Oopa3zan 4.

Pakyarer TexHOJOUIKO-MeTAJTYPIIKHU YHUBEP3UTET ¥ BEOI'PAY
35/235 Belie Hay4HHX 00,1aCTH TeXHHYKHX HAYKA
(Bpoj 3axTeBa) (HasuB Beha Hay4yHe 00671aCTH KOME ce 3aXTeB ymyhyje)
16.08.2019.

(Hatyw) 3AXTEB

3a JaBambe CarJIaCHOCTH Ha OJJIYKE 0 ycBajamwy u3BemiTaja Komucuje 3a omeny
JOKTOPCKe AUcepTaluje H 0 HMEHOBalby KOMHCHje 3a 010paHy

Monumo na, cxoxHo wiany 47. cr. 5. tad. 4. Craryra Yuusepsutera y beorpany ("I'macuuk Yuusepsurer", O6poj 186/15-
npeunnrthenn TekcT U 189/16), nare cariacHOCT Ha OJUIYKY O ycBajamy m3BemTaja KoMrucHje 3a olieHy JOKTOpPCKe JucepTalyje:

KAHINIOAT Mp Jeaena (Pagusoje) 'Bo3nenoBuh-
Jepemuh

(1Me, UMe jeTHOT O]l POHUTeIha U IPe3UMe)

CTYICHT JOKTOPCKHUX CTYAWja Ha CTYAHjCKOM IporpaMy BHoXeMHjcKo HHKeHhepCcTBO U OHOTEXHOJIOTHja

MIPHjaBUO je JOKTOPCKY ANCEPTAIIH]y IO HA3UBOM:
Mexanu3am HACTAHKA XETEPOTONMHE OcH(PUKANM]E U KOHIMNHPAWKE oarosapajyher rpermana
(“Mechanism of heterotropic ossification and finding the appropriate treatment”)

13 HAYy4YHC 00yacTH: TexHos0mKO HHKCHEPCTBO

29.10. . 61206- .
2018 CBOJUM aKTOM 101 Op.  4750/2- JIa0 CarjJacHOCT Ha MPeAJIor TeMe JOKTOPCKE AUCepTalije
bt 1,8

YHUBEP3UTET je naHa

Koja je riiacuia:

Mexanu3am HACTAHKA XETEPOTONMHE OcM(PUKANM|E U KOHIMIHPAKE oarosapajyher rpermana
(“Mechanism of heterotropic ossification and finding the appropriate treatment”)

Wme u npesume menropa: ap Jbussana Mojosuh, penosau npodecop Yuusepsutera y beorpany, TexHoOKO-MeTaMypIIKN
daxynrer.

Kommucuja 3a oneHy 10KTOpcKe qucepTamnuje MMEeHOBaHa je Ha cequuiy onpxanoj 30.05.2019.

omtykoM (akynrera mox 6p.  35/198 y cacTaBy:
Nwme u npe3uMe diana 3BabC Hay4Ha o0nacT YcraHoBa y K0joj
KOMHCH]e je 3arocieH
BroxeMujcko HHXEHEPCTBO U
3opuna Kuexeruh-Jyropuh €JJOBHHU IIpodeco .
1. /lp 3opuu Y pest pojecop OHMOTEXHOJIOTHja TM®
WHCcTHTYT 32 MOJCKYIapHY
2 Hp Coma [1aBnosuh HAYYHH CaBETHHUK MornekynapHa Ouoj0OrHja TCHETUKY U TEHETUYKO
' WHXEHEPCTBO
Jp Maja Bykamunosuh Cexynuh BaHpennu npodecop Broxemujcko HHXEHEPCTBO U

3. OMOTEXHOJIOTH]a TM®




Hanomena: ykoJuko je wian Komucuje y meH3uju HABECTH JaTYM MEH3HOHHCAHA.
JlaTyMm craB/bama n3BelTaja Komucuje u 1oxkropcke qucepranuje Ha yBua japaoctn 31.05.2019.

HacraBHo-Hay4yHo Behe (akyarera ycBojuiio je uzBemraj Komucuje 3a oueHy 10KTOPCKe JucepTanuje Ha
ceqHuI oap:kanoj nana 30.05.2019.

Komucuja 3a on0paHy 10KTOpCKe THcepTalMje IMEHOBAHA je Ha ceqHUuM onpxaHOj 04.07.2019.

omtykoM (akynrera mox 6p.  35/237 , y cacTaBy:

Hme u npe3ume wiana
KOMIICHje

YcTaHOBa ¥ K0j0j

3Bame Hay4na obnact .
je 3arocieH

Jp 3opunia Kuesxxesuh-Jyrosuh  penosum mpodecop buoxemujcxo miermepeTso

1. OnoTexHOIOTHja TM®
WHCTHTYT 32 MONIEKYIapHY
5 Jp Coma [TaBnoBuh Hay4YHH CaBETHHK MornekynapHa 6uosoruja TEHETHUKY U TeHETHYKO
' HUHXXCHEPCTBO
Jp Maja Bykamunosuh Cexynuh Banpeanu npodecop Broxemujcko HHXEHEPCTBO U
3. OnoTexXHOJIOTHja T™M®
Hamnomena: ykosmko je wian KoMmucuje y neH3uju HaBecTH JaTyM IEH3HOHUCALA.
Ha 3axTeB crynenta Jeaene I'Bo3nenosnh-Jepemuh, ynucanoj y Tpehy roamny JOKTOpCKHMX aKaJeMCKHX CTyauja
ca marucrparypom mkoiacke 2016/2017. ronune, gexan je nqoHeo Pemieme Op. 20/193 ox 22.10.2018. roguue o
Npoay:Kewy poOKa 3a 3aBpLIETAK CTYAUja A0 HCTeKa TPOCTPYKOr Opoja WMIKOJICKMX IOAMHA NOTpPeOHMX 3a
peanu3anujy ynucaHor cTyAujcKor nmporpamMa, oJHOCHO 10 Kpaja mkoJicke 2018/2019. roaune.
JEKAH ®AKYJTETA
ap Ierap ¥YckokoBuh, peroBuu npogecop
TMpuosu: 1 Onnyka HacraBHo-Hay4Hor Beha o ycBajamy u3BemiTaja Komucuje 3a oneHy 10KTOpcKe Ancepranuje

U o/uTyKa 0 uMeHOBamy KoMmucuje 3a onopaHy 10KTOpCKe AMcepTaluje
2. MH3Bemrraj Komucuje o oneHn J0KTOpPCKe TUCEpTaNHje

3 Ipumende Ha u3Bemtaj Komucuje o onenu 10KkTopeke qucepranmje (YKOJINKO UX je OMII0) U
" munubewe Komucuje o npumendama

Hanomena: ®@axkyJiTeT 10CTaB/ba YHUBEP3UTETY 3aXTEB €A NPUJI03UMA Y eJIEKTPOHCKOj (P)OPMU U Y jeAHOM MU CAHOM
NPUMEPKY 32 apXUBY YHUBepP3UTETA



PENYENUK A CPEUNJA
YHUBE IPARY
TEXHOAGLIAE S wARVATER

6o 20/193
102000 on

EEOFPAA

Ha ocHoBy unana 101. Craryra Vuusepsutera y beorpapy (“I'macuuk YHuBepsurera y
beorpany 6p. 201/2018”) u unana 76. ctaB 1. u craB 4. Craryra TeXHOJIOUIKO-METATYPIIKOT
(akynrera y beorpany, kao M 3axTeBa CTyIEHTa 3a MPOJYKEHE POKAa 3a 3aBPLIETAK CTyHja
Jlexkan noHOCH

PEIIE B E

0 NPOAY’KeY POKa 32 3aBPLIETAK CTY/AHja

Crynenty JEJIEHW I'BO3JJEHOBUR-JEPEMWH, 6poj unpekca 4035/2016, ynucaHoM-oj y
Tpehy roamMHy JOKTOPCKMX aKaJIeMCKUX CTyauja ca marucrparypoMm mkoicke 2016/2017.
rOJMHE TpOjy)KaBa Ce POK 3a 3aBpLIETaK CTyIWja A0 MCTeKa TPOCTpyKor Gpoja IIKOJICKUX
rojiMHa NoTpeOHMX 3a peanus3alinjy YIUCaHOr CTYMjCKOT Nporpama, OJHOCHO [0 Kpaja IIKOJICKE
2018/2019. ronuse.

Iloyka o npagrnom nexy:

[IpoTHB OBOT peliema MMEHOBAHHU-a MOKe noHeTH xanby Casery Pakynrtera y poky oa 8 naHa
0]1 JaHa mnpHjema pelemna.

JlocTaBuTH:

HocraButu:
- Cryaenty;
- CnyxOu 3a CTYJEHTCKA ITHTaa;
- Omnwroj cnyxom — apXMBH.
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A
Ha ocnoBy wi. 40. craB 3. 3akoHa 0 BUCOKOM oOpa3zoBamy, ui. 112. ctaB 3. Craryra YHuBep3uTeTa y
Beorpany, un. 88. craB 3. Craryra TM®-a u un. 52. [IpaBunHuka o JOKTOpckuM cryaujama TM®, Ha
ceqauiin HactaBHo-HayuHor Beha Texnomomko-meramypmkor dakynarera on 04.07.2019. roawmne,
JIOHETA je
ONJTVYKA
0 mpuxBaramy Pedepara o o1ieHH JOKTOPCKE AUCepTalyje

IlpuxBara ce Pedepar Kommcuje y cacray: nap 3opuna KuexeBuh-Jyrosuh, pemoBHu mpodecop
Yuuep3uteta y beorpany, Texnomomko-metanypmku ¢axkynret, 1p Coma [laBnouh, HaydHH cCaBEeTHHK
VYuuep3urera y beorpany, MHCTUTYT 3a MOJeKynapHy IeHETHKY M T€HETUYKO MHXXEHepcTBO, ap Maja
Bykammuaosuh-Cexynuh, Banpenau npodecop YuuBep3utera y beorpamy, TexHomomko-MeTamypiiku
¢axynTer, o mperieay U oleHu ypalheHe JOKTOpCKe AucepTalyje Mo Ha3uBOM: ,,MexaHu3aM HaCTaHKa
XETEpOTONHE OcupuUKALNMje U KOHIMNUpPawmEe oarosapajyher tpermana“ kojy je moguena mp JEJJEHA
I'BO3JAEHOBHUR-JEPEMUWR, u ynyhyje ce Ha carnacHocT Behy HaydHMx 0o0jacTh TEXHMUYKHX Hayka
Yuusepsutera y beorpany.

Behe nHayuHux oOmacTi TEXHHUKHX Hayka YHUBeEp3WTeTa y beorpamy mano je carflaCHOCT Ha Ipeasior
TeMe JOKTopcke aucepranuje Jenene I'BozmeHoBuh-Jepemuh, mox HasuBoM ,,MexaHm3am HACTAHKA
XETEPOTONHE Ocu(MKANMje M KOHIHIHPawe oarosapajyher rpermana” Omiykom 6poj: 61206-4750/2-
18 01 29.10.2018. ronune.

Bepudukarija HaydHUX JOIPHUHOCA:

Kategorija M21a

Regard JB, Malhotra D, Gvozdenovic-Jeremic J, Josey M, Chen M, Weinstein L, Shore E, Kaplan F, Yang Y,
Activation of Hedgehog signaling by loss of GNAS causes heterotopic ossification, Nature Medicine (2013) 19
(11) pp.1505-1512. doi:10.1038/nm.3314, 1F(2013)=28.054, ISSN: 1078-8956.

Kategorija M21

1.JinY, Cong Q, Gvozdenovic-Jeremic J, Hu J. Zhang Y, Terkeltaub R, Yang Y, Enpp1l inhibits ectopic joint
calcification and maintains articular chondrocytes by repressing Hedgehog signaling, Development (2018)
145, doi: 10.1242/dev.164830, 1F(2017)=5.413, ISSN: 0950-1991.

Kategorija M23

Gvozdenovic-Jeremi¢ J, Mojovi¢ L, Drug repositioning for a rare genetic disorder progressive 0sseous
heteroplasia (POH), Genetika (2019) vol 51(1) pp. 347-355, doi:10.2298/GENSR1901357G, 1F(2018)=0.459,
ISSN: 0534-0012.

2. Gvozdenovic-Jeremic¢ J, Vert-Wong K, Mojovi¢ L, Antiosteogenic effect of Arsenic trioxide,
Cholecalciferol, Lovastatin or their combination in vitro. J. Serb. Chem. Soc. (2019),
doi:10.2298/JSC190304060G, 1F(2018)=0.828, ISSN:0352-5139(Print), ISSN:1820-7421(Online).

Onnyky nocrasutu: Behy HayuyHux oOnacTu TEXHUYKUX Hayka YHHUBep3UTeTa, MeHTOpY, CiyxOu 3a HacTaBHO-
CTYZAEHTCKe 1ocioBe, bubnmoreny nu ApxusH Qakynrera.
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UNIVERZITET U BEOGRADU
Tehnolosko-metalurski fakultet
NASTAVNO-NAUCNOM VECU

PREDMET: Referat o uradenoj doktorskoj disertaciji kandidata Mr Jelene Gvozdenovic-
Jeremi¢, dipl. inz.

Na sednici Nastavno-nauc¢nog veéa Tehnolosko-metalurskog fakulteta od 30.05.2019. godine
(Odluka br. 35/198), imenovani smo za ¢lanove Komisije za ocenu doktorske disertacije
kandidata Mr Jelene Gvozdenovi¢-Jeremié, dipl.inz. tehnologije, pod naslovom

»sMehanizam nastanka heterotopne osifikacije i koncipiranje odgovarajuceg tretmana*
Posle pregleda dostavljene disertacije i drugih prate¢ih materijala i razgovora sa Kandidatom,
Komisija je sacinila slede¢i:

REFERAT

1. UVvOD
1.1. Hronologija odobravanja i izrade disertacije

Skolske 2016/2017. godine kandidat Jelena Gvozdenovi¢-Jeremi¢, dipl. inZ. tehnologije, upisala
je doktorske akademske studije na Tehnolosko-metalurSkom fakultetu Univerziteta u Beogradu,
profil Biohemijsko Inzenjerstvo i Biotehnologija.

28.07.2018. godine kandidat Jelena Gvozdenovi¢-Jeremi¢ dipl. inz. tehnologije, je prijavila temu
doktorske disertacije pod naslovom: ,,Mehanizam nastanka heterotopne osifikacije 1 koncipiranje
odgovarajuceg tretmana“.

23.08.2018. godine, na sednici Nastavno-nauc¢nog veca TehnoloSko-metalur§kog fakulteta doneta
je Odluka (br. 35/297 od 23.08.2018) o imenovanju ¢lanova Komisije za ocenu podobnosti teme
1 kandidata Jelene Gvozdenovi¢ Jeremi¢, dipl. inz. tehnologije, za izradu doktorske disertacije 1
nauéne zasnovanosti teme: ,,Mehanizam nastanka heterotopne osifikacije i koncipiranje
odgovarajuceg tretmana .

20.09.2018 godine Nastavno-nau¢no vece Tehnolosko-metalur§kog fakulteta je donelo Odluku
(br. 35/363) o prihvatanju referata Komisije za ocenu podobnosti teme : ,,Mehanizam nastanka
heterotopne osifikacije i1 koncipiranje odgovaraju¢eg tretmana“ i kandidata Mr Jelene
Gvozdenovi¢-Jeremié, dipl. inz. tehnologije, za izradu doktorske disertacije. Za mentora ove
doktorske disertacije imenovana je dr Ljiljana Mojovié, redovni profesor Tehnolosko-
metalurSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Vece naucnih oblasti tehni¢kih nauka Univerziteta u Beogradu jednoglasno je 29.10.2018 godine
dalo saglasnost (odluka br:61206-4750/2-18) na predlog teme doktorske disertacije kandidata Mr
Jelene Gvozdenovi¢ Jeremié¢, dipl. inz. tehnologije, pod nazivom: ,Mehanizam nastanka
heterotopne osifikacije i koncipiranje odgovarajuceg tretmana“.

30.05.2019. Na sednici Nastavno-nau¢nog veéa Tehnolosko-metalurskog fakulteta doneta je
Odluka (br. 35/198) o imenovanju ¢lanova Komisije za ocenu doktorske disertacije Mr Jelene



Gvozdenovi¢-Jeremi¢, dipl. inz. pod nazivom ,,Mehanizam nastanka heterotopne osifikacije i
koncipiranje odgovaraju¢eg tretmana“. Komisija za ocenu doktorske disertacije je za
predsednika Komisije izabrala dr Zoricu Knezevi¢-Jugovi¢, redovnog profesora Tehnolosko
metalurSkog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

1.2. Naucna oblast disertacije

Istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije pripadaju naucnoj oblasti Tehnolosko
inzenjerstvo, uza naucna oblast Biohemijsko inzenjerstvo i biotehnologija, za koju je matican
Tehnolosko-metalurski fakultet Univerziteta u Beogradu. Mentor je dr Ljiljana Mojovié, redovni
profesor Tehnolosko- metalurSskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, koja je na osnovu
dosadasnjih objavljenih publikacija i iskustva kompetentna da rukovodi izradom ove disertacije.

1.3. Biografski podaci o kandidatu

Jelena Gvozdenovi¢-Jeremi¢ (rodena Gvozdenovi¢) rodena je 1. septembra 1969. godine u
Beogradu. Osnovnu $kolu ,,Cirilo i Metodije” u Beogradu zavrsila je sa odli¢nim uspehom, kao i
srednju ,,.XI Gimnaziju”- smer Mikrobiologija u Beogradu. TehnoloSko-metalurSki fakultet
Univerziteta u Beogradu, na Odseku za hemijsko i biohemijsko inzenjerstvo, upisala je Skolske
1988/89 godine. Diplomirala je 6. maja 1994. godine na Katedri za Biohemijsko inZenjerstvo i
biotehnologiju sa ocenom 10 na diplomskom radu i prose¢énom ocenom tokom studija 8,70 ¢ime
je stekla zvanje diplomiranog inZenjera biohemijskog inzenjerstva i biotehnologije. U maju
1994. zaposljava se u Institutu za molekularnu genetiku i geneticko inzenjerstvo kao istrazivac
saradnik na projektu: Proizvodnja rekombinantog insulina finansiranog of Ministarstva nauke
Srbije.

Magistarske studije upisala je 1994/1995 godine. Magistarski rad pod nazivom: ,,Optimizacija
parametara proizvodnje rekombinantne penicillin G amidaze u E.coli ““ odbranila je sa ocenom
10 pod rukovodstvom prof. Dr Josipa Barasa decembra 1998. Sve ispite predvidene planom i
programom magistarskih studija polozila je sa prosecnom ocenom 9,55.

Godine 1998. dobija poziciju istraziva¢a na lowa State University gde se bavi ekspresijom i
proizvodnjom rekombinantnih proteina u kvascu, bakterijama i biljkama. Projekat je bio
finansiran od strane kompanije ‘Prodigene’. Od decembra 2002. godine prihvata poziciju
Naucnog istrazivaca i Menadzera laboratorije na Wayne State University u Detroitu gde je
finasirana sa projekta Nacionalnog instituta za zdravlje.

Evropskom projektu ‘3D Repertoire’ se prikljuc¢uje 2006 u EMBL (European Molecular Biology
Laboratory) u Hejdelbergu kao rukovodilac Fermentacione jedinice koja je odgovorna za
proizvodnju rekombinantno eksprimiranih proteina u kvascu za potrebe otkrivanja
kristalografske strukture proteina i interakcija protein-protein ili protein-lipid.

Godine 2009. se prikljucuje projektu na Nacionalnom Institutu za zdravlje u Vasingtonu (DC),
gde provodi viSe od Sest godina radec¢i istraZivanja iz biologije razvitka kostiju i naslednih bolesti
kostiju. Aktivno ucestvuje u otkrivanju uloge Wnt i Hedgehog signalnog mehanizma i njihovim
ulogama u razli¢itim bolestima kod ljudi. Godine 2016. kao osniva¢ i glavni naucni rukovodilac
“Nostopharma” kompanije nastavlja istrazivanja u smeru otkrivanja nove terapije za patoloski
rast kostiju.

Skolske 2016/2017 godine upisala je doktorske akademske studije na Tehnolosko-metalurikom
fakultetu u Beogradu, studijski program Biohemijsko inzenjerstvo i biotehnologija, pod



mentorstvom prof. Dr Ljiljane Mojovi¢. Na tre¢u godinu akademskih doktorskih studije je
upisana sa zavrSenom magistraturom uz priznavanje 120 ESPB

2. OPIS DISERTACIJE
2.2.  Sadrzaj disertacije

Doktorska disertacija kandidata Mr Jelene Gvozdenovi¢-Jeremié, dipl.inz. tehnologije, pisana je
na srpskom jeziku i sadrzi 114 strana A4 formata, 28 sliku, 7 tabela i 146 literaturnih navoda.
Doktorska disertacija sadrzi slede¢a poglavlja: Rezime (na srpskom i engleskom jeziku), Uvod,
Teorijski deo, Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija, Zakljucak, Literatura, Biografija i
Prilozi. Prilozi sadrze izjavu o autorstvu, izjavu o istovetnosti Stampane i elektronske verzije
rada i izjavu o koris¢enju. Na pocetku disertacije dat je Rezime na srpskom i engleskom jeziku,
spisak koriS¢enih skracenica, spisak naslova slika i tabela. Po svojoj formi i sadrzaju, podneti rad
zadovoljava sve standarde Univerziteta u Beogradu za doktorsku disertaciju.

2.3.  Kratak prikaz pojedina¢nih poglavlja

U Uvodu je dat kratak osvrt na oblast istrazivanja i definisan je predmet rada, istaknut je znacaj
istrazivanja, cilj rada, kao i doprinos 1 aktuelnost istrazivanja ove doktorske disertacije. Ovde je
ukazano na problem van skeletnog formiranja kostiju i patoloski proces koji se javlja kao
posledica traume na meko tkivo ili u retkim sluc¢ajevima kao posledica genske mutacije. Data je
generalna Klasifikacija heterotopne osifikacije kao i histopatoloski nalaz. Ukazano je na potrebu
za otkrivanjem mehanizma ovog patoloSskog procesa kao i razvoja adekvatnih farmakoloskih
tretmana. Dat je osvrt na ulogu mezenhimalnih mati¢nih ¢elija u ovom patoloskom procesu. kao 1
na metode i genetski model misa koji ¢e biti korisc¢eni u istrazivanju.

Teorijski deo je podeljen na devet poglavlja. Prvo poglavlje teorijskog dela daje detaljan pregled
epidemiologije heterotopne osifikacije, kao i situacije u klinickoj praksi gde se ova komplikacija
najcesce javlja. U slede¢em poglavlju data je detaljna klinicka slika ove pojave i jasno je
ukazano na razlike u patologiji izmedju stecene forme heterotopne osifikacije i genetske forme
iste. Objasnjena je klasifikacija heterotopne osifikacije koja je danas Siroko prihvacena u
klini¢koj praksi. Dalje je ukazano na klinicke faktore rizika koji su prisutni kada je u pitanju ova
pojava. Sirok spektar razli¢itih faktora ukazuju na kompleksnost ove pojave kao i moguée
razli¢ito poreklo ¢elija i razli¢ite molekularne mehanizme koji dovode do ove pojave. Istaknute
su morfoloske, fizioloske i biohemijske karakteristike razli¢itih etiologija ovog patoloskog
stanja. Ukazano je na metode dijagnostike koje se trenutno koriste, kao i patoloske sli¢nosti i
razlike. Zatim je u sledecem poglavlju dat pregled trenutnih pristupa prevenciji i tretmanu
heterotopne osifikacije. Ukazano je na nedostatke postojanja efikasne terapije i profilakti¢nog
tretmana U cilju razvoja efikasnog tretmana ukazano je na neophodnost otkrivanja molekularnog
puta koji dovodi do ovog patoloskog stanja kao i porekla mati¢nih ¢elija koje su direktno
ukljucene u de novo stvaranje kosti van skeletnog sistema. U tom smislu izvrSen je detaljan
pregled nau¢nih radova objavljenih u poslednjoj deceniji koji se odnose na rasvetljavanje porekla
¢elija koje doprinose heterotopnoj osifikaciji. Analizirani su i prikazani svi poznati molekularni
putevi za koje se zna iz dosada$njih istrazivanja da doprinose ovoj patologiji, a poseban osvrt je
dat GNAS genu kao i Hedgehog molekularnom putu koji ovaj gen aktivira. Takode, dat je
pregled svih dosada poznatih animalnih modela koji predstavljaju neprocenjivo sredstvo u
istrazivanjima i intenzivno se koriste u cilju pre klinickih kao i osnovnih istrazivanja. U zadnjem



poglavlju dat je kratak osvrt na neophodne korake koji su neophodni za uspesno plasiranje
buduceg novog efikasnog tretmana za heterotopnu osifikaciju.

U poglavlju Eksperimentalni deo navedeni su materijali koris¢eni u toku izrade doktorske
disertacije, a zatim su navedene metode koriS¢ene u toku eksperimentalnog rada i obrade
rezultata. Ovaj deo je podeljen na tri celine, od kojih je prva posveéena pripremi inhibitora
Hedgehog molekularnog puta. Sledeca celina opisuje koje su sve vrste miSeva koris¢ene, kao i
¢elijske linije. Navedene su sve hemikalije, enzimi i antitela kori§¢eni u in vitro kulturi kao i in
vivo misjim modelima. Zatim je detaljno obja$njen konstrukt koji je napravljen tako da se
metabolicki efekat deficijencije tj. gubitka Gsa dobija uvodjenjem adeno Cre virusa u misji
modelu radi dobijanja fenotipa koji reproduktivno oslikava fenotip heterotopne osifikacije kod
ljudi.

U trecem delu dat je detaljan opis metoda koje se koriste za detekciju osteogeneze i razli¢itih
nivoa mineralizacije u tkivima i ¢elijama. Dat je detaljan opis bojenja alizarin crvenim i alcian
plavim za odredivanje analize skeletnog fenotipa pomocu analiza preparata celog skeleta kako bi
se uocile skeletne pravilnosti ili anomalije. Dalje, opisana je metoda bojenja srebrom po Von
Kosa metodi gde dolazi do zamene kalcijumovih jona sa jonima srebra. Metoda je koris¢ena za
bojenje histoloskih sekcija, kao i ¢elijskih kultura radi detekcije kalcifikacije. Opisane su
imunohistohemijske metode koje su korisé¢ene da bi se pokazalo prisustvo odredenog proteina u
sekcijama tkiva pripremljenih za histologiju. Dalje, opisana je kvantitativna PCR metoda kojom
je detektovan relativan nivo ekspresije gena od interesa u odnosu na internu kontrolu i
eksperimentalnu kontrolu. Date su detaljne sekvence svih prajmera koji su korisc¢eni za detekciju
gena pomocu kvantitativnog PCR. Dat je opis metoda in situ hibridizacije gde se koristi
obelezena komplementarnu DNK, RNK ili modifikovan lanac nukleinskih kiselina da lokalizuje
specifitcne DNK ili RNK sekvence u delu ili sekciji tkiva ili ¢elijama. Opisan je postupak
izolovanja celija iz uda embriona kao odavno koris¢en i pogodan eksperimentalni sistem za
proucavanje Celijskih procesa tokom razvoja skeletnog sistema, formiranja 3D funkcionalnih
karakteristika i regulacije koraka prilikom razvica skeletnih elemenata. Na kraju su opisane
statisticke metode koje su koris¢ene u ovom radu.

Rezultati i diskusija su prikazani u okviru jednog poglavlja i sastoje se iz sedam odeljaka, shodno
rezultatima istrazivanja. Kako nam genetske forme heterotopne osifikacije pruzaju jedinstvenu
mogucnost da ispitamo mehanizme kojima se prostorno reguliSe formiranje kostiju, ukazano je
na genetski mi§ji model za POH. POH je genetska bolest izazvana inaktivirajuéom mutacijom
Gnas gena koji kodira Gas -vazan prenosilac signala sa G protein receptora (GPCR). Zato je
kori$¢en mi§ sa uslovnim gubitkom Gnas gena ili tkivno-specificnim uklanjanjem Gnas gena. U
poglavlju su najpre opisani fenotipi zapazeni uklanjanjem Gas U ranom mezenhimu uda kod
embriona misa. Postignuto je uslovno brisanje gena za sintezu Gos ili ukrStanjem sa miéf]'im Cre
linijjama, specificnim za odredeno tkivo ili dodavanjem Cre virusa u ¢elijsku kulturu Gos I misjih
¢elija ili ciljanim ubrizgavanjem Cre virusa u Zeljeno tkivo na migjem Gas " modelu. Ovi
eksperimenti imali su za cilj da pokazu ulogu Gnas u ektopicnom stvaranju kostiju, kao i da
ukazu na molekularni put koji biva aktiviran nakon potpunog uklanjanja GNAS iz specifi¢nog
tkiva. Bilo je potrebno pokazati i u Celijskoj kulturi, kao 1 u mi§jem modelu ulogu maticnih
mezenhimalnih progenitorskih ¢elija u de novo formiranju ektopi¢nog kostanog tkiva koje
rezultira heterotopnom osifikacijom. Pokazano je da potpuni gubitak Gnas dovodi do
heterotopne osifikacije. Ovo je postignuto na vise razli¢itih misjih linija i shodno pokazano u
razli¢itim tkivima kao npr udu, traheji ili nosu. Dokazano je da su mezenhimske progenitorske



¢elije upravo celije koje dovode do stvaranja kosti u mekom tkivu, neadekvatnom
diferencijacijom u osteoblaste. Dokazano je da je Hedgehog molekularni put dovoljan i
neophodan da bi doslo do patoloskog formiranja kostiju u mekom tkivu ili heterotopne
osifikacije. Ukazano je na veoma vaznu ulogu Gnas gena u regulaciji balansa signala izmedu
Whnt i Hh molekularnog puta u procesu stvaranju kosti. Ovaj rad predstavlja znac¢ajan doprinos
boljem razmevanju kako mutacije Gnas gena (njegova aktivacija kao i gubitak) izazivaju dve
potpuno razlicite bolesti (FD i POH) ukazujuéi na signalne puteve koji bivaju aktivirani kao $to
je (Wnt/B-catenin 1 Hh). Kako ova dva signalna mehanizma dovode do razliCitih bolesti
skeletnog sistema, ovaj rad ukazuje na znacaj veoma kontrolisane aktivnosti Gos pomoc¢u GPCR
proteina, kako u prostoru tako i u vremenu i njegovu vaznu ulogu u limitaciji formiranja kostiju
isklju¢ivo u granicama skeletnog sistema.Takode, eksperimentalne hipoteze i pitanja potvrdeni
su koriS¢enjem vise eksperimentalnih tehnika da bi se doslo do kona¢nog zakljucka. Primeceni
fenomeni su potvrdjeni na nivou tkiva (misji model ili humani uzorci), zatim ¢elijskom nivou
(na ¢elijskoj kulturi ili na histoloskim prepapratima) i najzad na nivou proteina (Western blot) ili
RNK (gRT-PCR ili in situ hibridizacija).

U poglavlju Zakljucak su prikazani najvazniji rezultati i zakljucci, kao i njihov doprinos
predmetnoj oblasti istrazivanja.

Poglavlje Literatura obuhvata 146 navoda iz oblasti istrazivanja koja su koris¢ena u toku
istrazivanja i izrade doktorske disertacije.

3. OCENA DISERTACIJE

3.1. Savremenost i originalnost

Na osnovu pregleda savremene strucne literature, moZe se re¢i da sprovedena istraZivanja u
okviru ove doktorske disertacije spadaju u veoma aktuelno polje istrazivanja u oblasti
biotehnoloskog pristupa otkrivanju molekularnog mehanizma i tipa ¢elija uzro¢nika patoloskog
formiranja kostane mase. Prvi put je ukazano na molekularni put koji znacajno doprinosi
patologiji veoma aktuelnog problema patoloskog rasta kosti van skeletnog sistema, za koji
trenutno ne postoji adekvatna terapija. Originalni pristup u kombinovanju tri razlicita, veé
poznata i odobrena leka kako bi se povecala efikasnot a smanjili nezeljeni efekti pruza veoma
obecavajuc¢u mogucnost za trajno resenje ovog klinickog problema, pa je sa tog aspekta ova
disertacija originalna i savremena.

3.2.  Osvrt na referentnu i koriSéenu literaturu

U okviru doktorske disertacije citirano je ukupno 146 referenci, koje ukazuju na aktuelnost
istrazivanja u ispitivanoj oblasti. Vecina referenci predstavlja nauc¢ne radove objavljene u
vrhunskim medunarodnim ¢asopisima sa tematikom znacajnom za izradu doktorske disertacije,
publikovanih u poslednjoj deceniji. Istrazivanja prikazana u navedenim referencama su kori$¢ena
za planiranje eksperimentalnog rada, analizu, uporedjivanje i tumacenje rezultata dobijenih
tokom izrade doktorske disertacije 1 izvodenje zakljuaka. Takode, u navedenoj literaturi
navedene su i relevantni pregledni radovi ranijeg datuma, koji predstavljaju bazi¢na saznanja iz
predmetne oblasti 1 polaznu osnovu za tumacenje eksperimentalnih rezultata. U okviru navedene
literature nalaze se i reference kandidata Jelene Gvozdenovié-Jeremic, proistekle iz istrazivanja u
vezi sa ovom disertacijom 1 koje su objavljene u medunarodnim ¢asopisima i na konferencijama.



Pregledana obimna literatura i priloZeni objavljeni radovi ukazuju na adekvatno poznavanje
predmetne oblasti istrazivanja.

3.3.  Opis i adekvatnost primenjenih nau¢nih metoda

Istrazivanja u okviru doktorske disertacije Su ostvarena koriS¢enjem odgovarajucih
eksperimentalnih tehnika i savremenih analitickih instrumentalnih metoda prema originalnim ili
modifikovanim metodama iz literature, kao i adekvatnom analizom i obradom podataka.

Karakterizacija fenotipa kod miseva je postignuta pripremom histoloskih preparata, zatim
adekvantim bojenjem radi detekcije mineralizacije tkiva. Analiza proteina koji su prisutni u
histoloskim preparatima radjena je primenom tehnika imunohistologije i koris¢enjem
odgovarajucih komercijalnih antitela za proteine od interesa. Najsavremenija WISH metoda
detekcije RNK na c¢elijskom nivou u tkivu ili celom msijem embrionu je koris¢ena u radu.
Kvantitativni PCR u realnom vremenu je koriscséen radi detekcije signala ili gena od interesa na
nivou sinteze RNK. Analiza celijskih procesa tokom razvoja skeletnog sistema postignuta je
izolacijom celija uda iz misjeg embiona. Eksperimentalni modeli misa dobijeni su
visegeneracijskim ukrstanjem i odredjivanjem genotipa potomstva putem PCR tehnike.

3.4. Primenljivost ostvarenih rezultata

Rezultati dobijeni u okviru ove doktorske disertacije pruzaju naué¢nu osnovu za razvoj efikasne
klauzalne terapije za primenu u indikaciji heterotopne osifikacije. Ukazivanje na uzrok ove
patoloske pojave na molekularnom i celijskom nivou predstavlja solidnu nau¢nu osnovu za
pronalazenje efikasnog resenja za ovu Kklini¢cku komplikaciju. Kombinacija tri molekula &ije je
individualno kori$¢enje ve¢ poznato i odobreno u klinickoj praksi, koja je predlozena u ovoj
disertaciji, predstavlja inovativno resenje koje je ve¢ uslo u preklinicka ispitivanja finansiranja
od drzave Merilend, SAD.

3.5.  Ocena dostignutih sposobnosti kandidata za samostalni nau¢ni rad

Kandidat Mr Jelena Gvozdenovi¢-Jeremi¢, dipl. inz, je tokom izrade doktorske disertacije
ispoljila izuzetnu stru¢nost i1 samostalnost u pretraZivanju i koriS¢enju naucne literature,
planiranju i realizaciji eksperimenata, kao i koris¢enju razli¢itih tehnika i metoda. Pri analizi,
obradi i diskusiji rezultata pokazala je samostalnost, sistemati¢nost i kreativnost. Na osnovu
dosadasnjeg zalaganja 1 postignutih rezultata Komisija je misljenja da kandidat poseduje sve
kvalitete neophodne za samostalni nau¢no-istrazivacki rad.

4. OSTVARENI NAUCNI DOPRINOS

4.1. Prikaz ostvarenih nau¢nih doprinosa

Rezultati istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije imaju visestruko znacajan naucni, ali i
prakti¢an doprinos, pri ¢emu se moZze izdvojiti sledece:

e Pronalazak da gubitak Gnas gena dovodi do HO putem aktivacije Hedgehog (Hh)
signalnog puta je od velikog znacaja za razumevanje funkcije Gnas gena u regulaciji
signalnih puteva koji dovode do razlicitih fenotipa koStanog sistema.



e Pokazano da gubitak funkcije Gnas gena u mezenhimalnim mati¢nim ¢elijama dovodi
do progresivne HO u misjem POH modelu, kao i da je mehanizam osifikacije
intramembranski gde se mati¢ne Celije direktno diferenciraju u osteoblaste, bez
prethodnog formiranja hondrocita.

e Dokazano je da je Hedhegoh signalni put i dovoljan i neophodan za razvitak HO.
Shodno tome, pokazano je da se ve¢ poznati Hh inhibitori odobreni u drugim
aplikacijama (kao na primer kancer) mogu preusmeriti za tretiranje HO.

e Pokazano je da su i drugi oblici defektne mineralizacije, kao Enppl mutacija koja
izaziva tzv. generalnu arterijsku infantilnu kalcifikaciju (GACI), posredovani Hh
signalnim putem.

e U radu je ispitana i mogucnost upotrebe kombinacije tri ve¢ poznata Hh inhibitora in
vitro koji imaju komplementarno dejstvo na inhibiciju Hh signalnog puta i efikasno
inhibiraju diferencijaciju MSC u osteoblaste.

e Rezultati ispitivanja su pokazali da su Arsen trioksid (ATO), Lovastatin i Vitamina
D3 potentni inhibitori veoma brzog i ireverzibilnog procesa diferencijacije
mezenhimalnih ¢elija u osteoblaste, pokrenute Hh i ostalim osteogenim signalnim
mehanizmima .

e Redukovana koncentracija ovih agensa moze potencijalno poboljSati selektivnost
novog leka i smanjiti nezeljene sekundarne efekte kod ljudi.

e Ovi preliminarni rezultati otvaraju moguénost novog pristupa u razvoju HO terapije,
kao $to su uvodjenje kombinovane terapije ve¢ odobrenih lekova u cilju smanjenja
nuspojava 1 troskova razvoja novog leka. Ovi preliminarni rezultati pruZaju nadu HO
pacijentima za koje trenutno nema efikasne i bezbedne terapije.

4.2. Kriti¢ka analiza rezultata istrazivanja

Imaju¢i u vidu da je HO bolest bez adekvatne i efikasne terapije postavlja se pitanje koji
molekularni mehanizam je ukljucen u prostorno definisanje formiranja skeltnog sistema. Ovaj
rad predstavlja znacajan doprinos boljem razmevanju kako mutacije GNAS gena (njegova
aktivacija kao i gubitak) izazivaju potpuno razli¢ite bolesti (FD tj. POH) identifikujuéi signalne
puteve koji bivaju aktivirani kao sto je (Wnt/B-catenin i Hh). Kako oba signalna mehanizma
dovode do razli¢itih bolesti kostiju, ovaj rad ukazuje na znacaj veoma kontrolisane aktivnosti.
Gos pomocu GPCR proteina, kako u prostoru tako i u vremenusve vecu potraznju mehanizam
osifikacije intramembranski i da se mati¢ne Celije direktno diferenciraju u osteoblaste, bez
prethodnog formiranja hondrocita. Doslo se do zakljucka da je Hh sigalni put odgovoran za
prostornu regulaciju kostiju i da u sprezi sa Wnt singalnim putem striktno kontrolise fenotipe
dodatnog formiranja kostiju i nedostatka istih. Predmet istrazivanja u okviru ove doktorske
disertacije bilo je i formulisanje odgovarajuce terapije u skladu sa mehanisti¢ckim nalazima. U
tom smislu, formulisana je kombinacija od tri razlicita molekula koja su poznata po inhibiciji Hh
signala za koju je pokazana in vivo efikasnost u inhibiciji osteogeneze.



4.3.  Verifikacija nau¢nih doprinosa

Kandidat Mr Jelena Gvozdenovi¢-Jeremi¢ je rezultate istrazivanja dobijene u okviru izrade svoje
doktorske disertacije potvrdila objavljivanjem radova u cCasopisima medunarodnog znacaja i
saopstenjima na medunarodnim i nacionalnim skupovima. Rezultati istrazivanja proistekli iz ove
doktorske disertacije objavljeni su u okviru cetiri rada u nau¢nim casopisima medunarodnog
znacaja (kategorije M21a — jedan rad, kategorije M21 — jedan rad, kategorije M23 — dva rada), i
dva saopstenja na medunarodnim skupovima. U toku dosadaS$njeg nau¢no-istrazivackog rada u
okviru uze naucne oblasti biohemijskog inzenjerstva 1 biotehnologije kandidat je autor i koautor
jos deset radova u ¢asopisima medunarodnog znacaja.

Radovi proistekli iz doktorske disertacije:

Radovi objavljeni u medunarodnom ¢asopisu izuzetnih vrednosti (M21a)

1. Regard JB, Malhotra D, Gvozdenovic-Jeremic J, Josey M, Chen M, Weinstein L, Shore E,
Kaplan F, Yang Y, Activation of Hedgehog signaling by loss of GNAS causes heterotopic
ossification, Nature Medicine (2013) 19 (11) pp.1505-1512. doi:10.1038/nm.3314,
IF(2013)=28.054, ISSN: 1078-8956.

Radovi objavljeni u vrhunskom medunarodnom ¢asopisu (M21)

1. Jin Y, Cong Q, Gvozdenovic-Jeremic J, Hu J. Zhang Y, Terkeltaub R, Yang Y, Enppl
inhibits ectopic joint calcification and maintains articular chondrocytes by repressing
Hedgehog signaling, Development (2018) 145, doi: 10.1242/dev.164830, 1F(2017)=5.413,
ISSN: 0950-1991.

Radovi objavljeni u medunarodnom ¢asopisu (M23)

1. Gvozdenovic-Jeremi¢ J, Mojovi¢ L, Drug repositioning for a rare genetic disorder
progressive osseous heteroplasia (POH), Genetika (2019) vol 51(1) pp. 347-355,
d0i:10.2298/GENSR1901357G, 1F(2018)=0.459, ISSN: 0534-0012.

2. Gvozdenovic-Jeremi¢ J, Vert-Wong K, Mojovi¢ L, Antiosteogenic effect of Arsenic trioxide,
Cholecalciferol, Lovastatin or their combination in vitro. J. Serb. Chem. Soc. (2019),
d0i:10.2298/JSC190304060G,  IF(2018)=0.828,  ISSN:0352-5139(Print),  ISSN:1820-
7421(Online).

Radovi saopSteni radovi na nau¢nom skupu

1. Gvozdenovic-Jeremi¢ J, Jin Y, Hedgehog signaling is upregulated in articlar cartilage of
enppl mutant mice. Working Together at the Frontiers of Science and Technologies to
Eradicate Cartilage Disease (2015), Gordon March 22 - 27, 2015, Galveston Texas.

2. Gvozdenovic-Jeremic J, Vert-Wong K, Novel formulation for the treatment of HO associated
with aberrant HH signaling activity (2017), SOMOS conference, Scottsdale, Arizona, Dec
2017.




5. ZAKLJUCAK I PREDLOG

Na osnovu iznetih podataka, misljenje Komisije je da doktorska disertacija kandidata Mr Jelene
Gvozdenovi¢-Jeremi¢, dipl. inz, pod nazivom ,,Mehanizam nastanka heterotopne osifikacije i
koncipiranje odgovarajuceg tretmana“ predstavlja znaCajan i originalan naucni doprinos
predmetnoj oblasti istrazivanja. Originalnost i nau¢ni doprinos doktorske disertacije su potvrdeni
objavljivanjem radova u casopisima medunarodnog znacaja, saopStavanjem rezultata na
medunarodnim i nacionalnim konferencijama, kao 1 proverom originalnosti koris¢enjem softvera
iThenticate. Komisija je miSljenja da ova doktorska disertacija ispunjava sve zahtevane
kriterijjume, kao i1 da je kandidat tokom izrade disertacije pokazao naucno-istrazivacku
sposobnost u svim fazama izrade disertacije. Imajuci u vidu kvalitet, obim 1 nau¢ni doprinos
postignutih rezultata, Komisija predlaze Nastavno-nau¢nom vecu Tehnolosko-metalurskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu, da se doktorska disertacija pod nazivom ,,Mehanizam
nastanka heterotopne osifikacije i koncipiranje odgovarajuc¢eg tretmana“ kandidata Mr Jelene
Gvozdenovi¢-Jeremi¢, dipl. inz, prihvati, izlozi na uvid javnosti u zakonom predvidenom roku i
uputi na kona¢no usvajanje Vecu naucnih oblasti tehnic¢kih nauka Univerziteta u Beogradu i da
nakon zavrsetka ove procedure pozove kandidata na usmenu odbranu disertacije pred Komisijom
u istom sastavu.

U Beogradu, 31.05.2019. godine
CLANOVI KOMISIJE

dr Zorica Knezevi¢ Jugovi¢, redovni profesor

Univerzitet u Beogradu, Tehnolosko-metalurski
fakultet

Dr Sonja Pavlovi¢, nau¢ni savetnik

Univerzitet u Beogradu, Institut za molekularnu
genetiku 1 geneticku inZenjerstvo

dr Maja Vukasinovi¢-Sekuli¢, vanredni profesor

Univerzitet u Beogradu, TehnoloSko-metalurski
fakultet
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