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NAUČNO-NASTAVNOM VIJEĆU MEDICINSKOG FAKULTETA FOČA

UNIVERZITETA U ISTOČNOM SARAJEVU

Naučno-nastavno vijeće Medicinskog fakulteta u Foči, Univerziteta u Istočnom Sarajevu na svojoj sjednici od 01.12.2016. godine imenovalo je članove Komisije za ocjenu predložene teme doktorske disertacije pod nazivom „POVEZANOST POLIMORFIZAMA GENA ZA GLUTATION TRANSFERAZE M1 I T1 SA RIZIKOM ZA NASTANAK DIJABETESNE NEFROPATIJE“ kandidata za sticanje naučnog stepena doktora medicinskih nauka Dragane Pavlović, u sastavu: 

1. Prof.dr Ana Savić Radojević, uža naučna oblast Biohemija, vanredni profesor, Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu, predsjednik Komisije;

2. Doc.dr Milorad Grujičić, uža naučna oblast Interna medicina – nefrologija, docent, Medicinski fakultet, Univerzitet u Banjaluci, član Komisije;

3. Prof.dr Siniša Ristić, uža naučna oblast Fiziologija, Medicinski fakultet, Univerzitet u Istočnom Sarajevu, član Komisije.

Na osnovu uvida u priloženu dokumentaciju Komisija podnosi sljedeći

IZVJEŠTAJ

Podaci o kandidatu: 

Kandidat mr sc. Dragana Pavlović rođena je 28.06.1979. godine u Foči, gdje je završila osnovnu školu i Gimnaziju opšteg smjera. Godine 1998. upisala je Farmaceutski fakultet Univerziteta u Beogradu, a diplomski rad je odbranila 2005.godine. Iste godine na Medicinskom fakultetu u Foči upisuje postdiplomske studije  „Osnove biomedicinskih istraživanja“. U zvanje asistenta izabrana je 2006.godine. Magistarsku tezu pod nazivom „Potencijalna uloga ohratoksina A u razvoju endemske nefropatije“ odbranila je u junu 2014.godine. Zaposlena je u Službi za kliničku biohemiju Univerzitetske bolnice u Foči. Specijalizaciju iz Medicinske biohemije položila je 2011.godine. U zvanje višeg asistenta uzabrana je u julu 2015.godine. Živi i radi u Foči, majka dvoje djece. 

Predmet i značaj istraživanja

Predmet ove doktorske teze je izučavanje povezanosti polimorfizama gena za glutation transferaze M1 i T1 sa rizikom za nastanak dijabetesne nefropatije. 

Poznato je da dijabetes melitus (DM) predstavlja grupu metaboličkih bolesti koje se karakterišu hroničnom hiperglikemijom nastalom zbog poremećaja u sekreciji insulina ili u njegovom dejstvu ili usljed postojanja oba ova poremećaja. U zavisnosti od etiologije može se podijeliti na DM tip 1, DM tip 2, gestacijski dijabetes kao i duge specifične oblike dijabetesa. Više od 350 miliona ljudi širom svijeta je danas pogođeno ovom bolešću, ali je zapažen dalji porast incidencije usljed uticaja sekundarnih faktora kao što su gojaznost, hipertenzija i nedostatak fizičke aktivnosti. U razvijenim zemljama od 85 do 95% ljudi oboljelih od dijabetesa predstavljaju oboljeli od DM tip 2, dok je procenat još veći u zemljama u razvoju.           Hronička hiperglikemija u dijabetesu je povezana sa ubrzanim nastankom specifičnih komplikacija kao što su retinopatija, nefropatija i/ili neuropatija sa povećanim rizikom za ulceracije stopala, amputacije, pojavu artropatije, kao i autoimune disfunkcije. Kod bolesnika sa dijabetesom veća je učestalost kardiovaskularnih i cerebrovaskularnih bolesti, kao i bolesti perifernih arterija. Hipertenzija i poremećaj u metabolizmu lipoproteina često se pronalaze kod ovih bolesnika. 

Dijabetesna nefropatija (DN) je veoma česta mikrovaskularna komplikacija dijabetesa, koja se razvija kod oko trećine pacijenata sa tipom 1 i 2 DM. Ona predstavlja najčešći uzrok terminalne insuficijencije bubrega u razvijenim zemljama, a predviđa se da će se do 2050. učestalost DN dramatično povećavati u svim zemljama svijeta. Pored toga DN je često udružena sa drugim makro i mikrovaskularnim komplikacijama dijabetesa, pa zbog toga, kao i zbog svoje učestalosti, ona predstavlja veliki medicinski, ekonomski i društveni problem. Smatra se da je jedan od procesa, koji hiperglikemija indukuje i prekomjerna produkcija slobodnih radikala u mitohondrijama endotelnih ćelija. Pankreasne beta ćelije predstavljaju potencijalnu metu za oksidativnim stresom indukovano oštećenje tkiva, obzirom da su to ćelije osjetljive na stres zbog male produkcije enzima antioksidativne zaštite. Pokazano je da i insulin i faktori rasta regulišu ekspresiju gena za enzime koji su uključeni u proces detoksikacije elektrofilnih jedinjenja, uključujući glutation transferaze.  

Danas postoji sve veće interesovanje za istraživanje povezanosti polimorfizama GST i dijabetesa, a posebno pojedinih mikrovaskularnih komplikacija dijabetesa. Naime, glutation transferaze (GST) predstavljaju veliku superfamiliju enzima koji učestvuju u reakcijama biotransformacije različitih ksenobiotika i odbrani od slobodnih radikala. Opisana je i značajna genetska heterogenost unutar različitih klasa GST, pri čemu su do sada najviše izučavani delecioni polimorfizmi GSTM1 i GSTT1, koji koje nastaju kao posledica genskih delecija i dovode do potpunog odsustva aktivnosti ovih izoenzima GST. Povezanost GSTT1/GSTM1 delecionih polimorfizama i sklonosti ka razvoju dijabetesa bila je predmet istraživanja u nekoliko studija, ali postoji neusaglašenost u rezultatima tih istraživanja. Naime, iako je u nekoliko studija pokazan povećan rizik za nastanak dijabetesa tipa 2 kod nosilaca kod nosilaca GSTM1-nultog genotipa ili kod nosilaca kombinovanog GSTM1-nultog/GSTT1-nultog genotipa, druge studije nisu pokazale ovu povezanost. U svega nekoliko radova je istraživana povezanost polimorfizma ovih GST gena i mikrovaskularnih komplikacija dijabetesa, ali sa nekonzistentnim rezultatima.
Cilj, zadaci i hipoteze doktorske disertacije

Radna hipoteza zasniva se na pretpostavci da postoji povezanost polimorfizama gena za GSTM1 i GSTT1 i pojave dijabetesne nefopatije. Pretpostavlja se da se bolesnici sa tipom 2 DM i dijabetesnom nefropatijom razlikuju od bolesnika sa dijabetesom bez ove mikrovaskularne komplikacije po učestalosti delecionih polimorfizama gena za GSTM1 i GSTT1, kao i da polimorfizmi ovih gena mogu predstavljati faktore rizika za razvoj drugih mikrovaskularnih komplikacija dijabetesa, a posebno dijabetesne retinopatije.

Istraživanja u ovom radu biće sprovedena sa ciljem da se:

1. odredi učestalost GSTM1 i GSTT1 genotipova kod bolesnika sa tipom 2 dijabetes melitusa bez mikrovaskularnih komplikacija, te bolesnika sa dijabetesnom nefropatijom, kao i kod zdravih osoba;

2. ispita povezanost GSTM1 i GSTT1 polimorfizama i pojedinih kliničkih karakteristika bolesnika sa dijabetesom, a prije svega: 

a. periodom od početka dijabetesa do pojave dijabetesne nefropatije;

b. brzinom progresije dijabetesne nefropatije;

c. udruženošću dijabetesne nefropatije sa dijabetesnom retinopatijom i drugim mikrovaskularnim komplikacijama. 

3. ispita povezanost GSTM1 i GSTT1 polimorfizama sa biohemijskim poremećajima karakterističnim za dijabetes. 

Aktuelnost i podobnost teme doktorske disertacije

Ispitivanje povezanosti delecionih polimorfizama gena za GSTM1 i GSTT1 sa tipom 2 DM, njegovim kliničkim karakteristikama, a posebno sa pojavom DN omogućilo bi bolje razumevanju uloge glutation transferaza kako u nastanku dijabetesa, tako i u nastanku određenih komplikacija bolesti, a posebno DN. Rezultati ove doktorske disertacije bi, pored razjašnjavanja povezanosti delecionih polimorfizama glutation transferaza i nastanka DN kao komplikacije dijabetesa, mogli da ukažu i na nove moguće strategije u terapiji kroz individualni pristup bolesnicama. Otkrivanje osoba koje u populaciji bolesnika sa tipom 2 DM imaju veći rizik za razvoj DN ili drugih mikrovaskularnih komplikacija, kao i veći rizik od brze progresije bolesti omogućilo bi da se sa ovim osobama posveti veća pažnja u regulaciji glikemije i prevenciji svih mikrovaskularnih komplikacija dijabetesa. To bi nesumnjivo bilo značajno za pojedine bolesnike, njihove porodice i cijelo društvo.
Pregled stanja u području istraživanja (kod nas i u svijetu)

Do sada postoji svega nekoliko radova koji su ispitivali povezanost delecionih polimorfizama gena za GSTM1 i GSTT1 sa rizikom za pojavu  mikrovaskularnih komplikacija dijabetesa, sa nekonzistentnim rezultatima. Naime, u studiji koju su sproveli Cilenšek i sar. pokazano je da značajno veća učestalost GSTT1-nultog genotipa kod pacijenata sa DN u poređenju sa oboljelim od DM tip 2 bez ove komplikacije. Datta i sar. su u svom istraživanju ukazali na to da oboljeli od dijabetesa tip 2 sa GSTT1 i GSTM1 nultim genotipom imaju smanjenu ukupnu aktivnost enzima glutation transferaze, što može uticati na povećanu produkciju reaktivnih kiseoničnih vrsta, te oboljeli imaju veći rizik za razvoj DN. U studiji u Japanu, dokazano je da učestalost GSTM1-nultog genotipa nije bila značajno veća kod oboljelih od DM tip 2 sa nefropatijom u poređenju sa oboljelim bez nefropatije.
Značaj istraživanja sa stanovišta aktuelnosti u određenoj naučnoj oblasti

Glavni cilj istraživanja predviđenih ovom doktorskom tezom jeste ispitivanje povezanosti delecionih polimorfizama gena za GSTM1 i GSTT1 sa tipom 2 DM i pojavom mikrovaskularnih komplikacija, a prije svega DN. 

Veza sa dosadašnjim istraživanjima
Iako postoje brojni radovi u kojima je ispitivana povezanost pomorfizma pojedinih gena sa različitim bolestima (hipertenzija, neurodegenerativne bolesti, tumori i dr), do sada je objavljen mali broj radova o povezanosti polimorfizama delecionih polimorfizama gena za GSTM1 i GSTT1 i mikrovaskularnih komplikacija dijabetesa.

Podobnost kandidata  da odgovori na postavljeni predmet, cilj, zadatke i hipoteze

 
Komisija smatra da je Dragana Pavlović kandidat podoban za izradu doktorske teze, koja će imati višestruki značaj. Kandidat je i magistrirao na Medicinskom fakultetu u Foči i učestvuje u naučnoistraživačkom radu u ovoj ustanovi. Ciljevi doktorske teze su jasno formulisani i ostvarivi, a radna hipoteza je u skladu sa postavljenim ciljevima. Kandidat će moći da odgovori na postavljene zadatke. 

Najmanje 2 bibliografske jedinice kandidata iz oblasti na koju se odnosi tema doktorske disertacije objavljene u vodećim nacionalnim časopisima

1. Pavlović D, Savić-Radojević A, Plješa-Ercegovac M, Radić T, Ristić S, Ćorić V, Matić M, et al. Biomarkers of oxidative damage and antioxidant enzyme activities in predialysis Balkan endemic nephropathy patients. International Urology and Nephrology 2016;48:257-263.
2. Kovačević M, Pavlović D, Maksimović Z, Marić S, Ristić S, Đukanović Lj. Specifičnost i senzitivnost biomarkera balkanske endemske nefropatije. Biomedicinska istraživanja 2016;7(1):11-20.
3. Kovačević M, Ristić S, Lukić Lj, Maksimović Z, Marić S, Gajić M, Vasilić Z, Pavlović D, Trifunović D, Đukanović Lj. Poređenje rezultata skrininga hronične bolesti bubrega u neendemskom i endemskom naselju. Biomedicinska istraživanja 2013;4(1):26-32.  
4. Ristic S, Lukic Lj, Maksimovic Z, Maric S, Maric V, Kovacevic M, Trifunovic D, Pavlovic D, Mijatovic S, Marinkovic J, Djukanovic Lj. High prevalence of risk factors for chronic kidney disease in Balkan endemic nephropathy foci. Renal failure 2012;34(4):467-471.

Metode istraživanja i instrumenti

Studija će biti dizajnirana kao studija presjeka. U studiju će biti uključeno 200 bolesnika sa tipom 2 DM koji se hospitalizuju na Odsjeku na endokrinologiju, Internog odjeljenja Univerzitetske bolnice u Foči ili redovno liječe i kontrolišu u endokrinološkoj ambulanti, kao i 100 zdravih osoba. Grupa bolesnika sa dijabetesom biće podijeljena u dvije podgrupe od po oko 100 bolesnika sa DN, te bez DN i drugih mikrovaskularnih komplikacija. Dijagnoza DN biće postavljena na osnovu prisustva albuminurije i/ili smanjene jačine glomerulske filtracije izračunate pomoću MDRD formule. Oštećenom bubrežnom funkcijom smatraće se stanje u kome je jačina glomerulske filtracije manja od 60 mL/min/1,73m2 . Koncentracija albumina u pojedinačnom uzorku urina biće izražena kao odnos albumina i kreatinina u urinu, a povećanim vrijednostima smatraće se vrijednosti veće ili jednake 30 mg/g kreatinina. U studiju neće biti uključeni bolesnici sa makrovaskularnim komplikacijama dijabetesa, malignim bolestima, akutnim infekcijama, respiratornom ii srčanom insuficijencijom, insuficijencijom jetre, stariji od 80 godina i oni koji ne pristaju da budu uključeni u ovo ispitivanje. Zdrave osobe će biti radnici Univerzitetske bolnice u Foči, bolesnici koji se liječe na ortopedskom odijeljenju i koji osim preloma nemaju drugih bolesti, bolesnici koji se liječe na oftalmološkom odjeljenju i čije oboljenje oka nije uzrokovano dijabetesom i nemaju nikakvih drugih bolesti osim oboljenja oka. Sve tri grupe biće ujednačene po polu i starosti, a dvije grupe sa dijabetesom i po trajanju dijabetesa.

Za analizu polimorfizama GST koristiće se DNK izolovana iz leukocita korištenjem komercijalnog kita za izolaciju DNK iz uzoraka krvi. Multipleks polimorfizam GSTM1 i GSTT1 će biti određivan po metodi Abdel-Rahman-a i sar. za istovremeno analiziranje genotipa GSTM1 i GSTT1. Kontrolni prajmeri koji omogućavaju amplifikaciju egzona 7 CYP1A1 gena (312 bp), takođe će biti uključivani u reakcije kako bi se potvrdilo prisustvio DNK u uzorku, kao i uslovi PCR-a. Uspješnost amplifikacije će biti provjeravana elektroforezom na 2% agaroznom gelu na 125 V, 0,27 A i 50 W. Vizuelizacija PCR proizvoda će biti izvođena na UV kameri Chemidoc (Biorad, Hercules, California, USA) pomoću SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen Corporation, Carlsbad, California, USA). Prisustvo trake veličine 215 bp ukazivaće na prisustvo gena za GSTM1, odnosno prisustvo trake veličine 481 bp na prisustvo gena za GSTT1 (homozigotni i heterozigotni genotip). Odsustvo traka ukazivaće na homozigotnu deleciju gena za GSTM1 i GSTT1. Polimorfizmi gena za glutation transferaze određivaće se na Institutu za kliničku i medicinsku biohemiju Medicinskog fakulteta u Beogradu. 

Očekivani rezultati doktorske disertacije
Rezultati ove doktorske disertacije će pokazati da li, u našem uzorku, postoji povezanost delecionih polimorfizama gena za GSTM1 i GSTT1 sa rizikom za nastanak dijabetesne nefopatije, ali i drugih mikrovaskularnih komplikacija. Rezultati ove doktorske disertacije bi, pored razjašnjavanja veze između delecionih polimorfizama glutation transferaza i nastanka  dijabetesne nefopatije, mogli da pomognu u stratifikaciji pacijenta i ukažu na nove moguće strategije u terapiji kroz individualni pristup bolesnicama          

Procjenu potrebnog vremena izrade disertacije, mjesto istraživanja
Planirano je pomenuto istraživanje završiti u roku od 2 godine. Dio istraživanja sprovodiće se u Univerzitetskoj bolnici u Foči, kao i na Medicinskom fakultetu u Foči. Polimorfizmi gena za glutation transferaze M1 i T1 određivaće se na Institutu za kliničku i medicinsku biohemiju Medicinskog fakulteta u Beogradu.  
Ime mentora, zvanje, institucija u kojoj je stekao najviše zvanje, uža naučna oblast
Ana Savić Radojević, vanredni profesor, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

Uža naučna oblast: medicinska i klinička biohemija

Najmanje 5 bibliografskih jedinica koje se odnose na temu doktorske disertacije
1. Pavlović D, Savić-Radojević A, Plješa-Ercegovac M, Radić T, Ristić S, Ćorić V, Matić M, Simić T, Djukanović L. Biomarkers of oxidative damage and antioxidant enzyme activities in pre-dialysis Balkan endemic nephropathy patients. Int Urol Nephrol. 2016;48(2):257-63.

2. Coric VM, Simic TP, Pekmezovic TD, Basta-Jovanovic GM, Savic-Radojevic AR, Radojevic-Skodric SM, Matic MG, Dragicevic DP, Radic TM, Bogdanovic LM, Dzamic ZM, Pljesa-Ercegovac MS.Combined GSTM1-Null, GSTT1-Active, GSTA1 Low-Activity and GSTP1-Variant Genotype Is Associated with Increased Risk of Clear Cell Renal Cell Carcinoma. PLoS One. 2016 8;11(8):e0160570.

3. Matic M, Dragicevic B, Pekmezovic T, Suvakov S, Savic-Radojevic A, Pljesa-Ercegovac M, Dragicevic D, Smiljic J, Simic T.Common Polymorphisms in GSTA1, GSTM1 and GSTT1 Are Associated with Susceptibility to Urinary Bladder Cancer in Individuals from Balkan Endemic Nephropathy Areas of Serbia. Tohoku J Exp Med. 2016;240(1):25-30

4. 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.

5. Djukic TI, Savic-Radojevic AR, Pekmezovic TD, Matic MG, Pljesa-Ercegovac MS, Coric VM, Radic TM, Suvakov SR, Krivic BN, Dragicevic DP, Simic TP. Glutathione S-transferase T1, O1 and O2 polymorphisms are associated with survival in muscle invasive bladder cancer patients. PLoS One. 2013 Sep 11;8(9):e74724.
6. Savic-Radojevic A, Djukic T, Simic T, Pljesa-Ercegovac M, Dragicevic D, Pekmezovic T, Cekerevac M, Santric V, Matic M. GSTM1-null and GSTA1-low activity genotypes are associated with enhanced oxidative damage in bladder cancer. Redox Rep. 2013;18(1):1-7.

7. Simic T, Savic-Radojevic A, Pljesa-Ercegovac M, Matic M, Mimic-Oka J. Glutathione S- transferases in kidney and urinary bladder tumors. Nat Rev Urol 2009; 6(5): 281- 9.
Imena ostalih članova komisije, zvanja, institucije u kojoj su stekli najviša zvanja i uža naučna oblast
Doc.dr Milorad Grujičić, uža naučna oblast Interna medicina – nefrologija, docent, Medicinski fakultet, Univerzitet u Banjaluci.
Prof.dr Siniša Ristić, uža naučna oblast Fiziologija, Medicinski fakultet u Foči, Univerzitet u Istočnom Sarajevu.
Najmanje 3 bibliografse jedinice (za članove komisije) koje se odnose na temu doktorske disertacije

Kovačević M, Pavlović D, Maksimović Z, Marić S, Ristić S, Đukanović Lj. Specifičnost i senzitivnost biomarkera balkanske endemske nefropatije. Biomedicinska istraživanja 2016;7(1):11-20.

Kovačević M, Ristić S, Lukić Lj, Maksimović Z, Marić S, Gajić M, Vasilić Z, Pavlović D, Trifunović D, Đukanović Lj. Poređenje rezultata skrininga hronične bolesti bubrega u neendemskom i endemskom naselju. Biomedicinska istraživanja 2013;4(1):26-32.  
Ristic S, Lukic Lj, Maksimovic Z, Maric S, Maric V, Kovacevic M, Trifunovic D, Pavlovic D, Mijatovic S, Marinkovic J, Djukanovic Lj. High prevalence of risk factors for chronic kidney disease in Balkan endemic nephropathy foci. Renal failure 2012;34(4):467-471.

Figurek A, Vlatkovic V, Vojvodic D, Grujicic M.  Anti-GBM rapidly progressive glomerulonephritis (Syndroma Goodpasture): A case report. Serbian Journal of Experimental and Clinical Research 2014;15(3):157-159.
Grujičić M, Basta- Jovanović G, Salapura A, Vlatković V, Vojvodić D. Biopsija bubrega kod bolesnika sa dijabetesom (iskustvo Nefrološkog odjela Klinike za unutrašnje bolesti UKC Banjaluka). Biomedicinska istraživanja 2014;5(1):24-29.
Izjava da li je prijavljivana teza pod istim nazivom na drugoj visokoškolskoj instituciji 
Kandidat Dragana Pavlović nije prijavila doktorsku disertaciju pod nazivom “POVEZANOST POLIMORFIZAMA GENA ZA GLUTATION TRANSFERAZE M1 I T1 SA RIZIKOM ZA NASTANAK DIJABETESNE NEFROPATIJE” na nekoj drugoj visokoškolskoj ustanovi. 
ZAKLjUČAK I PRIJEDLOG

Predložena komisija je analizirala stručne i naučne karakteristike kandidata, kao i naučnu zasnovanost teme za izradu doktorske disertacije i donijela sljedeći zaključak:

Kandidat Dragana Pavlović ispunjava sve uslove da se može baviti naučno-istraživačkim radom, a predložena tema u potpunosti opravdava sve elemente potrebne za naučno-istraživački rad. 
Komisija predlaže Naučno-nastavnom vijeću da prihvati navedenu temu pod nazivom „POVEZANOST POLIMORFIZAMA GENA ZA GLUTATION TRANSFERAZE M1 I T1 SA RIZIKOM ZA NASTANAK DIJABETESNE NEFROPATIJE“ i omogući kandidatu da pristupi izradi doktorske disertacije.

Foča; 16.01.2017.godine

Članovi Komisije:
Prof.dr Ana Savić Radojević 

___________________________________________       
Doc.dr Milorad Grujičić 

___________________________________________   
Prof.dr Siniša Ristić 
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