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В. Тема докторске дисертације: 
 
Наслов дисертације:  

„Повезаност соматске нестабилности низа (CTG)n и метилације ДНК у гену DMPK са 
прогресијом захваћености скелетних мишића и кардиолошких симптомa код особа 
са миотоничном дистрофијом типа 1” 
 
Полазне основе: 
 
Миотонична дистрофија тип 1 (ДМ1, MIM#160900) је најчешћа мишићна дистрофија 
одраслих особа са клиничком учесталошћу 1 у 8000 особа и учесталошћу носилаца 
мутације 1 у 2000 особа. Клинички ток болести је прогресиван, а оболеле особе имају 
тежак степен инвалидитета и скраћен животни век. Карактеристични симптоми болести су 
миотонија, слабост и атрофија скелетних мишића, и низ мултисистемских симптома који 
обухватају кардиолошке, неуролошке и ендокрине поремећаје. У зависности од узраста 
при појави првих симптома, разликује се пет клиничких форми болести: конгенитална, 
дечија, јувенилна, адултна и касна. ДМ1 се наслеђује аутозомно-доминантно и одликује се 
израженом генетичком антиципацијом. Узрочна мутација је нестабилно повећање броја 
(експанзија) узастопно поновљених CTG мотива у 3′ нетранслатирајућем региону гена 
DMPK (MIM#605377). Оболеле особе имају од 50 до неколико хиљада CTG мотива. 
Уопштено, што је број поновљених мотива већи, болест се раније испољава и има тежи 
клинички ток.   

ДМ1 спада у најваријабилније моногенске болести, како са аспекта фенотипа, тако 
и са аспекта генетичких и епигенетичких особина узрочне мутације. Варијабилност 
клиничке презентације огледа се не само у симптомима који се испољавају код датог 
болесника, већ и у редоследу њиховог појављивања, што отежава предвиђање тока 
болести и правовремено симптоматско лечење [1]. Генетичка варијабилност се огледа не 
само у броју поновљених мотива (величини експанзије) [2,3], већ и у структурним 
варијацијама експанзије (присуство варијантних мотива) [4], док се епигенетичка 
варијабилност огледа у различитом степену локалне метилације ДНК зависном од броја 
поновљених мотива и присуства варијантних мотива [5,6,7].  

Молекуларном основом прогресије болести сматра се изражена соматска 
нестабилност DMPK експанзије [2]. Соматска нестабилност мутације је континуирана 
током живота болесника, зависи од величине наслеђене експанзије, а догађаји повећања 
броја CTG мотива су чешћи него догађаји смањења броја мотива тако да се величина 
експанзије током времена повећава [3]. Студије на болесницима су показале да особе са 
израженијим степеном соматске нестабилности развијају симптоме болести раније него 
што би се очекивало само на основу броја поновљених CTG мотива [2,8]. Истовремено, 
резултати ових студија указују на то да постоје фактори који модификују ефекат 
наслеђеног броја CTG мотива на соматску нестабилност мутације, а тиме и њихов ефекат 
на прогресију болести.  

Иако је соматска нестабилност DMPK експанзије постала мета иновативних 
каузалних терапија, индивидуалне разлике у соматској нестабилности међу болесницима 
као и њена повезаност са прогресијом симптома ДМ1 су недовољно испитани. Од 
интереса су симптоми везани за скелетне мишиће и срце, као и разумевање клиничке 
релевантности локалне метилације ДНК. Прогресија захваћености скелетних мишића и 



поремећаји срчане проводљивости су главни узрочници инвалидитета и скраћеног 
животног века болесника [1]. Локална хиперметилација је описана код болесника са 
структурним варијацијама експанзије који имају мање изражену соматску нестабилност 
[5,7]. Да би се даље испитала повезаност локалне метилације ДНК и соматске 
нестабилности, потребно је окарактерисати је и код болесника који немају структурне 
варијације у DMPK експанзијама. Досадашња истраживања указују на то да се код таквих 
болесника детектује низак ниво метилације ДНК, чија повезаност са соматском 
нестабилношћу и клиничка релевантност остају непознате због независног испитивања од 
соматске нестабилности [5] и недостатка контрола у студијама [5,6]. 

 
Предмет докторске дисертације 
 
Предмет докторске дисертације је испитивање молекулских аспеката прогресије 
захваћености скелетних мишића и кардилошких симптомима миотоничне дистрофије типа 
1 у ретроспективној лонгитудиналној студији болесника.  
 
Научни циљ истраживања 
 
Циљеви истраживања су: 
- Анализа експанзије CTG мотива у гену DMPK у две временске тачке одређивањем 

величине експанзије, степена соматске нестабилности, временске динамике соматске 
нестабилности, као и међусобне зависности ових параметара. 

- Анализа метилације ДНК узводно и низводно од (CTG)n низа у гену DMPK у две 
временске тачке код болесника и контрола одређивањем нивоа метилације ДНК и 
њене повезаности са величином и степеном соматске нестабилности DMPK 
експанзије. 

- Анализа повезаности временске динамике соматске нестабилности експанзије CTG 
мотива и метилације ДНК у гену DMPK са прогресијом захваћености скелетних 
мишића, поремећаја срчане проводљивости и кардиомиопатије код ДМ1 болесника са 
дечијом, јувенилном, адултном и касном формом болести. 

 
 

Материјал и методе који се користе 
 
Студија на болесницима има ретроспективни лонгитудинални дизајн и обухватиће  40 

болесника са генетички потврђеном дијагнозом ДМ1. Студија је одобрена од стране 
Етичког одбора Универзитетског клиничког центра Србије (бр. 745/3, 28.04.2022. 
године). Болесници ће бити регрутовани из Српског регистра за миотоничне дистрофије 
Клинике за неурологију Универзитетског клиничког центра Србије. Укључни 
критеријуми ће бити: старост преко 18 година, присуство дечије, јувенилне, адултне или 
касне форме болести, доступност демографских података (пол и узраст при клиничком 
испитивању), доступност податка о узрасту појаве првих симптома, доступност ДНК 
узорка из крви из две временске тачке са интервалом дужим од пет година и доступност 
параметра за процену захваћености скелетних мишића (енг. Muscular Impairment Rating 
Scale, MIRS) и електро- и ехокардиографских параметара из истих временских тачака 
када је узоркована крв за изоловање ДНК. Додатно, како би се испитао образац 



метилације ДНК у гену  DMPK специфичан за ДМ1, студија ће укључити и 20 
контролних испитаника (са бројем CTG мотива у нормалном опсегу варирања и без 
историје ДМ1 у породици) који ће бити упарени по полу и узрасту са болесницима и 
којима је крв узоркована у две временске тачке са размаком од пет година.  

Узорци ДНК болесника из две временске тачке биће анализирани применом single cell 
small-pool PCR-a. За сваки узорак биће урађено 20-30 репликата како би се детектовало 
око 150 алела. Дужине појединачних алела биће одређене коришћењем софтверског 
пакета TotalLab Quant. На основу добијене дистрибуције учесталости величине алела, 
експанзија CTG мотива ће бити окарактерисана објективним статистичким параметрима: 
десетим перцентилом (као мером за најбољу процену наслеђене величине експанзије), 
модалном величином, и деведесетим перцентилом. Степен соматске нестабилности 
сваког узорка биће одређен као разлика деведесетог и десетог перцентила величине 
експанзије, односно модалног и десетог перцентила величине експанзије. Временска 
динамика соматског мозаицизма за сваког болесника биће одређена као разлика у 
модалној величини експанзије између две временске тачке. 

Метилација ДНК у секвенцама узводно и низводно у односу на (CTG)n низ у 
узорцима болесника и контрола из две временске тачке биће анализирана бисулфитним 
Illumina секвенцирањем. Обрада сирових података биће вршена применом софтверских 
алата платоформе Galaxy. За сваки анализирани узорак биће реконструисани епиалели и 
биће одређен степен метилације по појединачном CpG динуклеотиду.  

Испитивање повезаности захваћености слабости скелетних мишића и кардиолошких 
симптома, као и њихове прогресије биће урађено одговарајућим статистичким тестовима 
за континуиране и категоричке варијабле.  
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Г. Закључак и предлог: 
 
Комисија је мишљења да је предлог теме докторске дисертације Немање Д. 

Радовановића научно заснован, оригиналан и актуелан имајући у виду да соматска 
нестабилност експанзија поновљених мотива представља мету за развој иновативних 
каузалних терапија не само за миотоничну дистрофију типа 1, већ и друге болести 
нестабилних експанзија. Циљеви докторске дисертације су јасно дефинисани, док су  
дизајн студије на болесницима и предложена методологија адекватни. Резултати 
предложеног истраживања ће пружити увид у динамику соматске нестабилности и 
метилације ДНК у гену DMPK, њихову повезаност са прогресијом симптома који су 
примарни узрок инвалидитета и смртности болесника са миотоничном дистрофијом типа 
1. Добијени резултати ће бити од интереса за даљи развој иновативних каузалних терапија 
и стратификацију болесника у клиничким студијама.  

Комисија предлаже Наставно-научном већу Биолошког факултета да утврди 
предлог којим се Немањи Д. Радовановићу одобрава израда докторске дисертације под 
измењеним насловом „Повезаност соматске нестабилности низа (CTG)n и метилације 
ДНК у гену DMPK са прогресијом захваћености скелетних мишића и кардиолошких 
симптомa код особа са миотоничном дистрофијом типа 1”. 

За ментора докторске дисертације предлаже се др Душанка Савић-Павићевић, 
редовни професор Биолошког факултета Универзитета у Београду. 
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    _________________________________ 
др Видосава Ракочевић Стојановић, редовни професор,  

Универзитет у Београду-Медицински факултет 
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др Јован Пешовић, научни сарадник,  
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YHMBEP3TETCKW KIMHMYKM YEHTAP
CPBMJE

11000 6EOrPAA; NACTEPOBA 2, 
PENYEIMKA CPBMJA 

ETMYKM OA5OP
11000 Beorpaa, NacTepoBa 2 

011 366-2080, 264-4850, dakc 011 306-7180

Bpoj: 745/3 
AaHa: 28.04.2022. roAMHe

Ha oCHOBy 3akoHa o 3ApascTBeHOj 3auwTHTH Peny6nke Cp6nje (,Cn. rnacHIK PC" 6p. 25/2019), 
3akoHa o npaBMMa nauwjeHara (,Cn. rnacHnK PC", 6p. 45/13), 
nHOCTH (,Cn. rnacHIK PC", 6p. 97/2008, 104/2009, nAp. 3akoH), 
AoKyMeHTaunjn n eBwaeHuyjaMa y o6nacTn 3ApasCTBa (,Cn. rnacHK PC", 6p. ", 6p. 123/2014, 
106/2015, 105/2017), nocrynajyhn y cknaay ca oapenõaMa ETYKOr on6opa VHvBep3TeTCKOr 
KTMHIKor yeHTpa Cp6nje 6p. 175/9 od 29.04.2021. roaMHe, ETuukn on6op YHMBep3nTETCKor 
KMHMKOr ueHTpa Cp6nje y cacraBy: npod. Ap AHapuja 5ornaHoBuh- npeaceaHK, Npod. Ap 
5paHMCnaBa MuneHKOBMh, Npocb. Ap MapHa CeeTen, poc. Ap 6paHncnasa MBaHoOBMh, Npod. 
Ap AnekcaHApa lepuh- Nonagh, Ap cun Men AujaHa Lledep, Npop. Ap AnekcaHApa JoTuh
Npo. Ap Munou Kopah, Npoch. Ap AnekcaHAap CTechaHOBh, Aou. AP AaHujen ranyH n npo . 
Ap MwnaH Jatac-nekapn cnejanncTH 3anocneHM y YHnBepaVTETCKOM KIMHMYKOM YeHTPY 
Cp6uje, oanyuyjyhn o 3axTeBy AccuCT. Ap CTOjaHa Nepvha, Ha cBojoj 14. ceaHnLM OApKaHoj 
nyreM eneKTpOHCKOr rnacaa, AaHa 28.04.2022. roavHe, AOHeo je cnegehy

3akoHa o 3awTHTH nogaTaka10 
3akoHa o 3ApaBCTBeHoj 

OAYKy 

OAO6paBa ce cnpoBohe kiwHHKOr ncnTHBaba noa HasMBOM: "OHrVTYnanHa aHann3a
noBe3aHoCTH COMaTCKe HeCTa6wnHOCTH CTG MOTMBa y reHy DMPK u nporpecAje MMLIMAHVX n 
KapanonoWKAX CHMITOMa KOA MMOTOHMYHe AMCTpoduje TMna 1. 
TnaBH MCTpaxwBau je AccmCT. Ap CrojaH Nepih. 
naHOBM MCTpaMBaYKor TMMa cy: AccMCT. AP CrojaH lepih n Hematsa PapoBaHoBnh. 
MCTpaxnBay capaAHWK je Npocp. Ap AyuwaHka CaBuh- NaBnheBvh. 
McnMTHBatbe he 6MTH CnpoBeAeHO Ha KnHMLM 3a Heyponorijy YHMBep3TeTCKor knMHVHKOr 
yeHTpa Cp6nje, y capaaHbM ca 5nonowKMM pakyTeTOM YHMBepavreTa y 5eorpaay. 
NpunMKOM AOHOWEHa OBe oanyke, ETwuKn og6op je pa3Marpao cnegehy gokyMeHTauwjy: 
1). 3axreB 3a ono6petse akagemckor KnMHUYKor wcnTMBatsa noAHeT ErwuKoM OA6Opy YKuc,

2). TpOTOKON McnHTHBaHsa/ cMHOoncnc, 
3). CarnacHoCT KOnerlyma KniHuke 3a Heyponornjy YkLYC 6poj 23/173 oA 07.04.2022. 

rogMHe,
BnonowKor paxyTera (npocp. Ap by6vwa CraHMcaBrbeBM\) 4). CarnacHOCT 

YHMBep3MTeTa y 6eorpaay oa 04.03.2022. roAMHe, 
5). MHcbopMauyje 3a naunjeHTa ca o6pacueM 3a Aasatbe nucaHor npiCTaHKa 
6). 5norpacdvja rnaBHOr MCTpaKMBaya. 

AekaHa 

ECANMK ETMYKOr OABOPA 

//A potpp AHAPMJa BornaHOBHh 
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