NAUCNOM VECU MEDICINSKG FAKULTETA

UNIVERZITETA U BEOGRDU

Na sednici Nau¢nog veca Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrzanoj dana
03.11.2020. godine, broj 9700/11, imenovana je komisija za ocenu zavrSene doktorske
disertacije pod naslovom:

,Analysis of mtDNA sequence in patients with mitochondriopathies

kandidatkinje Phepy Gamil Anwar Dawod, zaposlene na Department of Medical
Biochemistry and Molecular Biology, Ain Shams University School of Medicine, Cairo,
Egypt. Mentor je Prof. dr Ivana Novakovi¢, a komentor prof. dr Jasna Janci¢.

Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:
1. Prof. dr Jelena Drulovi¢, profesor Medicinskog fakulteta u Beogradu
2. Doc. dr Nela Maksimovié¢, docent Medicinskog fakulteta u Beogradu

3. Prof. dr Ivana Kavecan, profesor Medicinskog fakulteta u Novom Sadu

Na osnovu analize prilozene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene
doktorske disertacije jednoglasno podnosi Naucnom ve¢u Medicnskog fakulteta sledeci

IZVESTAJ

A) Prikaz sadrzaja doktorke disertacije

Doktorska disertacija kadidatkinje Phepy Gamil Anwar Dawod napisana je na

engleskom jeziku, ima ukupno 148 strana i podeljena je na slede¢a poglavlja: uvod

(Introduction), ciljevi rada (Objectives), ispitanici i metode (Patients and Methods), rezultati

(Results), diskusija (Discussion), zakljucci (Conclusion) 1 literatura (References), a na kraju

se nalazi dodatak sa prilozima (Appendices). U disertaciji se nalazi ukupno 21 tabela (plus

dve u prilozima) i 17 slika. Doktorska disertacija sadrzi sazetak na srpskom i engleskom

jeziku, biografiju kandidata, podatke o komisiji i spisak skracenica koriS¢enih u tekstu.



U uvodu je najpre data definicija mitohondriopatija (MHP) kao geneticki uslovljenih
bolesti u ¢ijoj osnovi je poremecaj funkcije mitohondrija. Potom je detaljno prikazana grada i
funkcija mitohondrija ukljucuju¢i i njihovo evolutivno poreklo. Opisana je dinamika
mitohondrija i prikazane su ove organele kao sistem za proizvodnju energije u ¢eliji. Zatim je
detaljno objasnjena genetika mitohondrija, S$to ukljucuje gradu i ulogu mitohondrijske DNK
(mtDNK) coveka, specificnosti replikacije 1 transkripcije mtDNK 1 karakteristike
mitohondrijalanog nasledivanja. Izneta su saznanja o haplotipovima i haplogrupama humane
mtDNK, o njihovom znacaju za prirodnu selekciju 1 o njihovoj vezi sa bolestima kod ljudi. U
delu uvoda posvecenom MHP uopste, izneta su generalna saznanja o patogenezi ovih
poremecaja, o nacinima njihove dijagnostike i moguénostima lecenja. Potom su posebno
detaljno opisane najces¢e MHP i pridruzeni sindromi (Leberova hereditarna opticka
neuropatija — LHON, mitohondrijska encefalopatija sa laktickom acidozom 1 epizodama
slicnim mozdanom udaru — MELAS, Leigh-ov sindrom — LS), sa prikazom njihove geneticke

osnove 1 specifi¢nih fenotipskih karakteristika.

Ciljevi rada su precizno definisani. Studija je sprovedena sa ciljem analize primarnih
1 sekundarnih mutacija mtDNK kod pacijenata iz Srbije sa klinickom dijagnozom MHP. Kod
LHON planirana je detekcija dobro poznatih primarnih mutacija: m.3460G> A, m.11778G>
A 1m.14484T> C, kao i sekundarnih i intermedijarnih promena u mtDNK, zatim kod MELAS
detekcija glavne mutacije m.3243A> G, kao i analiza drugih patogenih mutacija specifi¢nih
za MHP. Takode, cilj je bilo utvrdivanje mtDNK haplotipa kod nosilaca mutacije, sa
konstrukcijom filogenetskog stabla. Poslednji cilj istrazivanja je bila korelacija genotipa sa

fenotipskim karekteristikama ispitanika.

U poglavlju ispitanici i metode je navedeno da se radi o studiji koja je sprovedena u
Klinici za neurologiju KCS, Beograd, u saradnji sa Klinikom za neurologiju i psihijtariju za
decu i omladinu, Beograd. Opisani su nacin selekcije pacijenata i kriterijumi za ukljucenje u
studiju ili za iskljucenje iz iste, navedene su demografski i epidemiloski podaci koji su
prikupljani kao znacajni. U vezi primenjene metodologije, izneti su protokoli i postupci
molekularno geneticke analize, koji ukljuCuju izolaciju DNK, PCR amplifikaciju i
sekvenciranje po Sangeru Citave mtDNK ispitanika. Dati su 1 podaci o softverskim paketima
koji su koriS¢eni za bioniformati¢ku karakterizaciju detektovanih mutacija i za analizu
haplotipa mtDNK. Ova studija je sprovedena u skladu sa HelsinSkom deklaracijom, a

odobrena je i od strane Etickog komiteta, Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu.



Svi pacijenti, ili, u slu¢aju dece, njihovi stratelji, su dali pisani pristanak pre ukljuenja u

studiju.
U poglavlju rezultati detaljno su opisani i jasno predstavljeni svi dobijeni rezultati.

Diskusija je napisana sistemati¢no i jasno, uz prikaz podataka drugih istrazivanja sa

kritickim uporednim pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije.

Zakljucci sazeto prikazuju najvaznije nalaze koji su proistekli iz rezultata rada, i daju
odgovore na postavljene ciljeve istrazivanja. KoriS¢ena literatura sadrzi spisak od 695

referenci, a date su i internet adrese 14 sajtova koji su citirani u tekstu.

Prilog sadrzi listu koriS¢enih skracenica, sekvencu mtDNK coveka sa oznaCenim
pozicijama prajmerima za analizu, kao i1 listu detktovanih mutacija i djagnostikovanih

sindroma sa OMIM klasifikacijom.
B) Kratak opis postignutih rezultata

U ovoj doktorskoj disertaciji su kod jedanaest nesrodnih probanada iz Srbije sa
klinickom dijagnozom MHP utvrdene patogene mutacije u mtDNK. U grupi LHON, koja je
imala 8 nesrodnih probanada i ukupno ¢etvoro njihovih asimptomatskih srodnika, utvrdene su
dobro poznate LHON primarne mutacije m.3460G>A (u genu MT-ND1) i m.11778G>A (u
genu MT-ND4), kao 1 retka mutacija m.8836A>G (u genu MT-ATP6). U svim slucajevima je
pokazan homoplazmijski obrazac mutacija, osim za m.11778G>A, gde je nadena
heteroplazmija kod dva zdrava srodnika. U ovoj grupi odnos polova kod probanada je
potvrdio predominaciju muskaraca, jer je odnos obolelih muskaraca 1 Zena bio 7 : 1. Kod
obolele Zene je nadena primarna mutacija m.3460G>A. Od negenetickih faktora rizika,
konzumacija alkohola i puSenje registrovani su kod dva probanda. U istrazivanju su otkrivene
i sekundarne mutacije u grupi sa LHON, a njihovo prisustvo je povecalo penetrantnost
primarnih mutacija, s obzirom na to da su bile povezane sa ranim pocetkom LHON.
Supstitucije m.4216T>C u genu MT-ND1, m.13708G>A u genu MT-ND5, m.15257G>A i
m.15812G>A u genu MT -CIB su asocirane sa dve napred pomenute poznate primarne
LHON mutacije, dok je m.3394T>C u genu MT-ND1 asocirana samo sa 11778G> A. U grupi
sa dijagnozom MELAS nadena je supstitucija m.3243A>G u genu MT-TL1, koja je tipi¢na za
ovaj poremecaj. Navedena mutacija je nadena kao heteroplazmijska kod dva obolela decaka.

Kod jedne devojcice - probanda je nadena homoplazmi¢na mutacija m.8993T>G u genu MT-



ATP6, koja je patognomonicna za teSku formu Leigh-ove bolesti. U istrazivanju su otkrivene
1 druge varijante mtDNK ¢iji su klini¢ki znacaj i uticaj na fenotip nejasni.

Patogene karakteristike svih otkrivenih mutacija mtDNK analizirane su in silico,
pomocu odgovarajucih softvera. Program PoliPhen2 je klasifikovo kao definitivno patogene
tri promene: m.3460G>A, m.8993T>G 1 m.11778G>A, 1 kao verovatno Stetnu jednu
promenu, m.8836A>G, sa skorom 1.000, 1.000, 0.996 i1 0.770, redom. Softveri PANTHER i
PROVEAN su dali sliéne rezultate. Za mutaciju mitohondrijske tRNK, m.3243A>G,
koris¢eni su mitoTIP i Mamit-tRNA, i oba softvera su potvrdila njenu patogenost.

Analiza programom MITOMASTER je pokazala evropski tip haplogrupa mtDNK
kod 15 ispitanika u celini analiziranih u ovoj studiji, kao i u grupi Sest ranije obradenih LHON
probanada. Poznate primarne mutacije kod LHON, MELAS i Leigh sindroma povezane su sa
podtipovima mtDNK haplogrupe R (U, H i J). Za razliku od toga, retka LHON mutacija
m.8836A>G bila je vezana za haplogrupu N1b.

C) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

Ova doktorska disertacija predstavlja prvo sveobuhvatno istrazivanje u nasoj sredini
¢iji je cilj analiza promena u mtDNK kod razli¢itih tipova MHP. Potvrdene su najCesce
mutacije kod LHON, ali je nadena i jedan retko opisivana promena, o kojoj u literaturi postoje
oskudni i protivre¢ni podaci.S obzirom na to, dobijeni rezultat predstavlja znacajan prilog
poznavanju geneticke osnove LHON. Demografske i epidemioloske karakteristike u grupi
ispitanika sa LHON su u saglasnosti sa podacima iz literature, u smislu ceS¢eg obolevanja
muskog pola, 1 znaCaja faktora rizika vezanih za stil Zivota i navike (puSenje, alkohol).
Analiza sekundarnih mutacija nije dala jasan odgovor o njihovom znacaju za fenotipsko
ispoljavanje primarne promene u mtDNK, jer se isti set mutacija nalazi i kod bolesnika i1 kod
srodnika bez simptoma. Ovo je takode u skladu sa ve¢inom navoda iz literature, i govori u
prilog kompleksne etilogije LHON. Znacajno je da su pojedine sekundarne mutacije bile
povezane sa ranijim pocetkom bolesti. Analiza haplogrupa je pokazala da se ¢este LHON
mutacije javljaju u kontekstu razli¢itih haplotipova, koji su prema prethodno publikovanim
studijama tipi¢ni za nasSu sredinu. Interesantan je nalaz da se pomenuta retka LHON mutacija
nalazi kod osobe sa haplogrupom N1b, koja je i sama vrlo retak u populaciji Srbije, Sto je
prilog podacima iz literature u vezi njenog porekla i pravca Sirenja. U vezi slu¢ajeva MELAS,
nadena tipi¢na mutacija, koja je viSe puta objavljena u literaturi i u bazama podataka, je
potvrdila znacaj ciljanog genetiCkog testiranja za postavljanje dijagnoze ovog obolenja.

Pokazana mutacija u genu za mitohondrijsku tRNK kod Liegh-ovog sindroma, je takode

4



poznata iz internacionalnih referenci, ali je to prvi slucaj detektovan u nasoj sredini. Samim
tim on skree paznju na razmatranje ovog entiteta u diferencijalnoj dijagnozi teskih
neurodegenerativnih poremecaja u detinjstvu. Rezultati istrazivanja iznetog u ovoj disertaciji
su omogucili savremeno sagledavanje molekularne osnove MHP u populaciji Srbije, i
doprineli su uspostavljanju dijagnostickih Sema za efikasnije otkrivanje a potom i pracenje
ovih slozenih pomemecaja. Na osnovu iznetog mogu se primeniti modaliteti leCenja na koje
upucuje savremena savremena literatura, a takode se moze planirati geneticko savetovanje i

prenatalno testitanje, radi dobijanja zrdavog potomstva.
D) Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije

Dawod PGA, Jancic J, Marjanovic A, Brankovic M, Jankovic M, Samardzic J,
Potkonjak D, Djuric V, Mesaros S, Novakovic I, Abdel Motaleb FI, Kostic VS, Nikolic D.
Whole Mitochondrial Genome Analysis in Serbian Cases of Leber's Hereditary Optic
Neuropathy. Genes (Basel). 2020 Sep 2;11(9):1037. doi: 10.3390/genes11091037. PMID:
32887465; PMCID: PMC7565519.

E) Zakljucak (obrazloZenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ,,Analysis of mtDNA sequence in patients with
mitochondriopathies* kandidatkinje Phepy Gamil Anwar Dawod predstavlja originalni nau¢ni
doprinos u razumevanju geneticke osnove mitohondriopatija. Opseznom molekularno
genetickom analizom utvrden je spektar mutacija u mtDNK koje se javljaju u sluc¢ajevima
Leberove hereditarne opticke neuropatije, MELAS i Leigh-ovog sindroma sa teritorije Srbije.
Pored primarnih mutacija koje uzrokuju bolest detektovane su i sekundarne promene u
mtDNK 1 prou¢en njihov uticaj na modifikaciju fenotipa. Definisane su haplogrupe mtDNK
kod svih ispitanika ¢ime je upotpunjena slika o geneti¢koj potki na kojoj se javljaju patogene
mutacije, i dat uvid o njihovom moguéem evolutivhom poreklu. Imajué¢i u vidu sve navedeno
ova studija ima znacajan naucni doprinos, a njeni rezultati nalaze primenu i u medicinskoj
praksi, jer daju osnovu za preciznu dijagnostiku i1 pracenje bolesnika sa mitohondriopatijama

na teritoriji Srbije.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima nau¢nog istraZivanja.
Ciljevi su bili precizno definisani, naucni pristup je bio originalan i adekvatno izabran, a
metodologija rada je bila savremena. Rezultati su pregledno i sistemati¢no prikazani i

diskutovani, a iz njih su izvedeni odgovarajuci zakljucci.



Na osnovu svega navedenog, i imaju¢i u vidu dosadasnji naucni rad kandidata,
komisija predlaze Nau¢nom veéu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati
doktorsku disertaciju Phepy Gamil Anwar Dawod i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja

akademske titule doktora medicinskih nauka.

U Beogradu, 23.12.2020.
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