HACTABHO-HAYYHOM BERY YHUBEP3UTETA Y BEOI'PALLY -
BHOJIOHIKOTI' ®AKYJITETA

Ha IX penosnoj cenuunm HacraBHo-Hayunor Beha YHuBep3utera y beorpany - Buonorikor
(dakynrera, onpxanoj 14.07.2023. roguHe, Ha ocHOBY MosOe MeHTopa, ['opnane TumorujeBuh, Buiier
Hay4JHOr capajHuKa, MHCTUTYTa 3a MOJICKYJIapHY TCHETHKY U TeHETUYKO UHKCHEPCTBO, Y HUBEP3UTETA Y
Beorpany, onpehena je Komucuja 3a mpernen u oueny nokropcke aucepranvje Usane I1. Hukoymh,
HCTpaKMBaya capaaHuka, HCTHTyTa 3a MOJEKYJNapHy TEHETHKY M TEHETHYKO HHKCHEPCTBO,
VYuusepsutera y beorpanay, mnox HacioBoMm: ,,(PyHKIMOHAJHA Kapakrtepu3anuja rena DSSI1(1) u
DSS1(V) y oaroopy Arabidopsis thaliana na oxcupaTuBHH cTpec®, y cacraBy: 1Ip AHera
CaboBspeBuh, penoBau mpodecop, buornomku dakynrer, YHuepsuter y beorpamy, np Jenena
Camapuwuh, BUIM HAYYHH capaJiHUK, MHCTUTYT 3a MOJIEKYJIapHY TEHETHKY M TCHETHYKO WHXKEHEPCTBO,
Yuusepsurer v Beorpagy u ap Mwupa MuiuncasibeBuh, BUINM HAV4YHU capaiHukK, MHCTUTYT 3a
MOJIEKYJIapHY TeHETHKY U TeHETHYKO WHKEHEPCTBO, Y HUBEP3UTET Y beorpamy

Komucuja je mpersenana ypalhjeHy JOKTOPCKY MAHMCEPTaLM]y KaHAWJATa/KaHAUIATKUELE U
HacraBHo-Hay4HoM Bely YHuBep3utera y beorpany - bronomkor dakynrera nomHocu cienehu

M3BEIITAJ

OnuTu noaanu o AOKTOPCKOj AMcepPTANMjH

Hoxropcka mucepranuja UBane I1. Hukosmh non HazuBoM “DyHKIMOHATIHA KapaKTepu3alnja
rena DSS1(1) u DSS1(V) y onrosopy Arabidopsis thaliana na oxcumatusHu cTpec *“, Hanmcana je Ha 115
cTpaHa u caapxu 54 ciuke u 31 TaGemy. OCHOBHE IieluMHE OBe auceprainuje cy YBox (13 crpana),
Hussen (1 crpana), Matepujai u meroze (31 crpana), Pesynratu (46 crpana), Juckycuja (12 ctpaHa),
Baxseyuru (2 crpane), Jlureparypa (10 crpana; 174 pedepentie). Jlucepraiuja caapu W CakeTKe Ha
CPIICKOM M €HTJIECKOM jE3HKY.

AHaJIH3a 10KTOpPCKe qucepTanuje

ExcniepuMenTaHu €0 paja y OKBHPY JOKTOpcKe aucepranmje ypahen je y JlaGoparopuju 3a
MOJIEKyJTapHy Ouonorujy Omspaka MHCTHUTYTa 3a MOJEKYyNapHy TCHETHKY M TEHETHYKO HHKCHEpPCTBO
Yuusepsutera y beorpamy. Ilpeamer oBe mOKTOpcke Amcepranuje je OMO HCIHTHBAE YIIOT€ MAaior
npupoano Heypehenor mporemna DSS1 y omropopy Omibaka Ha OKCHIATHBHHU CTpec. Pesynrartu
HCTpaXXnBama Koje je KaHauaaTknma VBana Hukommh mpukaszama y oBOj AwcepTandju IMpyXkajy HOBa
Ca3Hama O Pa3IMYUTOM [ONPUHOCY JBa BHCOKO Xxomoioraa rema DSS1 A.thaliana y ompxaBamy
IIPOTEHHCKE XOMEOCTa3e y YCIIOBUMa OKCHIATHUBHOI cTpeca. Takole, pacBerjraBame ydentha oBa 1Ba
MpOoTerHa y OMJFHIM MeXaHW3MHUMa OJI0paHe OJl CTpeca MpYyXKajy 3HadajaH JOMPHHOC 3a IMOJOIPHUBPENY
nMajyhu y BUIy IITETHE MOCIEIUIe KINMAaTCKAX MPOMEHa M OKCHIAATHBHOT CTpeca KOjU j€ 3ajeAHUYKU
caaprKajall CBUX a0MOTUYKUX CTPECOBA.

Y mornmaBjby YBOA Ha CHCTEeMAaTW4aH HAYMH Cy IIPEICTaBJbEHA JOCA/IAINba Ca3Hamba o
MEXaHU3MHMa JEIOBaba OKCHUIATHBHOI CTpeca M MOJEKyJapHHM OCHOBaMa of0paHe OMbaka O] OBOT
tumna crpeca. [loceOHa maxxma je mocBehena nerajbHOM MPHUKa3y KapaKTEepUCTHKA IIPHPOIHO Heypeheror
nporerHa DSS1, meroBux mo3HaTHX yijaora y IpyruM OpraHH3MHMa, Kao M HErOBUM HMHTEpaKIUjaMa ca
pa3IUYUTUM TNPOTEMHCKMM MapTHEpHMa ca KojuMa (opmHpa MpOTEHHCKE KoMIuiekce. Y YBomy cy
Takoh)e BpJIO CTYIMO3HO INPE3EHTOBAaHA JOCA/IAlllba HAay4yHA JOCTHTHyha M Hampelak y Nojby OWIbHE
MyTareHe3e Koja IpeICTaBJba HE3aMEHJBHB ajlaT 3a MCHHUTHBAama OMONOIIKMX (yHKIHMja OMJBHUX TIeHa.
dunaiHo je onucana 6usbka Arabidopsis thaliana, nerasbHo cy nprkasaHe mbeHe TIIaBHE KapaKTEPUCTHKE,
JKUBOTHM [HMKIIYyC Kao W Ouomnomke wu JabopaTopHjcKe TIPEJHOCTH Koje je uuHe J00puM
EKCIIEpUMEHTAITHUM MOJEIN CUCTEMOM 3a HCTPaKHUBAE IPUKA3aHO y Pay.



Hu/peBu pajga cy 3aCHOBAaHM Ha MaXXJBUBO MPOYYEHO] JHUTEPATypH, Ka0 M MPEIUMHUHAPHUM
pesynraTuMa J00MjeHUM MPWIMKOM HM3paZie MacTep pana cryaeHTkume VMBane Hukomuh um jacHo cy
(dopMynucaHu y OKBHPY IET Tayaka:

1. reHorunuzanuja u (EHOTUIICKA KapakTepusaluja KoMmepuujanHo poctynmHux T-IHK
MHCEPUMOHMX MyTaHata 0SSl 3a ob0a XOMOJNOrHa TIeHa, Ka0 M AaHaJIM3a HUXOBE
OCETJBUBOCTH Ha OKCUJATHBHU CTPEC;

2. ycrnocraBJpame JHHHUja MyTaHata 0Ssl, mpumenom mperu3sne u epukacae CRISPR/Cas9
TEXHOJIOTHje, 300r mocrojama MoryhHoctu na pacnonoxuBu T-JIHK wuHCceprimonun
MyTaHTH HEMajy KeJbeHY CMambeHY WM YKUHYTY €KCIIPECcH]jy TeHa O] HHTepeca;

3. awmammsa knockout u/umu knockdown mojeanuaunux u aymiamx MytaHata dssl y mormemy
BUXO0BE CCH3MTHBHOCTH HA OKCHIATHBHU CTPEC, KA0 M JOMATHO Topeherme HHXOBHUX
KapaKkTepHCTHKa ca OMJbKama y KojuMa Cy oBepeKcpuMupanu renu DSS1,

4, wucnMTHBAakE HUBOA OKCHIOBAHUX IMpoTenHa y Onsbkama muBiber tuma (WT) u mmanjama
MyTaHaTa ca H3MEemhEHOM eKcipecrjoM reHa DSS1,;

5. ananu3a mnpexuBhaBama Adssl wmyranta Ustilago maydis, komrieMeHTHpaHOT
rojeIMHaYHUM OMJbHUM TeHuma DSS1 moj 1ejcTBOM IeHOTOKCUYHHUX areHca.

[Nornasse MaTepujan u MeTo/le je HATUCAHO TMPETJICJHO Ca CBUM JIeTaJbUMa HEONXOJHHM 32
PETIPOAYKOBaE BEHKOr Opoja eKCIIEpUMEHTAIHUX Tpolleaypa 1 oMoryhaBa 4uTaoiy Ja U cam U3Bee
eKCIIEpUMEHTE TIPUKa3aHe y OBOj AuWcepTamuju. JletaibHO je TmpuKazaHa yroTpeda pasImauTHX
OmonH(pOpPMATHYKKX ajaTra, HAKOH Yera Ccjene JAeTajbl O KOPUITNeHOM OHJBHOM MaTtepujary u
mpoleaypaMa 3a pasanduTo rajerbe Arabidopsis thaliana kako y HopmaaauM, Tako U y yCIOBMMa CTpeca,
3aTUM Cy TIPUKA3aHW U JIETalbl O METOJ[aMa pajia ca pa3IMuuTUM OaKTEpPHjCKUM COjeBHMa M MATOr€HOM
rJbUBOM KyKypy3a Ustilago maydis kao mojen cucteMoM. Y OBOM TOIJIaBJby CY MPHKAa3aHU MPUHIIAIH
paga ca JJHK, PHK u mporemnmma, 3aTM Tperu3HU TOCTYIN 3a TeHepHCame MyTHpPaHUX Ombaka
npumeHom CRISPR/Cas9 texnosoruje, merome 3a TpaHcdopmaiinjy Oubaka H HICHTH(OUKOBAIHE
MYTUPaHUX JIMHKja. Y OBOM IOJIABJbY HAJIA3W CE U OMKC MPOIEAYpa paja ca eKCIPECHOHNM CUCTEMHMA,
U. maydis u E. coli, kao u mocrymnuu 3acHoBaHu Ha Gateway TEXHOJIOTHjU KOjU Cy NMPUMEHHUBAHH 32
TeHepucame TPaHCTEHHX JIMHK]a Koje pekoMepHo ekcripumupajy DSS1 nporenne. Konauno, nprka3anu
Cy aJeKBaTHU CTATUCTHYKM TECTOBU KOjH Cy KopumiheHHn 3a o0Opajy pe3yinTata y OKBHpPY Iporpama
GrafPadPrism8.0.

Y nmemy Pe3yaraTu, KaHOUAATKAA j€ jaCHO W TIPErJIiefHO TMpHKasajda pe3yiaTaTe CBOjUX
WCTpaXKuBamba y OKBUPY 8 mormaBspa. CBako Oj MOTJaBika je IEIMHA Yy KOjOj je MPEIU3HO yBeleH
MIpeaMeT UCTPaKKBamka, Y KOjoj Cy OMMMCaHU MOCTYIIIN KOjH Cy KOpUIINEeHHU, Pe3yNTaT! KOju Cy J0OHjeHn
M KOHKPETHH 3aKJby4lld O NOOMjeHuM pesynratuma. OBa TOINIaBika Cy jacHO JIOTWYKH IIOBE3aHAa MU
YUTAOIly je JIaKko Ja TMpaTH TOK HCTpaXHBama. |akohe, TMOriaBjka y IMOTIIYHOCTH OTrOBapajy
MIOCTABJFEHUM IIHJbEBHMA, U U3 HbHX CE U3BOJIE 3aKJbYUIH M CEepTaLIHje.

VY mpBoM NOrjiaBsby onucaHa je ¢puioreHercka aHaimsa nporenHa DSS1 y OusbHOM cBeTy, Kao u
kommapatusHa in Silico ananmmsa nporemna DSS1(l) u DSS1(V) u npenukimja BUXOBHX CHETAPHIHAX
WHTEpakuuja ca ApyruM nporenHuma. Crenehu neo nocsehen je anammsu excrpecuje reHa DSS1 y A.
thaliana Troxom pa3Buha, 1 ekcripecHju reHa u MpoTenHa y HOPMAIHUM (DU3HOJIOLIKUM YCIOBUMA, KA0 U Y
YCIIOBMMa OKCHJIATHBHOI' CTpeca HM3a3BaHOI BOJOHHMK-TIEPOKCHIOM HIIM METHII-BHOJOreHoM. [lotom je
yCJIEWIIO TIOTJIaBJbe y KOME Cy IpPHUKa3aHU pe3yiTaTH Tecta (yHKIHOHAIHE KoMIuiemeHTanuje Adssl
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mytanTa U. maydis XereposorHoM ekcrpecujoM cBake o aBe Bapujante DSS1 rena mopekioM u3 reHoma
A. thaliana. Ycnenuna je anammsza T-JIHK unceprimonux dssl myranata Omsbke A. thaliana, xoja je
nojpasymeBasnia reHotunuzanujy t-dssl(V) wmyrtupanux swmHMja, aHanmM3y npoduia  eKcrpecHje
TpaHckpunaTa ¥ nporenHa 3a reH DSS1(V), denoruncky kapakrepusaiyjy MyTaHaTa, Kao M aHaIHU3y
BUXOBE OCETJBUBOCTU Ha OKCHIATHBHU cTpec. CeMo ToriaBsbe OocBeheHo je reHepucamy, CKpUHUHTY U
¢benorunckoj kapakrepuszanuju CRISPR/Cas9 myranata 3a xomonorue reae DSS1. VY oBom mornassby cy
NPECTaB/bCHU U PE3YATATH aHaJIM3e OCETJHMBOCTU OJAa0paHHX JMHHja ca pasopeHum remnma DSS1(I)
i DSS1(V) Ha OKCHIaTHBHHU CTPEC M3a3BaH MEPOKCHUIOM U YITPa/byOHUaCTHM 3paderbeM, a KOjU Cy ce
OJJHOCHJIM Ha JIETEKTOBal€¢ HWUBOA JIMIHIHE TEPOKCHAALINjEe, OKCHIOBAHWUX MPOTEHHA, Ka0 U JPYrux
napaMerapa peleBaHTHUX 332 KOHKpPETHE CTpecoBe. Y OBOM IOIJIaBJbY MPEACTaBIBEHU CY U PE3yITaTH
aHalM3e TPaHCKPUIITOMa KiIHMjaHalla MYTHPaHWUX JIMHHja KOjU Cy H3JIaraHd BOJOHUK-TIEPOKCUAY. Y
MOCNIEAmEeM TIOTJIaB/bY TPWKa3aH je TOCTyNmaK KOHCTpyucama nubHja A. thaliana y xojuma ce
npekomepHo ekcnpumupajy nporeurn DSS1(I), omnocno DSS1(V) u mpukazaHu cy pe3ysTaTH HUXOBE
(eHOTUTICKE KapaKTepu3alldje, Kao W aHall3a OCETJBHMBOCTH OBMX OWJbaKa Ha OKCHJIATHBHU CTpEC
MHJIyKOBaH BOJOHHK-IIEPOKCHUIOM.

VY nornasipy JAuckycuja no0ujeHn pe3yiTaTH Cy KPUTHYKH CarjiefaHd U JUCKYTOBAHH Y CBETIY
JocalalllilbuX HAYYHHUX ca3Hama. OUHIIIENHO je Ja je KaHJUIATKHba JIEeTaJbHO YIIO3HATA Ca PEIEBAHTHOM
JUTEPaTypoOM U Jia je CBoje pe3yirare JOTMYHO W OJMepeHO HHTepnperupana. Ha moderky oBor
MOTJIaBJba C€ UCTUYE BAXKHOCT HJICHTHU(HKANN]ja HOBHX (aKTOpa YKIbYYEHUX y of0paMOeHe MexaHH3Me
Onibaka KojuMa ce ojpkaBa henmjcka XoMmeocTaza M KOjU JIOPHHOCE INPEBa3MIaKEHhy HETaTHBHUX
yTHIIaja CIoJballlibe cpeauHe. Ha OCHOBy JuTepaTypHHMX TIIO[aTaka, ajid W paHuje J00HjeHHX
MpeTUMHUHAPHUX PE3y/ITaTa y OBOM IOIJIaBJby ce xumnoreruiie aa 6u DSS1 nporenH Morao A0IPHUHOCHTH
perynanuju henmjcke mporeocraze, a CaMHM THUM H OJOpaHU OJf OKCHJIATHBHOI cTpeca. 3aTHM ce
IHCKYTYj€ O MPHCYCTBY I'EHCKHX Iapasiora, HACTAINX yCJIE €BONYIMOHUX NPUTHCAKA Yy OMJPHOM CBETY,
Kao M 0 MOTyhHOCTH J1a T€HCKH Tapajio3d E€BOIYHpPajy IO CMAamEHUM CEIEKTHBHUM HPHUTHCKOM, IITO
pe3ynryje mojaBoM HOBHX (PYHKIMja Te€Ha KOje NOIpHHOCE amanTanujn. AHanmsupajyhu pesymrare in
silico ananm3e, KaHIMAATKUIbA TPETIIOCTABIba (YHKIHOHAIHY KOMIUIeMeHTapHocT aBa DSS1 nporenna
A. thaliana y Behunn ¢yHKIHja 1 yKasyje U Ha IIOCTOjalbe MAJIMX, ajli 3HAYajHUX pasinKa y IPHMapHO]
CTPYKTYPH OBa J[Ba IPOTEHHA KOje MOT'Y JIOINPHUHOCUTH I10jaBH HOBE, JAMHCTBEHE (QYHKIIM]jE jeHE O/ IBE
n3odopMe mpoTenHa. Y ey TUCKYCHje KOjU C€ OJHOCH Ha EKCIIPECHOHY aHaIN3y KaHIUIaTKAba
W3HOCH W TIOBE3yje JHUTEpaTypHE MOAAaTKe KOojuMa objallmaBa 3aHMMJBHB PE3YNTAT T0jaBE HM3Y3E€THO
Brcoke excripecrje DSS1 rena y uMOMOOBaHOM CeMEHY HEMOCPEAHO Tpe MOoYeTKa KIHjama, U TO Kpo3
yuenrhe DSS1 npotenna y u3rpajmy MpoTea3oMa YiMe OBaj IIPOTESHH MOXKE TOTTPUHOCUTH CEIICKTUBHO] U
WHTE3WBHO] Jerpajalrjd MPOTEWHA IITO je HEOMXOJHO 3a caM TNpolec Kiujama. Y KacHHjeM Iemy
JMCKYCHje KaHIUJaTKUuba ofjalmmaBa pe3ynTaTe ekcnpecuone aHamu3e DSS1 rena y ycnmoBuma
OKCHJIATHBHOI CTpeca, ykasyjyhu moce6Ho Ha Behy pecrioncuBHocT DSS1(V) reHa kao u Ha pasimke
youeHe y IpoQInMa eKCIpecrje Koje HacTajy MO JI€jCTBOM Pa3IMIUTHX CTPECcOopa, IITO MOTKPEIUbYje
JeTaJbHUM TIPUKA30M Pas3iiMKa y MEXaHU3MHMa KOjMa BOIOHHMK-TIEPOKCHI] M METHJI-BUOJIOTEH JIEyjy Ha
henmmnjy. Y HapemHOM MOTJaBJby NIETaJHHO j€ TPOAMCKYTOBaH TeCT (YHKIIMOHAIHE KOMILIEMEHTAaIHje Y
kojuM je mokazano ma DSSI1(I) mporemn A.thaliana pexoncrurymme WT ¢enorun dssl myranTa
U.maydis ocer/bHBOI Ha TeHOTOKCHYHE arceHCe W YKa3aHO je Ha pasiHyYUTEe YJIOre OBa JIBE BapHjaHTE
nporenHa y pexomOuHarwonoj mompasim JIHK nesmja. Cnenehm neo muckycmje 6mo je mocBeheH
ananu3u 0ssl T-JIHK wuHCepuuoHHMX MyTaHata rie Cy JACTajbHO OOpasioKeHe pas3ihKe youeHe Y
auHamuiE pasBuha mimelhy dssl(V) MyTupaHux JMHHja ¥ OWJbaka IMBJBEr COja, a IMOCEOHO je
auckytoBana yimora POC monekyna Kao CHrHaja 3a IOKpeTame Mpoleca KiIHjamba OKCHIOBAHEM
NpOTeHHA, YMjUM HArOMWJIABamkbeM y MYTUPAaHHM OMJbKaMa MOKe OWTH MHUIMpaHa paHHja WHIYKIHja
KJIMjakba CeMeHa. Y OBOM JIely pa3MaTpaHH Cy W HenocTany (DyHKIMOHAJIHE aHajin3e WHTPOHCKUX
MHCePLUUOHUX MyTaHata, kao mro je dssl(V) myranrt, kopuiihien y oBom paay. HaBoau ce ma oBu
MYTaHTH HE CaMo Jia MMajy ACIMMHYHO MCKJbY4YEeHY eKCIIpEeCHjy I'eHa OJ mHTepeca, Beh BepoBaTHO M
HapyLIeHy peryianujy eKcripecuje APYruX IeHa yciel AUCPYILHWje MHTPOHA y KOjUMa MOTY JIeXaTH
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CeKBEHLIe Koje Komupajy maine perynaropHe MukpoPHK. Hakon oBora ycnemwo je neo y koMme cy
pasmatpane npeanoctd CRISPR/Cas9 texnomnoruje koja ce mpuMemyje 3a TPEIU3HO eIUTOBAIbE T'eHa,
Ka0 M TOTEIIKohe y reHepucamy U OTPa3u 32 OBaKBUM MyTaHTHMA y ciydajy DSS1 rena. Y oBom geny
JMCKycHje Takohe cy pasmarpaHe QeHoTHricke kapakrepuctuke 0SS1 myranata Tokom pasBuha, y
HOPMaJIHUM (DPU3HOJIOLIKKAM, alld ¥ YCIOBMMa OKCHUIATHBHOI CTpeca, MPH YeMy Cy jaCHO HarjallieHe U
tymauene pasznuke Mehy ¢enorunoBuma T-JJHK u CRISPR/Cas9 dssl(V) myranata. Ycnemuna je
aHanu3a tpaHckpunToma kinujanana dssl(l) u dssl(V) MyTupaHuX JHHHUja HM3JaraHUX OKCHAATHBHOM
cTpecy, kao W muxoBo mnopehewme ca WT nuHmjama. JlerasbHO cy TymadeHu Moryhu pasnos3u
nudepeHjamHe eKcrpectje reHa YKIbYYeHUX y Pa3iuuuTe MeTaOoJInuKe MyTeBe WM Jpyre BUTAIHE
henujcke mpoliece koju ce yodaBajy u3Mmel)y aBe MyTupaHaHe JUHHjE, ald W U3Mely I0jeIuHAYHUX
MyTHUpaHUX JIMHK]a 1 OuJbaka nuBJber coja. [locnenmu neo nuckycuje mocBeheH je TyMadewy pe3ysrara
(beHoTHIICKE KapaKTepH3alldje JMHHUja Koje mpekoMmepHo ekcrnpumupajy DSS1(V) mnporenH, kao u
MpecTaBJbaky HU3a IpernocTaBku o moryhum ynorama DSS1 nporenna y henwuju.

VY cexnuju 3akiby4iu, y cKiaay ca MocTaBJbeHUM IIMJbEBUMA, JACHO Cy PE3UMHUPAHH PE3YNITaTH
1. buomHdpopMaTHUKa TpenuKIUja (QUIOreHeTCKOr cTalia EBOIYTHBHO CPOJAHUX OWJPHHX TNPOTEHHA
DSS1 ynyhyje Ha To aa je pe3yaTaT AyIuidkamnuje ousbHor rena DSS1 TokoM eBostyIMje HacTaHaK HOBOT
DSS1(V) rena.
2. In silico anami3om mopehema cexkBennu mporernna DSS1 je 3abenexeH BHCOK HHBO XOMOJIOTHjE Y
aMUHOKMCENnHCKO] cekBennn m3mehy DSS1(l) m DSS1(V). UnentudukoBaHa je CyNCTHTyLHja W3
MOJIApHOT TIIyTaAMWHA y HEMoJapHHU JIeyIMH Ha nosuiju 44 y mporenny DSS1(V), koja ykasyje Ha
MOTEHIH]jATHO Pa3IUYUTy IPOCTOPHY OPraHM3allK]jy MPOTEHHA.
3. Keanturatusaom I11IP anann3oMm mokasaHo je 1a cy HajBehie mpoMeHe y pellaTUBHO] eKCIIPECH]H T'eHa
DSS1 nerexkToBaHe y KOpEeHOBHMA OJIpaciiuX OMIbaka JUBIbET coja Koje cy Tperupane 10 mM H>O;, Hakon
jemHor maHa of TOYeTKa m3jarama crpecopy. I'er DSS1(V) mokasyje Behy pecriOHCHBHOCT Ha YCJIOBE
mpuMereHor crpeca y ommocy Ha ren DSS1(l), jep je mer myra Buime Tpauckpumata DSS1(V)
JIETEKTOBAHO y OJHOCY Ha KOHTPOJHE OnmibKe, MoK je ekcrpecrja DSS1(l) camo Tpu myra moBuieHa y
TperMany 10 mM HzO..
4. HMyHOOJIOT aHaJIM30M je IIoKa3aHO na je mnpoduin ekcrpecuje ykymaux DSS1 mnporenna
CHHXPOHH30BaH ca aHaJu3upaHuM mnpoduiuma excrpecuje DSS1 rena u na je HajapaMaTHYHHU]U TTOPACT
o7 20 myTa JIeTeKToBaH y KopeHy Ousbaka nznoxkeHux 10 mM HzO..
5. OxcumatuBHU cTpec m3a3zBadH 200 M METHII-BHOJIOTEHOM HM3a3uBa ISIMMHYHO H3MEHCHU IMPOQIT
excrpecuje DSS1() u JCCI(V) rena y omHocy Ha crpec u3a3Ban H»O,, u TO mpe cBera y JIMCTOBUMA
TpeTHpaHuX OWJbaka AWBJBET COja Y OJHOCY Ha KOHTPONHE OWJBKE, INTO j€ TOCIEIWIa Pa3THIuTHX
edekaTa Koje OBH CTpeCOpH M3a3nBajy y OMJbHUM henmjama.
6. CeMHUKBAaHTUTATBHUM IIPHCTYIIOM, KpO3 TecT (YHKIMOHAIHE KOMIUIEMEHTAIlMje je TOKa3aHOo ma
osepekcripumupann DSS1(lI) mporemn A. thaliana pekoncrpymmie WT denorun Adssl myranta
U.maydis, o006e360ehyjyin My AemuMUYHYy pPE3MCTEHTHOCT Ha cyOJerajHe 03¢ MPUMEHEHUX
TEHOTOKCHYHHUX areHca y JjoHocy Ha coj Adssl. Bussrm AtDSS1(V) Huje mokazao moryhHOCT na
koMIutemeHTupa Hemocrarak U.maydis Dssl, cyrepumyhu Ha To 1a oBe aBe Bapujante DSS1 mporenna
A. thaliana mory umaTu pasnuuuTte yiore y pekomounamuonoj mornpasuu JJHK sesuja.
7. Uncra xomosurotHa T-J[HA wmHcepimoHa JuHHja KOja je caapikaBalia MHCEPIH]Y Y OKBUPY WHTPOHA
rena DSS1(V) mokazana je 75% cHiken HuBO excripecuje rena DSS1(V), kao u 48% pemykoBaH HHUBO
ykymaux DSS1 mporenna, mro yka3yje Ha TO Ja je OBUM IOCTYIIKOM reHeprcaHa knockdown myrupana
nuamja t-dss1(V).
8. Mopdosomnika kapakrepusanuja mnokasyje ga t-dssl(V) wmmajy ruiejorporHu nedekT y pacTy Ha
pa3IMUMTUM HHBOMMa pa3Buha, MMajy Opke KiIWjarkbe W paHHje H3AYKHBAKE DPAJHMKyJIa, a 3aTHM
3a0CTajambe y pacty y KacHujuMm (azama. PaHuja MHIyKIMja KiMjamba ceMeHa cyrepuine jga y t-dssl(V)
MYTaHTHMa JIOJIa3H JI0 aKyMyJaluje omreheHnx MpoTenHa KOji MOry OMTH CHUTHAJ 33 KIIHjambe.
9. Anamusza ocerspuBoctH T-JIHK wunHceprmonnx wmyrtanara t-dssl(V) je mokasana IMOBHIIEH HHBO
OKCHJIOBAaHHX NMPOTEHHA W JIMIHIHE TEPOKCUAAI]e, Ka0 U 3HAYaJHO CMAIECHY CTOITY NPEKUBIHABAKA Y
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OKCHJIATMBHOM CTpECy H3a3BaHMM BOJOHUK-TIEPOKCHIOM U MeTWiI-BHoimoreHom. Hajsehu HuBO
OKCHJIOBAaHHX MPOTEHHA je JeTekToBaH npu tperMany 10 mM H;O; u 6uo je mer myra Behu y t-dssl(V) y
nmopehery ca KOHTpOJIHMM OMibkama ykasyjyhu wa To ma je DSS1(V) jenan onx 3Ha4YajHUX YYECHUKA Y
henmjckoj neTokcu(uKanrju 1 IpoLecuMa oAp KaBamba MPOTeoCcTase.

10. CRISPR/Cas9 texHos0rujoM Ccy TeHeprCcaHe MyTHpaHa JIMHHja ca JENEHjoM O 25 HyKIeoTHaa Y
cekBern DSS1(1) u nncepumjom on 18 mHykineotnaa y ceksenuu DSS1(V). TILP meromom je moTBpheHo
oacyctBo crenupuunnx DSS1 tpanckpunara y nooujenum CRISPR/Cas9 nuHujama myraHata, a
aHaJM30M M3BEICHUX aMHUHOKUCEIMHCKUX CEKBEHIIH j€ MOKa3aHo Jia MHIYKOBaHEe MyTallhje y onadpaHiM
JTUHHjaMa Pe3yNTyjy GopmupameM NpeypameHnX CTOI KOJOHA.

11. 3pene dss1(l) myrupane 6uibke Cy OWiie CHTHH]ET pacTa, MalbHX PO3€Ta, ca MArbHM OpojeM rpaHa u
MPOAYKOBaje Cy CHJIHKE ca MaJuM OpojeM pa3BujeHMX cemeHa y nopehemy ca WT Omsbkama. [lojara
a0OpTHBHHUX CeMeEHa, ykasyje Ha HapymieHe ¢yHkiuuje BRCA2 komriuiekca u 26S mporeazoma ycien
n3ocranka nporerHa DSS1(I) mro 10BoAM /10 JI€TAIHOT HCXO/A.

12. ®enoruncka ananmmza mytupanux 0ssl(V) Omipaka mokasyje ma Cy y MOYeTHHM (asaMa FHXOBOT
pa3Buhia KOTHJIEOHM 3aTBOPEHH W Ca W3PaXKCHOM AalMKAIHOM KyKOM, JOK je y KacHUjuUM Qa3zama
JMHAMHUKa HBUXOBOr pasBuha Opxa y omHocy Ha WT Ousbke. OBakaB ()eHOTHN ce MOXKE O0jaCHUTH
XHUIEPCEH3UTUBHUM OJI'OBOPOM Ha eTWjieH ycien HapymeHe QyHkiuje nporenna EEPS kao HeraTuBHOT
perysaropa oAroBopa Ha eTuieH ycien nzocranka DSS1(V).

13. HcnutuBameM OKcumaTHBHOr crpeca y kinjannmma CRISPR/Cas9 wmyramata mpu TperMany
epoKcHIOM U Y B-3pauemeM youeHa je Bucoka censutuBHOCT 0SS1(V) kinjaHiia Ha OCKUIATHBHU CTPEC
y nopehemy ca dssl(l) u WT Ouspkama. Ilpu TpermMaHy BOJOHHUK-TIEPOKCHIOM, IeTeKTOBaHa je 61%
CMameHa CTola MpexuBbaBama U 60% Behe MpUCycTBO OKcHaoBaHUX npoTenHa y dssl(V) Owusbkma y
kommnapamuju ca WT Omibkama, IITO I0JaTHO MOTBphyje ymory mporenHa DSS1(V) y mexaHusmy
O/IrOBOpA HAa OKCHIATHBHH CTPEC.

14. MeronoM TpaJMIIMOHAIHOT YKPIITamha j€ M3BPIICHO PEIUIPOYHO YKPIITAHE MYIIKUX U JKEHCKUX
ramerodura m3meljy nuuuja myranata dssl(l) u dssl(V) y uuspy remepucama IyIiMx MyraHarta accl.
TectupameM yKymHO 152 6usbke Huje merekroBano npucyctso dssl(l)dssl(V) renornma 1j. mymamx dssl
MyTaHaTa, IITO Cyr'epHIle Ja MyTalrje 00a reHcka mapanora DSS1 moBou 10 JeTaaHOr HCXOa.

15. Pesynratu ananuze MOPQOJIOMIKUX OCOOMHA M OCETJbUBOCTH HA OCKUIATHBHHM CTpEC JIMHHjA A.
thaliana y xojuma je oBepexcrpumupan red DSS1(V) Hucy mokaszane BUIJBUBE U CTATHCTHYKY 3HAYAjHE
pasnuke usmely munuje 6ubaka OE DSS1(V) u WT Ousbaka.
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IIpoBepa opUTrHHAIHOCTH T0KTOPCKE AUCEPTALIHje

Hoxrtopcka mucepranuja kanmunata HWeane I[1. Huxomuh M3009/2016, mocnarta je naHa
27.06.2023. Ha co(TBEpCKYy NpOBEPY OpUTHHAIHOCTH. V3BemiTaj KOjU CalpKH pe3yiTaTre MpoBepe
OPUTHHAIHOCTH MEHTOD j€ JJOOUO UCTOr JaHa.

Ha ocnoBy [IpaBunHMKa O MOCTYNKY IPOBEPE OPUTHHATHOCTH JIOKTOPCKHUX TUCEpTalnja Koje ce
Opane Ha YHuBep3uTeTy y beorpamy u Hanasza y u3BemTajy u3 nporpama iThenticate kojum je u3BpiicHa
MpoBepa OPHUTHHAIHOCTH JOKTOPCKe aucepraidje “DyHKnMOHaIHA Kapakrepusarmja rena DSS1(l) u
DSS1(V) y omrosopy Arabidopsis thaliana na oxcumatuBuu ctpec”, ayropa HWeame II. Huxonwuh,
KOHCTaTyjeM Ja YTBpHEHO MojayAapame TeKCTa M3HOCH YKymHO 12%. OBaj cTeneH MOmyIapHOCTH
nocieanna je HaBohema JIMYHUX HMEHAa MEHTOpa W KoMHcHje, aduimjanija KOMHCHje U ayTopa,
Ooubmuorpadckux mojaTaka o0 KOpUIINEHO] JHUTEpaTypd, a Mpe CBera ONINTHX PEBHjCKHX pajioBa M
KaHJMJATKHILMHAX PajioBa U3 KOJUX je MPOMCTEKIA Te3a M Koju ce decTo nutupajy. [lomymaproct
Takole MpoHCTHYE U3 OIMIITUX MECTa U MojaTaka Kao IITo ¢y ckpaheHuile uiM MyHH Ha3UBH MOJICKYIIa,
reHa, opraHM3ama, 3aTHM M3 HACJIOBa Y MOrJIaBJby Matepujan u METOoJIe KOjH Ce OIHOCE Ha METOJIOJIOIIKE
MPHUCTYIIE  YEeCTO TNpPUMEHWBaHE Yy TPYNH y KOjoj ayTropka pajad, Kao W yoOW4YajeHHX u3pasa
KapaKTEPUCTHYHUX 32 TEMATHKY JOKTOPCKE AUCEpTaltje, ITo je y ckiaay ca wianoMm 9. [IpaBuiHuka.

Kana ce cBe n3HeTo y3Me y 003up, M3BEINTA] YKa3yje Ha OPUTMHAIHOCT JOKTOPCKE JUCEpTallnje
kanauaata Meane I1. Hukonuh, mon nacimoBom ” dyHkimoHandHa kapakrepu3anuja reHa DSS1(I) u
DSS1(V) y omrosopy Arabidopsis thaliana ma okcmmatwBHE cTpec”, Te ce MPOIMUCAHM IIOCTYIIaK
[pUIpeMe 3a BeHY 0J0paHy MOXe HACTABHTH.



Muubeme u npeasnor Komucuje

Ha ocnoBy yBuga y nokropcky auceprauujy UBane I1. Huxoauh, uuju cMo npuka3s ganu y oBoM
W3BEIITajy, KA0 U HA OCHOBY OMONHMOrpadckux mojaTaka KaHAWAATa ¥ HENOCPEAHOT YBHIA Y HEH paj
TOKOM EKCIIEpUMEHTATHOT H3Bohema Tese y MHCTHTYTYy 3a MONEKyldapHy TEHETHKY M TeHETHYKO
WHKEHEPCTBO, YHUBep3uTera y beorpany, umamo cienehe MHUIUBEHE O OBOj AHMCEPTAlMjH U CAMOM
KaH/IUIaTy:

Hoktopcka auceprauuja HBanwe. II. Huxoauh mnonm HacmoBom ,,(PDyHKUIHMOHATHA
kapakrepuszanuja reia DSS1(I) u DSS1(V) y oarosopy Arabidopsis thaliana na oxcuaaTuBHUM
cTpec” ypaljeHa je y ckiiaay ca IpUHIUIMMA TOOPOr HAYYHOT paja, y3 IMOIITOBakhe OCHOBHUX CTHYKUX U
HAyYHHX HOPMH 3a u3Boheme eKCIeprMeHaTa W TpPEACTaBbame NOOMjeHHX pe3yirara. AHainza
nokTopcke aucepranyje kanaunata UBane I1. Hukoauh nokasyje na je oHa y CB0jOj TOKTOPCKO] T€3U
YCIIEITHO Pealin30Balia MOCTaB/beHEe MHJbEBE NCTPAKUBAha KPO3 CBEOOYXBaTaH M OJUIMYHO KOHIIUITUPAH
eKcIiepuMeHTalTHu pajl. Takohe, TOKTOpcKa TucepTalyja npeacTaBiba OpUrHHAIAH HAyYHH pajl y 00JacTu
MoJieKyJiapHe Ouojoruje Oumjbaka Koju ucrpaxyje 3Hauaj DSS1 mporenHa y oapkaBamky MPOTEHHCKE
XoMeocTasze y OMJbKaMa U Ipy’Ka 3HaydajaH JONPHHOC pa3yMeBamy YJOre OBOT IMPOTEHHA y OATOBOPY Ha
OKCHUJIATUBHHU CTpeC, YMME C€ OTBapajy HOBa MoJba HUCTpakhBama. CaMOCTATHOCT y TUIAHUpamy U
EKCIEPUMEHTAITHO] pean3aliji HCTPAKUBaKA, KA0 M Y TYMadelhy U KPUTHYKOM pa3MaTpamy pe3yirara
KOje je KaHIuIaTKHiba MoKa3aia y pairy, ToBope o 100poM I03HaBamy HaydHe 00JacTH Ko0joj oOpaljeHa
npobiemaTrka npumnaja. Kao pesynrar, uctpaxuBama MpUKa3aHa y 0BOj IUCEPTAILU)U Cy MyOJIMKOBaHA Y
JIBa HAy4YHA paja.

Komucuja ca 3a10BO/BCTBOM KOHCTAaTyje Ja je€ HMMajia MNPUIMKY Ja aHalIu3upa BpedaH Hu
OpHTHHAJIaH HAay4HU JIONPHHOC JIOKTOpCcKe nucepranuje kanaunata Meane I1. Hukonuh mox HaszmBom
,,@YHKIHOHATHA KapakTepu3auuja reda DSS1(l) m DSS1(V) y oarosopy Arabidopsis thaliana na
OKCHIATHBHH cTpec” U mpemiake HacraBno-Hayunom Behy buomomkor ¢akynrera YHuBep3uTera y
Beorpany ma mpuxBatu oBaj pedepar W omoOpH jaBHY oAOpaHy IOKTOpCcKe muceptaruje Mpane. II.
Huxonuh y ckinagy ca Baxxehum mpormcuma.
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