HACTABHO-HAYYHOM BERY YHUBEP3UTETA Y BEOI'PALY -
BHNOJOIMKOI' ®PAKYJITETA

Ha VII penoBnoj cemanum HacraBHo-nHayunor Beha YHuBep3utera y beorpany - buomomrkor
¢dakyntera, oapxxkaHoj 10.05.2019. rogune, Ha ocHOBY Mojbe MmeHTOpa, Ap Maje CrojusbkoBuh U Ap
Come IlaBmoBuh, onpehena je Komucuja 3a npernexn u orieHy qokTopcke auceprandje Aaute I'. Ckakuh,
UCTpaXHBada capagHuka Ha HHCTUTYTy 3a MOJEKyJlapHy TI€HETHMKY M TI€HETHYKO HHXEHEpPCTBO,
VYuusep3urera y beorpamy mon nacioBom: ,JI'eHomMcku mpodma manmjeHara aeumjer y3pacra ca
XeNmaTHYHUM  IJIMKOTeHO3aMa: Kopejaunuja reHotuna u  (¢eHoruna u  (YHKIUOHAJIHA
KapakTepu3aluja HOBUX BapHujaHTu, y cacTaBy: Ap Maja CrojubkoBull, BUIIM HayYHH CapajHUK,
WHCTuTYT 32 MONEKyJNapHy I'€HETHKY U T€HETHYKO MHXXEHEPCTBO, YHHBep3uTeT y beorpany, meHrop;
ap Coma IlaBmoBuh, HayuHum caBeTHUK, VHCTUTYT 3a MOJIEKyJapHy T€HETUKY M TEHETHYKO
WHXKEHEePCTBO, YHUBep3uTeT y beorpany, mentop; mpod. np ['opan bpajymkosuh, pexoBHu mpodecop,
buonomku Qaxynrer, YuuBepsuter y beorpany, uman; mpod. np Csermana Pamosuh, pemoBHH
npodecop, buonomku pakynrer, Yausep3uter y beorpany, wian; gou. ap Maja Bophesuh Munomiesuh,
JOUEeHT, MeauuuHcku dakyaTeT, Y HuBep3uTeT y beorpany, wiaH.

Komucwuja je npernemana ypaheHy TOKTOPCKY TUCEpTaIHjy KaHIUAATKI-e 1 HacTaBHO-HAyYHOM
Behy YHuBepsutera y beorpany - buonomkor ¢akynrera mognocu cienehu

N3BEINITAJ
Onumry nogauy o J0KTOPCKOj AucepTauuju

Hoxkropcka aucepranuja Anute I'. Cxakuh ,,I'eHomcku npodui nauujeHara geumjer yspacra
ca XemaTMYHUM TIJIMKOT€HO3aMa: Kopejanuja reHoTuna u ¢eHoTuna u (GYHKIMOHATHA
KapakTepu3anuja HOBMX BapHjaHTH  TIPEJICTaB/hba OPUTHHAIHO HCTPAXKHBAKE KOje 3a TeMy HMa
NpoyyYaBame TeHETHYKE OCHOBE XEMaTWYHHUX IinKoreHo3a y CpOuju, OTKpHBame HOBUX BapHjaHTH y
TeHMMa Y3pPOYHHUIMMa Kao U yCIOCTaBJbakbe HOBOT MOJIEIN CHCTEMa 3a M3ydaBame IIMKoreHose Tu 10.
Oga nokropcka aucepranuja ypahena je y Jlabopartopuju 3a MonekynapHy ounomenuuuHy MHcTuTyTa 32
MOJIEKyJIapHy TeHETHKY U TeHETHYKO MHKEHepCcBo, YHUBep3uTeT y beorpany, y okBupy npojexra “Perke
0ojiecTH: MoOJIeKyJlapHa NMaTO(U3MONOIHja, JUJarHOCTUYKH W TEPANUjCKH MOJAIUTETH U COIMjaJIHH,
eTnuku ¥ nipaBHU actiektn (MU 41004)”.

JokTropcka mucepraiyja caapxu: HacaoBHY cTpaHy Ha CpPIICKOM U €HIJIECKOM je3uky, [logatke o
MEHTOpHMa W WIaHOBUMa KOoMHcHje, Pe3nuMe Ha CpPIICKOM M EHIJIECKOM je3WKy ca KJbYYHHM pednma,
Canpxaj, Texct mo moriaspuMma, Crucak nurtepatype, buorpadujy ayropa u Ipunore. JJokropcka
JUcepTalfja HanucaHa je Ha 129 crpana, caapxu 46 ciuka u 27 Tabena. Jlucepraiyja je nojaejbeHa Ha 7
nornaeiba: YBoa (1-28 crpane), LHmweBn (29-31 crpane), Matepujan m mertome (32-65 crpawne),
Pesyararn (66-89 crpane), Iuckycuja (90-109 crpane), 3akmpyunu (110-113 crpane) u JIutepatypa
(114-129 crpane). YV mpuiosuma ce Hamaze: buorpadwuja ayropa, M3jaBa o ayropctBy, M3jaBa o
HCTOBETHOCTH ILITAMIIAaHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje JOKTOpPCKe aucepranyje u M3jasa o kopumhemy.



AHaJIU3a TOKTOPCKE JHCePTaIHje

IIpenMeT MOKTOPCKE AMCEpTAlMje je TEHOMCKO NpOoQHIMCame MalujeHata ca XemaTHYHHM
riaukoreHoszama y Cpouju, QyHKIIMOHATHA KapaKTepU3allija HOBUX T€HETHYKUX BapHjaHTH Kao M aHaIHM3a
edekra myrarmja y reny SLC37A4 (enr. Solute Carrier Family 37 Member 4) na merabonnuku heHoTHIT
pamu GoJber pasymeBama MATONIOTHje TMKOreHo3e Tum 10. J[oKTopcka aucepTaidja yKjbydyje |
dopmuparme HOBOT iN VItro Momen cucTeMa 3a IpoydaBarbe YJIOTe MOJIEKYJApHHX MapKepa crpeca
CHIOIUIa3MaTHYHOT PETHKYITyMa U arlolTo3€ y MaTOreHe3u IIIMKOoreHo3e Tuir 0.

VY mornasmpy YBOJ| pa3smarpaHa cy OmiuTa M CaBpeMEHa Ca3Hama Be3aHa 3a XENaTH4He
TJIMKOTeHO3¢e, Kao u 3a Oonectu tanoxema riukorena (I'CI, enr. Glicogen Storage Disease) yomiure.
Omnucan je MeTaOOJIMYKH IyT TIIMKOT€HA, MPErJie]l INIABHUX KapaKTepUCTHKA pa3nuuutux tumnosa ['CJ]
Ka0 M OCHOBHHM KIMHHUYKM M OHMOXEMH]CKH TapaMeTpH KOjU CIyKe 3a HPETMMUHAPHO IOCTABIhAFbE
mujarao3e. C oo3upom ma je I'C/l tum I jemam ox mHajuemhmx obnmka xematwmunux ['CI m ma jacHO
oJlpakaBa CJIOKeHY marodusnoiiordjy nopemehaja y mMeTaboin3My TJIMKOT€HA, JETaJbHO Cy OINMCaHE
KIIMHUYKe W MeTabonndke MaHudecranuje oBe 00lecTH, yjora Mapkepa cTpeca eHIOIUIa3MaTHYHOT
PETUKYJIyMa M aromnTo3e¢ KOJA TyOWTKa HHTpaledylapHe MPOAYKIHje TIIyKOo3e, Kao M TeparujCcKu
npuctynu kox I'Cl tum L.

[Hornassre HUJBEBU canpxu jacHO nedwHUCAHE IIJBEBE OBOT MCTpakmBama. Y CpOwju 10
cala HUje aHaIM3MpaHa MOJIeKylapHo-reHeTnyka ocHoBa ['CJl, ma ce UMJBEBM TPBOT Jena CTyAHje
onHoce Ha onpehuBame reHoMcKor mpoduia manujeHara ca xematuaauM ['CJl, yrBphuBame cnextpa u
y4ecTaloCTH BapHjaHTH y TeHuma y3pounmiuma ['CI, xao W Ha onpehuBame cTpaTeruje 3a
YCIIOCTaBJbakhe PYTUHCKE MOJIEKyJapHO-reHeTHuke aujarHo3e xenatmunHux ['CJl y CpOuju. lluibeBu
IpyToOT JAeNia CTyIWje OJHOCEe ce Ha (PYHKIHMOHAIHY KapaKTeph3alldjy HOBOOTKPHBEHUX BapHjaHTH Y
reanma y3poununuma I'CJI, ka0 ¥ Ha ONTUMM3AIK]Y TIPOTOKOA 3a (hopMupamse iN Vitro Mojen cucrema
32 MCIUTHBAKE YJIOre HOBOOTKPHBEHMX BapujaHTu y maroreHe3u xematuunHux ['CJl. Tpehum neo ose
JHcepTanyje uMao je 3a IiJb UCIIHTUBAKE YJIore MOJEKYJIapHHX MapKepa CTpeca €HI0INIa3MaTHYHOT
peTHKyJayMa U amonto3e Ha moneny SLC37A44 nedunurapHe OyOpexkHe henujcke nuHUje paiu 0oJber
pasymeBama Metabonnukor penoruna I'C/] tun 16 nose3anor ca 6yOpe:KHMM KOMIUIMKALKjama.

VY oxeupy noriasiba MATEPUJAJI U METOJE jacHo cy nedunucane rpymie neaujaTpmjcKux
I'C/] manumjenrta, ka0 M KOHTPOJIHA Ipyla UCIUTaHUKA. Y CTyAMjy je Omio ykJbyueHo 41 mamnmjeHara
cycnektHux Ha ['CJl, kao m 75 ucnuranuka koHTpoiHe rpymne u3 CpbOuje. [erassHo cy omucane
NpUMEmheHE MeTOojie OasupaHe Ha peaklWju JIaHYaHOT YMHOXKaBama, KopuiiheHe 3a JeTeKIH]jy
TeHEeTUUKUX BapujaHTu y reHuma yspoununuma ['CJl. IlpukazaH je mpoTOKONI 3a CEKBEHLHpame HOBE
reHepardje, Kao ¥ JeTajbHa aHaiu3a moaaraka gooujennx ca lllumina MiSeq amapara. Takole, ommcan je
RT-qPCR ecej u ocrane merozne norpedHe 3a aHaIM3y HUBOA ekcripecuje reHa SLC3744 kox manujeHata
o6onenux ox I'CJ] tun 16 u konTposnux ucnmranuka. [Ipencrasibena je u Texunonoruja CRISPR/Cas9 u
knockin mpucTyn 3a nmpernmsHO eauToBame XyMaHe eMOpuoHanHe OyOpexne hemujcke nuHuje 293FIpIn
(HEK293FIplIn, enr. Human Embryonic Kidney cell line 293FIpIn T-REx). Takole, nprukasane cy MeToie
3a JIETEKIMjy CTpeca eHIOIUIa3MaTHYHOT PETUKYJIyMa M aroITo3e Y HOBOM iN Vitro moxen cucremy 3a
I'CJ] tun 10 koje cy ykJpyunBajie aHaIM3y eKCIPecHje MOJIEKYJIapHUX MapKepa CTpeca M anomnTo3e, Kao U
aHanu3y mnposmdepanyje W BUjaOWIHOCTH KioHamHHX henujckux nuanja MTT Tectom. Merone 3a
CTaTUCTUYKY oOpany pesynTara cy Takohe mpenctasibeHe. Cnucak CBHUX IpajMepa M henujcke JuHUje
kopuitheHe y u3pajy oBe JucepTalyje, HABEJCH! CYy Y OKBUPY OBOT ITOTJIaBJba.



VY nornaspy PE3YJITATHU kanmunaTkuma je U3N0OXKWIA A0OMjeHEe pe3yiTaTe CIPOBEACHOT
UCTpaXXMBamba y TPH JIeIa.

[IpBu nmeo oBor mornasjba OJHOCH C€ Ha TEHOMCKO MpOo(UiIKcame MalyjeHaTa CyCIeKTHUX Ha
I'CH y Cpbuju. Ilpukazana je MoJyieKyJapHO-TEHETHYKa KapakTepuzanuja ykynHo 41 mnaunujeHara
cycniektHux Ha I'CJl. Y1Bpheno je ma je 5 obomeno ox I'C/] tum la, 31 ox I'Cl Tun 16, o jenan manujeHT
on I'C/l tun III, VI u IXa. Taxohe, kon aBa manujeHTa Koju cy omnm cycrnektau Ha ['CJl, ymotpebom
TEXHOJIOTHj€ CEKBEHIIMParka HOBE TeHepalrje yTBpheHo je a He MOCTOju MeHETHYKH JNe(eKT y TeHnMa
y3pounnimMa I'CJl 1 BCTOBpeMeHO cy HICHTH(HKOBAHE IAaTOreHEe BapHjaHTE y T€HHMa Y3pOYHHINMA
OonecT HakyIubama Xojectepon ecrapa u Shwachman-Bodian-Diamond cunapoma. ¥ okBupy oBe
cryauje uaeHtudukosane cy 4 uose Bapujante y reny SLC37A4 (p.Gly83Glu, p.Gly135Asp,
p.Prol91Ser u p.Ser263Glyfs*33), 3a koje je mokazaHo ga 10 caja HUCY OWIe MpUjaBJbEHE Y
paznuuuTUM OazamMa ToJaTaka Kao HH Yy JOCTYNHOj JjurepaTypu. CBeoOyXBaTHOM MOJEKYJIapHO-
reHeTHYKOM aHanmu3oM 41 manujeHata cycrnektux Ha xemaruune I'CJl u3 CpOuje, nocturnyra je 100 %
YCHENIHOCT NETEKIHje MaTOTeHNX BaphjaHTH, YuMe je omoryheHa paHa mpuMeHa ofarosapajyhe Tepammje
cnernuduyuHe 3a TEHOTHUII TalUjeHTa.

Jpyru neo pesynTara OBOT HCTPaKMBamba OJHOCH C€ Ha (YHKIMOHAIHY KapaKTepU3alujy
HOBOOTKPHBEHHX BapwjaHTH y Koawpajyhem permony reHa SLC37A4. buomnhopMaThdka MpeauKIHja
HEJIBOCMHUCIJICHO j€ yKa3zajia Ha MaToreHu e()eKaT CBHX HOBUX BapHjaHTH. Y OBOj CTYIHUjH JCTAJLHO CYy
ananusupane Bapujante p.Gly83Glu i p.Ser263Glyfs*33 y rerny SLC37A4, jep cy Ouiie neTeKToBaHe KO
BUIIIE OJ] jeaHe mopoauile. Excrnpecuone crynuje Bapujante p.Ser263Glyfs*33 morBpamie cy na opa
MpoMeHa Kpewpa HOBH MPHUTYIINBA4Y MECTa CIUIAjCOBaFka €r30Ha 5 IITO JOBOAU JO TPAHCKPHUIIIH]jS
SLC37A4 iRNK xpahe 3a 86 uT (r.785_870del86), a camum TuM u cuHTe3e Kpaher HedyHKIIHOHAITHOT
nporerHa. Pesyntatu (yHKIMOHAIHE aHaIM3e, Ka0 W KIMHWYKHU IMOJAIM TMalyjeHara, moTephyjy na je
BapmjanTa p.Ser263Glyfs*33 y reny SLC37A4 matorena mpomeHa koja moBoau 1o pasBoja ['CJl Tum I6.
Takohe, ONTHMH30BaH je NPOTOKON 3a NPEHU3HO CIUTOBAKE T'€HOMa YINOTPeOOM TEXHOIIOTH]je
CRISPR/Cas9 u ¢opmupan je HoBu in Vitro momgen cuctem 3a I'CJT tun I6. TIpuctymom knockin ysemena
je HoBoOoTKpuBeHa xymaHa BapujaHta p.Gly83Glu y renm SLC37A4 OyOpexne henujcke suHHjE
HEK293FIpln xoja je ynorpebsbeHa 3a (GYHKIMOHAIHY KapaKTepH3alnjy OBE BapHjaHTE M UCIIHTHBAE
weHe yinore y marorenesn I'CJZl tum 10. Excripecmone cTymumje mokasajie OJCYCTBO €KCIpecHje IeHa
SLC37A4 y henmjckoj nmuanju HEK293FIpln koja je XOMO3MIOTHM HOCHJAIl XyMaHE BapHjaHTe
p.Gly83Glu y reny SLC37A4, mito cyrepuiie ja oBa MpoMeHa HapyllaBa CTaOMIIHOCT IpeKypcopa
SLC37A4 iRNK u pe3ynryje meHOM erpanaiujoM. Pesyntatu GpyHKIIMOHATHE aHATH3€E, KA0 U KIMHHYKA
MoJTalM MalMjeHara, MOTBPAWIN Cy eH MaToreHn edekar unme je mokaszaHo jaa Bapujanta P.Gly83Glu
noBoju 1o pa3soja ['CJI tum 16.

I[Mocnenwu nmeo mornaBka PE3ZYJITATHU npencraBiba aHamu3y  Mapkepa cTpeca
EH/IOTJIa3MAaTHYHOT PETUKYITyMa M allonTo3€e ¥y HOBOM in Vitro momen cucrem 3a I'CJI tun 16. J{o6ujenu
pesynrtatu mokasyjy na je xymana BapujaHta P.Gly83Glu y remy SLC37A4 y Cenmjckoj JmHHjU
HEK293FIpIn oxrosopHa 3a pa3Boj XpOHHYHOT CTpeca EHAOIUIA3MAaTHYHOT PETHUKYyTyma, rnopemehene
nposmdepanyje 1 MOBUILEHE aronTo3e, ITO JOAATHO MOTBphyje HeH MmaTtoreHu edexar U ASITMMHYHO
o0jammaba rmopemehaj dynkimje 0yopera ko ocobda obonenux ox ['CJ tun 16.

VY normasiy JUCKYCHUJA, nobGujeHn pe3ynTatd cy KPUTHYKH JIUCKYTOBAHU Y CBETITY
HAjHOBHjUX MOJATKa M3 JIUTEpaType BE3aHUX 3a MoJieKyJapHy ocHOBY xematnuHux ['C/l. M3mera cy
OpUTMHANIHA pa3MaTpama IOTKpeIUbeHa NOoCTOjeinM mojanuMa W HAjHOBUJUM EKCIIEPUMEHTAITHUM
nokasuMma. Jluckycuja je moiesbeHa Ha TpU LeNUHE. Y TPBOM Jely AUCKYTOBaHE Cy OIITE
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KapaKTEePUCTUKE aHAJM3UpaHe TpyIe MmalujeHara 1 NoceOHO 3Hauaj reHa JETEKTOBAaHHUX y aHaJIM3HPaHo]
koxoptu on 41 mammjenta w3 CpOuje. AHanm3upaHa je Kopenandja TeHOTHIa W (EeHOTHHa KOI
narjenara ooonenux o ['CJL Tun | u3 CpOuje y oiHOCY Ha MMOAaTKE JOCTYIHE U3 nuTeparype. [laxma
je mocBeheHa cTpaTeruju 3a ycrnocTaBbamhe PyTHHCKE MPENH3HE MOJIEKYIapHO-TeHETHUKE 1jarHo3e KoJ
nanyjeHaTa cycrnekTHux Ha xematudae ['CIl. YV npyrom nerry JUCKyTOBaHHM Cy pe3yaTaTH (yHKIHOHAIHE
KapakTepH3aluje HOBOOTKpUBeHHX BapHujaHTH y reHy SLC37A4 kox I'CHl tun 16 nauujenara uz CpOwuje.
VY Ttpehem meny AMCKyTOBaHHM Cy MOJEKyJapHH MEXaHU3MH CTpeca €HIOIUIa3MAaTHYHOT PETUKYIyMa H
amonTo3e M FHHXOBE IMOBE3aHOCTH ca OyOpeKHHM KoMIUTHKanujama kox manujeHara ca ['CJl tum 0.
Ax1ieHar je craBjbeH Ha HOBW N Vitro I'CII tun 16 mMomen cucteM Koju OM Morao OWUTH KOPHCTaH 3a
MpoydYaBame MaToreHese 00IeCTH M MOTEHIWjATHAX TapreTa 3a MOJIEKYJIapHy Tepanujy Au3ajHUpaHy Aa
Kopuryje MeTaboinyke aOHOPMATHOCTH TMoBe3aHe ca auchyHkuumjom OyOpera kox ['CHA tun 16
TaIyjeHara.

VY nornasspy 3AKJbYULIU, jacHo je m3HeTo 14 3akibydaka KOjH y TOTITYHOCTH TPOW3HIIA3E W3
NOOHWjeHUX pe3yJiTara.

VY nornassey BUBJIMOT'PA®UIA, HaBeneH je cucak on 242 UWTHUpaHUX CTPaHHUX W AoMahmx
Hay4YHUX Yacomuca u Kiura. Kopumhena nureparypa je ajekBaTHa, akTyellaHa W JIOBOJFHO IIUPOKA J1a
MIOKpHBA CBE acHeKTe UCTpakuBama. HaBolheme suTepaType y caMoM TEKCTy AUCepTalyje je IpuMepeHa
Y IO CaApKajy | 10 MECTY.
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Muuubeme u npeaor Komucnje

Hokropcka mucepranmja kanauaatkuie Anute I'. Ckaxuh, mox HacmoBom ,,I'eHomMckn
npopuJ nmanujeHaTa gevyujer y3pacra ca XemaTHYHHM TIJIMKOTeH03aMa: KopejalnHja reHoTuna u
(¢eHoTnna u QyHKIOMOHAIHA KapaKTepu3alUja HOBUX BapUjaHTH IMIPE/CTaB/ba OPHUTHHAIHO
UCTPaXKUBaE KOje 3a TeMy MMa MPOy4aBamke TeHETHYKEe OCHOBE XEMaTHUYHUX TJIMKOTeHO03a, OTKPHBAE
HOBMX BapHMjaHTH y I€HMMa Y3pPOYHHUIMMA KAa0 M YCIOCTAaBJbAKE MOJEN CHUCTEMA 3a H3ydaBame OBUX
6onectn. Tesa ce ommmkyje jacHO AepUHHCAHUM NHMJbEBHMAa W aJIEKBATHO IUIAHWPAHUM W YCIIEIIHO
peann30BaHUM HMCTPAKUBAYKUM TOCTYNKOM. OCTBapeHH pe3yiTaTH o0jaB/beHU Cy Y OKBHpY [IBa
OpWUTHHAJHA Hay9YHa paja, IITO MOTBphyje aKTyemHOCT M 3HAa4ajHOCT JNOOWjeHHx pesynrtaTta. Taxole,
TEKCT IUCEPTaLje je MPOoIIao MPOBEPY OPUTUHATHOCTH.

Ha ocHoBY yBuzAa y eKCiepUMEHTAJIHU paj, IIOCTUTHYTE PE3yTaTe, Ka0 U HAIMCaHy AOKTOPCKY
te3y, Komucuja 3akibyuyje na cy 3afaund MOCTaB/bEHH y LUJBEBHMA HCIYHCHM, TaKO 1 MO3UTHUBHO
olLlelYje JOKTOPCKY Te3y W MMa 3aJ0BOJBCTBO Ja mIpeanoxu HacrtaBHo-nHayuHom Behy bBuonomkor
¢akynrera, YHuBep3urera y beorpany, na npuxBaTH MO3UTUBHY OLEHY JAOKTOPCKE AHcepTanuje AHUTE
I'. Ckakuh 1 omoryhu kaHIMIKHBEY jaBHY 0I0paHy paja.
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