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В. Тема докторске дисертације: 
 
Наслов дисертације:  
„Aнтитуморскa активност деривата 4-аминохинолина и диазахризена in vitro и in vivo 
на моделу дукталног аденокарцинома панкреаса“ 
 
Полазне основе: 

Дуктални аденокарцином панкреаса је један од најсмртоноснијих облика малигних 
тумора. То је дванаести најчешће дијагностикован малигни тумор широм света и шести 
водећи узрок смрти као последица малигне болести. Током 2022. године у свету је 
дијагностиковано 510.992 случајева тумора панкреаса, а забележено је 467.409 смртних 
случајева [1]. Основни разлог за високу стопу смртности код пацијената са дукталним 
аденокарцином панкреаса је касна дијагноза, непостојање поузданих, раних 
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прогностичких и дијагностичких маркера, као и нереаговање на зрачење и хемиотерапију. 
Једна од главних карактеристика дукталног аденокарцинома панкреса је постојање обимне 
дезмопластичне строме, која може да чини и до 80% запремине тумора [2]. Присуство 
дезмопластичне строме ствара специфично хипоксично и нутритивно осиромашено 
туморско микроокружење што доводи до повишеног нивоа базалне аутофагије у 
туморским ћелијама, као адаптивног механизма преживљавања у условима стреса [3]. 
Повишен ниво базалне аутофагије у туморским ћелијама је често повезан и са отпорношћу 
на цитотоксичну терапију. Осим аутофагије, механизма који се користи за рециклирање 
оштећених протеина и органела, ови тумори се такође ослањају на путеве рециклаже 
зависне од лизозома како би обезбедили супстрате неопходне за метаболизам. 

Већина конвенционалних антитуморских лекова успорава или зауставља процес 
ћелијске деобе, док су савремене циљане терапије углавном усмерене против тумор-
специфичних киназа које подстичу раст туморских ћелија, као и против имунских 
контролних тачака. Упркос бољег одговора на терапију, тренутни терапијски третмани 
често су компромитовани због урођене или стечене резистенције, или због постојања 
озбиљних штетних ефеката. Велики број података указује да би ефикасност постојећих 
терапијских третмана могла бити побољшана истовременим циљањем независних 
ћелијских функција које подржавају малигни фенотип [4]. Овај концепт се заснива на 
чињеници да константна активација онкогених путева покреће различите врсте стреса, као 
што су метаболички стрес, оксидативни стрес и протеотоксични стрес. Као последица 
тога, већина малигних ћелија постаје зависна од цитопротективних путева који се 
активарају као одговор на стрес, а све у циљу преживљавања (нпр. аутофагија, одговор на 
оштећења ДНК, одговор на топлотни шок) и од повећане активности ћелијских процеса у 
циљу одржавања хомеостазе (нпр. унос глукозе, лизозомска деградација) [4]. Стога су 
модерна истраживања у фокус ставила циљање процеса аутофагије у комбинацији са 
хемиотерапијом као обећавајућу стратегију у борби против дукталног аденокарцинома 
панкреаса [5]. 

Катјонски амфифилни лекови (КАД) обухватају на десетине фармаколошких агенаса 
који се често користе за лечење широког спектра болести, укључујући алергије, 
психијатријске поремећаје, срчане болести и инфективне болести [4]. Заједничко свим 
овим молекулима је њихов амфифилни карактер који потиче од хидрофобног репа, који 
садржи једну или више ароматичних или алифатичних прстенастих структура и 
хидрофилног бочног ланаца, обично са амино групом. Ови лекови имају способност да 
дифундују у лизозоме и акумулирају се у њима услед киселог pH у лумену лизозома, који 
доводи до протоновања амино групе у КАД. Присуство КАД унутар лизозома утиче на 
њихову функционалност, доводе до дестабилизације њихове мембране и могу имати 
антитуморски ефекат. 
 Осим великог броја студија in vitro које су потврдиле антитуморску активност КАД 
и њихов повољан фармакокинетички профил, КАД су се показали ефикасним и у бројним 
анималним туморским моделима. Потенцијал КАД у лечењу малигних тумора такође је 
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показан и у неколико фармакоепидемиолошких студија. Неколико данских студија је 
показало значајну везу између постдијагностичке употребе КАД из класе 
антихистаминика (лоратадин, астемизол, ебастин), и смањење смртности код пацијената 
са различитим врстама малигних тумора у поређењу са употребом антихистаминика који 
нису КАД [4]. Такође, у складу са способношћу КАД да појачају ефекте 
хемиотерапеутика, веза између употребе КАД антихистаминика и смањене смртности од 
малигних тумора је значајнија код пацијената који су истовремено примали хемиотерапију 
и КАД антихистаминике, у поређењу са онима који су примали само хемиотерапију [4]. 

Aнтималаријски деривати 4-аминохинолини, који припадају КАД, као што су 
хлорокин и хидроксихлорокин, са доказаним терапеутским ефектима на реуматоидни 
артритис, системски еритематозни лупус и нека друга неинфективна стања, такође су 
показали антитуморску активност на више ћелијских линија, и in vitro и in vivo. Ови 
лекови су интензивно коришћени у клиничким испитивањима, углавном као инхибитори 
аутофагије у комбинованој терапији са стандардним хемиотерапеутицима код 
глиобластома, меланома, туморима панкреаса, дојке и других [6,7]. Све ове студије јасно 
сугеришу да би КАД могли имати повољан ефекат у терапији малигних тумора. 

С обзиром да све више оптерећени буџети здравствених услуга вероватно неће моћи 
да финансирају тренутни пораст трошкова нових прецизних лекова за малигне болести 
још дуго времена, пренамена лекова постаје све рационалнија стратегија за ефикасније 
лечење оболелих од малигних болести [4]. Имајући у виду дугу листу добро 
документованих антитуморских ефеката КАД in vitro, велики број доказа о њиховој 
ефикасности у претклиничким моделима малигних тумора и повољне епидемиолошке и 
клинички безбедносне податке који се ретко виђају за било које хемиотерапеутике, КАД 
постају изузетно атрактивни кандидати за пренамену лекова. Тако, КАД који могу да 
утичу на процес аутофагије могу имати велики значај у лечењy малигних тумора зависних 
од аутофагије. 

Због свега наведеног, претходнo синтетисанe две класе КАД, деривати 4-
аминохинолина [8] и диазахризена [9] са изузетном антималаријском, односно 
антивирусном активношћу, способношћу инхибиције аутофагије у HeLa ћелијама 
блокирањем фузије лизозома и аутофагозома [9], и повољним токсиколошким профилом 
испитиваним на моделу миша, били би добри кандидати за испитивање антутуморског 
ефекта на моделу дукталног аденокарцинома панкреаса користећи приступ пренамене 
лекова [10].  
 
Предмет докторске дисертације 

Антитуморска активност деривата 4-аминохинолина и диазахризена, који 
припадају КАД, није до сада испитивана на моделу дукталног аденокарацинома 
панкреаса, тако да ће предмет научног истраживања ове докторске дисертације бити: (1) 
испитивање антитуморског ефеката и молекулских механизама који леже у основи 
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антитуморске активности одабраних КАД у ћелијама дукталног аденокарцинома 
панкреаса in vitro на 2Д моделу дукталног аденокарцинома панкреаса, (2) одређивање 
токсичности испитиваних једињења in vivo на ембрионима зебрица (Danio rerio), (3) 
испитивање антитуморског ефеката одабраних КАД in vitro на 3Д моделу дукталног 
аденокарцинома панкреаса, и in vivo у ксенографт моделу зебрицe. 
 
Научни циљ истраживања 
Основни циљеви овог истраживања су: 

• Одређивање цитотоксичног потенцијала деривата 4-аминохинолина и диазахризена 
на туморским ћелијaмa пореклом из дукталног аденокарцинома панкреаса. 

• Испитивање токсичности испитиваних једињења in vivo на ембрионима зебрицe 
након изложености ембриона једињењима кроз: 

1. Одређивање степена преживљавања ембриона зебрицe након третмана 
дериватима 4-аминохинолина и диазахризена  

2. Појаву малформација 
3. Евалуацију кардиотоксичности 
4. Евалуацију хепатотоксичности 

• Испитивање молекулских механизама антитуморске активности деривата 4-
аминохинолина и диазахризена на 2Д моделу дукталног аденокарцинома 
панкреаса кроз:  

1. Одређивање дистрибуције ћелија по фазама ћелијског циклуса 
2.  Одређивање типа ћелијске смрти  
3. Одређивање промене митохондријског мембранског потенцијала (ΔΨm) 
4. Мерење укупних унутарћелијских и митохондријских реактивних 

кисеоничних врста 
5. Одређивање маркера аутофагије и митофагије 

• Испитивање активности деривата 4-аминохинолина и диазахризена на 3Д 
моделу вишећелијских туморских сфероида. Ефекат испитиваних једињења ће 
бити праћен:  

1. На већ формираним вишећелијским туморским сфероидима испитиваће 
се цитотоксични ефекат, утицај једињења на величину сфера, као и 
одређивање типа ћелијске смрти и мерење нивоа укупних 
унутараћелијских реактивних кисеоничних врста. 

2. Утицај једињења на формирање вишећелијских туморских сфероида ће 
се испитивати третманом туморских ћелија пре процеса формирања 
сфера одабраним КАД, при чему ће се одређивати цитотоксични ефекат 
и утицај једињења на величину сфера. 

• In vivo испитивања на модел систему зебрицe подразумева испитивање 
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антитуморске активности датих једињења на моделу ксенографта хуманог 
дукталног аденокарцинома панкреаса у ембрионима зебрицe као домаћину. 

 
Материјал и методи који ће се користити 
Maтеријал 

1. Ћелије које ће се користити у овим истраживањима ће бити добијене из American 
Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). Ћелије хуманог дукталног 
аденокарцинома панкреаса Мia PaCa-2 и PANC-1 ће се гајити као једнослојне 
културе у Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) медијуму, на 37 °C у 5% 
CO2 и при атмосферској влажности ваздуха. Хранљиви медијум DMEM ће се 
припремати у стерилној дејонизованој води, са додатком пеницилина (192 U/mL), 
стрептомицина (200 mg/mL) и 10% топлотно инактивираним фетелном говођем 
серуму.  

2. Ембриони зебрица биће узгајани до 120 часова након оплодње у контролисаним 
условима температуре и светлости на 28 °C и стандардном 14:10- сатном светло-
тамном циклусу, редовно храњени комерцијалном сувом храном у листићима. Ова 
истраживања ће се изводити под руководством др Александра Павића, научног 
саветника на Институту за молекуларну генетику и генетичко инжењерство 
Универзитета у Београду. 

 
 
 
Методи 

У првој фази истраживања планиран је in vitro скрининг антитуморског дејства 
КАД у поређењу са хлорокином, који је структурно сличан испитиваним једињењима, као 
и 5-флуороурацилом и гемцитабином, стандардним хемиотерапеутицима који се користе у 
лечењу овог малигнитета. Скрининг ће бити урађен на MiaPaCa-2 i PANC-1 ћелијама МТТ 
тестом. Потом ће се испитивати токсичност испитиваних једињења in vivo на ембрионима 
зебрица након третмана одабраним КАД праћењем стопе преживљавања, појаве 
малформација, кардиотоксичности и хепатотоксичности. Сви експерименти на 
ембрионима зебрица биће рађени искључиво на ембрионима старим до 120 часова  након 
оплодње у складу са Смерницама Европске директиве (ЕУ2010/86) и интерним 
Правилником за рад са експерименталним животињама Института за молекуларну 
генетику и генетичко инжењерство Универзитета у Београду. Након испитивања 
токсичности одабраних једињења даљи ток истраживања биће усмерен на испитивање 
механизама антитуморског дејства КАД на 2Д моделу одабраних ћелија. 

За детекцију апоптотске ћелијске смрти туморских ћелија након третмана КАД, 
користиће се двојно бојење, анексин-V коњугован са флуорофором FITC и пропидијум-
јодид на проточном цитометру. Проточном цитометријом биће праћен и утицај одабраних 
КАД на митохондријски мембрански потенцијал бојењем флуоресцентном ЈC-1 бојом 
(енг. Тetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide), утицај на ниво митохондријског 
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супероксид анјона бојењем флуоресцентном MitoSOX Red бојом и укупних реактивних 
кисеоничних врста бојењем DCFDA-DA бојом (енг. 2',7’-DiChlorodihydroGluorescein 
DiAcetate), као и утицај на дистрибуцију ћелија по фазама ћелијског циклуса бојењем 
пропидијум-јодидом. 

У следећој фази истраживања, анализираће се ефекат КАД на цитопротективну 
аутофагију туморских ћелија, митофагију, као и на морфологију и функцију лизозома. 
Имуноблот методом ће се мерити протеинска експресија маркера аутофагије LC3 (енг. 
Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3) и P62 (енг. SQSTM1/Sequestosome-1) 
након третмана ћелија одабраним КАД, хлорокином као и након ко-третмана КАД са 
инхибитором аутофагије (3-метиладенином) и индуцером аутофагије (mTOR 
инхибитором). Флуоресцентном микроскопијом ће се испитати: нивои протеинске 
експресије LC3 и лизозомског маркера LAMP1 (енг. Lysosomal Associated Membrane 
Protein 1), митофагија ко-локализацијом LC3 и MitoTracker Red CMXRos боје, која боји 
активне митохондрије, као и квалитет митохондрија бојењем флуоресцентним бојама- 
MitoTracker Red и MitoTracker Green FM. Проточном цитометријом ће се одређивати 
кисели одељци третираних ћелија након бојења акридин-оранжом. 
На крају је планирано испитивање активности одабраних једињења на 3Д модел систему 
вишећелијских туморских сфероида, као и in vivo на моделу ксенографта дукталног 
аденокарцинома панкреаса у ембрионима зебра рибица као домаћина, праћењем развоја 
туморске масе. 

 
Очекивани резултати и научни допринос 

У овом истраживању очекујемо да одабрани КАД, деривата 4-аминохинолина и 
диазахризена, покажу снажну антитуморску активност у in vitro и in vivo моделу 
дукталног аденокарцинома панкреаса, а са повољним токсиколошким профилом 
показаним in vivo. Такође, очекујемо дефинисање њиховог механизма антитуморског 
ефеката in vitro у 2Д моделу, као и способност редукције ћелијске вијабилности у 3Д 
моделу и смањење волумена туморске масе in vivo. 

Научни допринос ове дисертације је: 

Фундаментални: Ова дисертација ће проширити наше разумевање механизама 
антитуморске активности КАД из групе 4-аминохинолина и диазахризена, како у in vitro, 
тако и у in vivo моделима аденокарцинома панкреаса. Истраживање ће такође омогућити 
идентификацију специфичних фармаколошких мета ових једињења у туморским ћелијама. 

Примењени допринос: Резултати овог истраживања ће пружити основу за даљи дизајн и 
оптимизацију нових лекова на бази деривата 4-аминохинолина и диазахризена, са 
могућим новим биолошким активностима, што би могло унапредити третман 
аденокарцинома панкреаса, једног од најагресивнијих облика малигних тумора. 
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Г. Закључак и предлог: 

Након разматрања предложене теме докторске дисертације Марије С. 
Живановић, студента докторског програма Биологија, модул Молекуларна онкологија, 
као и анализе одговарајуће литературе која подржава тему, Комисија je мишљења да је 
предмет истраживања предложене теме актуелан и научно заснован и да је предложена 
методологија адекватна те да предложена тема задовољава све критеријуме о научној 
заснованости докторске дисертације. Добијени резултати предложеног истраживања ће 
пружити значајан допринос бољем разумевању механизма антитуморског деловања 
деривата 4-аминохинолина и диазахризена на моделу дукталног аденокарцинома 
панкреаса као и идентификацију специфичних фармаколошких мета ових једињења у 
туморским ћелијама. Такође, могу бити основ за развој циљаних терапија и новог 
приступа у лечењу дукталног аденокарцинома панкреаса, једног од најагресивнијих 
облика малигних тумора. На основу изнетог, Комисија предлаже Наставно-научном већу 
Биолошког факултета Универзитета у Београду да прихвати тему и одобри кандидаткињи 
Марији С. Живановић израду докторске дисертације под измењеним насловом: 
„Aнтитуморскa активност деривата 4-аминохинолина и диазахризена in vitro и in vivo 
на моделу дукталног аденокарцинома панкреаса“. 

За менторе ове докторске дисертације предлажу се др Татјана Срдић-Рајић, научни 
саветник Института за онкологију и радиологију Србије и др Александра Кораћ, редовни 
професор Универзитета у Београду-Биолошки факултет. 

Београд, 21. 10. 2024. године 
Комисија: 

__________________________________ 
Др Татјана Срдић-Рајић, научни саветник 

Институт за онкологију и радиологију Србије 

__________________________________ 
Др Александра Кораћ, редовни професор 

Универзитет у Београду-Биолошки факултет 

__________________________________ 
Др Емина Малишић, виши научни сарадник 

Институт за онкологију и радиологију Србије 
 


