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PosStovani,

U skladu sa stavom 3 clana 35, i ¢lana 55 Pravila doktorskih studija, i tackom 3.6 .
Vodica za doktorske studije, dostavljamo Odluku Vije¢ca Medicinskog fakulteta o
usvajanju IzvjeStaja Komisije za ocjenu podobnosti teme doktorske disertacije
(obrazac D1) i inoviranu prijavu teme doktorske disertacije, doktoranda dr pharm
Ninoslave Lalatovic.

S poStovanjem.

MEDICINSKI ULTET
DE

Prof. dr Miodrag Radunovi¢



UNIVERZITET CRNE GORE
MEDICINSKI FAKULTET

Broj: 588/10

Podgorica, 28.04.2021. godine

Na osnovu c¢lana 64 stav 2 tacka 9 Statuta Univerziteta Crne Gore, a u skladu sa ¢lanom 35 i 55
Pravila doktorskih studija Vijece Medicinskog fakulteta na elektronskoj sjednici odrzanoj dana 27-
28.04.2021. godine donijelo je

ODLUKU

1. Usvaja se IzvjeStaj Komisije za ocjenu podobnosti teme doktorske disertacije i kandidatkinje
dr pharm Ninoslave Lalatovi¢, broj:577 od 23.04.2021. godine.

2. Predlaze se Senatu UCG da prihvati kao podobnu doktorsku tezu pod nazivom ,Ispitivanje
uticaja genskih polimorfizama u genima za metabolizam holesterola i statina na
efikasnost i pojavu neZeljenih efekata kod korisnika statinske terapije”
kandidatkinje dr pharm Ninoslave Lalatovi¢.

3. Odluka Vijeéai lzvjeStaj Komisije iz tacke 1 ove odluke i novi obrazac prijave radnog naziva
doktorske teze (obrazac PD), broj: 577/1 od 23.04.2021. godine, dostavlja se Centru za
doktorske studije i Senatu Univerziteta Crne Gore, na dalju realizaciju.

OBRAZLOZENJE

Dr pharm Ninoslava Lalatovi¢ podnijela je prijavu radnog naziva doktorske teze pod nazivom
“Ispitivanje uticaja genskih polimorfizama u genima za metabolizam holesterola i statina na
efikasnost i pojavu nezeljenih efekata kod korisnika statinske terapije” dana 01.02.2021. godine
(Bro’ prijave: 181).

Senat Univerziteta Crne Gore na sjednici odrzanoj 10.03.2021. godine imenovao je Komisiju za ocjenu
podobnosti doktorske teze i kandidatkinje dr pharm Ninoslave Lalatovi¢ u sastavu prof. dr Aneta Boskovic,
doc. dr Snezana Pantovic i prof. dr Marina Kostic, prof.dr Olivera Miljanovi¢ i prof.dr Zorica PoStpara.

Kandidatkinja je pred navedenom Komisijom javno obrazloZila ciljeve i ofekivane rezultate, odnosno izloZila
istrazivacki program doktorske teze, dana 05.04.2021. godine. Komisija je podnijela Vije¢u Medicinskog
fakulteta IzvjeStaj o ocjeni podobnosti doktorske disertacije broj:577 od 23.04.2021. godine. Shodno stavu 7
tacke 3.6 Vodica za doktorske studije, kandidatkinja je postupila po primjedbama Komisije i dostavila
inoviranu verziju prijave teme doktorske disertacije broj: 577/1 od 23.04.2021. godine.

Vijece Medicinskog fakulteta na elektronskoj sjednici odrZanoj dana 27-28.04.2021. godine, nakon
razmatranja izvjeStaja Komisije broj: 577 od 23.04.2021. godine i nove prijave broj: 577/1 od 23.04.2021.
godine, odluéilo je kao u dispozitivu ove odluke.

VIJECE MEDI KOG FAKULTETA
PRE AVAJUCI,

Prof. dr Miodﬁg Ra U%B‘vi(':, dekan
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OCJENA PODOBNOSTI DOKTORSKE TEZE I KANDIDATA

OPSTI PODACI O DOKTORANDU

-Titula, ime i prezime Dr pharm. Ninoslava Lalatovic
Fakultet Medicinski fakultet

| Studijski program Farmacija

— Broj indeksa 9/18

Podaci o magistarskom radu | /

'NASLOV PREDLOZENE TEME

Hlspitivanje  uticaja y:mlxih polimorf:mmq u genima za
Na sluzbenom jeziku metabolizam holesterola i statina na Cﬁ]\’l%ll()\f i pojavu nezeljenih
efekata kod korisnika statinske terapije”

_Examination of the influence of gene polymorphisms in the
Na engleskom jeziku genes for cholesterol and statin metabolism on the efficacy and
occurrence of side effects in users of statin therapy”

Datum prihvatanja teme 1

kandidata na sjednici Vijeca A% -28 0k 2024
| organizacionc jedinice

Naucna oblast doktorske

; A Farmakologija
disertacije &l

Za navedenu oblast mati¢ni su sljededi fakulteti

Medicinski fakultet Univerziteta Crne Gore

A. IZV_]ES'I‘AJ SA JAVNE ODBRANE 1’GLAZNIH ISTRAZIVANJA DOKTORSKE
- DISERTACHE

Javna odbmnn polaznih istrazivanja doktortke disertacije kandidatkinje dr pharm. Ninoslave
Lalatovi¢ odrzana je 05.04.2021. godine, sa pocetkom u 12h, u Sali za sastanke (dekanat) na
Medicinskom fakultetu Univerziteta Crne Gore pred Komisijom u sastavu:

1. Dr Aneta Boskovi¢ — redovni profesor Medicinskog fakulteta UCG, predsjednik

2. Dr Snezana Pantovié , docent Medicinskog fakulteta UCG, mentor — ¢lan

3. Dr Marina Kosti¢, vanredni profesor Fakulteta medicinskih nauka Univerziteta u Kragujeveu,
komentor — ¢lan

4. Dr Olivera Miljanovié¢ — vanredni profesor Medicinskog fakulteta UCG, ¢lan

5. Dr Zorica Potpara - vanredni profesor Mecicinskog fakulteta UCG, ¢lan

U uvodnom dijelu tridesetominutnog izlaganja kandidatkinja je obrazlagala predlozenu temu i
izlozila do sada najvaZznije rezultate koji su ostvareni u oblasti istraZivanja. Nakon toga,
kandidatkinja je Komisiju upoznala sa plariranim pravcima istrazivanja u nastavku rada na
disertaciji, definisala ciljeve, hipoteze koje ¢e biti provjerence tokom rada na izradi disertacije,
izlozila metodologiju rada, istrazivacki program, kao i oéekivane rezultate i nauéni doprinos.

Po zavrsetku izlaganja kandidatkinje, clarovi Komisije su postavili pitanja, na koje je
kandidatkinja uspje$no odgovorila i dali komentare i sugestije za nastavak rada na tezi. Na kraju
odbrane, Komisija je jednoglasno donijela odluku da je kandidatkinja uspjesno odbranila
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podobnost teme doktorske disertacije.

B. OCJENA PODOBNOSTI TEME DOKTORSKE DISERTACIJE

B1. ObrazloZenje teme

Kardiovaskularne bolesti (KVB) i dalje predstavljaju vodedi uzrok smrti na globalnom
nivou. U Crnoj Gori je 57.48% smrtnih ishoda bilo posledica kardiovaskularnih bolesti, prema
podacima iz 2017 godine. (1) Jedan od fakiora rizika, za cije postojanje se zna da pozitivno
korelira sa veéim rizikom od obolijevania ali i smrtnosti od KVB je dislipidemija. Dislipidemija se
definise kao poremecaj lipidnog profila, a 1 njenoj terapijl koriste se statini, ¢iji je osnovni
farmakoloski pristup smanjenje ,Joseg holesterola” ili LDL-h. Zahvaljujuéi svojoj sposobnosti da
redukuju LDL u plazmi do 55% oni su iroko propisivani ljckovi i ljekovi prvog izbora u
lijecenju dislipidemija, kako u svijetu, tako i kod nas. (2,3)

Medutim uoceno je da statini ne ispoljavaju jednaku efikasnost kod svakog pojedinca,
kao i da se kod znacajnog broja pacijenata javljaju nezeljena dejstva koja mogu biti razlog lose
komplijanse ili ¢ak i prekida terapije statinima. (4) Pregledom literature, zakljuceno je da genetski
faktor igra znacajnu ulogu u tome i da je prepoznat kao jedan od uzroka ovih problema. Stoga je
ncophodno okretanje personalizovanoj terapiii u cilju rjesavanja ovih problema.

Personalizovana terapija ima za cilj da prilagodi terapiju lickovima genomskom profilu
pacijenta i tme osigura njegovu maksiminu efikasnost uz minimalne nezeljene  cfekie.
FFarmakokinetika i farmakodinamika lijeka je pod kontrolom jedinstvenog seta gena koji utice na
funkciju proteinskih struktura koje organizam koristi u metabolisanju tog lijeka. Jednonukleotidni
polimorfizmi (single nucleotide polymorphism, SNP) u dezoksiribonukleinskoj kisclini (DNK)
najéesdi su oblik varijacija sekvenci u ljudskem genomu i razlog interindividualne varijabilnosti.
Stoga je u planu rad na ispitivanju uticaja SNP polimorfizama u genima za metabolizam
holesterola i statina u cilju predvidanja individualnog odgovora na terapiju, koja e biti efikasna,
sigurna za svakog pacijenta i koja ¢e im omoguditi poboljsanje psiho-fizickog stanja. (2,3,5,0)
Pokazano je da produZeno izlaganje niZzim koncentracijama LDIL-h, Sto se¢ postize ranim
uvodenjem statina u terapiju i brzim postizarjem efekta, je povezano sa trostrukim smanjenjem
rizika od kardiovaskularnih bolesti. (7) Stoga je neophodno je da statini pokazu maksimalnu
efikasnost uz §to manje nezeljenih efekata, zbog ¢ega se u obzir mora uzeti genetski faktor.

S obzirom na to da su statini, pored fibrata 1 ezetimiba, jedina grupa ljekova registrovana
u Crnoj Gorl za snizavanje LDL-h, jedan od zadataka istrazivanja je i da utvrdi da li postoj
potreba za registracijom i nekih drugih grupa ljckova, koje su dostupne u zemljama Evropske
Unije, kako bi se zadovoljile potrebe svih pacijenata kojima je terapija potrebna. (1)

Trenutno smo na pocetku nove ere u personalizovanim terapijama i nema sumnje da ce
farmakogenetski testovi u bliskoj buduénosti postati vrijedan alat za odabir lijeka i doze i time
doprinijeti Zcljenom odnosu izmedu korist 1 rizika za ljckove propisane pacijentima, stoga je
potrebno upoznati se sa uticajem SNP polimorfizama na cfikasnost i pojavu nezeljenih efekata, a
za pocetak ncka to budu upravo statini.

B2. Cilj i hipoteze
Ciljevi istrazivanja su:
1. Utvrditi frekvencu alela i genotipova v navedenim genima unutar ispitivane grupe;

Ispitati postojanje korelacije polimorfizama u ispitivanim genima sa nedovoljnom
efikasno$cu statinske terapije u ispitivanoj grupi;

19

3. Ispitat postojanje korelacije polimorfizama u ispitivanim genima sa pojavom nezeljenih
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cfekata u ispitivanoj grupi (hepatotoksiénost, miopatija);
4. Procjeniti koje od farmakogenetickih testova bi trebalo ukljuciti u rutinskoj klinickoj
praksi;
5. Procjeniti da li postoji potreba za registracijom novih grupa hipolipemika kako bi se
zadovoljile terapijske potrebe pacijenata sa dislipidemijama u Crnoj Gori.

Na osnovu navedenih ciljeva, postavljene su sledeée hipoteze:

1. HOl: Postoji povezanost izmedu polimorfizama ispitivanih gena zaduzenih  za
metabolisanje holesterola i lijeka, i nedovoljne efikasnosti lijeka, koji se koristi u terapijt
dislipidemije.

)

H02: Postoji povezanost izmedu polimorfizama ispitivanih gena zaduzenih za
metabolisanje holesterola i lijeka, i neZeljenih efekara lijeka, koji se koristi u terapiji
dislipidemije.

B3. Metode i plan istraZivanja

[strazivanje ¢e se sprovesti na Medicinskom fakultetu Univerziteta Crne Gore u Podgorici. Za
sprovodenije istrazivanja dobijena je saglasnost Etickog komiteta Medicinskog fakulteta
Univerziteta Crne Gore (broj: 2050/7 od 10.12.2020.) Istrazivanjem je planirano obuhvatit
najmanje 200 ispitanika.

Velicina uzorka u literaturi, prilikom izvodenia sliénih istrazivanja, varira, u zavisnosti od toga da
li je cilj samog istraZivanja genotipizacija populacije ili pak pravljenje korelacije i1zmedu
cfikasnosti ili pojave neZeljenih efekata sa alelima i genotipovima kod korisnika statinske terapije.
U svrhu genotipizacije ABCB1 gena u Finskoj regrutovana su 534, dok je u Srbiji 158 ispitanika.
S druge strane, za pravljenje korelacije uzimani su uzorci manje velicine. Tako je, na primjer,
sprovedeno istrazivanje u Kanadi obuhvatile 106 ispitanika, Indiji 177, Italiji 183, Spaniji 100,
Brazilu 136, SAD-u 324 i Kini 542 ispitanika. S obzirom na to da je cilj ovog istrazivanja pored
utvrdivanja prevalence alela i genotipova u navedenim genima i utvrdivanje povezanost prisutnih
alela i genotipova sa nedovoljnom efikasnoséu i pojavom nezeljenih efekata kod korisnika
statinske terapije, bilo je potrebno naci neki kompromis. Uzimajuéi u obzir velicinu crnogorske
populacije, velicine uzoraka iz literature, kao i finansijsku izvodljivost, odluceno je da uzorak
bude velicine 200 ispitanika. (16,17,18,19,21,24,26,28,32)

Garantovana je anonimnost svim ispitanicima koji se budu ukljucili u istraZivanje, kako u toku
studije, tako 1 nakon nje.

Kriterijumi za ukljuéenje u istrazivanje U istrazivanje ¢e biti ukljuceni ispitanici sa
dislipidemijom stariji od 18 godina, koji koriste u terapiji atorvastatin, statin sa najvecom
potro$njom u Crnoj Gori, i koji su na terapiji atorvastatinom najmanje 8 nedjelja.

Kriterijumi iskljuenja Iz istrazivanja ée biti iskljuceni ispitanici koji piju ljekove koji djeluju
kao induktort ili inhibitori OATP1B1 transportera, P glikoproteina ili CYP 3A4 enzima, koji uz
statine piju druge hipolipemike, koji imaju nepotpunu medicinsku dokumentaciju, pacijenti sa
neuroloskim, psihotiénim, onkoloskim, autoimunim oboljenjima, hipotiroidizmom, pacijenti koji
zloupotrebljavaju  psihoaktivne  supstance u  poslednjih  godinu  dana, pacijenti koji
zloupotrebljavaju alkohol 1 nekomplijantni pacijenti, tj. pacijenti koji imaju manje od 6 poena u
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upitniku za komplijansu Morisky Medication Adherence Scale, sa izuzetkom onih kod kojih su

razlog ne-komplijanse nezeljena dejstva.

Nakon potpisivanja Pristanka informisanog ispitanika od strane pacijenata koji zadovoljavaju
kriterijume ukljucenja u studiju pristupice se prikupljanju podataka kroz upitnike. Prvo ¢e se sa
ispitanicama pro¢i kroz Strukturisani socio-demografski upitnik kojim ¢e se prikupiti socio-
demografski podaci i podaci koji se¢ odnose na prisutne komorbiditete, stil zivota, lijecenje
pacijenata i samu terapiju statinima. Potom ce ispitanici popuniti Upitnik o neZzeljenim dejstvima
koji su mozda povezani sa statinskom terapijom. Zatim ce sc pristupiti mjerenju: visine, tezine
pacijenta i racunati BMI index po formuli tezina (kg) / (visina (m))*, kao i mjerenju krvnog
pritiska. Pregledom medicinske dokumentacie Ce se uzeti podaci o dijagnozi pacijenta, o tome
koliko dugo je pacijent na statinskoj terapiji, da li su viene promjenc u dozi ili vrst statina, ako
jesu zbog ¢ega, pregled laboratorijskih nalaza lipidnog statusa prije uklju¢ivanja statinske terapije.
Na osnovu rezultata ovih nalaza i prisutnih  komorbiditeta odradice se  procjena
kardiovaskularnog rizika evropskom (SCORE) skalom za svakog pacijenta pojedinacno. SCORE
skala sc koristi za procjenu desetogodisnjeg rizika od nastanka KVB, uzimajuci u obzir
tradicionalne faktore rizika za KVB, kao §to su starost, status pusenja, vrijednost krvnog pritiska i
lipidni status. Koristiée se SCORE skala sa visokim rizikom, jer Crna Gora pripada zemljama
Evrope sa visokim rizikom od smrtnog ishoca, koji je posledica kardiovaskularnih bolesti (=150
na 100000 stanovnika). Na osnovu procijenjenog kardiovaskularnog rizika odredice  se
individualne Zeljene vrijednosti LDI-h koje bi terapijom pacijent trebao da postigne, prema
preporukama Evropskog udruZenija kardiologa za dislipidemije iz 2019. godine. Prema dobijenim
vrijednostima KV rizika, moguéa je klasifikacija ispitanika u ¢ak 7 grupa (<1%, 1%, 2%, 3% -
4%, 5% - 9%, 10% - 14%, >15%) medutim zbog veli¢ine uzorka i statisticke znacajnosti, izvrsice
se podjela ispitanika u dvije grupe na osrcovu dobijenih vrijednosti KV rizika, kao sto je
navedeno u nastavku. (12)

Pacijente éemo prvo podijeliti u 2 grupe prema duzini upotrebe statinske terapije i to: na one koji
su na terapiji atorvastatinom od najmanje 2 mjeseca do godinu dana, (u tom periodu najéesce se
javljaju nezeljena dejstva kao miopatija ili hepatotoksi¢nost), (20, 29) i na one koji su na statinskoj
terapiji preko godinu dana. Potom ¢e se pacijenti u okviru te 2 grupe dijeliti na dvije podgrupe u
zavisnosti od dobijenih vrijednosti KV rizka SCORIE skalom, i to na: grupu sa niskim i
umjerenim rizikom od nastanka KV bolesti (<5%) i grupu sa visokim i veoma visokim rizikom
(>5%). Potom ¢e se pristupiti uzimanju uzor'a krvi za biohemijske i genetske analize.

Uzorkovanje krvi se radi iz kubitalne vene u epruvetama od 2 ml za biohemijske analize i
epruvetama sa EDTA od 2 ml za genetske analize. Venepunkceija se ne razlikuje ni na koji naéin u
odnosu na standardno uzorkovanje krvi za kempletnu krvnu sliku. Krv za biohemijske analize ce
se¢ odmah po uzorkovanju centrifugirad, alikvotirati i skladistiti na -20 T, do momenta analize
biohemijskih parametara. Od biohemijskih analiza vriice se mijerenje sledecih parametera:
kompletna krvna slika (KKS), hs-CRP, lipidni status (LDL, HDL, TG, ukupni holesterol),
aktivnost jetrenih enzima (ALT, AST), zatim kreatinin kinaze (CK), koncentracija glukoze u krvi
i glikoziliranog hemoglobina, prema protokolu referentne laboratorijske dijagnostike. (30, 31)

Genetske analize obaviée se Real Time PCR metodom u laboratoriji Medicinskog fakulteta.
Analizirace se sljede¢ih 7 polimorfizama: rs 3808607 (204A>C) u CYP7A1 genu, rs3846662
(23092A>G) u HMGCR genu, 152306283 (388A>G) i rs4149056 (521T>C) u SLCO1BI genu 1
rs1128503 (1236C>T), rs2032582, (G26771/A) i rs1045642 (C3435T) u ABCB1 genu. Od svih
pacijenata ¢e biti uzorkovano 2ml venske krvi u EDTA epruveti. Krv za molckularnu analizu ée
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se ¢uvati u frizideru na +4 stepena do 7 dana i za to vrijeme odradit izolacija DNK iz uzoraka |
primjenom komercijalnog kita. Dobijeni cks rakti DNK, bi¢e zamrznuti na -30 T. Prije PCR
metode radice se kvantifikacija DNK UV spcktrofotometrom, kako bi se osiguralo da svi uzorci
imaju potrebnu i ujednacenu koncentraciju DNK, za planiranu PCR analizu. PCR analiza
odradice se upotrebom Tagman genotyping assay-a, komercijalnog kita koji sadrzi prajmere i
probe specifi¢ne za svaki polimorfizam, prem1 protokolu proizvodaca.

Statistickim metodama bi¢e obradeni dobijeni rezultati istrazivanja (SPSS program), nakon cega
¢e sc ispitivati postojanje korelacije prisutnih genotipova sa cfikasnoscu i podnosljivoscu
statinske terapije. U cilju ispitivanja korelacje izmedu polomorfizama u ispitivanim genima |
efikasnosti i podnosljivosti terapije, poredenje ¢e se vriiti izmedu prethodno navedenth grupa i
podgrupa studijske grupe. Poredenje ¢e se praviti izmedu ispitanika kojima je terapija bila
efikasna i onih kojima nije, a poredenje podnosljivosti ¢e se visiti izmedu onih ispitanika koji su
imali nezeljena dejstva, ili pak povisene biohemijske parametre koji na njih ukazuju, sa onima koji
to nijesu.

Kriterijumi za efikasnost terapije Za terapiju atorvastatinom mozemo reci da je efikasna
ukoliko su dostignute prethodno izra¢unate ciljane vrijednosti LDL-h ili ukoliko su spustene
bazalne vrijednosti LDI-h za 50%. Takode, u obzir se mora uzeti i to da li je pacijentu, kom
terapija nije cfikasna po prethodno navederim kriterijumima, dozirana maksimalna tolerisuca
doza atorvastatina. Ukoliko nije, potrebno je prikupiti informacije o tome da li je pacijentu bila
dozirana maksimalna toleri$uéa doza, ali je zbog pojave nezeljenih efekata vra¢ena na nizu, ili pak
uopste nije ni uvodena veéa doza. U tom slucaju, dace se preporuka njegovom lickaru za
povecanjem doze i ispratiti lipidni status tog pacijenta nakon 6 nedjelja. Podaci o maksimalnoj
tolerisucoj dozi statina, kao i podaci o efikasnosd razlicitih doza i vrsta statina mogu se pronaci u
preporukama Evropskog udruzenja kardiologa za dislipidemije iz 2019. godine.

Kriterijumi za podnosljivost terapije Procjena podnosljivosti statina vrsice se na osnovu
Upitnika o neZeljenim efektima statina, kao i prac¢enjem biohemijskih parametara ALT, AST i
CK. Znacajnim ée se smatrati povecanje serumskih koncentracija ovih enzima koje je 2 3 puta u
odnosu na normalne vrijednosti.

Statisticka obrada

Pristupice se statistickoj obradi i analizi dobijenih podataka i utvrdivanju statisticke znacajnosti
povezanosti polimorfizama i njihovih kcmbinacija u prethodno  navedenim genima - sa
efikasno$éu i pojavom nezeljenih cfekata kod korisnika statinske terapije. Statisticka analiza
obuhvataée: deskriptivnu analizu karakteristixa ispitanika, analizu razlicitih kategorija varijabila
preko svojih apsolutnih i relativnih frekvencija izraunavanjem numericke srednje 1 standardne
devijacije ili medijanom i percentilima 25 i 27. Planirano je primijeniti jednovarijantnu analizu
varijanse (ANOVA) za svaki alel i genotip, kao i multivarijantnu analizu varijanse (MANOVA) za
sve alele. Nakon toga je planirano uraditi za svaku ANOVA analizu post hoc testiranje statisticke
znacajnosti uocenih razlika koristedi se Fisher LSD testom. Za uporedivanie frekvencije alela i
genotipova koristice se Hi-kvadrat statisticki test.

U svrhu komparacije grupa po varijablama koje su ukljucence u analizu, koristi¢e se Studentov t-
test za nezavisne uzorke. U sluéaju da distribucije podataka i rezultata budu statisticki znacajno
odstupale od normalne krive, kao alternativaa tehnika koristice se Mann-Whitney U test. Za
usporedbe tipa pretest-posttest koristice se t-test za ponovljena mijerenja (zavisne uzorke) ili
njegov neparametrijski pandan Wilcoxonov test.

| U svrhu procjene asocijacije medu ispitivarim varijablama, koristiée se Pearsonov (produkt-
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[ moment) koeficijent korelacije (x). Alternat vno, ukoliko m;‘pndicla podataka/rezultata l)uflc
statisticki znacajno odstupala od normalne, koristice se Spearmanoy koeficijent rang korelacije
(r)-

Podaci ¢e biti prikazani tekstualno, tabelarno i graficki, uz koriscenje MS Excel, a statisticke
analize bi¢e sprovedene uz pomoc SPSS softvera verzija 18.

Istrazivanje e biti sprovedeno kroz sljedece aktivnosti:

1. S obzirom na to da je dobijena saglasnost F.tickog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta
Crne Gore (broj 2050/7 od 10.12.2020.) pristupice se prikupljanju uzorka pacijenata starijih od
18 godina sa dislipidemijom, koji su na terapiji atorvastatinom. To ¢e biti ispitanici koji dolaze na
kontrolu u privatne i javne zdravstvene institucije: Klinicki centar Crne Gore, Codru, Ordinaciju
Boljevié. KCCG je jedan od partnera na projektu CEBIMER, stoga postoji saglasnost za
regrutovanje ispitanika u toj zdravstvenoj ustanovi. U slucaju da se u KCCG ne prikupi
definisani broj ispitanika, pristupice se regrutovanju iz preostalih navedenih zdravstvenih
ustanova, od kojih ée se prethodno traziti saglasnost za regrutovanic ispitanika.

2. Prvo ¢e ispitanici popunjavati Upitnik za iskljucenje ispitanika iz studije i Upitnik za
komplijansu Morisky Medication Adherence Scale.

3. Pacijentima, koji odgovaraju kriterijumima za ukljuenje u istraZivanie, bice predoen na jasan
nadin, u usmenoj i pismenoj formi, cilj i svrha istrazivania, kao i prava koja su im zagarantovana.
Pacijenti koji pristanu da se ukljuée u istraZivanje potpisace Pristanak informisanog ispitanika.

4. Takvi ispitanici pristupi¢e popunjavanju Srrukturisanog socio-demografskog upitnika. Potom
¢e popuniti i Upitnik o nezeljenim dejstvima, pristupice se antropometrijskom mjerenju 1
mjerenju krvnog pritiska, pregledu medicinske dokumentacije i uzorkovanju venske kevi iz
kubitalne vene, po principima Dobre laboratorijske prakse, koja ce sluziti za genetske i
biohemijske analize

5. Potom ée se za svakog pacijenta ponaosob racunati 10-godisnji kardiovaskularni rizik SCORE
skalom, uzimajuéi u obzir podatke sa pocetka terapije, i na osnovu dobijenih rezultata
preracunati koje vrijednost LDIL-h treba posti¢i statinom kod tih pacijenata, vodeci se
preporukama Evropskog udruzenja kardiologa za dislipidemije iz 2019. godine,

6. Svi podaci o pacijentima dobijent iz upitnika, kao i prethodno pomenuti proracuni, bice
unoseni u bazu podataka (Excel), a ispitivani uéesnici ¢e po zavrietku intervjua biti podijeljeni u
2 grupe prema duZini upotrebe statinske terapije i to na one koji su na terapiji od 2 mjeseca do
godinu dana, i na one koji su na terapiji preko godinu danma, a potom i u dvije podgrupe u
zavisnosti od dobijene vrijednosti KV riziki SCORE skalom na one sa niskim i umjerenim
rizikom od nastanka KV bolesti (<5%) i na one sa visokim i veoma visokim rizikom od nastanka
KV bolesti (25%).

7. Potom ¢e se raditi biohemijske i molekularno-geneticke analize prema prethodno navedenom
protokolu.

8. Statistickim metodama biée obradeni dobijeni rezultat istrazivanja (SPSS program), nakon

cega ée se ispitivati postojanje korelacije prisutnih genotipova sa efikasnoséu i podnosljivoscu
statinske terapije.
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9. Promocija rezultata doktorske disertacije pr:'?i\'idcna ie kroz objavljivanje radova u ¢asopisima,
prezentaciju  dobijenih  rezultata na nauérim i struénim skupovima, kao i prezentaciju
rukovodiocima institucija od znacaja (Klin:¢kog centra Crae Gore, Republickog Fonda za
zdravstveno osiguranje Crne Gore, Ministarstva zdravlja, [nstituta za liekove 1 medicinska
sredstva Crne Gore) u cilju uvodenja individualnog pristupa u lijecenju ovih pacijenata, ali 1 u
ciliu planiranja struénog  kadra, pokrivanja troskova lijecenja i registracije novih grupa
hipolipemika.

B4. Nau¢ni doprinos

Klasi¢na medicina daje jedan lijek svim osobama koje imaju odredenu bolest. Medutim, samo
dvije tredine pacijenata ima korist od svoje terapije. Prema najnovijim istrazivanjima jedan od tri
lijcka koje pacijent trenutno primjenjuje ne postize zeljeni rezultat. Postavlja se pitanje zasto je to
tako kad su ljckovi isti? Ljckovi jesu isti, ali pacijenti nijesu. Stoga, buduénost lezi upravo u
personalizovanoj terapiji, tj. individualizaciji terapije zahvaljujuéi DNK informacijama. Primjena
tehnika molekularne genetike u medicinskoj praksi jedan je od najmodernijih pristupa danasnjice.
Primjenom ovih tehnika kod pacijenata sa dislipidemijom steci ¢e se saznanja o prevalenciji
navedenih polimorfizama u crnogorskoj populaciji, a zatim i napraviti korelacija izmedu uocenih
alela i genotipova sa cfikasnoséu i pojavom nezeljenih efekara kod korisnika statinske terapije.
Istrazivanje ovog tipa ¢e se prvi put raditi u radoj zemlji. Rezultati koji ée proistedi iz ove studije
omoguci¢e poéetak primjene farmakogenetile u klinickoj praksi, tj. dati smjernice na osnovu
kojih ¢e moéi da se odabere pravi lijek u optimalnoj dozi, tj. terapija sa manjim rizikom a boljim
efektom, po mijeri svakog pacijenta. Takode. na osnovu dobijenih rezultata procjenice se da li
postoji potreba za registracijom novih grupa hipolipemika kako bi se zadovoljile terapijske
potrebe pacijenata sa dislipidemijama u Crnoj Gori. U Holandiji mozete uéi u svaku apoteku sa
svojim DNK informacjama i svaki farmaceut vam moze na osnovu tih podataka reci koju dozu i
lijck mozete koristiti. I druge zemlje poku$avaju da naprave svoje baze podataka iz kojih bi dijelili
informacije sa drugim zemljama u cilju pracenja reakcija pacijenta i djelotvornosti lijeka. Stoga,
tezice se, na osnovu dobijenih rezultata, kreiranju jedne takve baze i u Crnoj Gori, pri ¢emu ce
zdravstveni sistem Crne Gore iste moéi da dijeli i komparira sa zemljama koje su uspostavile
personalizovanu terapiju. Zatim je predvidena i promocija rezultata doktorske disertacije kroz
objavljivanje radova u nauénim casopisimz, prezentaciju dobijenih rezultata na naucnim i
strué¢nim skupovima, kao i rukovodiocima ‘nstitucija od znacaja (Klinicki centar Crne Gore,
Republi¢ki Fond za zdravstveno osiguranje Crne Gore, Ministarstva zdravlja, Institut za ljickove i
medicinska sredstva Crne Gore) i pruzanje uvida drustvenoj zajednici o najnovijim dostignucima
u klini¢koj implementaciji ove oblasti u Crnoj Gori. I na kraju, nadam se da ¢e rezultati ovog
istrazivanja dati podstrek drugim mladim istrazivacima da nastave sa istrazivanjima ovog tipa i u
drugim oblastima medicine i doprinesu razvo u i primjeni,saviemene” personalizovane terapije u
Crnoj Gori na dobrobit zdravlja njenih stanov nika.

B5. Finansijska i organizaciona izvodljivost istraZivanja

Navedeno istrazivanje je planirano da sc realizuje u okviru projektnih aktivnosti Centra izvrsnosti
za biomedicinska istrazivanja - CEBIMER, ¢&iji je nosilac Institut za fizikalnu medicinu,
rehabilitaciju i reumatologiju ,,Dr Simo Milo3evi¢” AD Igalo, a u kojem je Medicinski fakultet
Univerziteta Crne Gore partner na projektu i zaduzen je za realizaciju odredenog broja
projektnih aktivnost, medu kojima je i cvo istrazivanje. Stoga su sredstva za realizaciju
predlozene doktorske disertacije obezbijedena iz budzeta ovog naucno-istrazivackog projekta
finansiranog od strane Ministarstva nauke Crne Gore, te je istraZivanje finansijski 1 organizaciono
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predlozene doktorske disertacije obezbijedena 17 budizet ovog naucno-strazivackog projekta

finansiranog od strane Ministarstva navke Crne Gore, te je strazivanje finansijski 1 organizaciono
izvodlpvo.

Misljenje i prijedlog komisije

Nakon uvida u predloZzenu dokumentac ju, izlaganja kandidatkinje, diskusije i implementacije
predlorenih sugestija, Komusija je zakljudila da:

je predlozena tema akruelna, nauéno spravdana 1 zadovoljava nivo dokrorske disertacije;
st etljevt 1 hipoteze jasno defingsans

sumetodologiia | plan istrazivanja detalino opisant:

su lspunjene sve eticke norme istrazivania.

Imajudi u vidu sve navedeno, [Konmusija 10 dala poziuvnu ocjenu o podobnost teme doktorske
disertacije kandidatkinje Ninoslave Lalatovi¢

Komistja predlaze Vijecu Medicinskog fakulteta i Senarn Univerziteta Crne Gore da prihvate ova
1zvjesta) 1 odobre nastavak rada na de

| Prijedlog izmjene naslova

sktorsiko) disertacti,

Nije bilo prijedloga 1zmijene naslova

Prijedlog promjene mentora i/ili imencvanje drugog mentora

Nije bilo prijedloga promjene mentora i/ili imenovanja druge 2 mentrora

Planirana odbrana doktorske disertacije

Pevi kvarral 2023, godine

Izdvojeno misljenje

Nije bilor izdvojenih mislienia od sirane prisumih na odbrany,

iﬁpumena

\Tt-m n- ;i-)(.nm-na. - — - - -
ZAKLJUCAK

Prediozena tema po svom sadrzaju odgovara nivou doktorsk.h studija DA | NE

Tema je originalan nauéno-istrazivacki rad koj odgovara medjunarodnim

kriterljumima kvaliteta disertacije ; ; % | it
Kandidat moZe na osnovu sopstvenog akidemskog kvalitet | stecenog znanja DA NI

da uz adekvatno mentorsko vodenic realizu e postavljeni cilj i dokaze hipoteze
Komisija za ocjenu podobnosti teme i kandidata

Prof. dr Aneta BBZER?C— BE e TS '
Medicinski fakultet Univerziteta Crne Gore, Crna Gora
Doc. dr Snezana Pantovié, ;
Medicinski fakultet Univerziteta Cene Gore, Cina Gora
Praf. dr Marina Kosti¢, :
Fakultet medicinskih nauka Univerzitera u Kragujeveu, Srbija
Prof., dr Olivera Miljanovié,

| Medicinski fakultet Univerriteta Crne Gore, Crna Gora i
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PRILOG

~ PITANJA KOMISI_JE.ZA.OC]ENU PODOBNOSTI DOKTORSKE TEZE I

KANDIDATA

Prof. dr Aneta Boskovié

/

Doc. dr Snezana Pantovié

S obzirom na to da se planira analiza biohemijskih
parametara u cilju procjene efikasnosti i predvidanja
kratkoroénih i dugoroénih nezeljenih efekata statinske
terapije, da li mi moZete reci nesto o znacaju Lp(a),
uticaju statina na vrijednosti ovog lipoproteina, kao i da li
postoii korelacija u literaturi  izmedu  navedenih
polimorfizama i ovog biohemijskog markera?

Prof. dr Marina Kosti¢

Kakav je farmakockonomski znacaj primene rezultata
farmakogenetskih istrazivanja? Poscban osvrt na Vase
istrazivanje, u kom smislu moze do¢i do redukcije
ukupnih troskova lecenja  hiperlipidemija  primenom
farmakogenetskih testova?

Prof. dr Olivera Miljanovi¢

Prof. dr Zorica Potpara

Naveli ste kao jedan od ciljeva istrazivanja potencijalnu
potrebu za registracijom novih grupa hipolipemika, pa
me zznima koje su to grupe hipolipemika registrovane u
zemljama EU koje bi mogle naci put i do nas?

PITANJA PUBLIKE DATA U PISANOJ FORMI

(Ime 1 prezime)

(Ime i prezime)

(Ime i prezime)

ZNACAJNI KOMENTARI
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OCJENA PODOBNOSTI DOKTORSKE TEZE I KANDIDATA

" OPSTI PODACI O DOKTORANDU

-Titula, ime i prezime Dr pharm. Ninoslava Lalatovi¢
Fakultet Medicinski fakultet

- Studijski program Farmacija

b Broj indeksa 9/18

Podaci o magistarskom radu | /
; NASLOV PREDLOZENE TEME

| Jlspitivanje  uticaja genskih - polimorfizama v genima  za
Na sluzbenom jeziku metabolizam holesterola i statina na efikasnost i pojavu nezeljenih
efekata kod korisnika statinske terapije”

JExamination of the influence of gene polymorphisms in the
Na engleskom jeziku genes for cholesterol and statin metabolism on the efficacy and
occurrence of side effects in users of statin therapy”

 Datum prihvatanja teme 1
kandidata na sjednici Vijeca
organizacione jedinice
Naucna oblast doktorske
| disertacije

Farmakologija

Z.a navedenu oblast mati¢ni su sljededi fakulteti

Medicinski fakultet Univerziteta Crne Gore
A. IZVJESTA]J SA JAVNE ODBRANE ?OLAZNIH ISTRAZIVANJA DOKTORSKE
DISERTACIJE
Javna odbrana polaznih istrazivanja doktorske disertacije kandidatkinje dr pharm. Ninoslave
Lalatovié odrzana je 05.04.2021. godine, sa pocetkom u 12h, u Sali za sastanke (dekanat) na
Medicinskom fakultetu Univerziteta Crne Gore pred Komisijom u sastavu:

1. Dr Aneta Boskovié — redovni profesor Medicinskog fakulteta UCG, predsjednik

2. Dr Snezana Pantovié , docent Medicinskog fakulteta UCG, mentor — ¢lan

3. Dr Marina Kosti¢, vanredni profesor Fakulteta medicinskih nauka Univerziteta u Kragujevceu,
komentor — ¢lan

4. Dr Olivera Miljanovié — vanredni profesor Medicinskog fakulteta UCG, ¢lan

5. Dr Zorica Potpara - vanredni profesor Medicinskog fakulteta UCG, ¢lan

U uvodnom dijelu tridesetominutnog izlaganja kandidatkinja je obrazlagala predlozenu temu i
izlozila do sada najvaznije rezultate koji su ostvareni u oblasti istrazivanja. Nakon toga,
kandidatkinja je Komisiju upoznala sa plariranim pravcima istrazivanja u nastavku rada na
disertaciji, definisala ciljeve, hipoteze koje ¢e biti provjerene tokom rada na izradi disertacije,
izlozila metodologiju rada, istrazivacki program, kao 1 oc¢ekivane rezultate 1 naucni doprinos.

Po zavrietku izlaganja kandidatkinje, clarovi Komisije su postavili pitanja, na koje je
kandidatkinja uspjesno odgovorila i dali komentare i sugestije za nastavak rada na tezi. Na kraju
odbrane, Komisija je jednoglasno donijela odluku da je kandidatkinja uspjeino odbranila
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podobnost teme doktorske disertacije.

"B, OCJENA PODOBNOSTI T EME DOKTORSKE DISERTACIJE

| B1. ObrazloZenje teme

Kardiovaskularne bolesti (KVB) i dalje predstavljaju vodeéi uzrok smrti na globalnom
nivou. U Crnoj Gori je 57.48% smrtnih ishoda bilo posledica kardiovaskularnih bolesti, prema
podacima iz 2017 godine. (1) Jedan od fakiora rizika, za cije postojanje se zna da pozitivno
korelira sa vedim rizikom od obolijevanja ali i smrtnosti od KVB je dislipidemija. Dislipidemija se
definiie kao poremedaj lipidnog profila, a 1 njenoj terapiji koriste se statini, ¢iji je osnovnl
farmakoloski pristup smanjenje ,Jloseg holesterola” ili LDL-h. Zahvaljujuci svojoj sposobnosti da
redukuju LDL u plazmi do 55% oni su $iroko propisivani lickovi i lickovi prvog izbora u
lije¢enju dislipidemija, kako u svijetu, tako 1 kod nas. (2,3)

Medutim uoceno je da statini ne ispoljavaju jednaku efikasnost kod svakog pojedinca,
kao i da se kod znacajnog broja pacijenata javljaju nezeljena dejstva koja mogu bid razlog lose
komplijanse ili ¢ak i prekida terapije statinima. (4) Pregledom literature, zakljuceno je da genetski
faktor igra znacajnu ulogu u tome i da je prepoznat kao jedan od uzroka ovih problema. Stoga je
ncophodno okretanje personalizovanoj terapiii u cilju rjesavanja ovih problema.

Personalizovana terapija ima za cilj da prilagodi terapiju lickovima genomskom profilu
pacijenta i time osigura njegovu maksimilnu efikasnost uz minimalne nezeljenc cfekte.
FFarmakokinetika i farmakodinamika lijcka je nod kontrolom jedinstvenog seta gena koji utice na
funkciju proteinskih struktura koje organizam koristi u metabolisanju tog lijcka. Jednonukleotidni
polimorfizmi (single nucleotide polymorphism, SNP) u dezoksiribonukleinskoj kiselini (DNK)
najée$é su oblik varijacija sekvenci u ljudskem genomu i razlog interindividualne varijabilnosti.
Stoga je u planu rad na ispitivanju uticaja SNP polimorfizama u genima za metabolizam
holesterola i statina u cilju predvidanja individualnog odgovora na terapiju, koja ¢e biti cfikasna,
sigurna za svakog pacijenta i koja ée im omoguditi poboljsanje psiho-fizickog stanja. (2,3,5,0)
Pokazano je da produzeno izlaganje nizim koncentracijama LDI-h, Sto se postize ranim
uvodenjem statina u terapiju i brzim postizanjem efekta, je povezano sa trostrukim smanjenjem
rizika od kardiovaskularnih bolesti. (7) Stoga je necophodno je da statini pokazu maksimalnu
cfikasnost uz §to manje neZeljenih efekata, zbog éega se u obzir mora uzeti genetski fakror.

S obzirom na to da su statini, pored fibrata i ezetimiba, jedina grupa ljckova registrovana
u Crnoj Gori za snizavanje LDL-h, jedan od zadataka istrazivanja je i da utvrdi da li postoj
potreba za registracijom i nekih drugih grupa ljckova, koje su dostupne u zemljama Evropske
Unije, kako bi se zadovoljile potrebe svih pacijenata kojima je terapija potrebna. (1)

Trenutno smo na pocetku nove ere u personalizovanim terapijama 1 nema sumnije da ce
farmakogeneski testovi u bliskoj buduénosti postati vrijedan alat za odabir lijcka i doze i time
doprinijeti Zcljenom odnosu izmedu koristi i rizika za lickove propisane pacijentima, stoga je
potrebno upoznati se sa uticajem SNP polimorfizama na efikasnost i pojavu nezeljenih efekata, a
za pocetak ncka to budu upravo statini.

B2. Cilj i hipoteze
Ciljevi istrazivanja su:
1. Utvrditi frekvencu alela i genotipova v navedenim genima unutar ispitivane grupe;

Ispitati postojanje korelacije polimorfizama u ispitivanim genima sa nedovoljnom
efikasnoséu statinske terapije u ispitivinoj grupi;

[

3. Ispitati postojanje korelacije polimorfizama u ispitivanim genima sa pojavom nezeljenth
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cfekata u ispitivanoj grupi (hepatotoksiénost, miopatija);
4. Procjeniti koje od farmakogenetickili testova bi trebalo ukljudit u rutinskoj klinickoj
praksi;
Procjeniti da li postoji potreba za registracijom novih grupa hipolipemika kako bi se
zadovoljile terapijske potrebe pacijenata sa dislipidemijama u Crnoj Gori.

n

Na osnovu navedenih ciljeva, postavljene su sledece hipoteze:

1. HOl: Postoji povezanost izmedu polimorfizama ispitivanih gena zaduzenih  za
metabolisanje holesterola i lijeka, i ncdovoljne efikasnosti lijeka, koji se koristi u terapiji
dislipidemije.

R

H02: Postoji povezanost izmedu polimorfizama ispitivanih  gena  zaduZenth  za
metabolisanje holesterola i lijeka, i neZeljenih efekara lijeka, koji se koristi u terapiji
dislipidemije.

B3. Metode i plan istraZivanja

[strazivanje e se sprovesti na Medicinskom fakultetu Univerziteta Crne Gore u Podgorici. Za
sprovodenje istrazivanja dobijena je saglasnost Ftickog komiteta  Medicinskog fakulteta
Univerziteta Crne Gore (broj: 2050/7 od 10.12.2020.) Istrazivanjem je planirano obuhvatiti
najmanje 200 ispitanika.

Veli¢ina uzorka u literaturi, prilikom izvodenja sli¢nih istraZivanja, varira, u zavisnosti od toga da
li je cilj samog istrazivanja genotipizacija populacije ili pak pravljenje korelacije izmedu
efikasnosti ili pojave nezeljenih efekata sa alelima i genotipovima kod korisnika statinske terapije.
U svrhu genotipizacije ABCBI gena u Finskoj regrutovana su 534, dok je u Srbiji 158 ispitanika.
S druge strane, za pravljenje korelacije uzimani su uzorci manje veli¢ine. Tako je, na primjer,
sprovedeno istrazivanje u Kanadi obuhvatile 106 ispitanika, Indiji 177, Italiji 183, Spaniji 100,
Brazilu 136, SAD-u 324 i Kini 542 ispitanika. S obzirom na to da je cilj ovog istrazivanja pored
utvrdivanja prevalence alela i genotipova u navedenim genima i utvrdivanje povezanosti prisutnih
alela i genotipova sa nedovoljnom cfikasnoi¢u i pojavom nezeljenih efekata kod korisnika
statinske terapije, bilo je potrebno naéi neki kompromis. Uzimajudi u obzir veli¢inu crnogorske
populacije, veli¢ine uzoraka iz literature, kao i finansijsku izvodljivost, odluceno je da uzorak
bude velicine 200 ispitanika. (16,17,18,19,21,24,26,28,32)

Garantovana je anonimnost svim ispitanicima koji se budu ukljucili u istrazivanje, kako u toku
studije, tako i nakon nje.

Kriterijumi za uklju¢enje u istraZivanje U istrazivanje ¢e biti ukljuceni ispitanici sa

| | I
dislipidemijom  stariji od 18 godina, koji koriste u terapiji atorvastatin, statin sa najvecom
potroénjom u Crnoj Gori, i koji su na terapiji atorvastatinom najmanje 8 nedjelja.

Kriterijumi iskljuéenja Iz istrazivanja ¢e biti iskljuceni ispitanici koji piju lickove koji djeluju
kao induktort ili inhibitori OATP1B1 transportera, P glikoproteina ili CYP 3A4 enzima, kojt uz
statine piju druge hipolipemike, koji imaju nepotpunu medicinsku dokumentaciju, pacijenti sa
neurologkim, psihoti¢nim, onkoloskim, autoimunim oboljenjima, hipotiroidizmom, pacijenti koji
zloupotrebljavaju  psihoaktivne  supstance  u  poslednjih  godinu dana, pacijenti  koj
zloupotrebljavaju alkohol i nekomplijantni pzcijent, tj. pacijenti koji imaju manje od 6 poena u
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upitniku za komplijansu Morisky Medication Adherence Scale, sa izuzetkom onih kod kojih su
razlog ne-komplijanse nezeljena dejstva.

Nakon potpisivanja Pristanka informisanog ispitanika od strane pacijenata koji zadovoljavaju
kriterijume uklju¢enja u studiju pristupice se prikupljanju podataka kroz upitnike. Prvo ¢e se sa
ispitanicama proéi kroz Strukturisani socio-demografski upitnik kojim ce se prikupiti socio-
demografski podaci i podaci koji se odnose na prisutne komorbiditete, stil zivota, lijecenje
pacijenata i samu terapiju statinima. Potom ée ispitanici popuniti Upitnik o nezeljenim dejstvima
koji su mozda povezani sa statinskom terapijom. Zatim ¢e se pristupiti mjerenju: visine, tezine
pacijenta i racunati BMI index po formuli tezina (kg) / (visina (m))*, kao i mijerenju krvnog
pritiska. Pregledom medicinske dokumentacie ¢e se uzeti podaci o dijagnozi pacijenta, o tome
koliko dugo je pacijent na statinskoj terapiji, da li su vrsene promjene u dozi ili vrst statina, ako
jesu zbog ¢ega, pregled laboratorijskih nalaza lipidnog statusa prije ukljucivanja statinske terapije.
Na osnovu rezultata ovih nalaza i prisutnih  komorbiditeta odradice  se procjena
kardiovaskularnog rizika evropskom (SCORE) skalom za svakog pacijenta pojedinacno. SCORE
skala se koristi za procjenu desetogodiinjeg rizika od nastanka KVB, uzimajuci u obzir
tradicionalne faktore rizika za KVB, kao §to su starost, status pusenja, vrijednost krvnog pritiska i
lipidni status. Koristice se SCORE skala sa visokim rizikom, jer Crna Gora pripada zemljama
Evrope sa visokim rizikom od smrtnog ishoca, koji je posledica kardiovaskularnih bolesti (2150
na 100000 stanovnika). Na osnovu procijenjenog kardiovaskularnog rizika odredic¢e se
individualne Zeljene vrijednosti LDL-h koje bi terapijom pacijent trebao da postigne, prema
preporukama Evropskog udruzenja kardiologa za dislipidemije iz 2019. godine. Prema dobijenim
vrijednostima KV rizika, moguca je klasifikacija ispitanika u ¢ak 7 grupa (<1%, 1%, 2%, 3% -
4%, 5% - 9%, 10% - 14%, 215%) medutim zbog velicine uzorka i statisticke znacajnosti, izvrsice
se podjela ispitanika u dvije grupe na osrovu dobijenih vrijednosti KV rizika, kao sto je
navedeno u nastavku. (12)

Pacijente éemo prvo podijeliti u 2 grupe prema duzini upotrebe statinske terapije i to: na one koij
su na terapiji atorvastatinom od najmanije 2 mjeseca do godinu dana, (u tom periodu najcesce sc
javljaju nezeljena dejstva kao miopatija ili hepatotoksi¢nost), (20, 29) i na one koji su na statinskoj
terapiji preko godinu dana. Potom ¢e se pacijenti u okviru te 2 grupe dijeliti na dvije podgrupe u
zavisnosti od dobijenih vrijednosti KV rizka SCORE skalom, i to na: grupu sa niskim i
umijerenim rizikom od nastanka KV bolesti (<5%) i grupu sa visokim i veoma visokim rizikom
(25%). Potom ¢e se pristupiti uzimanju uzora krvi za biohemijske 1 genetske analize.

Uzorkovanje krvi se radi iz kubitalne vene u epruvetama od 2 ml za biohemijske analize 1
epruvetama sa EDTA od 2 ml za genetske analize. Venepunkeija se ne razlikuje ni na koji nacin u
odnosu na standardno uzorkovanje krvi za kompletnu krvou sliku. Krv za biohemijske analize ée
se odmah po uzorkovanju centrifugirad, alikvotirati i skladistiti na -20 T, do momenta analize
biohemijskih parametara. Od biohemijskih analiza vrsice se mjerenje sledeéih  parametera:
kompletna krvna slika (KKS), hs-CRP, lipidni status (LDI., HDL, TG, ukupni holesterol),
aktivnost jetrenih enzima (ALT, AST), zatim kreatinin kinaze (CK), koncentracija glukoze u krvi
i glikoziliranog hemoglobina, prema protokolu referentne laboratorijske dijagnostike. (30, 31)

Genetske analize obavice se Real Time PCR metodom u laboratoriji Medicinskog fakulteta.
Analiziraée se sliedeéih 7 polimorfizama: rs 3808607 (204A>C) u CYP7AT genu, rs3846662
(23092A>G) u HMGCR genu, rs2306283 (368A>G) i rs4149056 (521'1>C) u SLCOI1BI genu i
rs1128503 (1236C>T), 152032582, (G2677T/A) 1 151045642 (C3435T) u ABCBI genu. Od svih
pacijenata ée biti uzorkovano 2ml venske krvi u EDTA epruveti. Krv za molekularnu analizu ce
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“se cuvati u frizideru na +4 stepena do 7 dana i za to vrijeme odraditi izolacija DNK iz uzoraka
primjenom komercijalnog kita. Dobijeni cks rakti DNK, bi¢e zamrznuti na -30 C. Prije PCR
metode radice se kvantifikacija DNK UV spcktrofotometrom, kako bi se osiguralo da svi uzorci
imaju potrebnu i ujednacenu koncentraciju DNK, za planiranu PCR analizu. PCR analiza
odradic¢e se upotrebom Tagman genotyping assay-a, komercijalnog kita koji sadrzi prajmere i
probe specifi¢ne za svaki polimorfizam, premn protokolu proizvodaca.

Statistickim metodama bi¢e obradeni dobijeri rezultati istrazivanja (SPSS program), nakon cega
¢e se ispitivati postojanje korelacije prisutnih genotipova sa efikasnoicu i podnodljivoscu
statinske terapije. U cilju ispitivanja korelac’je izmedu polomorfizama u ispitivanim genima i
efikasnosti i podnosljivosti terapije, poredenjz ce se vriiti izmedu prethodno navedenih grupa i
podgrupa studijske grupe. Poredenje ce se praviti izmedu ispitanika kojima je terapija bila
cfikasna i onih kojima nije, a poredenje podnosljivosti ¢e se visiti izmedu onih ispitanika kojti su
imali nezeljena dejstva, ili pak povisene biohemijske parametre koji na njih ukazuju, sa onima koji
to nijesu.

Kriterijumi za efikasnost terapije Za terapiju atorvastatinom mozemo reci da je efikasna
ukoliko su dostignute prethodno izracunate ciljane vrijednosti LDL-h ili ukoliko su spustene
bazalne vrijednosti LDL-h za 50%. Takode, u obzir s¢ mora uzeti i to da li je pacijentu, kom
terapija nije cfikasna po prethodno navederim kriterijumima, dozirana maksimalna tolerisuca
doza atorvastatina. Ukoliko nije, potrebno je prikupiti informacije o tome da li je pacijentu bila
dozirana maksimalna toleri$uéa doza, ali je zbog pojave neZeljenih efekata vracena na nizu, ili pak
uopéte nije ni uvodena veéa doza. U tom slucaju, dace se preporuka njegovom lickaru za
poveéanjem doze i ispratiti lipidni status tog pacijenta nakon 6 nedjelja. Podaci o maksimalnoj
tolerisucoj dozi statina, kao i podaci o cfikasnosti razlicitih doza i vrsta statina mogu se pronaci u
preporukama Evropskog udruzenja kardiologa za dislipidemije iz 2019. godinc.

Kriterijumi za podnosljivost terapije Procjena podnosljivosti statina vrsice s¢ na osnovu
Upitnika o neZeljenim efektima statina, kao i pracenjem biohemijskih parametara ALT, AST i
CK. Znacajnim ¢ée se smatrati poveéanje serumskih koncentracija ovih enzima koje je = 3 puta u
odnosu na normalne vrijednosti.

Statisticka obrada

Pristupice se statistickoj obradi i analizi dobijenih podataka i utvrdivanju statisticke znacajnosti
povezanosti  polimorfizama i njihovih  kombinacija u prethodno navedenim genima  sa
cfikasnoi¢u i pojavom neZeljenih efekata kod korisnika statinske terapije. Statisticka analiza
obuhvataée: deskriptivou analizu karakteristiza ispitanika, analizu razlicitih kategorija varijabila
preko svojih apsolutnih i relativnih frekvencija izratunavanjem numericke srednje i standardne
devijacije ili medijanom i percentilima 25 i 27. Planirano je primijeniti jednovarijantnu analizu
varijanse (ANOVA) za svaki alel i genotip, kao i multivarijantnu analizu varijanse (MANOVA) za
sve alele. Nakon toga je planirano uraditi za svaku ANOVA analizu post hoc testiranje statisticke
znacajnosti uodenih razlika koristeci s¢ Fishcr LSD testom. Za uporedivanje frekvencije alela i
genotipova koristice se Hi-kvadrat statisticki test.

U svrhu komparacije grupa po varijablama koje su ukljuéene u analizu, koristice se Studentov t-
test za nezavisne uzorke. U slucaju da distritucije podataka i rezultata budu statisticki znacajno
odstupale od normalne krive, kao alternativna tehnika koristice se Mann-Whitney U test. Za
usporedbe tipa pretest-posttest koristice se t-test za ponovljena mjerenja (zavisne uzorke) ili
njegov neparametrijski pandan Wilcoxonov test.

U svrhu procjene asocijacije medu ispitivarim varijablama, koristice se I’carsnnolx_'_(fgc_iikl—_
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moment) koceficijent korelacije (r). Alternatvno, ukoliko raspodijela podataka/rezultata bude
statisticki znacajno odstupala od normalne, koristice se Spearmanov koeficijent rang korelacije
(x).

Podaci ¢e biti prikazani tekstualno, tabelarno i graficki, uz koriséenje MS Excel, a statisticke
analize biée sprovedene uz pomoc SPSS softvera verzija 18.

Istrazivanje ¢e biti sprovedeno kroz sljedece aktivnosti:

1. S obzirom na to da je dobijena saglasnost F.tickog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta
Crne Gore (broj 2050/7 od 10.12.2020.) pristupice se prikupljanju uzorka pacijenata starijih od
18 godina sa dislipidemijom, koji su na terapiji atorvastatinom. To ¢e biti ispitanici koji dolaze na
kontrolu u privatne i javne zdravstvenc institucije: Klinicki centar Crne Gore, Codru, Ordinaciju
Boljevié. KCCG je jedan od partnera na projecktu CEBIMER, stoga postoji saglasnost za
regrutovanje ispitanika u toj zdravstvenoj ustanovi. U sluéaju da se¢ u KCCG ne prikupi
definisani broj ispitanika, pristupi¢e se regrutovanju iz preostalih navedenih zdravstvenih
ustanova, od kojih ée se prethodno traZiti saglasnost za regrutovanje ispitanika.

2. Prvo ée ispitanici popunjavati Upitnik za iskljucenje ispitanika iz studije i Upitnik za
komplijansu Morisky Medication Adherence Scale.

3. Pacijentima, koji odgovaraju kriterijumima za ukljucenje u istrazivanije, bice predocen na jasan
naéin, u usmenoj i pismenoj formi, cilj i svrha istrazivanja, kao i prava koja su im zagarantovana.
Pacijenti koji pristanu da se ukljuce u istraZivanje potpisace Pristanak informisanog ispitanika.

4. Takvi ispitanici pristupi¢e popunjavanju Strukturisanog socio-demografskog upitnika. Potom
¢e popuniti i Upitnik o nezeljenim dejstvima, pristupi¢e se antropometrijskom mijerenju i
mjerenju krvnog pritiska, pregledu medicinske dokumentacije i uzorkovanju venske krvi iz
kubitalne vene, po principima Dobre laboratorijske prakse, koja ée sluziti za genetske i
biohemijske analize

5. Potom ¢ée se za svakog pacijenta ponaosob racunati 10-godisnji kardiovaskularni rizik SCORE
skalom, uzimajuéi u obzir podatke sa pccetka terapije, 1 na osnovu dobijenih rezultata
preracunati koje vrijednost LDL-h treba postiéi statinom kod tih pacijenata, vodedl se
preporukama Evropskog udruzenja kardiolog za dislipidemije iz 2019. godine.

6. Svi podaci o pacijentima dobijeni iz upitnika, kao i prethodno pomenut proracuni, bice
unoseni u bazu podataka (Excel), a ispitivani ucesnici ¢e po zavrSetku intervijua biti podijeljeni u
2 grupe prema duZini upotrebe statinske terapije i to na one koji su na terapiji od 2 mjescca do
godinu dana, i na one koji su na terapiji preko godinu dana, a potom i u dvije podgrupe u
zavisnosti od dobijene vrijednosti KV riziki SCORE skalom na one sa niskim 1 umjerenim
rizikom od nastanka KV bolesti (<5%) i na one sa visokim i veoma visokim rizikom od nastanka
KV bolesti (=5%).

7. Potom ¢e se raditi biohemijske i molekularno-geneticke analize prema prethodno navedenom
protokolu.

3. Statistickim metodama bi¢e obradeni dobijeni rezultati istrazivanja (SPSS program), nakon
ega Ce se ispitivati postojanje korelacije prisutnih genotipova sa efikasnoscu i podnosljivoscu
statinske terapije.
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[ 9. Promocija rezultata doktorske disertacije predvidena je kroz objavljivanje radova u ¢asopisima,
prezentaciju dobijenih rezultata na nauérim i struénim  skupovima, kao i prezentaciju
rukovodiocima institucija od znacaja (Klinickog centra Crne Gore, Republickog Fonda za
zdravstveno osiguranje Crne Gore, Ministrstva zdravlja, Instituta za ljckove i medicinska
sredstva Crne Gore) u cilju uvodenja individualnog pristupa u lijecenju ovih pacijenata, ali i u
ciliu planiranja struénog kadra, pokrivanja troskova lijecenja 1 registracije novih  grupa
hipolipemika.

B4. Nau¢ni doprinos

Klasi¢na medicina daje jedan lijek svim osobama koje imaju odredenu bolest. Medutim, samo
dvije treé¢ine pacijenata ima korist od svoje terapije. Prema najnovijim istrazivanjima jedan od tri
lijcka koje pacijent trenutno primjenjuje ne postize Zeljeni rezultat. Postavlja se pitanje zasto je to
tako kad su lickovi isti? Ljekovi jesu isti, ali pacijenti nijesu. Stoga, buduénost lezi upravo u
personalizovanoj terapiji, tj. individualizaciji terapije zahvaljujuci DNK informacijama. Primjena
tehnika molekularne genetike u medicinskoj praksi jedan je od najmodernijih pristupa danasnjice.
Primjenom ovih tehnika kod pacijenata sa dislipidemijom steci ée se saznanja o prevalenciji
navedenih polimorfizama u crnogorskoj populaciji, a zatim i napraviti korelacija izmedu uocenih
alela i genotipova sa efikasnoséu i pojavom nezeljenih efekara kod korisnika statinske terapije.
Istrazivanje ovog tipa ¢e se prvi put raditi u rasoj zemlji. Rezultati koji ée proistedi iz ove studije
omoguéi¢e pocetak primjene farmakogenetike u klinickoj praksi, tj. dati smjernice na osnovu
kojih ¢e modi da se odabere pravi lijek u optimalnoj dozi, tj. terapija sa manjim rizikom a boljim
efektom, po mijeri svakog pacijenta. Takode. na osnovu dobijenih rezultata procjenice se da li
postoji potreba za registracijom novih grupa hipolipemika kako bi se zadovoljile terapijske
potrebe pacijenata sa dislipidemijama u Crnoj Gori. U Holandiji moZete uéi u svaku apoteku sa
svojim DNK informacjama i svaki farmaceut vam mozZe na osnovu tih podataka reci koju dozu i
lijek mozete koristiti. I druge zemlje pokusavaju da naprave svoje baze podataka iz kojih bi dijelili
informacije sa drugim zemljama u cilju pracenja reakcija pacijenta i djelotvornosti lijeka. Stoga,
tezice se, na osnovu dobijenih rezultata, kreiranju jedne takve baze i u Crnoj Gori, pri cemu ce
zdravstveni sistem Crne Gore iste moéi da dijeli 1 komparira sa zemljama koje su uspostavile
personalizovanu terapiju. Zatim je predvidena i promocija rezultata doktorske disertacije kroz
objavljivanje radova u nau¢nim casopisime, prezentaciju dobijenih rezultata na naucnim i
struénim skupovima, kao i rukovodiocima :nstitucija od znac¢aja (Klinicki centar Crne Gore,
Republicki Fond za zdravstveno osiguranje Crne Gore, Ministarstva zdravlja, Institut za ljickove 1
medicinska sredstva Crne Gore) i pruzanje uvida drustvenoj zajednici o najnovijim dostignuc¢ima
u klinickoj implementaciji ove oblasti u Crnoj Gori. 1 na kraju, nadam se da e rezultati ovog
istrazivanja dati podstrek drugim mladim istrazivacima da nastave sa istrazivanjima ovog tipa i u
drugim oblastima medicine i doprinesu razvou 1 primjeni,savremene” personalizovane terapije u
Crnoj Gori na dobrobit zdravlja njenih stanovnika.

B5. Finansijska i organizaciona izvodljivost istraZivanja

Navedeno istrazivanje je planirano da se realizuje u okviru projektnih aktivnosti Centra izvrsnosti
za biomedicinska istrazivanja - CEBIMELE, ¢iji je nosilac Institut za fizikalnu medicinu,
rehabilitaciju i reumatologiju ,Dr Simo Milosevié” AD Igalo, a u kojem je Medicinski fakultet
Univerziteta Crne Gore partner na projektu i zaduzen je za realizaciju odredenog broja
projektnih aktivnosti, medu kojima je i cvo istraZivanje. Stoga su sredstva za realizaciju
predlozene doktorske disertacije obezbijedena iz budZeta ovog nauéno-istrazivackog projekta
finansiranog od strane Ministarstva nauke Crne Gore, te je istraZivanje finansijski i organizaciono
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prediozene doktorske disertacije obezbiedena 1z budzeta ovog naucuo-istrazivackog projekta

finanstranog od strane Mimstarstva navke Crane Gore, te je strazivanje finansijski 1 organizacion
tzvodljivo.

‘Misljenje i prijedlog komisije

Nakon uvida u predlozenu dokumentac ju, izlaganja kandidatkinje, diskusije i implementacije
predlozenih sugestija, Komisija je zakljudil da:

je predlozena tema aktuelna, naucno spravdana 1 zadovoliava nivo dokrorske disertaciie;
st ciljevt 1 hipoteze jasno detimsant

su metodologia @ plan isteazivania detalino oplsant:

su lspunjenc sve etcke norme 1strazivania,

Imajuct u vidu sve navedeno, Konusija j¢ dala pozitvou ocjenu o podobnost teme doktorske
disertacije kandidatkinie Ninoslave Lalatovic,

Konmusija predlaze Vijecu Medicinskog fakulteta i Senatn Univerziteta Crne Gore da prihvate ova;
1zvjestal 1 odobre nastavak rada na doktors <oj disertaciji.

Prijedlog izmjene naslova

Nije bilo prijedloga izmjene naslova

Prijedlog promjene mentora i/ili imencvanje drugog mentora

Nije bils prijedloga promjene mentora i/ili imenovania drugog mentora

Planirana odbrana doktorske disertacije

Prvi kvaeral 202

3. godine
Izdvojeno misljenje

Nije bilo izdvojenih muslienia od strane prisutnih na odbrani.

Ime 1 prezime

Napomena

Nema nipomena,

ZAKLJUCAK

Predlozena tema po svom sadrzaju odgovara nivou doktorskih studia | DA NEB
Tema jo originalan nauéno-istrazivacki rad kojt odgovara medjunarodnim | .

S = : f DA N[

| kriterijumima kvaliteta disertacije =
Kandidat moZe na osnova sopstvenog akidemskog kvalitera i stecenog znanja ! DA  NL

da vz adekvatno mentorsko vodenie realizu ¢ postavljeni cilj i dokaze hipoteze
Komisija za ocjenu podobnosti teme i kindidata
Prof. dr Anet Boskovic,

— ey —— e —— _‘_ _r..
Medicinski fakultet Univerziteta Crne Gore, Crna Gora L p@:%k W ¢

Doc. dr Snezana Pantovié, _H ' -
Medicinski fakultet Univerziteta Crne Gore, Crna Gora ! 64’1’]/
Ve K Lama SEECE ULV S

Prof. dr Marina Kosué,

Fakultet medicinskih nauka Univerziteta u Kragujeveu, Srbija ﬂ%//wq L
Prof, dr Olivera Miljanovié,
[ Medicinski fakultet Univerriteta Crne Gore, Cena Gora | M )
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PITANJA KOMISIJE ZA OCJENU PODOBNOSTT DOKTORSKE TEZE I

KANDIDATA

Prof. dr Aneta Boskovié

/

Doc. dr SneZzana Pantovié

S obzirom na to da se planira analiza biohemijskih
parametara u cilju procjene cfikasnosti i predvidanja
kratkoroénih i dugoroénih nezeljenih efekata statinske
terapije, da li mi mozete reéi nesto o znacaju Lp(a),
uticajn statina na vrijednosti ovog lipoproteina, kao i da li
postoii  korelacija u literaturi  izmedu  navedenth
polimorfizama i ovog biohemijskog markera?

Prof. dr Marina Kosti¢

Kakav je farmakockonomski znacaj primene rezultata
farmakogenetskih istrazivanja? Poseban osvrt na Vase
istrazivanje, u kom smislu moze doé¢i do redukcije
ukupnih troskova lecenja  hiperlipidemija  primenom
farmakogenetskih testova?

Prof. dr Olivera Miljanovic

Prof. dr Zorica Potpara

Naveli ste kao jedan od ciljeva istrazivanja potencijalnu
potrebu za registracijom novih grupa hipolipemika, pa
me zenima koje su to grupe hipolipemika registrovane u
zemljama EU koje bi mogle nadi put i do nas?

PITANJA PUBLIKE DATA U PISANOJ FORMI

(Ime 1 prezime)

(Ime i prezime)

(Ime i prezime)

ZNACAJNI KOMENTARI
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PRIJAVA TEME DOKTORSKE DISERTACIJE

OPSTI PODACI O DOKTORANDU

Titula, ime 1 prezime Dr pharm. Ninoslava Lalatovic

Fakultet Medicinski fakultet

Studijski program FFarmacija
| Broj indeksa 9/18
[ Imei prezime roditelja Ncbojsa Lalatovié

Datum i mjesto rodenja 07.08.1993. Niksi¢ |
 Adresa prebivalista Ozrinici bb Niksié )
| Telefon 067/668-873 B
| E-mail ninn.lalntovicﬂ@:gz-n:lil.com

_ BIOGRAFIJA I BIBLIOGRAFIJA

2018. — i dalje: student doktorskih studija Medicinskog fakulteta
Univerziteta Crne Gore, studijski program Farmacija

2012-2017: Med:icinski fakultet, Univerzitet Crne Gore, studijski
program l‘armacija; dobila zvanje Doktor farmacije, prosjeéna
ocjena 10.00

2008-2012: Gimrazija Stojan Cerovic; diploma Luca 1

Obrazovanje

2020 -1 d.ll]{. istrazivac na pro]c]\tu Ministarstva nauke CEBIMER
na Medicinskom fakultetu Univerziteta Crne Gore

Radno iskustvo 2017 — i dalje: saradnik u nastavi na Medicinskom fakultetu
Univerziteta Crne Gore, studijski program Farmacija

2017-2020: farmaceut u apoteci Tea Medica .
Lalatovi¢ N., Duborija Kovacevic N. Interakcije ljekova kao
posljedica polifarmacije u primarnoj zdravstvenoj zastti. Rad
prihvacen za Treéi kongres farmaceuta u  Crnoj Gorl  sa
medunarodnim uéeséem., 2019.godine.

NASLOV PREDLOZENE TEME

Popis radova

HIspitivanje uticaja genskih polimorfizama u genima za metabolizam
Na sluzbenotn jeziku holesterola 1 statina na efikasnost 1 pojavu nezeljenih efekata kod
korisnika statinske terapije”

wExamination of the influence of gene polymorphisms in the genes
Na engleskorn jeziku for cholesterol ard statin metabolism on the efficacy and occurrence
of side effects in users of statin therapy”

ObrazloZenje teme

Kardiovaskularne bolesti (KVB) i dalje predstavljaju vodedi uzrok smrti na gl()l)nlnm;
nivou. U Crnoj Gori je 57.48% smrtnih ishoda bilo posledica kardiovaskularnih bolesti, prema
podacima iz 2017 godine. (1) Jedan od fakiora rizika, za ¢ije postojanje se zna da pozitivno
korelira sa vecim rizikom od obolijevanija ali i smrtnosti od KVB je dislipidemija. Didipidcmi]n se
definise kao poremeéaj lipidnog profila, a 1 njenoj terapiji koriste se statini, ¢iji je osnovni
farmakoloski pristup smanjenje loseg holestcrola” ili LDI-h. Zahvaljujuéi svojoj sposobnosti da
redukuju LDL u plazmi do 55% oni su Siroko propisivani ljckovi i ljckovi prvog izbora u
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lije¢enju dislipidemija, kako u svijetu, tako i kod nas. (2,3)

Medutim uoceno je da statini ne ispoljavaju jednaku cfikasnost kod svakog pojedinca,
kao i da se kod znacajnog broja pacijenata javljaju nezeljena dejstva koja mogu biti razlog lose
komplijanse ili éak i prekida terapije statinima. (4) Pregledom literature, zakljuceno je da genetski
faktor igra znacajnu ulogu u tome i da je prepoznat kao jedan od uzroka ovih problema. Stoga je
ncophodno okretanje personalizovanoj terapiii u cilju rjeSavanja ovih problema.

Personalizovana terapija ima za cilj da prilagodi terapiju lickovima genomskom profilu
pacijenta 1 time osigura njegovu maksimalnu  efikasnost uz minimalne nezeljene efekte.
Farmakokinetika i farmakodinamika lijcka je »od kontrolom jedinstvenog seta gena koji utice na
funkciju proteinskih struktura koje organizam koristi u metabolisanju tog lijcka. Jednonukleotidni
polimorfizmi (single nucleotide polymorphism, SNP) u dezoksiribonukleinskoj kiselini (DNK)
najéeidi su oblik varijacija sekvenci u ljudskom genomu i razlog interindividualne varijabilnosti.
Stoga je u planu rad na ispitivanju uticaje SNP polimorfizama u genima za metabolizam
holesterola i statina u cilju predvidanja individualnog odgovora na terapiju, koja ¢e biti efikasna,
sigurna za svakog pacijenta i koja ée im omoguciti poboljsanje psiho-fizickog stanja. (2,3,5,0)
Pokazano je da produzeno izlaganje nizim koncentracijama LDL-h, $to se postize ranim
uvodenjem statina u terapiju i brzim postizanjem efekta, je povezano sa trostrukim smanjenjem
rizika od kardiovaskularnih bolesti. (7) Stoga je neophodno je da statini pokazu maksimalnu
cfikasnost uz $to manje nezeljenih efekata, zbog éega se u obzir mora uzeti genetski faktor.

S obzirom na to da su statini, pored fibrata i ezetimiba, jedina grupa ljckova registrovana
u Crnoj Gori za snizavanje LDL-h, jedan od zadataka istrazivanja je i da utvrdi da li postoj
potreba za registracijom i nekih drugih grupa lickova, koje su dostupne u zemljama Evropske
Unije, kako bi se zadovoljile potrebe svih pacijenata kojima je terapija potrebna. (1)

Trenutno smo na pocetku nove ere u personalizovanim terapijama i nema sumnje da ce
farmakogenetski testovi u bliskoj buduénosti postati vijedan alat za odabir lijeka i doze i time
doprinijeti Zeljenom odnosu izmedu koristi i rizika za lickove propisane pacijentima, stoga je
potrebno upoznati se sa uticajem SNP polimorfizama na eftkasnost i pojavu nezeljenih efekata, a
| za pocetak neka to budu upravo statini.

Pregled istraZivanja

Dislipidemija se defini$e kao poremecaj lipidnog profila, koji je pracen povisenim
vrijednostima LDL-h i triglicerida, a snizenim vrijednostima HDL-h . Ona predstavlja znacajan
faktor rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti. (2,4) SZO procjenjuje da je dislipidemija
povezana sa 4 miliona smrti godisnje. (8) Stoga je kontrola dislipidemije esencijalna u redukciji
kardiovaskularnih komplikacija. Primarni cilj terapije, u cilju smanjenja rizika za KVB, je
smanjenje vrijednosti LDL-h, a u tu svrhu se koriste statini.

Statini su kompetitivni inhibitori enzima HMG-CoA reduktaze, enzima koji vrsi
konverziju 3-hidroksi-3-metil-glutaril-koenzima A u mevalonat, koji je prekursor u sintezi
holesterola. Smanjena koncentracija holestetola u hepatocitima dovodi do pojacane sinteze i
ckspresije receptora za DL na povrsini hepatocita, usljed ¢ega dolazi do pojacanog preuzimanja
L.DL-h iz cirkulacije i njegovog katabolizma u éelijama jetre. Posto se sinteza holesterola
uglavnom odigrava nocu, statine treba koristiti uvece kako bi se maksimizirao njihov efekat. (9)
Meta-analize naglasavaju prednosti redukcije 1LDL-h, gdje se sa svakim smanjenjem od 1 mmol /
L. (38.7 mg/dl) postize smanjenje relativnog rizika od 22% u koronarnim dogadajima. (10)
Zahvaljujudi svojoj sposobnosti da redukuju LDL u plazmi do 55% oni su siroko propisivani
lickovi kako u svijetu, tako i kod nas, koristi ih preko milijardu ljudi i primjenjuju se u klinickoj
praksi, kako u lije¢enju hiperholesterolemiie, tako i u primarnoj i sckundarnoj prevenciji
kardiovaskularnih oboljenja i sréanog udara. (2) Noviji statisticki podaci pokazuju porast
upotrebe statina kod odraslih 240 godina i kod pacijenata sa povisenim rizikom od KVB. Prema
[ podacima Crnogorske agencije za ljckove i medicinska sredstva za statine je utro§eno oko million
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[ cura u 2018. godini. Potro$nja statina s¢ poveéala za 6.05% u 2018. godini, u poredenju sa 2017.
Najvecu potroinju u ovoj grupi lickova ima ztorvastatin cija se potrodnja u proteklih pet godina
(2013. - 2017) uveéala za 275%. (1) Pored visoke efikasnosti u snizavanju LDL-h, statini
ispoljavaju jos neke povoljne efekte koje pokazuju rezultat studije ASTEROID. (11)

Medutim pored prethodno navedenih dobrih strana, statini imaju i neke lose. Na prvom
mjestu treba istaéi nezeljena dejstva, medu kejima su najéesca hepatotoksi¢nost i miopatija, kao i
stupanje u interakceije sa velikim brojem ljckova, s obzirom na &injenicu da se statini dominantno
metaboli$u preko enzima iz grupe CYP P450, fto cesto bude razlog lose komplijanse od strance
pacijenata. (9,12) Takode, Cesta je i suboptimalna kontrola dislipidemije. Jedna francuska studija
sprovedena u periodu 2012-2014 je prijavila da dvije treé¢ine pacijenata sa akutnim koronarnim
sindromom koji su na terapiji ljckovima za snizavanje holesterola, nijesu dostigli ciljane Zeljene
vrijednosti LDL-h. Sli¢no je zabiljezeno i u niemackoj studiji iz 2013. godine. Studija u Albertt je
takode pokazala da 36.6% pacijenata na terapiji statinima nije dostiglo ciljane vrijednosti LLDL-h.
(8) Studija u Hrvatskoj je pokazala da gotovo dva od tri pacijenta na lijecenju statinima nijesu
dostigla ciljane vrijednosti LDL-h preporucene od strane Evropskog vodica za prevenciju
kardiovaskularnih bolesti. (4) Postavlja se pitanje: “Zbog ¢ega postoji znacajan jaz izmedu
oéckivanih i stvarnih benefita statinske terapijer” Pregledom literature uoceno je da je genetski
faktor prepoznat kao jedan od uzroka ovih problema. (2,3,6) Stoga je u planu ispitivanje sledecih
polimorfizama: rs 3808607 (204A>C) u CYP7AL genu, rs3846662 (23092A>G) u HMGCR
genu, 1s2306283 (388A>G) 1 rs4149056 (521T>C) u SLCOIBI1 genu i rs1128503 (1236C>T),
rs2032582, (G2677T/A) i rs1045642 (C3435T) u ABCBI genu, za koje u literaturi postoje podaci
da su povezani sa nedovoljnom efikasno§éu i pojavom nezeljenih efekata kod korisnika statinske
terapije.

CYP7A1 gen se nalazi na 8q12.1 hroraozomu. Ovaj gen kodira enzim istog naziva koji je
uklju¢en u metabolizam holesterola i vesi njegovu konverziju do Zuénih kisjelina. CC genotip kod
polimorfizma rs 3808607 (204A>C) je prepoznat kao moguéi uzroénik hiperholesterolemije, kao
i smanjene cfikasnosti statinske terapije. Nosioci CC genotipa imaju veci nivo LDL-h zbog
smanjene aktivnosti ovog enzima u odnosu n1 nosioce AA genotip. Stoga, ovakvi pacijenti imaju
konstantno poveéan nivo LDL-h u plazm: $to je povezano sa vedim rizikom od infarkta
miokarda. Kod 324 pacijenta sa hiperholestcrolemijom, koji su lijeceni atorvastatinom (10 mg),
Kajinami i saradnici opisali su znacajnu povezanost izmedu nosioca CC genotipa 1 smanjene
cfikasnosti atorvastatina u kavkaskoj populaciji. Studija u Indiji je takode pokazala da su svi
ispitanici sa lo§im odgovorom na atorvastatin pokazali prisustvo CC genotipa. Postoje studije da
bi kod ovakvih pacijenata bila efikasnija primjena Zucénih smola u terapiji, jer povecavaju
aktivnost ovog enzima. Prema podacima I'harmGKB frekvenca C alela kod Evropljana je
39.85%, stoga zelim da utvrdim kakva je prevalenca u nasoj populaciji i da li postoji potreba za
registracijom grupe lickova koja ¢e rijesiti problem povisenog 1.DL-h kod ovakvih pacijenata.
(13,14,15,16,17)

HMGCR gen nalazi se na 5q13.3 hromozomu. On kodira enzim istog naziva koji je
cilino mjesto djclovanja statina. Njegovom inhibicijom statini sprjecavaju konverziju mevalonata
u holesterol i na taj nadin smanjuju nivo LDI.-h u krvi. U literaturi postoje podaci da su nosioci
GG genotipa kod rs3846662 (23092A>G) polimorfizma povezani sa smanjenom efikasnoscu
statinske terapije kao i to da je ovaj genotip §iroko rasprostranjen u grupi hiperholesterolemicnih
pacijenata. Uoceno je da homozigoti za G alel imaju vecu koncentraciju LDL-h i ukupnog
holesterola. Jedna studija je pokazala da postoji povezanost izmedu ovog genotipa i losijeg
odgovora na statinsku terapiju. Naime, kod rosioca GG genotipa je zabiljeZeno znacajno manje
smanjenje ukupnog holesterola u poredenju sa nosiocima AA genotipa. To se moze objasniti
¢injenicom da ovaj polimorfizam uzrokuje sintezu RNK bez egzona 13, Sto kasnije rezultuje
sintezom enzima sa neaktivnim Katalitickim mijestom i vjerovatno gubitkom osjetljivosti za
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vezivanje statina. S druge strane druga studija navodi da je procentualno smanjenje LDL-h
statinima znacajno smanjeno kod Zena nosioca AA genotipa ovog polimorfizma u poredenju sa
muskarcima. Stoga se zakljucuje da su rezultaii kontraverzni, kao i da postoji razlika u odnosu na
pol u odgovoru na statine. Prema podacima PharmGKB frekvenca G alela kod Evropljana je
43.17%, stoga zelim da utvrdim kakva je prevalenca ovog polimorfizma u nasoj populaciji, da li
statini pokazuju Zeljenu efikasnost i da li postoji potreba za registracijom nove grupe ljckova koja
ée biti efikasna kod pacijenata, nosioca ovog polimorfizma. (18,19,20,21)

SLCO1B1 gen nalazi se na 12p12.2 hromozomu. Ovaj gen kodira protein transporter
OATP1B1 koji se nalazi na bazalnoj strani hepatocita i zaduZzen je za unos statina u Celiju jetre.

Nosioci CC genotipa kod rs4149056 (521T>C) polimorfizma su povezani sa
smanjenom aktivno§¢u ovog transportera, stoga u pacijenti imaju vecu koncentraciju statina u
plazmi i samim tim vedi rizik od nezeljenog dejstva, miopatije. Brojne studije su pokazale da
osobe sa CC genotipom pokazuju vec u sistemsku izlozenost aktivnoj simvastatinskoj kiselini od
ispitanika sa T'T" genotipom, sugcriéuéi da prisustvo ovog polimorfizma moze povcénti rizik od
nezeljenih reakcija tokom lijecenja simvastaiinom, dok se s druge strane smanjuje cfikasnost
lijcka. Jedna studija navodi da pacijenti nosioci CC genotipa imaju 8.86 vecu sansu (p < 0.01) da
razviju miopatiju uzrokovanu statinima, i kod ovih pacijenata zabiljezena je povecana aktivnost
enzima kreatinin kinaze (CK). Dosadasnja istrazivanja su pokazala da postoji povezanost ovog
polimorfizma sa miopatijom indukovanom satinima sa relativnim rizikom od 2.6% po alelu C.
Takode, sugerise se da do 60% pacijenata koji pate od miopatije izazvane statinima mogu taj
problem pripisati prisustvu ovog genskog polimorfizma. Stoga je sa ciljem smanjenja miopatije 1
optimizacije komplijanse, Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) je
objavio smjernice o upotrebi simvastatina u zavisnosti od genotipa SLCO1B1 gena, jer upravo za
njega u literaturi postoje najjaci dokazi. Nekoliko zdravstventh sistema i jurisdikcija uspostavilo
je programe farmakogeneticke primjenc koji ukljucuju preventvnu genotipizaciju SLCOIBI1. Tu
spadaju program PREDICT u Vanderbiltu (SAD), PG4KDS u dje¢joj istrazivackoj bolnici St.
Jude (SAD), program (U-PGk) na nckoliko lokacija u Evropi, program CLIPMERGE PGk na
planini Sinaj, INGENIOUS program na Mecicinskom fakultetu Univerziteta Indijana, i RIGHT
program na klinici Mayo. Prema podacima PharmGKB frekvenca C alela kod Evropljana je
15.9%, stoga zelim da utvrdim kakva je prevalenca ovog polimorfizma u nasoj populaciji, da li
postoji potreba za uvodenjem preventivnog farmakogenetickog skrininga i kod nas, kao 1 potreba
za registracijom novih grupa hipolipemika. (2,13,20,22.25)

Nosioce rs2306283 (388A>G) polimorfizma karakterise pojacana aktivnost OATP1BI
transportera zbog ¢ega poslediéno imamo pojacanu izloZenost jetre statinima. Jedna studija je
pokazala da ispitanici koji su koristili simvastatin, a bili nosioci AA genotipa bili povezani sa
poveéanom aktivno§éu jetrenih enzima ALT, AST. S druge strane, studija navodi da je kod
nosioca GG genotipa zna¢ajno pojacan odgovor na simvastatin. Takode, druga studija potvrduje
povezanost GG genotipa i pojacane efikasnosti atorvastatina, ito sugerise da bi poznavanje ovog
polimorfizma, mogao biti vazan marker u predvidanju efikasnosti terapije za snizavanje lipida, i
da bi se kod ovakvih pacijenata isti efekat mogao posti¢i nizom dozom statina. Prema podacima
PharmGKB frekvenca G alela kod Evropljana je 40.17%, stoga Zelim da utvrdim kakvo je stanje
u nasoj populaciji, da li postoji potreba za uvodjenjem preventivnog farmakogenctickog testa,
nakon koga bi korigovali dozu ili mijenjali terapiju nekim drugim hipolipemikom. (24,26)

ABCBI1 gen nalazi se na 7¢21.1 hromozomu. Ovaj gen kodira transporter P
glikoprotein, koji funkcionise kao eflux pumpa, tj izbacuje lijek iz celije. Na taj nacin P
glikoprotein omogucava ckskreciju statina dutem bubrega ili jetre s jedne strane, odnosno
apsorpciju lijcka sa druge strane. SNP r£1128503 (1236C>7T), rs2032582, (G2677T/A) i
rs1045642 (C3435T) su najvise proucavani polimorfizmi, te i najvise zastupljeni u literaturi.
Prethodno navedeni polimorfizmi su povezani sa smanjenom funkcijom P glikoproteina, §to za
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posljedicu moze da ima povisenu koncentraciju lijeka u kevi i vedi rizik od miopatije kao
nczelienog efeka ili pak nedovoljnu efikasnost zbog lose apsorpcije. Raden je veliki broj studija
na ovu temu. medutim dobijeni rezultati su kontraverzni. Ferrari i saradnici prijavili su znacajno
(P = 0.013) veéu ucestalost alela 1236T 1 2435T u grupi slucaja u poredenju sa kontrolnom
grupom (grupu slucaja ¢inila su 23 pacijenta sa povisenom koncentracijom CK u krvi, koja je bila
na terapiji simvastatinom). Hoenig i saradnici takode su prijavili znatno vecu ucestalost 34351
alela kod pacijenata sa miopatijom indukovinom atorvastatinom u poredenju sa kontrolnom
grupom koja je takode koristila atorvastatin, ali bez miopatije. Sa druge strane, Hermann i
saradnici nijesu potvrdili rezultate o razlici u ucestalosti alela ABCB1 3435T kod miopatije
uzrokovane atorvastatinom u studiji slucaja i kontrola. Takode, DeGorter i saradnici nijesu
potvrdili povezanost izmedu 26777 alela i koncentracije atorvastatina u studiji slucaja 1 kontrola,
dok s druge strane druga studija navodi da oni pacijenti sa haplotipom T'T'T (aleli 12367, 26771 1
3435T) imaju AUC koja je gotovo 60% veca za simvastatinsku kisjelinu 1 55% veca za
atorvastatinsku kisclinu u poredenju sa onima sa CGT haplotipom (p = 0.039 i p< 0.025).
Takode su opreéni i podaci o povezanosti ovih polimorfizama sa efikasnoscu statinske terapije.
Naime, jedna studija je pokazala da je polimorfizam rs1045642 (C343571) povezan sa efikasnoscu
statina, tj. da se kod pacijenata sa 3435TT genotipom biljezi smanjena efikasnost atorvastatina u
pogledu smanjenja LDL-h. S druge strane, druga studija navodi da su nosioci T'T" genotipa kod
polimorfizama 2677G>T i 3435C>T bili zracajno povezani sa vedim smanjenjem LDL-h, 4.
veéom efikasnoscu statinske terapije. Stoga, zadatak ovog istrazivanja je da utvrdi zastupljcnost
ovih polimorfizama u nasoj populaciji i da donese zakljucke o uticaju ovih polimortizama na
cfikasnost i pojavu neZeljenih efekata kod korisnika statinske terapije, ¢ime ée se dati doprinos
nauc¢noj zajednici. (2,13,17, 20,22,27,28)

Cilj i hipoteze

Ciljevi istrazivanja su:

1. Utvrditi frekvencu alela i genotipova u navedenim genima unutar ispitivane grupe;
Ispitati postojanje korelacije polimorfizama u ispitivanim genima sa nedovoljnom
efikasnoséu statinske terapije u ispitivinoj grupi,

]

3. Ispitati postojanje korelacije polimorfizama u ispitivanim genima sa pojavom neZcljenih
efekata u ispitivanoj grupi (hepatotoksi¢nost, miopatija);

4. Procjeniti koje od farmakogenctickih testova bi trebalo ukljuciti u rutinskoj klinickoj
praksi;

5. Procjeniti da li postoji potreba za registracijom novih grupa hipolipemika kako bi se
zadovoljile terapijske potrebe pacijenata sa dislipidemijama u Crnoj Gori.

Na osnovu navedenih ciljeva, postavljene su sledece hipoteze:
1. HO1: Postoji povezanost izmedu polimorfizama ispitivanih gena zaduZenih za

metabolisanje holesterola i lijcka, i ncdovoljne efikasnosti lijeka, koji se koristi u terapiji
dislipidemije.

9

HO02: Postoji povezanost izmedu polimorfizama ispitivanih gena  zaduZenih  za
metabolisanje holesterola i lijeka, i acZeljenih efekata lijeka, koji se koristi u terapiji
dislipidemije.

Materijali, metode i plan istraZivanja

IstraZivanje ¢e se sprovesti na Medicinskom fakultetu Univerziteta Crne Gore u Podgorici. Za
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SI‘}I‘(J\'()&t-';‘I.iC istrazivanja  dobijena je saglasnost Etickog komiteta Medicinskog fakulteta
Univerziteta Crne Gore (broj: 2050/7 od 10.12.2020.) Istrazivanjem je planirano obuhvatiti
najmanje 200 ispitanika.

Veli¢ina uzorka u literaturi, prilikom izvodenja sliénih istrazivanja, varira, u zavisnosti od toga da
li je cilj samog istrazivanja genotipizacija populacije ili pak pravljenje korelacije izmedu
efikasnosti ili pojave nezeljenih efekata sa alelima i genotipovima kod korisnika statinske terapije.
U svrhu genotipizacije ABCBI gena u Finskoj regrutovana su 534, dok je u Srbiji 158 ispitanika.
S druge strane, za pravljenje korelacije uzimani su uzorci manje velicine. Tako je, na primjer,
sprovedeno istrazivanje u Kanadi obuhvatilo 106 ispitanika, Indiji 177, Ttaliji 183, Spaniji 100,
Brazilu 136, SAD-u 324 i Kini 542 ispitanika. S obzirom na to da je cilj ovog istrazivanja pored
utvrdivanja prevalence alela i genotipova u navedenim genima 1 utvrdivanje povezanosti prisutnih
alela i genotipova sa nedovoljnom efikasnoséu 1 pojavom nezeljenih efekata kod korisnika
statinske terapije, bilo je potrebno naci neki kompromis. Uzimajuci u obzir veli¢inu crnogorske
populacije, veliéine uzoraka iz literature, kao 1 finansijsku izvodljivost, odluceno je da uzorak
bude velicine 200 ispitanika. (16,17,18,19,21,24,26,28,32)

Garantovana je anonimnost svim ispitanicima koji se budu ukljucili u istrazivanje, kako u toku
studije, tako i nakon nje.

Kriterijumi za ukljuenje u istraZivanje U istrazivanje ¢e bitt ukljuceni ispitanici sa
dislipidemijom stariji od 18 godina, koji koriste u terapiji atorvastatin, statin sa najvecom
potrosnjom u Crnoj Gori, 1 koji su na terapiji atorvastatinom najmanje 8 nedjelja.

Kriterijumi iskljucenja Iz istrazivanja ¢e bit iskljuceni ispitanici koji piju ljckove koji djeluju
kao induktori ili inhibitort OATPIBI transportera, I glikoproteina ili CYP 3A4 enzima, koji uz
statine piju druge hipolipemike, koji imaju nepotpunu medicinsku dokumentaciju, pacijenti sa
neuroloskim, psihotiénim, onkoloskim, autoimunim oboljenjima, hipotiroidizmom, pacijenti koji
zloupotrebljavaju  psihoaktivne  supstance  u  poslednjih - godinu  dana,  pacijenti  koji
zloupotrebljavaju alkohol 1 nekomplijantni pacijenti, tj. pacijenti koji imaju manje od 6 poena u
upitniku za komplijansu Morisky Medication Adherence Scale, sa izuzetkom onih kod kojih su
razlog ne-komplijanse nezeljena dejstva.

Nakon potpisivanja Pristanka informisanog ispitanika od strane pacijenata koji zadovoljavaju
kriterijume ukljucenja u studiju pristupice se prikupljanju podataka kroz upitnike. Prvo ¢ée se sa
ispitanicama proci kroz Strukturisani socio-demografski upitnik kojim ¢ée se prikupiti socio-
demografski podaci 1 podaci koji se odnose na prisutne komorbiditete, stil Zivota, lijecenje
pacijenata i samu terapiju statinima. Potom ce ispitanici popuniti Upitnik o neZeljenim dejstvima
koji su mozda povezani sa statinskom terapijom. Zatim ¢e se pristupiti mjerenju: visine, tezine
pacijenta i racunati BMI index po formuli tezina (kg) / (visina (m))™, kao i mjerenju krvnog
pritiska. Pregledom medicinske dokumentacije ¢e se uzeti podaci o dijagnozi pacijenta, o tome
koliko dugo je pacijent na statinskoj terapiji, da li su vriene promjene u dozi ili vrsti statina, ako
jesu zbog cega, pregled laboratorijskih nalaza lipidnog statusa prije ukljucivanja statinske terapije.
Na osnovu rezultata ovih nalaza i prsutnih  komorbiditeta odradice se  procjena
kardiovaskularnog rizika evropskom (SCORE) skalom za svakog pacijenta pojedina¢no. SCORE
skala se koristi za procjenu desctogodisnjeg rizika od nastanka KVB, uzimajuci u obzir
tradicionalne faktore rizika za KVB, kao §to su starost, status pusenja, vrijednost krvnog pritiska i
lipidni status. Koristice se SCORE skala sa visokim rizikom, jer Crna Gora pripada zemljama
Evrope sa visokim rizikom od smrtnog ishoda, koji je posledica kardiovaskularnih bolest (=150
na 100000 stanovnika). Na osnovu procijenjenog kardiovaskularnog rizika odredice se
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individualne Zzeljence \'ﬁitdﬂ()ﬁli LDL-h koje bi terapijom pacijent trebao da postigne, prema
preporukama Evropskog udruzenja kardiologa za dislipidemije 1z 2019. godine. Prema dobijenim
vrijednostima KKV rizika, moguca je klasifikacija ispitanika u éak 7 grupa (<1%, 1%, 2%, 3% -
4%, 5% - 9%, 10% - 14%, 215%) medutim zbog velic¢ine uzorka 1 statisticke znacajnost, izvrsice
sc podijela ispitanika u dvije grupe na osnovu dobijenth vrijednost KV rizika, kao $to je
navedeno u nastavku. (12)

Pacijente cemo prvo podijeliti u 2 grupe prema duzini upotrebe statinske terapije i to: na one kojt
su na terapiji atorvastatinom od najmanje 2 mjeseca do godinu dana, (u tom periodu najéesce se
javljaju nezeljena dejstva kao miopatija ili hepatotoksiénost), (20, 29) i na one koji su na statinskoj
terapiji preko godinu dana. Potom ¢e se pacijenti u okviru te 2 grupe dijeliti na dvije podgrupe u
zavisnosti od dobijenth vrijednosti KV rizika SCORE skalom, i to na: grupu sa niskim i
umjerenim rizikom od nastanka KV bolesti (<5%) i grupu sa visokim 1 veoma visokim rizikom
(25%). Potom ce se pristupiti uzimanju uzorka krvi za biohemijske i genetske analize.

Uzorkovanje krvi se radi iz kubitalne vene u epruvetama od 2 ml za biohemijske analize 1
epruvetama sa EDTA od 2 ml za genetske analize. Venepunkeija se ne razlikuje ni na koji nacin u
odnosu na standardno uzorkovanje krvi za kompletnu krvnu sliku. Krv za biohemijske analize ¢e
s¢ odmah po uzorkovanju centrifugirati, alikvotirati i skladistiti na -20 'C, do momenta analize
biohemijskih parametara. Od biohemijskih analiza vriice se mjerenje sledeéih parametera:
kompletna krvna slika (KKS), hs-CRP, lipidni status (LDL, HDL, TG, ukupni holesterol),
aktivnost jetrenih enzima (ALT, AST), zatim kreatinin kinaze (CK), koncentracija glukoze u krvi
i glikoziliranog hemoglobina, prema protokolu referentne laboratorijske dijagnostike. (30, 31)

Genetske analize obavice se Real Time PCR metodom u laboratoriji Medicinskog fakulteta.
Analizirace se sljedecih 7 polimorfizama: rs 3808607 (204A>C) u CYP7AL genu, rs3846662
(23092A>G) u HMGCR genu, rs2306283 (388A>G) i rs4149056 (521T>C) u SLCO1B1 genu i
es1128503 (1236C>T), £s2032582, (G2677T/A) i 151045642 (C3435T) u ABCB1 genu. Od svih
pacijenata ce biti uzorkovano 2ml venske krvi u EDTA epruveti. Krv za molekularnu analizu ée
se cuvati u frizideru na +4 stepena do 7 dana i za to vrijeme odraditi 1zolacija DNK iz uzoraka
primjenom komercijalnog kita. Dobijeni ckstrakti DN, bice zamrznuti na -30 C. Prije PCR
metode radice se kvantifikacija DNIK UV spektrofotometrom, kako bi se osiguralo da svi uzorci
imaju potrebnu i ujednacenu koncentraciju DNK, za planiranu PCR analizu. PCR analiza
odradice se upotrebom Tagman genotyping assay-a, komercijalnog kita koji sadrzi prajmere i
probe specificne za svaki polimorfizam, prema protokolu proizvodaca.

Statistickim metodama bice obradeni dobijeni rezultati istraZivanja (SPSS program), nakon cega
¢e sc ispitivati postojanje korelacije prisutnih genotipova sa efikasnoscu 1 podnodljivoséu
statinske terapije. U cilju ispitivanja korelacije izmedu polomorfizama u ispitivanim genima i
efikasnost 1 podnosljivosti terapije, poredenje ¢e se vrsiti izmedu prethodno navedenih grupa i
podgrupa studijske grupe. Poredenje ¢e se praviti izmedu ispitanika kojima je terapija bila
ctikasna 1 onth kojima nije, a poredenje podnosljivosti ¢e se vriti izmedu onih ispitanika koji su
imali nezeljena dejstva, ili pak povisene biohemijske parametre koji na njih ukazuju, sa onima koji
to nijesu.

Kriterijumi za efikasnost terapije Za terapiju atorvastatinom mozemo redi da je efikasna
ukoliko su dostignute prethodno izracunate ciljane vrijednosti LDL-h ili ukoliko su spustene
bazalne vrijednosti LDL-h za 50%. Takode, u obzir s¢ mora uzeti i to da li je pacijentu, kom
terapija_nije cfikasna po prethodno navedenim kriterijumima, dozirana maksimalna tolerisuca
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doza atorvastatina. Ukoliko niic_‘, [;o-l'r.cbno ]L pfi_k-tii)iri- mfmnncu{,_o tome da li je pacijentu bila
dozirana maksimalna tolerisuca doza, ali je zbog pojave nezeljenih efekata vracena na nizu, ili pak
uopste nije ni uvodena veda doza. U tom slucaju, dace se preporuka njegovom ljckaru za
povecanjem doze 1 ispratiti ipidni status tog pacijenta nakon 6 nedjelja. Podact o maksimalnoj
tolerisucoj dozi statina, kao 1 podaci o efikasnosti razlicitth doza 1 vrsta statina mogu se pronadi u
preporukama Evropskog udruzenja kardiologa za dislipidemije iz 2019. godine.

Kriterijumi za podnosljivost terapije Procjena podnosljivosti statina vriice se na osnovu
Upitnika o nezeljenim efektima statina, kao 1 pracenjem biohemijskih parametara ALT, AST i
CK. Znacajnim ce se smatrati povecanje serumskih koncentracija ovih enzima koje je 2 3 puta u
odnosu na normalne vrijednosti.

Statisti¢ka obrada

Pristupice se statistickoj obradi 1 analizi dobijenih podataka i utvrdivanju statisticke znacéajnosti
povezanosti polimorfizama 1 njihovih  kombinacija u prethodno navedenim genima sa
efikasnoscu 1 pojavom nezeljenih efekata kod korisnika statinske terapije. Statisticka analiza
obuhvatace: deskriptivnu analizu karakteristika ispitanika, analizu razli¢itih kategorija varijabila
preko svojih apsolutnih i relativnih frekvencija izracunavanjem numericke srednje i standardne
devijacije ili medijanom i percentilima 25 i 27. Planirano je primijeniti jednovarijantnu analizu
varijanse (ANOVA) za svaki alel 1 genotip, kao 1 multivarijantnu analizu varijanse (MANOVA) za
sve alele. Nakon toga je planirano uraditi za svaku ANOVA analizu post hoc testiranje statisticke
znacajnosti uocenih razlika koristedi se Fisher LSD testom. Za uporedivanje frekvencije alela i
genotipova koristi¢e se Hi-kvadrat statisticki test.

U svrhu komparacije grupa po varijablama koje su ukljucene u analizu, koristice se Studentov t-
test za nezavisne uzorke. U slucaju da distribucije podataka i rezultata budu statisticki znacajno
odstupale od normalne krive, kao alternativna tehnika koristiée se Mann-Whitney U test. Za
usporedbe tipa pretest-posttest koristice se t-test za ponovljena mjerenja (zavisne uzorke) ili
njegov neparametrijski pandan Wilcoxonov test.

U svrhu procjene asocijacije medu ispitivanim varijablama, koristice se Pearsonov (produkt-
moment) koeficijent korelacije (r). Alternativno, ukoliko raspodjela podataka/rezultata bude
statisticki znacajno odstupala od normalne, koristice se Spearmanov koeficijent rang korelacije
(r).

Podaci ¢e biti prikazani tekstualno, tabelarno i graficki, uz koriiéenje MS Excel, a statisticke
analize bice sprovedene uz pomoc SPSS softvera verzija 18.

IstraZivanje ¢e biti sprovedeno kroz sljedeée aktivnosti:

1. S obzirom na to da je dobijena saglasnost Etickog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta
Crne Gore (broj 2050/7 od 10.12.2020.) pristupice se prikupljanju uzorka pacijenata starijih od
18 godina sa dislipidemijom, koji su na terapiji atorvastatinom. To ¢e biti ispitanici koji dolaze na
kontrolu u privatne 1 javne zdravstvene institucije: Klinicki centar Crne Gore, Codru, Ordinaciju
Boljevic. KCCG je jedan od partnera na projecktu CEBIMER, stoga postoji saglasnost za
regrutovanje ispitanika u toj zdravstvenoj ustanovi. U slucaju da se u KCCG ne prikupi
definisani broj ispitanika, pristupi¢e sc¢ regrutovanju iz preostalih navedenih zdravstvenih
ustanova, od kojih ¢e se prethodno traziti saglasnost za regrutovanje ispitanika.

2. Prvo ¢e ispitanici popunjavati Upitnik za iskljucenje ispitanika iz studije i Upitnik za
komplijansu Morisky Medication Adherence Scale.
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3. Pacijentima, koji odgovaraju kriterijumima za ukljucenje u istraZivanje, bice predocen na jasan
nacin, u usmenoj i pismenoj formi, cilj i svrha istrazivanja, kao i prava koja su im zagarantovana.
Pacijenti koji pristanu da se ukljuce u istrazivanje potpisace Pristanak informisanog ispitanika.

4. Takvi ispitanici pristupice popunjavanju Strukturisanog socio-demografskog upitnika. Potom
¢e popuniti i Upitnik o nezeljenim dejstvima, pristupice se antropometrijskom mijerenju i
mjerenju krvnog pritiska, pregledu medicinske dokumentacije i uzorkovanju venske krvi iz
kubitalne vene, po principima Dobre laboratorijske prakse, koja ¢ée sluziti za genetske i
biohemijske analize

5. Potom ce se za svakog pacijenta ponaosob racunati 10-godisnji kardiovaskulami rizik SCORE
skalom, uzimaju¢i u obzir podatke sa pocetka terapije, 1 na osnovu dobijenih rezultata
preracunati koje vrijednost LDL-h treba postiéi statinom kod tih pacijenata, vodedi se
preporukama Fvropskog udruZenja kardiologa za dislipidemije iz 2019. godine.

6. Svi podaci o pacijentima dobijeni iz upitnika, kao i prethodno pomenuti proracuni, bice
unosent u bazu podataka (Excel), a ispitivani ucesnici ¢e po zavrietku intervjua biti podijeljeni u
2 grupe prema duzint upotrebe statinske terapije 1 to na one koji su na terapiji od 2 mjeseca do
godinu dana, i na one koji su na terapiji preko godinu dana, a potom i u dvije podgrupe u
zavisnosti od dobijene vrijednosti KV rizika SCORE skalom na one sa niskim i umjerenim
rizikom od nastanka KV bolesti (<5%) i na one sa visokim i veoma visokim rizikom od nastanka
KV bolesti (=5%).

7. Potom ¢e se raditi biohemijske i molekularno-geneticke analize prema prethodno navedenom
protokolu.

8. Statistickim metodama bice obradeni dobijeni rezultati istrazivanja (SPSS program), nakon
cega Ce se ispitivati postojanje korelacije prisutnih genotipova sa efikasno$cu i podnosljivoscu
statinske terapije.

9. Promocija rezultata doktorske disertacije predvidena je kroz objavljivanje radova u casopisima,
prezentaciju dobijenth  rezultata na nauénim i struénim  skupovima, kao i prezentaciju
rukovodiocima institucija od znacaja (Klinickog centra Crne Gore, Republickog Fonda za
zdravstveno osiguranje Crne Gore, Ministarstva zdravlja, Instituta za lickove i medicinska
sredstva Crne Gore) u cilju uvodenja individualnog pristupa u lije¢enju ovih pacijenata, ali i u
cilju planiranja struénog  kadra, pokrivanja troskova lijecenja i registracije novih grupa
hipolipemika.

Ocekivani nauéni doprinos
Klasiéna medicina daje jedan i!]L_I\ svim usubar_na—k-c-)ié imaju odredenu bolest. Medutim, samo
dvije trecine pacijenata ima korist od svoje terapije. Prema najnovijim istrazivanjima jedan od tri
lijcka koje pacijent trenutno primjenjuje ne postize Zeljeni rezultat. Postavlja se pitanje zasto je to
tako kad su ljckovi isti? Ljckovi jesu isti, ali pacijenti nijesu. Stoga, buduénost lezi upravo u
personalizovanoj terapiji, tj. individualizaciji terapije zahvaljujué¢i DNK informacijama. Primjena
tchnika molckularne genetike u medicinskoj praksi jedan je od najmodernijih pristupa danasnjice.
Primjenom ovih tchnika kod pacijenata sa dislipidemijom steéi ée se saznanja o prevalenciji
navedenih polimorfizama u crnogorskoj populaciji, a zatim i napraviti korelacija izmedu uocenih
alela 1 genotipova sa efikasno$cu i pojavom nezeljenih efekata kod korisnika statinske terapije.
Istrazivanje ovog tipa ¢e se prvi put raditi u nasoj zemlji. Rezultati koji ¢e proistedi iz ove studije
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omoguéic¢e pocetak primjene farmakogenctike u klinickoj praksi, j. dati smjernice na osnovu
kojih ¢e moci da se odabere pravi lijck u optimalnoj dozi, tj. terapija sa manjim rizikom a boljim
cfektom, po mijeri svakog pacijenta. Takode, na osnovu dobijenih rezultata procjenice se da li
postoji potreba za registracjiom novih grupa hipolipemika kako bi se zadovoljile terapijske
potrebe pacijenata sa dislipidemijama u Crnoj Gori. U Holandiji mozete uéi u svaku apoteku sa
svojim DNK informacjama i svaki farmaceut vam moze na osnovu tih podataka reéi koju dozu i
lijeck mozete koristiti. 1 druge zemlje pokusavaju da naprave svoje baze podataka iz kojih bi dijelili
informacije sa drugim zemljama u cilju pracenja reakeija pacijenta i djelotvornosti lijeka. Stoga,
tezice sc, na osnovu dobijenih rezultata, kreiranju jedne takve baze i u Crnoj Gori, pri ¢emu ée
zdravstveni sistem Crne Gore iste moéi da dijeli i komparira sa zemljama koje su uspostavile
personalizovanu terapiju. Zatim je predvidena i promocija rezultata doktorske disertacije kroz
objavljivanje radova u naucénim ¢asopisima, prezentaciju dobijenih rezultata na naucnim i
strucnim skupovima, kao i rukovodiocima institucija od znacaja (Klinicki centar Crne Gore,
Republicki Fond za zdravstveno osiguranje Crne Gore, Ministarstva zdravlja, Institut za lickove i
medicinska sredstva Crne Gore) i pruzanje uvida drustvenoj zajednici o najnovijim dostignuéima
u klinickoj implementaciji ove oblasti u Crmoj Gori. I na kraju, nadam se da ¢e rezultati ovog
istrazivanja dati podstrek drugim mladim istrazivacima da nastave sa istraZivanjima ovog tipa i u
drugim oblastima medicine i doprinesu razvoju i primjeni ,,savremene” personalizovane terapije
u Crnoj Gori na dobrobit zdravlja njenih stanovnika.
Spisak objavljenih radova kandidata
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premateer - Broj dosijea: 9/2018

Na osnovu ¢lana 165 stava 1 Zakona o opStem upravnom postupku ("Sluzbeni list RCG", broj 60/03.), ¢lana 115 stava 2
Zakona o visokom obrazovanju ( "Sluzbeni list CG", broj 44/14.) i sluzbene evidencije, a po zahtjevu studenta Lalatovié
Nebojia Ninoslava, izdaje se

UVJERENJE O POLOZENIM ISPITIMA

Student Lalatovi¢ Neboj8a Ninoslava, rodena 07-08-1993 godine u mjestu Niksié, opstina Niksié, Republika Crna
Gora, upisana je studijske 2018/2019 godine, u I godinu studija, kao student koji se samofinansira na doktorske
akademske studije, studijski program FARMACIJA, koji realizuje MEDICINSKI FAKULTET - Podgorica Univerziteta
Crne Gore u trajanju od 3 (tri) godine sa obimom 180 ECTS kredita.

Student je poloZio ispite iz sljedeéih predmeta:
Redni

Broj ECTS
broj Semestar  Naziv predmeta Ocjena Uspjeh kredita
1. 1 BIOSTATISTIKA AT (odli¢an) 10.00
2. 1 MEDICINSKA INFORMATIKA B (vrlodobar) 10.00
3. | METODOLOGIA NAUCNOG ISTRAZIVANIA "A" {odli¢an) 10.00
4. 2 METODOLOGUA U ISTRAZIVANJU SOCIJALNE FARMACLIE A" (odli¢an) 10.00
5. 2 PRIJAVA TEME DOKTORSKE DISERTACIE (poloZio) 5.00

Zaklju¢no sa rednim brojem 5.
Ostvareni uspjeh u toku dosada¥njih studija je:
- srednja ocjena poloZenih ispita "A" (9.75)
- ukupan broj osvojenih ECTS kredita 45.00 ili 75.00%
- indeks uspjeha 7.31.
Uvjerenje se izdaje na osnovu sluzbene evidencije, a u svrhu ostvarivanja prava na: (djecji dodatak, porodicnu penziju,

invalidski dodatak, zdravstvenu legitimaciju, poviaséenn voinju za gradski saobraéaj, studentski dom, studentski kredit,
stipendiju, regulisanje vojne obaveze i sliéno),

Broj:
Podgorica, 28.04.2021 godine
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