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Univerzitet Crne Gore
Odbor za doktorske studije

PosStovani,

U skladu sa stavom 3 ¢lana 35, i ¢lana 55 Pravila doktorskih studija, i tackom 3.6 .
Vodica za doktorske studije, dostavljamo Odluku Vije¢a Medicinskog fakulteta o
usvajanju IzvjeStaja Komisije za ocjenu podobnosti teme doktorske disertacije
(obrazac D1) i prijavu teme doktorske disertacije, doktoranda dr med Miljane
Andjeli¢.

S poStovanjem.

MEDICINSKI FAKULTET

Prof: d'i'&M drag Ra novic



UNIVERZITET CRNE GORE
MEDICINSKI FAKULTET
Broj:857/9

Podgorica, 23.06.2021. godine

Na osnovu ¢lana 64 stav 2 tacka 9 Statuta Univerziteta Crne Gore, a u skladu sa ¢lanom 35 Pravila
doktorskih studija Vijece Medicinskog fakulteta na elektronskoj sjednici odrzanoj dana 22-
23.06.2021. godine donijelo je

ODLUKU

1. Usvaja se lzvjeStaj Komisije za ocjenu podobnosti teme doktorske disertacije i kandidatkinje
dr med Miljane Andjeli¢, broj: 834 od 16.06.2021. godine.

2. Predlaze se Senatu UCG da prihvati kao podobnu doktorsku tezu pod nazivom ,Uticaj
maternalnih polimorfizama gena folatnog metabolizma na pojavu hromozomskih
aneuploidija kod potomstva“ kandidatkinje dr med Miljane Andjelic.

3. Odluka Vijeca i lzvjeStaj Komisije iz tacke 1 ove odluke, dostavlja se Centru za doktorske
studije i Senatu Univerziteta Crne Gore, na dalju realizaciju.

OBRAZLOZENJE

Dr med Miljana Andjeli¢ podnijela je prijavu radnog naziva doktorske teze pod nazivom *“ Uticaj
maternalnih polimorfizama gena folatnog metabolizma na pojavu hromozomskih aneuploidija kod
potomstva“ dana 21.04.2021. godine (Broj prijave: 568).

Senat Univerziteta Crne Gore na sjednici odrzanoj 13.05.2021. godine imenovao je Komisiju za ocjenu
podobnosti doktorske teze i kandidatkinje dr med Miljane Andjeli¢ u sastavu: prof. dr Aleksandra Vuksanovi¢
Bozaric, prof. dr Olivera Miljanovié i prof. dr Vesna Miranovic.

Kandidatkinja je pred navedenom Komisijom javno obrazlozila ciljeve i o¢ekivane rezultate, odnosno izlozila
istrazivacki program doktorske teze, dana 07.06.2021. godine. Komisija je podnijela Vijecu Medicinskog
fakul“=ta IzvjeStaj o ocjeni podobnosti doktorske disertacije broj:834 od 16.06.2021. godine.

Vijece Medicinskog fakulteta na elektronskoj sjednici odrZanoj dana 22-23.06.2021. godine, nakon
razmatranja izvjeStaja Komisije broj: 834 od 16.06.202, godine, odlutilo je kao u dispozitivu ove odluke.

VIJECE MEDICINSKOG FAKULTETA
PREDSIEDAVAJUCI,

Prof. dr Mi0|§irag ad '_ novic, dekan
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OCJENA PODOBNOSTI DOKTORSKE TEZE I KANDIDATA

OPSTI PODACI O DOKTORANDU

Titula, ime 1 prezime dr med. Miljana Andeli¢

Fakultet Medicinski fakultet Univerziteta Crne Gore
Studijski program Doktorske studije

Broj indcksa 7/2016

Podaci o magistarskom radu | /

NASLOV PREDLOZENE TEME

Na sluzbenom jeziku ,»Uticaj maternalnih polimorfizama gena folatnog metabolizma na
| pojavu hromozomskih ancuploidija kod potomstva“

Na engleskom jeziku | Influence of maternal folate metabolism gene polymorphisms
| on the occurrence of chromosomal ancuploidies in offspring’

Datum prihvatanja teme i |
kandidata na sjednici Vijeéa | 25062_024
‘organizacione jedinice 5
Naucna oblast doktorske
disertacije

Medicinska ;:anllluu’gcnmnskd mt.du.ma

Z.a nav denu oblast m'mcm su H]]LdLCl fakult(.tl

Medicinski f‘l]\ll]tt.? L niverziteta Crne Gore (studijski program | \]LLIICIILI)

A. IZVJESTAJ SA JAVNE ODBRANE POLAZNIH ISTRAZIVANJA DOKTORSKE
- DISERTACIJE -
Javna odbrana ciljeva 1 ocekiv anih rezultata, kao 1 istrazivackog programa doktorske teze
kandidatkinje dr med. Miljane Andeli¢ odrzana je 07. 06. 2021. godine u 14h, u Sali za sastanke
(dek~nat) na Medicinskom fakultetu u Podgorici, pred Komisijom u sastavu:

1. dr Aleksandra Vuksanovié Bozari¢ — redovni profesor Medicinskog fakulteta UCG,
predsjednik

2. dr Olivera Miljanovi¢ — vanredni profesor Medicinskog fakulteta UCG, mentor - ¢lan

3. dr Vesna Miranovi¢ — vanredni profesor Medicinskog fakulteta UCG, ¢lan.

U trdesctominutnom  izlaganju  kandidatkinja je obrazlozila predlozenu temu  doktorske
disertacije, 1zlozila dosadasnja istrazivanja u navedenoj oblasti u Crnoj Gori 1 svijetu, definisala
ciljeve 1 hipoteze koje ce biti provjerene tokom izrade doktorskog istrazivanja. Nakon toga,
kandidatkinja je Komisiji predstavila  dizajn  istrazivanja, Ll]‘l()/[l'll’l th sa ispitanicima 1
metodologijom rada, statistickom analizom koja ¢e biti koriséena pri izradi doktorske teze, kao i
occkivanim rezultatima 1 nauénim doprinosom.

Po zavrsetku izlaganja, clanovi Komisije su postavljali pitanja, na koja je kandidatkinja uspjesno
odgovorila 1 dali komentare i sugestije za uspjesan zavrSetak doktorske teze. Komisija je
jednoglasno donijela odluku da je kandidatkinja dr med. Miljana Andeli¢ uspjesno odbranila
podobnost teme doktorske disertacije.

ObrazacD1:Ocjena podobnosti doktorske teze 1 kandidata
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B. OCJENA PODOBNOSTI TEME DOKTORSKE DISERTACIJE
B1. ObrazloZenje teme

Hromozomske aberacije (HA) su poremecaji broja ili strukture hromozoma i od velikog su
medicinskog 1 drustvenog znacaja jer predstavljaju vodecu grupu uzoénika fetalne smrtnosti,
djecyjeg morbiditeta 1 dugotrajnog hendikepa u zemljama sa dobro razvijenom zdravstvenom
zastitom.  Hromozomske ancuploidije, koje karakterise poremeéaj u broju hromozoma, ¢ine
preko 80% svih HA, a nastaju kao posljedica slucéajne nepravilne segregacije hromozoma u
gametogenezt. lako se zna da rizik od hromozomskih ancuploidija raste sa Zivotnom dobi m'1|l\1
mol~kularni 1 celularni mchanizmi hromozomskog nerazdvajanja i dalje nijesu razjasnjeni
Koliki je znacaj ispitivanja mchanizma nerazdvajanja 1 moguénosti prevencije ancuploidija
upucuje cinjenica da je najmanje 5% svih humanih koncepceija ancuploidno (Hassold, 2007;
Hassold, Hunt, 2001), dok studije humanih gameta sugeriSu da je stvarni procenat mnogo vedi,
cak 20-25%. U cu.rq]mr ancuploidija medu Zivorodenom djecom je 0,3% i priblizno 4% medu
mrtvorodenom ", Najécica ancuploidija 1 najéeséi genetski razlog intelektualne nedovoljnosti
je Down-ov sindrom (DS), sa ucestalos¢u od 1:150 koneepcija, koje se u 80% zavrie ranim
spontanim pobacajem (Zintzaras, 2011). U 90 - 95% nerazdvajanje hromozoma je majcinog
porijekla 1 u 80% desava se tokom mejoze 1, u oociti koja sazrijeva prije zaceca. Jedini do sada
]’Nm prepoznat faktor rizika povezan sa DS jeste starija zivotna dob majke u trenutku zaceéa
Y7 Mada imaju isti mchanizam nastanka i klinicki znacaj, ostale vijabilne hromozomske
ancuploidije, autozomske trizomije 13 1 18, kao gonozomske trizomije 1 monozomija X
hromozoma, znacajno se rjede susrijecu u populaciji novorodenéadi i fetusa.

U potrazi za uzrocima nepravilne segregacije hromozoma i njihove nestabilnosti James sa
saradnicima je jos 1999. godine, a potom i Hobbs 2000. godine, pretpostavio da poremeéeni
obrasct metilacije DNK, koji nastaju kao posljedica abnormalnog metabolizma folata, usljed
polimorfizama gena koji kodiraju enzime ovog metabolickog puta, mogu dovesti do poremeéene
metilacije centromernih i pericentromernih regiona 1 time predstavljati faktor rizika majki za
radanje djece sa ancuploidijama """ Folati igraju znacajnu ulogu kao kofaktort enzimima
ukljucenim u proces biosinteze DNK 1 RNK.  Metabolizam folata je znacajan za dva glavna
fizioloska procesa: sintezu purina i pirimidina 1 proces metilacije kroz metioninski ciklus. Oba
puta su regulisana sa dvije reakcije: jedna je remetilacija homocisteina u metionin, koji je
prekursor S-adenozilmetionina, najvaznijeg donora metil grupe za procese metilacije nukleinskih
kisclina, proteina i lipida, a drugi je put transsulfuracije, u kom sc stvara cistein i glutation, a

. . . . . 1 11 :
uklanja homocistein iz ciklusa ™',

Preaiozenim doktorskim istrazivanjem ispitivace se povezanost polimorfizama pojedinaénih
nukleotida  (SNPs: Single Nucleotide Polymorphisms) u  odredenim  genima  folatnog
metabolickog puta odgovornih za izmijenjeni obrazac metilacije DNK kod majki/trudnica ¢ija
djeca/fetusi imaju hromozomske ancuploidije, zbog pokazanog uticaja ovih gena na maturaciju
oocite, nestabilnost hromozoma 1 rizik za nerazdvajanje hromozoma u mejozi (Moustafa, 2015;
Copeide, 2015; Balarin, 2017; Scala, 2006; O Leary, 2002; Boquett, 2013).

Predlozeno doktorsko istrazivanje predstavlja sastavni dio bilateralnog projekta Slovenija — Crna
Gora ,,Geneticka epidemiologija kongenitalnih anomalija u Sloveniji i Crnoj Gori® (rukovodioci
prof. dr Olivera Miljanovié, Crna Gora, prof. dr Borut Peterlin, Slovenija), odobrenog za
finansiranje od Ministarstva nauke Crne Gore i Slovenije za period 2021 — 2022. godine

ObrazacD1:Ocjena podobnosti doktorske teze 1 kandidata
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(https://www.mna.gov.me/vijesti/235203 /Crna-Gora-i-Slovenija-u-2021 -2022-godini-

finansirace-30-zajednickih-naucnoistrazivackih-projckata.html). Doktorsko istraZivanje takode
predstavlja  nastavak nacionalnog naucno-istrazivackog projekta na  temu istraZivanja

kongenitalnih malformacija, finansiranog od Ministarstva nauke Crne Gore (2012 — 2016. godina;
akronim: HPVGM, rukovodilac prof. dr Olivera Miljanovi¢, nosilac Klinicki centar Crne Gore),
tokom kog je prospektivno formirana baza podataka o kongenitalnim anomalijama 1 HA,
zajedno sa formiranjem biobanke DNK uzoraka pacijenata i njihovih  roditelja u Centru za
medicinsku genetiku 1 imunologiju.

Doktorsko istrazivanje se planira kao transverzalno-prospektivna studija, u kojoj ée se koristiti
prosj 10

podaci i uzorci iz baze podataka i biobanke DNK, koji su formirani u okviru prethodno

navedenth istrazivackih projekta.

B2. Cilj 1 hipoteze

Zadatak doktorskog istrazivanja je da ispita na koji naéin alterirani folatni metabolizam,
uzrokovan prisustvom polimorfizama na nivou jednog nukleotida (SNPs) u genima folatnog
met~bolizma, utice na nepravilnu segregaciju hromozoma u gametogenezi.

Ciljevi istrazivanja:
Cilj 1: Utvrditi frekvenciju alela i genotipova u okviru polimorfizama u odabranim genima

folatnog metabolizma (MTHER, MTR, MTRR, RFCT, MTHFD1, DNMT3B, BHMT) u grupi

ispitanica cija su djeca/fetusi imali hromozomske ancuploidije i u kontrolnoj grupi.

Cilj 2: Utvrditi da li postoji povezanost pojedinaénih polimorfizama u ispitivanim genima kod
ispitanica sa pojavom hromozomskih ancuploidija kod njihove djece/fetusa.

Cilj 3: Utvrditi da li postoji povezanost interakeije vise genskih polimorfizama u ispitivanim
_ i j 8 |
genima kod ispitanica sa pojavom hromozomskih aneuploidija kod njihove djece/ fetusa.

Cilj 4: Pretpostaviti geneticke mehanizme u ctiologiji hromozomskih ancuploidija na osnovu
potencijalno otkrivenih asocijacija izmedu ispitivanih genskih  polimorfizama i nepravilne

segregactje hromozoma u oociti.

Cilj 5: Koncipirati plan prekoncepcijskih preventivaih mjera u cilju smanjenija rizika za nastanak
koncepcija sa ancuploidijama.

Na osnovu navedenih ciljeva, postavljene su sljedeée hipoteze:

HO01L: Pojedini polimorfizmi u genima folatnog metabolizma ucestalije se javljaju u studijsko
P g g ) J5KO)
grupi ispitanica, ¢ija djeca/fetusi imaju hromozomske ancuploidije nego u kontrolnoj grupi Zena.

HO02: Pojedinacno i/ili zajednicko djelovanje polimorfizama u genima folatnog metabolizma kod
zena modifikuje segregaciju hromozoma u mejozi oocite 1 utice na nastajanje hromozomskih

ancuplotdija kod njthovih potomaka.

B3. Metode i plan istraZivanja

Dizajn istraZivanja

ObrazacD1:Ocjena podobnosti doktorske teze 1 kandidata
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Istrazivanje je dizajnirano kao transverzalno-prospektivna studija, u kojoj ée se ispitivati
povezanost polimorfizama u genima folatnog metabolizma Zena kod dije je djece/fetusa
utvrdeno prisustvo hromozomskih ancuploidija.

U istrazivanju ¢e se koristiti baza podataka i biobanka DNK Centra za medicinsku genetiku i
imunologiju, koje su prospektivno formirane u okviru prethodnog nacionalnog naucno-
istrazivackog projekta, navedenog u obrazlozenju teme. Prospektivno prikupljanie podataka 1
uzoraka DNK nastavlja s¢ i tokom 2021. godine u okviru bilateralnog projekta navedenog u
obrazlozenju doktorske teme.

Istez Zivanje €e biti sprovedeno u saradnji sa Centrom za medicinsku genetiku i imunologiju
Klinickog centra Crne Gore i Centrom za nauéno-istrazivacki rad Medicinskog fakulteta UCG.

Geneticka istrazivanja spadaju u poscbno osjetljive istrazivacke aktivnosti i zahtijevaju striktno
postupanje u skladu sa aktuelnim ctickim principima. [z navedenih razloga istrazivacki tim
Centra za medicinsku genetiku i imunologiju Klinickog centra Crne Gore, na éelu sa prof. dr
Oliverom Miljanovi¢ veé posjeduje saglasnost Ltickog komiteta Klinickog centra Crne Gore za
prospektivno prikupljajnje podataka i formiranje biobanke DNK uzoraka u svrhu ispitivanja
molckularnih  mehanizama  kongenitalnih anomalija i genomskih poremeéaja, ukljucujuéi i
odobreni informisani pristanak ispitanika (djel. br. 03/01-11944/1).

Kompletno istrazivanje ce se sprovoditi u skladu sa aktuelnim etickim nacelima, crnogorskom
zakonskom regulativom (posecbno  Zakonom o zastit genetickih - podataka), Helsinskom
deklaracijom 1964, 1 Konvencijom o ljudskim pravima i biomedicini i njenim dodatnim
protokolima (Oviedo konvencija). Za sve ispitanice iz biobanke DNK uzoraka, postoji potpisan
informisant pristanak, koji ¢e biti pribavljen i od prospektivno ukljuéenih ispitanica.

Ispitanici

U istrazivanje ¢e biti ukljuceno oko 300 - 350 zena u okviru studijske i kontrolne grupe.

Studijska grupa ¢e obuhvatiti oko 150 — 200 Zena ¢ija su djeca/fetusi imali postnatalno ili
prenatalno utvrdene hromozomske ancuploidije. Za utvrdivanje ancuploidija kod djece/ fetusa
koristi se konvencionalna citogeneticka metodologija - kariotip, koja se sprovodi u Centru za
medicinsku genetiku i imunologiju Klinickog centra Crne Gore.

Kontrolna grupa ispitanica sastojace s¢ od oko 150 Zena koje nijesu imale nepovoljnih ishoda
trudnoca (spontani pobacaj, infertilitet, kasna fetalna ili nconatalna smrt), niti djecu/fetuse sa
hroi..ozomskim ancuploidijama 1 imaju najmanje jednu uspjesno ostvarenu trudnoéu.

Metodologija istrazivanja
Uzorkovanje i izolacija genomske DNK:
Kao uzorak za  molckularno-geneticke analize koristiée se periferna krv majki/trudnica. Svi

uzorci su obiljezeni tako da garantuju anonimnost ispitanica i da identitet ispitanica ostane u
potpunosti zasticen. Izolactja DNK iz uzorka periferne krvi ¢e se sprovesti u  u skladu sa
aktuclnim molekularno-genetickim protokolima. Deoksiribonukleinska kiselina je izolovana iz
periferne krvi sakupljene u epruvetama od 4,5 ml sa Na-citratom i ckstrahovana komercijalnim
testom QIA amp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Nemacka). Lkstrahovana DNK je rastvorena u
200 ml pufera AL 1 ¢uvana na -20 ° C.

ObrazacD1:Ocjena podobnosti doktorske teze 1 kandidata
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Detekeija polimorfizama u genima folatnog metabolizma:

Istrazivanjem je predvideno odredivanje 9 polimorfizama u 7 gena ukljuéenih u folatni
met~bolizam:
I. MTHEFR C677T (rs1801133),
2. MTHFR A1298C (rs1801131),
3. MTR A2756G (rs1805087),
4. MTRR AG6G (rs 1801394),
5. RIFC1 G8OA (rs 1051260),
6. MTHEFDIT G1958A (rs 2236225),
7. DNMT3B -G579T (rs 15696806),
8. DNMT3B -C149T (rs 2424913),
9. BHMT G742\ (rs 3733890).

Dva polimorfizma nukleotidne sckvence (SNPs) u MTHER genu (C677T - rs1801133 1 A1298C
-1s1801131), bice odredivani lanéanom reakeijom polimeraze specifiénom za alel (PCR). PCR ée
biti izveden u cikliécnom termostatu  (Mastercycler  gradient Eppendorf)  koriséenjem
temperaturnog rezima: pocetno aktiviranje (15 min 95 © C), 5 ciklusa (1 min 94 ° C; 1 min 63 ° C;
I min 72 ° C), 30 ciklusa ( 30 s 94 ° C; 30 s 63 ° C, 30 s 72 ° C), finalna elongaciona sinteza (2
min 72 ° C). Amplifikacija DNK uzoraka ée biti analizirana nakon clektroforeze (2,5% agarozni
gel, obojen etidijum bromidom) 1 vizualizovana na Ultra Violet (UV) transilluminatoru.

SNPs gena MTR A2756G (rs1805087), MTRR AG6G (rs 1801394), RFC1 G8OA (rs 10512606),
MTHEFDT G1958A (rs 2236225), DNMT3B G579T (rs 1569686) i C1497T (rs 2424913), BHMT
G742A, (rs 3733890) odredivace se esejom alelske diskriminacije upotrebom “predesigned
genotyping SNP” eseja. Diskriminacija genotipova ispitivanih gena radice se na Applied
Biosystems 7500 Real-Time aparatu. Uz navedene eseje koristice se TagMan Universal Master
Mix, a dobijeni rezultati ée se obradivati uz pomoé Primer-Express” softvera.

Statisticka analiza bice izvriena pomocu Microsoft Iixcel i softverskog programa SPSS
(Staustical Package for the Social Sciences). Deskriptivna  statistika ée biti koriséena za
demografske karakteristike. Ucestalost homozigomih i heterozigotnih polimorfizama za svaki
ispitivani gen, kao i razlike u frekvencama polimorfizama gena kandidata izmedu majki
djece/fetusa sa ancuploidijama i kontrolne grupe majki bice odredena pomocu hi-kvadratnog
testa (y test). Odredivanje frekvence genotipova i alela biée izracunato pod pretpostavkom
Hardy-Weinberg ravnoteze. Odnos vijerovatnoée (OR - odds ratio) sa odgovarajuéim intervalom
povjerenja (CI- Confidence Interval) od 95% bice koriséen da predstavlja vezu izmedu SNDPs i
rizika od radanja djece sa ancuploidijama. Vrijednosti p manje od 0,05 smatrace se statisticki
znacajnim.

Podaci ¢e biti prikazani tekstualno, tabelarno i graficki, uz koriscenje MS Excel.

Plan istraZivanja za ukupni period istraZivanja (prema prihvaéenom gantogramu
aktivnosti doktoranda za period od IX 2017. do IX 2023. godine):

Prikupljanje uzoraka za geneticke analize:

- Prospcktivno  prikupljanje  uzoraka krvi ispitanica ¢ija djeca/fetusi  imaju  utvrdene
ancuploidije 11zolactija DNK ¢e se nastaviti i tokom 2021. godine

- Prospektivno prikupljanje uzoraka krvi i izolacija DNK ispitanica kontrole grupe ée se

nastaviti 1 tokom 2021. godine

ObrazacD1:Ocjena podobnosti doktorske teze 1 kandidata
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- Odabir prikupljenih uzoraka DNK ispitanica ¢ija djeca/fetusi imaju utvrdene ancuploidije iz
postojece baze DNK uskladistene u Centru za medicinsku genetiku i imunologiju Klini¢kog
centra Crne Gore zakljuéno sa decembrom 2020. godine.

Geneticke analize:
Ispitivanje polimorfizama u genima kandidatima:

- Priprema metodologije i protokola istrazivanja polimorfizma gena kandidata —karakterizacija
polimorfizama 1 odabir gena kandidata

- Ispitivanje polimorfizama u odabranim genima za navedence grupe ispitanika

- Procgjena  povezanosti ispitivanith  polimorfizama  gena  kandidata  sa  molckularnim
mchanizmima nastanka ancuploidija.

Publikacije 1 doktorat

- Priprema rukopisa i objavljivanje rezultata istrazivanja u indeksiranim ¢asopisima

- Priprema 1 odbrana doktorske teze

Ostale aktivnosti:
Diseminacija rezultata istrazivanja i translacija znanja kroz uéescée na nauénim predavanjima.

B4. Naucni doprinos

Uzimajuci u obzir znacajan udio hromozomskih ancuploidija u obolijevanju, smrtnosti i
invaliditetu djece u Crnoj Gori, kao i éinjenicu da je dojenacki mortalitet u Crnoj Gori priblizio
na nivou razvijenih zemalja (3,4 promila u 2016. godini), istrazivanje molckularnih mehanizama
nastanka hromozomskih ancuploidija, necophodan je preduslov za objcktivnu identifikaciju i
procjenu znacaja genomskih faktora povezanih sa nastankom aneuploidija, planiranje i
sprovodenje antekoncepceijske prevencije ancuploidija, kao 1 smanjenju troskova za lijeéenje i
habilitactju djece sa ancuploidijma u Crnoj Gori.

Meta analize studifja o povezanost SNPs  sa  nastankom 'uwup]nidih ukazuju na
raznovrsnost 1 cesto kontroverznost rezultata 1 znaéajne popul'u.l]s]\c varijacije, stoga predvidamo
da ¢emo realizacijom ove doktorske disertacije procijeniti moguéu asocijaciju izmedu pojedinih
hromozomskih ancuploidija i1 polimorfizama u genima kandidatima uklju¢enith u folatni
metabolizam, u populaciji Crne Gore, ¢ime ¢emo doprinijeti saznanjima o moguéim mehanizama
nerazdvajanja hromozoma. Uspjesna realizacija doktorskog istrazivanja unaprijedi¢e crnogorske
istrazivacke kapacitete u cilju $to veceg uéeséa u evropskim istrazivackim programima usmjerenih
na wiapredenje kvaliteta zdravlja 1 Zivota od samog njegovog pocetka.

Predvidena je promocija rezultata  doktorske disertacije  kroz objavljivanje radova u
medunarodnim 1 nacionalnim  nauénim casopisima, prezentacija rezultata rada  naucéno-
istrazivackoj zajednici Crne Gore, doprinos prosirenju biobanke DNK maijki djece/fetusa Centra
za medicinsku genetiku i imunologiju Klinickog centra Crne Gore, multidisciplinaran pristup
izucavanja molekularnih mehanizama u nastanku hromozomskih ancuploidija kroz saradnju sa
Centrom za medicinsku genetiku 1 imunologiju KC CG 1 Centrom za nauéno-istrazivacki rad
Medicinskog fakulteta UCG.

B5. Finansijska i organizaciona izvodljivost istraZivanja

Sredstva  za realizaciju predlozene disertacije  biée obezbijedena iz resursa  prethodnog
nacionalnog i aktuelnog bilateralnog istrazivackog projekta koji su navedeni u obrazloZenju teme
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doktorske disertacije, pa je predloZzeno istrazivanje finansijski 1 organizaciono izvodljivo.
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G1958A polymorphisms and Down syndrome risk in the Brazilian population. Genet
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26.Miljanovi¢ O, Dizdarevi¢ A, Duki¢ S, Teofiov S. Novorodencad sa Down sindromom u
Crnoj Gori — osvrt na prepoznavanje faktora rizika i moguénosti prevencije. Medicinski
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27.Miljanovi¢ O. Znacaj ispitivanja ctiologije multifaktorskih bolesti: Model istrazivanja
polimorfizama gena. Medicinski zapisi 2011, 60 (2): 13 — 26. ISSN 0419-7747.
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Misljenje i prijedlog komisije

Nakon uvida u prilozenu dokumentaciju, izlaganja kandidatkinje i diskusije, Komisija je zakljucila

da:

- Predlozena tema  doktorskog istrazivanja je originalna i inovativna, te u potpunosti
zadovoljava nivo doktorske disertacije;

- IzloZeni ciljevi 1 postavljene hipoteze su jasno definisant;

- Metodologija 1 plan istrazivanja su detaljno objasnjeni;

- Postoji znacajan naucni doprinos u cilju procjene moguée asocijacije izmedu hromozomskih
ancuploidija 1 polimorfizama u genima kandidatima, ukljucenih u folatni metabolizam, u
populaciji Crne Gore.

- S obzirom da geneticka istrazivanja spadaju u poscbno osjetljive istrazivacke aktivnosti i
zahtijevaju striktno postupanje u skladu sa aktuelnim etickim principima, ispunjene su sve
cticke norme istrazivanja.

Uzimajuéi u obzir sve navedeno, Komisija je dala pozitivnu ocjenu o podobnosti teme doktorske
teze, kandidatkinje dr med. Miljane Andelic.

Komisija predlaze Vijecu Medicinskog fakulteta i senatu Univerziteta Crne Gore da prihvate ovaj
izvjestaj 1 odobre nastavak rada na doktorskoj disertaciji.

Prijedlog izmjene naslova

Komisija je saglasna sa predlozenim naslovom teme doktorske disertacije.

Prijedlog promjene mentora i/ili imenovanje drugog mentora

/

Planirana odbrana doktorske disertacije

Drugi kvartal 2023. godine
Izdvojeno misljenje
/

Napomena
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/

ZAKLJUCAK

PredloZena tema po svom sadrzaju odgovara nivou doktorskih studija DA | NE

kriterjjumima kvaliteta disertacije

Tema je originalan naucno-istrazivacki rad koji odgovara medjunarodnim

DA | NE

Kandidat moZe na osnovu sopstvenog akademskog kvaliteta i ste¢enog znanja -
; i AN 5. g DA | NE
da uz adekvatno mentorsko vodenije realizuje postavljeni cilj i dokaze hipoteze |

Komisija za ocjenu podobnosti teme i kandidata

prof. dr Aleksandra Vuksanovié Bozarié,
Medicinski fakultet, Univerzitet Crne Gore, Crna Gora

’.S.Ur‘\,{vk.{ct.t.u..,,q.;1 03;— At c)

prof. dr Olivera Miljanovié,
Medicinski fakultet, Univerzitet Crne Gore, Crna Gora

WAG

prof. dr Vesna Miranovié¢
Medicinski fakultet, Univerzitet Crne Gore, Crna Gora

T o

U Podgorici,
r a
15 OQ 2021. godine

P

DEKAN

Gihe

ObrazacD1:Ocjena podobnosti doktorske teze i kandidata



UCG

UNIVERZITET CRNE GORE

ObrazacD1:Ocjena podobnosti doktorske teze 1 kandidata

PRILOG

PITANJA KOMISIJE ZA OCJENU PODOBNOSTI DOKTORSKE TEZE I
KANDIDATA

prof. dr Alcksandra Vuksanovié
Bozarié

Medicinski fakultet, Univerzitet Crne

L.

Da li ¢e biti 1zvrsena podjela studijske grupe zena u
odnosu na starosnu dob 1 da li ¢ée se utvrdivati
povezanost maternalne dobi sa rizikom od nastanka
hromozomskih ancuploidija kod potomstva?

Gore 2. Ko su zene iz kontrolne grupe, odnosno kako ste
ore - e :
doslt do njihovih uzoraka?

[. Obrazloziti  klinicki  znacaj ispitivanja  uticaja
maternalnih polimorfizama iz grupe gena folatnog
metabolizma na nastanak hromozomskih

: g s ancuploidija kod potomstva?
prof. dr Olivera Miljanovic, 5 S I[' : q L S iina ] . e
L . . 2. S obzirom da se dominantno u izlaganju pominje
Medicinski fakultet, Univerzitet Crne . . ) o ol
\ : s Down-ov  sindrom, S§ta je sa istrazivanjima

Gore, Crna Gora ; y ; -

povezanosti maternalnih genskih polimorfizama u
folatnom metabolickom putu i potomstva sa drugim

vijabilnim ancuploidijama ?

I. Obrazloziti kako je izvrsen izbor gena koji ée biti

prof. dr Vesna Miranovié, ukljuceni u istrazivanje? -

2. Na koji nacin je odredena velicina studijske grupe

Medicinski fakultet, Univerzitet Crne
Gore, Crna Gora

ispitanica?

(Titula, ime i prezime ¢lana komisije)

(Titula, ime 1 prezime clana komisije)

PITANJA PUBLIKE DATA U PISANOJ FORMI

(Ime i prezime)

(Ime 1 prezime)

(Ime i prezime)

ZNACAJNI KOMENTARI
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PRIJAVA TEME DOKTORSKE DISERTACIJE

OPSTI PODACI O DOKTORANDU

Titula, ime i prezime dr med. Miljana Andeli¢
Fakultet Medicinski fakultet, Podgorica
Studijski program Doktorske studije - medicina
Broj indeksa 7/2016

Ime i prezime roditelja Mihailo Andeli¢

Datum i mjesto rodenja | 02. 07. 1991. Pljevlja, Crna Gora

Adresa prebivalista 1)1p(.rsln bb Podgorica

Telefon 067/854-382 B

E-mail miljana. 111(11(.]1c(7kccg me, I‘nll]’lﬂ’! md]cllc;a}grmqll com
BIOGRAFI]A I BIBLIOGRAFI]A

e 2016/2017 i dalje: doktorand - akademske doktorske studije,
studijski program medicina, Medicinski fakultet, Univerzitet
Crne Gore.

Obrazovanje e Sept 2010 - Maj 2016: doktor medicine - Medicinski fakultet,
opsti smjer, Podgorica, Univerzitet Crne Gore, ocjena ,,B*
(9,08)

e 2006 —2010: SMS_ ,,17. Septembar” /’lbl]’lk Luca [

e Oktobar 2018 — 1 dalje: HpLCl]’lll/’lnt pedijatrije za potrt.bt.
Centra za medicinsku genetiku i imunologiju, Klinicki Centar
Crne Gore

e Avgust 2017 — Oktobar 2018: klinicki ljckar u Centru za
medicinsku genetiku i imunologiju, Klinicki Centar Crne Gore

e 2017/2018, 2018/2019, 2019/2020: saradnik u nastavi na
Medicinskom fakultetu u Podgorici, katedra fiziologije,
Univerzitet Crne Gore

Radno iskustvo

e Jun 2016 — Mqrt 2017: Volontcrski pripravnicki radni staz u

1. Nizak rast kod d]wo]mm kao indikator za otkrlvqnjc
Tarnerovog sindroma. Andeli¢c M, Jovanovi¢ |, Teofilov S,
Bulatovi¢ M, Ostoji¢ T, Miljanovié¢ O. Centar za medicinsku
genetiku i imunologiju — Klinicki centar Crne Gore. Drugi
kongres preventivne pedijatrije Crne Gore sa medunarodnim
uceséem, november 2018.

Popis radova
2 2. Put od prenatalnog cistiénog higroma do rijetke metabolicke

bolesti - prlqu pacijenta sa Sy /cllxvcgt.r Jovanovic ]', Maver
A2, Hodzi¢ A% Peterlin B?, Andelié¢ M', Miljanovic O."'Centar
za mcdlcmsl\u genetiku 1 1mur10lo;jl]u Klinicki centar Crne
Gore, *Klini¢ni institut za medicinsko genetiko, Univerzitetni
kliniéni centar Ljubljana. Drugi kongres preventivne pedijatrije
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Crme Gore sa medunarodnim ucéeséem, november 2018,

3. Znaca) hromozomskih aberacija u etiologiji ponavljanih
spontanih  pobacaja. Rolovic Neskovic R, Andelic M,
Jovanovié |, Teofilov S, Ostoji¢ T, Bulatovic M, Miljanovi¢ O.
Centar za medicinsku genetiku i imunologiju — Klinicki centar
Crne Gore. Drugi kongres preventivne pedijatrije Crne Gore
sa medunarodnim uéeséem, november 2018.

NASLOV PREDLOZENE TEME

! ,,» Uticaj maternalnih polimorfizama gena folatnog metabolizma na

Na sluzbenom jeziku 5 : s «
pojavu hromozomskih aneuploidija kod potomstva

“ Influence of maternal folate metabolism gene polymorphisms on

Na engleskom jeziku . .
5 ) the occurrence of chromosomal aneuploidies in offspring*

ObrazloZenje teme

Hromozomske aberacije (HA) su poremeéaji broja ili strukture hromozoma i od vclikog“s;
medicinskog i druitvenog znacaja jer predstavljaju vodecu grupu uzocnika fetalne smrtnosti,
djc¢ijeg morbiditeta i dugotrajnog hendikepa u zemljama sa dobro razvijenom zdravstvenom
zastitom. Hromozomske ancuploidije, koje karakteriSe poremeéaj u broju hromozoma, cine
preko 80% svih HA, a nastaju kao posljedica slucajne nepravilne segregacije hromozoma u
gametogenezi. Tako se zna da rizik od hromozomskih aneuploidija raste sa Zivotnom dobi
majki, molckularni i celularni mehanizmi hromozomskog nerazdvajanja i dalje nijesu
razjanjeni . Koliki je znacaj ispitivanja mchanizma nerazdvajanja i mogucnosti prevencije
ancuploidija upuéuje Cinjenica da je najmanje 5% svih humanih koncepcija ancuploidno
(Hassold, 2007; Hassold, Hunt, 2001), dok studije humanih gameta sugeri$u da je stvarni
procenat mnogo veéi, ¢ak 20-25%. Ucestalost ancuploidija medu Zivorodenom djecom je
0,3% i priblizno 4% medu mrtvorodenom "**'. Najées¢a ancuploidija i najces¢i genetski
razlog intelektualne nedovoljnosti je Down-ov sindrom (DDS), sa ucestaloscu od 1:150
koncepcija, koje se u 80% zavrse ranim spontanim pobacajem (Zintzaras, 2011). U 90 - 95%
nerazdvajanje hromozoma je majéinog porijekla i u 80% desava se tokom mejoze 1, u oociti
koja saztijeva prije zaceéa. Jedini do sada jasno prepoznat faktor rizika povezan sa DS jeste
starija Zivotna dob majke u trenutku zaceéa ****. Mada imaju isti mehanizam nastanka i
klinicki znacaj, ostale vijabilne hromozomske aneuploidije, autozomske trizomije 13 1 18, kao
gonozomske trizomije i monozomija X hromozoma, znacajno sc rjede susrije¢u u populaciji
novorodencadi 1 fetusa.

U potrazi za uzrocima nepravilne segregacije hromozoma i njihove nestabilnosti James sa
saradnicima je jo§ 1999. godine, a potom i Hobbs 2000. godine, pretpostavio da poremecenti
obrasci metilacije DNK, koji nastaju kao posljedica abnormalnog metabolizma folata, usljed
polimorfizama gena koji kodiraju enzime ovog metabolickog puta, mogu dovesti do
poremeéene metilacije centromernih i pericentromernih regiona i time predstavljati faktor
rizika majki za radanje djece sa aneuploidijama **'*'*". Folati igraju znacajnu ulogu kao
kofaktori enzimima ukljuéenim u proces biosinteze DNK i RNK. Metabolizam folata je
znacajan za dva glavna fizioloSka procesa: sintezu purina i pirimidina 1 proces metilacije kroz
metioninski ciklus. Oba puta su regulisana sa dvije reakcije: jedna je remetilacija homocisteina
u metionin, koji je prekursor S-adenozilmetionina, najvaznijeg donora metil grupe za procese

metilacije nukleinskih kiselina, proteina i lipida, a drugi je put transsulfuracije, u kom se stvara
8.10,11,12

cistein i glutation, a uklanja homocistein iz ciklusa e
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PredloZenim doktorskim istrazivanjem ispitivace se povezanost polimorfizama pojedinaénih
nukleotida (SNPs: Single Nucleotide Polymorphisms) u odredenim genima folatnog
metabolickog puta odgovornih za izmijenjeni obrazac metilacije DNK kod majki/trudnica ¢ija
djeca/ fetusi imaju hromozomske ancuploidije, zbog pokazanog uticaja ovih gena na maturaciju
oocite, nestabilnost hromozoma i rizik za nerazdvajanje hromozoma u mejozi (Moustafa, 2015,
Copeide, 2015; Balarin, 2017; Scala, 2006; O Leary, 2002; Boquett, 2013).

Predlozeno doktorsko istrazivanje predstavlja sastavni dio bilateralnog projekta Slovenija — Crna
Gora ,,Geneticka epidemiologija kongenitalnih anomalija u Sloveniji i Crnoj Gori* (rukovodioci
prof. dr Olivera Miljanovié, Crna Gora, prof. dr Borut Peterlin, Slovenija), odobrenog za
finansiranje od Ministarstva nauke Crne Gore i Slovenije za period 2021 — 2022. godinc
(https://www.mna.gov.me/vijesti/235203/Crna-Gora-i-Slovenija-u-2021 -2022-godini-
finansirace-30-zajednickih-naucnoistrazivackih-projekata.html). Doktorsko istraZivanje takode
predstavlja nastavak nacionalnog naucno-istrazivackog projeckta na temu istraZivanja
kongenitalnih malformacija, finansiranog od Ministarstva nauke Crne Gore (2012 — 2016.
godina; akronim: HPVGM, rukovodilac prof. dr Olivera Miljanovié, nosilac Klini¢ki centar Crne
Gore), tokom kog je prospektivno formirana baza podataka o kongenitalnim anomalijama i FIA,
zajedno sa formiranjem biobanke DNK uzoraka pacijenata i njihovih roditelja u Centru za
medicinsku genetiku i imunologiju.

Doktorsko istrazivanje se planira kao transverzalno-prospektivna studija, u kojoj ¢ée se koristiti
podaci i uzorci iz baze podataka i biobanke DNK, koji su formirani u okviru prethodno
navedenih istrazivackih projekta.

Pregled istraZivanja

Iako originalna James-ova hipoteza nije jos uvijck dokazana, in vitro studije su otkrile da éelije
usljed nedostatka folata povecavaju stopu aneuploidija hromozoma 21 (Lengauer, 1997; Wang,
2004; Beetstra, 2005), a nedavni dokazi sugeriSu da poremeéaj metilaciie DNK u nivou
pericentromernih regiona hromozoma 21 moZe biti odgovoran za greske rekombinacije i
nerazdvajanje hromozoma tokom mejoze (Oliver, 2014).

Metilacija DNK igra kljuénu ulogu u ekspresiji gena i diferencijaciji ¢elija. Dokazano je da
polimorfizmi pojedinacnih nukleotida (SNPs) MTHFR gena uzrokuju smanjenje aktivnosti
ovog cnzima, Sto dovodi do povecane potrebe za folnom kisclinom i rezultira poveéanim
nivoom homocisteina i hipometilacijom nukleinskih kiselina®'"'"'*'>, Najéeséi polimorfizam u
genu za MTHIR - 677C> T (rs1801133), do danas je istrazen u vise od 30 studija kao
potencijalni faktor maternalnog rizika za radanje djece sa DS, ali sa dobijanjem opreénih
rezultata. Meta-analize koje su ispitivale drugi polimorfizam u genu za MTHIR otkrile su da
MTHFR 1298A>C (rs1801131) polimorfizam nije nczavistan faktor rizika za DS. Medutim,
nekoliko studija otkrilo je da prisustvo oba polimorfizma u genu za MTHFR poveéava
maternalni rizik za radanje djeteta sa DS, viSe od pojedinaénog prisustva MTHFR 677C>T
(Grillo, 2002; Acacio, 2005; Scala, 2006; Brandalize, 2009; Zampieri, 2012).

Drugi znacajan polimorfizam u metabolickom putu folne kiseline je MTRR G66A>G
(rs1801394), povezuje se sa rizikom majke za radanje djece sa DS (Hobbs, 2000). Naknadni
istrazivacki radovi dali su opreéne rezultate, ali poéev od meta-analize koju su 2009. sproveli

Medica i saradnici svaka sljedeca meta analiza potvrdila je povezanost ovog polimorfizma sa
rizikom za DS.
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Bosco sa saradnicima, 2003. godine je ispitivao polimorfizam MTR 2756A> G (rs 1805087) kao
faktor rizika za DS, ali nedavne meta analize potvrdile su da polimorfizam MTR 2756A> G nije

nezavisan faktor rizika majki za potomstvo sa DS (Yang, 2013; Coppede, 2013a; Balduino
Victorino, 2014).

Brojni autori isticu povezanost kombinovanih polimorfizama u MTHIR 1 MTRR ili MTRR i
MTR genu sa rizikom majke da rodi dijete sa DS (Hobbs, 2000; Bosco, 2003; Wang, 2008,
Coppede, 2009, 2014; Brandalize, 2010; Liao, 2010). Grupa istrazivaca iz Brazila (Biselli, 2008)
dosla je do zakljucka da prisustvo tri ili vise polimorfnih alela MTHIFR C677T, MTHI'R
A1298C, MTR A2756G i RFCT A80G, kao i koncentracija homocisteina preko 4,99 pmol/l
predstavljaju maternalni rizik za radanje djece sa DS .

Coopede sa saradnicima je 2006. godine u svojoj studiji utvrdio da postoji grani¢no povecan
rizik za radanje djece sa DS, ukoliko su majke nosioci kombinovanog genotipa RFCT
80GG/MTHER 677TT, a da je redukovan rizik ako su nosioci RFCT 80(AA or AG)/MTHFEFR
1298AA genotipa. Medutim dvije meta analize koje su objavili Yang, 2013. i Coopede, 2013.

sugeriSu da bi polimorfizam RFC7 80G>A mogao predstavljati nezavisan maternalni faktor
rizika za aneuploidije """

Meta analiza grupe istrazivaca iz Slovenije (Medica, Maver, Augusto, Peterlin, 2009) pokazala je
da Zene nosioci T alela polimorfizma MTHEFR C677T irm]u 35-40% vedi rizik za radanje djece
sa DS. Zene nosioci G alela polimorfizma MTRR A66G i imaju 57% veci rizik za radanje djece
sa DS. Rezultati su ukazali da nosioci polimorfizama MTHFR A1298C i RFC1 A80G imaju
povecan rizik, ali rezultat nije uspio da dostigne statisticku znadajnost'".

Meta analiza koju su objavili Yang i saradnici 2013. godine, obuhvatila je 157 objavljenih radova,
pokazala je majke nosioci genskog polimorfizma MTHFR C677T imaju 35% veéu vjerovatnoéu
za radanjem djeteta sa DS u odnosu na zdravu majku iz kontrolne grupe. Za majke nosioce

genskog polimorfizma MTRR A66G ta vierovatnoca je veca za 31%, a za RFC1 AB0G rizik od
radanja djeteta sa DS iznosi 18% .

Pregledom objavljenih radova uocava se da je veéina istraZivanja i meta analiza fokusirana na
najucestaliju aneuploidiju: trizomiju 21. Do sada je objavljen mali broj radova na temu
povezanosti Tarnerovog sindroma (IS) sa genskim polimorfizmima. Najvise su ispitivani
polimorfizmi MTHFR 677T 1 A1298C, ali sa dobijanjem opre¢nih rezultata (Santos, 2006;
Oliveira, 2008; Ismail, 2015)'"”?" Ispitivanje povezanosti ostalih vijabilnih ancuploidija
(trizomija 13 1 18 i gonozomskih trizomija) nije dostupno u postojecoj literaturi.

Scala sa saradnicima je 2006. godine, u svom istrazivanju otkrio da MTIFD1 1958G>A
polimorfizam (rs2236225) u kombinaciji sa RFC1 80G>A polimorfizmom (kombinovani
MTHFD1 1958AA / RFC1 80GG genotip) predstavlja faktor rizika za DS*. Naknadne studije
su dale oprecne rezultate (Zampieri, 2012; b; Liao, 2014; Izci Ay, 2015), ali je ovaj polimorfizam
i dalje kandidat koji ¢e se istraziti u budu¢im studijama.

U istrazivanjima koje su sproveli Coppede, 2013. i Jaiswal, 2015. godine, sugerisano je da bi
kombinovani genotip DNMT3B -579GT / -149CC mogao biti povezan sa rizikom majki za
radanje djece sa DS, medutim podaci su jo$ uvijek preliminarni i treba da budu potvrdeni u
narednim studijama®*,
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Studije koje su ispitivale polimorfizam BHMT 742G>A (Zampieri, 2012; Amorim, 2013) dosle
su do zakljucka da nosioci ovog polimorfizma mogu imati smanjen rizik za DS, §to ¢ini ovaj gen
znadajnim kandidatom za buduéa istraZivanja®™=.

U dosadasnjim istraZivanjima u Crnoj Gorl, pokazano je da HA imaju znadajan udio u
morbiditetu, susrijecu se kod vise od 3% rizicne novorodencadii kod preko 16% novorodencadi
sa kongenitalnim anomalijama. Najveéa smrtnost uocava se u grupi novorodendadi sa HIA
(18%), dok je kod novorodencadi sa kongenitalnim anomalijama, mortalitet bio posljedica
hromozomskih bolesti kod 22%. Anecuploidije predstavljaju vodeée HA kod riziénih
novorodencadi, a medu njima prednjaci DS (86%) i direktno su povezane sa uznapredovalom
zivotnom dobi majke. Ispitivanje SNPs u genima za hereditarne trombofilije kod Zena sa
nepovoljnim ishodom trudnoca u Crnoj Gori pokazalo je povezanost polimorfizma 677C>T u
MTHFR genu sa prisustvom kongenitalnih anomalija i hromozomskih ancuploidija kod
njihovih fetusa (Miljanovié, 2013)%*725,

Cilj i hipoteze

Zadatak doktorskog istraZivanja je da ispita na koji nacin alterirani folatni metabolizam,
uzrokovan prisustvom polimorfizama na nivou jednog nukleotida (SNPs) u genima folatnog
metabolizma, utie na nepravilnu segregaciju hromozoma u gametogenezi.

Ciljevi istrazivanja:

Cilj 1: Utvrditi frekvenciju alela i genotipova u okviru polimorfizama u odabranim genima
folatnog metabolizma (MTHFR, MTR, MTRR, RFC1, MTHFD1, DNMT3B, BHIMT) u grupi
ispitanica Cija su djeca/fetusi imali hromozomske aneuploidije i u kontrolnoj grupi.

Cilj 2: Utvrditi da li postoji povezanost pojedinacnih polimorfizama u ispitivanim genima kod
ispitanica sa pojavom hromozomskih ancuploidija kod njihove djece/ fetusa.

Cilj 3: Utvrditi da li postoji povezanost interakcije vise genskih polimorfizama u ispitivanim
genima kod ispitanica sa pojavom hromozomskih aneuploidija kod njihove djece/fetusa.

Cilj 4: Pretpostaviti geneticke mchanizme u etiologiji hromozomskih aneuploidija na osnovu
potencijalno otkrivenih asocijacija izmedu ispitivanih genskih polimorfizama i nepravilne
segregacije hromozoma u oociti.

Cilj 5: Koncipirati plan prekoncepcijskih preventivnih mjera u cilju smanjenja rizika za nastanak
koncepcija sa aneuploidijama.

Na osnovu navedenih ciljeva, postavljence su sljedeée hipoteze:

HO1: Pojedini polimorfizmi u genima folatnog metabolizma ucestalije se javljaju u studijskoj
grupi ispitanica, ¢ija djeca/fetusi imaju hromozomske ancuploidije nego u kontrolnoj grupi
zena.

HO02: Pojedinacno i/ili zajednicko djelovanje polimorfizama u genima folatnog metabolizma
kod Zena modifikuje segregaciju hromozoma u mejozi oocite i utice na nastajanjc
hromozomskih ancuploidija kod njihovih potomaka.
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Materijali, metode i plan istraZivanja

Dizajn istraZivanja
IstraZivanje je dizajnirano kao transverzalno-prospektivna studija, u kojoj ée se ispitivati

povezanost polimorfizama u genima folatnog metabolizma Zecna kod dije je djece/fetusa
utvrdeno prisustvo hromozomskih aneuploidija.

U istraZivanju ¢e se koristiti baza podataka i biobanka DNK Centra za medicinsku genetiku i
imunologiju, koje su prospektivno formirane u okviru prethodnog nacionalnog nauéno-
istrazivackog projekta, navedenog u obrazloZenju teme. Prospektivno prikupljanje podataka i
uzoraka DNK nastavlja sc i tokom 2021. godine u okviru bilateralnog projckta navedenog u
obrazloZzenju doktorske teme.

IstraZivanje e biti sprovedeno u saradniji sa Centrom za medicinsku genetiku i imunologiju
Klinickog centra Crne Gore i Centrom za nauéno-istrazivacki rad Medicinskog fakulteta UCG.

Geneticka istrazivanja spadaju u poscbno osjetljive istrazivacke aktivnosti i zahtijevaju striktno
postupanje u skladu sa aktuelnim etickim principima. Iz navedenih razloga istrazivacki tim
Centra za medicinsku genctiku i imunologiju Klini¢kog centra Crne Gore, na éelu sa prof. dr
Oliverom Miljanovi¢ veé posjeduje saglasnost Etickog komiteta Klinickog centra Crne Gore za
prospektivno prikupljajnje podataka i formiranje biobanke DNK uzoraka u svrhu ispitivania
molekularnih mchanizama kongenitalnih anomalija i genomskih poremecéaja, ukljucujud i
odobreni informisani pristanak ispitanika (djel. br. 03/01-11944/1).

Kompletno istraZivanje ¢e se sprovoditi u skladu sa aktuelnim etickim naéelima, crnogorskom
zakonskom regulativom (poscbno Zakonom o zadtiti genctickih podataka), Helsinikom
deklaracijom 1964. i Konvencijom o ljudskim pravima i biomedicini i njenim dodatnim
protokolima (Oviedo konvencija). Za sve ispitanice iz biobanke DNK uzoraka, postoji potpisan
informisani pristanak, koji ¢e biti pribavljen i od prospektivio ukljucenih ispitanica.

Ispitanici
U istraZivanje ¢e biti ukljuceno oko 300 - 350 Zena u okviru studijske i kontrolne grupe.

Studijska grupa ¢e obuhvatiti oko 150 — 200 Zena &ija su djeca/fetusi imali postnatalno ili
prenatalno utvrdene hromozomske ancuploidije. Za utvrdivanje ancuploidija kod djece/ fetusa
koristi se konvencionalna citogeneticka metodologija - kariotip, koja se sprovodi u Centru 7a
medicinsku genctiku i imunologiju Klini¢kog centra Crne Gore.

Kontrolna grupa ispitanica sastojace se od oko 150 Zena koje nijesu imale nepovoljnih ishoda
trudnoca (spontani pobacaj, infertilitet, kasna fetalna ili neonatalna smrt), niti djecu/fetuse sa
hromozomskim aneuploidijama i imaju najmanje jednu uspjeino ostvarenu trudnoéu.

Metodologija istraZivanja

Uzorkovanije i izolacija genomske DNK:

Kao uzorak za molckularno-geneticke analize koristice se periferna krv majki/ trudnica. Svi
uzorci su obiljezeni tako da garantuju anonimnost ispitanica i da identitet ispitanica ostane u
potpunosti zasticen. Izolacija DNK iz uzorka periferne kevi ée se sprovesti u u skladu sa
aktuelnim molckularno-genetickim protokolima. Deoksiribonukleinska kiselina je izolovana iz
periferne krvi sakupljene u epruvetama od 4,5 ml sa Na-citratom i ckstrahovana komercijalnim
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testom QIA amp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Nemacka). Ekstrahovana DNK je rastvorena
u 200 ml pufera AL i ¢uvana na -20 ° C.

Detekcija polimorfizama u genima folatnog metabolizma:
Istrazivanjem je predvideno odredivanje 9 polimorfizama u 7 gena uklju¢enih u folatni
metabolizam:
1. MTHFR C677T (rs1801133),
MTHFR A1298C (rs1801131),
MTR A2756G (rs1805087),
MTRR A66G (rs 1801394),
RECT G80A (rs 10512606),
MTHFD1 G1958A (rs 2236225),
DNMT3B -G579T (rs 1569686),
DNMT3B -C149T (rs 2424913),
BHMT G742A (rs 3733890).

© ®NAU R WN

Dva polimorfizma nukleotidne sckvence (SNPs) u MTHEFR genu (C677T - rs1801133 1 A1298C
- 151801131), bic¢e odredivani lancanom reakcijom polimeraze specifiénom za alel (PCR). PCR
¢e biti izveden u ciklicnom termostatu (Mastercycler gradient Eppendorf) koriéenjem
temperaturnog tezima: pocetno aktiviranje (15 min 95 © C), 5 ciklusa (1 min 94 ° C; 1 min 63 °
C; 1 min 72 © C), 30 ciklusa (30 s 94 °C; 30 s 63 ° C, 30 s 72 © C), finalna clongaciona sinteza
(2 min 72 © C). Amplifikacija DNK uzoraka e biti analizirana nakon clektroforeze (2,5%
agarozni gel, obojen ctidijum bromidom) i vizualizovana na Ultra Violet (UV) transilluminatoru.

SNPs gena MTR A2756G (rs1805087), MTRR A66G (rs 1801394), RFC1 G80A (rs 1051266),
MTHFD1 G1958A (rs 2236225), DNMT3B G579T (rs 1569686) i C149T (rs 2424913), BHMT
G742A, (rs 3733890) odredivaée se escjom alelske diskriminacije upotrebom “predesigned
genotyping SNP” eseja. Diskriminacija genotipova ispitivanih gena radi¢e se na Applied
Biosystems 7500 Real-Time aparatu. Uz navedene eseje koristice se TaqMan Universal Master
Mix, a dobijeni rezultati ¢e se obradivati uz pomoé Primer-Express® softvera.

Statisticka analiza bice izvrSena pomocu Microsoft Excel i softverskog programa SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences). Deskriptivna statistika ¢e biti kori§éena za
demografske karakteristike. Ucestalost homozigotnih i heterozigotnih polimorfizama za svaki
ispitivani gen, kao i razlike u frekvencama polimorfizama gena kandidata izmedu majki
djece/fetusa sa aneuploidijama i kontrolne grupe majki bi¢e odredena pomoéu hi-kvadratnog
testa (* test). Odredivanje frekvence genotipova i alela biée izratunato pod pretpostavkom
Hardy-Weinberg ravnoteze. Odnos vjerovatnoée (OR - odds ratio) sa odgovarajudim
intervalom povjerenja (CI- Confidence Interval) od 95% biée koriséen da predstavlja vezu
izmedu SNPs i rizika od radanja djece sa aneuploidijama. Vrijednosti p manje od 0,05 smatrace
se statisticki znacajnim.

Podaci e biti prikazani tekstualno, tabelarno i graficki, uz koris¢enje MS Excel.

Plan istraZivanja za ukupni period istraZivanja (prema prihvaéenom gantogramu
aktivnosti doktoranda za period od IX 2017. do IX 2023. godine):

Prikupljanje uzoraka za genetic¢ke analize:

Prospektivno - prikupljanje uzoraka krvi ispitanica &ja djeca/fetusi imaju utvrdene
__ancuploidije i izolacija DNK ée se nastaviti i tokom 2021. godine
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- Prospektivno prikupljanje uzoraka krvi i izolacija DNK ispitanica kontrole grupe ée se
nastaviti 1 tokom 2021. godine

- Odabir prikupljenih uzoraka DNK ispitanica cija djeca/fetusi imaju utvrdene aneuploidije
iz postojece baze DNK uskladistene u Centru za medicinsku genetiku i imunologiju
Klinickog centra Crne Gore zakljuéno sa decembrom 2020. godine.

Geneticke analize:
Ispitivanje polimorfizama u genima kandidatima:

- Priprema metodologije i protokola istrazivanja polimorfizma gena kandidata —
karakterizacija polimorfizama i odabir gena kandidata

- Ispitivanje polimorfizama u odabranim genima za navedene grupe ispitanika

- Procjena povezanosti ispitivanih polimorfizama gena kandidata sa molekularnim
mehanizmima nastanka ancuploidija.

Publikacije i doktorat

- Priprema rukopisa i objavljivanije rezultata istraZivanja u indeksiranim ¢asopisima
- Priprema i odbrana doktorske teze

Ostale aktivnost:
Diseminacija rezultata istraZivanja i translacija znanja kroz u¢eiée na nauénim predavanjima.
O¢ekivani nau¢ni doprinos

Uzimajuéi u obzir znacajan udio hromozomskih ancuploidija u obolijevanju, smrtnosti i
invaliditetu djece u Crnoj Gori, kao i ¢injenicu da je dojenacki mortalitet u Crnoj Gori pribliZio
na nivou razvijenih zemalja (3,4 promila u 2016. godini), istraZivanje molekularnih mehanizama
nastanka hromozomskih aneuploidija, neophodan je preduslov za objektivau identifikaciju i
procjenu znacaja genomskih faktora povezanih sa nastankom aneuploidija, planiranje i
sprovodenje antckoncepcijske prevencije aneuploidija, kao i smanjenju troskova za lijeéenjc i
habilitaciju djece sa ancuploidijma u Crnoj Gori.

Meta analize studija o povezanosti SNPs sa nastankom ancuploidija ukazuju na
raznovrsnost i Cesto kontroverznost rezultata i znacajne populacijske varijacije, stoga
predvidamo da ¢éemo realizacijom ove doktorske disertacije procijeniti moguéu asocijaciju
izmedu pojedinih  hromozomskih aneuploidija i polimorfizama u genima kandidatima
ukljucenih u folatni metabolizam, u populaciji Crne Gore, ¢ime éemo doprinijeti saznanjima o
mogucim mehanizama nerazdvajanja hromozoma. Uspjesna realizacija doktorskog istraZivanja
unaprijediée  crnogorske istraZivacke kapacitete u cilju $to veéeg uéeséa u evropskim
istraZivackim programima usmjerenih na unapredenje kvaliteta zdravlja i Zivota od samog
njegovog pocetka.

Predvidena je promocija rezultata doktorske disertacije kroz objavljivanje radova u
medunarodnim 1 nacionalnim nau¢nim casopisima, prezentacija rezultata rada nauéno-
istrazivackoj zajednici Crne Gore, doprinos proirenju biobanke DNI majki djece/ fetusa
Centra za medicinsku genetiku i imunologiju Klinickog centra Crne Gore, multidisciplinaran
pristup izucavanja molekularnih mchanizama u nastanku hromozomskih aneuploidija kroz
saradnju sa Centra za medicinsku genetiku i imunologiju KC CG i Centrom za naué¢no-
istrazivacki rad Medicinskog fakulteta UCG.

Spisak objavljenih radova kandidata

1. Nizak rast kod djevojtica kao indikator za otkrivanje Tarnerovog
sindroma. Andeli¢ M, Jovanovié ], Teofilov S, Bulatovié M, Ostoji¢ ‘T, Miljanovié O.
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Centar za medicinsku genctiku i imunologiju — Klinicki centar Crne Gore. Drugi
kongres preventivne pedijatrije Crne Gore sa medunarodnim uceséem, november 2018.
2. Put od prenatalnog cisticnog higroma do rijetke metabolicke bolesti - prikaz pacijenta
sa Sy Zellweger. Jovanovic J', Maver A%, HodZié¢ A%, Peterlin B?, Andeli¢ M', Miljanovic
O."'Centar za medicinsku genetiku i imunologiju, Klini¢ki centar Crne Gore, *Klini¢ni
institut za medicinsko genetiko, Univerzitetni klinicni centar Ljubljana. Drugi kongres
preventivne pedijatrije Crne Gore sa medunarodnim uceséem, november 2018.

3. Znacaj hromozomskih aberacija u etiologiji ponavljanih spontanih pobacaja. Rolovic
Neskovi¢ R, Andeli¢ M, Jovanovié |, Teofilov §, Ostoji¢ T, Bulatovi¢ M, Miljanovié¢ O.
Centar za medicinsku genetiku i imunologiju — Klinicki centar Crne Gore. Drugi
kongres preventivne pedijatrije Crne Gore sa medunarodnim uceséem, november 2018.
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Na osnovu ¢lana 165 stava 1 Zakona o op§tem upravnom postupku ("Sluzbeni list RCG", broj 60/03.), &lana 115 stava 2
Zakona o visokom obrazovanju ( "Sluzbeni list CG", broj 44/14.) i sluzbene evidencije, a po zahtjevu studenta Andeli¢ Mihail:
Miljana, izdaje se

UVJERENJE O POLOZENIM ISPITIMA

Student Andeli¢ Mihailo Miljana, rodena 02-07-1991 godine u mjestu Pljevlja, op3tina Pljevlja, Republika Crna Gora,
upisana je studijske 2016/2017 godine, u I godinu studija, kao student koji se samofinansira na doktorske
akademske studije, studijski program MEDICINA, koji realizuje MEDICINSKI FAKULTET - Podgorica Univerziteta
Crne Gore u trajanju od 3 (tri) godine sa obimom 180 ECTS kredita.

Student je poloZio ispite iz sljedeéih predmeta:

Redni Broj ECTS

| broj Semestar  Naziv predmeta : Ocjena Uspjeh % Erfdi.“f
I. 1 BIOSTATISTIKA A" (odlican) 10.00
2. 1 MEDICINSKA INFORMATIKA "A" (odlican) 10.00
3. 1 METODOLOGIJA NAUCNOG ISTRAZIVANJA "B" (vrlodobar) 10.00
4. 2 OSNOVICELISKE BIOLOGIJE "A" (odlican) 10.00
5. 2 OSNOVI MOLEKULARNE GENETIKE "B (vrlodobar) 10.00

Zakljutno sa rednim brojem 5.
Ostvareni uspjeh u toku dosadagnjih studija je:

- srednja ocjena poloZenih ispita "A" (9.60)

- ukupan broj osvojenih ECTS kredita 50.00 ili 83.33%

- indeks uspjeha 8.00.
Uvjerenje se izdaje na osnovu sluzbene evidencije, a u svrhu ostvarivanja prava na: (djecji dodatak, porodicnu penzifu,
invalidski dodatak, zdravstvenu legitimaciju, povlaséenu voinju za gradski saobraéaj, studentski dom, studentski kredit,
stipendiju, regulisanje vojne obaveze i slicno).

Broj:
Podgorica, 24.06.2021 godine
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