УНИВЕРЗИТЕТ У КРАГУЈЕВЦУ

ФАКУЛТЕТ МЕДИЦИНСКИХ НАУКА
НАСТАВНО-НАУЧНОМ ВЕЋУ  

ПРЕДМЕТ:

ИЗВЕШТАЈ КОМИСИЈЕ О ОЦЕНИ ЗАВРШЕНЕ

ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ

На седници Наставно-научног већа Факукултета медицинских наука у Крагујевцу, одржаној дана 11. 07. 2012. године, одлуком бр. 01-4816/3-24 формирана је Комисија за оцену и одбрану завршене докторске дисертације под називом "Процена функције ендотела и васкуларног ремоделовања код пацијената са реуматоидним артритисом" кандидата Асс. др Мирјане Веселиновић, у следећем саставу:

1. Проф. др Владимир Јаковљевић, ванредни професор Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Физиологија, председник,

2. Проф. др Милан Петронијевић, ванредни професор Војномедицинске академије у Београду за ужу научну област Интерна медицина, члан,

3. Доц. др Небојша Тасић, доцент Медицинског факултета Универзитета у Београду за ужу научну област Интерна медицина, члан.

Комисија је прегледала и проучила докторску дисертацију Асс. др Мирјане Веселиновић 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 Асс. др Мирјане Веселиновић у наслову " Процена функције ендотела и васкуларног ремоделовања код пацијената са реуматоидним артритисом" представља једну од првих студија у свету која се бавила свеобухватном превенцијом атеросклерозе код болесника са реуматоидним артритисом.
Реуматоидни артритис је хронично обољење где инфламација доводи до бола, отока и деформација зглобова. Најчешће су захваћени ситни зглобови шака и стопала. Код болесника са реуматоидним артритисом постоји висока учесталост кардиоваскуларних болести и акутних коронарних догађаја. Висок коморбидитет кардиоваскуларних болести код пацијената са реуматоидним артритисом не може се објаснити традиционалним факторима ризика. У посебном су ризику жене које имају позитиван реуматоидни фактор. ЕУЛАР (The European League Against Rheumatism) је 2010. године издао и препоруке за болеснике са реуматоидним артритисом и запаљенским артритисима који имају повишен кардиоваскуларни ризик. Уочено је да реуматоидни артритис и атеросклероза имају сличности у запаљенском и имунолошком одговору. Атеросклероза је водећи узрок смртности у свету, а запаљење доприноси настанку атеросклеротских промена у крвним судовима. Поред тога, високе вредности показатеља запаљења у крви (CRP, интерлеукин-6, фибриноген) су добри предиктори кардиоваскуларних догађаја. Иницијални настанак атеросклерозе лежи у ендотелној дисфункцији, те стога истраживање ендотела има велики научни и практични значај.
Појам ендотелне дисфункције се односи на смањено стварање и/или ослобађање азот моноксида (NO), поремећену вазорегулаторну улогу, задобијање проинфламаторних и протромбичних својстава ендотелних ћелија и поремећај у регулацији васкуларног раста и ремоделовања. Како је ендотелна дисфункција реверзибилан поремећај са значајним прогностичким капацитетом, све су бројнији докази који упућују на потребу за укључивањем процене ендотелне дисфункције у рутинску праксу. Методе за њену процену до сада нису добиле клиничку валидност.
Функционална способност ендотела периферних артерија за ендотел-зависном релаксацијом (ефекат реактивне хиперемије) значајно опада код болесника са реуматодиним артритисом. Васкуларно ремоделовање је процес који је убрзан код болесника са реуматоидним артритисом и манифестује се у виду значајног задебљања интима-медија комплекса каротидне артерије и значајним повећањем индекса крутости. На великом броју испитаника показано је да су најважнији показатељи успорене ендотел-зависне дилатације брахијалне артерије старост, маркери хроничне инфламације и високосензитивни Ц-реактивни протеин. Ултразвучна процена ендотелне дисфункције брахијалне артерије је одлична, безболна метода у прогностичком и дијагностичком смислу. Ови резултати указују на потребу за превенцијом атеросклерозе код болесника са реуматоидним артритисом.
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: "endothelial dysfunction”, “vascular remodeling”, “rheumathoid arthritis”, утврђено је да до сада није спроведена студија у којој је процењивана дисфункција ендотела у реуматодином артритису по форми и садржини идентична овој студији. На основу тога, Комисија констатује да докторска дисертација кандидата Асс. др Мирјане Веселиновић у наслову "Процена функције ендотела и васкуларног ремоделовања код пацијената са реуматоидним артритисом", представља резултат оригиналног научног рада на пољу изучавања потенцијалног нових дијагностичких и терапијских приступа у реуматодином артритису.
2.3. Преглед остварених резултата рада кандидата у одређеној научној области
А. Асс. др Мирјана Веселиновић, асистент на предмету Интерна медицина Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, аутор је или коаутор више научних радова из области Интерне медицине.

У студији која се бавила испитивањем улоге оксидационог стреса код болесника са реуматодиним артритисом, показано је да код ових пацијената постоји повишен ниво оксидационог стреса изражен као повећан ниво индекса липидне пероксидације  (мерен као Thio barbituric Reactive Substances – TBARS и ниво супероксид анјон радикала (O2-) у плазми. Испитивани параметри су били вишеструко повећани у односу на контролну групу испитаника и то: TBARS више од 100 %, а O2- више од 150 %. Ови резултати указују на чиљеницу да је оксидациони стрес у вишем степену изражен код пацијената са реуматоидним артритисом, што може бити и од потенцијалне терапеутске користи, у смислу увођења антиоксиданаса у терапију овог обољења. Ова студија објављена је у часопису категорије М52  (Medicus 2005; 6(2): 80-81). 
У студији која је за циљ имала приказ случаја болесника са перфорацијом црева у склопу Bechet-ове болести показан је један од раритетних случајева, који се према светским статистикама јавља у свега 1 % описаних болесника који болују од Bechet-ове болести. Приказан је случај болесника са дијагностикованом Bechet-овом болешћу, који је због перфорације колона лечен и хируршким и конзервативним проступом. У овој студији је показано да се терапија пулсним дозама metilprednizolona, уз пулсне дозе ciklofosfamida, показала веома ефикасном код болесника са комплексним клиничким манифестацијама Bechet-ове болести и довела до повлачења како гастреоинтестиналних, тако и очних и орогениталних симптома. Ова студија је студија објављена је у часопису категорије М23 (Vojnosanit Pregl. 2011 Nov; 68(11): 992-995.). 
У трећој студији, која је изучавала корелацију између односа интима/медија заједничке каротидне артерије (IMT) и тзв, flow-mediated vasodilation (FMD), као параметра процене ендотелне функције код болесника са реуматодиним артритисом, показано је да је ова функција код пацијената са РА смањен, као и да је процес атеросклерозе убрзан.  Такође, у овој студији је IMT био значајно повећан код пацијената оболелих од реуматоидног артритиса, што је био додатни параметар који је указивао на акцелерирајућу атеросклерозу. Сходно томе, аутори су закључили да би рана детекција ових кардиоваскуларних поремећаја могла значајно допринети бољем третману атеросклерозе у склопу реуматоидног артритиса. Ова студија је прихваћена за штампу у часопису категорије М23 (Vasa 2012; 41: XXX – XXX. DOI 10.1024/0301 – 15626/XXXXXXX) (Први отисак у прилогу).
Кандидат је аутор или коаутор више радова објављених као сажетак или у целини у зборницима националних и међународних конгреса.
Б. Списак објављених радова (прописани минимални услов за одбрану докторске дисертације)
· Savić M, Kučević I, Ranković A, Radisavljević M, Azanjac A and Jakovljević VLj. Oxidative stress in rheumathoid arthritis: results of a clinical study. Medicus 2005; 6(2): 80-81 М52 – 1.5 бод
· Tomić-Lucić A, Jovanović S, Petronijević M, Veselinović M. Colonic perforation as an unusual manifestation of Behcet's disease. Vojnosanit Pregl. 2011 Nov; 68(11): 992-995.
 М23 – 3 бода
· Veselinovic М, Zivkovic V, Toncev S, Tasic N, Bogdanovic V, Djuric D Jakovljevic V. Carotid artery intima-media thickness and brachial artery flow-mediated vasodilatation in patients with rheumatoid arthritis. Vasa 2012; 41: XXX – XXX. DOI 10.1024/0301 – 15626/XXXXXXX (Први отисак у прилогу) 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 Асс. др Мирјане Веселиновић, написана је на 238 страница и садржи следећа поглавља: Увод, Циљеве истраживања, Методе рада, Резултате, Дискусију, Закључке и Литературу. Рад садржи 40 табела и 16 графикона, док је у поглављу "Литература" цитирана 416 библиографска јединица из домаћих и иностраних стручних публикација.
Материјал и методологија рада, подударни са наведеним у пријави дисертације, презентовани су на одговарајући начин и врло прецизно. Студијски испитаници су били  регрутовани у периоду од 6 месеци и узорак представља 52 пацијената оба пола са постављеном дијагнозом реуматоидног артритиса (АCR /American Coolleg of Rheumatologist/ ревидирани критеријуми за реуматоидни артритис) и започетим лечењем, који су нормотензивни и нису дијабетичари. У студију је бити укључено и 30 здравих испитаника сличног пола и старости као пацијенти и са сличним факторима ризика за кардиоваскуларне
болести, укључујући менопаузу за жене и породичну историју кардиоваскуларних болести. 


Критеријуми искључења за обе групе су обухватали: личну анамнеза о исхемијској болести срца, високи крвни притисак, шећерну болест, повишене нивое холестерола и триглицерида у крви, рану менопаузу, присуство кардиоваскуларних болести у породици. За пацијенте са реуматоидним артритисом критеријуми за искључење били су и ако у терапији користе високе дозе кортикостероида, већу дозу од 10мг дневно и податак да узимају или су били на биолошкој терапији. Испитаници су били укључени у студију ако COX-2 инхибиторе или нестероидне антиинфламаторне лекове узимају само повремено. Испитаници нису узимали храну најмање 12 сати пре студије, конзумирали пића која садрже кофеин најмање 12 сати пре студије, узимали препарате витамина Ц 4-6 сати пре студије. 

У уводном делу кандидат је веома опсежно, јасно и прецизно, користећи најсавременије литературне податке изложио савремена сазнања о ендотелној дисфункцији и реуматодином артритису са посебним освртом на нове методе у неинвазивној процени ендотелне дисфункције, као и новим факторима ризика, посебну пажњу посвећујући оксидационом стресу. 
У другом поглављу јасно су изложени циљеви  истраживања као и конкретни задаци који су у складу са постављеним циљевима: утврђивање какве промене реуматоидни артритис изазива на ендотелним ћелијама и њиховој функцији у смислу акутног одговора у регулацији васкуларног тонуса (ефекти на функцију периферног артеријског ендотела), утврђивање какве промене реуматоидни артритис изазива на ендотелним ћелијама и њиховој функцији у смислу хроничног утицаја у смислу регулације структуре артеријског зида (ефекти на структуру каротидне артерије), утврђивање оксидационог статуса код пацијената са  реуматоидним артритисом  и његов утицај на ендотелну дисфункцију, утврђивање  повезаности процента дилатације изазаване протоком  брахијалне артерије са дебљином зида каротидне артерије, међусобне повезаности ових параметара у смислу глобалног одговора кардиоваскуларног система код болесника са реуматоидним артритисом и испитивање повезаности циркулишућих маркера ендотелне дисфункције са параметрима запаљења  и степеном активности реуматоидног артритиса.
Материјал и методологија рада, подударни са наведеним у пријави дисертације, презентовани су на одговарајући начин и врло прецизно. Студијски испитаници су били  регрутовани у периоду од 6 месеци и узорак представља 52 пацијената оба пола са постављеном дијагнозом реуматоидног артритиса (АCR /American Coolleg of Rheumatologist/ ревидирани критеријуми за реуматоидни артритис) и започетим лечењем, који су нормотензивни и нису дијабетичари. У студију је бити укључено и 30 здравих испитаника сличног пола и старости као пацијенти и са сличним факторима ризика за кардиоваскуларне
болести, укључујући менопаузу за жене и породичну историју кардиоваскуларних болести. 


Критеријуми искључења за обе групе су обухватали: личну анамнеза о исхемијској болести срца, високи крвни притисак, шећерну болест, повишене нивое холестерола и триглицерида у крви, рану менопаузу, присуство кардиоваскуларних болести у породици. За пацијенте са реуматоидним артритисом критеријуми за искључење били су и ако у терапији користе високе дозе кортикостероида, већу дозу од 10мг дневно и податак да узимају или су били на биолошкој терапији. Испитаници су били укључени у студију ако COX-2 инхибиторе или нестероидне антиинфламаторне лекове узимају само повремено. Испитаници нису узимали храну најмање 12 сати пре студије, конзумирали пића која садрже кофеин најмање 12 сати пре студије, узимали препарате витамина Ц 4-6 сати пре студије. Испитаницима је била узета детаљна анамнеза и обављен физикални преглед. Степен активности/болести је верификован преко индекса DAS 28 (Disease Activity Score). Овај индекс користи 4 параметра: бол и оток зглобова, седиментацију еритроцита и визуелну аналогну скалу бола која је субјективна процена болесника.
У узорцима крви су одређивани параметри повезани са ендотелном дисфункцијом и оксидативним стресом: нитрити (NО2-), супероксид анјон радикал (O2-), водоник пероксид (H2O2), индекс липидне пероксидације (TBARS). Крв је узимана у вакумске епрувете са цитратом, а основна обрада узорака састојала се од одвајања еритроцита од плазме 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. Одређивање концентрације наведених биохемијских параметара вршено је спектрофотометријски. 

Биохемијске анализе крви укључивале су и рутинско одређивање: глукозе, ККС, урее, кратинина, CRP-а, седиментације, фибриногена, холестерола, триглицерида, реуматоидног фактора, анти CCP антитела, вон Вилебрандовог фактора и индекса атеросклерозе.
Процена ендотелне функције вршена је ултразвучном дијагностиком. Испитивање ендотелне функције брахијалне артерије подразумева употребу апарата за ултразвук који је опремљен високо-фреквентном сондом (7-12 MHz). Испитаник је лежао на леђима и након одмора од 10 минута мери се проток и дијаметар брахијалне артерије. Након тога, манжетна тензиметра је постављана на надлактицу испитаника и напумпа се до 300 mmHg у трајању од 3 минута када се брахијална артерија оклудира. Непосредно после попуштања манжетне регистрован је проток и дијаметар брахијалне артерије. Преглед каротидних артерија је подразумевао одређивање дебљине интима-медија комплекса путем ултразвучног прегледа. Испитаник је лежао на леђима, и из одговарајућег положаја се прегледа васкуларном сондом доступни део заједничке каротидне артерије. Сва мерења се понављају у више од пет срчаних циклуса. Поједини параметри су добијени директно током ултразвучног прегледа, други су бити добијени анализом кривуље протока, а неки су изведени одређеним математичким операцијама.
Статистичка обрада података је рађена у статистичком пакету SPSS 10.0 for Windows. Тестирање значајности разлике између група је, у зависности од расподеле, вршено Т-тестом или Mann-Whitney тестом. Поред ових тестова коришћени су и други тестови као секундарна анализа. Такви тестови су нпр. Cox-ов пропорционални модел (за одређивање утицаја коваријабли на секундарни исход – појава било ког нежељеног кардиоваскуларног догађаја), уни- и мултиваријантна анализа варијансе, χ2 тест за тестирање разлике категоријалних варијабли између група и корелациона анализа за тестирање повезаности појединачних варијабли.
Резултати истраживања систематично су приказани и добро документовани са 40 табела и 16 графикона. Показано је генерално, да је код испитаника са реуматоидним артритисом васкуларно ремоделовање процес који наступа брже него ког контролне групе здравих испитаника и манифестује се у виду значајног дебљања интима-медија комлекса a.carotis communis. Такође, да код ових пацијената постоји виши ниво оксидационог стреса него у контролној групи, да антиоксидациони систем није нарушен, али да постоји значајно већа активност фон Вилебрандовог (vWf) фактора у односу на контролну групу здравих испитаника. Овај резултат сугерише да је код пацијената са реуматоидним артритисом присутна ендотелна дисфункција и vWf Act може бити од великог дијагностичког значаја. Генерално, неинвазивне методе као што је ултразвучни преглед каротидне артерије и процене ендотелне функције брахијалне артерије могу бити поуздана и безболна метода у дијагностичкој процени кардиоваскуларног ризика код пацијената са реуматоидним артритисом.
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 "Процена функције ендотела и васкуларног ремоделовања код пацијената са реуматоидним артритисом", 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. Код испитаника са реуматоидним артритисом васкуларно ремоделовање је процес који наступа брже него код контролне групе здравих испитаника и манифестује се у виду значајног дебљања интима-медија комлекса a.carotis communis.
2. Испитивањем повезаности традиционалних фактора ризика и задебљања каротидне артерије показала су да је најзначајнији предиктор повећаног интима-медија комлекса a.carotis communis код испитаника са реуматоидним артритисом систолни крвни притисак, укупни холестерол, ЛДЛ холестерол, мушки пол и Ц реактивни протеин.
3. Испитивањем повезаности нетрадиционалних фактора ризика и задебљања каротидне артерије показала су да је најзначајнији предиктор повећаног интима-медија комлекса a.carotis communis код пацијената са реуматоидним артритисом дужина трајања болести, седименатција, фибриноген, пoзитиван реуматоидни фактор и  активност фон Вилебрандовог фактора.
4. Реуматоидни артритис смањује вазомоторни утицај ендотела a.brachialis. Функционална способност ендотела периферних артреија за ендотел-зависоном релаксацијом (ефекат реактивне хиперемије) значајно опада код пацијената са реуматоидним артритисом у односу на контролну групу здравих испитаника. 
5. Наши резултати показују да од свих примењених облика терапије, мале дозе гликокортикоида у терапији реуматоидног артритиса доводе до статистички значајног побољшања вредности ендотел-зависне вазодилатације a.brachialis код пацијената са реуматоидним артритисом.
6. Код испитаника са реуматоидним артритисом процес васкуларног ремоделовања (дебљање интима-медија комплекса a.carotis communis) није упоредан са смањењем  способности ендотела за ендотел-зависном релаксацијом a.brachialis.
7. Испитивани параметри оксидационог стреса код испитаника са реуматоидним артритисом показују различиту динамику у односу на групу испитаника  (O2-, H2O2 и TBARS су значајно веће вредности док вредности NO не показују значајне промене), што би могло да значи да је код пацијената са реуматоидним артритисом повећан оксидативни стрес у односу на контролну групу.
8. Динамика антиоксидационе заштите је била следећа: вредности SOD су биле статистички веће у групи испитаника са реуматоидним артритисом, док вредности CAT и GSH не показују значајне промене у односу на контролну групу. Наши резултати показују да у реуматоидном артритису није нарушена антиоксидациона заштита.
9. Код испитаника са реуматоидним артритисом је уочена статистички значајана разлика у вредностима vWf Act у односу на контролну групу здравих испитаника. Овај резултата сугерише да је код пацијената са реуматоидним артритисом присутна ендотелна дисфункција  и vWf Act може бити од великог дијагностичког значаја.
10. Неинвазивне методе као што је ултразвучни преглед каротидне артерије и процене ендотелне функције брахијалне артерије могу бити поздана и безболна метода у дијагностичкој процени кардиоваскуларног ризика код пацијената са реуматоидним артритисом.
2.6. Примењивост и корисност резултата у теорији и пракси
На основу резултата ове студије планира се даље изучавање ендотелне дисфункције у реуматоидном артритису, поготову са аспекта нових фактора ризика, модулације досадашњих и увођења нових дијагностичких и терапијских процедура.
2.7. Начин презентирања резултата научној јавности 
Коначни резултати истраживања су публиковани до сада у часописима са међународном индексацијом, а планирано је и објављивање интегралне верзије рада као оригинално истраживање у часопису међународног значаја.
ЗАКЉУЧАК

Комисија за оцену и одбрану завршене докторске дисертације кандидата Асс. др Мирјане Веселиновић под насловом "Процена функције ендотела и васкуларног ремоделовања код пацијената са реуматоидним артритисом" 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 Асс. др Мирјане Веселиновић, урађена pод менторством Проф. др Драгана Ђурића, представља оригинални научни допринос и од великог је научног и практичног значаја за изучавање потенцијалног нових дијагностичких и терапијских приступа у реуматодином артритису.

Комисија са задовољством предлаже Наставно-научном већу Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу да докторска дисертација под називом "Процена функције ендотела и васкуларног ремоделовања код пацијената са реуматоидним артритисом" кандидата Асс. др Мирјане Веселиновић буде позитивно оцењена и одобрена за јавну одбрану.
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1. Проф. др Владимир Јаковљевић, ванредни професор Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Физиологија, председник,

_______________________________________

2. Проф. др Милан Петронијевић, ванредни професор Војномедицинске академије у Београду за ужу научну област Интерна медицина, члан,
________________________________________

3. Доц. др Небојша Тасић, доцент Медицинског факултета Универзитета у Београду за ужу научну област Интерна медицина, члан
______________________________________

Крагујевац, 10. 08. 2012.
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