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Na redovnoj sednici Nastavno-nau¢nog veca Hemijskog fakulteta Univerziteta u Beogradu,
odrzanoj 10. decembra 2009. godine, odredeni smo u komisiju za pregled i ocenu doktorske
disertacije Irene Novakovié¢, istrazivaca-saradnika Instituta za hemiju, tehnologiju i

metalurgiju, Centra za hemiju, Univerziteta u Beogradu prijavljene pod nazivom:

»Proucavanje interakcija bioloski aktivnog hinona avarona i njegovih
derivata sa lizozimom, linearnom i cirkularnom

dezoksiribonukleinskom kiselinom™

Posto smo podnetu disertaciju pregledali, podnosimo sledeci

IZVESTAJ

A. Prikaz sadrzZaja disertacije

Doktorska disertacija Irene Novakovi¢ pod navedenim naslovom napisana je na 129
strana A4 formata (prored 1,5) i sadrzi 46 slika, 14 shema i 19 tabela. Rad obuhvata sledeca
poglavlja: 1. Uvod (1 strana), 2. Opsti deo (24 strane), 3. Nasi radovi (57 strana), 4.
Eksperimentalni deo (20 strana), 5. Zakljucak (5 strana) i 6. Literatura (98 citata). Pored
toga, disertacija sadrzi izvod na srpskom i engleskom jeziku (po dve strane), sadrzaj,

zahvalnicu, prilog i biografiju kandidata.



U Uvodu je dat kraéi osvrt na oblast istrazivanja i temu rada sa osnovnim
ciljevima doktorske disertacije.

U OpStem delu ukratko su predstavljena najznacajnija antitumorska jedinjenja
koja u molekulu poseduju hinonsku strukturu kao i generalni mehanizmi njihovog dejstva.
Pored toga, kandidat opisuje moguce promene na molekulima proteina i DNA pod
dejstvom hinonskih jedinjenja. U ovom delu su opisani i neki hinoni i hidrohinoni iz
morskih organizama a dat je i prikaz biloSke aktivnosti hinon/hidrohinonskog para
avaron/avarol izolovanog iz morskog sundjera Dysidea avara.

U poglavlju NasSi radovi predstavljene su sinteze i karakterizacije sintetisanih
derivata avarona: 4’-(metilamino)-avarona, 3’-(metilamino)-avarona, 3’-metoksi-avarona
kao i model jedinjenja 4’-((5-((tert-butoksikarbonil)amino)-5-karboksipentil)amino)-
avarona. Za sintetisane derivate avarona dati su rezultati i diskusija antibakterijskog dejstva
prema gram-pozitivnim i gram-negativnim bakterijama kao i prema sojevima gljivica.
Predstavljeni su i objasnjeni rezultati Brine shrimp testa toksi¢nosti kao i rezultati
antioksidativne aktivnosti. Svim hinonskim derivatima ispitana je antitumorska aktivnost na
osam vrsta ¢elija raka kao i citotoksi¢nost prema limfocitima (PBMC). Dobijeni rezultati
antitumorske aktivnosti su detaljno diskutovani i uporedeni sa aktivnostima komercijalnih
antitumorskih agenasa. Hinonskim derivatima je hemijski modifikovan enzim lizozim.
Modifikacija je pratena UV/Vis spektrofotometrijom, SDS elektroforezom i masenom
spektrometrijom, dok je Cistoca dobijenih modifikata pratena HPLC hromatografijom.
Mesto vezivanja hinonskih derivata za molekul lizozima odreden je MALDI TOF-om posle
tripsinske digestije modifikata gde je pokazano da se jedan molekul hinona vezuje za jedan
molekul lizozima preko lizina-97. Svim dobijenim modifikatima lizozima je odredena
enzimska aktivnost, a dobijeni rezultati su pokazali da je nakon modifikacije aktivnost
enzima ocuvana. Predstavljeni su i objasnjeni rezultati aktivnosti modifikata lizozima i
sintetisanog model jedinjenja peptidnog fragmenta 4’-((5-((tert-butoksikarbonil)amino)-5-
karboksipentil)amino)avarona prema gram-pozitivnim i gram-negativnim bakterijama kao i
toksi¢nost prema rai¢ima Artemia salina.  Avaronom i njegovim derivatima su
modifikovani plazmidi pBR322 i pUC18 pri ¢emu je plazmid pUCI18 modifikovan i u
atmosferi azota. Dobijeni rezultati prikazani na agaroznim elektroforezama su detaljno
objasnjeni 1 diskutovani. Avaronom i njegovim derivatima modifikovana je 1 DNA iz
timusa teleta. Na snimljenim apsorpcionim i fluorescentnim spektrima modifikata DNA iz

timusa teleta uocene su i diskutovane promene u odnosu na nemodifikovanu linearnu DNA.



Na osnovu svih dobijenih rezultata predlozen je mehanizam bioloskog dejstva avarona i
njegovih derivata.

U okviru poglavlja Eksperimentalni deo kandidat daje detaljan opis aparata,
reagenasa i eksperimentalnih procedura kori$¢enih u okviru doktorske disertacije.

U poglavlju Zakljucak sumirani su dobijeni rezultati i predstavljen je njihov
znacaj u prouCavanju mehanizma dejstva antitumorskih agenasa koji u svojoj strukturi
imaju hinonsku farmakoforu.

Navedena Literatura (98 citata) obuhvata radove iz oblasti istraZivanja i iscrpno

pokriva sve delove disertacije.

B. Kratak opis postignutih rezultata

Ova doktorska disertacija se sastoji iz tri dela. U prvom delu su prikazane sinteze i
karakterizacija izabranih derivata avarona, kao i njihova bioloska aktivnost prema gram-
negativnim i gram-pozitivnim bakterijama, aktivnost prema celijama raka, antioksidativna
aktivnost i citotoksi¢nost prema raci¢ima Artemia salina.

U drugom delu ove doktorske disertacije je opisana optimizacija uslova za
modifikaciju lizozima avaronom i njegovim derivatima. Promene na samom enzimu su
ispitivane biohemijskim metodama 1 primenom analitickih instrumenata pri ¢emu je
nedvosmisleno utvrdeno da je mesto vezivanja hinonskih jedinjenja za molekul lizozima
Lys-97. Ispitana je i antibakterijska aktivnost dobijenih biokonjugata, koja je poveéana i u
odnosu na lizozim i u odnosu na hinone.

U tre¢em delu je opisana modifikacija cirkularne i linearne DNA avaronom i
njegovim derivatima. Na osnovu svih dobijenih rezultata kandidat je predlozio mehanizam

kojim hinonska jedinjenja oSte¢uju molekule DNA.



C. Uporedna analiza rezultata kandidata sa rezultatima iz literature

Interakcije farmakoloski aktivnih liganada sa proteinima i DNA predstavljaju jednu od
vodecih problematika danas. Veliki broj lekova u upotrebi kao mehanizam delovanja imaju
interakcije sa proteinima i DNA. Uporedo sa sintezom novih lekova, radi se i na sintezi
modifikovanih proteina ¢ije se farmakolosko dejstvo ogleda u interakcijama
protein—protein.

S obzirom na to da hinonska jedinjenja imaju dvostruki mehanizam bioloskog dejstva,
predmet proucavanja ove doktorske disertacije jeste mogucnost adicije ¢elijskih nukleofila
na hinonsko jezgro kao i uocavanje promena na bioloskim molekulima nakon adicije. Pored
nau¢nog doprinosa u proucavanju jo§ uvek nedovoljno jasnog mehanizma dejstva
hinonskih lekova, ova doktorska disertacija dala je i doprinos u Kkreiranju hinonskih
biokonjugata. Novosintetisani biokonjugati mogu pokazivati sinergisticko biolosko dejstvo

ili transportovati bioloski aktivne molekule do odredjenih tkiva i organa.

D. Objavljeni i saopSteni radovi koji ¢ine deo disertacije

Kandidat ima ukupno 10 radova, a iz doktorske teze su proistekla 2 naucna rada.

Radovi u vrhunskom medunarodnom casopisu (M,;)

1. Irena Novakovi¢, UroS Andelkovi¢, Mario Zlatovi¢, Miroslav J. Gasi¢ and DuSan
Sladi¢, Bioconjugate of lysozyme and the antibacterial marine sesquiterpene
quinone avarone and its derivatives, Bioconjugate Chemistry, 2012, 23, 57-65 (IF
5,002)

2. Tatjana Bozi¢, Irena Novakovi¢, Miroslav J. Gasi¢, Zorica Jurani¢, Tatjana
Stanojkovi¢, Srdan Tufegdzi¢, Zoran Kljaji¢ and DuSan Sladi¢, Synthesis and
biological activity of derivatives of the marine quinone avarone, European Journal
of Medicinal Chemistry, 2010, 45, 923-929 (IF 3,193)



E. Zakljucak

Na osnovu svega izloZzenog mozZe se zakljuciti da je u podnetoj disertaciji pod naslovom
»Proucavanje interakcija bioloSki aktivnog hinona avarona i njegovih
derivata sa lizozimom, linearnom i cirkularnom dezoksiribonukleinskom

kiselinom'"' kandidat, Irena Novakovi¢, uspe$no realizovala postavljene ciljeve doktorske

disertacije.
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Prilog
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