaktivnosti ove
grupe (vrednosti: od 9,84 do 13,80 x 10° s™*) u odnosu na odmagéeni karbonilovani MG-HSA (7,74 +
0,10 x 102 s, ali da je ono manje izrazeno u odnosu na nekarbonilovane HSA-MK komplekse. Ovo
moze biti posledica dodatnih promena konformacije HSA molekula tokom reakcije karbonilacije
amino- i gvuanidino-grupa ostataka amino-kiselina metilglioksalom, §to je potvrdeno: (1) PAG
elektroforezom i spektrofluorimetrijskim merenjima i (2) izostankom odstupanja, dobijenog pri
ispitivanju reaktivnosti tiolne grupe posle vezivanja MK razli¢ite duzine lanca za HSA (Kusa-
myr=17,77 + 0,33 x10° st vs. Kusarm=14,58 + 0,19 x10° s?), pri njihovom vezivanju za
karbonilovani MG-HSA. Povecanje vrednosti konstante brzine reakcije korelira sa povecanjem duZzine
ugljovodoni¢nog niza MK u seriji MYR, PLM i STE. Vrednosti konstanti brzine reakcije, koje su
dobijene za slobodnu SH-grupu kompleksa MG-HSA-STE i MG-HSA-OLA gotovo su jednake.

Uticaj vezanih MK na potencijal Cys34 tiolne grupe kao ,,hvataca®, kod osoba sa karbonilnim
stresom (n=16), ispitan je odredivanjem sadrzaja Cys34 tiolne grupe, MK vezanih za HSA, glukoze,
HbAlc 1 reaktivnosti tiolne grupe, 1 njihovim poredenjem sa kontrolnom grupom (n=7). Sadrzaji MK
(2,46+0,42 mol MK/molHSA), glukoze (10,4+4,3 mmol/L) i HbAlc (9,2+2,1%) su statisticki (p<0,05;
p<0,001; p<0,001, redom) znacajno visi u odnosu na kontrolnu grupu (0,76+0,37 mol MK/molHSA;
5,240,3 mmol/L mmol/L; 5,1+0,4%, redom). Izmedu sadrzaja tiolne grupe i glukoze, kao i HbAlc
nadena je slaba korelacija (r=0,560 i 0,415, redom). Srednja vrednost konstante brzine reakcije Cys34
tiolne grupe HSA izolovanog iz seruma dijabeticara (11,19+1,16 x 107 s™') je statisticki (p<0,001)
znaGajno visa u odnosu na kontrolnu grupu (6,93+0,41 x 107 s), §to je povezano sa poveéanim
sadrzajem MK (1,25+0,27 mmol/L) 1 triglicerida (2,2+1,3 mmol/L) u serumu obolelih (u odnosu na
kontrolu: 0,39+0,19 mmol/L, 1,1+0,3 mmol/L, redom). [zmedu konstanti brzine i odnosa MK/HSA,
kod obolelih je dobijena visoka korelacija (p=0.837), 1 nesto niza u kontrolnoj grupi (p=0,400).

U cilju procene uticaja MK, vezanih za HSA u realnim uzorcima, na reaktivnost Cys34 tiolne
grupe razvijena je metoda za odredivanje sadrzaja vezanih MK. Optimizovani su uslovi za isoljavanje
I ekstrakciju MK iz HSA izolovanog iz seruma taloZzenjem sa amonijum-sulfatom, i za kvantifikaciju
MK pomocu qTLC. Razvijeno je specifi¢no softversko reSenje u statistickom okruZenju R, koje
omogucava denzitometrijsku analizu skenirane TLC ploc¢ice. Metoda je precizna (RSD vrednosti: od
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1,4 do 4,7 %) i tacna (rikaveri vrednosti od 97,2 do 102,5 %, slaganje vrednosti sadrzaja MK
odredenih pomoc¢u qTLC i GC), potrebna je znatno manja koli¢ina uzorka, krace vreme za izvodenje
analize, manje je tehnicki zahtevna i jeftina, i zato pogodna za rutinski rad u klini¢ckim laboratorijama.

C. Uporedna analiza rezultata kandidata sa rezultatima iz literature

HSA je najzastupljeniji protein plazme sa udelom od oko 50 do 60 % svih proteina plazme.
Vezuje i transportuje mnoge endogene i egzogene molekule. Pri normalnim fiziolo§kim uslovima HSA
vezuje od 0,1 do 2 mol MK/mol HSA. Za vreme gladovanja, ekstremnog vezbanja i u nekim
patoloskim stanjima (kao $to su dijabetes, bolesti jetre i kardiovaskularne bolesti) nadeno je da molarni
odnos MK/HSA moze rasti i do 6:1. Molekul HSA poseduje sedam dobro definisanih mesta za
vezivanje MK srednjeg i dugog lanca, pri ¢emu se afiniteti mesta dosta razlikuju. Pored transportne
uloge, HSA doprinosi antioksidativnom kapacitetu seruma, zajedno sa malim tiolima (kao $to su Cys,
GSH, koji su hvataci kiseoni¢nih i karbonilnih vrsta tokom oksidativnog i karbonilnog stresa), jer
poseduje jednu slobodnu tiolnu grupu ostatka Cys34 na povrsini molekula HSA, koja je zaklonjena u
okviru hidrofobnog dzepa dubine 9,5 A. Pokazano je da vezivanje MK za HSA dovodi do promene
kinetike reakcije tiolne grupe sa vodonik-peroksidom i peroksi-nitritom. Ranija kristalografska
ispitivanja, kao i ratunska razmatranja i eksperimentalna ispitivanja u okviru ove teze su pokazala da
pri vezivanju MK dolazi do promena tercijarne strukture molekula HSA. Rezultati ove teze su, takode,
pokazali da to za posledicu ima promenu lokalne strukture oko Cys34 ostatka, promenu
izlozenosti/dostupnosti Cys34 tiolne grupe rastvaratu i promenu njene reaktivnosti (vrednosti
konstanti brzine reakcije). Stepen promena zavisi od tipa i broja molekula MK vezanih za HSA.
Saznanje da reaktivnost HSA-Cys34 tiolne grupe zavisi od tipa vezane MK otvara mogucnost
modulacije njene reaktivnosti, odnosno kapaciteta kao antioksidanta 1 hvataca reaktivnih vrsta,
unosenjem odredenih MK kao suplemenata ishrani. Pokazano je, takode, da polaze¢i od vrste i
zastupljenosti MK u preparatu ribljeg ulja, i od odredenih k vrednosti tiolne grupe kompleksa HSA-
MK, moze se predvideti doprinos ribljeg ulja antioksidativnom potencijalu Cys34-SH grupe.

Veliki broj radova se u proteklim dekadama bavio karbonilacijom proteina a-oksoaldehidima u
patoloskim stanjima okarakterisanim karbonilnim stresom. Razmatrana je njihova reakcija sa amino- i
guanidino-grupama ostataka lizina i arginina, ali i sa Cys34-SH grupom, i doprinos stvaranju AGEs,
umrezavanju proteina (razvoju mikro- 1 makro-vaskularnih komplikacija), i potencijal ovih
modifikacija kao markera patoloskih stanja. Posledica ovih reakcija je promena tercijarne strukture
proteina, odnosno njihove aktivnosti i funkcije. lako je ranije navedeno da vezivanje MK za HSA
moze dovesti do promena redoks-svojstva tiolne grupe i njenog sulfenskog derivata, promene njene
reaktivnosti prema karbonilnim jedinjenjima, odnosno promene potencijala kao ,hvatata“ a-
oksoaldehida u slozenom sistemu, u kome je vezivanje slobodnih MK za HSA povecano, do sada nisu
istrazivane. Stoga je u ovoj tezi ispitan uticaj vezivanja MK za HSA, koji je in vitro karbonilovan
metilglioksalom (MG-HSA), na (ii) potencijal tiolne grupe kao hvataca reaktivnih a-oksoaldehida,
odnosno na stepen karbonilacije, i (iii) na reaktivnost tiolne grupe. MG je izabran zbog njegove velike
reaktivnosti, stvaranja u znacajnim koli¢inama (u Maillard-ovim reakcijama i lipidnoj peroksidaciji,
pri spontanom razlaganju gliceraldehid-3-fosfata i dihidroksiaceton-fosfata, pri autooksidaciji ugljenih
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hidrata i degradaciji glukoze) u dijabetesu. Nadeno je da se tiolna grupa u kompleksima HSA-zasi¢ene
MK i HSA-OLA karboniluje u ve¢em stepenu u odnosu na tiolnu grupu odmaséenog HSA. Kapacitet
HSA-SH grupe kao hvatata MG raste pri vezivanju MK, a porast zavisi od vrste MK vezane za HSA.
Uticaj vezivanja MK na povecanje reaktivnosti Cys34 tiolne grupe MG-HSA je manje izrazen u
odnosu na nekarbonilovane HSA-MK komplekse, $to je posledica dodatnih promena konformacije
HSA molekula tokom reakcije karbonilacije amino- i gvuanidino-grupa metilglioksalom. Uprkos
¢injenici da je koncentracija MG (10 mmol/L), upotrebljena za karbonilaciju HSA in vitro, bila mnogo
veca od njegove koncentracije pri normalnim fizioloskim uslovima i u dijabetesu (120 umol/L; 5-6
puta viSe vrednosti, redom), karbonilovani molekuli HSA jo§ uvek imaju znacajan potencijal kao
hvata¢i MG, odnosno vezivanje MK dovodi do poveéanja reaktivnosti njihove Cys34 tiolne grupe.
Pored toga, kako je HSA najzastupljeniji protein u plazmi, Cys34-SH doprinosi znacajno
antioksidativnom potencijalu plazme, jer ucestvuje sa oko 80 % u ukupnoj koncentraciji tiola u plazmi.
Stoga, smanjenje njene reaktivnosti u MG-HSA-MK kompleksima, u poredenju sa HSA-MK
kompleksima (nemodifikovani HSA), moze uticati i ha njen antioksidativni kapacitet.

Uticaj vezanih MK na potencijal HSA Cys34 tiolne grupe kao ,.hvataca® reaktivnih vrsta u
realnim uzorcima seruma, ispitana je kod osoba obolelih od dijabetesa tipa 2 i metaboli¢kig sindroma,
osoba sa utvrdenom povec¢anom glikacijom proteina, karbonilnim stresom i hiperlipidemijom. Po prvi
put je pokazano da je povecéanje reaktivnosti Cys34 tiolne grupe HSA izolovanog iz njihovih seruma, u
odnosu na kontrolnu grupu, povezano sa povecanim sadrzajem MK vezanih za HSA. Promene
reaktivnosti tiolne grupe u ovim uslovima mogu uticati na dugoro¢ne efekte hiperglikemije u ovom
patoloskom stanju. Dobijeni rezultati imaju vazne implikacije na mogucnost modulacije
reaktivnosti/antioksidativnih svojstava tiolne grupe pomoc¢u MK kao suplemenata.

Da bi se sa sigurno$¢u mogao proceniti uticaj MK vezanih za HSA, u serumima osoba sa
hiperlipidemijom i karbonilnim stresom, na reaktivnost Cys34 tiolne grupe neophodno je odrediti
sadrzaj MK posle izolovanja HSA. GC analiza je nezamenljiva u ispitivanju profila MK u razli¢itim
uzorcima, ali za svakodnevno odredivanje ukupnog sadrZzaja MK neophodna je jeftinija, vremenski
manje zahtevna metoda, za koju je potrebna manja zapremina uzorka. Ove kriterijume zadovoljava
nekoliko spektrofotometrijskin metoda, opisanih u literaturi, zasnovanih na gradenju soli MK sa
jonima prelaznih metala (Cesto bakra i kobalta) u vodenoj fazi, njihovoj ekstrakciji hloroformom,
zatim kompleksiranju jona prelaznih metala odgovaraju¢im reagensom da se nagradi bojeni proizvod, i
potom merenju apsorbance na odredenoj talanoj duzini. Niti jedna od ovih metoda nije dala
zadovoljavajuce rezultate pri odredivanju sadrzaja MK vezanih za HSA, verovatno zbog interakcija
jona metala sa HSA i sa komponentama pufera, kao i zbog nanomolskih koli¢ina MK, koje su ispod
njihovih limita detekcije. gTLC metoda, razvijena u okviru ove teze, je precizna, tacna, zahteva znatno
manju koli¢inu uzorka, kraée vreme za izvodenje analize, manje je tehni¢ki zahtevna i stoga jeftina.
Pogodna je za rutinski rad u klinickim laboratorijama. Moze se primeniti za odredivanje molskog
odnosa MK/HSA, kao parametra u dijagnostici/proceni faktora rizika kod patoloskih stanja kao $to su
metaboli¢ki sindrom, dijabetes, razli€ite aritmije i druge kardiovaskularne promene, kod kojih odnos
MK/HSA moze da bude i iznad 6:1. Metoda mozZe biti alternativna metodi za procenu sadrzaja IMA
(ishemijom modifikovanog albumina), ranog markera ishemije miokarda, koja se zasniva na vezivanju
jona kobalta za albumin, na koje moze uticati vezivanje MK za HSA. Dodatno, u skladu sa dobijenim
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rezultatima da MK vezane za HSA modifikuju kinetiku reakcije slobodne Cys34 tiolne grupe,
odredivanje odnosa MK/HSA je znacajno u evaluaciji procene antioksidativnog
potencijala/oskidativnog stresa na osnovu sadrzaja tiolne grupe Cys34 ostatka HSA molekula, koji je
predlozen kao marker istog.

D. Objavljeni radovi i saopStenja koja Cine deo disertacije

Radovi objavljeni u vrhunskim ¢asopisima medunarodnog znacaja (M21)

1. L.D. Pavicevi¢, V.B. Jovanovi¢, M.M. Taki¢, A.Z. Penezi¢c-Romanjuk, J.M. Acimovi¢, Lj.M.
Mandié. Fatty acids binding to human serum albumin: changes of reactivity and glycation level of
Cysteine-34 free thiol group with methylglyoxal. Chemico-Biological Interactions 224C, 42-50
(2014) (IF 2,967 za 2012, Kategorija Pharmacology & Pharmacy 75/261)

2. lvan D. Pavicevié¢, Vesna B. Jovanovi¢, Marija M. Taki¢, Jelena M. A¢imovi¢, Ana Z. Penezi¢,
Ljuba M. Mandi¢. Quantification of total content of non-esterified fatty acids bound to human
serum albumin, Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis (2016) (IF 3.255 za 2016,
Kategorija Chemistry, Analytical 18/76)

SaopS$tenja na skupu medunarodnog znacaja Stampana u izvodu (M34)

1. lvan D. Paviéevi¢, Ana Z. Penezi¢ Romanjuk, Vesna B. Jovanovi¢, Jelena M. A¢imovi¢, Ljuba M.
Mandi¢. (2013) Kinetic characterization of Cys34 thiol group of human serum albumin loaded with
different long chain free fatty acids. ICOSECS 8, Book of Abstracts, pp 214
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E. Zakljucak

Na osnovu svega izlozenog, moze se zakljuciti da je u podnetoj disertaciji Ivan Pavicevi¢
uspes$no ostvario postavljene ciljeve i odgovorio na postavljene zadatke. Naucni doprinos ove
disertacije ogleda se u karakterizaciji promena na molekulu humanog serum-albumina, do kojih dolazi
usled vezivanja masnih kiselina razli¢ite duzine lanca i zasi¢enosti (in vitro i in vivo), i koje za
posledicu imaju povecanje dostupnosti/izlozenosti rastvaracu, reaktivnosti i stepena karbonilacije
slobodne tiolne grupe ostatka Cys34. Dobijeni rezultati imaju znacajne implikacije u predvidanju
kapaciteta humanog serum-albumina kao antioksidanta i kao hvataCa reaktivnih vrsta, i otvaraju
mogucénosti moduliranja kapaciteta unoSenjem odredenih masnih kiselina kao suplemenata ishrani.
Dodatni doprinos ogleda se u optimizaciji precizne i tatne qTLC metode za odredivanje sadrzaja
masnih kiselina vezanih za HSA (odnosno molskog odnosa MK/HSA), koja je jeftina, zahteva malu
koli¢inu uzorka, kratko vreme za izvodenje analize, i zato je pogodna za rutinski rad u klinickoj praksi.

Rezultati istrazivanja proistekli iz ove doktorske disertacije, objavljeni u dva rada stampana u
vrhunskim medunarodnim ¢asopisima Kkategorije My, Cetiri saopStenja na medunarodnim i
nacionalnim skupovima, i jednom softverskom resenju koje omoguéava denzitometrijsku analizu,
imaju fundamentalni biohemijski i biomedicinski znacaj.

Na osnovu svega izlozenog Komisija predlaze Nastavno-nau¢nom vecu Hemijskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu da podnetu doktorsku disertaciju Ivana Pavic¢evi¢a pod naslovom ,,Promene
reaktivnosti tiolne grupe Cys34 humanog serum-albumina pri vezivanju masnih kiselina in vitro
I u karbonilnom stresu® prihvati i odobri njenu odbranu za sticanje akademskog zvanja doktora
biohemijskih nauka.

U Beogradu, 28.07.2017.
Komisija:

dr Ljuba Mandi¢, redovni profesor
Hemijski fakultet, Univerzitet u Beogradu

dr Miroslav Vrvi¢, redovni profesor
Hemijski fakultet, Univerzitet u Beogradu

dr Vesna Dimitrijevi¢-Sreckovi¢, redovni profesor
Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu



