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o0 ocjeni uradene doktorske disertacije

I PODACI O KOMISIJI

1) Nastavno-naucno vijece Prirodno-matematickog fakulteta Univerziteta u Banjoj Luci
je na sjednici odrzanoj 14.06.2017. godine donijelo Odluku broj19/3.1524/17 kojom
je imenovalo Komisiju za pregled, ocjenu i odbranu doktorske disertacije. Komisija je
dobila zadatak da napiSe IzvjeStaj o ocjeni uradene doktorske disertacije
.Identifikacija i karakterizacija geneti¢kih polimorfizama asociranih sa sindromom
iritabilnog kolona®, kandidatkinje mr Irine Milovac.

2) Komisija:

- Prof.dr Natafa Golié, predsjednik, UZa naucna oblast: Molekularna genetika 1

geneticko inZenjerstvo; Molekularna mikrobiologija, Institut za molekularnu genetiku i

geneticko inZzenjerstvo, Beograd, Srbija.

- Prof.dr Lejla Pojski¢, mentor, ¢lan, Uza naucna oblast: Humana molekularna
genetika; Biotehnologija 1 biosigurnost, Institut za geneticko inZenjerstvo i biotehnologiju,
Univerzitet u Sarajevu.

- Prof.dr Stojko Vidovié, mentor, ¢lan, UZza naucna oblast: Humana genetika;
Molekularna biologija, Medicinski fakultet, Univerzitet u Banjoj Luci.

1) Navesti datum i organ koji je imenovao komisiju;

2) Navesti sastav komisije sa naznakom imena i prezimena svakog ¢lana, nau¢no-nastavnog zvanja, naziva
uze nau¢ne oblasti za koju je izabran u zvanje i naziva univerziteta/fakulteta/instituta na kojem je ¢lan
komisije zaposlen.

II PODACI O KANDIDATU

1) Trina, Nedeljko, Milovac

2) 17.06.1978. godine, Banja Luka, Bosna i Hercegovina

3) Univerzitet u Sarajevu, Prirodno-matematicki fakultet, Odsjek za Biologiju, smjer
genetika, magistar biolo3kih nauka

4) Prirodno-matematicki fakultet, ,,Analiza uloge hondroitin sulfat proteoglikana tipa 3
(SCPG 3) u biologiji shizofrenije*, Bioloske nauke, 17.12.2012. godine

5) Bioloske nauke

6) Postupak za sticanje naucnog stepena doktora nauka je zapocet 2013. godine, prema

____odredbama ¢lana 149. Zakona o visokom obrazovanju; Studijski program: Biologija

1) Ime, ime jednog roditelja, prezime;

2) Datum rodenja, opstina, drzava;

3) Naziv univerziteta i fakulteta i naziv studijskog programa akademskih studija Il ciklusa, odnosno

poslijediplomskih magistarskih studija i ste¢eno struéno/naucno zvanje;

4) Fakultet, naziv magistarske teze, nauéna oblast i datum odbrane magistarskog rada;
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5) Naucna oblast iz koje je ste¢eno nau¢no zvanje magistra nauka/akademsko zvanje mastera;
6) Godina upisa na doktorske studije i naziv studijskog programa.

T UVODNI DIO OCJENE DOKTORSKE DISERTACIJE

1)

2)

"Identifikacija i1 karakterizacija genetickih polimorfizama asociranih sa
sindromom iritabilnog kolona"

27.03.2014. godine, Senat Univerziteta u Banjoj Luci (Odluka broj: 02/04-3.995-
40/14)

Poglavlje .,UVOD* je napisano na 34 stranice i sadrzi kratak osvrt na klinicke i
molekularno-bioloske  osnove  sindroma  iritabilnog  kolona,  probleme
dijagnostifikovanja i lije¢enja. U ovom dijelu dat je veoma detaljan i referentan
pregled aktuelne literature iz pripadajuée oblasti. Uvod je koncipiran na nacin da se
vrlo vjesto isticu kljuéni problemi kao opravdanje za molekularno-bioloska
istrazivanja, a samim tim i problem istraZivanja ove disertacije.

Poglavlje ,.CILJ ISTRAZIVANJA® (35. strana) je napisano u formi taksativnog
navoda sveukupnog cilja, te pojedinacnih ciljeva diseratacije.

Poglavlje  MATERIJAL I METODE® (od 36. do 75. stranice) sadrzi jasan opis
istrazivanja po fazama rada, sa podacima o ispititivanoj (statistickoj) populaciji, vrsti,
mjestu 1 na¢inu sakupljanja bioloskih uzoraka i klini¢kih i demografskih podataka o
ispitanicima, na¢inu transporta i obradi uzoraka, izolaciji DNK i RNK, kvanlitativnoj i
kvantitativnoj analizi ekstrakata, PCR, detekciji rezultata genetickih analiza,
metodama statisticke obrade i interpretacije rezultata. Eticki aspekti su kao vazan
aspekt savremenih humanih molekularno-geneti¢kih istrazivanja eksperimenta
posebno obrazlozeni u okviru ovog poglavlja.

U poglavlju ,REZULTATI* (od 76. do 105. stranice) kandidatkinja je, poStujuci
principe metodologije prezentovanja rezultata nauéno-istrazivackog rada, jasnim
jezikom, tabelarno i slikama, pregledno predstavila dobijene rezultate slijedec¢i logiku
provedenog istrazivanja. U okviru prvog dijela kandidatkinja je predstavila detaljno
rezultate o sakupljenim podacima i uzorcima. U drugom dijelu je predstavila brojnu,
starosnu i polnu strukturu ispitivanih grupa, a u trecem dala detaljne podatke vezane
za klinicke upinike. U &etvrtom dijelu kandidatkinja je dala rezultate genotipizacije
ispitivanih  polimorfizama, rezultate asocijativne analize, Hardi-Vajnbergovog
ekvilibrijuma i P vrijednosti na genotipskom i alelnom nivou, kao i rezultate analize
haplotipskih asocijacija metodom regresivne analize haplotipova. U petom dijelu
kandidatkinja je predstavila rezultate analize asocijacije varijacija u genskoj ekspresiji
sa ispitivanim klinickim fenotipom, a u Sestom rezultate analize korelacija izmedu
genetickih karakteristika ispitivanog oboljenja i klinickih parametara.

Rezultati istrazivanja su kroz poglavlje ,DISKUSIJA® (od 106. do 119. stranice)
dodatno razmatrani i obrazlozeni istim redoslijedom kao i u prethodnom poglavlju. Na
vrlo vjest na¢in, kandidatkinja je dodatno obrazlozila rezultate svoje doktorske
disertacije i razmotrila ih u svjetlu dosada$njih rezultata istrazivanja na polju genetike
sindroma iritabilnog kolona koriste¢i visokoreferentne publikacije iz pripadajuce
oblasti.

Poglavlje ,.ZAKLJUCAK* (od 120. do 122. stranice) sadri pravilno izvedene i

sistematski izlozene najvaznije zakljucke ovog istrazivanja, uz jasno navodenje
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njihovog teorijskog i prakti¢nog znacaja za ispitivano podrudje.

U poglavlju ,LITERATURA®* (od 123. do 133. stranice) je dat pregledan popis
ukupno 83 koristene reference i 25 internetskih navoda.

U numeraciju nisu ukljuéeni .,REZIME™ i ,, SUMMARY®, dati na po¢etku rada, poslije
naslovnih strana na srpskom i engleskom jeziku, koji na adekvatan nacin daju prosiren
sazetak ove doktorske disertacije na srpskom, odnosno engleskom jeziku. Slijede,
takode bez uklju¢ivanja u numeraciju, ,,ZAHVALA® i .SADRZAJ* prije poglavlja
LUVOD®, kao i1 biografija autora i tri Izjave, koje se nalaze na kraju rada poslije
poglavlja ,,LITERATURA*. '
Doktorska disertacija je u potpunosti uradena u skladu sa propozicijama Pravilnika o
sadrzaju, izgledu i digitalnom repozitorijumu doktorskih disertacija na Univerzitetu u
Banjoj Luci. Ova doktorska disertacija sadrzi 133 numerisane stranice Stampanog
teksta, 27 slika, 5 grafikona i 46 tabela. Obuhvata sedam poglavlja: UVOD, CILIJ
ISTRAZIVANJA, MATERIJAL 1 METODE, REZULTATI, DISKUSIJA,
ZAKLIUCAK i LITERATURA. Koristeno je 83 referenci i 25 internetska navoda.

1) Naslov dokror‘sﬁ'e'disenacije;

2) Vrijeme i organ koji je prihvatio temu doktorske disertacije

3) Sadrzaj doktorske disertacije sa strani¢enjem;

4) Ista¢i osnovne podatke o doktorskoj disertaciji: obim, broj tabela, slika, $ema, grafikona, broj citirane

literature i navesti poglavlja.

IV UVOD I PREGLED LITERATURE

1

Sindrom iritabilnog kolona (Irrirable Bowel Syndrome — IBS) je funkcionalni
poremecaj gastrointestinalnog trakta (GI) okarakterisan bolovima i nelagodom u
stomaku koji je povezan sa defekacijom i poremecajima u defekaciji, kao i sa
distenzijom stomaka, a takode su prisutna i razli¢ita psiholoska stanja kao $to su
razli¢iti strahovi, anksioznost, pa ¢ak i depresije. Kriterijumi za uspostavljanje
dijagnoze su jasni, ali nisu lako primjenljivi u klini¢koj praksi o ¢emu govori podatak
da vise od 40% pacijenata mogu imati simptome i do 5 godina prije uspostavljanja
same dijagnoze. U slucaju da ne postoji nikakva fizic¢ka, radioloska ili laboratorijska
indikacija za neko organsko gastrointestinalno oboljenje, sumnja se na IBS. Sindrom
iritabilnog kolona je okarakterisan kao .mozak-crijevo™ poremecaj (brain-gut
disorder), a vezuje se sa izmijenjenim fizioloskim procesima kao 3to su peristaltika
crijeva, visceralna preosjetljivost, promjene u imunom odgovoru u sluzokozi crijeva i
promjene u crijevnoj mikroflori. Neke epidemioloske studije su pokazale da je u
Sjevernoj Americi prevalenca za IBS 3-20% 3to na godisnjem nivou predstavlja oko
45 miliona oboljelih (Burbige, 2010). Proteklih tridesetak godina dijagnostifikovanje
sindroma iritabilnog kolona zasnovano je na pozitivnoj dijagnostici kompatibilnih
simptoma, kao i iskljuivanja organskih bolesti, prvenstveno karcinoma debelog
crijeva i Kronove bolesti. Simptomi IBS-a su heterogeni, a mogu da se pojacavaju i/ili
jenjavaju tokom vremena. ZabiljeZen je kormobiditet sa drugim GI oboljenjima i
nekim psiholoskim stanjima, kao 1 sa oboljenjima koja uopste nisu gastrointestinalna.
Sindrom iritabilnog kolona negativno uti¢e na kvalitet Zivota (QOL — Quality of Life)
koji se ogleda u smanjenoj produktivnosti u radu i poveéanim izostancima sa posla i iz

skole, kao i ucestalijim koriStenjem zdravstvene zastite, §to ima znacajne posljedice na
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drustveno-ekonomski sistem (Henstrém, 2016). Prema Rim III kriterijumu moZe se
izvrsiti subkategorizacija sindroma iritabilnog kolona na IBS-D (dijareja tip), IBS-C
(konstipacija tip), IBS-M (mijeSani tip kao kombinacija dijareje i konstipacije), kao i
neimenovani tip IBS-a (IBS-unsubtyped) (Yao, 2012). Funkcionalni gastrointestinalni
poremecaji imaju visoku incidencu i prevalencu u opstoj populaciji. Procjenjuje se da
je prevalenca za IBS u zemljama zapadne populacije izmedu 8 i 20%. Sli¢na
prevalenca je i u Kini, a neSto niza u Tajlandu. Ovo oboljenje ¢eS¢e pogada Zene
srednje Zivotne dobi nego muskarce, npr. u Indiji 20-30% Zena oboli od IBS-a. U
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama IBS pogada izmedu 10 i 20% populacije, $to ovu
drzavu kosta 1.6 biliona dolara direktno i 19.2 biliona dolara indirektno na godisnjem
nivou. Vecina bolesnika sa IBS-om i ne traZi lijeéni¢ku pomo¢ §to navodi na ¢injenicu
da prevalenca IBS-a mozZe biti veca od one koja se navodi u literaturi. Na prevalencu
IBS-a uti¢u socijalni i kulturoloski faktori (Ladabaum, 2012). Za sada ne postoje
epidemioloski podaci za IBS u Bosni i Hercegovini i u regionu. Ispitivanja su
pokazala da se IBS javlja ¢eS¢e unutar nekih porodica sugeriSuéi tako geneticku
komponentu bolesti (Kalantar et al, 2003; Saito, 2011). Bolesnici sa IBS-om prilikom
uzimanja anamneze ¢esto navode pozitivnu porodiénu istoriju, a studije su pokazale da
osobe u ¢ijim porodicama se javlja IBS imaju dva do tri puta vecu vjerovatnocu da
obole od sindroma iritabilnog kolona od osoba ¢ije porodice nemaju IBS. T dalje je
nejasno koji su to sve geni, uz sadejstvo spoljadnjih faktora sredine, asocirani sa
sindromom iritabilnog kolona (Saito, 2011). Genotipizacija genetickih markera,
sekvenciranje cjelokupnog ljudskog genoma kao i skladistenje i analiza ovih podataka
dovelo je do otkrivanja velikog broja suspekinih genskih lokusa za razli¢ira Gl
oboljenja. Ovo je privuklo mnoge da se istraze genski lokusi koji uzrokuju ili barem
mogu doprinjeti razvoju IBS-a, iako ovakva istrazivanja zahtijevaju mnogo truda,
vremena 1 finansijskih sredstava. Do danas je poznato oko 60 gena kandidata i
njihovih specifiénih varijanti identifikovanih na osnovu genotipizacije, a koji se
dovode u vezu sa sindromom iritabilnog kolona. Potencijalne lokacije-geni kandidati
odabrani su na osnovu uloge proteina koje kodiraju. To su uglavnom oni geni koji
stoje u osnovi serotoninskog i adrenergitkog puta, zatim geni odgovorni u
inflamatornom procesu i intestinalnoj barijeri, kao i oni koji stoje u osnovi nekih
psihoti¢nih poremecaja (Henstromé&D® Amato, 2016).

Na osnovu navedenih problema formulisan je predmet istrazivanja: geneticka osnova
sindroma iritabilnog kolona.

Istrazivanje koje je sprovedeno je prospektivno, pregledno, fundamentalno i
neintervencijsko klinicko istrazivanje u skladu sa medunarodnim etickim kodeksima, a
u cilju da se utvrdi:

*  Da li postoji znacajna razlika u distribuciji alelnih frekvencija odabranih kandidat
gena izmedu grupe pacijenata sa IBS-om 1 kontrolne grupe;

= Da li postoji znacajna razlika u distribuciji genotipskih frekvencija odabranih
kandidat gena izmedu grupe pacijenata sa IBS-om i kontrolne grupe;

« Da li postoji znacajna razlika u distribuciji haplotipskih frekvencija odabranih
kandidat gena izmedu grupe pacijenata sa IBS-om i kontrolne grupe.




Obrazac -3

2)

Hipoteze ovog istrazivanja su sljedeée: postoje razlike u distribuciji frekvencija alela,
genotipova i haplotipova odabranih kandidat gena izmedu grupe pacijenata i grupe
zdravih ispitanika.

Pretpostavlja se da je kod vecine IBS pacijenata geneticka pozadina determinisana
velikim brojem ¢estih genetickih varijanti sa malim efektom. Istovremeno mogu
postojati podgrupe pacijenata sa visoko penetrantnim varijantama gena $to moze i da
objasni fenotip podgrupe. Tako je npr. nedavno radena case-control studija na klinici
Mayo gdje je wvrSeno sekvenciranje SCNSA gena. Studija je pokazala da je
identifikovana Stetna mutacija prisutna kod 2.2% IBS pacijenata i niti jedna kod
zdravih kontrola. Ovaj gen kodira natrijumov kanal odgovoran za elektrostimulatornu
funkeiju celija srea, ali takode i za sli¢nu “pacemaker” funkciju kod enterocita. Veéina
mutacija koje su identifikovane predstavljaju gubitak funkcije natrijumovog kanala, a
fenotip koji se javljao u tim slucajevima bio je u glavnom sa dominantnom
konstipacijom (IBS-C). Takode, u &etiri nezavisne GWAS-ove studije je utvrdeno da
mononukleotidni polimorfizam (SNP) na SCN5A genu povecavaju rizik od IBS-a.
Ova istrazivanja su ojacala hipotezu da i rijetke mutacije, i populacijski ¢este varijante
mogu biti uklju¢ene u genetiku IBS-a. Medutim, do sada su uspjesi u identifikaciji
gena determinatora IBS bili rijetki. Imajuéi u vidu da je geneti¢ka podloga za IBS
veoma heterogena, od poligenije do rijetkih varijanti jednoga gena, potrebno je
usvojiti razliCiti strategije za identifikaciju genetickih faktora. Dok veéina do sada
predlozenih riziko-gena predstavlja viSe nevalorizovane nego zaista dokazane
predisponirajuc¢e faktore, za TNFSF15 gen ukljuen u imuni odgovor i interakciju
“domacin-mikroorganizam”, to nije slucaj. Gen TNFSF15 je pokazao visoku
asocijaciju sa IBS-om (Zucchelli et al, 2011), koja je zatim i potvrdena u drugim
studijama (Swan et al, 2013; Wouters et al, 2014; Czogalla et al, 2015). Ovaj gen
kodira protein TL1A koji se nalazi kod imunih ¢elija i uti¢e na zapaljenski odgovor u
sluznici crijeva. Nosioci riziko-alela rezultiraju ve¢om ekspresijom TLIA proteina, a
samim tim 1 jatom aktivacijom T éelija i ja¢im imunim odgovorom. Povezanost
TNFSF15 gena pokazuje da inflamatorni odgovor moZe biti vazan mehanizam kod
nastanka IBS-a (Henstrom&D’ Amato, 2016).

Pored studija koje se odnose na genetic¢ke varijante serotoninskog transportera SERT-
a, nekoliko studija je proucavalo funkcionalne SNP na genima koji kodiraju
serotoninski receptor. Geni koji kodiraju razlicite vrste receptora su HTR2A, HTR3A,
HTR3B, HTR3C i HTR3E. Tri studije su imale pozitivne nalaze, a jedna od tih studija
je pokazala da HTR3A -42C>T C/T je ucestaliji kod IBS-D pacijenata. Ovaj nalaz,
medutim, nije ponovljen u ostalim kohortama. U druge dvije studije tvrdeno je da je sa
IBS-D udruzen SNP G>A na HTR3E genu, $to je zanimljv nalaz jer je HTR3E
receptor zastupljen u tankom i debelom crijevu, i Zeludcu, a studije in vitro su
pokazale da postoji povecana ekspresija S-HT3E podjedinice §to moZe da ima direktan
efekat na funkciju serotoninskog receptora. Fukudo sa saradnicima (2009) je
proucavao 386A>C polimorfizam na HTR3B genu i utvrdio da su se razlikovali
regioni aktivacije mozga izmedu osoba sa A/A, A/C i C/C genotipom. Saito sa
saradnicima (2011) je sproveo sveobuhvatno istrazivanje sa preko 20 gena koji su u
vezi sa serotoninom kod 968 ispitanika (pacijenti i kontrole) gdje su utvrdene sljedece
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asocijacije: 27 polimorfizama udruZenih sa 9 gena za IBS, nekoliko asocijacija sa
TDO2, HTR2A i HTR7; 32 snipa na 15 gena za IBS-C sa viSestrukim asocijacijama
na HTR4 i HTR7; 26 polimorfizama na 7 gena za [BS-D sa viSestrukom asocijaciom
na HTR2A; 32 udruZenja na 9 gena sa viSestrukim asocijacijama na TPH2, DDC,
TDO2, HTRIE, HTR2A i HTR7. Dakle, postoji nekoliko dokaza da geni koji su
ukljuceni u obradu serotonina imaju vaznu ulogu u patofizioligiji 1BS-a (Saito et al,
2011).

Epigeneticki molekularni mehanizmi koji obuhvataju metilaciju DNK i acetilaciju
histona su ukljuceni u disregulaciju vezanu za stres hipotalamus-hipofiza-adrenalnog
puta (HPA - hypothalamic-pituitary-adrenal axis). Posljednje studije su pokazale
pojacan odgovor kortizola na visceralni stres kod IBS pacijenata i da traume smanjuju
ekspresiju gena za glukokortikoidni receptor hipermetilacijom. Izmijenjena ekspresija
ovoga gena, koji inace uestvuje u negativnoj povratnoj sprezi, smanjuje sposobnost
HPA da se efikasno bori sa stresom (Vaiopoulou et al. 2014).

Literatura citirana u doktorskoj disertaciji, a navedena u ovom dijelu IzvjeStaja:
Burbige E.J. (2010). Irritable bowel syndrome: diagnostic approaches in clinical practice. Clinical and
Experimental Gastroenterology, 127-137. Henstrém M., D’Amato M. (2016). Genetics of irritable
bowel syndrome. Molecular and Cellular Pediatrics, 3:7. Yao X., Yang Y.S., Cui L.H., Zhao K.B.,
Zhang Z.H., Peng L.H., Guo X, Sun G., Shang J., Wang W.F., Feng J., Huang Q. (2012). Subtypes of
irritable bowel syndrome on Rome [II criteria: A multicenter study. Journal of Gastroenterology and
Hepatology, 20(4):760-765. Saito Y.A. (2011). The role of genetics in IBS. Gastroenterol Clin North
Am, 40(1):45-67. Ladabaum U., Boyd k., Zhao WK., Mannalithara A., Sharabidze A., Singh G., Chung
E., Levin T.R. (2012). Diagnosis, Comborbidites and Management of lrritable Bowel Syndrom in
Patients in Large Health Maintenance Organization. Clin Gastroenterol Hepatol, 10(1):37-435.
Kalantar J.S., Locke G.R.3rd, Zinsmeister A.R., Beighley C.M., Talley N.J. (2003). Familial
aggregation of irritable bowel syndrome: a prospective study. Gut, 52(12):1703-1707. Czogalla B.,
Schmitteckert S., Houghton L.A., Sayuk G.S., Camilleri M., Olivo-Diaz A., Spiller R., Wouters M.M.,
Boeckxstaens G., Bermejo J.L., Niesler B. (2015). A meta-analysis of immunogenetic case-control
association studies in irritable bowel syndrome. Neurogastroenterol Motil, 27:717-27. Swan C.,
Duroudier N.P., Campbell E., Zaitoun A., Hastings M., Dukes G.E., Cox J.,, Kelly F.M., Wilde J.,
Lennon M.G., Neal K.R., Whorwell P.J., Hall I.P., Spiller R.C. (2013). ldentifying and testing candidate
genelic polymorphisms in the irritable bowel syndrome (IBS): association with TNFSF15 and TNFa.
Gut, 62:985-94. Wouters M.M., Lambrechts D., Knapp M., Cleynen I, Whorwell P., Agréus L.,
Dlugosz A., Schmidt P.T., Halfvarson J., Simrén M., Ohlsson B., Kariling P., Van Wanrooy S.,
Mondelaers S., Vermeire S., Lindberg G., Spiller R., Dukes G., D'Amato M., Boeckxstaens G. (2014).
Genetic variants in CDC42 and NXPHI as susceptibility factors for constipation and diarrhoea
predominant irritable  bowel syndrome. Gut, 63:1103-11. Vaiopoulon A., Karamanolis G.,
Psaltopoulou T., Karatzias G., Gazouli M. (2014). Molecular basis of the irritable bowel syndrome.
World J Gastroenterol. 20(2): 376-383.

Ocekivani naucni doprinosi ove disertacije se odnose na upotpunjavanje znanja o
ovom etiolo§ki kompleksnom i fenotipski nestabilnom oboljenju. Ova studija
predstavlja znacajan korak u identifikaciji gena i njihovih alelnih varijanti udruzenih

sa sindromom iritabilnog kolona, kao i solidnu osnovu za buduéa istraZivanja na polju
ove oblasti.

Studije kao $to je ova su vazne, jer zahvaljujuéi boljem razumijevanju genetickih i
negenetickih determinanti IBS, mozemo doprinijeti boljoj tehnologiji dijagnostike i
lijecenja IBS-a sa Sirim socioekonomskim znacajem.
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¢i razlog zbog kojih su istraZivanja preduzeta i predstaviti problem, predmet, ciljeve i

hipoteze;
2) Na osnovu pregleda literature sazeto prikazati rezultate prethodnih istrazivanja u vezi problema koji je
istraZivan (voditi racuna da obuhvata najnovija i najznacajnija saznanja iz te oblasti kod nas i u svijetu);
3) Navesti doprinos teze u rjeSavanju izu¢avanog predmeta istraZivanja;
4) Navesti oCekivane naucne i pragmati¢ne doprinose disertacije.

V MATERIJAL I METOD RADA

1) PredloZena doktorska disertacija predstavlja kolaborativni nau¢noistrazivacki projekat
izmedu Laboratorije za humanu genetiku Instituta za geneticko inZenjerstvo i
biotehnologiju Univerziteta u Sarajevu i Odjeljenja gastroenterologije 1 hepatologije na
Klinici za unutraSnje bolesti Univerzitetskog klini¢kog centra Republike Srpske u
Banjoj Luci. Prije formiranja eksperimentalne i kontrolne grupe, Eticki komitet
Univerzitetskog klinickog centra Republike Srpske (UKC) je bio upoznat sa
metodologijom i ciljevima ove doktorske disertacije nakon Cega je dokumentom i
odobrio njegovu realizaciju. Svi ucesnici, pacijenti i zdrave osobe, dobrovoljno su
pristupile studiji, te potpisali informisani pristanak, odnosno izjavu o saglasnosti za
uced¢e u studiji. Obrazac sadrzi osnovne podatke o vrsti i cilju istraZivanja, zatiti
diskrecionog prava ucesnika i primjeni rezultata studije. Svaki ucesnik je procitao i
svojerucno potpisao informisani pristanak. Obrada svih pacijenata i zdravih kontrola, te
prikupljanje uzoraka realizovano je uz pomoc ljekara specijaliste gastroenterologa i
hepatologa sa Klinike za unutradnje bolesti UKC RS i tehnitara. Nakon potpisivanja
informativnog pristanka, pristupilo se popunjavanju standardizovanih upitnika HAD,
PHQ 15, GSRS-IBS i VSI. Ugesnici u studiji su imali dodatno vremena da pazljivo
odgovore na pitanja vezana za podatke o klinickoj slici, psiholoskim aspektima kao i
subjektivnoj procjeni bolesti i simptoma. Takode, ljekar specijalista je zajedno sa
ucesnicima popunio CRF upitnik koji se odnosio na osnovne identifikacione i
demografske podatke, te na pitanja koja su se odnosila na personalnu i porodi¢nu
istoriju. Za potrebe ove doktorske disertacije kandidat je u periodu od aprila 2014. do
marta 2016. godine zajedno sa stru¢nim ljearskim timom prikupio podatke i uzorke za
ukupno 29 osoba: 20 pacijenata kod kojih je na osnovu Rim III kriterijuma
dijagnostifikovan sindrom iritabilnog kolona i 9 zdravih kontrola bez bilo kakvih
gastrointestinalnih tegoba. Uzimani su uzorci krvi venpunkcijom kubitalne vene i
uzorci biopsije kolona prilikom endoskopije. 1z uzoraka krvi je izolovana DNK 1 RNK,
a iz biopsija RNK kako bi se dalje mogla uraditi analiza genskih varijanti te utvrditi
razlika u ekspresiji gena kod pacijenata i zdravih kontrola iz dva razlic¢ita bioloska
uzorka. Svi uzorei krvi su prikupljeni u vakutajner u kome se ve¢ nalazio antikoagulans

3EDTA. Izolacija genomske DNK je izvrSena prema protokolu po Mileru (Miller et
al, 1988). Izolacija RNK iz krvi je vr§ena prema protokolu Quick-RNA™ MiniPrep
kita, koji je namjenjen i dizajniran za brzo, jednostavno i pouzdano izolovanje RNK.
Za postupak izolacije RNK iz tkiva (bioptata kolona), koriSten je Quick-
RNA™MiniPrep Plus kit. Analiza koliCine i kvaliteta izolovane DNK izvrSena je
pomocu elektroforeze na agaroznom gelu (Maniatis et al, 1982). IzvrSena je
genotipizacija za ukupno 4 genska polimorfizma kao mogucih rizikofaktora za sindrom
iritabilnog kolona. Rezultati su izrazeni ili numeri¢ki u baznim parovima (bp) po
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2)

utvrdenoj veli¢ini ciljnog fragmenta ili kao razlika u nukleotidu (tackasta mutacija), te
su prikazani tabelarno. Kod uzoraka za obje ispitivane grupe kod kojih je bilo moguée
izvrsiti genotipizaciju izradunate su frekvencije alela (Af), frekvencija genotipova (Gf)
i Hardi-Vajnbergov ekvilibrijum (HWE) za FKBP5, DRD2, DAT i SRin2, a rezultati
su prikazani tabelarno. Takode, primjenom asocijativne analize ispitivanih gena sa
pojavom sindroma iritabilnog kolona (Fisher Exact Test) dobijene su P vrijednosti na
genotipskom 1 alelnom nivou, a u analizi haplotipske asocijacije metodom regresivne
analize haplotipova, analizirano je nekoliko kombinacija odabranih polimorfizama. U
nastavku studije kandidatkinja je analizirala polimorfizam genske ekspresije. Nakon
izolacije RNK izvrieno je odredivanje koncentracije RNK uz pomoé¢ Qubit 2.0
Fluorometra, a nakon toga i reverzna transkripeija lan¢ane reakcije polimeraze (RT-
PCR) za detekeiju informacione RNK iz uzoraka ogranicene koli¢ine tkiva. Potreba za
preciznijom kvantifikacijom iRNK dovela do razvoja nove tehnike nazvane lan¢ana
reakcija polimeraze u realnom vremenu (eng. Real-Time Polymerase Chain Reaction,
Real-Time PCR) koju je kandidatkinja koristila u ovom radu. Izbor moguéih gena
kandidata za analizu ekspresije gena kod sindroma iritabilnog kolona izvrieno je na
osnovu detaljnog pregleda opsezne literature iz oblasti genetike gastrointestinalnih
oboljenja. U ovom radu analizirani su geni: TNFSF15, P2RY4, VIP, GUCA2B,
PDZD3 i NR1H4. Za statisticku obradu ckspresije odabranih gena kandidatkinja je
koristila novi softverski alat REST, a za analizu korelacija Pearsonov koeficijent u
sklopu softverskog programa MedCalc 17.4.4.

Primjenjene metode istrazivanja su adekvatne, dovoljno tagne i savremene uzimajuéi u
obzir dostignuéa na ovom polju istrazivanja na globalnom nivou. Ispostovan je plan
istrazivanja, koji je dat prilikom prijave doktorske teze. Ispitivani parametri daju
dovoljno elemenata za pouzdano istraZivanje, a statisticka obrada podataka je
adekvatna.

1) Objasniti materijal koji je obradivan, kriterijume koji su uzeti u obzir za izbor materijala;

2) Dati kratak uvid u primijenjeni metod istrazivanja pri ¢emu je vazno ocijeniti sljedece:

1. Da Ii su primijenjene metode istrazivanja adekvatne, dovoljno taéne i savremene, imajuéi u vidu
dostignuéa na tom polju u svjetskim nivoima;

'l-sJ

Da li je doslo do promjene u odnosu na plan istrazivanja koji je dat prilikom prijave doktorske teze,
ako jeste zasto;

L9

Da i ispitivani parametri daju dovoljno elemenata ili je trebalo ispitivati jo§ neke, za pouzdano
istrazivanje;

4. Dalije statisticka obrada podataka adekvatna.

VI REZULTATI I NAUCNI DOPRINOS ISTRAZIVANJA

1) Na osnovu CRF upitnika dobijeni su osnovni podaci o pacijentima i kontrolama te su

dobiveni podaci o ukupnoj zastupljenosti podtipova IBS-a, kao i zastupljenost IBS-a u
odnosu na pol. Na osnovu GSRS upitnika dobiveni su podaci o pacijentma i zdravim
ispitanicima te su dali subjektivnim procjenama o ja¢ini gastrointestinalnih tegoba u
proteklih 7 dana. Na upitnik PHQ-15 koji se odnosi na skalu jatine somatskih
simptoma odgovorili su svi ispitanici u obje grupe. Ovim upitnikom su se prikupile
dodatne informacije o klinickoj slici ispitanika i njegovoj subjektivnoj procjeni
simptoma. Zahvaljuju¢i VSI upitniku izmjerena je specifiéna anksioznost pacijenta sa
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simptomima koji su u vezi sa gastrointestinalnim senzacijama ili simplomima koji
igraju znacajnu ulogu kod oboljelih od sindroma iritabilnog kolona. Na HAD upitnik
odgovorili su svi u€esnici studije na osnovu ¢ega je dobijena procjena anksioznosti i
depresije koju pacijent prozivljava.

Dobijen je rezultat genotipizacije FKBPS gena metodom ASA-PCR za FKBPS5 gen.
Analiza udruzenosti nije pokazala statisticki znatajnu asocijaciju ovoga SNP-a sa
pojavom sindroma iritabilnog kolona niti na nivou alelne (P= 0,761), niti na nivou
genotipske asocijacije (P=0,548), a genotipske frekvencije analiziranog polimorfizma
su se nalazile u Hardi-Vajnbergoj ravnotezi (HWE 0,0000).

Dobijen je rezultat genotipizacije DRD2 gena metodom PCR-RFLP za detekciju
polimorfnih fragmenata kod grupe pacijenata i kontrolne grupe, izraCunate su
frekvencije alela i genotipova. Genotipske frekvencije analiziranog polimorfizma se
nisu nalazile u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi (HWE 0,5120). Analizom asocijacija na
nivou alela (P=0,251) i genotipova (P=0,568) je utvrdeno da nije bilo statisticki
znacajne povezanosti ovog polimorfizma sa pojavom sindroma iritabilnog kolona.

Dobijen je rezultat genotipizacije DAT gena PCR metodom kod grupe pacijenata
oboljelih i kontrolne grupe, te su izracunate frekvencije gena i genotipova. Genotipske
frekvencije analiziranog polimorfizma pokazale su odstupanje od ravnoteZnog stanja
(HWE=0,023). Kada je u pitanju asocijativna analiza, pokazalo se da DAT ima jaku
statisticki signifikantnu udruZenost sa sindromom iritabilnog kolona, kako na nivou
alela (P=0,000), tako i na nivou genotipova (P=0,031). Osobe koje imaju 434 alel u
svom genotipu imaju 6 puta veéu vjerovatno¢u da ¢e oboljeti od sindroma iritabilnog
kolona od osoba koje nemaju ovu alelnu varijantu u svom genotipu.

Dobijen je rezultat genotipizacije SRint2 gena PCR metodom kod grupe pacijenata i
kontrolne grupe, a u uzorcima su uodene tri alelne varijante. Nije uocena asocijacija
alela (P=1) i genotipova (P=1) sa pojavom IBS-a. Frekvencije genotipova su pokazale
da se nalaze u Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi (HWE 0,0000).

U analizi haplotipskih asocijacija za analizirane polimorfizme napravljeno je nekoliko
mogucnosti, gdje je Powermarker softver automatski kreirao nekoliko kombinacija.
Dobijeni rezultati pokazuju da kombinacija od dva polimorfizma FKBP5 i DATI na
granici znacajnosti (P=0,0333).

Nakon sumiranja svih rezultata dobijenih Real-Time PCR-om, uradena je REST
analiza pri ¢emu su dobijeni rezultati relativne ekspresije odnosa odredene grupe
uzoraka za gen od interesa nasuprot referentnom genu. U poredenju razlike u ekspresiji
gena u krvi pacijenata i kontrola moglo se vidjeti da nije zabiljeZena statisti¢ki
znacajna razlika u ekspresiji gena izmedu posmatranih grupa. Kod gena je bila
primijecena povecana (up) regulacija, ali ne na nivou signifikantnosti. U analizi razlike
u ckspresiji gena izmedu pacijenata i kontrola u biopsijama, primijecena je smanjena
(down) ekspresija VIP gena na signifikantnom nivou (P=0,045) za 3,102 puta u grupi
pacijenata u odnosu na zdrave kontrole.

Kada se poredila razlika u ckspresiji odabranih gena u grupi pacijenata izmedu dva tipa
bioloskih uzoraka, mogla se uociti statisticki znacajna razlika za Cetiri analizirana gena:
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PDZD3 (P=0,021), P2RY4 (P=0,043), GUCA2B (P=0,002) i TNFSF15 (P=0,001). Za
sva Cetiri gena bila je povecana ekspresija u bioptatima u odnosu na krv (up regulacija).
Takode je zabiljezena povecana ekspresija za NR1H4, a smanjena za VIP, ali ne na
signifikantnom nivou. U poredenju razlike u ekspresiji kod grupe zdravih ispitanika
izmedu krvi i tkiva, takode se mogla uoéiti povecana ekspresija gena na statisti¢ki
zna¢ajnom nivou za tri gena TNFSF15 (P=0,001), VIP (P=0,018) i GUCA2B
(P=0,001). Za P2RY4 je uotena smanjena, a PDZD3 i NR1H4 povecana ekspresija
gena u biopsijama u odnosu na krv kod grupe pacijenata, ali ne na signifikantnom
nivou.

U analizi korelacije testirana je povezanost izmedu dvije varijable: genetickih
karakteristika sindroma iritabilnog kolona i klinickih parametra prikupljenih
anketiranjem pacijenata pomocu operacionalizovanih klinickih upitnika. Dobijeni su
rezultati koji pokazuju da varijacija u genskoj ckspresiji praéena specifi¢nom
varijacijom u ukupnoj vrijednosti (score) za svaki upitnik.

Dobijeni rezultati su jasno prikazani, pravilno, logi¢no i jasno tumageni, poredeni sa
rezultatima drugih autora, pri ¢emu je kandidat ispoljavao dovoljno kriti¢nosti.

Sindrom iritabilnog kolona smatra se biopsihosocijalnim poremecajem ¢ija je pojava
najéesée posljedica interakeija izmedu vise faktora koji ukljucuju poremecaje motiliteta
crijeva, abnormalnosti gastrointestinalne senzacije, razlicite upale i infekeije crijeva,
promjene u aferentnim senzornim informacijama, psihickih i afektivnih poremecaja.
PredloZeno je nekoliko modela da se opiSe i objasni sindrom iritabilnog kolona, ali
svaki od tih modela se fokusira na odredene i konkretne aspekte ili mehanizme ovoga
poremecaja. U ovoj doktorskoj disertaciji se nastojalo da se predstave i razmotre
razli¢ite determinante IBS-a i njegovih simptoma kroz individualni pristup pacijenata i
procjenu njegovog psiho-fizickog statusa, kroz odgovore na klinicke upitnike gdje su
ispitanici mogli da daju svoju subjektivnu ocjenu, a zatim i kroz razlicite geneticke
analize. analize udruzenosti prema modelu case-control studije, analize genske
ekspresije u razli¢itim tkivima, i na kraju kroz analize korelacije gdje se nastojalo
ispitati da li postoji eventualna povezanost izmedu analiziranih gena 1 klinickog
fenotipa.

Ovim prospektivnim istraZivanjem utvrdeno je da postoji alelna i genotipska asocijacija
DAT polimorfizma sa IBS-om, te da osobe koje imaju 434 alel u svom genotipu, imaju
6 puta vecu vjerovatnoéu da ¢e oboljeti od IBS-a u odnosu na osobe koje nemaju ovu
varijantu gena. Sama &injenica da je ovaj nalaz u dosadagnjim istrazivanjima jedini koji
Je udruzen sa ovim klinickim fenotipom, javljaju se moguée ideje u kojem pravcu se
treba i¢i u buducim ispitivanjima. lako je ve¢ina dosadasnjih istraZivanja bila
usmjerena na serotonin, ovim radom je potvrdeno da dopaminski neurotransmiterski
sistem evidentno ima nezanemarljivu ulogu u etiopatologiji IBS-a.

U studijama ekspresije gena kod IBS pacijenata sa dijarejom zabiljeZena je smanjena
ckspresija VIP gena u biopsijama u odnosu na zdrave ispitanike (Camilleri et al. 2014),
a u ovome radu je takode zabiljezena smanjena ekspresija VIP gena (negativna
deregulacija) u biopsijama pacijenata u odnosu na kontrolne ispitanike. U poredenju
ekspresije gena u istoj grupi ali razlicitim tkivima, zabiljeZena je poveéana ckspresija
ovoga gena u biopsijama kod zdravih ispitanika §to sugerie na protektivnu ulogu VIP-
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a u eliminaciji pro-IBS faktora rizika. VIP je od nedavno prepoznat i kao obecavajuca
farmakoterapijska meta zbog njegove uloge u olakSavanju ukupne pokretljivosti crijeva
i snazan je relaksant migica crijeva.

Jedna od najvecih poteskoca prilikom dijagnosti fikovanja 1 lijedenja sindroma
iritabilnog  kolona je svakako njegov izrazito heterogeni fenotip kao i sama
multifaktorska priroda oboljenja. Analizama korelacije je dokazano da postoji
povezanost izmedu varijacije u ekspresiji gena u razlicitim tkivima i determinisanih
klini¢kih fenotipova sa dijagnozom za svakog pacijenta posebno.

1) Ukratko navesli rezultate do kojih je kandidat dosao;

2) Ocijeniti da Ii su dobijeni rezultati Jasno prikazani, pravilno, logi¢no i jasno tumaceni, uporedujuéi sa
rezultatima drugih autora i da Ii je kandidat pri tome ispoljavao dovoljno kriti¢nosti;

3) Posebno je vazno istaéi do kojih novih saznanja se doslo u istraZivanju, koji je njihov teorijski i prakti¢ni
doprinos, kao i koji novi istrazivacki zadaci se na osnovu njih mogu utvrditi ili nazirati.

VII ZAKLJUCAK I PRIJEDLOG

1) Sindrom iritabilnog kolona je veoma &esto oboljenje sa neupitnom genetickom
osnovom. Dokazano je da agregira u porodicama i utic¢e na viSestruke generacije, te
da osobe, u ¢ijim porodicama se javlja bar jedan srodnik koji je obolio od IBS-a,
imaju 2-3 puta vecu vierovatnoéu (bez obzira na pol) da ¢e i sami oboljeti od
iritabilnog kolona. Distribucija ovog poremecaja ukazuje na to da se oboljenje ne
nasljeduje po klasiénim mendelovim pravilima i da je rije¢ o kompleksnom
svojstvu sa nepredvidivim obrascem nasljedivanja i veoma znacajnim uceicem
negenetickih sredinskih faktora. Za mnoge bolesti “modernog ¢ovjeka™ kao §to su
hipertenzija, karcinom, dijabetes, gojaznost, autizam i neke psihoze, se smatra da su
kompleksna oboljenja, te su predmet stalnog izucavanja geneticara i biomedicinskih
autoriteta. [ pored toga §to je identifikovano nekoliko jako vaznih genskih markera,
Jasno je da geni sami po sebi ne mogu dovesti do ispoljavanja same bolesti, te da su
u uskoj vezi sa negenetickim faktorima kao §to su pusenje, ishrana, izloZenost
infekcijama i sastav bakterijske mikrobiote u gastrointestinalnom traktu. Model
“gen-sredina” svakako moZe biti predlozena i za IBS. gdje geneticki i sredinski
faktori zajedno rezultiraju promjenama u fenotipu. Geneticka varijacija u genima
koji kodiraju proteine za razlicite biologke procese, kontrolisu ili moduliraju
senzacije i motilitet crijeva, ili &ak regulisu odgovor mozga na stres, prvi su geni
kandidati za IBS. Oni, u interakciji sa faktorima sredine kao $to su ishrana,
infekcije, trauma i stres, vjerovatno su odgovorni za kompletan IBS fenotip.
Klinicka heterogenost 1BS-a moze da se objasni  razli¢itim  specifiénim
kombinacijama gena uz sadejstvo pomenutih faktora sredine.

Ova studija predstavlja vazan korak ne samo u identifikaciji odgovornih gena i
njihovih alelnih varijanti za sindrom iritabilnog  kolona, ve¢ i za potpunije
razumijevanje ovog fenomenoloski heterogenog, fenotipski nestabilnog i etioloski
kompleksnog oboljenja. Kad su u pitanju ishodi istraZivanja, ova doktorska
disertacija predstavlja znacajan doprinos razvoju naucnih oblasti biomedicinskih
nauka.
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2) Na osnovu izloZenih ¢injenica, u generalnom zakljucku, Komisija ocjenjuje da mr.
Irina Milovac ispunjava sve propisane uslove za konaénu realizaciju doktorske
disertacije i da ova doktorska disertacija pod nazivom: »Identifikacija i
karakterizacija geneti¢kih polimorfizama asociranih sa sindromom iritabilnog
kolona“ predstavlja originalno i relevantno nauéno istrazivanje u pripadajucoj
oblasti bioloskih nauka, te predlaze Nastavno-nauénom vijeu Prirodno-
matematickog fakulteta i Senatu Univerziteta u Banjoj Luci da odobri odbranu iste.

1) Navesti najznac":ajnije éinjeniée Sto tezi daje nau¢nu vrijednost, ako iste postoje dati pozitiviu
vrijednost samoj tezi;
2) Na osnovu ukupne ocjene disertacije komisija predlaze:
- da se doktorska disertacija prihvati, a kandidatu odobri odbrana,
- da se doktorska disertacija vraca kandidatu na doradu (da se dopuni ili izmijeni) ili
- da se doktorska disertacija odbija.
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