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 20. 02. 2013. године, одлуком бр. 01-1523/7-26 формирана је Комисија за оцену и одбрану завршене докторске дисертације под називом "Евалуација промена инфламаторних медијатора и редокс равнотеже изазване шестомесечним тренингом" кандидата Предрага Лазаревића, у следећем саставу:

1. Проф. др Гвозден Росић, редовни професор Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Физиологија, председник,

2. Проф. др Драган Ђурић, редовни професор Медицинског факултета Универзитета у Београду за ужу научну област Физиологија, члан,

3. Доц. др Дејан Чубрило, доцент US Medical School Европског Универзитета у Београду за ужу научну област Физиологија, члан.

Комисија је прегледала и проучила докторску дисертацију Предрага Лазаревића 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 Предрага Лазаревића у наслову " Евалуација промена инфламаторних медијатора и редокс равнотеже изазване шестомесечним тренингом" 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 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. 

Одговор IL-6 на физичку активност као врсту физичког стреса обрађен је у литератури новијег датума. Значајно повећање концентрације IL-6 након физичке активности, а да при томе није дошло до оштећења мишића, уочен је као заједнички именилац многих студија. Показано је да се концентрација IL-6 повећава експоненцијално са прогресијом оптерећења, при чему је значајно повезана са интензитетом, трајањем, масом ангажованих мишића, кaо и аеробним капацитетом спортиста. У околностима физичког оптерећења IL-6 обезбеђује антиинфламаторно окружење, индукцијом продукције IL-1ra и IL-10, као и инхибицијом продукције  TNF-α, како у истраживањима ин витро, тако и у истраживањима на животињама.

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”, 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 Предрага Лазаревића у наслову " Евалуација промена инфламаторних медијатора и редокс равнотеже изазване шестомесечним тренингом",  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. Предраг Лазаравић, професор спорта, аутор је или коаутор више научних радова из области физиологије физичког оптерећења.

У студији чији је циљ био да одреди повезаност дужине спортског стажа са морфофункционалним карактеристикама младих спортиса и неспортиста, а која је обухватила 67 деце школског узраста су показани позитивни ефекти правовремено дозираног физичког оптерећења код деце овог узраста, поредећи физички активне и неактивне 13-годишњаке. Ова студија објављена је у часопису категорије М52  (Ser J Exp Clin Res 2011; 12 (1): 41-42). 
У студији која је за циљ имала  да утврдит ефекте стандардизованог десетодневног програма превенције и едукације дијабетичара на квалитет гликорегулације и анализира који фактори значајно доприносе побољшању контроле гликемије након интервенције био је укључен 91 пацијент с типом 2 дијабетесне болести у фази зависности од инзулина, који су прошли стандардизовани десетодневни програм у Специјализованој болници “Меркур” у Врњачкој Бањи (Србија), у периоду од 1. јуна до 1. августа 2010. године. Студијом је показано да стандардизовани десетодневни програм едукације и рехабилитације дијабетичара у Специјализованој болници “Меркур” може допринети побољшању контроле гликемије, посебно код пацијената мушког пола чија је гликорегулација лоша упркос примени комбиноване терапије инзулином и оралним антидијабетицима. Ова студија је објављена у часопису категорије М23 (Med Glas (Zenica) 2013 Feb; 10(1):86-92). 
У трећој студији, чији је циљ био да се процени утицај спроведеног тренажног процеса на развој морфофункционалних способности код млађих адолесцената, кроз мерење релативне потрошње кисеоника, као и кроз међусобну повезаност (корелацију) морфофункционалних параметара, показано је да спроведени шестомесечни тренажни процес у високом степену корелира са побољшањем морфофункционалних параметара младих фудбалера (релативна потрошња кисеоника негативно корелира са BMI и % телесних масти, а позитивно са процентом мишићне масе и апсолутном потрошњом кисеоника).  Ова студија објављена је у часопису категорије М53  (Рационална терапија 2013, Vol. V, No. 1, стр. 31-33). 

Б. Списак објављених радова (прописани минимални услов за одбрану докторске дисертације)
· Lazarevic P, Zivkovic V, Vuletic M, Barudzic N, Cubrilo D. Тhe relationship between sports engagement, body mass index and  physical abilities in children. Ser J Exp Clin Res 2011; 12 (1): 41-42 М52 – 1.5 бод 
· Lazarević P, Stanojević D, Dukić A, Bubanja I, Bubanja D, Mladenović V, Krstić V. The analysis of factors associated with improved glycemic con- trol in patients with insulin- requiring type 2 diabetes mellitus after treatment. Med Glas (Zenica). 2013 Feb;10(1):86-92. М23 – 3 бода
· Лазаревић П, Живковић В, Вуковић С.  Утицај шестомесечног тренажног програма на морфо-функционалне параметре младих фудбалера. Рационална терапија 2013, Vol. V, No. 1, стр. 31-33.  М53 – 1 бод
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 Предрага Лазаревића, написана је на 208 страница 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 56 спортиста (фудбалери) узраста 12-13 година чланова омладинске школе ФК “Партизан“. У оквиру редовних спортско-медицинских систематских прегледа извршено је тестирање спортиста, при чему је на првом прегледу сваком испитанику измерен телесни састав и урађен прогресивни, континуирани максимални тест оптерећења. У исто време узимани су узорци венске крви у миру и непосредно након оптерећења, при чему су анализирани параметри оксидативног стреса (NO, TBARS, О2- и H2O2), активност ензима заштите од оксидационих оштећења (SOD, CAT) и једне неензимске компоненте антиоксидационе заштите – редукованог глутатиона (GSH), као и нивое цитокина (IL-6 i TNF-α). Сви спортисти су имали спортски стаж 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. Млади спортисти су били укључени у редовне спортске тренинге фудбала, 12 часова недељно. Контролну групу чини 50 здраве деце у узрасту који одговара групи испитиваних спортиста, која ће преглед и узорковање крви проћи у склопу редовних систематских прегледа и рутинских биохемијских контролних анализа. Основни критеријум за укључивање испитаника који ће представљати контролу су: 1) апсолутно здрава деца без обољења у анамнези 2) да не узимају било какве додатке исхрани, 3) да се не баве редовном физичком активношћу у смислу свакодневних тренинга.

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 младих фудбалера, мушког пола утврдити ниво про и анти инфламаторних цитокина, као и њихову динамику након шестомесечног тренажног програма код испитаника у експерименталној групи, одредити активност ензима заштите од оксидационих оштећења у еритроцитима испитаника, као и ниво параметара оксидативног стреса у плазми, као и успоставити корелацију између вредности за испитиване медијаторе инфламаторног одговора са параметрима редокс равнотеже и морфо-функционалних способности.

Материјал и методологија рада, подударни са наведеним у пријави дисертације, презентовани су на одговарајући начин и врло прецизно. Студијски узорак је чинило 56 спортиста (фудбалера) узраста 12-13 година чланова омладинске школе ФК “Партизан“. Млади спортисти су били укључени у редовне спортске тренинге фудбала, 12 часова недељно. Контролну групу чини 50 здраве деце у узрасту који одговара групи испитиваних спортиста, која ће преглед и узорковање крви проћи у склопу редовних систематских прегледа и рутинских биохемијских контролних анализа.

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). 

Активност глутатион-пероксидазе одређивана је по методи Паглиа и сар. Овом методом се прати потрошња NADPH, односно оксидација NADPH уз глутатион редуктазу на 340 nm. Ова индиректна метода која мери промену производа реакције показала се веома репродуктивном у поређењу са другим методама одређивања GSH-Px активности.

Одређивање активности глутатион-редуктазе рађено је по методи Глатзле и сар. Метода се заснива на праћењу оксидације NADPH   na 340 nm, у реакцији у којој ензим катализује редукцију оксидованог у редуковани глутатион. Активност је изражена у nmol NADPH/мин/mg протеина. 
У узорцима плазме одреживана је концентрација O2-, H2O2, TBARS, NO спектрофотометријски.

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 34 табеле, 15 шема и 32 графикона. Показано је да су: спортисти су у односу на неспортисте имали значајно мање килограма телесне масе и процената масти, док су вредности процената мишића, биле високо значајно више код спортиста, него код седенталне популације истог узраста, након шестомесечног спровођења програма обуке, значајно веће вредности су забележене у телесној висини, телесној маси и у проценту мишића, док је проценат масти био значајно нижи након спроведеног програма обуке што су све параметри позитивног утицаја на физички развој младих спортиста узраста 12-13 година, вредности про и анти инфламаторних цитокина спортиста, у базалним условима, нису имали значајних разлика у односу на вредности про и анти инфламаторних цитокина код неспортиста, код спортиста су се међутим, након спроведеног шестомесечно програмираног програма обуке догодиле промене у нивоу активности анти инфламаторног цитокина (IL-6) значајно нижим нивоом активности, такође је дошло до опадања нивоа активности анти инфламаторног цитокина (IL-6), што показује квалитетно и правилно планирање и спровођење шестомесечног програма обуке. Што се параметара редокс равнотеже тиче, у базалним условима се показало да спортисти имају значајно ниже вредности водоник пероксида и индекс липидне пероксидације у односу на конторлну групу, што доказује адаптацију организма на физичко вежбање које проузрокује оксидативни стрес, значајно виша активности антиоксидативних ензима код спортиста, показала се само код глутатиона, што доказује његов утицај у базалним условима на нижу активност индекса липидне пероксидације код спортиста у односу на популацију неспортиста, Код спртиста након шестомесечног програма обуке, у односу на неспортисте, доказан је значајно нижи ниво активности супероксид анјон радикала и водоник пероксида, док је ниво активности азот моноксида била значајно виша код спортиста.  Разлог значајно ниже активности прооксиданата је активност антиоксидативних ензима, првог и другог реда одбране од оксидативних оштећења, каталазе и глутатиона. Виши ниво активности азот моноксида код испитаника спортиста у односу на неспортисте, потврђује нам позитиван утицај програмираног физичког вежбања на функције ендотела. Генерално, планирана и програмирана физичка активност код спортиста адолесцената старости 12-13 година, довела је до значајних повећања активности прооксиданата, азот моноксида и индекса липидне пероксидације, након спроведене шестомесечне програмиране физичке активности, али и очекиваних позитивних промена у антиоксидативном одговору организма на могућа оштећења која могу да настану услед физичког оптерећења. Овај одговор организма се огледа у значајном повећању нивоа активности првог одбрамбеног зида антиоксидативних ензима (CAT и SOD), као неутралишућих ензима активираних прооксиданата, у циљу спречавања настанка оксидативних оштећења, услед спровођења програмиране физичке активности.

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 "Евалуација промена инфламаторних медијатора и редокс равнотеже изазване шестомесечним тренингом", 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. Спортисти су у односу на неспортисте имали значајно мање килограма телесне масе и процената масти, док су вредности процената мишића, биле високо значајно више код спортиста, него код седенталне популације истог узраста.

2. Што се тиче промена морфолошких карактеристика младих фудбалера пре и после спровођења програма шестомесечно планиране физичке активности, доказана је статистички значајна промена и побољшање у четири од пет праћених параметара. Након шестомесечног спровођења програма обуке, значајно веће вредности су забележене у телесној висини, телесној маси и у проценту мишића, док је проценат масти био значајно нижи након спроведеног програма обуке што су све параметри позитивног утицаја на физички развој младих спортиста узраста 12-13 година. 

3. Вредности про и анти инфламаторних цитокина спортиста, у базалним условима, нису имали значајних разлика у односу на вредности про и анти инфламаторних цитокина код неспортиста. Код спортиста су се међутим, након спроведеног шестомесечно програмираног програма обуке догодиле промене у нивоу активности анти инфламаторног цитокина (IL-6) значајно нижим нивоом активности. Овај резултат недвосмислено потврђују  хипотезу да, уколико је пажљиво планирана и стручно изведена, програмирана физичка активност смањује инфламаторни одговор организма на физички стрес. 

4. Исти закључак се доноси и поређењем нивоа про и анти инфламаторних цитокина, пре и након спроведене програмиране шестомесечне физичке активности код спортиста узрасне доби 12-13 година. Дошло је до опадања нивоа активности анти инфламаторног цитокина (IL-6), што показује квалитетно и правилно планирање и спровођење шестомесечног програма обуке.

5. У базалним условима се показало да спортисти имају значајно ниже вредности водоник пероксида и индекс липидне пероксидације у односу на конторлну групу, коју су чинили неспортисти исте старосне доби, што доказује адаптацију организма на физичко вежбање које проузрокује оксидативни стрес. 

6. Значајно виша активности антиоксидативних ензима код спортиста, показала се само код глутатиона, што доказује његов утицај у базалним условима на нижу активност индекса липидне пероксидације код спортиста у односу на популацију неспортиста. 

7. Код спртиста након шестомесечног програма обуке, у односу на неспортисте, доказан је значајно нижи ниво активности супероксид анјон радикала и водоник пероксида, док је ниво активности азот моноксида била значајно виша код спортиста.  Разлог значајно ниже активности прооксиданата је активност антиоксидативних ензима, првог и другог реда одбране од оксидативних оштећења, каталазе и глутатиона. Виши ниво активности азот моноксида код испитаника спортиста у односу на неспортисте, потврђује нам позитиван утицај програмираног физичког вежбања на функције ендотела.

8. Генерално, планирана и програмирана физичка активност код спортиста адолесцената старости 12-13 година, довела је до значајних повећања активности прооксиданата, азот моноксида и индекса липидне пероксидације, након спроведене шестомесечне програмиране физичке активности, али и очекиваних позитивних промена у антиоксидативном одговору организма на могућа оштећења која могу да настану услед физичког оптерећења. Овај одговор организма се огледа у значајном повећању нивоа активности првог одбрамбеног зида антиоксидативних ензима (CAT и SOD), као неутралишућих ензима активираних прооксиданата, у циљу спречавања настанка оксидативних оштећења, услед спровођења програмиране физичке активности.

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 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 Предрага Лазаревића под насловом "Евалуација промена инфламаторних медијатора и редокс равнотеже изазване шестомесечним тренингом" 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 Предрага Лазаревића, 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 у овом феномену.
Комисија са задовољством предлаже Наставно-научном већу Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу да докторска дисертација под називом "Евалуација промена инфламаторних медијатора и редокс равнотеже изазване шестомесечним тренингом" кандидата Предрага Лазаревића буде позитивно оцењена и одобрена за јавну одбрану.

ЧЛАНОВИ КОМИСИЈЕ:

1. Проф. др Гвозден Росић, редовни професор Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Физиологија, председник,

_______________________________________

2. Проф. др Драган Ђурић, редовни професор Медицинског факултета Универзитета у Београду за ужу научну област Физиологија, члан,

________________________________________

3. Доц. др Дејан Чубрило, доцент US Medical School Европског Универзитета у Београду за ужу научну област Физиологија, члан.

______________________________________

Крагујевац, 05. 03. 2013.
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