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В. Тема докторске дисертације: 
 



Наслов дисертације:  
„Биолошки одговор ћелијских линија бронхијалног епитела (BEAS2B) и фибробласта 
плућа (V79) на компоненте течности за електронске цигарете ” 
 
Полазне основе: 

Пушење представља један од главних фактора ризика за настанак болести плућа, 
укључујући хроничну опструктивну болест плућа (ХОБП), рак плућа и бројне друге 
респираторне проблеме (1). У последњим деценијама, електронске цигарете (е-цигарете) 
су се наметнуле као популарна алтернатива традиционалном пушењу, посебно међу 
младима и дугогодишњим пушачима који желе да смање унос дувана (2).  

Е-цигарете су осмишљене као мање штетна опција, јер не садрже дувански лист и 
не ослобађају катран и многе друге канцерогене материје које се налазе у диму класичних 
цигарета. Уместо тога, раде на принципу загревања течности која садржи пропилен 
гликол, глицерол, никотин и ароме, претварајући је у аеросол који корисник удише. Ова 
технологија је у почетку промовисана као средство за одвикавање од пушења, али њена 
ефикасност у том смислу и даље је предмет расправе (3).  

Испитивања су показала да употреба е-цигарета може довести до иритације 
респираторног система, оштећења ћелија плућа и упалних реакција (4). Никотин, који је 
присутан у течностима за е-цигарете, остаје супстанца која изазива јаку зависност и може 
негативно утицати на кардиоваскуларни систем и когнитивне функције, посебно код 
младих (5). Поред тога, неке од хемикалија у течностима, као што су компоненте ароме, 
могу ослобађати токсичне супстанце када се загревају, што додатно оптерећује 
респираторни систем (6). Аеросоли из е-цигарета могу изазвати оксидативни стрес, 
дисфункцију митохондрија и многе друге промене у ћелијама плућа што може довести до 
хроничних запаљења и повећаног ризика за развој малигнитета (7). Иако су пропилен 
гликол и глицерол у широкој употреби у индустрији хране и њихова употреба се 
генерално сматра безбедном, ефекти и продукти  њиховог сагоревања на високим 
температурама и у комбинацији са различитим аромама и никотином тек почињу да се 
истражују (8).  

С обзиром да је употреба е-цигарета релативно нов феномен, њихов дугорочни 
утицај на здравље и даље је недовољно познат, тако да су детаљна истраживања њихових 
ефеката на адекватним in vitro и in vivo моделима преко потребна како би се омогућила 
процена ризика њихове употребе. 

Главни фокус овог истраживања је на дубљем разумевању биолошког одговора 
ћелијских линија пореклом од плућа на утицај компоненти течности за е-цигарете, 
користећи интегративни мултиомикс приступ који комбинује анализу експресије гена 
методом РНК секвенцирања и анализу ћелијског протеома праћењем промена у 
експресији и модификацијама протеина методом масене спектрометрије. Ови 
експерименти ће бити урађени на BEAS2B ћелијској линији која је бронхијална епителна 
ћелијска линија хуманог порекла. Упоредном анализом транскриптома и протеома биће 



идентификовани обрасци експресије гена који ће се затим повезати са специфичним 
ћелијским процесима који су измењени дејством компоненти течности за е-цигарете. 
Идентификовани ћелијски процеси могу указати на потенцијалне молекуларне механизме 
токсичности и омогућити предикција потенцијалног здравственог ризика. Овај приступ ће 
пружити добре смернице за даља истраживања на овом пољу као и усмерити будућа 
испитивања у којима се прате ефекти коришћења е-цигарета (9).  

Резултати овог дела истраживања представљаће полазну основу за другу фазу 
истраживања у којој ће одабрани ћелијски процеси бити детаљније испитани. Један од 
процеса на којем ће бити фокус је међућелијска комуникација, која је кључна за 
координацију имунолошких, инфламацијских и регенеративних процеса у плућима чиме 
се одржава функционалност и здравље плућног ткива (10). Овај процес је нарушен под 
дејством класичних цигарета, али су ефекти е-цигарета на међућелијску комуникацију још 
увек недовољно познати. Најзаступљенији вид међућелијске комуникације у плућима 
одвија се посредством пукотинастих веза. Путем пукотинастих веза, ћелије могу 
компензовати међусобне недостатке разменом метаболита и малих молекула, чиме се 
ублажавају потенцијални проблеми у појединачним ћелијама. Овај процес, познат као 
метаболичка кооперација, у комбинацији са другим облицима међућелијске комуникације 
доводи до појаве ћелијске парабиозе, која је кључна за одржавање хомеостазе ткива. Како 
би се испитао утицај компоненти течности за е-цигарете на међућелијску комуникацију 
путем пукотинастих веза и на метаболичку кооперацију користиће се V79 плућни 
фибробласти кинеског хрчка. Ова ћелијска линија је позната по ефикасној међућелијској 
комуникацији путем пукотинастих веза и омогућава стандардизовано испитивање утицаја 
различитих супстанци на међућелијску комуникацију и метаболичку кооперацију. Поред 
тога, овај модел се користи и за испитивање  мутагености и генотоксичности различитих 
супстанци путем посебно развијених есеја што ће омогућити испитивање и 
генотоксичности и мутагености компоненти течности за е-цигарете. Ради стицања увида у 
глобалне ефекте ових третмана и на овом моделу, биће спроведена анализа протеомског 
профила, као и промена у посттранслационим модификацијама протеина под утицајем 
третмана. На тај начин, дејство компоненти течности за е-цигарете ће бити 
окарактерисано на протеомском нивоу и на фибробластима и на епителним ћелијама 
пореклом од плућа што ће омогућити да се идентификују сличности и разлике у одговору 
на третман у што бољој апроксимацији процене дејства на плућа. 
 
Предмет докторске дисертације 

Предмет ове докторске дисертације је дубље разумевање биолошког одговора 
ћелијских линија пореклом од плућа на компоненте течности за е-цигарете, користећи 
интегративни мултиомикс приступ који комбинује анализу експресије гена на нивоу 
транскриптома и протеома применом методe РНК секвенцирања и масене спектрометрије. 
Упоредном анализом транскриптома и протеома идентификоваће се измењена експресија 



сетова гена који ће бити повезани са специфичним ћелијским процесима измењеним под 
дејством третмана.   
 
Научни циљ истраживања 
          Главни циљ овог истраживања је да се кроз интегративну анализу транскриптома и 
протеома окарактерише биолошки одговор ћелија пореклом од плућа на компоненте 
течности за електронске цигарете. 
Главни фокус ће бити на праћењу ефеката акутног излагања ћелијских линија плућа 
компонентама течности за е-цигарете као и кондензатима компоненти течности за е-
цигарете праћењем промена на нивоу транскриптома и протеома методама РНК 
секвенцирања и масене спектрометрије, редом. Поред овога, посебан фокус ће бити и на 
праћењу утицаја компоненти течности за е-цигарете на међућелијску комуникацију путем 
пукотинастих веза.  
Како би се проценио утицај различитих комбинација компоненти које улазе у састав 
течности за е-цигарете на биолошки одговор ћелија, испитаће се ефекти комплетних 
течности за е-цигарете које садрже пропилен гликол, глицерол, арому и никотин; течности 
која садржи пропилен гликол, глицерол и арому, и течности које садрже само пропилен 
гликол и глицерол у односу на нетретиране ћелије. 
Специфични циљеви овог рада су: 
- Испитивање цитотоксичности компоненти течности за е-цигарете као и њихових 
кондензата  и одређивање максималне нецитотоксичне концентрације за даљи рад 
- Испитивање утицаја кондензата компоненти течности за електронске цигарете на 
промену експресије гена на нивоу РНК методом РНК секвенцирања  
- Испитивање промена на нивоу протеома под дејством компоненти течности за е-
цигарете као и кондензата компоненти течности за е-цигарете 
- Испитивање генотоксичности и мутагености компоненти течности за електронске 
цигарете у нецитотоксичним концентрацијама  
- Испитивање утицаја компоненти течности за е-цигарете на међућелијску комуникацију 
праћењем метаболичке кооперације и експресије специфичних протеина. 
 
Материјал и методe који се користе 

Као модел системи у овом истраживању користиће се две ћелијске линије пореклом од 
плућа – бронхијалне епителне ћелије хуманог порекла BEAS2B и плућни фибробласти 
кинеског хрчка V79.  

Користиће се течности за електронске цигарете комерцијално доступне на тржишту 
територије Србије и то – комплетна течност за е-цигарете која садржи пропилен гликол 
(50%), глицерол (50%), арому и никотин (18mg/ml); течност која садржи пропилен гликол 
(50%), глицерол (50%) и арому, и течност које садржи само пропилен гликол (50%) и 
глицерол (50%). 

Прављење кондензата течности за електронске цигарете биће изведено превођењем 



дима у течност, коришћењем вакуум пумпе и гуч боце а кондензација ће бити 
потпомогнута смешом 96% етанола и сувог леда. 

За одређивање цитотоксичности користиће се МТТ есеј, колориметријски есеј којим се 
одређује метаболичка активност ћелија као показатељ ћелијске вијабилности и 
пролиферације. 

Након третмана, транскриптом ћелија ће бити анализиран методом РНК секвенцирања, 
а протеом масеном спектрометријом високе резолуције (PASEF и Orbitrap). За анализу 
добијених података биће коришћени одговарајући биоинформатички алати (PEAKS X Pro, 
DESeq, GSEA, ClusterProfiler), а биће урађена и упоредна анализа података добијених 
анализом транскриптома и протеома. 

Мутагеност ће бити одређивана помоћу HPRT (хипоксантин-гуанин-фосфорибозил-
трансфераза) есеја. Овај есеј се заснива на детекцији ћелија са мутацијом у гену за HPRT 
изазваних третманом а које доводе до губитка његове функције и могу се селектовати 
коришћењем 6-тиогуанина (6-ТG), тако да њихов број служи као мера мутагености.  

За испитивање генотоксичности ће се користити комет есеј који се заснива на 
различитој електрофоретској покретљивости ДНК у агарозном гелу у зависности од броја 
прекида у молекулима ДНК изазваних генотоксичним агенсом. 

Утицај е-цигарета на метаболичку кооперацију испитаће се на V79 ћелијама 
стандардизованим есејем који се заснива на ко-култури метаболички способних ћелија 
дивљег соја (енг. wild type, WT) и ћелија са недостатком ензима HPRT, добијених 
селекцијом у присуству 6-ТG. Под нормалним физиолошким условима, WT ћелије 
преносе токсичне метаболите 6-ТG у ћелије са недостатком HPRT-а преко међућелијске 
комуникације, чинећи их тако осетљивим на 6-ТG. Супстанце које смањују међућелијску 
комуникацију кроз пукотинасте везе стога доводе до повећања броја ћелија отпорних на 6-
ТG. Ниво експресије протеинске компоненте пукотинастих веза биће испитиван методом 
Western blot. 

 
Очекивани резултати и научни допринос 

Ово истраживање ће пружити свеобухватни увид у биолошки одговор ћелија плућног 
порекла на дејство компоненти течности за електронске цигарете. Анализа промена у 
протеому ћелија под утицајем ових супстанци омогућиће идентификацију специфичних 
протеина који су погођени. Кроз интеграцију са  променама у експресији гена путем РНК 
секвенцирања идентификоваће се биолошки процеси, молекуларне функције и ћелијске 
компоненте укључене у одгвор ћелија на компоненте течности е-цигарета.  На овај начин 
добиће се јасне смернице за даља истраживања ћелијских процеса којима треба посветити 
додатну пажњу. Поред тога, анализа утицаја на међућелијске везе и метаболичку 
кооперацију и интеграција са преотомским и транскриптомским анализама пружиће 
детаљнији увид у начин на који компоненте течности за електронске цигарете утичу на 
хомеостазу ткива. 

Очекује се да ће ови резултати значајно допринети разумевању ћелијских процеса и 



усмерити истраживања молекуларних механизама дејства компоненти течности за 
електронске цигарете. 
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Г. Закључак и предлог: 
Након разматрања предложене теме докторске дисертације, као и анализе 

одговарајуће литературе која подржава тему, Комисија je мишљења да кандидаткиња Сара 
В. Трифуновић испуњава све Законом предвиђене услове и да је предмет истраживања 
предложене теме актуелан и научно заснован. Комисија сматра да су циљеви докторске 
дисертације јасно постављени, а наведене методе су савремене и адекватно одабране тако 
да предложена тема задовољава све критеријуме о научној заснованости докторске 
дисертације. Предложена истраживања ће значајно допринети разумевању биолошких 
ефеката електронских цигарета и пружити нова сазнања о њиховом утицају  на ћелијске 
процесе. Комисија са задовољством предлаже Наставно-научном већу Универзитета у 
Београду - Биолошког факултета да одобри израду ове докторске дисертације под 
измењеним насловом: „Биолошки одговор ћелијских линија бронхијалног епитела 
(BEAS2B) и фибробласта плућа (V79) на компоненте течности за електронске 
цигарете”. 

За менторе докторске дисертације предлажу се др Милош Бркушанин, доцент 
Универзитета у Београду – Биолошког факултета и др Мила Љујић, виши научни сарадник 
Универзитета у Београду - Института за молекуларну генетику и генетичко инжењерство. 
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