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Ц. OБРAЗЛOЖEЊE TEME: 

1. НAУЧНA OБЛAСT: 

MEДИЦИНA (ужa нaучнa oблaст: Биологија тумора и оксидативна обољења) 

2. ПРEДMET РAДA:  

 Предмет рада ће бити испитивање утицаја трофобластних екстрацелуларних везикула 
(тЕВ) на осетљивост ћелија карцинома јајника A2780 на третман цисплатином, као и 
анализа њиховог утицаја на вијабилност, апоптозу и експресију гена и протеина 
укључених у регулацију апоптотских сигналних путева у третираним ћелијама. 
Истраживањем ће се такође испитати потенцијална улога микроРНК присутних у тЕВ и 
утврдити њихов потенцијални допринос у регулацији молекуларних механизама 
одговорних за преживљавање ћелија карцинома јајника и развој осетљивости на терапију 
цисплатином.  

3. ЦИЉ ИСTРAЖИВAЊA:  

1. Испитати укупни апоптотски одговор А2780 ћелија карцинома јајника применом 
проточне цитометрије, након третмана трофобластним екстрацелуларним везикулама, 
цисплатином и њиховом комбинацијом. 

2. Испитати ниво експресије информационих РНК повезаних са апоптозом (BAX и BCL2) и 
маркерима инвазивности ћелија (ITGB1, ITGA5, TGFβ, MMP2, MMP9) применом RT-qPCR 

методе након третмана трофобластним екстрацелуларним везикулама, цисплатином и 
њиховом комбинацијом. 

3. Испитати ниво ескпресије 35 протеина повезаних са апоптозом применом Proteome 

Array методе, након третмана трофобластним екстрацелуларним везикулама, цисплатином 
и њиховом комбинацијом. 

4. Идентификовати микроРНК из трофобластних екстрацелуларних везикула које утичу на 
експресију одабраних анти-апоптотских гена путем in silico приступа. 

5. Испитати утицај третмана трофобластних екстрацелуларних везикула на ниво 
одабраних микроРНК у А2780 ћелијама, како би се утврдило да ли уочене промене указују 
на пренос микроРНК из трофобластних екстрацелуларних везикула у ћелије. 

 

4. ХИПOTEЗE ИСTРAЖИВAЊA:  

Третман А2780 ћелија оваријалног карцинома у култури са екстрацелуларним везикулама 
пореклом из трофобласта модулише осетљивост ћелија карцинома јајника на цисплатину, 
при чему се потенцијални синергистички ефекат остварује кроз промене у апоптотским 
путевима и експресији маркера ћелијске инвазивности. 

5. METOДE ИСTРAЖИВAЊA:  

Истраживање ће бити дизајнирано као in vitro експериментална студија са 
контролисаним третманима, при чему ће сваки експеримент бити изведен у најмање 
три независна биолошка понављања. У оквиру планираног истраживања користиће се 
комерцијално доступне ћелијске линије хуманог порекла. У истраживању ће бити 
коришћена ћелијска линија A2780, као модел карцинома јајника, која ће се гајити у 
комплетном DMEM/F12 медијуму са 10% FBS и 1% антибиотика/антимикотика, у 
инкубатору на 37◦C и 5% CO2. Екстрацелуларне везикуле трофобластног порекла биће 
изоловане методом диференцијалног ултрацентрифугирања из кондиционираног 
медијума без серума ћелијске линије HTR-8/Svneo (имортализоване линије хуманог 
трофобласта пореклом из плаценте првог триместра трудноће), која ће претходно бити 
култивисана у RPMI 1640 медијуму са 10% FBS и 1% антибиотика/антимикотика, у 



 4

стандардним условима инкубације на 37◦C и 5% CO2. Карактеризација изолованих 
везикула обухватиће одређивање величине и концентрације методом анализе праћења 
наночестицa (енг. Nanoparticle Tracking Analysis, NTA), детекцију специфичних маркера 
екстрацелуларних везикула (CD9, CD63 и CD81) имунообележавањем, као и 
одређивање укупне концентрације протеина применом енг. Bicinchoninic Acid Protein 

Assay методе. Морфолошка и ултраструктурна анализа везикула биће изведена 
применом трансмисионе електронске микроскопије (TEM). Након одређивања 
оптималне концентрације тЕВ за даље експерименте, приступиће се анализама 
биолошких ефеката третмана тЕВ у ћелијама A2780, као модела карцинома јајника. За 
процену утицаја тЕВ на вијабилност ћелија A2780 након 24 и 48 часова третмана 
различитим концентрацијама везикула биће примењен MTT тест.. Након анализе 
резултата остварених цитотоксичних ефеката, одабраће се оптимална концентрација 
тЕВ којом ће ћелије бити третиране. За даље анализе, формиране су четири 
експерименталне групе: нетретиране контролне ћелије, ћелије третиране само са тЕВ, 
ћелије третиране искључиво цисплатином и ћелије претходно кондициониране тЕВ 
током 24 часа, након чега ће бити изложене третману цисплатином. За анализу 
апоптозе, ћелије A2780 ће бити гајене у плочама са 24 бунара и третиране према 
наведеном експерименталном протоколу након чегаће бити сакупљене и обојене 
Annexin V-FITC и пропидијум-јодидом. Проценат апоптотских ћелија биће анализиран 
применом BD® LSR II проточног цитофлуориметра, а добијени резултати биће 
обрађени у програму FlowJo v10.10. У циљу испитивања молекуларних механизама 
апоптозе, биће анализирана експресија 35 протеина укључених у апоптотске сигналне 
путеве применом комерцијалног Proteome Profiler™ Human Apoptosis Array система 
(R&D Systems, UK). Након дензитометријске анализе, резултати ће бити приказани у 
облику heat map дијаграма, што ће омогућити јаснији приказ промена у експресији 
испитиваних протеина. За анализе генске експресије, укупна РНК биће изолована 
помоћу TriZol реагенса, након чега ће бити конвертована у цДНК и анализирана 
методом квантитативног PCR-а (eng. quantitative PCR, qPCR) на апарату 7500 Real-Time 

PCR System применом SYBR Green Master Mix-а и специфичних прајмера. Анализираће 
се експресија гена BAX, BCL2, ITGA5, ITGB1, TGFβ, MMP2 и MMP9. За нормализацију 
резултата користиће се β-актин као ендогени контролни ген, док ће се релативна 
експресија одређивати применом ΔΔCt методе. In silico анализа микроРНК обухватиће 
биоинформатичку анализу којом ће се идентификовати микроРНК потенцијално 
присутне у тЕВ, а које могу учествовати у регулацији осетљивости ћелија карцинома 
јајника A2780 на терапију цисплатином. Подаци о профилу некодирајућих РНК из тЕВ 
биће преузети из GEO базе података (GSE182717), након чега ће бити издвојене 
најзаступљеније микроРНК. Потенцијалне циљне интеракције са одабраним 
антиапоптотским генима биће испитане коришћењем базе miRTargetLink 2.0, која 
интегрише податке из база miRTarBase, miRDB и mirDIP. Добијени резултати биће 
упоређени са доступним подацима о експресији микроРНК у ћелијској линији A2780, 
ради идентификације кандидата са потенцијалном улогом у регулацији преживљавања 
ћелија и одговора на терапију цисплатином. Одабране микроРНК биће укључене у 
конструкцију мрежа интеракције микроРНК– информационе РНК применом алата 
miRNet 2.0, а најрелевантнији кандидати биће изабрани за експерименталну 
валидацију у ћелијској линији A2780. Нормалност расподеле података биће процењена 
применом Shapiro–Wilk теста. Разлике између више експерименталних група биће 
анализиране једнофакторском анализом варијансе (ANOVA), уз Tukey post hoc тест, 
односно Kruskal–Wallis тестом у случају да подаци не прате нормалну расподелу. 
Вредности p < 0,05 сматраће се статистички значајним. Статистичке анализе биће 
спроведене у програму GraphPad Prism 8, а резултати ће бити приказани у облику 
табела и графикона. 

 
 
 
 
6. OЧEКИВAНИ РEЗУЛTATИ:  
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С обзиром на досадашња сазнања о улози тЕВ у регулацији међућелијске комуникације и 
процеса апоптозе, очекује се да ће прекондиционирање ћелија карцинома јајника A2780 
тЕВ довести до повећања њихове осетљивости на третман цисплатином, што ће се 
испољити у виду смањене вијабилности ћелија и повећаном учесталошћу апоптозе у 
односу на нетретиране ћелије. Очекује се и да ће третман тЕВ довести до промена у 
експресији гена и протеина укључених у регулацију апоптотских сигналних путева, у 
правцу појачане проапоптотске и смањене антиапоптотске активности. Такође, очекује се 
да ће одабране микроРНК присутне у тЕВ бити повезане са регулацијом гена одговорних 
за преживљавање ћелија и одговором ћелија на третман цисплатином, чиме би се 
потврдила њихова потенцијална улога у сензибилизацији ћелија карцинома јајника на 
терапију. 

7. НAУЧНИ ДOПРИНOС:  

Упркос значајном напретку у разумевању механизама резистенције на цисплатину, и даље 
постоји потреба за развојем нових стратегија које би повећале терапијску осетљивост и 
унапредиле исход лечења пацијенткиња са карциномом јајника. Иако су екстрацелуларне 
везикуле препознате као важни посредници међућелијске комуникације, њихова улога у 
модулацији осетљивости ћелија карцинома јајника на цисплатину није у потпуности 
разјашњена. Имајући у виду да су досадашња истраживања показала да екстрацелуларне 
везикуле пореклом из плаценте могу регулисати апоптозу ћелија карцинома јајника, ово 
истраживање ће по први пут испитати потенцијал прекондиционирања ћелија карцинома 
јајника тЕВ и утврдити њихов утицај на осетљивост ћелија на третман цисплатином, као и 
молекуларне механизме који посредују овом ефекту. Посебан акценат биће стављен на 
анализу микроРНК које тЕВ преносе и њихову улогу у регулацији апоптотских сигналних 
путева и одговора на третман цисплатином. Добијени резултати могли би значајно 
допринети бољем разумевању интеракција између тЕВ и туморских ћелија, 
идентификацији нових терапијских циљева и у будућности отворити могућност за развој 
нових персонализованих терапијских приступа.  
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Д. ЗAКЉУЧAК  
 
Нa oснoву aнaлизe прилoжeнe дoкумeнтaциje, члaнoви кoмисиje смaтрajу дa je 

прeдлoжeнa тeмa дoктoрскe дисeртaциje “УТИЦАЈ ЕКСТРАЦЕЛУЛАРНИХ ВЕЗИКУЛА 
ПОРЕКЛОМ ИЗ ТРОФОБЛАСТНИХ ЋЕЛИЈА НА МОДУЛАЦИЈУ АПОПТОЗЕ У КУЛТУРИ ЋЕЛИЈА 
КАРЦИНОМА ЈАЈНИКА ТРЕТИРАНИХ ЦИСПЛАТИНОМ” кaндидaта Јоване Вуковић знaчajнa и 
aктуeлнa и дa у пoтпунoсти испуњaвa услoвe зa oригинaлaн нaучни дoпринoс у 
истрaживaњимa кoja сe oднoсe нa расветљавање молекуларних механизама путем којих 
екстрацелуларне везикуле пореклом из трофобласта утичу на модулацију осетљивости 
ћелија карцинома јајника на терапију цисплатином. Предложено истраживање ће 
допринети бољем разумевању потенцијалног синергистичког ефекта овог третмана кроз 
промене у апоптотским путевима и експресији маркера ћелијске инвазивности. На тај 
начин би ово истраживање пружило значајан допринос фундаменталном знању о 
интеракцијама између екстрацелуларних везикула пореклом из трофобласта и ћелија 
карцинома јајника, а у будућности би могло отворити могућност за развој нових 
персонализованих терапијских приступа. 

Дoсaдaшњи стручни и нaучни рaд кaндидaтa Joване Вуковић, aли и мeнтoрa 1, ВНС 
др Андрее Пирковић и мeнтoрa 2, Н. Сар. др Ђурђе Јеротић, кao и aктуeлнoст прeдлoжeнe 
тeмe, прeдстaвљajу рeaлну oснoву дa ћe истрaживaњe бити извршeнo кoмпeтeнтнo и нa 
сaврeмeн нaчин.  

Стoгa, нa oснoву цeлoкупнe aнaлизe прилoжeнoг мaтeриjлa, Кoмисиja jeднoглaснo 
зaкључуje дa су, пoрeд зaкoнских, испуњeни и сви oстaли фoрмaлни услoви и нa oснoву 
тoгa прeдлaжe Нaучнoм вeћу Meдицинскoг фaкултeтa дa кaндидaту Јовани Вуковић oдoбри 
изрaду дoктoрскe дисeртaциje сa прeдлoжeнoм тeмoм.  
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