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В. Тема докторске дисертације: 
 
Наслов дисертације:  
 
„Примена метода секвенцирања нове генерације у расветљавању молекулских механизама 
идиопатске тромбозе” 
 
Полазне основе: 

 
Тромбозе представљају патолошка стања изазвана зачепљењем крвних судова 

крвним угрушком. Према типу крвних судова у којима се јављају разликујемо артеријске 
и венске тромбозе [1, 2].  

Венски тромбоемболизам (ВТЕ) је патолошко стање које се најчешће манифестује 
у облику тромбоза дубоких вена (ДВТ) и плућне емболије (ПЕ) са стопом морталитета од 
6-12% месец дана након дијагнозе [1-3].Тромбофилија је стање које подразумева повећану 
склоност ка хиперкоагулацији и развоју тромботичких обољења, укључујући ВТЕ, и 

https://doi.org/10.2298/ABS240126007C


карактерише се сложеном комбинацијом генетичких, бихејвиоралних и срединских 
фактора ризика. Сваке године 1-2 од 1000 људи глобално бива погођено венским 
тромбозама [4-5]. 

До сада су детектовани бројни генетички фактори ризика (биомаркери) као што су: 
Faktor V Leiden (FV G1691A), Faktor II (FII G20210A), PAI-1 - 4G/5G, као и варијанте у 
оквиру других гена повезаних са поремећајем коагулације (нпр. F11, FGG, ABO, 
SERPINC1, PROCR, PROC, PROS1). Од осталих фактора ризика најзначајнији су 
хируршке интервенције, траума, имобилизација, малигнитет, имунизација и трудноћа [1-
3]. 

Упркос распрострањеној имплементацији панела који обухватају анализу 
присуства најчешћих и најзначајнијих тромбофилних генетичких детерминанти, и даље 
постоји велики број  болесника код којих узрок тромбоза није индетификован- идиопатске 
тромбозе. Према литературним подацима јасан узрок настанка тромботичког догађаја није 
утврђен код чак 30-50% забележених случајева. Имајући у виду тај податак, као и 
комплексну природу настанка тромбоза, велика је вероватноћа да постоје неоткривени 
фактори ризика. Штавише, код ових болесника се често уочава и позитивна породична 
анамнеза, што додатно имплицира на присуство до сада неидентификованих генетичких 
фактора ризика [6].  

Развој технологије секвенцирања нове генерације (енг. Next Generation Sequencing, 
NGS), попут секвенцирања целог генома (енг. Whole Genome Sequencing, WGS),  
секвенцирања целог егзома (енг. Whole Exome Sequencing, WES), студије асоцијације 
целокупног генома (енг. Genome-Wide Association Study, GWAS), као и њихова примена у 
расветљавању механизама мултифакторијалних болести велики је корак напред и може 
представљати прекретницу у разумевању истих [6-10].  

Секвенцирање и анализа целог егзома или целог генома болесника са идиопатском 
тромбозом омогућава детекцију нових генских варијанти које су потенцијално значајне за 
настанак болести и отвара могућност идентификације до сада непознатих молекуларних 
механизаме који су у основи ове мултифакторијилне болести. 

 
Предмет докторске дисертације 
 
Предмет истраживања у оквиру ове докторске дисертације су генетичка основа и 
молекуларни механизми који доводе до хиперкоагулације код болесника са идиопатским 
тромбозама.  
  
Научни циљ истраживања 
 
Основни циљ овог истраживања је идентификација и функционална валидација 
тромбофилних биомаркера детектованих у узорцима болесника са идиопатским 
тромбозама применом метoда секвенцирања нове генерације и одговарајуће 



биоинформатичке обраде. 
 
Специфични циљеви ове студије су:  

• Селекција болесника и формирање групе од 50 до 100 болесника са идиопатском 
тромбозом  

• Идентификација генетичких варијанти присутних код болесника са идиопатским 
тромбозама 

• Испитивање тромбофилног потенцијала новооткривених варијанти и њиховог 
значаја као нових биомаркера тромбофилије 

 
 

Материјал и методe који се користе 
 
Узорци за секвенцирање ће бити селектовани из репозиторијума Групе за молекуларну 
биологију, Института за молекуларну генетику и генетичко инжењерство, Универзитета у 
Београду, који обухвата узорке преко 5000 болесника оболелих од тромбоза и чланова 
њихових породица. У студију ће бити укључени болесници са поновљеним тромботичким 
догађајима (ДВТ, ПЕ, спонтани побачаји, мождани удар, инфаркт миокарда), од којих је 
прва тромботичка епозода наступила у раном животном добу (до 35. године), а код којих 
није детектовано присуство Faktor V Leiden и Faktor II G20210A мутација, нити осталих 
познатих фактора ризика. У разматрање ће се узети само болесници са позитивном 
породичном анамнезом. 
Након пажљиве селекције, уследиће секвенцирање целокупног егзома (WES) и 
биоинформатичка обрада добијених података.  
Укупна ДНК биће изолована из узорака венске крви селектованих болесника. За WES 
анализе ће бити коришћени реагенси и протоколи Пекиншког института за геномику (енг. 
Beijing Genomics Institute, скр. BGI) базирани на DNBSeq технологији. Добијена читања у 
FASTQ формату биће обрађена, а затим мапирана према референтном геному Hg38 
помоћу BWA/SAM алата. VCF датотеке биће генерисане коришћењем BaseRecalibrator, 
HaplotypeCaller алата, доступних преко GATK, и анотиране InterVar и AnnoVar алатима. У 
првој фази биће анализиран проширен тромбофилни панел од 60 гена, укључујући гене са 
јасно дефинисаном улогом у регулацији хемостазе, као и гене чији механизам утицаја на 
коагулацију тренутно није познат, али се у литератури наводи да су потенцијално 
повезани са ВТЕ. У другој фази ће анализа бити проширена и на остале гене. 
Варијанте ће бити класификоване као: патогене, вероватно патогене, варијанте непознатог 
значаја, или бенигне, према стандардима и смерницама Америчког медицинског колеџа за 
генетику и геномику (АCMG) и ClinVar базе података Националног центра за 
биотехнолошке информације (NCBI).  
За узорке код којих WES методом не буду идентификоване генске варијанте које се 
потенцијално могу повезати са настанком тромбоза биће урађено секвенцирање 



целокупног генома (WGS) коришћењем реагенса и протокола за DNBSeq технологију. 
Након обраде података добијених секвенцирањем нове генерације, добијени резултати ће 
бити анализирани применом in silico алата са циљем издвајања варијанти које се могу 
повезати са тромбофилним фенотипом. Планирано је коришћење алата попут SIFT и/или 
Polyphen-2. За потенцијално значајне варијанте биће одређена учесталост у групи 
анализираних пацијената са тромбофилијом и поредити са доступним подацима за здраве 
испитанике.  
In silico предикција и учесталост испитиваних варијанти биће контролна тачка за наставак 
истраживања у правцу функционалне анализе истих. Ко-сегрегационе студије биће 
спроведене на узорцима доступних чланова породице болесника који су носиоци 
издвојених варијанти, како би се испитао тип наслеђивања. Узорци чланова породице 
биће анализирани методом Сангеровог секвенцирања циљаних генских региона. Након 
тога уследиће функционална анализа селектованих генских варијанти. Функционална 
анализа обухватиће праћење утицаја испитиваних генских варијанти на експресију иРНК 
и ниво протеинског производа на модел систему ћелијске културе (биће коришћене 
методе клонирања и in situ PCR-дириговане мутагенезе и трансфекције перманентних 
ћелијских линија), као и анализу ефеката мутираног протеина на параметаре коагулације и 
хемостазе. Даље анализе ће укључити и глобалне хемостазне есеје, који пружају 
информације о кинетици формирања и разградње крвног угрушка. Од есеја за 
функционалне анализе биће коришћени есеј свеобухватног хемостатског потенцијала (eng. 
Overall Hemostatic Potential, OHP) и есеј тубидитета угрушка. На основу резултата 
функционалних анализа биће издвојене генске варијанте које би потенцијално могле бити  
значајни нови биомаркери тромбоза. 
 
Очекивани резултати и научни допринос 
 
Као резултат ове докторске тезе очекује се идентификација нових генетичких варијанти 
које су повезане са настанком идиопатских тромбоза. Добијени резултати ће указати на 
нове молекуларне механизме који су повезани са детектованим варијантама, а чија 
идентификација и функционална анализа омогућава боље размевање етиопатологије 
болести. Узимајући у обзир све наведено очекује се да ће резултати ове докторске тезе 
бити основа за нове дијагностичке протоколе и значајно допринети побољшању 
превенције, дијагностике и лечења тромбоза.  
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Г. Закључак и предлог: 
 

Предложена тема је добро образложена и сагледана из различитих аспеката. Актуелност и 
значај  предложене теме, као и експериментални приступ, који обухвата студију анализе 
узрока идиопатских тромбоза испуњавају научне захтеве докторске дисертације.  
На основу свега изложеног, Комисија закључује да је тема докторске дисертације 
Мартине Мие З. Митић, под насловом: „Примена метода секвенцирања нове 
генерације у расветљавању молекулских механизама идиопатске тромбозе” у 
потпуности научно заснована, као и да кандидаткиња задовољава све услове за успешну 
реализацију овог истраживања.  
На основу свега наведеног, Комисија предлаже Наставно-научном већу Биолошког 
факултета Универзитета у Београду да прихвати ову тему и одобри израду предложене 
докторске дисертације. Комисија предлаже менторе: др Валентина Ђорђевић, научни 
саветник, Универзитет у Београду - Институт за молекуларну генетику и генетичко 
инжењерство и др Душан Кецкаревић, ванредни професор, Универзитет у Београду - 
Биолошки факултет. 
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