УНИВЕРЗИТЕТ У КРАГУЈЕВЦУ

ФАКУЛТЕТ МЕДИЦИНСКИХ НАУКА
НАСТАВНО-НАУЧНОМ ВЕЋУ  

ПРЕДМЕТ:

ИЗВЕШТАЈ КОМИСИЈЕ О ОЦЕНИ ЗАВРШЕНЕ

ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ

На седници Наставно-научног већа Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, одржаној дана 27. 03. 2013. године, одлуком бр. 01-2656/6-17 формирана је Комисија за оцену и одбрану завршене докторске дисертације под називом "Утицај хране богате омега-3 полинезасићеним масним киселинама на оксидативни стрес и инфламаторни одговор спортиста" кандидата мр мед сци Мирослава Нешића, у следећем саставу:

1. Проф. др Драган Миловановић, редовни професор Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Фармакологија, председник,

2. Доц. др Дејан Чубрило, доцент Универзитета Едуконс у Новом Саду за ужу научну област Физиологија, члан,

3. ВНС др биол сци Весна Вучић, виши научни сарадник Института за медицинска истраживања Универзитета у Београду за ужу научну област Физиологија и биохемија, члан.

Комисија је прегледала и проучила докторску дисертацију мр мед сци Мирослава Нешића и подноси Наставно-научном већу следећи

ИЗВЕШТАЈ

2.1. Значај и допринос докторске дисертације са становишта актуелног стања у одређеној научној области
Докторска дисертација кандидата мр мед сци Мирослава Нешића у наслову "Утицај хране богате омега-3 полинезасићеним масним киселинама на оксидативни стрес и инфламаторни одговор спортиста" представља једну од првих студија у свету која се бавила новим приступом у физиологији физичког оптерећења, која има за циљ евалуацију тзв. “тихе инфламације“ у физичком оптерећењу, посебно са аспекта места оксидационог стреса и специјализованих видова исхране у овом феномену.
Локални одговор на инфекцију или ткивно оштећење укључује продукцију цитокина, ослобођених на месту инфламације. Цитокини су мали полипептиди за које се примарно везују значајне имунорегулаторне улоге. 
Цитокини су група протеина који бивају продуковани од стране многих ћелија/ткива као одговор на стрес. Обзиром да физичка активност доводи до значајног нарушавања ћелијске хомеостазе, запажено је да вежбање доводи до повећане продукције неколико цитокина, укључујући IL-6 и TNF-α. Нивои IL-6 током и након вежбања могу бити и до 100 пута већи од нивоа у миру; с друге стране промене нивоа TNF-α нису толико упадљиве.  Претходно спроведене студије доследно показују повећане нивое IL-6 у крви након вежбања, међутим динамика продукције IL-6 и његово појављивање у циркулацији зависи од типа, интензитета и обима вежбања, регрутоване мишићне масе, утренираности испитаника итд. Показано је да су након трчања и вожње бицикле нивои IL-6 били највиши непосредно након престанка вежбања а током опоравка нивои су се смањивали, док се након вежбања које укључује ексцентричне контракције и последично доводи до мишићних оштећења нивои IL-6 нису значајно мењали дуго времена након престанка вежбања. 

Ендогено настале реактивне врсте молекулског кисеоника (Reactive Oxygen Spacies-ROS), укључују молекуле као што су супероксид анион и водоник пероксид који се генеришу ензим и не-ензим катализованим ћелијским оксидационо-редукционим реакцијама. Због својствене високе хемијске реактивности РОС могу мењати ћелијске функције директно преко модификације реактивних места у ензимима и структурним протеинима или индиректно активацијом сигнал трансдукционих путева.

2.2. Оцена да је урађена докторска дисертација резултат оргиналног научног рада кандидата у одговарајућој научној области
Прегледом литературе прикупљене детаљним и систематским претраживањем биомедицинских база података "Medline" и "Cochrane database of systematic reviews" помоћу следећих кључних речи: "inflammation”, “oxidative stress”, “athlets”, “polyunsaturated fatty acids” утврђено је да до сада није спроведена студија у којој је процењиван значај оксидационог стреса у феномену инфламације индуковане физичким оптерећењем по форми и садржини идентична овој студији. На основу тога, Комисија констатује да докторска дисертација кандидата мр мед сци Мирослава Нешића у наслову "Утицај хране богате омега-3 полинезасићеним масним киселинама на оксидативни стрес и инфламаторни одговор спортиста",  представља резултат оригиналног научног рада на пољу истраживања у области физиологије физичког оптерећења.
2.3. Преглед остварених резултата рада кандидата у одређеној научној области
А. Мр мед сци Мирослава Нешића, професор спорта, аутор је или коаутор више научних радова из области физиологије физичког оптерећења.
У студији чији је циљ био да се испита учесталост повреде скочног зглоба и идентификација  фактора ризика за повреде у фудбалу је учествовало 5 (пет) фудбалских тимова различитих такмичења. Укупно су праћена 73 фудбалера, са дијагностикованим спортским повредама, при чему су били подељени у две подгрупе у складу са критеријумима старости. Резултати овог истраживања су покатали да старост спортиста не утиче на проценат повређивања, да се највећи број повреда дешава током тренинга и то на неравном и клизавом терену, као и да је главни узрок ових повреда ударац. Дистензиона дисторзија представља најфреквентнији тип повреда скочног зглоба.  Ова студија објављена је у часопису категорије М52  (Ser J Exp Clin Res 2010; 11 (4): 157-162). 
У студији која је за циљ имала  да изврши поређење редокс статуса код адолесцената који се баве спортом у поређењу са неспортистима било је укључено 58 младих рукометаша и 37 неспортиста (студената медицине), који су били подвргнути максималном прогресивном тесту оптерећења. У току тог теста им је мерен редокст статус у односу на оптерећење. Најзначајнији резултати ове студије су били да је било разлика у одговору на напор код спортиста и неспортиста и да перманентна физичка активност има велики утицај на редокс равнотежу.  Ова студија је објављена у часопису категорије М23 (Gen Physiol Biophys 2012; 31(2): 211-9). 
У трећој студији, чији је циљ био да се процени утицај шестомесечног тренажног програма на редокс статус младих фудбалера било је укључено 26 младих фудбалера и исти број неспортиста истог узраста (12-13 година). У узорцима крви су одређивани параметри редокс статуса и на основу резултата који су у студији добијени се дошло до закључка да програмирана физичка активност, слично као и у претходној студији има позитивне ефекте на редокс равнотежу. Ова студија објављена је у часопису категорије М23  (Acta Physiol Hun 2013; 100(1): 64-76). 
Б. Списак објављених радова (прописани минимални услов за одбрану докторске дисертације)
· Nešić M, Milošević O i Čubrilo D. Ankle injuries in soccer players: a focus on age and level of competition. Serb J Exp Clin Res 2010; 11(4): 157-162. М52=1.5 бода
· Djordjevic DZ, Cubrilo DG, Barudzic NS, Vuletic MS, Zivkovic VI, Nesic M, Radovanovic D, Djuric DM, Jakovljevic VLj. Comparison of blood pro/antioxidant levels before and after acute exercise in athletes and non-athletes. Gen Physiol Biophys. 2012 Jun;31(2):211-9. М23 – 3 бода
· Zivkovic V, Lazarevic P, Djuric D, Cubrilo D, Macura M, Vuletic M, Barudzic N, Nesic M, Jakovljevic V. Alteration in basal redox state of young male soccer players after a six-month training programme. Acta Physiol Hun 2013; 100(1): 64-76.  М23 – 3 бода
2.4. Оцена о испуњености обима и квалитета у односу на пријављену тему
Наслов докторске дисертације и урађеног истраживања се поклапају. Циљеви истраживања идентични су са одобреним у пријави тезе. 

Докторска дисертација мр мед сци Мирослава Нешића, написана је на 172 странице и садржи следећа поглавља: Увод, Циљеве истраживања, Методе рада, Резултате, Дискусију, Закључке и Литературу. Рад садржи 34 табеле, 15 шема и 32 графикона, док је у поглављу "Литература" цитирано 342 библиографске јединице из домаћих и иностраних стручних публикација.
У студији је анализирано 75 спортиста (фудбалера), у распону од 18-19 година са спортским стажом од минимално 5 година, са нормалним индексом телесне масе, апсолутно здрави без обољења у анамнези, без посебних навика у исхрани, без употребе било каквих медикамената и суплемената, укључени у редовне спортске тренинге фудбала, 12 часова недељно. Испитаници су били регрутовани из селекција омладинске фудбалске школе Крагујевац, а сврставање у експерименталне и контролну групу је вршено методом случајног избора. Експериментални протокол је одобрен од стране Етичког одбора Медицинског факултета Универзитета у Крагујевцу. 

У узорцима венске крви су одређивани следећи параметри: параметри оксидативног стреса (супероксид анјон радикал (О2-), водоник пероксид (H2O2), азот моноксид (NO), индекс липидне пероксидације (TBARS)), активност ензима заштите од оксидационих оштећења (супероксид дисмутаза (SOD), каталаза (CAT), глутатион пероксидаза (GSHPx) и глутатион редуктаза (GR)), нивои цитокина (IL-6 i TNF-α), масних киселина фосфолипида плазме (Арахидонска киселина (АА), Еикосапентаеноична киселина (EPA)). Нивои параметара оксидационог стреса и компоненти антиокисдационе заштите ће бити одређивани спектрофотометријски, ниво цитокина ELISA методом, док је ниво виших масних киселина одређиван гасном хроматографијом.

Максимална потрошња кисеоника (VO2маx) је мерена директном методом уз помоћ апарата Fitmate Pro (Cosmed, Italy) током континуираног теста прогресивно растућег оптерећења на покретној траци. Процена телесног састава је урађена  методом биоимпеданце на апарату In Body 720 (Biospace, Коreа).

У уводном делу кандидат је веома опсежно, јасно и прецизно, користећи најсавременије литературне податке изложио савремена сазнања о комплексности проблема тзв. “тихе инфламације” изазване физичким оптерећењем, са посебним освртом на контроверзе о учешћу оксидационог стреса у овом феномену.
У другом поглављу јасно су изложени циљеви  истраживања као и конкретни задаци који су у складу са постављеним циљевима: унутар групе од 75 спортиста од 18-19 година, мушког пола, утврдити ниво про- и антиинфламаторних цитокина пре и након максималног теста оптерећења на почетку и крају двомесечног тренажног процеса, као и упоредити резултате 1) контролне групе која узима стандардну исхрану, 2) групе која као додатак стандардној исхрани узима n-3 PUFA и 3) групе која као додатак стандардној исхрани узима хладно цеђено сунцокретово уље (n-6 PUFA); oдредити нивое арахидонске кислине и еикосапентаеноичне киселине пре и након максималног теста оптерећења на почетку и крају двомесечног тренажног процеса у све три групе испитаника; oдредити активност ензима заштите од оксидационих оштећења у еритроцитима испитаника пре и након максималног теста оптерећења на почетку и крају  двомесечног тренажног процеса у све три групе испитаника; успоставити корелацију између вредности за испитиване медијаторе инфламаторног одговора са параметрима редокс равнотеже и морфо-функционалних способности пре и након двомесечног тренажног процеса и зависност од типа исхране; утврдити промену динамике параметара аеробног капацитета и морфолошких промена пре и након двомесечног тренажног процеса и зависност ових промена од типа исхране.
Материјал и методологија рада, подударни са наведеним у пријави дисертације, презентовани су на одговарајући начин и врло прецизно. Студијски узорак је чинило У студији је анализирано 75 спортиста (фудбалера), у распону од 18-19 година са спортским стажом од минимално 5 година, са нормалним индексом телесне масе, апсолутно здрави без обољења у анамнези, без посебних навика у исхрани, без употребе било каквих медикамената и суплемената, укључени у редовне спортске тренинге фудбала, 12 часова недељно. Испитаници су били регрутовани из селекција омладинске фудбалске школе Крагујевац, а сврставање у експерименталне и контролну групу је вршено методом случајног избора. 

Максимална потрошња кисеоника (VO2 маx) је мерена директном методом на бицикл ергометру током континуираног теста прогресивно растућег оптерећења на опреми (Fitmate Pro, Cosmed, Italy). Сматра се да је максимална потрошња кисеоника достигнута када потрошња кисеоника достигне плато, односно када повећање оптерећења не доводи до даљег повећања потрошње кисеоника или чак дође до благог смањења потрошње кисеоника. Процена телесног састава је урађена  методом биоимпеданце (Biospace In Body 720).
Крв за анализе је узета са 50 IU хепарина/мл крви. Еритроцити су од плазме одвојени центрифугирањем (10 мин на 5000 rpm, 4°C). Исталожени еритроцити су ресуспендовани и три пута испрани физиолошким раствором уз центрифугирање 10 минута на 5000 rpm, а затим замрзнути на  -200C до анализе. Од ових еритроцита припремљен је лизат у којем је одређивана активност CuZn SOD. Еритроцити су лизирани хладном водом и то тако што се помеша 0.5mL еритроцита са 3mL хладне воде , промућка и остави 30 минута на леду. У једном делу лизата хемоглобин је уклоњен Tsuchihashi методом, а супернатант је кориштен за анализу активности супероксид дисмутазе (CuZn SOD).
У преосталом делу лизата се одређује хемоглобин (Hb) методом Драбкин-а и Аустин-а, који се користи за израчунавање активности супероксид дисмутазе, каталазе и глутатион редуктазе.

Одређивање активности SOD вршено је адреналинском методом. Ова метода припада групи метода "негативног" типа, јер се прати смањење брзине аутооксидације адреналина у алкалној средини, која је зависна од О2-. Ову методу су поставили Misra i Fridovich. Присутна SOD уклања О2- и при томе инхибира реакцију аутооксидације адреналина. Брзина аутооксидације адреналина прати се спектрофотометријски преко промене апсорбанце на 480 nm. Пораст апсорбанце на 480 nm потиче од акумулације адренохрома. Брзина аутооксидације адреналина једнака је нагибу линеарног дела пораста апсорпције. Проценат инхибиције користи се као мера каталитичке активности ензима. Брзина аутооксидације адреналина у одсуству ензима узима се као референтна (контролна), а брзина аутооксидације у присуству SOD, односно протеина у цитосолу представља део референтне вредности.

Активност каталазе у сонификату одређивана је по методи Беутлер-а. Метода се састоји у спектрофотометријском праћењу брзине разградње водоник-пероксида у присуству каталазе на 230 нм. На тој таласној дужини водоник пероксид апсорбује светлост. Тачна концентрација водоник-пероксида одређивана је на следећи начин: у односу на апсорпцију разблаженог раствора пуфера (1:10), као нула, очитавана је апсорпција раствора састављеног од 0.9 ml разблаженог пуфера и 0.1 ml разблаженог 30% раствора H2O2 (1:100). 

У узорцима плазме одреживана је концентрација O2-, H2O2, TBARS, NO спектрофотометријски, ниво цитокина ELISA методом, док је ниво виших масних киселина одређиван гасном хроматографијом.

За статистичку анализу података коришћен је СПСС 10.0 фор Wиндоwс. За опис параметара од значаја, у зависности од њихове природе, коришћене су методе дескриптивне статистике: средња вредност, стандардна девијација, проценти, табеларно приказивање. За испитивање нормалности расподеле параметара користишћен је Схапиро-Wилк тест. У зависности од расподеле, за анализу података коришћени су одговарајући параметријски или непараметријски тестови: за тестирање значајности статистичке разлике између група т-теста или Манн Wхитнеy тест, за тестирање разлике између два мерења упарени т-тест или Wиллцоxон-ов тест, за упоређивање аритметичке средине неког обележја више од две популације АНОВА или Крускал Wаллис тест за анализу међусобне корелације параметара методе линеарне регресије и корелације, а за мерење јачине линеарне везе између обележја коришћен је Пеарсон-ов или Спеарман-ов коефицијент корелације.

Резултати истраживања систематично су приказани и добро документовани са 3 табеле, 1 шемом и 16 графикона. Показано је да: суплементација различитим врстама ПУФА (н-3 и н-6) не утиче значајно на антропометријске карактериситка младих спортиста, те на тај начин не мења њихов телесни састав, режим исхране који подразумева додатак рибљег и сунцокретовог уља у комбинацији са стручно вођеним и пажљиво планираним тренажним процесом је повезан са повећањем аеробне моћи испитиваних фудбалера, што је изузетно важно у подизању нивоа њихове физичке спреме и постизању врхунских спортиских перформанси. Такође, овај налаз може бити користан у процени квалитета тренинга, који је код адолесцената од круцијалног значаја за правилан психо-физички развој и даљу каријеру, суплементација различитим врстама ПУФА може бити врло корисна у редукцији оксидационог стреса младих спортиста, чиме последично утиче на смањење мишићних оштећења која могу настати као последица присутне "тихе" инфламације, суплементација рибљег и сунцокретовог уља је у корелацији са подизањем активности антиоксидационог ензимског система наших испитаника, чиме је генерално потврђена оправданост суплементације ПУФА код спортиста код којих, услед интензивне физичке активности постоји реална опасност од повећане продукције слободних радикала, сунцокретово уље је довело да већег пораста активности ензима антиоксидационе заштите у односу на рибље уље, што удружено са смањеним оксидационим стресом, у целини позитивно утиче на смањење замора мишића као и бољи опоравак од напора, ПУФА није имала значајни утицај на маркере оксидационог стреса током физичког оптерећења. Такође, ни антиоксидациона ензимска заштита није доживела битније промене, односно није дошло до смањења њене активности, што вероватно може бити последица добре адаптације организма на оптерећење постигнуто код ових спортиста, правилним тренажним процесом и адекватном суплементацијом, након теста оптерећења није било разлике у забележеним вредностима про-оксидационих молекула, између испитиваних група. Овај податак може бити важан доказ да у ситуацији нагло насталог физичког оптерећења која мобилише снажну продукцију и потражњу енергије у мишићним ћелијама (те и потенцијално повећану генерацију слободних радикала), додатак било које од испитиваних ПУФА не промовише оксидациона оштећења, падом вредности СОД након спроведеног теста оптерећења у групи која је конзумирала сунцокретово уље можемо закључити да акутни наступ интензивне физичке активности, очигледно ремети успостављену ефикаснију адаптацију на оксидациони стрес која је настала као последица узимања сунцокретовог уља, суплементација рибљим уљем (омега-3 масне киселине) је била повезана са снижењем нивоа ИЛ-6 у односу на иницијалне вредности, па може имати користан ефекат у спречавању инфламације која се јавља код младих спортиста, употреба различитих врста ПУФА није битније утицала на производњу цитокина непосредно након акутног наступа спортске активности (теста оптерећења). Овакав резултат би могао бити од користи у одређивању алгоритма суплементације ПУФА код спортиста у тренажном процесу, у такмичарској сезони и/или ван ње.
У поглављу дискусија анализирани су добијени резултати и поређени са литературним подацима из ове области. Коментари добијених резултата су језгровити, а начин приказивања података чини их прегледним и разумљивим. У последњем пасусу поглавља кандидат износи предлоге у смислу даљих истраживања у овој области. 
На основу претходно изнетих чињеница, Комисија сматра да завршена докторска дисертација у наслову "Утицај хране богате омега-3 полинезасићеним масним киселинама на оксидативни стрес и инфламаторни одговор спортиста", 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. Суплементација различитим врстама ПУФА (н-3 и н-6) не утиче значајно на антропометријске карактериситка младих спортиста, те на тај начин не мења њихов телесни састав.
2. Режим исхране који подразумева додатак рибљег и сунцокретовог уља у комбинацији са стручно вођеним и пажљиво планираним тренажним процесом је повезан са повећањем аеробне моћи испитиваних фудбалера, што је изузетно важно у подизању нивоа њихове физичке спреме и постизању врхунских спортиских перформанси. Такође, овај налаз може бити користан у процени квалитета тренинга, који је код адолесцената од круцијалног значаја за правилан психо-физички развој и даљу каријеру.
3. Суплементација различитим врстама ПУФА може бити врло корисна у редукцији оксидационог стреса младих спортиста, чиме последично утиче на смањење мишићних оштећења која могу настати као последица присутне "тихе" инфламације.

4. Суплементација рибљег и сунцокретовог уља је у корелацији са подизањем активности антиоксидационог ензимског система наших испитаника, чиме је генерално потврђена оправданост суплементације ПУФА код спортиста код којих, услед интензивне физичке активности постоји реална опасност од повећане продукције слободних радикала.
5. Сунцокретово уље је довело да већег пораста активности ензима антиоксидационе заштите у односу на рибље уље, што удружено са смањеним оксидационим стресом, у целини позитивно утиче на смањење замора мишића као и бољи опоравак од напора.
6. ПУФА није имала значајни утицај на маркере оксидационог стреса током физичког оптерећења. Такође, ни антиоксидациона ензимска заштита није доживела битније промене, односно није дошло до смањења њене активности, што вероватно може бити последица добре адаптације организма на оптерећење постигнуто код ових спортиста, правилним тренажним процесом и адекватном суплементацијом.
7. Након теста оптерећења није било разлике у забележеним вредностима про-оксидационих молекула, између испитиваних група. Овај податак може бити важан доказ да у ситуацији нагло насталог физичког оптерећења која мобилише снажну продукцију и потражњу енергије у мишићним ћелијама (те и потенцијално повећану генерацију слободних радикала), додатак било које од испитиваних ПУФА не промовише оксидациона оштећења.
8. Падом вредности СОД након спроведеног теста оптерећења у групи која је конзумирала сунцокретово уље можемо закључити да акутни наступ интензивне физичке активности, очигледно ремети успостављену ефикаснију адаптацију на оксидациони стрес која је настала као последица узимања сунцокретовог уља.
9. Суплементација рибљим уљем (омега-3 масне киселине) је била повезана са снижењем нивоа ИЛ-6 у односу на иницијалне вредности, па може имати користан ефекат у спречавању инфламације која се јавља код младих спортиста.
10. Употреба различитих врста ПУФА није битније утицала на производњу цитокина непосредно након акутног наступа спортске активности (теста оптерећења). Овакав резултат би могао бити од користи у одређивању алгоритма суплементације ПУФА код спортиста у тренажном процесу, у такмичарској сезони и/или ван ње.
2.6. Примењивост и корисност резултата у теорији и пракси
На основу резултата ове студије планира се даље изучавање значаја “тихе инфламације“ у физичком оптерећењу, посебно са аспекта места оксидационог стреса и модификације исхране у овом феномену.
2.7. Начин презентирања резултата научној јавности 
Коначни резултати истраживања су публиковани до сада у часописима са међународном индексацијом, а планирано је и објављивање више радова као део оригиналног истраживања у часописима међународног значаја.
ЗАКЉУЧАК

Комисија за оцену и одбрану завршене докторске дисертације кандидата мр мед сци Мирослава Нешића под насловом "Утицај хране богате омега-3 полинезасићеним масним киселинама на оксидативни стрес и инфламаторни одговор спортиста" на основу свега наведеног, сматра да је истраживање у оквиру тезе засновано на савременим сазнањима и прецизно замишљеној методологији, и да је адекватно и прецизно спроведено. Добијени резултати су прегледни, јасни, добро продискутовани и дају значајан допринос у решавању актуелне и недовољно проучаване и третиране проблематике.

Комисија сматра да ова докторска дисертација кандидата мр мед сци Мирослава Нешића, урађена под менторством Проф. др Владимир Јаковљевића, представља оригинални научни допринос и од великог је научног и практичног значаја за изучавање “тихе инфламације“ у физичком оптерећењу, посебно са аспекта места оксидационог стреса и модификације исхране у овом феномену.
Комисија са задовољством предлаже Наставно-научном већу Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу да докторска дисертација под називом "Утицај хране богате омега-3 полинезасићеним масним киселинама на оксидативни стрес и инфламаторни одговор спортиста" кандидата мр мед сци Мирослава Нешића буде позитивно оцењена и одобрена за јавну одбрану.

ЧЛАНОВИ КОМИСИЈЕ:

1. Проф. др Драган Миловановић, редовни професор Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Фармакологија, председник,

_______________________________________

2. Доц. др Дејан Чубрило, доцент Универзитета Едуконс у Новом Саду за ужу научну област Физиологија, члан,

________________________________________

3. ВНС др биол сци Весна Вучић, виши научни сарадник Института за медицинска истраживања Универзитета у Београду за ужу научну област Физиологија и биохемија, члан.

______________________________________

Крагујевац, 19. 04. 2013.
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