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IZVEŠTAJ 

 

A. PRIKAZ SADRŽAJA DOKTORSKE DISERTACIJE 

Doktorska disertacija mag. farm. Janka Ignjatovića pod nazivom „Istraživanje antimikrobne 

aktivnosti i hromatografskog ponašanja sastojaka endofitnih gljiva primenom 

hemometrijskih metoda“ napisana je na 205 stranica, sadrži 26 slika i 34 tabele. Sastoji se 

od sledećih poglavlja: Uvod, Ciljevi rada, Eksperimentalni deo, Rezultati i diskusija, 

Zaključak, Literatura, Prilozi, Biografija i Izjave autora doktorske disertacije. 

Uvodni deo rada je napisan na 25 stranica i sastoji se iz 3 manje celine, odnosno potpoglavlja. 

U prvom potpoglavlju uvoda prezentovan je problem bakterijske rezistencije na postojeće 

lekove. Zatim je dat kratak pregled značaja endofitnih gljiva u razvoju antimikrobnih lekova. 

U narednom potpoglavlju uvoda su predstavljeni savremeni alati u razvoju lekova i metoda za 

njihovo ispitivanje sa osvrtom na: veštačke neuronske mreže (eng. Artificial Neural Networks 

– ANN), pretraživanje velikih baza podataka (eng. Data mining); metode simulacije 

molekulskog povezivanja (eng. Molecular docking study); model kvantitativnog odnosa 

hemijske strukture, svojstva i aktivnosti; model kvantitativnog odnosa hemijske strukture i 

aktivnosti (eng. Quantitative structure activity relationship studies, QSAR); model 

kvantitativnog odnosa hemijske strukture i retencionog ponašanja molekule (eng. Quantitative 

structure retention relationship, QSRR), kao i značaj parametara lipofilnosti za biološku 

aktivnost; in silico metode za određivanje prediktora biološke aktivnosti novog leka i dizajn 

eksperimenata (eng. Design of experiments, DoE). 

Poglavlje Ciljevi napisano je na jednoj stranici i u njemu je kratko sažeto sedam ciljeva 

doktorske disertacije. Prvi cilj podrazumevao je identifikaciju ključnih faktora koji ukazuju na 

potencijalnu antimikrobnu aktivnost endofitnih gljiva prema patogenim bakterijama 

primenom napredne analize podataka (eng. Advanced Data Analytics). Drugi cilj je obuhvatao 

procenu antimikrobne aktivnosti sekundarnih metabolita endofitnih gljiva Phomopsis spp. 

izolovanih iz četina četinara u Sloveniji, primenom bujon mikrodilucionog testa. Treći cilj je 

podrazumevao izolovanje i karakterizaciju hemijske strukture bioaktivnih molekula primenom 

separacionih (tankoslojna hromatografija, gasna hromatografija i tečna hromatografija pod 

visokim pritiskom) i spektroskopskih metoda (spektrofotometrija, masena spektrometrija, 

nuklearna magnetna rezonantna spektroskopija). Četvrti cilj je obuhvatao primenu algoritama 

mašinskog učenja za razvoj i validaciju modela za opisivanje veze između hemijske strukture, 
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ponašanja u izabranim analitičkim sistemima i eksperimentalno izmerenog (in vitro) ili in 

silico procenjenog biološkog odgovora sekundarnih metabolita endofitnih gljiva. Peti cilj je 

podrazumevao predviđanje strukturnih karakterstika jedinjenja za ciljane vrednosti biološkog 

odgovora, kao i predviđanje ključnih fizičko-hemijskih parametra, lipofilnosti molekule i pKa 

vrednosti, kao prediktora biološke raspoloživosti nakon in vivo primene potencijalno novog 

leka. Šesti cilj je obuhvatao ispitivanje najverovatnijih mehanizama antimikrobnog delovanja 

biomolekula endofitnih gljiva na receptorima koji predstavljaju potvrđeno ciljno mesto 

delovanja do sada poznatih antimikrobnih lekova izvođenjem studija molekulskog dokinga i 

procenom mogućnosti za optimizaciju hemijske strukture i postizanje povoljnijeg 

antimikrobnog efekta. Sedmi cilj je obuhvatao analizu rezultata primene računarskih tehnika i 

upoređivanjem sa eksperimentalno dobijenim podacima. 

Eksperimentalni deo je napisan na 27 stranica. Sadrži detalje svih metoda i pregled svih 

referentnih standardnih supstanci, rastvarača, reagenasa, uzoraka, opreme i računarskih 

programa koji su korišćeni u istraživanju. Detaljno su opisane procedure pripreme uzoraka za 

svaki segment izvođenja eksperimenata i dati su uslovi svake analize, kao i uslovi za 

izvođenje praktičnih eksperimenata iz domena tečne tankoslojne hromatografije (eng. Thin-

layer chromatography, TLC), tečne hromatografije pod visokim pritiskom (eng. High-

performance liquid chromatography, HPLC), masene spektrometrije (eng. Mass 

spectrometry, MS) i nuklearne megnetne rezonantne spektroskopije (eng. Nuclear magnetic 

resonance spectroscopy, NMR). Takođe su obuhvaćeni i in silico procena fizičko-hemijskih 

parametara i prediktora biološke aktivnosti komponenti ekstrakta endofitnih gljiva, doking 

simulacije i QSAR studije primenom pristupa baziranog na receptoru. 

Poglavlje Rezultati i diskusija je napisano na 62 stranice. Sadrži prikaz svih rezultata 

dobijenih sprovedenim eksperimentima i diskusiju o dobijenim rezultatima. Detaljan prikaz 

ovog poglavlja dat je u narednom delu izveštaja. 

Poglavlje Zaključak je prikazano na 6 stranica. Sadrži sve zaključke u skladu sa postavljenim 

ciljevima doktorske disertacije. 

Poglavlje Literatura je napisano na 22 stranice i sadrži 241 citiranu literaturnu referencu. 

Poglavlje Prilozi sadrži dodatne materijale, listu skraćenica i simbola, spisak publikacija koje 

su obuhvaćene doktorskom disertacijom, dodatno obrazloženje i zahvalnicu. 

U poglavlju Biografija data je kratka narativna biografija kandidata. 
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U poglavlju Izjave autora doktorske disertacije priložene su potpisane izjave o autorstvu, 

istovetnosti štampane i elektronske verzije doktorskog rada i izjava o korišćenju. 

 

B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA 

Prirodni proizvodi imaju izuzetan potencijal u razvoju i otkrivanju novih lekova u 

farmaceutskoj industriji. Godinama su napori usmeravani na istraživanje terapijskog 

potencijala biljaka, međutim danas su endofitne gljive prepoznate kao novi podjednako 

dragocen prirodni izvor aktivnih molekula. Proizvodnja bioaktivnih sekundarnih metabolita 

endofitnih gljiva je pod uticajem širokog spektra faktora koji se odnose na tip biljnog 

domaćina, klimatske uslove, nutritivne faktore, prisustvo drugih mikroorganizama u istom 

okruženju, itd.  

U okviru doktorske disertacije istaknuta je relevantnost pomenutih varijabilnosti kao i 

sličnosti ili različitosti u profilu antimikrobne aktivnosti endofitnih gljiva. Iako je analiza 

glavnih komponenti (eng. Principal component analysis, PCA) isključivo bila korišćena za 

prepoznavanje obrazaca u definisanom skupu podataka, detaljna analiza PCA ishoda i 

dijagrama otkrila je tri glavne grupe endofita među kojima učesnici prate slične i specifične 

trendove ispoljavanja bioaktivnosti. Ovo vredno saznanje može biti od pomoći u svim daljim 

istraživanjima endofitnih gljiva jer pruža pouzdano predznanje o antimikrobnom potencijalu 

endofitnih vrsta. Na osnovu rezultata PCA analize i rasprostranjenosti u PCA dijagramima, 

istaknut je veoma obećavajući antibakterijski potencijal vrsta Phomopsis kao i perspektiva te 

vrste endofita u terapijskoj upotrebi kao antifungalnih agenasa. Zaključeno je da je 

proizvodnja biomolekula Phomopsis endofitnih vrsta i njihov potencijal kao antimiktobnih 

agenasa obećavajući i relativno stabilan u uslovima koji su ispitivani, i da, stoga, biomolekule 

Phomopsis endofitnih vrsta imaju potvrđen neophodan preduslov za dalja farmaceutska 

istraživanja. 

Izvršena je uspešna optimizacija hromatografskih uslova za primenu tankoslojne 

hromatografije za grupu od 3 analita koji potiču od različitih ekstrakata endofitne gljive 

Phomopsis species. U cilju optimizacije TLC metode upotrebljena je metodologija 

eksperimentalnog dizajna. Ova metodologija je takođe omogućila identifikaciju statistički 

značajnih eksperimentalnih faktora i njihovih međusobnih interakcija. Nakon preliminarnih 

ispitivanja, definisana su dva faktora, komponente mobilne faze, kao statistički značajni, pa su 
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posledično varirana u predloženom opsegu: udeo metanola (60 – 80 %, v/v) i udeo amonijum-

hidroksida (4 – 6 %, v/v). Variranje faktora izvršeno je prema planu eksperimenata za 

Centralni kompozicioni dizajn. Hromatografska separacija je postignuta na TLC silika gel 

pločicama 60 RP-18 F254. Najviši udeo amonijum-hidroksida od 6 % (v/v) je identifikovan 

kao optimalan u procesu razdvajanja hromatografskih mrlja. Nasuprot tome, udeo metanola u 

ispitivanom opsegu nije pokazao značajniji uticaj. Najizraženiji afinitet za baznu hidrofilnu 

mobilnu fazu je pokazao analit 1, potom sledi analit 3, dok je najmanji afinitet za baznu 

hidrofilnu mobilnu fazu je pokazao analit 2. Osim uvida u obrasce hromatografskog 

ponašanja, zaključeno je da se predložena TLC metoda nakon postupka validacije, takođe, 

može koristiti za razdvajanje i analizu ekastrakata endofitnih gljiva kao i za određivanje 

sastava potencijalno biološki aktivnih sekundarnih metabolita. 

U toku procesa razvoja lekova u ranoj fazi istraživanja se praktikuje određivanje i 

modulisanje fizičko-hemijskih parametara aktivnih molekula, među kojima lipofilnost 

pokazuje najbolju korelaciju sa biološkom raspoloživošću i aktivnošću. Lipofilnost jedinjenja 

se može iskazivati kroz niz izvedenih parametara, koji se mogu dobiti eksperimentalno ili 

pomoću različitih kompjuterskih programa i alata. Potvrđeno je da je reverzno-fazna 

tankoslojna hromatografija (RP-TLC) praktična i efikasna metoda za razdvajanje analita, kao i 

za određivanje različitih deskriptora lipofilnosti na osnovu njihovog ponašanja u 

hromatografskom sistemu. Jedinjenjima sa potvrđenom antimikrobnom aktivnošću koja su 

izolovana iz endofita Phomopsis spp. i za koje je eksperimentalno potvrđena antimikrobna 

aktivnost, te su na osnovu toga prepoznata kao potencijalni novi lekovi, određeni su različiti 

parametri lipofilnosti nakon hromatografske analize. U ovim dodatnim eksperimentima 

baziranim na primeni RP-TLC metode, separacija analita iz ekstrakta endofita je postignuta 

TLC silica gel 60 RP-18 F254 pločama pri konstantnom zapreminskom udelu amonijum-

hidroksida od 5 % (v/v) i različitom udelu metanola od 60 do 80 % (v/v) u mobilnoj fazi. 

Takođe, značaj modela za određivanje hromatografskih parametara lipofilnosti i intenzitet 

tako definisanih vrednosti u odnosu na izmereni biološki odgovor, procenjen je u poređenju sa 

poznatim referentnim antibioticima (hloramfenikol, ciprofloksacin, ofloksacin i sulfacetamid-

natrijum). Na osnovu vrednosti parametara RM (hromatografski parameter lipofilnosti) i CO 

(udeo zapremine organskog rastvarača u mobilnoj fazi kada RM ima vrednost jednaku nuli) 

zaključeno je da uzorak ekstrakta endofita koji sadrži jedinjenje 2 pokazuje niže parametre 

lipofilnosti u odnosu na uzorak endofita koji sadrži jedinjenje 1. U oba slučaja, parametri 

lipofilnosti su komparabilni sa lipofilnošću hloramfenikola i viši od ostalih ispitivanih 



6 
 

referentnih antibiotika (ofloksacina, ciprofloksacina i sulfacetamid natrijuma), pri čemu je 

parametar RM
O (parameter lipofilnosti kada je udeo organskog rastvarača u mobilnoj fazi 0 %, 

v/v) nešto viši za jedinjenje 1 u odnosu na jedinjenje 2. Na osnovu poređenja specifičnih 

parametara lipofilnosti (Rf (retencioni factor analita u TLC sistemu), RM i RM
O), može se 

zaključiti da ispitivani analiti pokazuju visoke i komparabilne vrednosti lipofilnosti sa 

referentim antibioticima, što ukazuje na nijihovu potencijalno visoku bioraspoloživost u 

organizmu. 

Određen je antibakterijski potencijal endofitne gljive Phomopsis species, izolovane iz četina 

četinara, prema bakterijama Escherichia coli i Staphylococcus aureus. Istraživana su 

dominantna jedinjenja koja su potencijalno odgovorna za antimikrobnu aktivnost. Na osnovu 

njihove antimikrobne aktivnosti i jedinstvenih strukturnih obeležja u poređenju sa već 

poznatim lekovima iz iste terapeutske kategorije, okarakterisana su dva dominantna jedinjenja 

(Z)-(Z)-2-acetoksiprop-1-en-1-il-3-(3-((E)-3,4-dihidroksipent-1-en-1-il)oksiran-2-il)akrilat 

(označen kao jedinjenje 325-3) i (Z)-(Z)-2-acetoksiprop-1-en-1-il-3-(3-((E)-4-hidroksi-3-

oksopent-1-en-1-il)oksiran-2-il)akrilat (označen kao jedinjenje 325-5). Takođe, na osnovu 

specifičnih svojstava, ovi biomolekuli bi mogli da služe kao vodeće strukture za buduće 

otkriće novih antibiotskih lekova. Evaluacija odnosa između hemijske strukture i intenziteta 

antibakterijske aktivnosti može da služi kao smernica za razvoj nove serije derivata i dalje 

poboljšanje njihove bioaktivnosti. 

Istraživanje novih lekova i njihovo dizajniranje se zasniva na ispitivanju njihove biološke 

aktivnosti, ali je takođe važno generisati podatke o toksičnim i farmakokinetičkim osobinama 

leka. Sa stanovišta etike, postoji težnja da se podaci o toksičnim i farmakokinetičkim 

osobinama leka dobijaju upotrebom in silico metoda. Kao nastavak istraživanja aktivnosti 

sekundarnih metabolita endofitne gljive Phomopsis species poreklom iz četine četinara, na 

teritorijji Slovenije izvršena je in silico procena toksikoloških i farmakokinetičkih parametara. 

Glavni faktor za procenu lipofilnosti logP (logaritam podeonog koeficijenta) sekundarnih 

metabolita sa potvrđenom aktivnošću protiv Gram negativnih (Escherichia coli) i Gram 

pozitivnih (Staphylococcus aureus) bakterija izračunat je korišćenjem programa MarvinSketch 

4.1.13. Dodatno su vrednosti in silico deskriptora prema pravilu Lipinskog, kao i prema 

pravilu Ghose izračunati primenom programa SwissADME. Volumen distribucije, Veber-ovo 

pravilo, toksikološki parametri kao i procenat vezivanja jedinjenja za proteine plazme su 

izračunati upotrebom softverskog paketa ACD/i-lab. Na osnovu dobijenih rezultata je 

potvrđeno da aktivne molekule izolovane iz ekstrakta endofitnih gljiva ispunjavaju kriterijume 
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definisane pravilom Lipinskog. Zato se može zaključiti da se ispitivani aktivni sekundarni 

metaboliti iz ekstrakta Phomopsis species mogu dobro apsorbovati kroz intestinalnu sluznicu, 

pošto dobijene niske vrednosti ukazuju na mogućnost brze apsorpcije. Dobijene su srednje 

vrednosti za volumen distribucije aktivnih jedinjenja, te se može pretpostaviti da ispitivana 

jedinjenja nemaju tendenciju da se akumuliraju u masnom tkivu pacijenta. Na osnovu 

navedenog se može zaključiti da ispitivana jedinjenja iz ekstrakta Phomopsis species, koji su 

takođe potencijalni kandidati za lek, imaju srednji afinitet vezivanja za proteine plazme. 

Dodatno je primećeno da se toksičnost ispitivanih jedinjenja ne razlikuje znatno u poređenju 

sa referentnim antibioticima koji su bili ispitivani kao standardna kontrola.  

Kao nastavak in vitro eksperimenata za antimikrobnu procenu, razdvajanje i karakterizaciju 

biomolekula endofitnih gljiva, predložen je in silico molekularni doking sa ciljem pouzdanog 

prepoznavanja aktivnih struktura i vodećih molekula za otkriće novih antibiotika. U okviru 

ovog istraživanja, ispitivane su interakcije između seta od dvanaest jedinjenja i njihovih 

potencijalnih ciljanih receptora. Prema kriterijumima za ocenjivanje doking simulacija koji su 

uključivali vrednost slobodne energije vezivanja, konstante inhibicije, RMSD (kvadratni koren 

srednje standardne devijacije) vrednosti i potencijala za uspostavljanje vodoničnih veza sa 

receptorom, zaključeno je da je najveći potencijal za doking interakciju zapažen u slučaju 

3G7B, 1F0K i 1SHV receptora lociranih na patogenima Staphylococcus aureus, Escherichia 

coli i Klebsiella pneumoniae. Rezultati iz ovog doking istraživanja sugerišu da strukturne 

sličnosti kao i neka specifična svojstva jedinjenja 325-3, 325-5, fomoenamida i fomola se u 

budućnosti mogu kortistiti kao smernice za dalji razvoj njihovih derivata kao novih antibiotika 

sa snažnim delovanjem širokog spektra. Osim toga, ova otkrića mogu ukazati na to kako 

izvršiti dalju optimizaciju proizvodnje biomolekula iz endofitnih gljiva i/ili efikasniju obradu 

prikupljenog biomaterijala. Pored toga, ispitivana jedinjenja bi mogla da ispoljavaju i 

drugačije mehanizme delovanja i interaguju i sa drugim receptorima. 

Rezultati izvedenih studija molekulskog docking-a ukazali su na najvažnije interakcije između 

izabranih liganada i receptora. Na osnovu poređenja rezultata dobijenih za bioaktivne 

molekule poreklom iz endofitnih gljiva sa rezultatima dobijenim nakon docking 

eksperimenata sa poznatim antimikrobnim agensima (referentnim antibioticima), može se 

ukazati na potencijal biomolekula da ostvare željeno delovanje u in vitro ili in vivo uslovima. 

Direktnom analizom vrednosti energije vezivanja koja se javlja u toku interakcije između 

liganda i receptora, može se proceniti terapijska efikasnost potencijalno novog leka, kao i 

najverovatniji mehanizam antimikrobnog delovanja. Međutim, kako bi značaj rezultata 
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docking studija dobio dodatno na svom značaju, nagrađeni su QSAR modeli primenom 

pristupa baziranom na receptoru sa ciljem pouzdanog predviđanja afiniteta vezivanja 

biomolekula za određeni tip receptora. Iz sprovedenih docking studija na 3 reprezentativna 

receptora (1F0K – 1,9 Å transferaza Escherichiae coli, 3G7B – Staphylococcus aureus giraza 

B i 1SHV – β-laktamaza Klebsiella pneumoniae). U svim ANN-QSAR modelima, niske 

vrednosti greške za trening i validacioni set podataka, vrednosti koeficijenta korelacije što 

bliže 1 i niska vrednost greške za test set podataka, ukazuju na to da nagrađeni ANN-QSAR 

modeli imaju dobru sposobnost predviđanja. Stoga svi nagrađeni modeli mogu poslužiti za 

predviđanje bioaktivnosti serije strukturno srodnih biomolekulima iz korišćneg seta podataka, 

a koji potencijalno mogu nastati usled prirodnih varijacija u uslovima okruženja u kojima se 

endofitna gljiva razvija i/ili kultiviše, kao i optimizacijom strukture putem sinteze derivata 

poznatih biomolekula. 

 

C. UPOREDNA ANALIZA SA REZULTATIMA IZ LITERATURE 

U okviru poglavlja Rezultati i diskusija, dobijeni rezultati istraživanja su detaljno analizirani i 

razmatrani u kontekstu dostupnih literaturnih podataka. 

Prema podacima Svetske Zdravstvene Organizacije, bakterijska rezistencija na antibiotike je 

u porastu u svim delovima sveta i predstavlja jednu od najvećih pretnji globalnom zdravlju 

[1-3]. Bakterije razvijaju nove mehanizme otpornosti na postojeće antimikrobne agense, što 

predstavlja pretnju da ustaljeni načini lečenja zaraznih bolesti postanu neefikasni. Iako se 

otpornost na antibiotike kod bakterija javlja prirodno, neracionalna primena antibiotika kod 

ljudi i životinja ubrzava proces razvoja rezistencije [4-6]. Rastuća lista zaraznih bolesti, 

poput pneumonije, bolesti urinarnog sistema, tuberkuloze, gonoreje i bolesti uzrokovanih 

mikroorganizmima prisutnim u hrani, postaje sve veća, a ponekad je i nemoguće sprovesti 

lečenje jer antibiotici postaju sve manje efikasni [7, 8]. Otpornost na antibiotike dovodi do 

dužeg boravka pacijenata u bolnici, većih medicinskih troškova i povećanja smrtnosti [9, 

10]. Prema podacima Evropske agencije za prevenciju i kontrolu bolesti, otpornost sojeva 

bakterija Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus 

pneumoniae, Staphylococcus aureus, Acinetobacter spp. je u porastu, s obzirom da su 

testirani izolati bakterija bili otporni na najmanje jednu antimikrobnu grupu lekova, a 

primećena je i kombinovana rezistencija na nekoliko grupa antimikrobnih lekova [11]. Zbog 
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navedenog problema bakterijske rezisitencije, sve više naučnih istraživanja je usmereno ka 

otkrivanju novih potentnijih antimikrobnih lekova. Svojim sadržajem, ova doktorska 

disertacija predstavlja svojevrsan doprinos na ovom polju istraživanja. Inače, imajući u vidu 

dinamiku razvoja bakterijske rezisitencije, ovakva istraživanja su obično podržana novim 

strategijama ubrzanog razvoja lekova zasnovanim na računarskim metodama, što je takođe 

sastavni deo metodološkog pristupa ove doktorske disertacije. 

Poznato je da su biljke tokom evolucije razvile određene sposobnosti, kao što je produkcija 

sekundarnih metabolita, u cilju odbrane od patogenih miroorganizama, insekata ili drugih 

životinja koje se njima hrane [12]. Pored toga, utvrđeno je da su u brojnim biljnim tkivim 

prisutni mikroorganizmi koji u njima rastu i razmnožavaju se [13-15]. U literaturi se pod 

terminom endofitizam označava ova jedinstvena i uzajamna asocijacija biljaka i 

mikroorganizama [16]. Stoga se mikroorganizmi koji žive u tkivima biljaka definišu kao 

endofiti [17-18], a pripadaju grupi bakterija i gljiva [19]. Obično je za svakog domaćina 

specifičan jedan endofit koji je karakterističan za uslove i geografsku oblast u  kojoj se biljka 

domaćin razvija [20-23]. U izbalansiranoj međusobnoj vezi, da bi doprineli opstanku biljke 

domaćina, endofiti proizvode sekundarne metabolite pomažući tako domaćinu da savlada 

invaziju patogenih mikroorganizama [24-30]. Važno je napomenuti da se do nedavno 

traganje za novim bioaktivnim proizvodima endofita zasnivalo uglavnom na nasumičnom 

ispitivanju izolata. Radi optimizacije traganja za novim bioaktivnim sekundarnim 

metabolitima, važno je uzeti u obzir da sekundarni metaboliti koje endofiti sintetišu mogu 

korespondirati sa odgovarajućom ekološkom nišom endofita, kao i da metaboličke 

interakcije mogu da pospeše sintezu određenih sekundarnih metabolita [31-33]. Iz tog 

razloga je uvodni deo ove doktorske disertacije obuhvatio primenu metoda označenih kao 

napredna analiza podataka (eng. Advanced data analytics), sa ciljem da se sadržajno i 

sveobuhvatno ispitaju sve okolnosti pod kojima se obezbeđuje optimalan rast i razvoj 

endofitnih gljiva, kao i produkcija bioaktivnih sekundarnih metabolita. Na osnovu dostupne 

literature, ovakav pristup istrživanju biloškog potencijala ispitivanih organizama do sada  

nije primenjivan. 

Vezano za aktuelnost i inovativnost predmeta istraživanja doktorske disertacije, potrebno je 

naglasiti da ova grupa organizama nije ekstenzivno proučavana kao, na primer, biljni 

patogeni, što znači da je manje verovatno da su izolovani metaboliti poznate strukture, 

odnosno opisani u dostupnoj naučnoj literaturi. Sa druge strane, metaboličke interakcije 

endofita sa biljkom domaćinom mogu ići na ruku sintezi biološki aktivnih sekundarnih 
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metabolita [34-35] koji opet mogu imati direktnu ili indirektnu primenu u terapiji brojnih 

bolesti [36-38]. Do danas, otkriveni su endofiti koji proizvode sekundarne metabolite sa 

priznatim terapeutskim potencijalom, kao što je paklitaksel [39], podofilotoksin [40], 

deoksipodofilotoksin [41], kamptotecin [42], hipericin i emodin [43], itd. Podaci iz 

pretražene literature naglašavaju veoma značajnu antibakterijsku i antimikotičnu aktivnost 

endofitnih gljiva koje pripadaju Phomopsis vrstama [44-52]. Rakshith et al. navode da je rod 

Phomopsis poznat kao bogat izvor bioaktivnih sekundarnih metabolita nove raznolike 

strukture i funkcije kao što su fomopscihalasin, citochalasin, konvolvulanska kiselina, 

izobenzofuranoni, oblongolid, fomopsolid, fomodiol, fomoksantoni i dimeri ksantona, 

fomoenamid, fomonitroestar, deacetilfomoksanton B, dicerandrol A, (1S,2S,4S)-p-mentan- 

1,2,4-triol, uridin, etil-2,4- dihidroksi-5,6-dimetilbenzoat i fomopscilacton. Te strukture su 

dodatno ispitivane i pokazale su antibakterijsku, antifungalnu i antialgalnu aktivnost [50]. 

Imajući u vidu sva gore navedena aktuelna saznanja iz oblasti terapije mikrobnih infekcija, 

prvi deo naučnog istraživanja doktorske disertacije bavio se identifikacijom i klasifikacijom 

pokazatelja antimikrobne aktivnosti ekstrakata endofitnih gljiva primenom savremenih 

računarskih tehnika za naprednu analizu podataka. Za odabrane predstavnike endofitnih 

gljiva sa najpovoljnijim biološkim svojstvima, vršilo se izolovanje i karakterizacija 

hemijskih struktura biomolekula primenom separacionih i spektroskopskih metoda i in vitro 

procena aktivnosti. Ovo je rezultovalo otkrićem potpuno novih hemijskih struktura (novih 

hemijskih entiteta) i dodatno nepoznatih u grupi antimikrobnih agenasa sa do sada 

definisanom terapijskom primenom. 

Opšte je poznata činjenica da su otkrivanje i razvoj lekova procesi koji zahtevaju mnogo 

vremena i resursa. Zbog te činjenice, prepoznat je veliki potencijal u primeni računarskih 

alata u kombinovanom hemijskom i biološkom prostoru kako bi se pojednostavilo 

otkrivanje, dizajn, razvoj i optimizacija lekova. U poslednje vreme, veliko interesovanje 

vlada za primenu savremenih tehnika za naprednu analizu podataka koje omogućavaju 

istraživanje velikih skupova podataka sa ciljem otkrivanja složenih odnosa, međusobne 

povezanosti informacija, odnosno za otkrivanja smislenih obrazaca ponašanja unutar velike 

grupe podataka. Ovakve tehnike se u literaturnim izvorima na engleskom jeziku označavaju 

imenom data mining, a obuhvataju grupisanje / klasterovanje, klasifikaciju, regresiju i 

pravila asocijacije [53-54]. U literaturi je potvrđena uspešna primena analize glavnih 

komponenata (eng. Principal component analysis, PCA) za istraživanje velikih baza 

bioaktivnih jedinjenja kako bi se ubrzalo i olakšalo identifikovanje potencijalno novih 
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terapijskih agenasa. Često korišćeni računski pristupi uključuju dizajn lekova koji se zasniva 

na ligandima (dizajn farmakofora, 3D prostorni raspored hemijskih karakteristika 

neophodnih za biološku aktivnost), dizajnu leka na bazi strukture (interakcija lek-ciljno 

mesto delovanja), kvantitativnom odnosu između strukture i retencionog ponašanja (eng. 

Quantitative Structure Retention Relationship, QSRR), kvantitativnom odnosu između 

strukture i aktivnosti (eng. Quantitative structure–activity relationship,  QSAR), i 

konačno kvanitativnom odnosu strukture i različitih svojstava jedinjenja (eng. Quantitative 

Structure Property Relationships, QSPR) [55-59].  

In silico metodama je moguće izvršiti izbor najboljih mogućih kandidata za lek radi dalje 

obrade i proveravanja specifičnih svojstava [60-61]. U tom cilju se u ranim fazama 

istraživanja koristi fizičko-hemijski pregled (eng. scrining) kako bi se omogućilo 

sveobuhvatnije razumevanje ključnih svojstava koja utiču na biološku dispoziciju 

obećavajućih struktura kao što su: apsorpcija u gastrointestinalnom traktu, propusnost krvno-

moždane barijere, distribucija u sistemskoj cirkulaciji i tkivima, metabolizam, izlučivanje, 

kao i vezivanje za protein plazme, interakcije sa receptorima i toksičnost potencijalnog leka 

[62-65]. Određivanje parametara lipofilnosti (log P i log D) je stoga od primarne važnosti, 

jer omogućava eliminaciju onih strukturalnih kandidata za koje je malo verovatno da će 

postati lekovi zbog loših farmakokinetičkih svojstava [66-68]. U praksi su eksperimenti 

određivanja ovih parametara dugotrajni i finansijski zahtevni i često podrazumevaju 

određivanje bioraspoloživosti na životinjama in vivo. Međutim, dokazano je da retencioni 

deskriptori jedinjenja dobijeni HPLC ili TLC analizom dobro koreliraju sa parametrima 

lipofilnosti za ta ista jedinjenja [69-75]. U praksi su ovakva in silico ispitivanja obično 

preduslov za dalja in vivo istraživanja, a velika prednost njihove upotrebe je svakako vezana 

i za izbegavanje problema povezanih sa bezbednošću samih eksperimentalnih procedura. 

Dodatno, sa ciljem pravilnog razumevanja svojstava jedinjenja i tumačenja dobijenih 

rezultata, ključna je uloga još jednog hemometrijskog pristupa koji je korišćen u ovoj 

doktorskoj disertaciji, a to je dizajn eksperimenata (eng. Design of Experiments, DoE). 

Njegova primena podrazumeva sistematično planiranje i izvođenje eksperimenata koje 

obezbeđuje racionalizaciju eksperimentalnog rada. DoE metodologija omogućava dobijanje 

matematičkih modela, odnosno veza koje postoje između zavisno i nezavisno promenljivih 

određenog hemijskog (hromatografskog) sistema. Multifaktorski pristup koji je ovde 

prisutan predstavlja dragoceni način sprovođenja eskperimenata, jer se veliki broj nezavisno 

promenljivih može istovremeno varirati bez opasnosti od pogrešnog tumačenja njihovih 
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pojedinačnih doprinosa i dovode do ispravnog predviđanja ciljanog ponašanja sistema [76-

82]. Međutim, za postizanje navedenih rezultata potrebni su pouzdani i sofisticirani alati za 

analizu podataka poput tzv. mašinskog učenja (eng. machine learning - ML) [83-86]. Iako 

je danas poznata upotreba brojnih algoritama mašinskog učenja, najčešće se u 

farmaceutskim istraživanjima koriste veštačke neuronske mreže (eng. Artificial neural 

networks, ANN) osmišljene tako da oponašaju veze između neurona mozga i primenjuju 

supervizirano učenje zasnovano na prethodno naučenom iskustvu, odnosno obrascima 

preuzetim iz prethodno prikazanih skupova podataka [87-90]. 

Još jedna od in silico tehnika koje se koriste za istraživanje bioaktivnosti je simulacija 

povezivanja (eng. doking simulations) odabranih receptora i molekulskih struktura. U 

osnovi, molekularni doking podrazumeva računarsku in silico proceduru traženja 

odgovarajućeg liganda koji energetski i geometrijski odgovara poznatom mestu vezivanja na 

ciljnom receptoru. Takođe, in silico doking simulacija omogućava predviđanje energetski 

stabilne orijentacije fleksibilnog molekula (ligand) u odnosu na rigidnu strukturu receptora i 

potencijalno formiranje kompleksa između liganda i receptora. Zbog mogućnosti 

predviđanja potencijalne interakcije liganda i receptora, molekularni doking je jedna od 

najčešće korišćenih metoda u računarskom dizajniranju lekova [91-93]. 

Zbog svega nevedenog, nakon početnog doktazivanja postojanja odgovarajućeg intenziteta 

biološke aktivnosti tokom in vitro eksperimenata, kao i izolovanja i karakterizacije strukture 

jedinjenja odgovornih za uočenu aktivnost, u ostatku naučnog istraživanja doktorske 

disertacije, fokus je bio na primeni odabranih hemometrijskih alata u ispitivanju veze 

između hemijske strukture, ponašanja u izabranim analitičkim TLC i HPLC sistemima, i 

eksperimentalno izmerenog ili in silico procenjenog biološkog odgovora biomolekula 

endofitnih gljiva (stepen antimikrobne aktivnosti i vrednosti tzv. prediktora biloške 

aktivnosti u in vivo sistemima među kojima su lipofilni karakter i kiselo-bazne osobine 

molekula). Navedene relacije su se opisale putem matematičko-statističkih modela 

dobijenih primenom računarskih metoda koji su se oslanjali na algoritme mašinskog učenja, 

odnosno modela koji prestavljaju krajnji rezultat izvedenih QSR(A)R studija (eng. 

Quantitative Structure-Retention (Activity) Relationships). Analizom razvijenih i validiranih 

modela, za ciljane vrednosti biološkog odgovora, izvršilo se  predviđanje strukturnih 

karakterstika odgovarajućih jedinjenja potencijalnih kandidata za nove lekove. Izvođenjem 

studija molekulskog docking-a, bio je ispitan potencijalni mehanizam antimikrobnog 

delovanja biomolekula endofitnih gljiva na receptorima koji predstavljaju potvrđeno ciljno 
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mesto delovanja do sada poznatih antimikrobnih lekova, a na osnovu opisane interakcije sa 

receptorima, procenjena je mogućnost za optimizaciju hemijske strukture i postizanje 

povoljnijeg antimikrobnog efekta, odnosno  optimizacija uslova za kultivisanje i obradu 

biomase endofitnih gljiva. Na ovaj način, obezbeđeno je suštinsko razumevanje izvora 

bioaktivnosti endofitnih gljiva, kao i mehanizma kojim se on ostvaruje. Doprinos 

nagrađenih matematičko-statističkih modela sa visokom prediktivnom moći je da obezedi 

dovoljno informacija za buduća naučno zasnovana sistematična i racionalna istraživanja 

antimikrobnog delovanja sekundarnih metabolita endofitnih gljiva bazirana na optimizaciji 

uslova za kultivisanje ovih organizama, izbor nutrijenata, uslova za izolovanje i sekundarnih 

metabolita i slično što može rezultovati dobijanjem široke palete hemijski srodnih 

jedinjenja.  

Iz svega navedenog, jasno je da su sve hipoteze i teorijska osnova istraživanja koje 

predstavlja sastavni deo ove doktorske disertacije postavljene su na osnovu opsežnog 

kritičkog pregleda dostupne literature. Konačno, može se zaključiti da su primenom 

odgovarajućih teorijskih, eksperimentalnih, in vitro i računarskih in silico hemometrijskih 

metoda dobijeni rezultati čiji se značaj ogleda u metodološki savremenom naučnom 

doprinosu ispitivanju antimikrobnog potencijala biomolekula endofitnih gljiva, sa posebnim 

osvrtom na studiju bioaktivnosti Phomopsis species. Osim savremenog metodološkog 

pristupa, sve saznanja koja predstavljaju rezultat ove disertacije, predstavljaju značan 

iskorak u rešavanju problema bakterijske rezistencije jer, osim ukazivanja na potpuno nova 

jedinjenja koja predstavljaju dobre kandidate za razvoj novih lekova, bacaju svetlost na 

ogroman prostor za buduća farmaceutska istraživanja i razvoj novih lekova baziran na 

prirodnim i obnovljivim izvorima. 
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E. ZAKLJUČAK – OBRAZLOŽENJE NAUČNOG DOPRINOSA DOKTORSKE 

DISERTACIJE 

Rezistencija bakterija na delovanje antibiotika predstavlja globalni problem. Na polju razvoja 

novih lekova iz prirodnih izvora, nedavno je prepoznat potencijal endofitnih gljiva 

zahvaljujući sposobnosti da proizvedu sekundarne metabolite različitih bioloških aktivnosti. 

Biosinteza ovih jedinjenja je pod velikim uticajem brojnih faktora koji se vezuju za izbor 

biljke domaćina, klimatske uslove, ishranu i prisustvo drugih mikroorganizama u okruženju. 

Velika baza podataka vezanih za aktivnost endofitnih gljiva prema patogenim bakterijama 

pretraživana je primenom metode analize glavnih komponenti sa ciljem pronalaženja obrazaca 

u podacima koji bi ukazali na manji broj pravih kandidata za razvoj novih lekova Na ovaj 

način, osvetljen je antimikrobni karakter gljive Phomopsis species. In vitro testovima je 

potvrđeno da dihlormetanski ekstrakt gljive izolovane iz četina bora inhibira rast bakterija 

Escherichia coli i Staphylococcus aureus. Hromatografsko razdvajanje pojedinačnih 

jedinjenja ekstrakta optimizovano je primenom dizajna eksperimenata, a zatim je izvršeno 

izolovanje i karakterizacija njihove hemijske strukture korišćenjem masene spektrometrije i 

NMR spektroskopije. In silico metodama su definisani prediktori bioraspoloživosti i 

toksikološke aktivnosti jedinjenja (Z)-(Z)-2-acetoksiprop-1-en-1-il-3-(3-((E)-3,4-
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dihidroksipent-1-en-1-il)oksiran-2-il)akrilat i (Z)-(Z)-2-acetoksiprop-1-en-1-il-(3-((E)-4-

hidroksi-3-oksopent-1-en-1-il)oksiran-2-il)akrilat. Za razliku od dosadašnih istraživanja koja 

su se ograničavala in vitro testovima antimikrobne aktivnosti endofitnih gljiva i 

razrešavanjem hemijske strukture izolovanih biomolekula, ova disertacija predstavlja 

proširenje prethodnih istraživanja primenom in silico metoda. Studija molekulskog dokinga 

omogućila je razumevanje mehanizama interakcije biomolekula sa receptorima koji pripadaju 

patogenim bakterijama uobičajeno multirezistentnim na antibiotike. Primenom veštačkih 

neuronskih mreža nagrađeni su pouzdani modeli koji ukazuju na vezu između hemijske 

strukture, parametara interakcije i afiniteta vezivanja za receptore na osnovu kojih je moguć 

razvoj novih hemijski srodnih antibiotika. 

 

F. PROVERA ORIGINALNOSTI DOKTORSKE DISERTACIJE 

Na osnovu izveštaja iz programa iThenticate registrovano je 9 % poklapanja sa 98 izvora. U 

svim izvorima je stepen podudarnosti iznosio < 1 %, i četiri izvora sa kojima je stepen 

sličnosti iznosio 1 %. Ovaj stepen podudarnosti posledica je tzv. opštih mesta i podataka, kao 

i prethodno publikovanih rezultata istraživanja kandidata, koji su proistekli iz disertacije, što 

je u skladu sa članom 9. Pravilnika. 

Na osnovu svega iznetog, a u skladu sa članom 8. stav 2. Pravilnika o postupku provere 

originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na Univerzitetu u Beogradu, izveštaj iz 

programa iThenticate ukazuje na originalnost doktorske disertacije. 

 
 
 
Dr sc. Biljana Otašević, vanredni profesor, Univerzitet u 

Beogradu – Farmaceutski fakultet,             Katedra za analitiku 

lekova, Beograd, Republika Srbija, mentor doktorske 

disertacije 
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G. MIŠLJENJE I PREDLOG KOMISIJE 

Istraživanje obuhvaćeno ovom doktorskom disertacijom podrazumeva ispitivanje 

antimikrobnog potencijala biomolekula endofitnih gljiva primenom savremenih računarskih 

tehnika pomoću kojih je izvršena identifikacija ključnih faktora koji ukazuju na antimikrobnu 

aktivnost endofitnih gljiva prema patogenim bakterijama; procena antimikrobne aktivnosti 

sekundarnih metabolita endofitnih gljiva Phomopsis spp. izolovanih iz četina četinara koji 

rastu na području Slovenije; izolovanje i razotkrivanje hemijske strukture bioaktivnih 

molekula primenom pogodnih separacionih i spektroskopskih metoda; primenom algoritama 

mašinskog učenja za razvoj i validaciju modela za opisivanje veze između hemijske strukture, 

ponašanja u izabranim analitičkim sistemima i eksperimentalno izmerenog (in vitro) ili in 

silico procenjenog biološkog odgovora sekundarnih metabolita endofitnih gljiva; 

predviđanjem strukturnih karakterstika jedinjenja za ciljane vrednosti biološkog odgovora, 

kao i predviđanjem ključnih fizičko-hemijskih parametra, lipofilnosti molekule i pKa 

vrednosti, kao prediktora biološke raspoloživosti nakon in vivo primene potencijalno novog 

leka; ispitivanjem najverovatnijih mehanizama antimikrobnog delovanja biomolekula 

endofitnih gljiva na receptorima koji predstavljaju potvrđeno ciljno mesto delovanja do sada 

poznatih antimikrobnih lekova izvođenjem studija molekulskog doking-a i procenom 

mogućnosti za optimizaciju hemijske strukture i postizanje povoljnijeg antimikrobnog efekta. 

Zadati istraživački ciljevi su ispunjeni i dobijeni rezultati su doprineli boljem razumevanju 

ispitivanog sistema. Rezultati ove disertacije predstavljaju značajan naučni doprinos u oblasti 

Analitika lekova i šire budući da primenjen multidisciplinaran pristup obuhavata i prostor 

Medicinske hemije. Rad kandidata je odgovorio istraživačkim zahtevima, što je potkrepljeno 

sa 2 naučna rada koji su objavljeni u vrhunskim međunarodnim časopisima M23 kategorije, 

1 naučni rad objavljen u naučnom časopisu od nacionalnog značaja (kategorije M52), i 4 

saopštenja sa međunarodnih skupova, štampana u izvodu ili celosti (kategorije M32, M34 i 

M64). Komisija sa zadovoljstvom predlaže Nastavno-naučnom veću Farmaceutskog fakulteta, 

Univerziteta u Beogradu da prihvati pozitivan izveštaj Komisije o izrađenoj doktorskoj 

disertaciji na temu „Istraživanje antimikrobne aktivnosti i hromatografskog ponašanja 

sastojaka endofitnih gljiva primenom hemometrijskih metoda“ i kandidatu mag. farm. 

Janku Ignjatoviću odobri javnu odbranu doktorske disertacije po dobijanju saglasnosti Veća 

naučnih oblasti medicinskih nauka Univerziteta u Beogradu. 
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