HACTABHO-HAYUYHOM BERY BUOJIOIIKOT ®AKYJITETA YHUBEP3UTETA Y
BEOT'PAJTY

Ha VIl penoBHoj cemnunn HacraBHo-HayuyHor Beha buonomkor ¢dakynrera
VYuusepsutera y beorpany, onpxkanoj 13. jyna 2014. ronune, npuxsaheH je u3BemTaj MEHTOpa
np Hcunope IletrpoBuh o ypahenoj mokrtopckoj mucepranuju Musene L[. MwunuBojeBuh,
UCTpaKuBada capagHuka y MHCTUTYTY 32 MOJEKylapHy F€HETHKY M T€HETHYKO HHKEHEPCTBO
VYuuBepsutera y beorpagy, mox HacimoBoMm ,,Yaora Sonic hedgehog curaamsor myra vy
peryiaamnuju exkcnpecuje SOX18 rena y HeLa heaujama, kao Moges cucTeMy KapiuHOMa
rpaunha marepuue®, u oapehena je Komucuja 3a npernen u oueHy JIOKTOpCKE IucepTanuje y
cacraBy:

np Ucupopa Ilerposuh, Hayunu capagHuk MHCTUTYyTa 3a MOJIEKYJapHY TE€HETUKY H
TEHETUYKO HHXKEHEPCTBO Y HUBEp3UTeTa y beorpany

np Jymanka Casuh IlaBuheBuh, Baupemnu mpodecop buonomkor dakynrera
YHusepsurera y beorpany

np Munena CreBaHoBuh, Hay4HH caBeTHMK WHCTUTyTa 3a MOJEKyJIapHY T€HETHKY W
TEHETUYKO MHXXEHEpCTBO Y HUBep3uTeTa y beorpany, nonucau uian CAHY

Komucuja je mpernemana ypaheHy HOKTOpPCKY aucepTamnujy kKanauaata u HacrtaBHo-
HayuyHoM Behy buonomkor dakynrera mognocu cneaehu

N3BEINITAJ

OnumTy noaamu o 10KTOPCKOj AucepTaAlMju:

JlokTopcka auceprauuja Munene MunusojeBuh ypahena je y JlabopaTopuju 3a Xxymany
MOJIEKyJIapHy TeHETUKY MHCTHUTyTa 3a MOJIEKYJapHY T€HETHKY W TEHETHYKO HHXKEHEPCTBO
VYuuBepsutera y beorpany. Jloktopcka aucepraiyja ,,Yaora Sonic hedgehog curnaianor myra
y peryaanuju ekcnpecuje SOX18 rena y HeLa henujama, kao moaes cucreMy KapuuHoMa
rpauha marepune’ Hanucana je Ha 150 ctpana, cagpxu 29 cnuka u 2 tabene. Jucepranuja je
nmoJieJbeHa Ha 7 mornaBiba: YBoj (35 crpand), Luss pama (2 crpane), Marepujan u merome (19
crpaHa), Pesynraru (46 ctpana), uckycuja (19 crpana), 3akmpyunu (2 crpane) u Jlureparypa
(27 ctpana, 290 uTrpanux OMOIHOrPadCKUX jeTUHHIIA).

Hedgehog curnannu myt mMa BakHY yJIOTY TOKOM paHux (aza emOpuoHanHOr pa3Buha.
OBaj curHaJIHY TYT e KOJl cucapa aKTHBHpA jeJIHUM O] TPH To3Hata juranaa: Sonic Hedgehog
(SHH), Indian Hedgehog (IHH) u Desert Hedgehog (DHH). [enyjyhu kao mopdoren, SHH
JMTaH/ KOHTPOJIMIIIE Pa3BOj HEPBHE IIEBH, YA0BA, KHUMEHE MOXKIWHE, TAIaMyca U UMa BaKHY
yJOTY y TpoliecuMa xemaTtornoe3e M e NOVO BacKynapu3aluje HEKUX eMOPHMOHAIHMX TKHBA.
Takohe, kKo amynTHOT OpraHW3Ma OBaj MYT je YKJBYYEH Yy OJpKaBame IUTYPUIIOTEHTHOT U
MPOTEHUTOPCKOT CTama MaTHYHUX henuja. Ilocneamux roauHa MoOKa3aHO je Ja NMPOMEHE Y
perymnamuju SHH curaansor myra, Kao ¥ MyTalije KOMIIOHEHTH OBOT CHTHAJHOT ITyTa, TOBOJIE



710 pa3Boja pa3InYUTUX BpcTa TymMopa Koxa doBeka. [lopemehaju y perynamuju SHH curnamnnor
IyTa JI0Ka3aH! Cy Y MEJIaHOMHMa, CKBAaMO3HOM KapIHMHOMY IlTyha, TyMOpuMa mpocrare, J0jKe,
jajHHKa ¥ XpOHUYHO] MUjEIIONIHO] eykemuju. Takohe, moka3aHo je Ja je eKcrpecuja reHa Koju
koaupajy kommoHeHte Hedgehog curnamne kackage moBehana y henujama CKBaMO3HOT
KapIuHOMa Tpiuha MaTepuile M IpEeKaHLEpPOreHUM Je3ujama y mopehemy ca HOpMalHUM
TKHUBOM.

VY mpenxogHom mnepuoxy xymann SOX18 reH KiIOHHMpaH je W OKapakTepUCaH Yy
JlabopaTopuju 3a XymMaHy MWIEKyJapHY T'€HETHKY, MHCTHTyTa 3a MOJIeKylapHy T'€HETHKY H
TCHETHYKO HHXeHmepcTBO. Takohe, nedpuHuCaH je MHUHMMAIHA MPOMOTOP OBOT T'€HAa Kao U
TpaHCKPUIIIIMOHU (aKTOpU OWTHHU 3a peryianujy meroe Tpanckpumnmuje. SOX18 mporenn je
TPAaHCKPHUIILIMOHU (PaKTOpP, OATOBOPAH 3a CrenuHUKAN]y U JU(epeHINjalnjy eHI0TeIHjaTHIX
henmmja TokoMm pasBuha BakcynapHor U auMdHOr cucrema. Tokom amyntHor nepuoaa, SOX18
TPAHCKPUMIMOHH (AKTOp MMa BaXXHY YJIOTY y peryialuju aHruoreHese y (hU3HONOMKHM H
MaTOJIONIKMM CTalkbUMa opraHu3Ma. [locieqmux roamHa cy mpoydaBamba HeroBe (QyHKIHUjE Y
KaHIEPOTEHE3W YCMEpPEeHa Ka HCIUTHBAKY YIOre Yy IIHpemhy TyMmMOpa IyTeM peryiaimje
aHruorenese u nuMpanruorenese. MelhyTum, HajHOBHja UCTPAKKBAKbA TIOKa3yjy Ja eKCIIpecHja
SOX18 rena Huje orpaHWYCHA CaMO Ha CHIOTEN KOjU CE HaJla3W y OKPYKemy TyMmopa, Beh je
noBehame HHBOA €KCIIpecHje YOUeHO U y caMuM TyMopckuM henujama. [Tokaszana je mo3uTuBHA
kopenaija n3Mehy auBoa excripecrje SOX18 rena u crerneHa MaJIMTHATETA.

VY okBHpY OBe JOKTOpPCKE IUcepTaiuje aHanusupana je ynora SHH curnamsor myra y
perymanuju ekcrnpecuje xymaHor SOX18 rena y Hela henmjama, xao momen cucremy
KapuuHoma rpiuha marepuie. Ananusupana je yimora GLI (eng. Glioma associated oncogene)
TPaHCKPUMIMOHKUX (akTopa y perynanuju tpanckpunimje SOX18 rema y HelLa henmjama.
YnorpeboM crienupuYHUX aroHWCTa U aHTaroHUCTa MOAYyJKcaHa je akTuBHOCT SHH curnanxor
MyTa U UCTIUTHBAH je edekaT MoAyJaluja Ha npoudepalnjy BujabuiIHOCT U MUTpaIijy hemnrja
KapiuHOMa rpinuha matepure in Vvitro. Takohe, wcnutuBaH je edekar Momynaiuja OBOT
curHaHOr TyTa Ha ekcrnpecnjy SOX18 rena. Ilorom je ucrnmrtuBana m ynora SOX18
TPAHCKPHUILMOHOT (akTopa y peryianuju nposudepaiyje, BujadbuaHoctd u murpanuje Hela
henmja, kao u y perymanuju excrnpecuje omadpaHux kommnoHeHTH SHH curnamnor myra. Ha
OCHOBY JOOMjeHMX pe3ynTaTa yTBpheHo je na mocToju ¢yHknuoHanHa Beza u3mehy SHH
curHaiHor myta u ekcrpecuje SOX18 rena, unme je SOX18 ren nperno3HaT Kao HOBU ITUJbHU T€H
SHH curnasnne kackaze y in Vitro Moaen cucreMy KapiuuHoMa rpinha MaTepuiie.

AHaJIu3a JOKTOPCKe JucepTanmje:

¥YBoA JOKTOpPCKE AUCEpTalHje MOYUHE IIETMHOM Y KOjOj Cy CaXKeTO MPeACTaB/beHNU OMIITH
MOJICKYJJAapHU MEXaHW3MH perylialje eKCIpechje TeHa KOoJ eykapuota. Y OKBHPY YBoja
obpaljeHa je 1 Tema Koja ce 6aBU MOJIEKyJapHUM MEXaHHW3MUMa MpeHoca CUrHaia kpo3 hemmjy
ca OCBPTOM Ha OCHOBHe mpuHIMNE. Y ciernehem nemy YBoma W3HET je OIMITH TIpETIen
Hedgehog curnamnor myra. JletasbHo cy onmcaHe HajBakHHje kKomnoHeHTe Hedgehog kackane
YKJbY4€HE Yy IpEeHOC curHana y henuja. Y HCTOj HenMHU MocebOHa Maxkma je rnocseheHa ynosu
Hedgehog curnamnor myra aktuBupaHor SHH nurangom y emOpuoreHe3sw M y aayiITHOM
opraHuzMy. Y CKJIaqy ca YHIEHUIIOM Ja MyTanuje KommnoHeHTH SHH curnHamHor myra u
IIPOMEHE y peryjalMju OBOI' CUTHAJIHOI IyTa KOJ ajayliTa JIOBOAE 1O pa3Boja Pa3IUUYUTHX
TyMOpa, JIETaJbHO je omucaHa yiora Sonic hedgehog curnantor myra y KaHIeporeHesu.

VY VBoay cy 3aTHM NpeCTaB/beHN MOJall O OCHOBHUM O0COOMHAMa BE3aHUM 3a CTPYKTYpPY
SOX mportemHa kao W mperiea (PyHKIMje OBUX TPAHCKPHUMIIMOHMX (aKTopa y pa3IMuuTUM
nporecuMa TOKoM emOpuoHanHor passuha. [lerassHuje je oOpahena SOXF rencka dpammnuja



kojoj mpurnaaa SOX18 rewn.

[Toceban dokyc y YBOmy ycMepeH je Ha MpeCTaBIbabe J0CAAIIBUX Ca3Hamka BE3aHUX
3a SOX18 ren. IlpeacraBibeHu Cy mojaany Koju ce oJHOCE Ha perynanujy ekcrpecuje SOX18
T'CHa, Ka0 U yJIOTy OBOT I'eHa TOKOM (DPU3HOJIONIKUX M MaTOPHU3HOJIONIKHX CTama. PasmarpaHna je
ynora SOX18 rena y KaHIIEpOT€HE3H U PeryJaliji TYMOPCKE aHTHOTeHe3e U TUM(paHTHOTCHE3E.
Nwmajyhu y Buny aa je y pagy kao mozen cucrem kopuirthena Hela henujcka nuaMja, mopexkioMm
Ol KapiuHOMa rpiuha MaTepuile, Ha cCaMOM Kpajy YBOJa CaXeTo je OMHCAaH IMOMEHYTH
KapIIMHOM Ca TPEHYTHUM EMUJIEMHUOJIONIKUM MapaMeTpruMa U 0CaIallbiIM oJalliMa BE3aHUM
3a MEXaHM3aM HaCTaHKa.

VY cknany ca nmoctojehuM cazHambHMa U3 OBE O0JIACTH, CUCTEMAaTHYHO INPEICTaBLEHUM Y
VYBoxy, nocraBibeHu cy cieaechu linibesu papa:
I) OnpehuBame yimore GLI tpanckpumnimonux dakropa, kao epexropa SHH curnanHor
nyta, y perynauuju exkcrpecuje SOX18 rena y HelLa henmnjama, koja je ykipyuuna:
la) in silico ananmu3zy SOX18 mpomoropa y IHJbYy MICHTU(HKALHUjE MOTCHIIMjATHUX
Be3uBHHUX MecTa 3a GLI Tpanckpumnone dakrope,
10) dyaxmuonanny amanmu3y ynore GLI Tpanckpumimonux ¢akropa y peryianuju
aktuBHOCTH SOX18 mpomotopa,
IB) ucniutuBame N Vitro BesuBama GLI TpaHckpunimonux (akTopa 3a NOTCHIU]aTHa
BE3MBHA MECTa,
Ir) ananm3y yrunaja GLI Tpanckpunmonux ¢akropa Ha eHgoreny excripecujy SOX18
reHa.
I1) Monynatuje SHH curnamHor myra KOMEpUHjaJIHUM aroHUCTUMa (IIypMophaMHHOM) U
aHTaroHUCTUMA (LIMKJIONIAMUHOM) OBE CUTHAJIHE KacKaJle, Koja je yKJby4uJa!
Ila) Moaynanujy akTHBHOCTH CUTHATHOT TTyTa IIUKJIONAMUHOM U UCIIUTHBAKE HErOBOT
yTulaja Ha npoaudepanyjy, BujadbuiHocT U murpanujy Hela henuja,
116) Monynamujy SHH curaanHor myTra HMKIOMaMHHOM W WCIHUTHBaJbE yTUIAja Ha
excnpecujy SOX18 rena,
IIB) Monynanyjy akTUBHOCTH CHUTHAJIHOT IMyTa NYpMOPQaMUHOM M HCHUTHBAHE
HETrOBOI YTHIIaja Ha mponudepanujy, BujadbuiaHoct u murpauyjy Hela henuja,
lIr) Monpymnanujy SHH curnansor myra mypmopdaMHHOM M UCIIMTHBAJbE yTUIAja Ha
excnpecujy SOX18 rena.
I1l) T'enepucame U GyHKIMOHATHA aHATW3a KOHCTPyKaTa KOju ekcrnpumwupajy wild-type u
ckpaheHy, JOMUHaHTHO-HeraTuBHy ¢opmy popmy SOX18 nporenna,
IV) UcnutuBame ymore SOX18 rena y mpouecuMa mpoiudepainuje, BHjaOMIHOCTH U
murpanuje Hela henwuja,
V) Amnanuza yrunaja SOX18 nporenHa Ha excripecujy komnonentd SHH curnansor myra.

VY okBupy noryasba MaTrepujaj U MeToJe HaBEJEHU Cy OAKTEpPHjCKU COjeBH, ITa3MUIHU
BEKTOpH, TUIA3MUIHU KOHCTPYKTH, OJUTOHYKJICOTH]H, aHTHTENa M KOMEpIHjalHM areHcH 3a
moaynaunjy SHH curnamxor myra koju cy KopuiiheHd y oBOM pady. Y pany je xopuiiheHa
nepmaHeHTHa Hela henujcka nMHUja, TOPEKIOM O XyMaHOT aJeHOKapuuHOMa rpiauha
MaTepHuile, Koja je komepuujaiaao mocrymua (American Type Culture collection, Manassas, VA
20108, USA-ATCC br.CCL2) u kao TakBa He mojjiexe ojyiykama ETHukor komurera.

Y mnornaBky Martepujanr W MeTOJE ONHCAaHE Cy MOJIEKYJIAPHO-OUOJIOIIKE METOe
kopumtheHe 3a peanunasujy 3aaatux uibeBa. Kopumhemem mnporpama Matlnspector,
aHAJM3UPaH je ONTUMAIHU MPOMOTOpcKH perroH SOX18 reHa Ha MPUCYCTBO MOTEHIHjATHUX
Be3uBHUX MecTa 3a GLI TpaHckpumimone gaxkrtope, JOK je MpeTpakuBame 0a3za mojaraka
JOCTYITHUX CEKBEHIIM MHUIIIA M BbUX0BO MehycoOHO mopeheme ypaheHo kopunihemem nmporpama
NCBI/BLAST u ClustalW.



Vnora GLI1, GLI2 u GLI3 nporeuna y perynauuju tpanckpunuuje SOX18 rena y Hela
henmjama mpaheHa je ¥ aHATM30M aKTHMBHOCTH IPOMOTOPCKOI PETHOHA OBOT I'€HA y YCIOBHMa
nosehane ekcripecuje nojenuHaunux GLI Tpanckpunimonux ¢axkropa. @yHKIIMOHAIHA aHAIN3A
yrunaja GLI Tpanckpunimonux ¢akTopa ykJbyuwia je TpaH3UjeHTHY TpaHcheknmjy Hela
henmja meromom kanmuujym ¢ochaTHe NperUNUTaIje M NPUMEHY eceja 3a HCIUTHBAHbE
aKTHBHOCTH PEMOPTEPCKUX €H3UMa OeTa-ralakTo3ua3e U XJiopaM()EeHUKOI aleTmwiTpancdepase
(CAT).

BesuBame GLI mpoTenHa 3a nmoTeHIyjagHa Be3MBHA MeCTa Y OKBUPY ontuMaiHor SOX18
MIPOMOTOPCKOT PETHOHA aHATM3UPAHO j€ TEXHUKOM CMambeHE eNeKTPO(POpETCKe MOKPETIbUBOCTH
y renry (EMSA) y3 kopuimiheme 00elIe)KeHUX OMTOHYKJICOTHIHUX MPpo0a, jeTapHuX MPOTEUHA U
ykynHux henujckux mporenmHa uzonoBanux u3 Hela henmja. Mnrtepakuuja GLI1 nporenna ca
UCIIUTHBAHUM BE3MBHUM MeECTUMa JOJATHO je TOTBpheHa eKCHepUMEHTHMa CMarmbeHe
enekTpodopeTcke MOKPETILMBOCTH y Ty Y IPUCYCTBY anTuTema (Supershift).

Kako 6u ce ucnurao yrunaj GLI tpanckpunimonux ¢gakropa Ha €HIOT€HY €KCIPECH]y
SOX18 rena, Hela henuje cy TpaH3ujeHTHO TpaHCPEKTOBAHE EKCIIPECHOHNM BekTopruMa 3a GLI
TpaHCKpUNIIMOHE (akTope. YTHIaj noBehane excrnpecuje OBUX TPAHCKPHIIUOHUX (haKTopa Ha
erporeHr HUBO ekcrpecuje SOX18 rena mpahen je Western blot meromom Ha H300BaHUM
YKynHUM henujckuM npoTeMHuMa. MIMyHOIIMTOXEMHUjCKOM aHAJIM30M Ha HHUBOY MOjeAMHAYHHX
henmja koje Cy TpeaxoAHO aaeKBaTHO TNpUIpeMIbeHe 3a aHanu3y ((ukcupane u
nepmeabunuzoBane) npahen je yrumaj GLI Tpanckpunimonux Qaxtopa Ha €HIOTEHH HHUBO
SOX18 mnporemna. Takohe, yrumaj mnosehane excnpecuje GLI1, GLI2 u GLI3
TpaHCKpUMIMOHUX (pakTOopa HAa HUBO ekcmpecuje engoreHor SOX18 rena ucnutan je RT-PCR
METOJIOM Koja je monapa3dymeBania m3onanujy ykymHe PHK, ocmoGahame ox renomcke JIHK,
pEeBep3HY TPAHCKPHUIIIM]y M yMHOXaBame crenuduyHuM npajMepuma. HaOpojane metozme cy
JIeTaJbHO OTHCAHE Y OBOM IOTJIABIbY.

3a nmotpebe moxynauuje SHH curnamHor myra henmje cy TpeTHpaHe KOMEpLUjalIHUM
areHcuMa, Crenu(UYHAM aKTHBATOPOM W HWHXHUOWTOPOM CHTHamHOT myta. Edexrta oBHX
MoJyJanuja Ha enjoreny excnpecujy SOX18 rena ananusupan je PCR-om y peannom Bpemeny
kopuinheweM cnenupuunn onuronykineoruaa. Western blot anamuza je mpumemeHa 3a
npoyyaBame edekara mopmynauuja SHH curnamsor myra y Hela hemmjama xopumhemem
yKynmHUX henmjckmx nm3ara oBuxX henmja u antutena crenuduuanx 3a SOX18 u tyOynuH.
Croma pacta henuja HaKOH MOAYJAllMje€ CUTHAIHOT MyTa aHaJIM3UpaHa je MPUMEHOM TecTa 3a
onpehuBame nponudeparuBHor kamanurera henuja (MTT TecT), 10K je CTOCOOHOCT MUTpaIHje
henuja HakoH Moaynanuje npahen npumenoM murparopHor eceja \Wound scratch.

Y oBoM pany je aHamm3mpan u edexar SOX18 mporemHa Ha mnpommdepanyjy,
BUjabMIHOCT U Murpauujy Hela hennja kao U Ha KOMIIOHEHTE aHAIM3UPAHOT CUTHAJIHOT ITyTa.
Kako 6u ce mparno edexar SOX18 reneprcanu ¢y KOHCTPYKTH KOjU €KCIIPUMHUPA]y HATHBHY U
ckpaheHy, JIOMMHAaHTHO-HETaTWBHY (OpMy OBOr mnpoTeuHa. EKCIpecHOHHM KOHCTPYKTH CY,
3aTUM, TIpOBEpaBaHW y (YHKIIMOHATHUM €cejuMa IMOMONhy eceja 3a MCIUTHBAEkE aKTUBHOCTH
nymudepasHor pernioprepckor eHsuma. Takohe Western blot meromom je wucnuruBaHa
e(UKaCHOCT eKCIIpecHuje HaTHBHE M cKpaheHe ¢opMe NpoTenHa, a COoCOOHOCT BE3UBama j€
npoBepaBaHa TexHMkoM EMSA. VTumaj nHa ekcrpecujy komnonentTn SHH myra mpahen je
yrotpebom kBanutatuHOr RT-PCR-a y peanHom BpemeHy.

[Tornassbe Pe3yaraTu je opraHn3oBaHO y CKJIaly ca MOCTaB/bEHUM UJbEBUMA H CA/IPIKU
00pa3nokeme eKCIePUMEHTATHAX MTPHUCTYIIA U JIETAJbHO TPUKa3aHe pe3yiTare eKCliepruMeHara.
Pesynratu cy nperiieiHo TOKyMEHTOBaHH CIMKaMa KOje Cy jacHO 00jalllmbeHe Y JIereH1ama.

Ha modetky oBOr mornaBsha MPEINCTaBJLEHU CY pe3yinTaTH Be3aHw 3a yiory SHH
CUTHAJIHOT MyTa y perynauuju ekcrnpecuje xymanor SOX18 rena y Hela henujama xao mozen
cucteMy KapruHoMma rpimha Matepune. buomHpoOpMaTHYKOM —aHAIM30M  ONTHMAIHOT
npomoTtopckor perrmoHa SOX18 renHa uaeHTH(UKOBAHO je celaM MOTEHIMjaTHUX BE3UBHHUX



mecta 3a GLI Ttpanckpumnmone ¢akrope, edexrope SHH curnamnor myra. Pesynrtaru
¢ynkunonanue ananuse ynore GLI1, GLI2 u GLI3 TpanckpunimoHux (akrtopa Ha aKTUBHOCT
SOX18 ontumanHor mpomoTopckor koHcTpykTa y Hela henujama cy nmokazanu ga cy GLI1 u
GLI2 axtuBatopu nmpomotopcke aktuBHocTd SOX18 rena, mox GLI3 Huje mokazao yruiaj Ha
aktuBHOCT SOX18 onTumanHor mpomortopa. Ananm3om noehane excmnpecuje GLI1, GLI2 u
GLI3 Ttpanckpunmmonux ¢akropa Ha HHBO ekcrpecuje enporeHor SOX18 rena y Hela
henmmjama mpumeheno je na GLI1 u GLI2 noBoxe no nmosehama excrpecuje engorenor SOX18
reHa, kako Ha HuBoy PHK, Tako m Ha HHMBOy mnpoteumHa, ok GLI3 He yTtude Ha eHIoreHy
excnpecrjy SOX18 rena. AHamu3oMm HHTEpakiuje jenapHux nporenHa u3 Hela hemuja u
kopunihemem antutena Ha GLI1 tpanckpunimionn ¢akTop MoKa3aHo je crenupruIHO BE3UBAHE
OBOT IIPOTEWHA 3a TPU O]l CeJiaM MOTCHIMjaIHMX BE3UBHHUX MecTa y IN Vitro ycnosuma. Ha oBaj
HauuH nokaszaHo je na GLI1 TpanckpunimoHu (axTop, Mopes MHIUPEKTHOr yTUlaja, MOXE U
IMPEKTHO J1a yuecTByje y perynanuju Tpanckpuniuje SOX18 rena Besyjyhu ce 3a cnenuduune
CEKBEHIIE y OKBUPY IIPOMOTOPA OBOT I'€HA.

VY cnenehem neny mpukaszanu cy pesynrata monaynanuje SHH curnamsor myra y Hela
henujama. YcnocraBibeHU Cy YCinoBU 3a Moayiauujy SHH curmamnor nyra cnenuduyuHum
WHXAOUTOPOM IMKJIOMAMUHOM, KAao M CIHEHU(PUYHUM aKTUBATOPOM, ITyPMOP(PaMHHOM.
HcnuTtuBan je BUXOB yTULIA] HA Ipoudepanyjy, BujadbuiaHocT 1 murpanujy Hela henuja nHakon
Yera je MoKa3aHo J]a Ce MOAYJIAIljOM OBOT CUTHAJIHOT ITyTa yTH4Ye Ha oMeHyTe nporece. Kako
je y IpeaxoaHOM Jiesly OBOT IorJiaBjba MokazaHo na GLI perynatopHu NpoTeMHU Y4eCTBY]Y Y
perymanuju Tparckpurije SOX18 rena, nmpahen je epexar mogynamuje SHH curnanae kackamue
Ha ekcnpecHjy ucnutuBaHor SOX rena. Ilokazano je na monynanuje SHH curnamnor myra
yruuy Ha ekcrpecujy xymaHor SOX18 rena, unme je morBpheno aa je SOX18 ren HOBU HMIbHU
red SHH curnanue xackaje.

Kako je npemxonHo nedunucana ymora SHH curnamse xackane y peryiandju eKcrpecHje
SOX18 rena, y nocieameM Jeny noriasiba Pe3ynraTti npeacTaB/beHu Cy pe3yaTaTd HCIUTHBHA
yrumaja SOX18 rena va SHH curnanam myr. ['eHeprcany cy u QyHKIIMOHAIHO OKapaKTePUCAHH
KOHCTPYKTHU KOJU €KCIPUMHPAjy HATUBHY U JOMHUHAHTHO- HeraTuBHY (popmy SOX18 nporenna
u npaheH je edpekar mosehane excnpecuje oBux dopmu SOX18 nmporenHa Ha HUBO E€KCIIpecHje
KomrnoHeHTH SHH curnamHor myra, kao M Ha mpouece mnponudepanrje, BUjaOMIHOCTH U
murpanje Hela henuja. Pesynraru npencraBibeHu y oBOM Jeiny mokasyjy n1a SOX18 nporenn
HeMa yTHIaja Ha mpoaudepanujy M BUjaOUIHOCT anu ytuue Ha murpauujy Hela henmja.
Taxohe, pesynraru mokazyjy ga SOX18 yrude Ha cmameme excnpecrje GLI TpaHckpunmnoHmx
¢daktopa u SHH nuranga ykaszyjyhu na ¢ynknuonansa unrepakiuja usmehy SHH curnanxor
nyra u SOXI18 TpaHCKpUNIIMOHOT (akTOpa MOXKAA YKJbyUdyje peryJaiujy HeraTUBHOM
MIOBPATHOM CIIPETOM.

VY nornasiby uckycuja, 1o0ujeHN pe3ynTaTH Cy KpUTHYKU JTUCKYTOBAaHU U yrnopehenu
ca JOCTYITHUM JIUTepaTypHUM noganuMma. Hajnpe cy AucKyTOBaHU pe3ylTaTH BE3aHU 3a YJIOTy
SHH curnamHor myta y perynanuju excnpecuje xymanor SOX18 rena. IloceOHo je aHamm3upan
epexar GLI TpaHckpumimonux ¢akropa y TpaHCKpUNLIMOHO] perynamuju SOX18 reHna, c
003MpoM J1a je y OBOj JOKTOPCKO] Te3HW MpBH MyT omucaHa yinora GLI TpaHCKpHUIIIIMOHHX
¢dakTopa y perynanuju tpanckpumniuje SOX18 rena y Hela henujama. Takohe nar je mpukas
JUTEPATypHUX TI0/IaTaKka BE3aHWUX 3a YJOTY OBOT CHUTHAIHOT IyTa Yy peryJalHjH EKCIpecHje
pazmmuutux SOX reHa. Y OJBOjeHHM JIelOBMMa IMoTriaBiba JlMcKycHja pa3MaTpaHu Cy H
KPUTHYKU aHanu3upanu pesyntatu monynauuje SHH curnannor myra Ha mnponudepanujy,
BujabunmHocT W wmurpauujy HelLa henmja. Takohe, nuckyroBanu cy pe3ynraTH yTulaja
MOJyJIalldje CUTHATHOT TyTa Ha eHjgoreny ekcrpecujy SOX18 rena. IloceOHa maxkma je
noceehena yrtunajy SOX18 mnporemna na SHH curnamau myr, mpu 4yemy je KpPUTHUKU
ananusupan ytuiaj SOX18 nporenna Ha oapehene komnonente SHH curnansor myra. [lopen
TOra aHAJIM3UPAHH Cy M JUCKYTOBaHM pe3ynTaTh Be3aHu 3a ynory SOX18 mporemHa Tokom



nponudepannje u murpanuje HelLa henumja, u mopehenm ca mocamammuMm pesynTaTuMa U3
JIUTEpaType.

VY nornaepy 3ak/bydylM, Ha jacaH HauuH je u3Hero 10 3akipyyaka KOju y MOTIIYHOCTH
npou3uiase u3 100MjeHNX pe3yiTara U OJroBapajy 3aJaTuM HUJbEBUMA!
1. VY okBupy ontumanHor npomoropa SOX18 rena in silico ananm3oM uACHTH(PUKOBAHO je
ceZaM MOTEHIIMjaTHUX Be3UBHUX MecTa 3a hammnjy GLI Tpanckpunuuonux dakropa. AHanu3a
MHTEpaKIyje jegapHux mpoTenHa wu3onoBanux u3 Hela hemmja ca JJHK mnpobama, xoje
oOyxBaTajy moTeHIMjajaHa Be3uBHa MecTa 3a GLI Tpanckpumnimone (akrope, Mmoka3aHo je aa ce
GLI1 tpanckpuniuoHu (axTop creuupuvHO Be3yje 3a TPH MOTCHIMjalHA BE3WBHA MECTa y
okBHpYy peruona ontumaimHor SOX18 nmpomoropa Ha mo3urjama -289 no -285 u ox -221 no -
209 y ogHOCY Ha CTapT TPAHCKPHIIIIH]E.
2. OYHKIIMOHATHOM aHaJu30M je moka3aHo naa mnoBehana ekcmpecwja GLI1 u GLI2
TPAHCKPUMIMOHKUX (pakTopa IoBOAM 10 moBehama akTHBHOCTH ontumanHor SOX18 mpomoTtop-
penoptepckor koHcTpykra y Hela henujama. IloBehana excrnpecuja GLI3 Tpanckpunimonor
¢dakTopa HE OBOAM 1O MpOMEHe akTHBHOCTH omntuMaimHor SOX18 mpomortop-pemnoprepckor
KOHCTPYKTa y MCTOM MO/l CHCTeMY. 3aKJby4eHO je Aa cy TpaHckpunuuoHu ¢akropu GLI1 u
GLI12 nosutuBHu perymnaropu aktuBHOocTH SOX18 mpomoTopa.
3. [ToBehana ekcnpecuja GLI1 u GLI2 Tpanckpunumonux ¢akropa y HelLa henujama
nosena je 1o nosehama ekcrpecuje enmorenor SOX18 rena, kako Ha HuBoy PHK Tako u Ha
HUBOY NpOTeHHa, NOTBplyjyhH aKkTUBATOPCKH YTHUIA] OBUX TPAHCKPUIIIIMOHUX (aKTopa
excripecrjy SOX18 rena. TpassuwjentHa TpaHcdeknuja wucror wmomen cucrema GLI3
€KCIIPECHOHUM BEKTOPOM HHUj€ J0Bena 10 mpoMeHe ekcnpecuje enaorenor SOX18 rena na PHK
Y TIPOTENHCKOM HHBOY.
4. Tperman Hela henuja unxuburopom SHH curnamHor myra, HUKIONAaMUHOM, JIOBEO j€
JI0 cCMamkema cTerneHa nponudeparnuje u Bujadbminoctu Hela henuja. OcuMm Tora mokasaso je na
Monynanvja SHH curramHor myra IUKIONAMMHOM CMamyje crnocoOHocT murpaunuje Hela
henwuja.
S. Tperman Hela henuja nukionaMMHOM J10BEO je 10 cMamema ekcrpecuje SOX18 rena,
Ha PHK u mporemHckoM HHBOYy, 4nMe je jom jemHoM motBpheHo na SHH curmamam myt
yuyecTByje y perynauuju ekcrnpecuje SOX18 rena.
6. AxrtuBanja SHH curnansor myra mypmopdamuHOM a0Beo je no moBehama cremeHa
nponudepanyje u BujadmiHoctu Hela henmja. Takohe, Tperman Hela henunja mypmopdamuuom
nosehao je murpamujy Hela henuja.

7. Monaynauujom SHH curnanne xackane nypmopdamunom y Hela henuja nerektoBaHo je
noBehame excripecuje SOX18 rena.
8. [eHepucaHu  KOHCTPYKTH KOjU eKcrnpumupajy HatuBHu, Wild type kao u HOBuM

nomuHaHTHO-HeraTHBHE SOX18 mporenn, koju nocenyje JTHK Besyjyhu momen m mamu 1eo
TpaHCaKTHUBAIIMOHOT JoMeHa. [loka3zaHo je ja reHeprcaHu KOHCTPYKTH e(pUKacCHO eKCIIPUMHPA]y
HatuBHY H ckpaheny ¢opmy SOX18 mporemna y HelLa mozen cucremy. DyHKIIHOHAITHOM
aHanu3oM je motBpheHo na HaTuBHM SOXI18 nenmyje kao TPaHCKPHUIIMOHM AKTHUBATOP, JIOK
ckpahenn SOX18 nmoka3syje TOMHUHAHTHO-HETaTUBAH e(eKaT.

9. VY okBHpY OBOT pajia MoKa3aHo je Ja rnoBehaHa ekcripecuja HaTUBHE U ckpaheHe dopme
SOX18 npotenna He yruue Ha nposmdepanujy u BujadmmaocT Hela hemmja. Ca npyre crpamne,
nojayana ekcrpecuja HatuBHOr SOXI18 mporenna noena je no mosehawma crocoOHOCTH
murpanuje Hela henmja y mopehemy ca mojauanom excrpecujom ckpahenor SOX18 nporenna.
10.  Tlomehana excmpecuja HatuBHOr SOX18 mporenna cmamyje excnpecujy SHH rena, kao
n GLI1, GLI2 u GLI3 xommonentn SHH curmamne kackame, ymyhyjyhm Ha moctojame
MOTEHI[MjaJTHe HEraTUBHE MTOBPATHE CIIPEre.

VY nornasmpy JluTeparypa, HaBeleH je CMCaK UTUPAHUX CTPAHUX M JoMahuX HaydHHUX
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Munubeme u npeaior Komucuje:

Ha ocHoBy yBHaa y noktopcky nuceptanujy Mujiene L. MunuBojeBuh, unju je mpukas
nar 'y oBoM M3BemTajy W Ha OCHOBY HEMOCPETHOT YBHAA y paja KaHIUJATKUELE TOKOM
peanu3anuje TOKTOPCKe AUCEpTalnje najeMo cieaehe MUNIJbemhe U MPEeIorT.

JHoktopcka nucepranuja Munene MwunmuBojeBuha, CTyIEHTKHEE TOKTOPCKUX CTY/Hja
buonomkor dakynrera Yuusep3urera y beorpany, mox HacimoBoMm ., ¥YJaora Sonic hedgehog
cCUrHAJIHOr myTa y perynaunmju exkcnpecuje SOX18 rena y HeLa heaujama, kao monen
cucreMy kapuumHoma rpiauha matepume® mnpeinctaB/ba OpUTMHANAH M HAy4YyHO BpelIaH
JIONIPUHOC pacBeT/baBamy (yHKIMOHANHE Be3e Sonic hedgehog curnamuor myra u SOX18
TpaHCKpUIIMOHOT (akTtopa y in Vitro Mojen cucreMy KapiuuHoMa rpiuha MaTtepuile.
Kangunatkuma je y ¢B0joj JOKTOPCKO] IMCEPTAIMjH YCIIEIIHO MCIYHHUJIA TTOCTABJbEHE IHJbEBE
UCTpa)KMBamba KPO3 OINCEXKaH eKcrepuMeHTalHU paj. OOnacT ucTpaxkuBama U TeMa KOjoM ce
0aBM OBa JIOKTOpPCKA JMCEpTallja BeoMa Cy aKTyelHE W JIOOWjCHH pe3yJITaTH MPEICTaBIbajy
3HauyajaH JONPUHOC pa3jalllibelby YJIOre HaBEIECHUX MOJICKYJapHUX MEXaHH3ama y MpOoIecy
KaHIEpoTeHese.

Ha ocHoBy u3noxeHne aHanu3e HOKTOpcke aucepranuje, Komucuja 3akibydyje na cy
MOCTaBJbEHH LMJBEBU JIOKTOPCKE TUCEpTalMje YCHEIIHO PEaJH30BaHW U Ja Cy MOCTUTHYTH
pe3yNTaTd OpUTHMHAIHU M 3HA4YajHU ca (yHIaMEHTAIHOT acrhekTa. 300T cBera H3JI0XKEHOT,
Komucuja mnpemnmaxe HacraBHo-Haydnom Behy buonomkor ¢akynrera YHuHBep3uTeTa Yy
beorpany nma mnpuxBatu wu3BemrTaj] o ypaheHoj mokropckoj auceptaumju Mmujene L.
MusmnBojeBuh, mox HacioBoM ,,¥Yiora Sonic hedgehog curHajgHor myra y peryJamnuju
excrpecuje SOX18 rena y HeLa heamjama, kao mogen cucremy KapuumHoma rpJmha
MaTepule® W OBaj paj y3Me Kao OCHOB 3a jaBHY OJIOpaHy M CTHLAmE 3Bama JOKTOpa
OMOJIOUIKMX HayKa.

Komucuja 3a mpersien m oneHy IOKTOpPCKe aucepTaiuje npemiaxke na Kommcwja 3a
oI0paHy TOKTOpCKe aucepranyje oyae y cneaehem cacraBy:

1. ap Ucunopa IlerpoBuh, Hayunu capaaHuk, MHCTUTYT 3a MosieKylapHy TE€HETHUKY U

TeHETUYKO MHKEHEPCTBO, Y HUBEp3UTET Y beorpany

2. np Hymanka Casuh IlaBuheBuh, Banpennu mnpocdecop buonomku dakynrer,
YHusepsuret y beorpany

3. ap Munena CreBaHoBuh,HayYHH CaBETHHK, MHCTUTYT 3a MOJEKylapHy TE€HETHKY M
TeHETUYKO MHKEHEPCTBO, YHUBEp3UTET y beorpany, nonucuu unan CAHY.

Beorpan, 25.08.2014. rogune KOMUCUIJA:

np Ucunopa Ilerposuh, Hayunu capanuuk UMITU
YHusep3uret y beorpany

np Hymanka Casuh [TaBuheBuh, Banpeanu npodecop
buonomku dakynrer, Yausep3uter y beorpany

1p Munena CreBanoBuh, Hayunu caBeTHUk UMITU
Yuusepsutet y beorpany,
nonucHu uian CAHY

11



