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В. Тема докторске дисертације: 
 
Наслов дисертације:  
 
„Потенцијал бета-глукана за смањење и реверзију резистенције ћелија глиобластома” 
 
Полазне основе 
 

Кандидаткиња је у образложењу теме темељно описала полазне основе 
истраживања планираних у оквиру ове докторске тезе. Указавши на изразиту агресивност 
глиобластома и неефикасност хемиотерапеутика који се користи у лечењу овог малигног 
обољења мозга, појаснила је због чега је овај глиобластом у фокусу бројних истраживања. 
Просечно преживљавање пацијената са глиобластомом је око 14 месеци, а темозоломид, 
једини лек избора у првој линији терапије глиобластома, уз радиотерапију продужава 
живот пацијената за само два и по месеца у односу на примену саме радиотерапије (1). 
Слаба ефикасност темозоломида потиче од његове ниске биорасположивости. У 
физиолошким условима pH, темозоломид се разлаже на метаболите, од којих је само 
метилдиазонијум јон активан. Имајући у виду његову слабу растворљивост у воду и 
ограничену апсорптивност у цревима, процењује се да је биорасположивост темозоломида 
око 20-30% иницијалне дозе. У предлогу теме је описан и значај ензима О6-метилгуанин-
ДНК метилтрансферазе (МГМТ) у развоју резистенције на темозоломид. Овај ензим 
поправља оштећења на ДНК молекулу настала дејством темозоломида (2). 

Кандидаткиња је потом нагласила клинички значај феномена вишеструке 
резистенције туморских ћелија, који је једна од главних препрека у лечењу тумора. 
Вишеструка резистенција подразумева истовремену резистенцију на више структурно и 
функционално различитих хемиотерапеутика. Туморске ћелије могу бити природно 
резистентне или могу стећи резистенцију под селективним притиском услед хемио- или 
радиотерапије. У основи вишеструке резистенције на терапеутике је смањење акумулације 
лека у ћелијама, услед повећане експресије једне класе транспортних 



аденозинтрифосфатаза, ATP-binding cassette (ABC АTPaze), које користе енергију 
хидролизе  АTP за избацивање ксенобиотика из ћелије (3). Најбоље описани ABC 
транспортери су ABCB1 (P-гликопротеин), ABCG2 (енгл. breast cancer resistance protein, 
BCRP) и ABCC1 (енгл. multidrug resistance-associated protein 1, MRP1). Због 
непропустљивости крвно-мождане баријере (КМБ) и вишеструке резистенције 
онемогућена је примена доксорубицина код пацијената оболелих од глиобластома. 
Доскорубицин је најчешће коришћени хемиотерапеутик у клиничкој пракси, који 
испољава значајан цитотоксични ефекат на ћелије глиобластома in vitro. У литератури је 
показано да је доксорубицин супстрат ABCB1 транспортера, који је присутан у мембрани 
ендотелних ћелија КМБ и на туморским ћелијама које су развиле вишеструку 
резистенцију на лекове (4). 

Напослетку, кандидаткиња је навела још један значајан фактор који доприноси 
резистенцији, рецидиву тумора и неуспеху терапије, а то је постојање матичних ћелија 
глиобластома (енгл. glioblastoma stem cells, GSCs). GSCs имају способност 
самообнављања, иницијације настанка тумора, избегавања ћелијске смрти и 
метастазирања, а могу и да остану у стању мировања током дугог временског периода. 
Експериментални модели и клиничке студије указују на то да GSCs преживљавају многе 
уобичајене терапијске протоколе, што недвосмислено указује на њихов клинички значај 
(5). Разликује се пронеуронални и мезенхимски тип GSCs. Пронеуронални тип GSCs 
одговоран је за формирање резистентне популације ћелија, а мезенхимски тип GSCs, 
поред повећања резистенције, одговоран је и за инвазију (6). 

На основу изнетих података из литературе, кандидаткиња је предочила како услед 
развоја резистенције и недовољне ефикасности јединог хемиотерапеутика који се користи 
у терапији глиобластома постоји велика потреба за новим приступом у лечењу ове 
болести, како би се смањила висока стопа рецидива и морталитета. 
 
Предмет докторске дисертације 
 

На основу изнетих полазних основа, дефинисан је предмет научног истраживања у 
оквиру предложене докторске дисертације - испитивање интеракције бета-глукана 
различитог порекла (квасац и јечам) са антитуморским лековима (темозоломид и 
доксорубицин) на ћелијским линијама и примарним ћелијским културама глиобластома. 
Познато је да бета-глукани, полисахариди ћелијског зида бактерија, алги, гљива и неких 
житарица, показују способност имуномодулације туморске микросредине. Поред тога, 
показано је да бета-глукани могу бити носачи лекова. Описан је транспорт темозоломида 
и доксорубицина до мозга посредован бета-глуканима (7). Темозоломид и доксорубицин 
се могу конјуговати са бета-глуканима преко линкера који садржи дисулфидну везу. Тако 
припремљени коњугати у воденој средини спонтано формирају наночестице, у којима је 
темозоломид, односно доксорубицин, заробљен у унутрашњем хидрофобном језгру, а 
хидрофилни бета-глукани се налазе на површини. Такође је показано да након оралне 



примене, наночестице пролазе епителну баријеру у цревима преко М ћелија, а затим 
подлежу ендоцитози од стране резидентних макрофага. Макрофаги са наночестицама се 
потом циркулаторним системом транспортују до мозга и пролазе КМБ. Унутарћелијски 
глутатион (GSH), чија је концентрација у региону тумора повишена, раскида дисулфидну 
везу између линкера и хемиотерапеутика у наночестицама, што резултује ослобађањем 
конјугованог темозоломида или доксорубицина. На овај начин се повећава концентрација 
лека у региону тумора, а транспорт у наночестицама фагоцитованим од стране макрофага 
омогућава пролазак КМБ. 

До сада није испитан ефекат комбинованог третмана бета-глуканима и поменутим 
хемиотерапеутицима. Такође није испитано да ли се ефекат комбинованог третмана 
разликује зависно од порекла бета-глукана, као ни да ли бета-глукани испољавају 
цитотоксични ефекат на ћелијским линијама или примарним ћелијским културама 
глиобластома. Стога је кандидаткиња предложила да се у изради ове докторске 
дисертације као модел-системи користе а) хумана ћелијска линија глиобластома А-172, б) 
резистентна ћелијска линија А-172 и в) примарне ћелијске културе глиобластома. 
Примарне ћелијске линије су успоствљене из узорака тумора пацијената оболелих од 
глиобластома, који се лече на Клиници за неурохирургију Универзитетског Клиничког 
центра Србије, за шта је издата Етичка дозвола Медицинског факултета (183/13 од 
27.4.2023. године).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      

Истраживање ће обухватити: 

1) испитивање цитотоксичности комбинованих третмана бета-глуканима из 
различитих извора са антитуморским лековима (темозоломид и доксорубицин) 
на ћелијама глиобластома; 

2) испитивање утицаја комбинованих третмана на ћелијску смрт и аутофагију 
ћелија глиобластома; 

3) испитивање утицаја комбинованих третмана на инвазивни капацитет ћелија 
глиобластома; 

4) испитивање утицаја комбинованих третмана на целокупан експресиони профил 
ћелија глиобластома: 

• развој новог имуноесеја који ће омогућити испитивање утицаја 
комбинованих третмана на протеинску експресију маркера GSCs (CD133 
и SOX2, као маркера пронеуралног типа GSCs, а CD44 и EGFR, као 
маркера мезенхимског типа GSCs); 

• испитивање утицаја комбинованих третмана на протеинску експресију 
маркера вишеструке резистенције (ABCB1, ABCC1 и ABCG2) ћелија 
глиобластома. 

Као основну хипотезу својих истраживања, кандидаткиња је навела да комбинација 
бета-глукана са антитуморским лековима има потенцијал да: 



• побољша антитуморски ефекат темозоломида и доксорубицина на ћелијама 
глиобластома (односно, да оствари синергистички ефекат са наведеним 
хемиотерапеутицима); 

• омогући превазилажење резистенције; 
• утиче на ћелијске процесе као што су апоптоза, аутофагија и инвазија; 
• утиче на матични фенотип ћелија глиобластома. 

 
Научни циљ истраживања 

Научни циљ истраживања је испитивање механизама интеракције бета-глукана из 
јечма и квасца са темозоломидом и доксорубицином на ћелијским линијама и примарним 
ћелијским културама глиобластома, као и испитивање ефеката ових комбинација на 
релевантне ћелијске и молекулске процесе. Посебна пажња ће бити посвећена утицају 
комбинованих третмана на експресију маркера вишеструке резистенције, с обзиром на 
њихов клинички значај. У циљу испитивања потенцијала бета-глукана за реверзију 
резистенције биће успостављена резистентна ћелијска линија од сензитивне ћелијске 
линије хуманог глиобластома А-172 континуираном применом темозоломида. 

Имајући у виду да темозоломид и доксорубицин, посредством ДНК, остварују ефекат 
на пролиферишућим ћелијама, али не и на ћелијама које се налазе у стању мировања, као 
што су поједини типови GSCs (5), кандидаткиња је предочила зашто је један од циљева 
истраживања развој новог имуноесеја који ће омогућити дистинкцију пронеуралног од 
мезенхимског типа GSCs, који имају значајну улогу у преживљавању и инвазији ћелија 
глиобластома и укључени су у развој резистенције на лекове. Сличан имуноесеј за 
идентификацију маркера резистенције код неситноћелијског тумора плућа је недавно 
развијен у Лабораторији за молекуларну неуро-онкологију, Одељење за Неуробиологију, 
на Институту за биолошка истраживања „Синиша Станковић“ – Институт од националног 
значаја за Републику Србију, Универзитет у Београду, у којој ће кандидаткиња обавити 
експериментални део своје докторске дисертације (8). Комбинација ова два имуносејa 
омогућиће процену резистентног профила ћелија глиобластома третираних 
темозоломидом и доксорубицином и даће увид у то да ли комбиновани третман бета-
глуканима доприноси смањењу резистенције. На тај начин ће се утврдити потенцијал 
бета-глукана за модулацију вишеструке резистенције, што ће служити као основа за нова 
истраживања на комбинацијама бета-глукана са другим антитуморским лековима код 
различитих типова тумора. 

Такође, испитаће се утицај комбинованих третмана на апоптозу, аутофагију и 
инвазивни капацитет ћелија глиобластома. 

Према увиду Комисије, на основу полазних основа и хипотеза, циљ истраживања је 
реалан и остварив у периоду предвиђеном за реализацију докторске дисертације. 

 
Материјал и методe који се користе 
 

Представљена методологија и ћелијски модели су у складу са предложеним 
предметом и циљем истраживања. 



Модел системи на којима ће се спроводити истраживања у току израде ове докторске 
дистертације су комерцијално доступна хумана ћелијска линија глиобластома А-172, као и 
примарне ћелијске културе глиобластома успостављене из туморских узорака пацијената 
оболелих од глиобластома. Додатно, биће успостављена резистентна ћелијска линија на 
поменуте хемиотерапеутике од сензитивне А-172 ћелијске линије глиобластома. 
Резистенција ће се развијати континуалним третманима сензитивне линије темозоломидом 
или другим алкилирајућим хемиотерапеутицима у периоду од неколико месеци. 
Резистентна ћелијска линија ће се користити у даљим експериментима у циљу испитивања 
могућности реверзије резистенције комбинованим третманом бета-глуканима и 
темозоломидом, односно доксорубицином. Ћелије ће бити култивисане у стандардним 
условима и у препорученим медијумима за њихов раст. 

Испитивање ефекта појединачних терапеутика и комбинованих третмана на 
вијабилност ћелија извршиће се колориметријским тестом метаболичке активности (МТТ 
тест), који се заснива на акумулацији тетразолијумових соли у митохондријама 
метаболички активних ћелија. Иницијални опсег концентрација биће од 1 µМ до 1 mМ за 
темозоломид и од 10 nM до 10 µМ за доксорубицин, а време трајања третмана 72 h. 
Комбиновани ефекат бета-глукана и антитуморских лекова биће анализиран у CacluSyn 
софтверу. На основу добијених резултата биће одабране најбоље комбинације, 
концентрације и време трајања третмана за наредне експерименте.  

За детаљну анализу експресионог профила, како сензитивних, тако и резистентних 
ћелијских линија глиобластома, пре и после примене комбинованих терапија, користиће 
се секвенцирање целокупне РНК (RNAseq) у комбинацији са напредним 
биоинформатичким методама. Овај приступ омогућиће разумевање молекуларних 
промена које комбиновани третмани изазивају на нивоу транскриптома. 

Molecular Devices ImageXpress®Pico и Molecular Devices MetaXpress софтвер, као и 
проточна цитофлуориметрија ће се, уз одговарајућe комплете, користити и за испитивање 
утицаја комбинованих третмана на апоптозу, аутофагију и промену мембранског 
потенцијала митохондрија. За испитивање утицаја комбинованих третмана на инвазивни 
капацитет ћелија користиће се тест инвазије кроз матригел, у којем се инвазивни 
потенцијал процењује на основу способности ћелија да уз концентрациони градијент 
серума прођу кроз поре мембране обложене матриксом базалне мембране. 

За развој новог имуноесеја користиће се аутоматизовани флуоресцентни микроскоп 
Molecular Devices ImageXpress®Pico и Molecular Devices MetaXpress софтвер. Истовремено 
бојење GFAP-а, маркерa глијалних ћелија, и бојење са Hoechst 33342 који боји нуклеусе, 
обезбедиће идентификацију и квантификацију ћелија глиобластома након појединачних 
третмана темозоломидом и доксорубицином и након комбинованих третмана са бета-
глуканима. Коришћењем овог аутоматизованог система за снимање ћелија, биће развијен 
нови имуноесеј за рутинску идентификацију. Овај имуноесеј ће омогућити 
идентификацију свих нуклеуса, GFAP-позитивних ћелија и ћелија позитивних на један од 
MDR маркера или на један од GSCs маркера. Истовремено бојење CD133, SOX2, CD44 
или EGFR, уз бојење GFAP и Hoechst 33342 ће омогућити идентификацију и 
квантификацију различитих типова стем ћелија глиобластома: 

• GFAP-позитивне и CD133 или SOX2- позитивне, што одговара пронеуралном типу 
GSCs; 



• GFAP- позитивне и CD44 или EGFR- позитивне, што одговара мезенхималном 
типу GSCs. 

По истом принципу, истовремено бојење АBCB1, ABCC1 и ABCG2, уз бојење GFAP и 
са Hoechst 33342 ће омогућити идентификацију и квантификацију: 

• GFAP-позитивних и MDR маркер-негативних ћелија, што одговара сензитивним 
ћелијама глиобластома; 

• GFAP-позитивних и MDR маркер-позитивних ћелија, што одговара резистентним 
ћелијама глиобластома. 

На тај начин ће се утврдити да ли бета-глукани утичу на резистентни и матични 
фенотип ћелија глиобластома када се примењују са темозоломидом и доксорубицином. 

 
Очекивани резултати и научни допринос 

На основу података из литературе и на основу почетних хипотеза, кандидаткиња је 
навела да очекивани резултати подразумевају следеће: 

• остварење синергистичког ефекта бета-глукана и темозоломида, односно 
доксорубицина на ћелијама глиобластома; 

• реверзију резистенције ћелија глиобластома на темозоломид и доксорубицин; 
• разјашњење да ли извор бета-глукана утиче на ефекат који остварују; 
• детаљно разјашњење природе интеракције између бета-глукана и темозоломида 

и доксорубицина на ћелијама глиобластома, односно молекулских механизaма 
који леже у њеној основи; 

• смањење способности ћелија глиобластома да одрже фенотип матичних ћелија 
након комбиноване терапије бета-глукана и темозоломида, односно 
доксорубицина. 

База података ClinicalTrials.gov резимира око 180 клиничких испитивања са бета-
глуканима као имуномодулаторима, углавном код малигних обољења, терапије 
гастроинтестиналног тракта, снижења холестерола и побољшања имунолошких реакција. 
Када су у питању истраживања везана за терапију тумора, она која највише обећавају 
укључују употребу бета-глукана у комбинацији са моноклонским антителима код 
неситноћелијског канцера плућа, колоректалног карцинома и троструко негативног 
карцинома дојке. Међутим, клиничке студије са бета-глуканима на глиобластомима 
никада нису спроведене. Иако је откривен пут транспорта темозоломида и доксорубицина 
у мозак коришћењем посредован бета-глуканима (7), још увек није испитано да ли бета-
глукани могу да интерагују са темозоломидом и доксорубицином и побољшају анти-
туморске ефекте ових лекова. Оно што ова докторска дисертација доноси је разјашњење, 
по први пут, комбинованог ефекта бета-глукана са темозоломидом и доксорубицином на 
ћелијама глиобластома. С обзиром на то да транспорт темозоломида и доксорубицина до 
мозга посредован бета-глуканима може направити значајан напредак у терапији 
пацијената са глиобластомима, од велике је важности да се разјасни могуће побољшање 
анти-туморског ефекта темозоломида и доксорубицина у комбинацији са бета-глуканима, 
као и утицај ових комбинација на резистенцију на темозоломид и доксорубицин. Уз то, 



претпоставка је да ће се ефекат бета-глукана у комбинацији са темозоломидом и 
доксорубицином разликовати у зависности од извора из којег су илозовани, односно да ће 
неки бета-глукани бити бољи појачивачи антитуморског дејства ових хемиотерапутика. 
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Г. Закључак и предлог: 

 
На основу увида у предложено истраживање, Комисија утврђује да је предложена 

тема научно заснована и да би очекивани резултати допринели проналажењу ефикаснијег 
приступа у лечењу глиобластома. У складу са Закoном о високом образовању и Статутом 
Универзитета у Београду – Биолошког факултета, а имајући у виду наведено, сматрамо да 
кандидаткиња испуњава све потребне услове за одобрење израде докторске дисертације. 
Стога долепотписана Комисија предлаже Наставно-научном већу Универзитета у 
Београду – Биолошког факултета да кандидаткињи Милици Пајовић, мастер биологу, 
одобри израду докторске дисертације под насловом „Потенцијал бета-глукана за 
смањење и реверзију резистенције ћелија глиобластома”. 
 

Комисија за менторе предлаже др Миодрага Драгоја, научног сарадника Института 
за биолошка истраживања „Синиша Станковић“ – Института од националног значаја за 
Републику Србију, Универзитета у Београду и проф. др Надежду Недељковић, 
Универзитет у Београду - Биолошки факултет.  
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Институт од националног значаја за Републику Србију,  
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KI1~H~'-IK~ I...\EHTAP CP6~JE
11000 SEOrPAA; nACTEPOBA 2,

PEnYSnVlKA CPSVlJA

ETM4KM O,Q60P
11000 Beorpaa. nacTepoBa 2

011366-2080.264-4850. <!laKe 011 306-7180
6poj; 187/13
t\aHa; 27.04.2023. rOAl-1He

Ha OCHOBY3aKoHa 0 3,Q,paBCTBeHOj3aWTKTl-1Peny6nl-1Ke Cp6l-1je ("Cn. rnaCHl-1KPC' Gp. 25/2019),
3aKoHa 0 npaBIo1ManaUl-1jeHaTa (IICn. rnaCHIo1KPC", Gp. 45/13), 3aKoHa 0 3aWTIo1TI-1nonarexa 0
nW·IHOCTl-1("Cn. rllaCHl-1K PC", 6p. 97/2008, 104/2009, l-1Ap. 3aKoH), 3aKoHa 0 3ApaBCTBeHoj
AOKYMeHTaLtl-1jl-1101eBIo1AeHLtl-1jaMaY 06nacn1 3,Q,paBCTBa("Cn. rnaCHIIIK PC", Gp. ", 6p. 123/2014,
106/2015, 105/2017), nocrynajytllo1 Y CKnaAY ca OAPeAGaMa ETIo14KoroA60pa YHIo1Bep3l-1TeTCKOr
KIlt.1Hl-14KOruesrpa Cp6t.1je Gp. 175/9 od 29.04.2021. roAt.1He, ETl-14Kl-1OA60p YHIllaep3l-1TerCKOr
KI1I11H~KOr uearpa Cp6lo1je Y cacraev: npocp. AP MlllnaH Pa,QoBt.1n-npeA<:eAHt.1K, npoct>. AP AHa
Bl-1,llOBl-1n,nPD<l>.AP Ceernaaa Bp3l11n-nerpoHllljeBl-1n, t\o~.AP Cnal)aHa AH,QpejeBl-1n,npoct.>.AP
HI-1KIIILtarpy60p, t\OLt. AP t\aHllljena TPIIICPYHoBllln-3aMaKnap III ACCl-1CT.AP Ml-1xajno CrjenaHoBVln
-nexap» cneuajanacra sanocneaa Y YHl-1Bep3I11TeTcKoMKnlo1HIII4KOMueHTpy Cp6l11je, oAnY4yjynlll 0
saxresv ACCl-1T.AP ~ropa Hl-1KOIll-1na,Ha csojo] 3. CeAHl-1LtIllOAP>KaHOj AaHa 27.04.2023. roAt.1He,
AOHeo je cneaehv

ot\nYKY
OA06paBa ce cnposol)e KIll-1HIII4Kor l-1cnKTIllBaH>anOA Ha3I11BOM:"Hose repenevrcxe crpareraje sa
nepcoaanasoeasv repanajv, aCTpo~l-1TOManpVlMepHt.1X t.1 ceKYHAapHl-1X rnlllo6IlacTOMa". rnaSHIII
IIICTpa>KL1Ba4je ACCIIICT.AP l1rop Hl-1KonVln.
41laHOBIiI IiICTpa>KIilBa4KOrTVlMaCV: ACCIiICT.AP V1rop HIIIKonlo1nl-1t\p Iopaa Tacah.
V1CTpa>KIo1Ba4101cpaAHIo1LtIllcy: t\p Mlllnlo1Ltanewlo1li, t\p AHa nOAoncKIo1-PeHL1li, t\p Jenesa AIIIHlo1li,Ap
MIiIOApar Aparoj, Ap CD<Pl1ja JOBaHOBlo1n-Crojaaos 101cryAeHTlo1 AOKTOpaHTl-1:AHa Crenaaoeah,
EMa nynwl-1li 1-1MWlIiILta najoBI1f1.
V1cnmlilBatbe lie Gml1 cnposeaeao Ha KnI1HI-1UI1sa HeypoXlo1pyprt.1jyYHt.1Bep3l-1TeTCKOrKnl-1HIo14KOr
uesrpa CpGl1je, y caPaAt-b11 ca V1HCTIiITYTOMsa GIiIOIlOWKa HCTpa>KIiIBat-ba"CHHHwa CTaHKOBHn"-
V1HCTHTyTOA HaUHOHanHor 3Ha4aja sa PenyGnlllKY Cp6l11jy,YHt.1sep3KTeTa y 5eorpaAY·
nplllnHKOM noaouie-sa OBe OAnYKe, ETIII4Kl-1oll60p je pasaarpao CJleAeny AOKYMeHTaUHjy:
1). 3axreB aa OA06petbe aKaAeMcKor Knl1HI14KOrl-1CnlllTVlBatbanoAHeT ETl-14KOMOA60py YKLlC,
2). Flporoxon l-1Cnl-1TIo1BaI-ba,
3). ~HQ:>oPMaUVljeaa naLtllljeHTa ca oepacue» sa AaBat-be nt.1caHOrnplIICTaHKa,
4). (arllaCHOCT KOllerJiljYMa KnIilHI-1Kesa HeYPoxl1pyprl-1jy Gp. 5060A 13.04.2023. roAI-1He,
5). Cnopa3YM 0 nOCJlOSHO-TeXHt.14KojCapallt-bVl Gp. 29173 OA 18.11.2011. roAI-1He 3aKJbY4eH
II\3Mel)y V1HCTKTYTasa 6HOIlowKa I<1CTpa>KIllBatba"CVlHI<1WaCTaHKOSt.1n" III YHt.1Bep3l-1TeTcKor.
Knl<1HVl4KOrue-rrpa CpGl-1je !if
6).6I1orpacplllja rnassor l-1crpa>Kl-1Ba4a,4naHa I-1CTpa>KVlBa4KOrTVlMa \01 GHOrpact.>liIjeIilCTpa>Kl-1Ba4a
capaAHVlKa.
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