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На основу анализе приложене докторске дисертације, комисија за оцену

завршене докторске дисертације једногласно подноси Научном већу Медицинског

факултета следећи

ИЗВЕШТАЈ

А) Приказ садржаја докторске дисертације

Докторска дисертација др Соња Шуваков написана је на енглеском језику на 135

страна и подељена је на следећа поглавља: увод, циљеви рада, материјал и методе,

резултати, дискусија, закључци и литература. У дисертацији се налази укупно 39 сликa

и 22 табелe. Докторска дисертација садржи сажетак на енглеском и српском језику,

биографију кандидата, податке о комисији и списак скраћеница коришћених у тексту.

У уводу је описана хронична бубрежна болест са детаљнијим освртом на

терминалну бубрежну болест. Дати су најновији епидемиолошки подаци и дефинисани

потенцијални фактори ризика значајни за настанак и прогресију овог обољења.

Детаљно је описана веза терминалне бубрежне слабости са оксидативним стресом и

кардиоваскуларним компликацијама, које су одговорне за више од половине смртних

случајева код људи оболелих од ове болести. Опширно су описане глутатион

трансферазе, суперфамилија ензима којe у ћелијама људског организма имају

вишеструке улоге, уз посебан нагласак на глутатион трансферазе класе алфа, ми, пи и

тета. Наведане су све специфичне улоге које глутатион трансферазе обављају у

организму са детаљним приказом сваке улоге и описана је значајна генска хетерогеност

у оквиру саме класе која настаје као последица генских делеција, као и полиморфизма

једног нуклеотида. У уводу докторске дисертације је дат преглед досадашње

литературе са освртом на улогу које глутатион трансферазе имају у настанку и

прогресији хроничне бубрежне слабости.

Циљеви рада су прецизно дефинисани. Састоје се у испитивању утицаја генског

полиморфизма GSTА1 rs3957357, GSTМ1 GSTP1 rs1695, GSTP1 rs1138272 и GSTT1 на
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подложност за настанак терминалне бубрежне слабости, као и испитивања да ли

постоји удружени ефекат генотипа на развој овог обољења. Испитивана је и веза

између полиморфизама GST гена и продуката оксидативног оштећења протеина и

липида, као и солубилних ћелијских адхезионих молекула у плазми болесника на

хемодијализи. У том контексту одређиван је и прооксидативно-антиоксидативни

баланс, као и укупни оксидативни статус. Такође, циљ рада је био и да се покаже да ли

полиморфна експресија GST гена има прогностички значај код болесника на

хемодијализи. Као циљ рада наведено је и испитивање да ли продукти оксидативног

стреса и адхезионих молекула могу да имају прогностичку вредност у петогодишњем

преживљавању дијализираних болесника. На крају, испитивано је да ли делеција

GSTM1 гена у култури ендотелних ћелија изолованих из умбиликалне вене доводи до

повећане адхезије моноцита када се ове ћелије инкубирају у уремијском серуму

добијеном од болесника на хемодијализи.

У поглављу Материјал и методе наведено је да је за одређивање полиморфизама

GST изведена студија случајева и контрола (engl. case – control study) у коју је било

укључено 199 болесника и 199 контрола. За процену утицаја GST генских

полиморфизама на вредности продуката оксидативног стреса изведена је студија

случајева (енгл. „case only” студија). Такође, студија случајева је била изведена и за

испитивање прогностичког значаја GST генских полиморфизама, продуката

оксидативног стреса и адхезионих молекула. Ћелијска култура ендотелних ћелија и

моноцита узгајена је у стандардним медијумима и третирана уремијским серумом у

дужини од 4 сата. Детаљно је описана методологија исптивања која је подразумевала

одређивање GST генских полиморфизама анализом производа реакцијом ланчаног

умножавања, рестрикционе дигестије ДНК фрагмената насталих реакцијом ланчаног

умножавања (PCR-RFLP) као ланчаног умножавања у реалном времену (RT-PCR).

Продукти оксидативног оштећења протеина и липида (тиол групе, карбонилне групе,

нитротирозин, узнапредовали продукти протеинске оксидације, малондиалдехид

(МДА), малондиалдехидни адукти, тотални оксидативни статус (ТОС),

прооксидативно-антиоксидативни баланс (ПАБ)), као концентрације солубилних

ћелијских адхезионих молекула (ICAM-1 и VCAM-1) у плазми болесника на дијализи
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одређивани су спектрофотометријским и ELISA методама. Адхезија моноцита је рађена

уз помоћ проточне цитофлуориметрије. Предиктивна вредност различитих GST

генотипова је процењивана Кокс регресионим моделом, док је Каплан-Мајер анализа

коришћена за утврђивање разлика у преживљавању.

Студија је урађена у складу са етичким стандардима датим у Хелсиншкој декларацији и

у складу са правилима Етичког комитета Медицинског факултета у Београду.

У поглављу Резултати детаљно су описани и јасно представљени сви добијени

резултати.

Дискусија је написана јасно и прегледно, уз приказ података других

истраживања са упоредним прегледом добијених резултата докторске дисертације.

Закључци приказују најважније налазе који су проистекли из резултата рада.

Наиме, добијени резултати указују да су особе које имају GSTM1-нулти генотип и

GSTP1 rs1138272 варијантни алел повезани са повећаном подложношћу за настанак

терминалне бубрежне слабости. Такође, показано је да постоји и удружени ефекат

генотипова, односно комбиновањем варијантних алела GST гена долази до повећања

ризика за настанак ТБС. Болесници који су имали нулте или GST генотипове ниже

активности имали су и повишене нивое продуката оксидативног оштећења липида и

протеина, као и укупног оксидативног стреса и прооксидативно-антиоксидативног

баланса. Такође, делециони полиморфизам GSTM1 гена и полиморфизам појединачног

нуклеотида GSTP1 гена (rs1138272) повезани су са повишеним нивоима ћелијских

адхезионих молекула ICAM-1 и VCAM-1. У делу тезе у којем је испитиван

потенцијални прогностички значај GST генотипова, показало се да болесници са

GSTM1-нултим генотипом имају више шанси за смртни исход било општег узрока или

кардиоваскуларног узрока. Што се тиче других генотипова, показано је да болесници са

GSTP1*Va/l*Val генотипом имају повећани ризик за смртним исходом узрокованим

инфарктом миокарда. Потенцијални прогностички значај од мерених биохемијских

параметара могу имати повишене вредности АОPP (енгл. advanced oxidation protein

products), прооксидативно-антиоксидативног баланса, малондиалдехида и VCAM-1.

Култура ендотелних ћелија са GSTМ1-нултим генотипом инкубирана у уремијском
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серуму није показала значајно већи степен релативне адхезије моноцита или

производње слободних радикала у односу на ендотелне ћелије са присутним GSTM1

геном.

Коришћена литература садржи списак од 253 референци.

B) Кратак опис постигнутих резултата

Повећана подложност оболевања од терминалне бубрежне слабости (ТБС)

уочена је код особа са GSТМ1-нултим (ОR = 1,6; 95% CI: 1,1-2,4; p = 0,024) или које су

носиоци варијантног GSTP1*Т алела (ОR = 3,2; 95% CI: 1,9-5,4; p = 0,001).

Комбиновањем различитих GST генотипова утврђено је да се ризик додатно повећава и

да највећи достижу особе са комбинацијом GSTР1*С/*Т и GSTТ1-нултог генотипа (ОR

= 6,6; 95% CI: 2,1-10,4; p < 0,05). Полиморфна експресија глутатион трансфераза

утицала је на ниво оксидативног оштећења протеина и липида, као и солубилних

адхезионих молекула измерених у плазми болесника са терминалном бубрежном

слабошћу. Продукти оксидативног стреса су још више били повишени код болесника

који су били носиоци комбинације неког GSТ нултог или генотипа смањене активности.

Испитивање предикторне улоге полиморфизама гена за GST показало је да болесници

са GSТМ1-нултим генотипом имају повећани ризик за смртним исходом општег или

кардиоваскуларног порекла у сва три тестирана модела (смрт општег порекла: НR =

1,8; 95% CI: 1,1-2,8; p = 0,009 и кардиоваскуларни узрок смрти: НR = 2,3; 95% CI: 1,3-

4,3; p = 0,006). Такође, болесници носиоци GSTР1*Val/*Val генотипа су имали

повећани ризик за смртним исходом узрокованим инфарктом миокарда (НR = 2,2; 95%

CI: 1,1-4,8; p = 0,006). У овој тези је показано је да вредности АОPP, МДА, ПАБ и

VCAM-1 изнад cut-off вредности одређене медијаном могу да имају прогностички

значај на преживљавање болесника на хемодијализи. Наиме, болесници који су имали

вредности АОПП изнад 64,3 µмол/л били су под већим ризиком од смртног исхода

кардиоваскуларног порекла (НR = 2,4; 95% CI: 1,3 - 4,5; p = 0,005) или специфично од

инфаркта миокарда (НR = 3,3; 95% CI: 1,4-7,9; p = 0,006). Вредности малондиалдехида

изнад медијане (2,3 mmol/L) имале су прогностички значај за смртни исход општег (НR

= 1,6; 95% CI: 1,1 - 2,5; p = 0,029) или кардиоваскуларног порекла (НR = 1,9; 95% CI:
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1,1 - 3,3; p = 0,019). Такође, прогностички значај на опште (НR = 2,4; 95% CI: 1,5 - 3,9; p

= 0,001) и кардиоваскуларно преживљавање (НR = 2,5; 95% CI: 1,3 - 4,5; p = 0,007)

имале су и повишене вредности ПАБ измерене у плазми болесника на хемодијализи.

Концентрација солубилног VCAM-1 су показале потенцијални прогностички значај на

опште преживљавање ових болесника на (НR = 1,9; 95% CI: 1,2 - 3,1; p = 0,007).

Култура ендотелних ћелија са GSTM1-нултим генотипом инкубирана у уремијском

серуму није показала значајно већи степен релативне адхезије моноцита у односу на

ендотелне ћелије са присутним GSTM1 геном. Такође, ни производња укупних

кисеоничних радикала или супероксид анјон радикала није била повишена код

ендотелних ћелија са хомозиготном делецијом GSTM1 гена, а након инкубације у

уремијском серуму добијеном од болесника на хемодијализи.

C) Упоредна анализа докторске дисертације са резултатима из литературе

Улога полиморфизама гена за глутатион трансферазе у развоју и настанку бубрежне

слабости није била предмет великог броја истраживања, a резултати неколико урађених

студија нису конзистентни. Ово је прво истраживање које се бавило испитивањем

подложности за настанак ТБС са полиморфизмима глутатион трансфераза у европској

белој популацији. Резултати ове докторске дисертације упућују на повезаност GSTM1-

нултог и GSTP1*C/*T (rs1138272) генотипа са подложношћу за настанак терминалне

бубрежне слабости. У овој тези је по први пут испитиван и утицај GSTA1 генског

полиморфизма на подложност за настанак ТБС. Иако је ризик за настанак ТБС био 1.6,

статистичка значајности није постигнута. Улога GSTP1 полиморфизма у посложности

за настанак ТБС је до сада испитивана у само две студијe (Тiwari 2009, Agrawal 2007), у

којима је GSTP1*Val/*Val генотип повезан са повећаним ризиком за ТБС, за разлику од

резултата ове дисертације у којима ова повезаност није нађена. Добијени подаци о

комбинованом дејству различитих GST генотипова на развој ТБС у складу су са

резултатима ранијих истраживања. (Datta 2010а; Agrawal 2007).

Претпоставка да присуство делеција или варијантних алела GST гена може да

допринесе повећању осетљивости према оксидативном и карбонилном стресу код

болесника на хемодијализи је потврђена у следећој фази овог истраживања, у којој је
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анализиран утицај полиморфних GSTA1, GSTM1, GSTP1 и GSTT1 гена на ниво

показатеља оксидативног стреса. Према резултатима који су представљени у овој

студији, ниво оксидативног оштећења липида и протеина код хемодијализираних

болесника зависи од полиморфизама гена GSTА1, GSTM1, GSTT1 и GSTP1. Лин и сар.

(2009) су показали да су болесници на хемодијализи са GSTМ1-нултим генотипом

подложни оксидативном оштећењу ДНК и да су под већим ризиком за смртни исход у

поређењу са онима који имају активну форму GSTM1 генотипа. У овом истраживању је

утврђено да поједини полиморфизми GST утичу на степен оксидативног оштећења

протеина и липида, a да је код GSTМ1-нултог генотипа ово најизраженије. Такође,

показан је снажан комбиновани ефекат GST нултих или генотипова са смањеном

активношћу, GSTМ1, GSТТ1, GSТА1 и GSТР1, у погледу осетљивости према

оксидативном и карбонилном стресу код болесника са терминалном бубрежном

слабошћу. Интересантно је да је сличан комбиновани ефекат GSТМ1-нултог / GSTТ1-

нултог на степен оксидативног стреса потврђен и у другим обољењима попут бенигне

хиперплазије простате и код болесника са обољењем коронарних артерија (Kumar 2011,

Тang 2010).

Развој атеросклерозе представља врло важан корак у развоју кардиоваскуларних

компликација у код болесника на хемодијализи где је и до 40% од смртних исхода

управо кардиоваскуларне етиологије. Резултати неколико студија су открили

потенцијалне улоге оксидативног стреса и атерогенезе, а будући да измењена

експресија гена GSТ ензима утиче на ниво оксидативног оштећења, очекивано је било

да полиморфизам ових гена може да утиче на атеросклеротске процесе и доприносе

развоју кардиоваскуларних компликација. У том смислу значајни су резултати који

показују да пушачи са хомозиготном делецијом GSТМ1 гена имају већи степен

прогресије атеросклерозе него особе са GSТМ1-активним генотипом. У последњој

деценији расте број истраживања која су усмерена ка расветљавању улоге GSТМ1-

нултог и GSТТ1-нултог генотипа у настанку и прогресији коронарне болести. Најновија

студија Таспинар и сар. (2012) сугерише да делеција оба GSТМ1 и GSТТ1 гена код

болесника са типом 2 дијабетеса доводи до убрзане атеросклерозe. Једини подаци који

се односе на предиктивну улогу GSТ генотипова код болесника са хроничном
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бубрежном слабошћу потичу из рада, Лин и сар. (2009), који су открили да болесници

на хемодијализи са хомозиготном делецијом GSТМ1 гена имају већу укупну стопу

смртности у односу на оне са GSТМ1 активним генотипом У овој тези је показана

повезаност GSТМ1-нултог генотипа са општим и кардиоваскуларним узроцима смрти.

Показано је и да болесници са GSТР1*Val/*Val генотипом имају краће преживљавање

када се анализира инфаркт миокарда као узрок смрти. Други GSТ полиморфизми, као

што су GSТА1 и GSТТ1, нису показали везу са укупним или кардиоваскуларним

морталитетом болесника на хемодијализи. У овој дисертацији испитиване су и

потенцијални прогностичке улоге продуката оксидативног стреса на петогодишње

преживљавање болесника на хемодијализи. Резултати ове тезе указују да концентрација

малондиалдехида може да има предиктивну улогу с обзиром да повишене вредности

овог показатеља липидне пероксидације имају предикторну улогу у смислу смртног

исхода општег или кардиоваскуларног порекла. У прилог ових резултата иду и налази

да је дебљина интиме медије каротидних артерија код болесника на хемодијализи у

корелацији са продуктима липидне пероксидације (Dursun 2008), као и да је у серуму

ових болесника МДА снажан предиктор кардиоваскуларних компликација (Boaz et al.

1999.). Осим тога, у овој дисертацији је показано да садржај узнапредовалих продуката

оксидације протеина (АОPP) има предиктивну вредност за кардиоваскуларне смртне

исходе код болесника на хемодијализи. Ови резултати су у складу са ранијим налазима

да повишене вредности АОPP утичу на развој атеросклеротских промена код

недијабетичних болесника на дијализи (Dеscamps-Latscha et al, 2005). У овом раду је

показано да болесници са концентрацијама ПАБ изнад медијане (148.6 ХК јединица)

имају већи ризик за смртни исход општег и кардиоваскуларног порекла. До сада је било

утврђено да су вредности ПАБ повишене код болесника са можданим ударом, али

прогностички значај није био уочен (Parizadeh et al., 2011). Повишене концентрације

солубилног VCAM-1 у плазми болесника такође су биле предиктори смртног исхода у

нашој популацији хемодијализираних болесника, што је у сагласности са студијом

(Papagianni et al., 2008) и сарадника. Раније је показано да аортна екпресија VCAM-1

корелира са факторима ризика за исхемична срчана обољења те да може да послужи

као добар биомаркер ендотелне дисфукнције (Mu et al 2015).
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D) Објављени радови који чине део докторске дисертације

1. Suvakov S, Damjanovic T, Pekmezovic T, Jakovljevic J, Savic-Radojevic A, Pljesa-

Ercegovac M, Radovanovic S, Simic DV, Pljesa S, Zarkovic M, Mimic-Oka J,

Dimkovic N, Simic T. Associations of GSTM1*0 and GSTA1*A genotypes with the

risk of cardiovascular death among hemodialyses patients. BMC Nephrol.

2014;15:12. (M22, IF = 1.690)

2. Suvakov S, Damjanovic T, Stefanovic A, Pekmezovic T, Savic-Radojevic A, Pljesa-

Ercegovac M, Matic M, Djukic T, Coric V, Jakovljevic J, Ivanisevic J, Pljesa S, Jelic-

Ivanovic Z, Mimic-Oka J, Dimkovic N, Simic T. Glutathione S-transferase A1, M1,

P1 and T1 null or low-activity genotypes are associated with enhanced oxidative

damage among haemodialysis patients. Nephrol Dial Transplant. 2013;28(1):202-12.

(M21, IF = 3.488)

E) Закључак (образложење научног доприноса)

Докторска дисертација „Повезаност полиморфизама глутатион

трансфераза A1, M1, P1 и T1 са показатељима оксидативног стреса и

кардиоваскуларним компликацијама код болесника са терминалном бубрежном

слабошћу“ др Соње Шуваков представља оригинални научни допринос у разумевању

механизама који учествују у настанку и прогресији терминалне бубрежне слабости као

и на могућност стратификације болесника на хемодијализи према GST генотипу у

погледу оксидативног стреса. Поред тога, функционални GSTМ1 полиморфизам има

прогностичку улогу код болесника на хемодијализи.

Ова докторска дисертација је урађена према свим принципима научног

истраживања. Циљеви су били прецизно дефинисани, научни приступ је био

оригиналан и пажљиво изабран, а методологија рада је била савремена. Резултати су

прегледно и систематично приказани и дискутовани, а из њих су изведени одговарајући

закључци.
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На основу свега наведеног, и имајући у виду досадашњи научни рад кандидата,

комисија предлаже Научном већу Медицинског факултета Универзитета у Београду да

прихвати докторску дисертацију др Соње Шуваков и одобри њену јавну одбрану ради

стицања академске титуле доктора медицинских наука.
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