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Odlukom Nastavno-nau¢nog ve¢a Medicinskog fakulteta Univerziteta u Nisu br. 04-MM-4/06,
donetoj na sednici odrzanoj dana 4.7.2014. godine, a po predlogu Odbora za poslediplomske studije,
prihvacen je izveStaj mentora, prof dr. Tatjane Jevtovi¢ Stoimenov, o izradenoj doktorskoj disertaciji
asistenta dr Dragane Stokanovi¢, studenta DAS — molekularna medicina, pod odobrenim naslovom
,Uticaj genske varijabilnosti P-glikoproteina i citohroma P450 na farmakokinetiku
klopidogrela kod bolesnika sa akutnim koronarnim sindromom¢® i imenovani su ¢lanovi komisije
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Prof. dr Tatjana Jevtovi¢-Stoimenov, mentor i ¢lan
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U skladu sa gore navedenom Odlukom, a nakon detaljnog pregleda spomenute doktorske
disertacije, Komisija podnosi sledeci

I1ZVESTAJ

1. Opsti podaci

Tema za izradu doktorske disertacije doktoranda, Dragane Stokanovi¢, doktora medicine,
asistenta u nastavi na Katedri za farmakologiju i toksikologiju, Medicinskog fakulteta u Nisu, je
odobrena odlukom Nastavno-nau¢nog veca Medicinskog fakulteta u NiSu odrzanog 21.5.2014.
godine. Svoje poslediplomsko istrazivanje pod naslovom ,,Uticaj genske varijabilnosti P-glikoproteina
i citohroma P450 na farmakokinetiku klopidogrela kod bolesnika sa akutnim koronarnim sindromom¢
je obavila na Medicinskom fakultetu u Nisu, u Nau¢nostrazivackom centru za biomedicinu, kao i na
Katedri za hemiju Tehnoloskog fakulteta u Leskovcu i Katedri za farmakologiju Medicinskog
fakulteta u Kragujevcu. Za primenu istrazivacke metodologije na materijalu sakupljenom na Klinici

za kardiovaskularne bolesti Klinickog centra Nis, dobila je odobrenje Etickog komiteta Medicinskog
fakulteta u Nisu.

2. Odnos uradene doktorske disertacije prema prijavljenoj i odobrenoj temi



Navedena doktorska disertacija predstavlja originalan i samostalan nau¢no-istrazivacki rad iz
oblasti farmakologije. Naslov teze se u potpunosti podudara sa sadrzajem sprovedenog istraZivanja.
Odobreni ciljevi istrazivanja, kao i metodologija, dati u obrazlozenju teme prilkom prijave teme,
ostali su nepromenjeni tokom nau¢no-istrazivackog rada.

Kandidat je objavio jedan rad iz doktorske disertacije: Stokanovic D, Nikolic VN, Konstantinovic
SS, Zvezdanovic JB, Lilic J, Apostolovic SR, Pavlovic M, Zivkovic VS, Jevtovic-Stoimenov T, Jankovic
SM. P-glycoprotein polymorphism C3435T is associated with dose-adjusted clopidogrel and 2-oxo-
clopidogrel concentration. Pharmacology 2016;97(3-4):101-6. IF:1,672 (M23)

3. Tehnicke karakteristike doktorske disertacije

Doktorska disertacija asistenta Dragane Stokanovi¢ je napisana na 177 strana i prema
preporukama Nastavno-nau¢nog ve¢a Medicinskog fakulteta u Nisu. Sastoji se iz 9 poglavlja pod
naslovima: Uvod, Pregled literature, Cilj istrazivanja, Hipoteze istrazivanja, Ispitanici i metode,
Rezultati, Diskusija, Zakljucak i Literatura. Dokumentacija doktorske disertacije sadrzi 14 slika, 38
tabela, 8 grafikona i 270 literaturnih navoda u vezi sa temom istrazivanja.

4. Sadrzajna struktura doktorske disertacije

U Uvodu doktorske disertacije istaknut je znacaj klopidogrela kao antiagregacionog leka u
terapiji pacijenata sa akutnim koronarnim sindromom, kao i znacaj istrazivanja farmakokinetike
klopidogrela kod ovih pacijenata.

U poglavlju Pregled literature, obradena je antiagregaciona terapija kod pacijenata sa akutnim
koronarnim sinfromom, sa akcentom na klopidogrelu iz grupe inhibitora ADP-receptora. Dat je uvid u
dosadasnje nau¢no-stru¢ne nalaze vezane za farmakokinetiku i mehanizam dejstva klopidogrela, kao i
faktore koji mogu uticati na njegovu farmakokineti¢ku varijabilnost. U osvrtu na farmakodinamiku
klopidogrela, izlozeni su literaturni podaci vezani za rezistenciju na klopidogrel. Obradeni su faktori
koji uticu na odgovor trombocita na klopidogrel, nacini ispitivanja ili predvidanja pacijenata sa
rezistencijom, kao i moguénosti za njeno prevazilazenje. Poseban osvrt je dat na polimorfizme gena
za P-glikoprotein (ABCB1 C3435T) i enzime citohrom P450, CYP2C19 (*2 i *17) i CYP2C9 (*2), i
njihov znacaj za farmakokinetiku i farmakodinamiku klopidogrela. Pored opisanih, pre svega,
farmakokinetskih interakcija klopidogrela, detaljno je obradena interakcija sa inhibitorima protonske
pumpe i efekat komedikacije pantoprazolom na farmakokinetiku i farmakodinamiku klopidogrela.

Na osnovu uoéenog nau¢nog problema utvrdeni su Ciljevi istraZivanja, i za svaki od njih su
definisane nau¢ne Hipoteze. Postavljeni su slede¢i ciljevi u 10 ta¢aka:

o Odrediti ucestalost alela i genotipova polimorfizma 3435T<C na genu za intestinalni
P-glikoprotein, kao i alela i genotipova za enzime jetre CYP2C19 (*2 i *17) i
CYP2C9 (*2) kod bolesnika sa akutnim koronarnim sindromom

e Ispitati uticaj genskih polimorfizama P-glikoporoteina i enzima citohrom P450 na
koncentracije proleka klopidogrela i 2-okso-klopidogrela

e Ispitati uticaj demografskih i klinickih karakteristika pacijenata sa akutnim
koronarnim sindromom, kao i komedikacije, na koncentraciju klopidogrela i 2-okso-
klopidogrela u plazmi

e Populacionom farmakokineticCkom analizom odrediti farmakokineticke parametre
klopidogrela i odrediti kovarijante klirensa klopidogrela



e Utvrditi povezanost izmedu koncentracija klopidogrela i 2-okso-klopidogrela u
plazmi bolesnika sa akutnim koronarnim sindromom i stepena inhibicije agregacije
trombocita

e Ispitati uticaj odredivanih genskih polimorfizama na terapijski odgovor kod bolesnika
sa akutnim koronarnim sindromom

e Odrediti demografske i klinicke parametre, kao i komedikaciju koja utice na
inhibiciju agregacije trombocita klopidogrelom kod bolesnika sa akutnim koronarnim
sindromom

e Ispitati povezanost izmedu koncentracija klopidogrela i 2-okso-klopidogrela u plazmi
bolesnika sa akutnim koronarnim sindromom, i klinickog ishoda (mortalitet,
rehospitalizacija, potreba za hitnom medicinskom pomoc¢i)

e Ispitati uticaj genskih polimorfizama P-glikoproteina i enzima citohrom P450 na
mortalitet, rehospitalizaciju i potrebu za hitnom medicinskom pomo¢i kod pacijenata
sa akutnim koronarnim sindromom

e Odrediti demografske i klinicke parametre, kao i komedikaciju koja uti¢e na smrtnost
i incidencu rehospitalizacije i javljanja hitnoj medicinskoj pomoci

U poglavlju Ispitanici i metode detaljno je opisan na¢in uzimanja uzorka, njihove obrade, kao i
metode za obradu dobijenih podataka. Kandidat navodi da je za potrebe istrazivanja uzorkovana krv
175 pacijenata sa akutnim koronarnim sindromom na Klinici za kardiovaskularne bolesti Klini¢kog
centra Nis. Jedan uzorak pune krvi je kori$¢en za izolaciju DNK metodom isoljavanja i odredivanje
genskih polimorfizama za P-glikoprotein (ABCB1 C3435T) i enzime citohrom P450, CYP2C19 (*2 i
*17) i CYP2C9 (*2), metodom polimerazne lancane reakcije (PCR) u Laboratoriji za funkcionalnu
genomiku i proteomiku, Nauc¢nostrazivackog centra za biomedicinu Medicinskog fakulteta u Nisu. Za
odredivanje polimorfizma P-glikoproteina, koris¢ena je alel-specificna APMC-PCR metoda. Ostali
ispitivani polimorfizmi su detektovani PCR-RFLP metodom. 1z drugog uzorka izdvojena je plazma u
kojoj su odredivane koncentracije klopidogrela, 2-okso-klopidogrela i pantoprazola metodom
ultrabrze te¢ne hromatografije sa tandem masenim detektorom (UHPLC-MS/MS) na Katedri za
hemiju Tehnoloskog fakulteta u Leskovcu. Apsorpcija UV-Vis spektra je detektovana uz pomo¢ DAD
(sa totalnim opsegom spektra 200-800nm). MS/MS spektar je dobijen razdvajanjem jona u potpunom
opsegu m/z 300-500. Kalibracione krive su dobijene povlatenjem u koordinathom sistemu
koncentracija u uzorcima u odnosu na maksimalne povrSine standarda Kklopidogrela, 2-okso-
klopidogrela i pantoprazola. Pronadena je linearna Korelacija izmedu maksimalnih area i
koncentracija u uzorcima, koja je prikazana regresionim jedna¢inama. Funkcija trombocita je
odredivana Multiplate uredajem iz uzoraka pune krvi, kod 18 pacijenata sa STEMI, pri ravnoteznom
stanju klopidogrela. Agregacija trombocita nakon indukcije sa PGE1 se meri na osnovu promene
impedance na povrsini elektroda uronjenih u krv. Dobijeni podaci su analizirani koris¢enjem
Statistickog paketa za socijalne nauke (Statistical Package for Social Sciences (SPSS), verzija 16.0).
Koriséeni su parametrijski (Studentov t-test, ANOVA, Pirsonov test korelacije) i neparametrijski
testovi (Man-Vitnijev U-test, Dzonkhir-Terpstra test, Kruskal-Valisov test, Spirmanov test korelacije,
y’-testa nezavisnosti sa korekcijom neprekidnosti po Jejtsu). Metodom standardne visestruke i
binarne logisticke regresije formirani su modeli koji pokazuju mogucnost predvidanja promena
zavisne varijable na osnovu vise nezavisnih promenljivih. Metodom Cox-regresije je utvrdivan znacaj
parametara za pojavu dogadaja kao $to su smrt, rehospitalizacija i javljanje hitnoj medicinskoj
pomod¢i. Statisticka znacajnost je odredivana na nivou p<0,05. Populaciona farmakokinetska analiza je
izvr$ena koris¢enjem NONMEM (NONIlinear Mixed Effect Modelling approach) softvera sa ADVAN4
TRANS3 subrutinom (verzija 7.3) na Katedri za farmakologiju Medicinskog fakulteta u Kragujevcu.



Model sa dva kompartmana, vremenom kasnjenja (eng. lag time) i apsorpcijom prvog reda koriscen je
za procenu srednje populacijske vrednosti klirensa klopidogrela i odredivanje znacaja razli¢itih
kovarijanti.

Poglavlje Rezultati je organizovano u vise celina. U prvom delu su obradeni rezultati merenja
koncentracije klopidogrela i 2-okso-klopidogrela u plazmi. Dobijene vrednosti odgovaraju
literaturnim podacima i postoji znacajna Kkorelacija izmedu koncentracija klopidogrela i njegovog
intermedijernog metabolita u plazmi. Na maksimalne koncentracije klopidogrela i 2-okso-
klopidogrela uti¢u slede¢i faktori: starost, pol, telesna visina, sr¢ana frekvenca, ejekciona frakcija leve
komore, end-sistolna i end-dijastolna dimenzija leve komore, nivo HDL i kreatin kinaze MB, dijabetes
melitus tip 2 i komedikacija pantoprazolom, trimetazidinom, ACE-inhibitorima, beta-blokatorima i
amlodipinom. Rezultati genetskih ispitivanja su pokazala da ABCB1 C3435T polimorfizam P-
glikoproteina dovodi do smanjenja koncentracije klopidogrela i njegovog metabolita u plazmi, ali ne i
prisustvo drugih ispitivanih polimorfizama za enzime citohrom P450. Metodom populacione
farmakokineticke analize klopidogrela, izdvojene su cetiri kovarijante koje uticu na Kklirens
klopidogrela: nivo alanin aminotransferaze, dnevha doza klopidogrela, body-mass indeks i
komedikacija pantoprazolom, s tim §to je samo prva od pomenutih kovarijanti ispunila stroze
statisticke uslove za pun model klirensa klopidogrela. Farmakodinamski odgovor trombocita na
klopidogrel nije zavisio od koncentracije klopidogrela i 2-okso-klopidogrela u plazmi, ali je bio
sniZen kod starijih pacijenata sa nizom ejekcionom frakcijom i ve¢om end-sistolnom dimenzijom leve
komore, i na komedikaciji derivatima sulfoniluree. Pracenjem incidence smrtnosti, rehospitalizacija i
potrebe za hithom medicinskom pomo¢i kod pacijenata uklju¢enih u studiju tokom 20 meseci,
utvrdeno je da polimorfizam P-glikoproteina uti¢e na klini¢ki tok bolesti. Dobijeni rezultati su
prikazani tabelarno i graficki.

U poglavlju Diskusija, dobijeni rezultati su analizirani i na adekvatan nacin objas$njeni i
potkrepljeni nau¢nim i stru¢nim ¢injenicama iz dosadas$njih istrazivanja. IzvrSena je komparacija
dobijenih rezultata sa rezultatim drugih autora sa isticanjem postojanja ili odsustva veze izmedu
odredenih genskih polimorfizama i farmakokinetike i farmakodinamike klopidogrela. Dobijeni
rezultati su u skladu sa istrazivanjima koja potvrduju ulogu polimorfizama P-glikoproteina u
farmakokinetici Kklopidogrela. Medutim, iako veéina literaturnih podataka daje na znacaju
polimorfizmima CYP2C19 enzima, postoje istrazivanja koja negiraju njihov uticaj $to je u skladu sa
prikazanim rezultatima. Polimorfizam CYP2C9 enzima je u znatno manjoj meri ispitivan kod
pacijenata sa akutnim koronarnim sindromom lecenih klopidogrelom, te dobijeni rezultati znacajno
doprinose sagledavanju ovog problema. S obzirom da ne postoji konsenzus u nau¢noj javnosti o
znaCaju genske varijabilnosti P-glikoproteina i enzima citohrom P450 za farmakokinetiku
klopidogrela, kandidat je uspesno povezao u celinu dobijene rezultate i utvrdio njihov znacaj u okviru
ispitivane problematike, $to znacajno doprinosi unapredenju i prilagodavanju antiagregacione terapije
pacijantima sa akutnim koronarnim sindromom.

U slede¢em poglavlju su kroz 16 tacaka jasno i koncizno izneseni Zakljuéci koji proizilaze iz
dobijenih rezultata ovog istrazivanja:

o Ucestalost polimorfizama ABCB1 C3435T za P-glikoprotein, kao i CYP2C19*2,
CYP2C19*17 i CYP2C9*2 kod bolesnika sa akutnim koronarnim sindromom se ne
razlikuje znacajno od literaturnih podataka za distribuciju ovih alela, i odgovarajuéih
genotipova, u zdravoj populaciji

e Homozigoti ABCB1 3435TT imaju nizu koncentraciju klopidogrela i 2-okso-
klopidogrela u plazmi, korigovanu dozom



Koncentracija klopidogrela i 2-okso-klopidogrela u plazmi bolesnika sa akuthim
koronarnim sindromom se ne razlikuje znacajno izmedu razli¢itih CYP2C19
fenotipova, ekstenzivnih metabolizera, ultrabrzin metabolizera i sporih i
intermedijernih metabolizera

Kod nosilaca CYP2C9*2 alela, koncentracija klopidogrela i 2-okso-klopidogrela u
plazmi se ne razlikuje znacajno od koncentracija izmerenih kod nosilaca *1*/1
genotipa

Koncentracija klopidogrela u plazmi je smanjena kod starijih bolesnika, Zzenskog
pola, vece telesne visine, sa ve¢om sréanom frekvencom, nizom ejekcionom
frakcijom leve komore, sa komedikacijom beta-blokatorima i amlodipinom

Koncentracija 2-okso-klopidogrela u plazmi je smanjena kod bolesnika sa ve¢om
sr¢anom frekvencom, nizom ejekcionom frakcijom leve komore, nizom
koncentracijom HDL, visim vrednostima kreatin kinaze, obolelih od dijabetes
melitusa tipa 2, i komedikacijom ACE-inhibitorima, beta-blokatorima, pantoprazolom
i trimetazidinom

Metodom populacione farmakokinetske analize utvrdeno je da na klirens klopidogrela
uti¢e nivo alanin aminotrnsferaze, dnevna doza klopidogrela, telesna masa i
komedikacija pantoprazolom

Nije utvrdena statisticki znacajna veza izmedu izmerenih koncentracija klopidogrela i
2-okso-klopidogrela u plazmi bolesnika sa akutnim koronarnim sindromom, i stepena
inhibicije agregacije trombocita

Kod nosilaca ispitivanih genskih polimorfizama (ABCB1 C3435T, CYP2C19*2,
CYP2C19*17 i CYP2C9*2) nije utvrdena redukcija u farmakodinamskom odgovoru
na klopidogrel

Visa rezidualna aktivnost trombocita kod bolesnika sa akutnim koronarnim
sindromom, na antiagregacionoj terapiji klopidogrelom, je utvrdena kod starijih
pacijenata, sa nizom ejekcionom frakcijom leve komore i sa komedikacijom
derivatima sulfoniluree

Nije utvrdena povezanost izmedu izmerenih koncentracija klopidogrela i 2-okso-
klopidogrela u plazmi bolesnika sa akutnim koronarnim sindromom, i smrtnosti, kao i
incidence rehospitalizacija i javljanja hitnoj medicinskoj pomoc¢i

Pacijenti sa akutnim koronarnim sindromom, na terapiji klopidogrelom, sa makar
jednim ABCB1 3435T alelom za P-glikoprotein su ¢e$¢e rehospitalizovani zbog
kardiovaskularnih indikacija, tokom 20 meseci pracenja

Polimorfizam ABCB1 C3435T nije povezan sa vecom smrtno$¢u, niti ceS¢im
javljanjem hitnoj medicinskoj pomoc¢i kod bolesnika sa akutnim koronarnim
sindromom na terapiji klopidogrelom

Odredivani polimorfizmi za enzime citohrom P450 nisu imali uticaja na klini¢kog
ishod (mortalitet, rehospitalizacija, potreba za hithom medicinskom pomo¢i) kod
pacijenata sa akutnim koronarnim sindromom lecenih klopidogrelom



e Cesce rehospitalizacije su utvrdene kod bolesnika sa nizom ejekcionom frakcijom,
vi§im vrednostima aspartat aminotransferaze, i na komedikaciji pantoprazolom i
digoksinom

e Povecana potreba za hitnom medidinckom pomo¢i kod pacijenata sa akutnim
koronarnim sindromom je uocena kod bolesnika sa nizom ejekcionom frakcijom,
prethodnim akutnim infarktom miokarda i na komedikaciji spironolaktonom

Poglavlje Literatura sadrzi 270 referenci, uglavnom novijeg datuma i stranih autora.
5. Ocena naué¢nog doprinosa doktorske disertacije

Doktorska disertacija asistenta dr Dragane Stokanovi¢ pod nazivom ,,Uticaj genske varijabilnosti
P-glikoproteina i citohroma P450 na farmakokinetiku klopidogrela kod bolesnika sa akutnim
koronarnim sindromom®, predstavlja originalan nau¢no-istrazivacki rad sa znacajnim doprinosom u
oblasti farmakologije. Disertacija je uradena po svim principima naucno-istrazivackog rada, sa dobro
definisanim ciljevima, adekvatnom metodologijom i zakljuécima koji su u skladu sa postavljenim
ciljevima. Napisana je jasnim i preciznim stilom. U istrazivanju je analiziran znac¢aj polimorfizama
proteina koji igraju ulogu u farmakokinetici klopidogrela — transportera P-glikoproteina i enzima
CYP2C19 i CYP2C9 koji imaju ulogu u metabolickoj aktivaciji proleka. Dobijeni rezultati pruzaju
dublji uvid u problematiku farmakokinetike klopidogrela sto moze biti od izuzetnog prakti¢nog
znacaja pri sprovodenju antiagregacione terapije kod bolesnika sa akutnim koronarnim sindromom.

6. Ocena kandidata

Kandidat, asistent dr Dragana Stokanovié, je pokazala poznavanje pravilne upotrebe standardnih
metodoloskih postupaka u izvodenju nauno-istrazivackog rada, pravilne analize dobijenih
istrazivackih rezultata, upotrebe i tumacenja stru¢ne i nau¢ne literature. Svojim radom je doprinela
sagledavanju problema farmakokinetike klopidogrela.

Na osnovu iznetih ¢injenica, Komisija donosi sledeéi

ZAKLJUCAK

Doktorska disertacija asistenta dr Dragane Stokanovi¢, pod nazivom ,Uticaj genske
varijabilnosti P-glikoproteina i citohroma P450 na farmakokinetiku klopidogrela kod bolesnika
sa akutnim koronarnim sindromom® je originalan i nau¢no zasnovan istrazivacki rad iz oblasti
farmakologije, sa savremenim i sistematizovanim metodoloskim pristupom, jasnom interpretacijom
dobijenih rezultata, i precizno izvedenim zakljuc¢cima koji daju odgovore na postavljene ciljeve
istrazivanja. Komisija u navedenom sastavu pozitivno ocenjuje izradenu doktorsku disertaciju i
predlaze Nastavno-nauénom veéu Medicinskog fakulteta u Nisu da usvoji pozitivhu ocenu ove
doktorske disertacije i pokrene postupak za javnu odbranu disertacije.

Komisija za ocenu i odbranu doktorske disertacije:




U Nisu, 8.6.2016. godine

Prof. dr Zorica Jovi¢, predsednik

Prof dr Srdan Pesi¢, ¢lan

Prof dr Slobodan Jankovi¢, ¢lan sa MF u Kragujevcu

Prof. dr Tatjana Jevtovi¢ Stoimenov, mentor i ¢lan

Prof. dr Svetlana Apostolovi¢, ¢lan



Glavni naué¢ni doprinos doktorske disertacije

LUticaj genske varijabilnosti P-glikoproteina i citohroma P450 na farmakokientiku
klopidogrela kod bolesnika sa akutnim koronarnim sindromom¢

dr Dragana Stokanovi¢

Doktorska disertacija je zasnovana na originalnim rezultatima naucno-istrazivackog rada,
prihva¢enim i publikovanim od strane stru¢ne naucne javnosti. Nau¢ni doprinos se zashiva na
ustanovljavanju izmenjene farmakokinetike klopidogrela kod pacijenata sa akutnim koronarnim
sindromom, koji su nosioci polimorfnog ABCB1 C3435T gena za P-glikoproteina. Osim toga,
utvrdeni su i drugi faktori koji uti¢u na farmakokinetsku varijabilnost klopidogrela, medu njima i oni
¢iji znacaj prethodna istrazivanja nisu pokazala, kao sto je komedikacija pantoprazolom i nivo alanin
aminotransferaze. Sporedni doprinos disertacije c¢ini identifikacija faktora koji uticu na
farmakodinamski odgovor trombocita na klopidogrela i klinickog toka bolesti kod ovih pacijenata.

Major contribution of the PhD thesis

“The effect of P-glycoprotein and cytochrome P450 genetic variability on clopidogrel
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