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IZVESTAJ
|. Opsti podaci

Tema za izradu doktorske disertacije dipl. farm. Nikole Stefanovi¢a je odobrena odlukom
Nastavnog-nau¢nog veé¢a Medicinskog fakulteta u NisSu od 26.02.2014. godine. Doktorant Nikola
Stefanovi¢ obavio je istrazivanje u periodu od januara 2012. do decembra 2013. godine u
Laboratoriji za funkcionalnu genomiku i proteomiku Nau¢no - istrazivackog Centra za
Biomedicinu, Medicinskog fakulteta Univerziteta u NiSu 1 Klinici za nefrologiju, Klinickog
centra u NiSu. IstraZivanje je odobreno od strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta u Nisu
(01 - 10204 - 13).

I1. Odnos izradene doktorske disertacije prema prijavljenoj i odobrenoj temi

Doktorska teza ,Znacaj genskog polimorfizma citohroma P450 3A5 i enzima
antioksidativne zaStite kod pacijenata sa transplantiranim bubregom na terapiji takrolimusom*
predstavlja originalan i samostalan istrazivacki rad iz oblasti Klinicke farmacije, Farmakologije i
Toksikologije. Naslov doktorske disertacije se u potpunosti podudara sa sadrzajem sprovedenog
istrazivanja. Ciljevi i metodologija su ostali nepromenjeni tokom c¢itave studije.

1. Tehnicki opis disertacije
Doktorska disertacija je napisana na 156 strana i sastoji se iz osam poglavlja: uvod, pregled

literature, ciljevi istrazivanja, pacijenti i metode istrazivanja, rezultati, diskusija, zakljucak i
literatura. Disertacija sadrzi 35 tabela, 14 grafikona i 7 slika.



V. SadrZajna struktura doktorske disertacije

Izradena doktorska disertacija predstavlja originalan i samostalan naucno-istrazivacki rad sa
jasno predstavljenim ciljevima koji su u skladu sa zadatom temom.

U Uvodu je prikazan znacaj transplatacije kao metode leCenja pacijenata sa terminalnim
stadijumom hroni¢ne bubrezne insuficijencije i znacaj istrazivanja takrolimusa kao osnove
savremenih imunosupresivnih protokola nakon transplantacije bubrega

U poglavlju Pregled literature obradeni su imunosupresivni lekovi u klinickoj praksi sa
posebnim osvrtom na mesto takrolimusa u savremenim imunosupresivnim protokolima nakon
transplantacije bubrega. Opisan je mehanizam dejstva takrolimusa i njegove farmakokineti¢ke
karakteristike, ukljucuju¢i faktore koji mogu doprineti farmakokineti¢koj varijabilnosti leka.
Detaljno je opisan znacaj ispitivanja genskog polimorfizma citohrom P450 (CYP) 3A5 A6986G
i ABCB1 C3435T kod pacijenata sa transplantiranim bubregom. Obradeni su nezeljeni efekti i
toksic¢nost takrolimusa. Prikazan je mehanizam nastanka i razvoj hroni¢ne nefrotoksi¢nosti, koja
moze dovesti do hroni¢ne nefropatije transplantiranog bubrega, vodeéeg uzroka gubitka grafta u
dugoroénom periodu nakon transplantacije bubrega. Opisani su enzimi,,brush border “membrane
proksimalnih tubula, ¢ija aktivnost u urinu raste usled ostecenja tubula. Poseban deo posvecen je
oksidativnom stresu kod pacijenata sa transplantiranim bubregom, izvorima slobodnih radikala i
antioksidativnoj zastiti. Opisani su polimorfizmi Ala -9 Val u genu za superoksid dizmutazu
(SOD) 2 i Pro 200 Leu u genu za glutation peroksidazu (GPX) 1, koji su vazni za antioksidativnu
zaStitu organizma. Na kraju ovog poglavlja prikazan je znacaj ispitivanja asimetricnog i
simetricnog dimetilarginina kod pacijenata sa bubreznom boles¢u. Na osnovu uocenog nauc¢nog
problema definisane su naucne hipoteze iz kojih su proistekli ciljevi istrazivanja.

U slede¢em poglavlju su utvrdeni ciljevi istrazivanja:

1. Ispitati ucestalost polimorfizama, A6986G na genu za citohrom P450 3A5, C3435T na
ABCBL1 genu, Ala -9 Val na genu za Mn — zavisnu superoksid dizmutazu (SOD2) i
Pro200Leu na genu za glutation peroksidazu 1 (GPX1) kod pacijenata sa transplantiranim
bubregom i zdravih ispitanika.

2. Ispitati uticaj genskih polimorfizama citohrom P450 3A5 A6986G i ABCB1 C3435T na
dozni rezim takrolimusa kod pacijenata sa transplantiranim bubregom u razlicitim
periodima nakon transplantacije bubrega

3. Odrediti vrednosti parametara oksidativhog stresa u plazmi, eritrocitima i urinu,
koncentraciju dimetilarginina u plazmi 1 aktivnost enzima markera tubulskog oSte¢enja u
urinu kod pacijenata sa transplantiranim bubregom i kod zdravih ispitanika.

4. Ispitati medusobnu povezanost ispitivanih parametara oksidativnog stresa, enzima
markera oStecenja tubula i parametara funkcije bubrega u dugoro¢nom periodu nakon
transplantacije bubrega.

5. Ispitati povezanost ispitivanih parametara oksidativnog stresa, enzima markera oStecenja
tubula i parametara funkcije bubrega sa doznim rezimom takrolimusa, citohrom P450
3A5 A6986G i ABCB1 C3435T genskim polimorfizmima u dugorocnom periodu nakon
transplantacije bubrega.

6. Ispitati uticaj SOD2 Ala -9 Val i GPX1 Pro200Leu genskih polimorfizama na parametre
oksidativnog stresa i funkcije bubrega kod pacijenata sa transplantiranim bubregom.

U poglavlju Pacijenti i metode istrazivanja detaljno su opisani metodoloski postupci koris¢eni
pri izradi disertacije.



Pacijenti. Ispitivani pacijenti sa transplantiranim bubregom su redovne kontrole i leCenje
sprovodili na Klinici za nefrologiju. Zdravi dobrovoljci se nisu bitno razlikovali u odnosu na
transplantirane pacijente u pogledu starosti i polne strukture. Istrazivanje je odobreno do strane
Etickog odbora Medicinskog fakulteta Univerziteta u Nisu (reSenje broj: 01 — 10204 — 13).
Istrazivanje je obuhvatilo ukupno 95 pacijenata sa transplantiranim bubregom, 63 muskog i 32
pacijenta Zenskog pola, prose¢ne starosti 43 = 11 godina. Od ukupnog broja pacijenata koji su
ucestvovali u istrazivanju, 72 je kao osnov imunosupresivne terapije primalo takrolimus, 15
pacijenata je koristilo CsA, 6 je koristilo SRL, dok su dva pacijenta u okviru imunosupresivnog
protokola bili na monoterapiji prednizonom i AZA. U zavisnosti od vrste i ciljeva svakog
pojedinacnog ispitivanja razlikovao se broj ispitanika koji su u njemu ucestvovali. U odredivanju
CYP3A5 A6986G i ABCB1 C3435T genskih polimorfizama ucestvovao je 91 pacijent i 106
zdravih ispitanika, u ispitivanju SOD2 Ala -9 Val polimorfizma, 95 pacijenata i 96 zdravih
ispitanika i u ispitivanju GPX1 Pro200Leu polimorfizma 85 pacijenata i 110 zdravih ispitanika.
Takode, u istraZzivanjima koja su podrazumevala farmakogeneticka ispitivanja, ispitivanja
parametara oksidativnog stresa i markera oStecenja tubula, ukljueni su samo pacijenti na terapiji
takrolimusom. Ostali pacijenti su bili iskljuceni iz daljeg toka istrazivanja. Od 72 pacijenta, koji
su le¢eni takrolimusom, 48 su bili muskarci. Osim toga, Ziva srodni¢ka transplantacija (ZST) je
bila zastupljena u 78% slucajeva, dok je 22% pacijenata bilo podvrgnuto kadaveri¢noj
transplantaciji bubrega (KT). Pacijentima je propisivan ¢etvorostruki imunosupresivni protokol
nakon operacije transplantacije bubrega. On je pored takrolimusa ukljucivao: intravenski
aplikovan metilprednizolon (MP), koji je nakon 2 ili 3 dana zamenjen prednizonom, zatim
mikofenolat mofetil ili mikofenolnu kiselinu i monoklonsko antitelo, baziliksimab, koji je
primenjen prvog i ¢etvrtog dana nakon transplantacije. Takrolimus, je inicijalno primenjen petog
dana nakon transplantacije, u pocetnoj dozi 0,1 mg / kg / dan, podeljeno u dve doze. Nakon toga,
takrolimus je primenjivan dva puta dnevno (u 08:00 h 1 20:00 h), a doza je bila prilagodena
prema koncentraciji leka u Kkrvi, izmerenoj neposredno pre primene jutarnje doze leka (Cmin,
C0). U istrazivanju su koriS¢eni plazma, serum, eritrociti, DNK i urin pacijenata sa
transplantiranim bubregom i zdravih ispitanika. DNK je izolovana uz pomo¢ komercijalnog kita
za izolaciju DNK (Genomic DNA Purification Kit, Fermentas, Thermo Scientific, Litvanija)
prema uputstvu proizvodaca. Farmakokineticki podaci kori§¢eni u svrhu istrazivanja bili su
dnevna doza takrolimusa, podeljena sa telesnom tezinom pacijenta, koncentracija takrolimusa u
punoj krvi izmerena neposredno pred primenu jutarnje doze leka (CO0) i odnos koncentracije CO i
dnevne doze leka (C0/D), koji predstavlja indeks bioraspolozivosti leka. Koncentracija CO bila je
izmerena u punoj krv pomoc¢u metode u ¢ijoj je osnovi hemiluminiscentno imunoodredivanje na
mikroc¢esticama (CMIA, prema engl. chemiluminescent microparticle immunoassay) po uputstvu
proizvodaca (Architect, Abbott, Abbott Park, IL, USA).

Metode. Ispitivani polimorfizmi u CYP 3A5 i ABCBL1 genu su detektovani alel — spedifi¢nim
PCR metodom, dok su polimorfizmi u SOD2 i GPX1 genu detektovani PCR — RFLP metodom
kod pacijenata i1 zdravih ispitanika Takode, svim ispitanicima odredivani su parametri
oksidativnog stresa u plazmi, eritrocitima i urinu, koncentracija dimetilarginina u plazmi i
aktivnost enzima markera oStecenja tubula u urinu. U plazmi su odredivani slede¢i parametri
oksidativnog stresa: koncentracija tiobarbituratna Kkiselina reaktivnih supstanci (TBARS),
uznapredovalih produkata oksidacije protein (AOPP), ukupnih sulfihidrilnih grupa (USH),
aktivnost katalaze (KAT) i SOD. U eritrocitima su odredivani: koncentracija TBARS, redukovan
glutation (GSH), aktivnost SOD, GPX i glutation reduktaze (GR). U urinu su odredivani:
koncentracija TBARS, USH i reaktivnih karbonilnih grupa (RCD) i aktivnost enzima, N — acetil
— B — D glukozaminidaze (NAG), dipeptidil peptidaze IV (DPP IV), aminopeptidaze N (APN) i
gama - glutamil transpeptidaze (GGT). Procenjena brzina glomerularne filtracije (eGFR) je
preracunata na osnovu MDRD formule.

Rezultati istraZivanja detaljno su prikazani tabelarno i graficki. Dobijeni rezultati pokazuju da
je CYP 3A5 A6986G, ali ne i ABCB1 C3435T genski polimorfizam nezavisan prediktor



izlozenosti takrolimusa. Nosioci CYP 3A5 *1/*3 genotipa zahtevaju vec¢e doze leka u poredenju
sa nosiocima CYP 3A5*3/*3 genotipa, kako bi odrzali optimalnu terapijsku koncentraciju leka u
krvi, dve godine nakon transplantacije bubrega. Pokazano je da CYP 3A5 polimorfizam
predstavlja nezavisan prediktor varijabilnosti u eGFR u toku dve godine nakon transplantacije
bubrega, pri ¢emu su pacijenti sa CYP 3A5%1/*3 genotipom imali slabiju bubreznu funkciju.
Pacijenti sa transplantiranim bubregom imali su povecan oksidativni stres, vece koncentracije
dimetilarginina i viSe aktivnosti enzima markera oStecenja tubula u poredenju sa kontrolnom
grupom. Koncentracija asimetricnog (ADMA) 1 simetricnog dimetilarginina (SDMA) je
korelirala pozitivno sa eGFR, dok je samo SDMA prediktor varijabilnosti u eGFR. Dnevna doza
takrolimusa je pokazala pozitivnu korelaciju sa parametrima antioksidativne zastite organizma u
eritrocitima. Pored toga, pacijenti sa ve¢com dnevnom dozom takrolimusa imaju veéu aktivnost
SOD u plazmi i manje vrednosti TBARS u urinu. Medutim, dnevna doza takrolimusa i sistemski
oksidativni stres pokazali su nezavisan i negativan uticaj na eGFR u dugoro¢nom periodu nakon
transplantacije bubrega. Dodatno, parametri oksidativnog stresa u urinu pozitivno su korelirali sa
enzimskim markerima oS$tecenja tubula. Ispitivani polimorfizmi Ala — 9 Val u genu za SOD2 i
Pro 200 Leu u genu za GPX1 imaju aditivan efekat kada je u pitanju smanjenje bubrezne
funkcije u periodu izmede prve i druge godine nakon transplantacije. Nosioci istovremeno SOD2
Val 1 GPX1 Leu alela pokazuju zna€ajno smanjenje bubrezne funkcije u poredenju sa ostalim
transplantiranim pacijentima.

U poglavlju Diskusija detaljno su analizirani rezultati sprovedene studije i uporedeni sa
podacima drugih autora. Dosadas$nja istrazivanja su pokazala uticaj genskog polimorfizma CYP
3AS5 na dozni rezim takrolimusa kod pacijenata sa transplantiranim bubregom. Sprovedeno
istrazivanje je pokazalo da ispitivani polimorfizam nema znacaja samo u ranom, ve¢ i U
dugoro¢nom periodu nakon transplantacije bubrega, predstavljaju¢i znacajan prediktor dnevne
doze leka. Odredivanje CYP 3AS5 polimorfizma u klini¢koj praksi i njegovim razmatranjem u
pogledu prilagodavanja doznog reZima takrolimusa, doprineo bi sprovodenju personalizovane
medicine kod pacijenata sa transplantiranim bubregom. Iako je poveéan oksidativni stres jo$
uvek nereSiva enigma u post — transplantacionom periodu, sprovedeno istrazivanje je pokazalo
potencijalno antioksidativno delovanje takrolimusa na nivou eritrocita. Dobijeni rezultati
pokazali su da takrolimus moze doprineti Smanjenju bubrezne funkcije u dugoro¢nom periodu
nakon transplantacije bubrega, ali taj efekat ocigledno nije posredovan oksidativnim stresom.
Dodatno, ispitivanje polimorfizama u genima enzima antioksidativne zastite moze biti znacajno,
jer ispoljavaju efekat na smanjenje funkcije transplantiranog bubrega. Kandidat je uspes$no
povezao u celinu dobijene rezultate i utvrdio njihov znacaj u okviru ispitivane problematike.
Dobijeni nalazi mogu doprineti unapredenju i prilagodavanju leCenja pacijenata sa
transplantiranim bubregom.

U sedmom poglavlju su kroz osamnaest tac¢aka jasno i koncizno izneti Zakljuéei sprovedenog

istrazivanja:

1. Dobijeni rezultati sprovedenog istrazivanja ukazuju da nije bilo razlike u distribuciji
polimorfizama, A6986G na genu za citohrom P450 3A5, C3435T na ABCB1 genu, Ala -9
Val na genu za Mn — zavisnu superoksid dizmutazu (Mn — SOD, SOD2) i Pro200Leu na
genu za glutation peroksidazu 1 (GPX1) kod pacijenata sa transplantiranim bubregom u
odnosu na zdrave ispitanike.

2. Nosioci citohrom P450 3A5 *1/*3 genotipa za razliku od nosioca citohrom P450 3A5 *3/*3
genotipa zahtevaju vece doze takrolimusa u cilju odrzanja terapijske koncentracje leka u krvi
u optimalnom opsegu u kratkoroénom (mesec dana) i dugoro¢nom periodu (od Sest mesci do
dve godine) nakon transplantacije bubrega.

3. Citohrom P450 3A5 A6986G genski polimorfizam predstavlja stalan i nezavisan prediktor
izlozenosti takrolimusa tokom perioda od dve godine nakon transplantacije.
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ABCBI1 C3435T genski polimorfizam moze imati uticaja na dozni rezim takrolimusa, ali
efekat ovog polimorfizma nije stalan i nezavisan od efekta citohrom P450 3A5 A6986G
genskog polimorfizma

Citohrom P450 3A5 A6986G genski polimorfizam predstavlja znacajan prediktor brzine
glomerularne filtracije u dugoro¢nom periodu (od Sest mesci do dve godine) nakon
transplantacije bubrega, pri ¢emu nosioci citohrom P450 3A5 *1/*3 genotipa za razliku od
nosioca citohrom P450 3AS5 *3/*3 genotipa su pokazali izraZenije smanjenje bubrezne
funkcije u periodu nakon dve godine od transplantacije bubrega.

Pacijenti u dugoro¢nom periodu nakon transplantacije bubrega pokazuju vece vrednosti
parametara oksidativnog stresa u plazmi, eritrocitima 1 urinu, vece Kkoncentracije
dimetilarginina u plazmi i veée aktivnosti enzima markera oSteCenja tubula u urinu u
poredenju sa zdravim ispitanicima.

Parametri oksidativnog stresa odredeni u plazmi pacijenata sa transplantiranim bubregom ne
koreliraju medusobno, niti sa brzinom glomerularne filtracije.

Koncentracije dimetilarginina u plazmi pokazuju negativhu Kkorelaciju sa brzinom
glomerularne filtracije, ali ne koreliraju sa parametrima oksidativnog stresa u plazmi
pacijenata sa transplantiranim bubregom.

Parametri oksidativnog stresa u eritrocitima pacijenata sa transplantiranim bubregom
pokazuju medusobnu pozitivnu korelaciju, s tim da pacijenti sa ve¢im vrednostima TBARS i
SOD imaju i smanjenu bubreznu funkciju.

Parametri oksidativnog stresa, odredeni u urinu pacijenata sa transplantiranim bubregom
pokazuju medusobnu pozitivnu korelaciju, s tim da pacijenti sa ve¢im vrednostima TBARS i
RCD u urinu pokazuju izrazenije oStecenje tubula prikazano kroz aktivnost enzima markera
tubulskog ostecenja.

Rezultati sprovedenog istrazivanja pokazuju da dnevna doza takrolimusa pozitivno korelira
sa koncentracijom GSH u eritrocitima, kao i da odnos koncentracije i doze leka pokazuje
negativnu korelaciju sa koncentracijom GSH 1 aktivnos¢u GPX u eritrocitima.

Pacijenti sa vecom dnevnom dozom takrolimusa su imali nize vrednosti TBARS u urinu u
dugoro¢nom periodu nakon transplantacije

lako takrolimus pokazuje antioksidativne osobine, primenjena multivarijantna linearna
regresiona analiza ukazuju da dnevna doza takrolimusa 1 oksidativni stres odreden u
eritrocitima, nezavisno i negativno uticu na glomerularnu filtraciju u dugoroénom periodu
nakon transplantacije.

Multivarijantna linearna regresiona analiza ukazuje da ukupne SH grupe u urinu
predstavljaju nezavisan i pozitivan prediktor brzine glomerularne filtracije u dugoro¢nom
periodu nakon transplantacije.

Genski polimorfizmi citohrom P450 3A5 A6986G i ABCB1 C3435T ne pokazuju uticaj na
ispitivane parematre oksidativnog stresa u plazmi, eritrocitima i urinu, na vrednosti ADMA i
SDMA u plazmi, kao i na aktivnost enzima markera o$tecenja tubula.

Nosioci Val alela, polimorfizma Ala -9 Val u genu za SOD2, pokazuju vise vrednosti
TBARS u urinu u dugoro¢nom periodu nakon transplantacije.

Nosioci istovremeno Val alela, genskog polimorfizma SOD2 Ala -9 Val i Leu alela genskog
polimorfizma GPX1 Pro200Leu pokazuju znacajnije smanjenje bubrezene funkcije u periodu
izmedu prve i1 druge godine nakon transplantacije u poredenju sa ostalim pacijentima.
Multivarijantna linearna regresiona analiza pokazuje da polimorfizmi Ala -9 Val u genu za
SOD2 i Pro200Leu u genu za GPX1 nemaju efekta na varijabilnost bubrezne funkcije medu
pacijentima.

U osmom poglavlju je navedena Literatura koris¢ena u izradi disertacije koja sadrzi 326
naslova sa velikim udelom literature novijeg datuma.



Na osnovu iznetih podataka Komisija donosi slede¢i

ZAKLJUCAK

Doktorska disertacija dipl. farm. Nikole Stefanovica pod naslovom ,Znacaj genskog
polimorfizma citohroma P450 3A5 1 enzima antioksidativne zaStite kod pacijenata sa
transplantiranim bubregom na terapiji takrolimusom* izradena je prema savremenim principima
naucno-istrazivackog rada i predstavlja aktuelan nau¢no zasnovan rad. Kandidat je pokazao
sposobnost za koncipiranjem istrazivanja, adekvatnim kori$¢enjem metodologije rada i literature,
kao i sposobnost za interpretaciju dobijenih rezultata. Predlozeni ciljevi su adekvatno
postavljeni, a koriS¢enjem najsavremenije metodologije dobijeni su korisni i primenljivi
rezultati. Doktorska disertacije dipl. farm. Nikole Stefanovic¢a predstavlja originalni naucni rad iz
oblasti Klinicke farmacije, Farmakologije i Toksikologije. Zaklju¢ci su formulisani tako da daju
jasne odgovore na postavljene ciljeve istrazivanja.

Zbog svega navedenog Komisija predlaze Nastavno-nau¢nom veéu Medicinskog fakulteta
Univerziteta u NiSu da usvoji pozitivnu ocenu izradene doktorske disertacije i da dipl. farm.
Nikoli Stefanovi¢u odobri javnu odbranu.

Komisija za ocenu i odbranu doktorske disertacije:

Prof. dr Radmila Veli¢koyi¢ Radovanovié, predsednik
W-t@/ﬂzf) »
Prof. dr Téj/ana Cvetkovi¢, méntor i ¢lan

T 'n&)&ﬁblf@vt \C/

Prof. dr Momir Mikov, ¢lan sa Medic%ﬂﬂvom Sadu

Prof. dr Milan Jokano(vic’, Clan
WM [ Larrn'c

Pmkvtovié Sé;r;lenov, ¢lan

U Nisu, 02.03.2015.



V. Glavni doprinos doktorske disertacije

Doktorska disertacija predstavlja originalan i samostalan nau¢no-istrazivacki rad sa znacajnim
doprinosom iz oblasti Klini¢ke farmacije, Farmakologije i Toksikologije. Nau¢ni doprinos se
zasniva na odredivanju genotipa citohroma P450 3AS5 u klini¢koj praksi, omogucavajuci
individualizaciju doznog rezima takrolimusa i sprovodenje personalizovane medicine kod
pacijenata sa transplantiranim bubregom. Prilagodavanje doze na osnovu genotipa citohroma
P450 3A5 doprinelo bi smanjenju farmakokineticke varijabilnosti takrolimusa 1 rizika za razvoj
toksi¢nih efekata. Ovo istrazivanje je pokazalo da ispitivanje polimorfizama u genima enzima
antioksidativne zaStite doprinosi boljem razumevanju uloge oksidativnog stresa. Pokazano je da
oksidativni stres predstavlja jedan od glavnih mehanizama, koji stoji u patogenezi smanjenja
brzine glomerularne filtracije nakon transplantacije bubrega.

Major contribution of doctoral thesis

The doctoral thesis is an authentic and personal scientific research with significant contribution
to the field of Clinical pharmacy, Pharmacology and Toxicology. The scientific contribution is
based on the cytochrome P450 3A5 genotype determination in clinical practice, providing the
individualisation of tacrolimus dosage regimen and the implementation of personalized medicine
within the renal transplant recipients. Cytochrome P450 3A5 genotype—based dose adjustments
would contribute to the reduction in tacrolimus pharmacokinetics variability and the risk for
toxic effects. This research demonstrated that investigation of the polymorphisms in
antioxidative enzymes genes contributes to better understanding of the role of the oxidative
stress. It was shown that oxidative stress is one of the major mechanisms in the pathogensis of
the glomerular filtration rate deterioration after renal transplantation.
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