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 05. 09. 2012. године, одлуком бр. 01-6254/3-10 формирана је Комисија за оцену и одбрану завршене докторске дисертације под називом "Концентрација хистамина у крви болесника са исхемијском болешћу срца" кандидата Асс. др Владимира Здравковића, 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 Зорица Лазић, редовни професор Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Интерна медицина, члан,

3. Проф. др Драган Сагић, ванредни професор Медицинског факултета Универзитета у Београду за ужу научну област Радиологија, члан,
4. Проф. др Сузана Пантовић, ванредни професор Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Физиологија, члан,
5. Проф. др Виолета Ирић-Ћупић, ванредни професор Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Интерна медицина, члан.
Комисија је прегледала и проучила докторску дисертацију Асс. др Владимира Здравковића 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 Владимира Здравковића у наслову "Концентрација хистамина у крви болесника са исхемијском болешћу срца" представља једну од првих студија у свету која се бавила улогом хистамина као медијатора у исхемијској болести срца. 

Хистамин је биогени амин мале молекулске масе и синтетише се из L-хистидина у реакцији коју каталише ензим хистидин декарбоксилаза. Овај амин своје дејство остварује преко четири врсте рецептора који су везана за Г-протеин: "H1", "H2", "H3" и "H4". Хистамин се у нашем организму налази у скоро свим ткивима, а нарочито га синтетишу и секретују мастоцити и базофилни леукоцити. Осим тога хистамин продукују и ендотелне ћелије, тромбоцити, лимфоцити и моноцити/макрофаги.
Повећан број мастоцита је нађен у адвентицији коронарних крвних судова код особа које болују од исхемијске болести срца, посебно у мањим крвним судовима или на месту руптуре плака. Постоје многобројни подаци који указују на везу између инфламације коронарних крвних судова и активације мастоцита у процесу атерогенезе, као и да се овај ефекат једним делом остварује преко "H1" рецептора. Хистамин, такође, повећава пролиферацију и миграцију глатких мишићних ћелија што узрокује задебљање интиме крвних судова у атеросклерози. 

Ефекат хистамина на коронарне крвне судове је резултанта вишеструког утицаја овог молекула на глатке мишићне ћелије и ендотел. Ефекти као што су релаксација или констрикција коронарних крвних судова зависе од врсте организма, нивоа хистамина, дијаметра и тонуса крвних судова, као и места где се ти крвни судови налазе у коронарној циркулацији. 

Као што је већ поменуто, хистамин се ослобађа из активираних тромбоцита што указује на могућу улогу овог амина у патогенези акутног коронарног синдрома – ACS (од енг- acute coronary syndrome). У прилог наведеном, данас се зна да хистамин преко "H1" рецептора изазива експресију ткивног фактора - "TF" (од енг- tissue factor), кључног ензима у активацији коагулације. Додатно, показано је да антагонисти Н2 рецептора поспешују анаеробни метаболизам миокарда у исхемијској болести срца смањујући тако негативне ефекте исхемијско-реперфузионе повреде. Тако, блокада Н2 рецептора утиче на величину инфаркта. Важно је напоменути, да у условима постојања исхемијско-реперфузионе повреде хистамин, делујући на Н1 рецепторе, доприноси развоју малигних поремећаја ритма (комплетни блок у атриовентрикуларном спровођењу, вентрикуларна фибрилација). 

На основу досадашњих истраживања, може се рећи да особе које болују од различитих облика исхемијске болести срца (SCAD и ACS) имају статистички значајно повећан ниво хистамина у крви у односу на здраву популацију, при чему његова концентрација у крви јасно корелира са величином инфарктне зоне и инциденцом вентрикуларних аритмија. Већина података о нивоу хистамина код "АCS" пацијената се односи само на првих 24 сата од акутног догађаја, тако да је његова концентрација у крви у дужем временском периоду непозната. Такође, повезаност хистамина са срчаним аритмијама, као и постојање могуће корелације његове концентације са учесталошћу и врстом аритмија је до сада испитиван само на анималним моделима.
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: "acute coronary syndorem”, “histamine”, “human”, утврђено је да до сада није спроведена студија у којој је процењивана улога хистамина као медијатора у исхемијској болести срца по форми и садржини идентична овој студији. На основу тога, Комисија констатује да докторска дисертација кандидата Асс. др Владимира Здравковића у наслову "Концентрација хистамина у крви болесника са исхемијском болешћу срца", представља резултат оригиналног научног рада на пољу изучавања потенцијално нових дијагностичких и терапијских приступа у акутном коронарном синдрому.
2.3. Преглед остварених резултата рада кандидата у одређеној научној области
А. Асс. др Владимир Здравковић, 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 анализе краткорочног и дугорочног прогностичког значаја нивоа глукозе на пријему (APG) код пацијената са инфарктом миокарда са ST елевацијом (STEMI) код дијабетичара и недијабетичара обухваћено је 115 болесника са STEMI, код којих је извршена проспективна анализа везе између  APG и кратко- и дугорочног морталитета. Резултати ове студије су показали да акутна хипергликемија у присуству STEMI погоршава прогнозу и код болесника са дијабетесом и код оних без дијабетеса. Показано је да су недијабетичари са високим нивоом APG у вишем ризику од морталитета, него болесници са историјом дијабетеса. Ова студија објављена је у часопису категорије М23  (Vojnosanit Pregl. 2010 Apr; 67(4): 291-5). 
У студији која је за циљ имала приказ случаја два болесника са изненадним болом у грудима и вишеструким абнормалним електрокардиограмима, приказани су пацијенти који би у диференцијалној дијагнози могли да буду схваћени као акутни коронарни синдром или хипертрофична кардиомиопатија, са скоро истом клиничком презентацијом. Као крајњи закључак овог рада је да је у оваквим случајевима коронарографија неопходна као дијагностичко средство у постављању дефинитивне дијагнозе. Ова студија објављена је у часопису категорије М23 (Postepy w Kardiologii Interwencyjnej. 2011; 7, 3(25): 265-9). 
У трећој студији, која је директно произашла из истраживања којима се бави докторска дисертација, праћена је концентрација хистамина код пацијената који су били погођени различитим облицима АКС. У студији је показано да су сви пацијенти са АКс имали значајно већу концентрацију хистамина од контролних испитаника, као и да је други пораст концентрације хистамина последица реперфузије након реканализације погођене коронарне артерије. Сходно томе, аутори су закључили да би хистамин могао бити добар прогностички маркер за дефинитивни исход АКС. Ова студија је објављена у часопису категорије М22 (J Biomed Biotechnol. 2011;2011:315709. Epub 2011 Jun 6).
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)
· Mladenović V, Zdravković V, Jović M, Vucić R, Irić-Cupić V, Rosić M. Influence of admission plasma glucose level on short- and long-term prognosis in patients with ST-segment elevation myocardial infarction. Vojnosanit Pregl. 2010 Apr; 67(4): 291-5.  М23 – 3 бода
· Zdravkovic V, Vucic R, Lazic Z, Iric-Cupic V, Jovic M, Davidovic G, Zdravkovic N. Two different ischaemic heart entities with the same clinical presentation. Postepy w Kardiologii Interwencyjnej. 2011; 7, 3(25): 265-9. М23 – 3 бода
· Zdravkovic V, Pantovic S, Rosic G, Tomic-Lucic A, Zdravkovic N, Colic M, Obradovic Z, Rosic M. Histamine blood concentration in ischemic heart disease patients. J Biomed Biotechnol. 2011;2011:315709. Epub 2011 Jun 6 М22 – 5 бодова
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 Владимира Здравковића, написана је на 143 странице и садржи следећа поглавља: Увод, Циљеве истраживања, Методе рада, Резултате, Дискусију, Закључке и Литературу. Рад садржи 8 табела и 13 графикона, илустрован је са 3 слике, док је у поглављу "Литература" цитирана 342 библиографске јединице 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 39 пацијената оба пола којe ce због исхемијске болести срца лече у Клиничком центру у Крагујевцу.

 У студију је било укључено и 30 здравих испитаника сличног пола и старости. Хоспитализованим пацијентима су се у циљу дијагностиковања и адекватног лечења урадиле неопходне анализе које обухватају ЕКГ, крвну слику, липидни статус, ниво серумских ензима (тропонин I, CKMB), ехокардиографију и по потреби коронарографију.
Сви испитаници су били сврстани у четири групе: 

I група: Контролна група од особа одговарајућег пола и узраста, које не болују од кардиоваскуларних болести и нису имале забележена алергијска испољавања.
II група: Особе које болују од стабилне коронарне артеријске болести ("SCAD" пацијенти), што је процењивано на основу симптома који се јављају током физичке активности, ергометријом, ехокардиографијом. 

III група: Особе са акутним коронарним синдромом – "non occlusive type" ("ACSUA" пацијенти), што је процењивано на основу симптома који се јављају у миру, еволутивних електрокардиографских промена (негативни T таласи), нивоа кардиоспецифичних ензима у серуму (тропонин I, CKMB), ехокардиографијом и коронарографијом. 

IV група: Особе са акутним коронарним синдромом – "occlusive type" ("ACSSTEMI" пацијенти), што је процењивано на основу симптома, еволутивних електрокардиографских промена (елевација ЅТ сегмента), нивоа ензима у серуму (тропонин I, CKMB), ехокардиографијом и коронарографијом. 

У оквиру друге, треће и четврте групе су посебно анализирани болесници код којих се јављају поремећаји срчаног ритма. Односно, испитивана је корелација између концентрације хистамина у крви болесника и појаве одређених типова поремећаја срчаног рада. 
У уводном делу кандидат је веома опсежно, јасно и прецизно, користећи најсавременије литературне податке изложио савремена сазнања о улози хистамина као медијатора у исхемијској болести срца. 
У другом поглављу јасно су изложени циљеви  истраживања као и конкретни задаци који су у складу са постављеним циљевима: утврдити ниво хистамина у крви особа које болују од исхемијске болести срца,  испитати да ли концентрација хистамина у крви зависи од облика исхемијске болести срца као што су "SCAD", "ACS- non occlusive" тип, или "ACS-occlusive" тип, утврдити да ли постоји корелација нивоа хистамина у крви и поремећаја ритма који се јављају код особа које болују од исхемијске болести срца.
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 39 пацијената оба пола којe ce због исхемијске болести срца лече у Клиничком центру у Крагујевцу.

 У студију је било укључено и 30 здравих испитаника сличног пола и старости. Хоспитализованим пацијентима су се у циљу дијагностиковања и адекватног лечења урадиле неопходне анализе које обухватају ЕКГ, крвну слику, липидни статус, ниво серумских ензима (тропонин I, CKMB), ехокардиографију и по потреби коронарографију. 
Из крви пацијената, која ће бити узета за рутинске анализе, биће одређиван још један параметар, а то је концентрација хистамина. Концентрација хистамина у периферној крви пацијената ће се тако одређивати из узорака који се прикупљају: 

- у току прва 24 сата од акутног срчаног удара ("ACS-UA" и "ACS-STEMI" пацијенти) и то одмах након њихове медицинске стабилизације, односно
- унутар прва 24 сата од њихове хоспитализације у Клиничком центру Крагујевац ("SCAD" пацијенти), као и у 

- у интервалу од другог до четвртог дана од дана пријема (сви пацијенти) 

- у интервалу од петог до осмог дана од дана пријема (сви пацијенти)
Резултати ове студије су изражени као вредност ± стандардна грешка (ЅЕ). Добијени подаци су статистички били обрађени у SPSS програмому ver 13. Били су представљени табеларно и графиконима, а значајност је тестирана ANOVA тестом и Спирмановим коефицијентом корелације. Статистички значајна разлика у добијеним вредностима између група износила је p<0,05. 

Резултати истраживања систематично су приказани и добро документовани са 8 табела и 13 графикона. Показано је, генерално, да вредност концентрације хистамина од 80 ng ml-1 указује на прелазак стабилног у нестабилни облик исхемијске болести и најављује могући развој малгних поремећаја срчаног ритма.  

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 "Концентрација хистамина у крви болесника са исхемијском болешћу срца", 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. A. Концентрација хистамина у периферној крви контролних испитаника је износила 44.87(1.09 ng ml-1.
Б.  С обзиром да су наведени резултати у сагласности са резултатима других истраживача, може се закључити да је добијена концентрација хистамина у физиолошким оквирима.
2. А.  Концентрација хистамина у периферној крви SCAD, ACS-UA и ACS-STEMI болесника је била статистички значајно већа у односу на контролну групу у сва три периода испитивања.
Б.  У исхемијској болести срца су концентрације хистамина значајно повећане у односу на физиолошке вредности, што је у складу са подацима из литературе.
3. А.  Највећа концентрација хистамина у периферној крви исхемијских болесника је, у сва три периода испитивања, забележена код ACS-STEMI болесника. 
Б.  Најтежи облик исхемијске болести срца карактеришу највеће концентрације хистамина у периферној крви.
4. А.  Концентрација хистамина у прва два испитивана периода је у групи SCAD болесника била статистички значајно нижа у односу на ACS-UA болеснике. У трећем периоду испитивања (од 5. до 8. дана) није било статистички значајне разлике у наведене две групе испитаника.
Б.  У трећем испитиваном периоду долази до стабилизације нестабилне ангине пекторис.

Ц. Из свега наведеног, а због потребе потпуног сагледавања стабилизације нестабилне исхемијске болести, било је неопходно даљу анализу концентрације хистамина разложити на дане.

5. А. У функцији времена, по данима, SCAD болесници одржавају константне вредности концентрације хистамина у периферној крви, док ACS-UA и ACS-STEMI болесници имају пик током другог дана испитивања (пик је у инфаркту миокарда статистички значајно већи у односу на нестабилну ангину пекторис). Осим тога, код ACS-UA болесника, након забележеног пика, долази до бржег пада концентрације хистамина у периферној крви,  тако да се шестог дана ове вредности изједначавају са вредностима хистамина у периферној крви SCAD болесника. Код ACS-STEMI болесника концентрације хистамина и осмог дана испитивања остају на значајно вишем нивоу.
Б. Забележени пик у концентрацијама хистамина, који се јавља током другог дана испитивања у нестабилним облицима исхемијске болести, је реперфузиони пик.
Ц. После петог дана болести долази до стабилизације нестабилне ангине пекторис, највероватније као последица стабилизације атеросклерозног плака.
Д. Анализом резултата, методом ROC криве, је утврђено да вредности хистамина у периферној крви од 80,650 ng ml-1 са високом сензитивношћу и значајном специфичношћу могу да укажу на прелазак стабилног у нестабилан облик исхемијске болести.
6. А.  Вредности маркера миокардне некрозе (cTn I, CKMB) су повећане код  ACS-STEMI болесника, док су код ACS-UA болесника у физиолошким оквирима.
Б. Наведени резултати су у складу са опште прихваћеним и вишеструко потврђеним начином ослобађања маркера миокардне некрозе у акутном коронарном синдрому.
7. А. Концентрације хистамина у свакој од испитиваних група исхемијских болесника нису у статистички значајној корелацији са вредностима маркера некрозе миоцита.
Б.   С обзиром да су концентрације хистамина у периферној крви SCAD и ACS-UA болесника значајно повећане док су вредности маркера некрозе миоцита код наведених болесника у физиолошким оквирима, наши резултати сугеришу да хистамин може бити нови маркер миокардне исхемије. 
8. А.   Исхемијски болесници код којих су регистровани поремећаји срчаног ритма имају статистички значајно веће концентрације хистамина у периферној крви од оних код којих нису регистроване аритмије.
Б.  Наведени резултати указују да хистамин ослобођен у исхемијској болести срца има изражен аритмогени ефекат, што је у складу са подацима из литературе.
9. А. Анализом по групама (SCAD, ACS-UA и ACS-STEMI болесници), регистрована разлика у концентрацијама хистамина код исхемијских болесника са и без поремећаја срчаног ритма је последица разлике која се јавља само код ACS-STEMI болесника. Наиме, једино је у овој групи забележена статистички значајно већа концентрација хистамина и то код болесника са синусном брадикардијом, атриовентрикуларним блоковима, коморским екстрасистолама и коморском тахикардијом. Наведене поремећаје ритма смо означили као "високохистаминске" аритмије, при чему већина спада у малигне. 
Б.  Наведени резултати указују да хистамин ослобођен у инфаркту миокарда може утицати на испољавање "високохистаминских", односно малигних поремећаја срчаног ритма.
10. А. Концентрација хистамина у периферној крви болесника са акутним коронарним синдромом код којих је регистрован неки од "високохистаминских" поремећаја срчаног ритма је била статистички значајно већа од концентрације хистамина измерене код осталих пацијената из наведене групе болесника.

Б. Анализом резултата, методом ROC криве, је утврђено да вредности хистамина у периферној крви од 80,800 ng ml-1 код ACS болесника са  сензитивношћу од 87.5% и специфичношћу од 76.2% указују на појаву "високохистаминских", односно малигних аритмија.

2.6. Примењивост и корисност резултата у теорији и пракси
На основу резултата ове студије планира се даље изучавање улоге појединих медијатора у исхемијској болести срца, 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 Владимира Здравковића под насловом "Концентрација хистамина у крви болесника са исхемијском болешћу срца" 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 Владимира Здравковића, урађена pод менторством Проф. др Мирка Росића, представља оригинални научни допринос и од великог је научног и практичног значаја за изучавање потенцијално нових дијагностичких и терапијских приступа у исхемијској болести срца.

Комисија са задовољством предлаже Наставно-научном већу Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу да докторска дисертација под називом "Концентрација хистамина у крви болесника са исхемијском болешћу срца" кандидата Асс. др Владимира Здравковића буде позитивно оцењена и одобрена за јавну одбрану.
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