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 1. Одлука Наставно-научног већа 

Одлуком Наставно-научног већа Факултета медицинских наука Универзитета у 

Крагујевцу, број 01-12526/3-3, од 27. 11. 2013. године, именовани су чланови комисије за 

оцену научне заснованости теме докторске дисертације кандидата Др Петра Ристића, под 

називом: 

 

„Утицај селективне блокаде елемената ткивног ренин ангиотензин алдеостерон 

система на изоловано срце пацова у хемијски изазваном Diabetes mellitus-у“ 

 
Чланови комисије су: 

 

1. проф. др Миодраг Лукић, професор емеритус Универзитета у Крагујевцу за ужу 

научну област Микробиологија и имунологија, председник  

2. НС Верица Милошевић, научни саветник ИБИ „Синиша Станковић“ 

Универзитета у Београду, члан 

3. проф. др Владимир Јаковљевић, ванредни професор Факултета медицинских наука 

Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Физиологија, члан 

4. проф. др Владимир Штрбак, редовни професор Медицинског факултета 

Универзитета у Братислави за ужу научну област Патолошка физиологија, члан 

5. проф. др Олга Пеханова, редовни професор, Институт за нормалну и патолошку 

физиологију, Словачка академија наука, Братислава, члан 

 

2. Извештај комисије о подобности теме 

 

2.1. Кратка биографија кандидата 

Др Петар Ристић је рођен 16. 06. 1971. године у Београду. Дипломирао je на 

Медицинском факултету  Универзитета у Београду 1997. године. Специјализацију из 

Интерне медицине завршио 2002. год, а субспецијализацију из ендокринологије 2007. год. 

Стално је запослен при Mинистарству одбране у Војномедицинској Академији  од 2002. 

године. Ради као ендокринолог са постављењем Начелника ендокринолошког кабинета у 

Дијагностичко-Поликлиничком  Центру ВМА. Др Петар Ристић је професионално војнo  

лице од  2002. године, тренутно у чину мајора. Похађао је школу добре клиничке праксе и 

стекао   GCP сертификат 2012. године. Учесникje клиничке студије NN 1250-3944 

Усмени докторски испит на предмету Клиничка и експериментална интерна медицина 

положио је у марту 2011 године на Факултету медицинских наука Универзитета у 

Крагујевцу. 

Говори енглески језик и познаје рад на рачунарима 

 

 



 

2.2.Наслов, предмет и хипотеза докторске дисертације 

 

Наслов: „Утицај селективне блокаде елемената ткивног ренин ангиотензин 

алдеостерон система на изоловано срце пацова у хемијски изазваном Diabetes mellitus-у“ 

Предмет: Утврђивање измена у функцији миокарда и коронарног протока насталих у 

анималном моделу дијабетичне кардиомиопатије. 

Хипотеза: Дијабетична кардиомиопатија се у највећој мери огледа у дијастолној 

дисфункцији, мањој мери систолној дисфункцији и незнатно измењеној коронарној 

ауторегулацији у смислу повећане ригидности крвних судова. 

 

2.3. Подобност кандидата 

Кандидату је објављен један рад у целини за штампу у рецензираном часопису са 

CC/SCI листе, у коме је први аутор, чиме је испунио услов за пријаву докторске тезе: 

Ristic P, Bokonjic D, Zivkovic V, Jakovljevic V, Zdravkovic M, Pejovic J, Ristic D, Mladenovic 

J. Subcutaneous adipose tissue measurements and better metabolic prediction. Central European 

Journal of Medicine 2013; 8(2): 237-43 М23=3 бода 

2.4. Преглед стања у подручју истраживања 

Diabetes mellitus је хронично обољење растуће инциденце и преваленце. Последице 

метаболичких поремећаја захватају све органске системе  и доводе до њихове 

дисфункције. Из тог ралога хроничне комликације дијабетеса представљају највећи изазов 

и највећи трошак у лечењу ових болесника, што је и закључак  опсежне  CODE 2 студије. 

Кардиоваскуларна обољења су 2-4 пута чешћа међу оболелим од дијабетеса и водећи 

су узрок њиховог морталитета. У инфаркту миокарда морталитет оболелих од дијабетеса 

је 4 пута већи за мушкарце и 7 пута за жене у односу на оолеле из опште популације што 

говори о специфичном оштећењу кардиоваскуларног система у дијабетесу.  Дијабетична 

кардиомиопатија ДЦМП  је појам који се појављује још од 1972 године када је Rubler  на 

патохистолошком препарату миокарда дијабетичара уочио промене настале у одсуству  

хипертензије, исхемиске болести или алкохолизма. Крактерише је примарно дијастолна 

дисфункција коју прати каснија систолна дисфункција. 

Данас  се у жижу научног интересовања када је у питању патогенеза дијабетичне 

кардиомиопатије поставља ренин ангиотензин алдостерон систем  (РААС) за који се 

схавтило да представља кључни медијатор у испољавању последица хроничне 

хипергликемије на ткива. Дијабетес карактерише појачана активност РААС(4). Преко 90 % 

РААС чини ткивни РААС стим да и у овом случају разликујемо интрацелуларни и 

екстрацелуларни ткивни РААС. Ови системи међусобно интерагују али се и разликују по 

начину стварања кључних метболита а самим тим  и реаговању на савремене тераписке 

опције блокаде РААС. Ткивни РААС синтетишу и кардиомиоцити и срчани 

фибробласти.Екстрацелуларни АТII регулише  артериски притисак као и хомеостазу 

електролита и течности док интрацелуларни АТII омогућава трајну активацију РААС 

повећавајући генску експресију за ангиотензиноген, ренин, и АТ1 рецептор и у 

кардиомиоцитима и у фибробластима. Ова два система унутар ткивног РААС делују 

синергистички. У дијабетесу концентрација интрацелуларног АТII расте 3.4 пута у односу 

на здраве а још двоструко више ако је придружена хипертензија. Интрацелуларни ткивни 



АТII је двојног порекла, са једне стране ствара се од унутарћелиски створених 

ангиотензиногена,  ренина и химаза а са друге стране бива након секреције 

интернализован путем АТ1 рецептора. Синтеза интрацелуларног АТII највећим делом је 

посредована химазама а не АЦЕ, зато инхибитори АЦЕ не  умањују значајно синтезу 

интрацелуларног АТII. У стању хипергликемије  у кардиомиоцитима АТII ствара  

превасходно интрацелуларно дејством ренина и химаза а у фибробластма срца ткивни 

РААС се ствара дејством ренина и АЦЕ и интрацелуларно и екстрацелуларно. Инхибитори 

АЦЕ стога делују превасходно на  ткивни РААС створен из фибробласта. Блокатори АТ1 

рецептора такође не болокирају у потпуности ткивне ефекте интрацелуларног РААС. 

У последње време се увиђа да досадашњи начини блокаде РААС, инхибитори АЦЕ и 

блокатори АТ1 рецептора, нису довољно ефикасни у блокади ткивног РААС a да овакви 

медикаменти треба да представљају окосницу у  терапији  хроничних компликација 

дијабетеса. За разлику од класичних блокатора РААС  инхибитор ренина показује ефекат и 

на интрацелуларни и ектсрацелуларни ткивни РААС. Ренин у срчаном ткиву је двојног 

порекла. Један део је директно синтетисан од прекурсора створених у самом ткиву а други 

од проренина из циркулације интернализованог у ћелије ткива. Проренин је значајно 

повећан у циркулацији оболелих од дијабетеса. 

Апсолутна блокада РААС неможе сама по себи бити циљ.У децембру 2012 велика 

међународна група објављује резултате по којима додавање алискирена класичним 

блокаторима РААС није довело до бољитка, напротив студија је прекинута и овакво се 

поступање не препоручује. 

Aлдостерон се ствара у надбубрегу али и директно синтетише у ткивима. Разликују се 

геномски и негеномски ефекти алдостерона. Негеномски ефекти наступају брже. 

Алдостерон  доприноси развоју кардијалне фиброзе пре свега потенцирањем ефеката АТ II 

преко АТ1 рецептора. Многи негативни ефекти алдостерона на миокард  остварују се 

преко минералокортикостероидног рецептора МР. У дуготрајној блокади РААС са АЦЕИ 

и блокаторима АТ1 рецептора  долази до бега алдостерона односто до његовог пораста и 

поред великих доза и/или комбинованог дејства. У експерименту на изолованом срцу 

пацова перфузија и спиринолактоном-блокатором алдостеронског рецептора  и 

алдостероном води у акутно негеномско појачање контрактилности, што се додатно 

појачава комбинованом перфузијом. Наведено чини испитивање ефеката спиринолактона 

на дијабетичну кардиомиопатију изазовним. 

Блокатори АТ-1 рецептора делују превасходно контролишући ефекте оксидативног 

стреса на ткиво миокарда. Са друге стране АЦЕИ остарују ефекте највише модулацијом L-

arginin-NO система. За АЦЕИ се раније се сматрало да делују на L - arginin -NO систем  

преко брадикинина  али су новија испитивања указала на кључну улогу АЦЕ 2 и 

ангиотензина (1-7). Параметри оксидативног стреса и метаболизма  L-arginin-NO система 

су од великог значаја у тумачењу ефеката блокаде РААС на дијабетичну кардиомиопатију. 

 

2.5. Значај и циљ истраживања  

 

Значај студије 

Кардиоваскуларна обољења су водећи узрок смртности код оболелих од дијабетеса 

и значајно чешће и теже погађају оболеле од дијабетеса него општу популацију. 

Дијабетична кардиомиопатија води превасходно у дијастолну а касније и систолну 

дисфункцију и пре него што се испољи исхемиска болест срца. Кључни узрочник 

ремоделовања ткива је хронична хипергликемија а модулатор значајно појачана активност 



ренин ангиотензин алдостерон система (РААС) и то превасходно у ткивима. РААС 

превасходно делује модулацијом ефеката оксидативног стреса  али и бројним другим 

механизмима. Сложеност произилази из ткивне синтезе бројних елемената РААС унутар 

миокарда те присуства њихових рецептора на ћелиској мембрани и унутар ћелија. Блокада 

РААС се данас постиже инхибиторима АЦЕ, блокаторима АТ1 рецептора, инхибиторима 

ренина и блокадом рецептора за алдостерон. Сваки од поменутих начина доприноси 

блокади РААС али међу њима постоје и значајне разлике. 

 

Циљ и хипотезе студије 

 

Основна хипотеза студије је да се дијабетична кардиомиопатија у највећој мери 

огледа у дијастолној дисфункцији, мањој мери систолној дисфункцији и незнатно 

измењеној коронарној ауторегулацији у смислу повећане ригидности крвних судова. 

Генерални циљ истраживања је изазивање инсулинопенијског дијабетеса хемијском 

методом, употребом 60мг/кг стрептозоцина ип, а након тога измерити кардиодинамске 

параметре и параметре коронарне ауторегулације у Langendorff-овом  моделу изолованог 

срца у контролној групи здравих, код дијабетичне кардиомиопатије и у свим  радним 

групама, као и одредити улогу оксидативног стреса и L-arginin-NO система у овом 

феномену. 

. 

2.6. Веза истраживања са досадашњим истраживањима 

Кардиоваскуларна обољења су водећи узрок смртности код оболелих од дијабетеса 

и значајно чешће и теже погађају оболеле од дијабетеса него општу популацију. 

Дијабетична кардиомиопатија води превасходно у дијастолну а касније и систолну 

дисфункцију и пре него што се испољи исхемиска болест срца. Кључни узрочник 

ремоделовања ткива је хронична хипергликемија а модулатор значајно појачана активност 

ренин ангиотензин алдостерон система (РААС) и то превасходно у ткивима. РААС 

превасходно делује модулацијом ефеката оксидативног стреса  али и бројним другим 

механизмима. Сложеност произилази из ткивне синтезе бројних елемената РААС унутар 

миокарда те присуства њихових рецептора на ћелиској мембрани и унутар ћелија. Блокада 

РААС се данас постиже инхибиторима АЦЕ, блокаторима АТ1 рецептора, инхибиторима 

ренина и блокадом рецептора за алдостерон. Сваки од поменутих начина доприноси 

блокади РААС али међу њима постоје и значајне разлике. 

Сви модулатори РААС делују делом контролишући ефекте оксидативног стреса на 

ткиво миокарда или модулацијом L-arginin-NO система. За АЦЕИ се раније се сматрало да 

делују на L - arginin -NO систем  преко брадикинина  али су новија испитивања указала на 

кључну улогу АЦЕ 2 и ангиотензина 1-7. Параметри оксидативног стреса и метаболизма  

L-arginin-NO система су од великог значаја у тумачењу ефеката блокаде РААС на 

дијабетичну кардиомиопатију. 

2.7. Методе истраживања 

Врста студије 

Експериментална студија. 

 

Популација која се истражује 

Планирано истраживање би обухватило 140 пацова, Wistar соја, мушког пола, 

старости 8 недеља, просечне телесне масе 180-200 грама. Животиње би биле чуване у 



стандардним лабораториским условима у металним кавезима са изменама светлости и 

таме на 12 сати.Темпеартура би била подешена на 23 степена целзијусове скале. Вода и  

уобичајена лабораториска исхрана аd librum. Пре индукције дијабетеса постојао би 

адаптациони период од две недеље. 

Дијабетес би био индукован након 12 часовног гладовања давањем 60мг/кг 

Стрептозоцина раствореног у 1 мл 0.05 М раствора цитратоног пуфера PH 4.5 убрзо након 

вађења из фрижидера. На овај начин администрације се избегава утицај само раствора 

стрептозотоцина на потенцијалне ацидо-базне поремећаје, јер је раствор овог агенса 

изразито кисео. Овакав модел омогућава развој хипоинсулинемиског дијабетеса без кетозе 

и значајног електролитног дисбаланса. Администрација би била интраперитонеално у 

дорзалом положају у каудални део абдоминалне шупљине након премазивања места убода 

повидон јодом. Употребили би стерилну иглу 25 G. Гликемија преко 11.1 mmol/l дуже  од 

24 часа након дате терапије (очекивано после 48-72 часа) сматрала би се доказом за 

постојање дијабетеса. Гликемије би биле одређиване након пункције репне 

вене.Дијабетичне животиње биле би надаље чуване при истим условима следеће 4 недеље. 

Дужина трајања хипергликемије пре жртвовања животиња је предвиђена на основу 

прегледа резултата претходних студија на моделу дијабетеса индукованог код пацова. На 

основу детаљног прегледа више модела индукције дијабетеса код пацова и развоја почетне 

дисфункције миокарда, што ће бити тема овог истраживања, почетне промене дијастолне 

функције леве коморе које се региструју на изолованом срцу пацова се развијају већ након 

7 дана, док се промене притиска кроз зид леве коморе у току систоле (LV dP/dt max) 

региструју већ након три седмице. Ово време се разликује у односу на развој 

кардиомиопатије, детерминисане ултразвучно , а које износе 12 седмица.  

Животињама  би се након еутаназије изоловало срце и перфундовало према 

модификованој техници изолованог ретроградно перфундованог срца по Langendorff-у.  

Експериментални протокол је одобрен од стране Етичког одбора за добробит 

експерименталних животиња Медицинског факултета Универзитета у Крагујевцу. 

 

 

Материјал и методе 

Дијабетес би био индукован након 12 часовног гладовања давањем 60мг/кг 

Стрептозоцина раствореног у 1 мл 0.05 М раствора цитратоног пуфера PH 4.5 убрзо након 

вађења из фрижидера. На овај начин администрације се избегава утицај само раствора 

стрептозотоцина на потенцијалне ацидо-базне поремећаје, јер је раствор овог агенса 

изразито кисео. Овакав модел омогућава развој хипоинсулинемиског дијабетеса без кетозе 

и значајног електролитног дисбаланса. Администрација би била интраперитонеално у 

дорзалом положају у каудални део абдоминалне шупљине након премазивања места убода 

повидон јодом. Употребили би стерилну иглу 25 G. Гликемија преко 11.1 mmol/l дуже  од 

24 часа након дате терапије (очекивано после 48-72 часа) сматрала би се доказом за 

постојање дијабетеса. Гликемије би биле одређиване након пункције репне 

вене.Дијабетичне животиње биле би надаље чуване при истим условима следеће 4 недеље. 

Дужина трајања хипергликемије пре жртвовања животиња је предвиђена на основу 

прегледа резултата претходних студија на моделу дијабетеса индукованог код пацова. На 

основу детаљног прегледа више модела индукције дијабетеса код пацова и развоја почетне 

дисфункције миокарда, што ће бити тема овог истраживања, почетне промене дијастолне 

функције леве коморе које се региструју на изолованом срцу пацова се развијају већ након 

7 дана, док се промене притиска кроз зид леве коморе у току систоле (LV dP/dt max) 



региструју већ након три седмице. Ово време се разликује у односу на развој 

кардиомиопатије, детерминисане ултразвучно, а које износе 12 седмица.  

Животињама  би се након еутаназије изоловало срце и перфундовало према 

модификованој техници изолованог ретроградно перфундованог срца по Langendorff-у.  

Планирано је 11 група по 12 животиња и то:  

 

1. Здраве са чистим Krebs-Hensenleit-овим физиолошким раствором,  

2. Дијабетична кардиомиопатија( ДЦМП) са чистим Krebs-Hensenleit-овим 

физиолошким раствором, 

3. Здрави+Алискирен ( 4.5 µМ), 

4. ДЦМП+Зофеноприл ( 1.5 µМ), 

5. ДЦМП+Валсартан (3 µМ), 

6. ДЦМП+Алискирен (4.5 µМ),  

7. ДЦМП+ Спиринолактон (3 µМ), 

8. ДЦМП+ Зофеноприл  ( 1.5 µМ)+ Валсартан (3 µМ), 

9. ДЦМП+Зофеноприл  ( 1.5 µМ)+ Спиринолактон (3 µМ),  

10. ДЦМП+ Валсартан (3 µМ) + Спиринолактон (3 µМ),  

11. ДЦМП + Алискирен ( 4.5 µМ)+ Спиринолактон (3 µМ) 

 

С обзиром да је за постављање дијагнозе кардиомиопатије неопходна функционална 

(ултразвучна) или морфолошка (патохистолошка) верификација, услед објективних 

техничких могућности, у овом истраживању смо се определили за патохистолошку 

верификацију. Од 12 животиња у свакој групи, 6 ће бити селектирано за препарацију 

изолованог срца по Langendorff-у, док ће других 6 бити опредељено након жртвовања за 

патохистолошку верификацију кардиомиопатије. Као што је у наслову у прецизирано, 

истраживањем се акценат ставља на иницијалне промене у функцији миокарда и њихову 

повезаност са функцијом ренион-ангиотензин-алдостерон система, тако да 

патохистолошке промене не морају бити манифестне. Радили би хистохемијско бојење на 

колаген 1 и 3, затим дезмин, висфатин и миотрофин.  

Величина коронарне ауторегулације би се одређивала на основу вредности коронарног 

протока на сваком од задатих вредности перфузионог притиска (40-120 cm H2О). У 

узорцима коронарног венског ефлуента би се одређивали параметри оксидационог стреса: 

индекс липидне пероксидације (мерен као TBARS), супероксид анјон радикал (О2
-
) и 

водоник пероксид (H2О2), као и количина ослобођеног NO (мерен у облику нитрита) као 

маркера L-аргинин-NO-система. Сви наведени параметри би били мерени 

спектрофотометријски. Кардиодинамски параметри рада срца (dp/dt max, dp/dt min, SLVP , 

DLVP,  HR, MBP) би се мерили софтверски посредством сензора који би се уводио у леву 

комору. 

Лабораторијски би из крви  одредили ХбА1ц и БНП ради утврђивања евентуалне 

разлике у просечним вредностим гликемије током експеримента те разлике у параметру 

срчане слабости. 

У статистичкој обради података би  била коришћена двофакторска анализа варијансе са 

поновљеним мерењима, као и Стундетов Т-тест за везане узорке. Статистичка значајност 

разлике биће постављена на нивоу од p < 0.05. За мерење јачине узорачког линеарног 

односа између две варијабле користиће се Pirson-ов тест линеарне корелације. 

 



2.8. Очекивани резултати докторске дисертације 

Уколико се потврди радна хипотеза очекује се висок степен корелације дијабетичне 

кардиомиопатије, дијастолне дисфункције, мањој мери систолне дисфункције леве коморе 

и незнатно измењеној коронарној ауторегулацији у смислу повећане ригидности крвних 

судова, као и корелација са оксидативним стресом и дисфункцијом L-arginin-NO система. 

 

2.9. Оквирни садржај дисертације 

Кардиоваскуларна обољења су водећи узрок смртности код оболелих од дијабетеса 

и значајно чешће и теже погађају оболеле од дијабетеса него општу популацију. 

Дијабетична кардиомиопатија води превасходно у дијастолну а касније и систолну 

дисфункцију и пре него што се испољи исхемиска болест срца. Кључни узрочник 

ремоделовања ткива је хронична хипергликемија а модулатор значајно појачана активност 

ренин ангиотензин алдостерон система (РААС) и то превасходно у ткивима. РААС 

превасходно делује модулацијом ефеката оксидативног стреса  али и бројним другим 

механизмима. Сложеност произилази из ткивне синтезе бројних елемената РААС унутар 

миокарда те присуства њихових рецептора на ћелиској мембрани и унутар ћелија. Блокада 

РААС се данас постиже инхибиторима АЦЕ, блокаторима АТ1 рецептора, инхибиторима 

ренина и блокадом рецептора за алдостерон. Сваки од поменутих начина доприноси 

блокади РААС али међу њима постоје и значајне разлике. 

Основна хипотеза студије је да се дијабетична кардиомиопатија се у највећој мери 

огледа у дијастолној дисфункцији, мањој мери систолној дисфункцији и незнатно 

измењеној коронарној ауторегулацији у смислу повећане ригидности крвних судова. 

 

2.10. Предлог ментора 

За ментора се предлаже Проф. др Владимир Јаковљевић, ванредни професор 

Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област 

Физиологија. 

2.11. Научна област дисертације 

Медицина. Ужа област: Експериментална интерна медицина. 

2.12. Научна област чланова комисије 

1. проф. др Миодраг Лукић, професор емеритус Универзитета у Крагујевцу за ужу научну 

област Микробиологија и имунологија, председник  

2. НС Верица Милошевић, научни саветник ИБИ „Синиша Станковић“ Универзитета у 

Београду, члан 

3. проф. др Владимир Јаковљевић, ванредни професор Факултета медицинских наука 

Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Физиологија, члан 

4. проф. др Владимир Штрбак, редовни професор Медицинског факултета Универзитета у 

Братислави за ужу научну област Патолошка физиологија, члан 

5. проф. др Олга Пеханова, редовни професор, Институт за нормалну и патолошку 

физиологију, Словачка академија наука, Братислава, члан 

 

 

 



Закључак и предлог комисије 

1. На основу увида у резултате досадашње научно-истраживачке активности и 

публиковане радове Др Петра Ристића комисија закључује да кадидат поседује 

одговарајуће компетенције и да испуњава све услове да приступи изради докторске 

дисертације. 

2. Предложена тема је научно оправдана, дизајн истраживања је прецизно постављен и 

дефинисан, методологија је јасна. Ради се о оригиналном научном делу које има за циљ 

да развије нов приступ изучавању улоге РААС у хемијски изазваном Diabetes mellitus-

у. 

3. Комисија сматра да ће предложена докторска теза Др Петра Ристића бити од великог 

научног и практичног значаја у смислу проучавања патофизиолошких механизама 

Diabetes mellitus-а.  

4. Комисија предлаже Наставно-научном већу Факултета медицинских наука у 

Крагујевцу да прихвати пријаву теме докторске дисертације кандидата Др Петра 

Ристића под називом „Утицај селективне блокаде елемената ткивног ренин 

ангиотензин алдеостерон система на изоловано срце пацова у хемијски изазваном 

Diabetes mellitus-у“ и одобри њену израду. 

Проф. др Миодраг Лукић, професор емеритус Универзитета у Крагујевцу за ужу научну 

област Микробиологија и имунологија, председник, 

 

 

 

НС Верица Милошевић, научни саветник ИБИ „Синиша Станковић“ Универзитета у 

Београду, члан, 

 

 

 

Проф. др Владимир Јаковљевић, ванредни професор Факултета медицинских наука 

Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Физиологија, члан 

 

 

 

Проф. др Владимир Штрбак, редовни професор Медицинског факултета 

Универзитета у Братислави за ужу научну област Патолошка физиологија, члан 

 

 

Проф. др Олга Пеханова, редовни професор, Институт за нормалну и патолошку 

физиологију, Словачка академија наука, Братислава, члан 

 
У Крагујевцу, 27. 12. 2013. 



UNIVERSITY OF KRAGUJEVAC 

 

FACULTY OF MEDICAL SCIENCES 

 

KRAGUJEVAC 

 

1. Decision of Academic Council 

 

By the decision of Academic Council of the Faculty of Medical Sciences of the 

University of Kragujevac, number 01-12526/3-3, from 27.11.2013, members of the evaluation 

commission for rating the scientific basis of PhD thesis written by the candidate Petar Ristić 

MD were appointed.  

 

PhD thesis title:  

 

„Effects of selective tissue renin angiotensin aldosterone system blockade on isolated rat 

 

heart in chemically induced diabetes mellitus“ 

 

Members of the evaluation commission: 

 

1. Prof. Miodrag Lukić MD PhD, Professor Emeritus at the University of Kragujevac 

for narrower scientific field of Microbiology and Imunology, president 

 

2. R F Verica Milošević, Research Fellow at the Insitute of Biological Science „Siniša 

Stanković“ of the University of Belgrade, member  

 

3. Prof. Vladimir Jakovljević, MD, PhD , Assistant Professor at the Faculty of Medical 

Sciences of the University of Kragujevac for narrower scientific field of Physiology, 

member 

 

4. Prof. Vladimir Strbak, MD, DSc , Professor at the Faculty of Medical Sciences of the 

University of Bratislava for narrower scientific field of Patological Physiology, member 

 

5. Prof. Olga Pechanova, RunDr, DSc , Professor at the Institute of Normal and 

Pathological Physiology of Slovak Academy of Sciences, Bratislava, member 

 

2. Evaluation commission report on scientific basis of PhD thesis 

 

2.1 Candidate short CV 

 

Petar Ristić MD was born on June 16th 1971 in Belgrade. He graduated from the 

Faculty of Medical Sciences, the University of Belgrade, in 1997. He completed his 

specialization in internal medicine in 2002 and sub specialization in endocrinology in 2007. 

He has been working at the Military Medical Academy since 2002. He is a Serbian Army 

officer with the current rank of major, appointed as head of endocrinology doctor’s surgery at 

the Outpatient Center of the Military Medical Academy. The candidate attended school of 

good clinical practice and acquired GCP certificate in 2012. He participated in the clinical 

study NN 1250-3944.He passed oral PhD exam on the subject of Clinical and Experimental 



Internal Medicine in March 2011 at the Faculty of Medical Sciences, the University of 

Kragujevac . The candidate is able to use computers and speaks English fluently.  

 

2.2 Title, subject and hypothesis of doctoral dissertation 

 

Title: Effects of selective tissue renin angiotensin aldosterone system blockade on isolated rat 

heart in chemically induced diabetes mellitus 

 

Subject: Determining a change in the function of myocardium and coronary flow caused by 

the animal model of diabetic cardiomyopathy 

 

Hypothesis: Diabetic cardiomyopathy is mostly presented with diastolic dysfunction, to a 

lesser extent with systolic dysfunction, while coronary auto regulation is slightly altered in 

terms of increased rigidity of blood vessels. 

 

2.3. Candidate suitability 

 

The canditate has one article published in the scientific journal from CC/SCI list as the 

first autor. Due to this fact  the candidate meets the requirement for applying for the PhD 

thesis.  

Ristic P, Bokonjic D, Zivkovic V, Jakovljevic V, Zdravkovic M, Pejovic J, Ristic D,  

Mladenovic J. Subcutaneous adipose tissue measurements and better metabolic prediction.  

Central European Journal of Medicine 2013; 8(2): 237-43 М23=3 points. 

 

2.4 Overview of the field of research 

 

Diabetes mellitus is the chronic condition with constantly rising incidence and 

prevalence. Chronic metabolic disorders affect every organ system in the body and lead to 

their disfunction. Therefore chronic diabetic complications are the biggest challenge and the 

highest cost in diabetic patients management, which was the conclusion of the extensive 

CODE2 study. 

Cardiovascular disease is 2-4 times more common among diabetic patients and it is the  

leading cause of their mortality. When we analyze myocardial infarctation, the mortality of 

diabetics is 4 times higher for men and 7 times for women than the mortality of nondiabetics. 

This leads to the conclusion that there is a specific cardiovascular damage caused by diabetes. 

Diabetic cardiomyopathy (DCMP) is the term introduced by Rubler in 1972, when he 

described patohistological alterations in diabetic myocardium in absence of ishemia, arterial 

hypertension or alcoholism. It is characterised by predominantly diastolic disfunction 

followed by later sistolic disfunction. 

 Scientific focus regarding pathogenesis of DCMP is on RAAS which was realised to 

be the main modulator of chronic hyperglicemia influences on tissues. Diabetes mellitus is 

characterised by the enhanced RAAS activity in tissues . More than 90% of RAAS is tissue 

RAAS, however this is not the only distinction since there are intracellular and extracellular 

tissue RAAS as well . These systems are in constant interaction, however there are some 

differences in the way they synthesize key metabolits and therefore in the way they react on 

modern RAAS blocking options. Tissue RAAS is synthesized both in cardiomyocites and 

heart fibroblasts. Extracellular Angiotensine II (ATII) regulates arterial tension, fluid and 

electrolite homeostasis while intracellular tissue RAAS enables long lastig RAAS stimulation 

by increasing genetic expresion of angiotensinogen, renin and AT1 receptors for ATII both in 

cardiomyocytes and heart fibroblasts. These two elements of tissue RAAS act synergistically. 



Diabetic patients have 3.4 times higher intracellularATII than nondiabetics and even double 

more if they have arterial hypertension combined. Intracellular tissue ATII has dual origin, 

some is synthesized in cells from intracellularly made angiotensinogen, renin and chimazas 

and on the other hand it might be internalized after secretion by the cell through AT1 

receptors. Intracellular ATII sythesis is mostly managed by chymasas and not by ACE. 

Therefore ACEI can not significantly reduce intracellular ATII. In hyperglicemic state 

cardyomyocites produce ATII predominantly intracellularly involving renin and chymasas 

whilst in the case of fibroblasts renin and ACE are involved both intracellularly and 

extracellularly. So ACEI act predominantly on tissue RAAS made in heart fibroblasts. ARBs 

are also not able to block intracellular tissue RAAS entirely. Zofenopril is lipophile ACEI 

with sulfhydryl group and significant effects on tissues . 

 Recently it has become obvious that previous RAAS blocade modalities (ACEI, 

ARBs) are not efficient enough particulary in blocking tissue RAAS. Such medication should 

be involved in chronic diabetic complications prevention. 

 Absolute blockage of RAAS should not be a goal. In December 2012 a large 

international study group reported results indicating that the addition of aliskiren to classic 

RAAS blockers like ACEI or ARB does not lead to improvement, on the contrary such 

method is not recomended .  

Aldosterone is produced in the adrenal gland but there is tissue production as well. We 

can differentiate genomic and nongenomic effects of aldosterone.Nongenomic effects start 

more quickly. Aldosterone contributes to development of cardial fibrosis mostly by 

potentiating ATII effects on AT1 receptor. Many of these negative effects are mediated 

through mineralocorticoid receptors (MR). After long lasting RAAS blockade with ACEI and 

ARBs aldosteron concentration starts to rise despite larger doses or combined administration 

.This phenomenon is called aldosterone escape.In isolated heart experiment both aldosterone 

and direct blocker of its receptor produced similar nongenomic effect- positive inotropic , and 

this was even enhanced with combined perfusion which makes investigations of 

spirinolactone effects on diabetic cardiomyopathy interesting and intriguing. 

 ARBs act mostly by controlling oxidative stress effects on myocard tissue. On the 

other hand, effects of ACEI are usually driven from modulation of L-arginin NO system. 

Earlier it was considered that ACEI effects involve bradikinin system but later findings 

suggest that it is not the case. When ACE is inhibited angiotensin I is in greater extent 

converted by ACE2 whose product is angiotensin (1-7), molecule with vasodilatative 

properties. Oxidative stress and L-arginin NO system parameters are very important for 

proper understanding of RAAS blockade in diabetic cardiomyopathy.  

 

2.5. The importance and purpose of the research 

 

Importance of the study 

 

Cardiovascular disease is the leading cause of mortality among diabetic patients and it 

strikes this group significantly more often and more severely than general population. 

Diabetic cardiomyopathy (DCMP) presents initially with diastolic dysfunction which is later 

accompanied by systolic dysfunction as well. These events precede ischemic heart disease. 

Major cause of tissue remodelling in diabetes is hyperglycemia and it is the most significant 

modulator of excessive activity of rennin angiotensin aldosterone system (RAAS) particularly  

tissue RAAS. Among other known effects RAAS in this matter predominantly acts via 

modulation of oxidative stress. Complexity of this matter comes from the ability of tissues to 

produce almost all elements of RAAS and from the presentation of their receptors both on cell 

surface and inside the cell. At this moment RAAS blockade is managed with ACE inhibitors, 



blockers of AT1 receptor for angiotensin II (ARBs), direct rennin inhibitors, and blockers of 

the aldosterone receptor. Every method has its own contribution, but there are important 

differences as well.  

 

Aim and hypothesis 

 

Basic hypothesis is that diabetic cardiomyopathy is largely presented with diastolic 

dysfunction,  to a lesser extent systolic dysfunction while coronary auto regulation is slightly 

altered in terms of increased rigidity of blood vessels. 

General aim of this study is to induce insulinopenic diabetes with chemical method 

using 60mg/kg of streptozotocin ip, than to determine cardiodynamic parameters and 

parameters of coronary blood flow autoregulation in Langendorf model of isolated heart in 

control group of healthy rats, those with diabetic cardiomyopathy and in all predetermined 

groups according to the protocol of investigation. The role of oxidative stres and L-arginin 

NO system will be monitored in all groups as well. 

 

2.6. Relation of this study to previous research 

 

Cardiovascular disease is the leading cause of mortality among diabetic patients and it 

strikes this group significantly more often and more severely than general population. 

Diabetic cardiomyopathy (DCMP) presents initially with diastolic dysfunction which is later 

accompanied by systolic dysfunction as well. These events precede ischemic heart disease. 

Major cause of tissue remodelling in diabetes is hyperglycemia and it is the most significant 

modulator of excessive activity of rennin angiotensin aldosterone system (RAAS) particularly 

tissue RAAS. Among other known effects RAAS in this matter predominantly acts via 

modulation of oxidative stress. Complexity of this matter comes from the ability of tissues to 

produce almost all elements of RAAS and from the presentation of their receptors both on cell 

surface and inside the cell. At this moment RAAS blockade is managed with ACE inhibitors, 

blockers of AT1 receptor for angiotensin II (ARBs), direct rennin inhibitors, and blockers of 

the aldosterone receptor. Every method has its own contribution, but there are important 

differences as well.  

All RAAS blocking agents act mostly by controling oxidative stress effects on 

myocard tissue and by modulation of L-arginin NO system. Earlier it was considered that 

ACEI effects involve bradikinin system but later findings suggest that it is not the case. When 

ACE is inhibited angiotensin I is in greater extent converted by ACE2 whose product is 

angiotensin (1-7), molecule with vasodilatative properties. Oxidative stress and L-arginin NO 

system parameters are very important for the proper understanding of RAAS blockade in 

diabetic cardiomyopathy. 

 

2.7 Method of research 

 

Type of study: 

 

Experimental study 

 

Researched population: 

 

We are planning to use 140 male Wistar albino rats aged 8weeks with average body 

mass of 180-200 gr. Animals will be held in the stable enviroment in metal cages with the 

temperature of 23 C and with 12 hour light and dark cycle. Usual laboratory chow and water 



will be presented ad librum. Before induction of diabetes two weeks of adaptation will be 

provided. 

Induction of diabetes will start after 12 hours of fast. After dissolving streptozocin in 

1ml of 0.05M cold citrate bufer of PH 4.5, it will be given to the rats i.p. in dorsal posion in 

lower abdominal cavity using steril 25G needle and the dosage will be 60mg/kg. This method 

of administration prevents eventual effects of streptozotocin solution to acido-basic balance, 

because the solution is very acidic.This model of inducing diabetes provides hypoinsulinemic 

hyperglicemia without ketosis or electrolite disturbance.  Previously the skin will be swabbed 

with iodine solution at the place of administration. For diagnosis of diabetes we will accept 

animals with blood glucose level > 11.1mmol/l any time after 24hours after the streptozocin 

injection. Usually it takes 48-76 hours for diabetes to develop. Blood samples for glucose 

measurments will be taken from tail vein. Animals that developed diabetes will be held in the 

same conditions for the next 4 weeks.Duration of hyperglicemia prior to euthanasia was 

determined after analyzing the results presented in previous studies on diabetic rats. Based on 

a detailed overview of several models of induction of diabetes in rats and the development of 

initial diabetic cardiomyopathy which is the topic of this study, the conclusion is that the first 

changes in diastolic function of the left ventricule measured on isolated rat heart develop after 

7 days while changes of pressure in the left ventricule wall during systola ( LV dP/dt max) 

can be registered after 21 days. In case of cardiomyopathy which is determined by the 

ultrasound this time period is 12 weeks.  

After eutanasia isolated hearts will be prepared according to modified retrogradly 

perfused heart Langendorff protocol. The experiment is approved by Ethics commitee for 

experimental animal well being of the Medical Faculty of the University of Kragujevac. 

 

Materials and methods 

 

Induction of diabetes will start after 12 hours of fast. After dissolving streptozocin in 

1ml of 0.05M cold citrate bufer PH 4.5, 60mg/kg of it will be given i.p. in dorsal posion in 

lower abdominal cavity using steril 25G needle. This method of administration prevents 

eventual effects of streptozotocin solution to acido-basic balance, because the solution is very 

acidic.This model of inducin diabetes provides hypoinsulinemic hyperglicemia without 

ketosis or electrolite disturbance. Previously skin will be swabbed with iodine solution at the 

place of administration. For diagnosis of diabetes we will accept animals with blood glucose 

level > 11.1mmol/l any time after 24 hours after the streptozocin injection. Usually it takes 

48-76 hours for diabetes to develop. Blood samples for glucose measurments will be taken 

from tail vein. Animals that developed diabetes will be held in the same conditions for the 

next 4 weeks.Duration of hyperglicemia prior to euthanasia was determent after analyzing the 

results presented in previous studies on diabetic rats. Based on a detailed overview of several  

models of induction of diabetes in rats and the development of initial diabetic cardiomyopathy 

which is the topic of this study, first changes in diastolic function of the left ventricule 

mesured on isolated rat heart develop after 7 days while changes of pressure in the left 

ventricule wall during systola ( LV dP/dt max) can be registered after 21 days. In case of 

cardiomyopathy which is determined by the ultrasound this time period is 12 weeks. 

After eutanasia isolated hearts will be prepared according to the modified retrogradly 

perfused heart Langendorff protocol.  

 

 

 

 

According to the protocol there will be 11 groups of 12 animals: 



 

1. Healthy animals with pure Krebs-Hensenlit solution 

 

2. DCMP with pure Krebs-Hensenlit solution 

 

3. Healthy animals + Aliskiren (4.5 µM) 

 

4. DCMP + Aliskiren (4.5µM) 

 

5. DCMP + Zofenopril (1.5 µM) 

 

6. DCMP + Valsartan (3 µM) 

 

7. DCMP + Spirinolacton( 3 µM) 

 

8. DCMP + Zofenopril (1.5 µM)+ Valsartan (3 µM) 

 

9. DCMP + Valsartan (3 µM)+ Spirinolacton( 3 µM) 

 

10. DCMP + Aliskiren (4.5µM)+ Spirinolacton( 3 µM) 

 

11. DCMP+ Zofenopril (1.5 µM)+ Spirinolacton( 3 µM) 

 

Having in mind that for establishing the diagnosis of diabetic cardyomyopathy 

functional (ultrasound) or morphologic (pathohistology) conformation is needed and because 

of the objective technical limitations in this experiment we have chosen pathohistological 

confimation. Out of 12 animals in every group 6 will be taken for preparation of isolated heart 

by Lagendorf protocol and other 6 will be sent for patohistological verification of 

cardiomyopathy. As it was put in the title, the major aim of this study is to assess initial 

changes in myocardial function and their relation to the activity of RAAS. Therefore 

patohistological changes do not need to be apparent at all. We would perform histochemical 

staining for collagen I and III, desmin, visfatin and myotrophin. 

Cardiodynamic parameters and the range of coronary auto regulation will be measured 

on prearranged levels of perfusion pressure 40-120cm H2O.Oxidative stress and L-arginin 

NO system markers (TBARS, O2ˉ, H2O2, nitrite) will be determined by spectrophotometer 

from coronary venous effluent samples. Cardiodynamic parameters (dp/tp max, dp/tp min, 

SLVP, DLVP, HR, and MBP) will be measured by the sensor placed in the left ventricle 

using software.Blood samples taken from killed animals will be tested for HbAlc as the 

measurement of average glycemia in groups during the experiment and for BNP as the 

measurement of heart dysfunction in groups.  

For statistical calculation we will use two-factor analysis of variance with frequent 

measurements and Student T-test for connected samples. Statistical significance will be set on  

p<0.5 level. To calculate significance of linear relation between variables in the samples we  

will use Pirsons Test of linear correlation. 

 

2.8 Expected results of the doctoral dissertation 

 

If working hypothesis is confirmed, we can expect high level of corelation of diabetic 

cardiomyopathy, diastolic dysfunction, systolic disfunction of left ventricule in lesser extent 



and insignificantly altered coronary flow in terms of increased rigidity of blood vessels . 

Corelation to oxidative stres and disfunction of L-arginin-NO system is expected as well. 

 

2.9 General content of the doctoral dissertation 

 

Cardiovascular disease is the leading cause of mortality among diabetic patients and it  

strikes this group significantly more often and more severely than general population. 

Diabetic cardiomyopathy (DCMP) presents initially with diastolic dysfunction which is later  

accompanied by systolic dysfunction as well. These events precede ischemic heart disease.  

Major cause of tissue remodelling in diabetes is hyperglycemia and it is the most significant  

modulator of excessive activity of rennin angiotensin aldosterone system (RAAS) particularly  

tissue RAAS. Among other known effects RAAS in this matter predominantly acts via  

modulation of oxidative stress. Complexity of this matter comes from the ability of tissues to  

produce almost all elements of RAAS and from the presentation of their receptors both on  

cell surface and inside the cell. At this moment RAAS blockage is managed with ACE 

inhibitors, blockers of AT1 receptor for angiotensin II (ARBs), direct rennin inhibitors, and 

blockers of the aldosterone receptor. Every method has its own contribution, but there are 

important differences as well. 

 Basic hypothesis is that diabetic cardiomyopathy is largely presented with diastolic 

dysfunction, to a lesser extent with systolic dysfunction while coronary auto regulation is 

slightly altered in terms of increased rigidity of blood vessels. 

 

2.10 Suggestion for a mentor 

 

We suggest Prof. Vladimir Jakovljević MD PhD , Assistant Professor at the  Faculty of 

Medical Sciences of the University of Kragujevac for narrower scientific field of Physiology 

be the mentor. 

 

2.11. Scientific field of PhD thesis 

 

Medicine. Narrower scientific field: Experimental internal medicine. 

 

2.12. Scientific field of members of scientific commission 

 

1. Prof. Miodrag Lukić MD PhD, Professor Emeritus at the University of Kragujevac for  

narrower scientific field of Microbiology and Imunology, president 

 

2. R F Verica Milošević, Research Fellow at the Insitute of Biological Science „ Siniša  

Stanković“ of the University of Belgrade, member  

 

3. Prof. Vladimir Jakovljević, MD, PhD , Assistant Professor at the Faculty of Medical 

Sciences of the University of Kragujevac for narrower scientific field of Physiology, member 

 

4. Prof. Vladimir Strbak, MD, DSc , Professor at the Faculty of Medical Sciences of  

the University of Bratislava for narrower scientific field of Patological Physiology, member 

 

5. Prof. Olga Pechanova, RuNDd, DSc , Professor at the Institute of Normal and Pathological  

Physiology of Slovak Academy of Sciences, Bratislava, member 

 

 



Conclusion and suggestions of scientific commisson 

  

1. After reviewing the results of the scientific work and research and publications made by 

Petar Ristić MD, the committee concludes that the candidate has necessary qualifications and 

meets all the requirements to start to work on his doctoral dissertation.  

 

2. Presented PhD thesis is scientifically justified , the design of the study is precisely set and 

defined and the methodology is clear. It is an original scientific work with a purpose to 

develop a new aproach in investigating the role of RAAS in chemicaly induced Diabetes 

mellitus. 

 

3. Scientific committee is of the opinion that presented PhD thesis by Petar Ristić MD will 

prove to be scientifically and practically useful for studying pathophysiological mechanisms 

of Diabetes mellitus. 

 

4. This commission suggests that the Academic Council of the Faculty of Medical Sciences of 

the University of Kragujevac accept the PhD thesis by the candidate Petar Ristić MD titled : 

„Effects of selective tissue renin angiotensin aldosterone system blockade on isolated rat heart 

in chemically induced diabetes mellitus“ and approve its writing. 

 

 

Prof. Miodrag Lukić MD PhD, Professor Emeritus at the University of Kragujevac for 

narrower scientific field of Microbiology and Imunology, president 

 

_____________________________________________ 

 

R F Verica Milošević, Research Fellow at the Insitute of Biological Science „ Siniša 

Stanković“ of the University of Belgrade, member 

 

_____________________________________________ 

 

Prof. Vladimir Jakovljević, MD, PhD , Assistant Professor at the Faculty of Medical Sciences 

of the University of Kragujevac for narrower scientific field of Physiology, member 

 

_____________________________________________ 

 

Prof. Vladimir Strbak, MD, Dsc , Professor at the Faculty of Medical Sciences of 

the University of Bratislava for narrower scientific field of Patological Physiology, 

member 

 

______________________________________________ 

 

Prof. Olga Pechanova, RUNDr, Dsc , Professor at the Institute of Normal and Pathological 

Physiology of Slovak Academy of Sciences, Bratislava, member 

________ 

 

In Kragujevac, 27th December 2013 
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