УНИВЕРЗИТЕТ У КРАГУЈЕВЦУ
ФАКУЛТЕТ МЕДИЦИНСКИХ НАУКА

НАСТАВНО-НАУЧНОМ ВЕЋУ

ИЗВЕШТАЈ КОМИСИЈЕ О ОЦЕНИ ЗАВРШЕНЕ

ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ
На седници Наставно-научног већа Факултета медицинских наука у Крагујевцу, одржаној дана 30.10.2013. године, одлуком бр. 01-11083/3-21 формирана је Комисија за оцену и одбрану завршене докторске дисертације под називом „Испитивање антимикробног, анти-инфламаторног и антихистаминског дејства екстракта Potentillae reptans L.“ кандидата дипл. фарм. Марине Томовић, у следећем саставу:
1. Доц. др Наташа Ђорђевић, доцент Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, за ужу научну област Фармакологија и токсикологија, председник
2. Проф. др Викторија Драгојевић-Симић, редовни професор Медицинског факултета ВМА Универзитета одбране у Београду за ужу научну област Фармакологија, члан
3. Проф. др Слободан Јанковић, редовни професор Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, за уже научне области Фармакологија и токсикологија и Клиничка фармација, члан
Комисија је прегледала и проучила докторску дисертацију дипл. фарм. Марине Томовић и подноси Наставно-научном већу следећи 

И З В Е Ш Т А Ј
2.1. Значај и допринос докторске дисертације са становишта актуелног стања у одређеној научној области
Докторска дисертација кандидата дипл. фарм. Марине Томовић под називом „Испитивање антимикробног, анти-инфламаторног и антихистаминског дејства екстракта Potentillae reptans L.“ представља истраживање из области фитохемије и фармакологије базирано на веома значајној и интересантној проблематици везаној за примену биљака у традиционалној медицини, као и у савременој фармакотерапији. Обзиром да се ради о природном ресурсу, специфичност и значај ове докторске дисертације се огледа у укупном сагледавању хемијског састава и утврђивању биолошке активности и фармаколошких ефеката водених екстраката до сада скоро неистражене самоникле биљке Potentillae reptans. 
Истраживање је спроведено у циљу процене оправданости њене примене у традиционалној медицини и евентуалне даље  формулације лековитих препарата намењених за терапију и превенцију различитих обољења. Водени екстракти хербе и ризома Potentillae reptans добијени екстракцијом биљне дроге прикупљене са подручја шумадије и западне Србије у спроведеној студији су испитивани на присуство секундарних метаболита карактеристичних за овај род, а који представљају носиоце фармаколошких својстава саме биљке. Испитивања су вршена и у циљу доказивања фармаколошке активности биљке у оним областима у којима се користи у традиоционалној медицини. 
Истраживање је засновано на савременим научним сазнањима, методолошки је добро постављено и адекватно спроведено, а проистекли резултати ће свакако омогућити рационалну и оправдану примену Potentillae reptans у савременој медицини као и у терапији и превенцији обољења. 
2.2. Оцена да је урађена докторска дисертација резултат оригиналног научног рада кандидата у одговарајућој научној области
Прегледом доступне литературе, као и увидом у биомедицинске базе података „Medline“ и „ScienceDirect“, помоћу одговарајућих кључних речи („Potentillae reptans“, „secundary metabolites“, „antibacterial activity“, „antihistaminic Potentillae species“, „antiinflammatory activity Potentillae“), утврђено је да до сада није била спроведена слична свеобухватна студија која је вршила истраживања из ових области на врсту Potentillae reptans L. у циљу добијања комплетне слике хемијског састава и фармаколошког деловања ове биљке. 
На основу наведеног, Комисија констатује да докторска дисертација кандидата дипл. фарм. Марине Томовић, под називом „Испитивање антимикробног, анти-инфламаторног и антихистаминског дејства екстракта Potentillae reptans L.“, представља резултат оригиналног научног рада у области фитохемијске и фармаколошке карактеризације профила врсте Potentillae reptans L. и њене примене у терапији и превенцији обољења.
2.3. 
Преглед остварених резултата рада кандидата у одређеној научној области
А. Лични подаци
Марина Томовић, дипломирани фармацеут, запослена је на Факултету медицинских наука, Универзитета у Крагујевцу, у звању асистента за ужу научну област Фармацеутска технологија од 2009. године. Континуирани научно-истраживачки рад дипл. фарм. Марине Томовић огледа се се у објављеним научним радовима, као и у учешћу на пројекту SEEERANET PLUS 088 - Indigenous Traditional Plants for Preparing Added Value New Products with Different Appllication у трајању од 1.12.2010 – 30.09.2012. и Јуниор пројекту Факултета медицинских наука у Крагујевцу. Кандидат је аутор или коаутор 6 научних радова објављених у целини у домаћим и интернационалним часописима, од којих су 4 прихваћена за публиковање у часописима са SCI листе и 2 рада презентована на домаћим научним скуповима (штампана у изводу). 
Б. 
Списак објављених радова (прописани минимални услов за одбрану докторске дисертације)

1. Dostić PM, Tomović TM, Popović-Milenković TM, Stefanović MS, Janković MS. Risk factors for intraoperative arrhythmias in general surgery patients operated under general anesthesia. Med Glas. 2012; 9(2): 204-10. (M23-3бода).
2. Radovanovic MA, Cupara MS, Popovic LjS, Tomovic TM, Slavkovska NV, Jankovic МS. Cytotoxic effect of Potentilla reptans L. rhizome and aerial part extracts. Acta Pol Pharm.  2013; 70(5): 851-4. (М23 – 3 бода)
3. Kostic M, Jovanovic S, Tomovic M, Popovic Milenkovic M, Jankovic S. Cost – effectiveness analysis of tracilizumab in combination with methotrexate for rheumatoid arthritis: a Markov model based on data from a Balkan country in socio – economic transition. Vojnosanit Pregl. 2014; 71(2): In press (M23 – 3 бода)
2.4.
Оцена о испуњености обима и квалитета у односу на пријављену тему

Наслов докторске дисертације и урађеног истраживања се поклапају. Одобрени циљеви истраживања и постављени циљеви у раду остали су у највећој мери идентични. Примењена методологија истраживања идентична је са одобреном. 
Докторска дисертација дипл. фарм. Марине Томовић „Испитивање антимикробног, анти-инфламаторног и антихистаминског дејства екстракта Potentillae  reptans L.“ садржи следећа поглавља: Увод, Циљеви и хипотезе, Материјал и методе, Резултати, Дискусија, Закључци и Литература. Рад садржи 11 табеларних приказа и 17 слика, а у поглављу Литература адекватно је цитирано 152 референце из савремене домаће и светске литературе.
У уводном делу и теоретском разматрању, кандидат је позивајући се на валидне литературне податке јасно и прецизно изложио актуелна сазнања о лековитим својствима биљке Potentillae reptans L. Приказане су  ботаничке особине и хемијска карактеризација рода Potentillae, његова употреба у народној традиционалној медицини, као и студије које су доказале фармаколошка својства овог рода. У делу који описује особине Potentillae reptans L. детаљно и јасно су описане њене морфолошке карактеристике, хемијски састав који је до сада одређен (утврђено је присуство флавоноида и карбоксилних киселина, док ризом уопште није испитиван). Фармаколошка испитивања ове биљке су показала антиулцерогену и антиоксидативну активност хербе док истраживања ризома ни у овој области нису спроведена. 
У другом поглављу докторске дисертације, јасно су изложени циљеви истраживања, конкретни задаци који су у складу са постављеним циљевима и хипотезе истраживања. Основни циљ истраживања је испитивање антиинфламаторног, цитотоксичног, антихистаминског и антимикробног деловања водених екстраката хербе и ризома Potentillae reptans. Ради спровођења циљева ове студије урађено је следеће: 1) Сакупљена је биљна дрога, 2) Направљени су водени екстракти биљних дрога, 3) Извршена је анализа хемијског састава добијених екстраката, 4) Спроведено је in vivo испитивање антиинфламаторног деловања екстраката на експерименталном моделу, 5) Одређено је цитотоксично деловање (in vitro), 6) Одређено је антихистаминско деловање (in vitro), и 7) Испитано је антимикробно деловање екстраката у in vitro условима. 
Постављене су следеће хипотезе истраживања: Фенолна једињења доминирају по садржају у обе врсте екстраката. Нема значајне разлике у смањењу едема уха мишева третираних испитиваним екстрактима и контроле. Нема значајне разлике у испољавању цитотоксичног ефекта екстраката и стандардних супстанци. Нема значајних разлика у степену смањења контракције јајовода третираних испитиваним екстрактима. Нема значајних разлика у зонама инхибиције раста микроорганизама при коришћењу екстраката и стандардних антибиотика.   
Материјал и методологија подударни су са наведеним у пријави докторске дисертације и презентовани су на одговарајући начин. За потребе ове докторске дисертације коришћена је херба и ризом самоникле врсте Potentillae reptans L. Сакупљање хербе је вршено у летњем периоду од маја до августа, а ризома у априлу и октобру. Биљни материјал је сакупљан са природних станишта централне и западне Србије. Детаљно су презентоване методе одређивања хемијског састава хербе и ризома Potentillae reptans L. Хемијска анализа је обухватала одређивање садржаја укупних фенола, флавоноида, кондензованих танина, квантификацију фенолних једињења и одређивање антиоксидативне ативности припремљених екстраката. Детаљно је презентована метода одређивања антиинфламаторне активности на експерименталном моделу, при чему је експеримент одобрен од стране етичког комитета Медицинског факултета у Крагујевцу број 016427/2. Прецизно и јасно су изложене и методологије in vitro извођених експеримената одређивања цитотоксичне, антихистаминске и антимикробне активности. За статистичку обраду података добијених у експерименту одређивања антиинфламаторне активности коришћен је one-way analysis of variance (one-way ANOVA) тест (Dunnett T3 post hoc тест). Индикатором статистичке значајности разлике између експерименталних група је сматрана вредност p<0,05. За обраду резултата цитотоксичне активности коришћена је следећа статистика: Концентрације које инхибирају раст 50% (IC50) су за оба екстракта одређиване линеарном регресионом анализом (p<0,05),  док је за статистичку анализу између тестираних концентрација оба екстракта коришћен one-way ANOVA тест (p<0.01). Дозно зависна повезаност резултата антихистаминске активности је одређивана линеарном регресијом рачунатом према методи најмањих квадрата. Док је статистичка разлика између (EC50) контролне криве и (EC50) у присуству екстракта одређивана Студент Т-тестом, где је вредност p < 0,05 сматрана статистички значајном. Резултати антимикробног деловања су изражени као вредности зона инхибиције за сваки диск и приказани су дијаграмом расипања, а регресионе праве су рачунате методом најмањих квадрата. Сва статистичка израчунавања су рађена уз употребу SPSS софтвера.
Резултати истраживања су систематично приказани и добро документовани табелама и сликама. Фитохемијска анализа испитиваних екстраката показује сличност у хемијском саставу анализиране биљке са осталим биљним врстама овог рода. Ризом Potentillae reptans L. је богатији у садржају укупних фенола и кондензованих танина од хербе, док је херба богатија у садржају флавоноида. Оба екстракта поседују антиоксидативну активност. У спроведеном истраживању утврђено је да је водени екстракт ризома Potentillae reptans L. показао умерену антиинфламаторну активност док херба није имала статистучку значајност у редукцији едема. Оба екстракта испољавају дозно-зависту цитотоксичну активност, док само екстракт хербе доводи до значајне антихистаминске активности. Водени екстракти хербе и ризома поседују значајну антимикробну активност на Escherichia coli и Staphylococcus aureus.
У поглављу Дискусија детаљно су објашњени резултати истраживања и упоређени са литературним подацима других аутора из ове области. Дата су и могућа објашњења добијених резултата у светлу познатих чињеница које се односе на испитивану проблематику. Коментари резултата су језгровити, а начин приказивања чини их прегледним и разумљивим. 
На основу претходно изнетих чињеница, Комисија сматра да завршена докторска дисертација кандидата дипл. фарм. Марине Томовић под називом „Испитивање антимикробног, анти-инфламаторног и антихистаминског дејства екстракта Potentillae reptans L.“, по обиму и квалитету израде у потпуности одговара пријављеној теми дисертације.

2.5. 
Научни резултати докторске дисертације
Најзначајнији резултати истраживања садржани су у следећим закључцима:
1. Хемијском анализом воденог екстракта хербе P. reptans L. садржај флавоноида је у већој мери одређен него у ризому, док су у екстракту ризома укупни феноли и процианидини у знатно већој мери заступљени него у херби. Ризом P. reptans L. се карактерише присуством велике количине катехина, а у херби су заступљени хинска, кафена као и деривати хлорогенске киселине.

2. Оба испитивана екстракта P. reptans су показала значајну антиоксидативну активност. Ризом је показао већи антиоксидативни ефекат од хербе. Екстракт хербе P. reptans је показао најслабију активност у поређењу са стандардима, док је екстракт ризома показао већу активност од бутил хидрокси толуола (BHT) а мало слабију активност од бутил хидрокси анизола (BHA).
3. Водени екстракт ризома P. reptans је довео до редукције едема на експерименталном моделу уха миша. Највиша примењена доза, 10 mg/уху, је довела до инхибиције едема од 61,37% што представља 89,24% деловања дексаметазона. Водени екстркт хербе P. reptans није довео до значајне редукције едема.

4. Цитотоксичност је одређивана колориметријским MTT тестом. Оба екстракта P. reptans испољавају цитотоксичну активност. Поређењем цитотоксичног ефекта различитих концентрација екстраката хербе и ризома уочено је да постоји значајна разлика у цитотоксичности између екстракта ризома примењеног у концентрацији од 100 µg/ml у односу на 800 µg/ml, као и у поређењу са 600 µg/ml. Екстракт хербе је показао да значајност постоји једино између екстракта примењеног у концентрацији од 100 µg/ml и 800 µg/ml. 

5. Екстракт хербе P. reptans доводи до значајног померања хистаминске доза – ефекат криве у десно. Овај ефекат се постиже применом концентрације екстракта од 13 µg/ml па можемо да закључимо да ова концентрација показује антихистамински ефекат. За разлику од хербе екстракт ризома није показао значајну антихистаминку активност, пошто примењена доза од 13 µg/ml није довела до значајног померања хистаминска доза – ефекат криве у десно.

6. Водени екстракт хербе P. reptans у концентрацијама од 50 – 150 mg/ml испољава значајну антимикробну активност према Escherichia coli и Staphylococcus aureus, док ни једна од примењених концентрација није довела до значајне инхибиције раста бактерије Klebsiella pneumoniae. Екстракт ризома P. reptans у концентрацији од 10 – 150 mg/ml доводи до значајне антимикробне активности  против Escherichia coli и Staphylococcus aureus док нема значајног ефекта на Klebsiella pneumoniae.
7. Антимикробно деловање је било најизраженије при највећим примењеним концентрацијама где је херба испољила 95,24% активности цефтриаксона за Escherichia-у coli, односно 68,75% за Staphylococcus aureus. Екстракт ризома у концентрацији од 150 mg/ml испољава чак 133,3% активности стандардне супстанце према Escherichia coli, а 87,5% акивности цефтриаксона за Staphylococcus aureus. Сој Candida albicans је показала умерену осетљивост на ризом P. reptans где је највећа примењена концентрација испољила 50% активности референтне супстанце нистатина.
2.6. Примењивост и корисност резултата у теорији и пракси
Добијени резултати фитохемијских и фармаколошких испитивања хербе и ризома Potentillae reptans L. са подручја централне и западне Србије  потврдила су оправданост њене употребе народној традиционалној медицини у сузбијању инфламаторних процеса, али и употребу хербе као антихистаминика, чиме се стварају и реалне основе за производњу лековитих препарата за спољашњу или унутрашњу употребу у савременој медицини. Такође, добијени су и позитивни прелиминарни резултати у смислу испољавања антимикробне и цитотоксичне активности испитиваних екстраката тако да се отварају нова поља истраживања у овим областима. 
2.7.  
Начин презентирања резултата научној јавности 
Резултати цитотосичног деловања су публиковани у часопису од међународног значаја, а планирано је да остали резултати овог истраживања буду публиковани као оригинално истраживање у часопису од међународног значаја, односно презентовани на научним и стручним скуповима у форми усмене или постер презентације.
ЗАКЉУЧАК

Комисија за оцену завршене докторске дисертације кандидата дипл. фарм. Марине Томовић под називом „Испитивање антимикробног, анти-инфламаторног и антихистаминског дејства екстракта Potentillae  reptans L.“, оцењује да је истраживање у оквиру тезе утемељено на актуелним сазнањима и валидној методологији и да је прецизно и адекватно спроведено. 
Комисија сматра да докторска дисертација дипл. фарм. Марине Томовић, урађена под менторством доц. др Снежане Цупаре, представља оригинални научни допринос у потпунијем сагледавању фитохемијских карактеристика хербе и ризома биљке Potentillae reptans L. као и доказивању њених фармаколошких особина.
Комисија са задовољством предлаже Наставно-научном већу Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу да докторска дисертација под називом „Испитивање антимикробног, анти-инфламаторног и антихистаминског дејства екстракта Potentillae  reptans L.“ кандидата дипл. фарм. Марине Томовић буде позитивно оцењена и одобрена за јавну одбрану.

У Крагујевцу, 25.11.2013. године

КОМИСИЈА:
.................................................................................
Доц. др Наташа Ђорђевић 

доцент Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Фармакологија и токсикологија, председник
.................................................................................

Проф. др Викторија Драгојевић Симић
редовни професор Медицинског факултета ВМА Универзитета одбране у Београду за ужу научну област Фармакологија, члан
.................................................................................

Проф. др Слободан Јанковић 

редовни професор Факултета медицинских наука Универзитета у  Крагујевцу за уже научне области Фармакологија и токсикологија и Клиничка фармација, члан 
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