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Комисија је прегледала и проучила докторску дисертацију Асс. др Владимира Живковића 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 Живковића у наслову "Ефекти хомоцистеина и супстанци сродних хомоцистеину на кардиодинамику и коронарни проток изолованог срца пацова: улога гасних трансмитера и оксидационог стреса" представља једну од првих студија у свету која се бавила новим приступом у испитивању улоге хомоцистеина и, поготову, супстанци сродних хомоцистеину на кардиоваскуларни система, посебно са аспекта улоге различитих гасних трансмитера и оксидационог стреса у овом феномену.

Дуго времена се веровало да је хиперхомоцистеинемија независан фактор ризика за атеросклерозу, међутим многобројне клиничке студије нису са сигурношћу потврдиле овакав закључак. Истовремено утврђени су многобројни штетни ефекти хомоцистеина, који су између осталог јасно повезани са оксидационим стресом, као и са „хомоцистеинилизацијом протеина“ (нежељено формирање веза између SH група аминокиселина). Ранија истраживања су показала да је хиперхомоцистеинемија удружена са штетним ремоделовањем и слабошћу срчаног мишића. Осим тога, постоје подаци који указују да акутно администрирани хомоцистеин доводи до смањења контракције срчаног мишића, али и коронарне вазодилатације, ефеката у којима не учествују NO или продукти ензима циклооксигеназе, али делимично учествује аденозин.

Гасни трансмитер NO (продукт аминокиселине L-аргинина) је познат као секундарни гласник у многим хомеостатским процесима, али је, између осталог, повезан и са дисфункцијом ендотела и ендокарда. Ендотелна и ендокардна дисфункција се јављају услед деловања фактора ризика (укључујући и хомоцистеин), али и као резултат дисбаланса у продукцији/разградњи NO и О2-. Терапијске стратегије које имају циљ да повећају продукцију NO (и/или смање његову разградњу) и на друге начине побољшају функције ендотела, односно да смање продукцију О2- (и/или повећају његову разградњу) представљају рационалан основ за истраживање на експерименталним моделима, као и за примену код људи.

Гасни трансмитер H2S је у физиолошком смислу секундарни гласник, који се ствара у ћелијама сисара у метаболизму аминокиселине L-цистеина. Његова токсичност је описана још 1713. године. Показано је да стимулише К(АТП) канале у васкуларним глатким мишићним ћелијама, остварујући функцију ендогеном отварача К(АТП) канала и делујући протективно у исхемичном миокарду и септичком шоку. 

Значајне количине H2S стварају се у мозгу, активношћу ензима цистатион бета синтазе (CBS), или у кардиоваскуларном систему и глаткој мускулатури, активношћу ензима цистатион гама лиазе (CSE), где синергистички са NO доводи до релаксације глатке мускулатуре аорте пацова, вазодилатације и хипотензије, такође делујући антиоксидантно и антипролиферативно. Ови ефекти су значајни за одржавање вредности артеријског крвног притиска и структуре крвних судова у физиолошким границама. Смањена продукција H2S је доказана у глаткој мускулатури спонтано хипертензивних пацова, као и у експерименталној хипертензији индукованој блокадом ензима NO синтазе. Дефицит H2S доприноси атерогенези код неких пацијената са хиперхомоцистеинемијом. Описано је да H2S инхибира оштећење срчаног мишића насталог акутном администрацијом хомоцистеина код пацова (интересантно је да и једна и друга супстанца садрже сумпор) мењајући активност миокардног митохондријалног респираторног ланца (ензими: сукцинат дехидрогеназа, цитохром оксидаза и манган супероксид дисмутаза). У регулацији активности H2S укључени су S-аденозил L метионин (SAM) и пиридоксал  фосфат (витамин Б6), који су такође значајни регулатори метаболизма хомоцистеина. 

Гасни трансмитер CO се такође ендогено синтетише дејством специфичног ензима хем оксигеназе (HO-1), и укључен је у одржавање структуре и функције кардиоваскуларног система, али и у патофизиологији кардиоваскуларних обољења, заједно са NO и H2S. Сматра се да HO-1 има позитивне улоге у хомеостази кардиоваскуларног система, имајући у виду продукцију антиоксидантних и вазомодуларних супстанци које настају активацијом овог ензима. Описано је да модулација кључних ензима у синтези NO и H2S значајно мења експресију HO-1 и продукцију CO. 

 Улога оксидационог стреса у патогенези преко двеста акутних и хроничних болести (међу њима и многих кардиоваскулраних обољења) је до сада већ добро позната. Ипак међусобна интеракција оксидационог стреса и гасних трансмитера у условима хиперхомоцистеинемије као и могући ефекти на кардиоваскуларни систем нису скоро уопште испитивани.

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: "homocysteine”, “oxidative stress”, “nitric oxide”, “carbon monoxide” , “hydrogen sulfide” утврђено је да до сада није спроведена студија у којој је процењиван значај улоге хомоцистеина и, поготову, супстанци сродних хомоцистеину на кардиоваскуларни систем, посебно са аспекта улоге различитих гасних трансмитера и оксидационог стреса по форми и садржини идентична овој студији. На основу тога, Комисија констатује да докторска дисертација кандидата Асс. др Владимира Живковића у наслову "Ефекти хомоцистеина и супстанци сродних хомоцистеину на кардиодинамику и коронарни проток изолованог срца пацова: улога гасних трансмитера и оксидационог стреса",  представља резултат оригиналног научног рада на пољу истраживања у области физиологије кардиоваскуларног система.

2.3. Преглед остварених резултата рада кандидата у одређеној научној области
А. Асс. др Владимир Живковић, асистент за ужу научну област Физиологија Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, аутор је или коаутор 17 (седамнаест)  научних радова из области базичне и примењене физиологије.

Прва студија је имала за циљ да испита оксидациони статус 30 професионалних каратиста (током тренажног процеса) у миру и током теста оптерећења. Утврђено је да пажљиво планирана физичка активност не потенцира настанак оксидационог стреса, за разлику од акутног наступа физичког опетерећења. Ова студија је објављена у часопису категорије М23  (Vojnosanit Pregl. 2009; 66(7): 551-5).
Друго истраживање се бавило проучавањем ефеката глукагона на исхемијску вазодилатацију изолованог срца пацова, са посебним освртом на параметре оксидационог стреса, при чему је показано да глукагон може имати веома значајну улогу у контроли коронарне циркулације током исхемије, посредством механизама који укључују секрецију и активност азот моноксида (NО) и хистамина. Ово истраживање је објављено у часопису категорије М22  (J Biom Biotech 2010; 2010: 231832).
У трећој студији је испитивана повезаност феталног дистреса и оксидационог стреса код 22 мајке и новорођенчади са феталним дистресом. Резултати ове студије су потврдили сумњу на постојање оксидационог стреса код мајки и новорођенчади са феталним дистресом, што може бити од изузетног значаја у планирању анти-оксидационе суплементације током трудноће и након порођаја. Ова студија је објављена у часопису категорије М23  (Oxidat Med Cell Long 2010; 3 (3): 214-8).
Четврто истраживање је имало за циљ да испита утицај различитих врста спортова (веслање, бициклизам, теквондо), на развој оксидационог стреса, током прогресивног теста оптерећења. Добијени резултати су показали да врста спортске активности (у смислу аеробно/анаеробних одлика) не утиче битније на продукцију слободних радикала, а тиме и на већи или мањи степен оксидационог оштећења. Ово истраживање је објављено у часопису категорије М23  (Mol Cell Biochem 2011; 355(1-2): 273-9). 
Пета студија је проучавала корелацију између вон Вилебрандовог фактора (vWf), параметарa оксидационог стреса и различитих облика акутног коронарног синдрома (АКС). Студија је обухватила 115 пацијената са различитим облицима АКС и сугерисала да vWf може бити користан маркер у прогнози нежељених кардиоваскуларних догађаја, потврдила корисност анти-оксидационе суплементације код ових пацијената. Ова студија је објављена у часопису категорије М23 (Oxid Med Cell Longev 2011; 2011:918312).
Следеће истраживање је испитивало утицај тромесечног тренажног процеса на редокс статус професионалних каратиста. Након подвргавања каратиста прогресивном тесту оптерећењу на почетку и на крају тренажног циклуса је показано да иако хронична физичка активност, генерално, слаби дејство анти-оксидационог система заштите, током акутног физичког оптерећења реакција поменутог система остаје очувана. Ово истраживање је објављено у часопису категорије М23  (Chin J Physiol. 2012; 29;55(1):8-15).
У студији чији је задатак био да расветли акутне токсичне ефекте органских и неорганских једињења платине на контрактилност и коронарни проток изолованог срца пацова, је закључено да неорганска једињења паладијума (за разлику од органских) индукују изразиту депресију функције миокарда, што може бити од значаја код акутних тровања овим металом. Ова студија је објављена у часопису категорије М22 (Med Chem. 2012; 8(1):9-13).
Наредно истраживање се бавило проучавањем утицаја нитроглицерина на хемодинамске карактеристике портне циркулације и оксидациони статус пацијената са портном хипертензијом. Истраживање је обухватило 39 пацијената са клинички верификованом портном хипертензијом, при чему је забележена поремећена функција ендотела портне циркулације и повишена продукција слободних радикала, што указује на потенцијалну корисност употребе антиоксиданаса код  ових пацијената. Ово истраживање је објављено у часопису категорије М22  (World J Gastroenterol. 2012; 18(4):331-9).
Следећа проспективна студија је имала за циљ да испита клиничку ефикасност дисталне венске анастомозе (ДВА) код 60 пацијената са критичном исхемијом доњих екстремитета, путем одређивања њиховог редокс статуса. Показано је да ДВА не утиче на развој оксидационих оштећења код ових пациjената, чиме се потврдила оправданост примене ове хируршке процедуре. Ова студија је објављена у часопису категорије М23 (Eur Surg Res. 2012; 48(4):200-7).
Наредно истраживање је имало задатак да упореди редокс статуса спортиста (58 младих рукометаша) и неспортиста (37 студената медицине), који су били подвргнути максималном прогресивном тесту оптерећења. Истраживање је указало на разлику у одговору на напор код спортиста и неспортиста и да перманентна физичка активност има велики утицај на редокс равнотежу. Ово истраживање је објављено у часопису категорије М23 (Gen Physiol Biophys 2012; 31(2): 211-9).
У студији чији је циљ био да испита акутни и директни утицај различитих изоформи хомоцистеина на контрактилност, коронарни проток и оксидациони стрес изолованог срца пацова, је показано да Л изоформа ове аминокиселине има најнегативнији утицај на кардиодинамику, као и да ефекти ових једињења на срце нису посредовани оксидационим стресом. Ова студија је објављена у часопису категорије М23 (Mol Cell Biochem. 2012; 370(1-2):59-67).

Следеће истраживање је имало за задатак да одреди корелацију између дебљине зида каротидне артерије и ендотел-зависне вазодилатације код 52 пацијента са реуматоидним артритисом. Резултати су показали постојање повећане дебљине зида и оштећен одговор ендотела на вазодилатацију, што указује на појаву ране ендотелне дисфункције и погоршања атеросклеротских промена је код ових пацијената. Ово истраживање је објављено у часопису категорије М23 (Vasa. 2012; 41(5):343-51).
У студији која се бавила проучавањем утицаја спорт-специфичног и спорт-неспецифичног типа оптерећења на редокс статус спортиста, је закључено да краткотрајна и интензивна физичка активност потенцира оксидациони стрес, за разлику од спорт-специфичног тренинга (који обухвата и период загревања), што може бити значајно у правилном дозирању физичког оптерећења код спортиста. Ова студија објављена је у часопису категорије М23 (Oxid Med Cell Longev. 2012;2012:805850).
Наредно истраживање је имало за циљ да процени утицај шестомесечног тренажног програма на редокс статус младих фудбалера, узраста 12-13 година. На основу добијених резултата је сугерисано да програмирана физичка активност, слично као и у претходној студији има позитивне ефекте на редокс равнотежу. Ово истраживање је објављено у часопису категорије М23 (Acta Physiol Hun 2013; 100(1): 64-76). 
У студији која је испитивала акутни ефекат различитих СОX инхибитора на оксидациони стрес изолованог срца пацова (са посебним освртом на L-аргинин/NO систем), је показано да од свих испитиваних облика СОX инхибитора, аспирин једини узрокује појаву оксидационог стреса, што је вероватно последица блокаде синтезе NO. Ова студија је објављена у часопису категорије М23 (Mol Cell Biochem. 2013; 381(1-2):301-11).
Следећа студија је проучавала утицај хипербаричне оксигенације (ХБО) на протетичку рехабилитацију пацијената са једностраном ампутацијом доњих екстремитета. На основу добијених резултата је закључено да ХБО терапија несумњиво побољшава протетичку рехабилитацију, чиме је указана оправданост коришћења поменуте терапије  (као адјувантне) код ових пацијената. Ово истраживање је објављено у часопису категорије М23 (Undersea Hyperb Med. 2013; 40(3):289-97).
Најновија студија је имала за циљ да расветли акутни ефекат различитих СОX инхибитора на контрактилност и коронарни проток изолованог срца пацова, при чему је указано да само аспирин не оштећује функцију здравог миокарда, као и да интеракција СОX и L-аргинин/NO система у коронарној циркулацији заиста постоји. Ова студија је објављена у часопису категорије М23 (Exp Clin Cardiol. 2013; 18(2):e102-10).
Б. Списак објављених радова (прописани минимални услов за одбрану докторске дисертације)

· Pesić S, Jakovljević V, Cubrilo D, Zivković V, Jorga V, Mujović V, Stojimirović B. Oxidative status evaluation in elite karate athletes during training process
. Vojnosanit Pregl. 2009; 66(7): 551-5. М23 – 3 бода
· Rosic M, Pantovic S, Rosic G, Tomic-Lucic A, Labudovic T, Zivkovic V, Jakovljevic V. Glucagon effects on ischemic vasodilatation in the isolated rat heart. J Biomed Biotechnol. 2010;2010:231832. М22 – 5 бодова
· Raicevic S, Cubrilo D, Arsenijevic S, Vukcevic G, Zivkovic V, Vuletic M, Barudzic N. Andjelkovic N, Antonović O, Jakovljevic V. Oxidative stress in fetal distress: Potential prospects  for  diagnosis.  Oxid  Med  Cell  Long 2010; 3(3): 214-8. М23 – 3 бода
· Cubrilo D, Djordjevic D, Zivkovic V, Djuric D, Blagojevic D, Spasic M, and Jakovljevic V. Oxidative stress and nitrite dynamics under maximal load in elite athletes: relation to sport type. Mol Cell Biochem. 2011 Sep; 355(1-2):273-9. М23 – 3 бода
· Koprivica Z, Djordjevic D, Vuletic M, Zivkovic V, Barudzic N, Andjelkovic N, Djuric D, Iric-Cupic V, Krkeljic J, Jakovljevic V. Von Willebrand factor and oxidative stress parameters in acute coronary syndromes. Oxid Med Cell Longev. 2011;2011:918312. М23 – 3 бода
· Pesic S, Jakovljevic V, Djordjevic D, Cubrilo D, Zivkovic V, Jorga V, Mujovic V, Djuric D and Stojimirovic B. Exercise-induced changes in redox status of elite karate athletes. Chin J Physiol 2012; 55(1): 8-15. М23 – 3 бода
· Vujanac A, Jakovljevic V, Djordjevic D, Zivkovic V, Stojkovic M, Celikovic D, Andjelkovic N, Skevin AJ, Djuric D. Nitroglycerine effects on portal vein mechanics and oxidative stress in portal hypertension. World J Gastroenterol. 2012 Jan 28;18(4):331-9. М22 – 5 бодова
· Peric T,  Jakovljevic VLj, Zivkovic V, Krkeljic J, Petrovic ZD, Simijonovic D, Novokmet S, Djuric DM, Jankovic SM. Toxic Effects of Palladium Compounds on the Isolated Rat Heart. Med Chem 2012; 8(1): 9-13. М22 – 5 бодова
· Djoric P, Zeleskov-Djoric J, Stanisavljevic DM, Markovic ZD, Zivkovic V, Vuletic M, Djuric D, Jakovljevic V. Distal Venous Arterialization and Reperfusion Injury: Focus on Oxidative Status. Eur Surg Res. 2012 Jun 7;48(4):200-207. М23 – 3 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, Jakovljevic V, Djordjevic D, Vuletic M, Barudzic N, Djuric D.The effects of homocysteine-related compounds on cardiac contractility, coronary flow, and oxidative stress markers in isolated rat heart. Mol Cell Biochem. 2012 Nov;370(1-2):59-67. М23 – 3 бода
· Veselinovic MV, Zivkovic VI, Toncev S, Tasic N, Bogdanovic V, Djuric DM, Jakovljevic VLj. Carotid artery intima-media thickness and brachial artery flow-mediated vasodilatation in patients with rheumatoid arthritis. Vasa. 2012 Sep;41(5):343-51. М23 – 3 бода 
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· Barudzic N, Turjacanin-Pantelic D, Zivkovic V, Selakovic D, Srejovic I, Jakovljevic J, Djuric DM, Jakovljevic VLj. The effects of cyclooxygenase and nitric oxide synthase inhibition on oxidative stress in isolated rat heart. Mol Cell Biochem. 2013 Sep;381(1-2):301-11. М23 – 3 бода
· Zivkovic V, Djuric D, Turjacanin-Pantelic D, Marinkovic Z, Stefanovic D, Srejovic I, Jakovljevic V. The effects of cyclooxygenase and nitric oxide synthase inhibition on cardiodynamic parameters and coronary flow in isolated rat hearts. Exp Clin Cardiol. 2013 Spring;18(2):e102-10. М23 – 3 бода
· Simanic I, Teofilovski M, Paspalj D, Radotic M, Djordjevic D, Zivkovic V, Jakovljevic V. Hyperbaric oxygenation accelerates prosthetic rehabilitation of lower limb amputees. Undersea Hyperb Med. 2013 May-Jun;40(3):289-97. 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 Владимира Живковића, написана је на 269 страница и садржи следећа поглавља: Увод, Циљеве истраживања, Методе рада, Резултате, Дискусију, Закључке и Литературу. Рад садржи 31 табелу, 6 слика и 28 графикона, док је у поглављу "Литература" цитирано 599 библиографских јединица из домаћих и иностраних стручних публикација.
У студији је анализирано 225 пацова (Вистар албино сој, мушки пол, старости 8 недеља, телесне масе 250±50г) којима се изоловало срце и перфундовало методом ретроградне перфузије по Лангендорфу (Langendorff apparatus, Experimetria Ltd, 1062 Budapest, Hungary) при константном коронарном перфузионом притиску од 70 сm H2О. Све експерименталне процедуре су урађене у складу sа прописаним актима (EU Directive for the Protection of the Vertebrate Animals used for Experimental and other Scientific Purposes 86/609/ЕЕС) и принципима етичности. Експериментални протокол је одобрен од стране Етичког одбора Медицинског факултета Универзитета у Крагујевцу. 

Истраживање је било подељено у петнаест (15) експерименталних група (15 животиња у групи): 1) контролна група (перфузија комплекsним Krebs-Hensenleit-овим физиолошким раsтвором), 2) администрација DL-хомоцистеина (10(mol/l), 3) администрација DL-хомоцистеин тиолактон хидрохлорида (10(mol/l), 4) администрација L-хомоцистеин тиолактон хидрохлорида (10(mol/l), 5) администрација цинкпротопорфирина IX (10(mol/l), 6) администрација DL-пропаргилглицина (10(mol/l), 7) ко-апликација DL-хомоцистеина (10(mol/l) плус L-NAME (30(mol/l), 8) ко-апликација DL-хомоцистеина (10(mol/l) плус цинкпротопорфирина IX (10(mol/l),  9) ко-апликација DL-хомоцистеина (10(mol/l) плус DL-пропаргилглицина (10(mol/l), 10) ко-апликација DL-хомоцистеин тиолактон хидрохлорида (10(mol/l) плус L-NAME (30(mol/l), 11) ко-апликација DL-хомоцистеин тиолактон хидрохлорида (10(mol/l) плус цинкпротопорфирина IX (10(mol/l),  12) ко-апликација DL-хомоцистеин тиолактон хидрохлорида (10(mol/l) плус DL-пропаргилглицина (10(mol/l), 13) ко-апликација L-хомоцистеин тиолактон хидрохлорида (10(mol/l) плус L-NAME (30(mol/l), 14) ко-апликација L-хомоцистеин тиолактон хидрохлоридс (10(mol/l) плус цинкпротопорфирина IX (10(mol/l),  15) ко-апликација L-хомоцистеин тиолактон хидрохлорида (10(mol/l) плус DL-пропаргилглицина (10(mol/l).

Вредност коронарног протока су одређиване флоуметријски. Након успостављања стабилног срчаног рада, уклањањем леве преткоморе и прокидањем митралне валвуле омогућило би се убацивање сензора (transducer BS4 73-0184, Experimetria Ltd, Budapest, Hungary) у леву комору ради директног и континуираног праћења параметара функције леве коморе: а) dp/dt max - макsимална стопа промене притиска у левој комори, б) dp/dt min - минимална стопа промене притиска у левој комори, в) SLVP - систолни притисак леве коморе, г) DLVP - дијастолни притисак леве коморе, ђ) HR - срчана фреквенца и е) MBP - средњи перфузиони притисак. 

Испитиване супстанце су администриране континуираном перфузијом (минимално 5 мин) док се не постигне стабилни коронарни проток. У прикупљеним узорцима коронарног венског ефлуента спектрофотометријским методама су одређивани следећи параметри оксидационог стреса: индекс липидне пероксидације – мерен као TBARS, азот моноксид у форми нитрита (NO2-), супероксид анјон радикал (O2-), и водоник пероксид (H2О2). 
У уводном делу кандидат је веома опсежно, јасно и прецизно, користећи најсавременије литературне податке изложио савремена сазнања о испитивању улоге хомоцистеина и, поготову, супстанци сродних хомоцистеину на кардиоваскуларни систем, посебно са аспекта улоге различитих гасних трансмитера и оксидационог стреса у овом феномену.
У другом поглављу јасно су изложени циљеви  истраживања као и конкретни задаци који су у складу са постављеним циљевима: евалуација ефеката акутне администрације хомоцистеина и хомоцистеину-сродних супстанци на срчани мишић и коронарну циркулацију  изолованог срца пацова, као и могуће механизме добијених ефеката. Поред ових основних, постављени су и специфични циљеви: испитати ефекте гасних сигналних молекула NO, H2S и CO, у одржавању нормалне функције и структуре кардиоваскуларног система и испитати учешће различитих параметара оксидативног стреса (нитрита (NO2-), супероксид анјон радикала (O2-), липидних пероксида (TBARS) и водоник пероксида (H2О2) на кардиодинамске параметре срчаног рада и коронарну циркулацију.
Материјал и методологија рада, подударни са наведеним у пријави дисертације, презентовани су на одговарајући начин и врло прецизно. Студијски узорак је чинило 225 пацова (Вистар албино сој, мушки пол, старости 8 недеља, телесне масе 250±50г) којима се изоловало срце и перфундовало методом ретроградне перфузије по Лангендорфу (Langendorff apparatus, Experimetria Ltd, 1062 Budapest, Hungary) при константном коронарном перфузионом притиску од 70 сm H2О. Све експерименталне процедуре су урађене у складу sа прописаним актима (EU Directive for the Protection of the Vertebrate Animals used for Experimental and other Scientific Purposes 86/609/ЕЕС) и принципима етичности. Експериментални протокол је одобрен од стране Етичког одбора Медицинског факултета Универзитета у Крагујевцу. 

Истраживање је било подељено у петнаест (15) експерименталних група (15 животиња у групи): 1) контролна група (перфузија комплекsним Krebs-Hensenleit-овим физиолошким раsтвором), 2) администрација DL-хомоцистеина (10(mol/l), 3) администрација DL-хомоцистеин тиолактон хидрохлорида (10(mol/l), 4) администрација L-хомоцистеин тиолактон хидрохлорида (10(mol/l), 5) администрација цинкпротопорфирина IX (10(mol/l), 6) администрација DL-пропаргилглицина (10(mol/l), 7) ко-апликација DL-хомоцистеина (10(mol/l) плус L-NAME (30(mol/l), 8) ко-апликација DL-хомоцистеина (10(mol/l) плус цинкпротопорфирина IX (10(mol/l),  9) ко-апликација DL-хомоцистеина (10(mol/l) плус DL-пропаргилглицина (10(mol/l), 10) ко-апликација DL-хомоцистеин тиолактон хидрохлорида (10(mol/l) плус L-NAME (30(mol/l), 11) ко-апликација DL-хомоцистеин тиолактон хидрохлорида (10(mol/l) плус цинкпротопорфирина IX (10(mol/l),  12) ко-апликација DL-хомоцистеин тиолактон хидрохлорида (10(mol/l) плус DL-пропаргилглицина (10(mol/l), 13) ко-апликација L-хомоцистеин тиолактон хидрохлорида (10(mol/l) плус L-NAME (30(mol/l), 14) ко-апликација L-хомоцистеин тиолактон хидрохлоридс (10(mol/l) плус цинкпротопорфирина IX (10(mol/l),  15) ко-апликација L-хомоцистеин тиолактон хидрохлорида (10(mol/l) плус DL-пропаргилглицина (10(mol/l).

Вредност коронарног протока су одређиване флоуметријски. Након успостављања стабилног срчаног рада, уклањањем леве преткоморе и прокидањем митралне валвуле омогућило би се убацивање сензора (transducer BS4 73-0184, Experimetria Ltd, Budapest, Hungary) у леву комору ради директног и континуираног праћења параметара функције леве коморе: а) dp/dt max - макsимална стопа промене притиска у левој комори, б) dp/dt min - минимална стопа промене притиска у левој комори, в) SLVP - систолни притисак леве коморе, г) DLVP - дијастолни притисак леве коморе, ђ) HR - срчана фреквенца и е) MBP - средњи перфузиони притисак. 

Испитиване супстанце су администриране континуираном перфузијом (минимално 5 мин) док се не постигне стабилни коронарни проток. У прикупљеним узорцима коронарног венског ефлуента спектрофотометријским методама су одређивани следећи параметри оксидационог стреса: индекс липидне пероксидације – мерен као TBARS, азот моноксид у форми нитрита (NO2-), супероксид анјон радикал (O2-), и водоник пероксид (H2О2). 

Резултати истраживања систематично су приказани и добро документовани са 31 табелом, 6 слика и 28 графикона. Показано је да: акутни и директни ефекти хомоцистеина и његових метаболита на изоловано срце пацова подразумевају негативно инотропно, хронотропно, и луситропно дејство, као и вазоконстрикторни утицај на коронарни ендотел, односно изазивају систолну и дијастолну дисфункцију, и редукцију коронарног протока. Добијени ефекти су били израженији употребом оба тиолактон облика хомоцистеина, што може да има и клинички значај, одређивањем ове фракције хомоцистеина у плазми код пацијената са КВБ; инхибиција синтезе CО и H2S је довела до комплетне депресије кардиодинамике изолованог срца пацова и смањења коронарног протока, што је показало да ови гасотрансмитери могу да имају улогу у контракцији кардиомиоцита и контроли коронарног васкуларног тонуса. Обзиром да су поменути ефекти били знатно већи у случају инхибиције CО, кандидат закључује да овај сигнални молекул има већи значај у физиологији миокарда и коронарне циркулације у поређењу са остала два гасотрансмитера; приликом инхибиције синтезе NО, хомоцистеин и његови метаболити и даље показују негативно дејство на функцију миокарда и смањују коронарни проток, што указује да NО нема битнију улогу у ефектима које хомоцистеин остварује на изоловано срце пацова; у одсуству CО, сви испитивани облици хомоцистеина су испољили још снажнији негативни инотропни, луситропни и хронотропни ефекат, као и веће снижење коронарног протока. На тај начин је доказано да овај гасотрансмитер може да има врло значајну улогу у дејствима хомоцистеина на срце; иако је показано да H2S има улогу у функцији срца и регулацији коронарног тонуса, у условима акутног деловања хомоцистеина на срце, поменути гасотрансмитер не доприноси значајно промени ефеката овог тиола, односно изгледа да нема битнији утицај на кардиодинамске ефекте испитиваних облика хомоцистеина; резултати ове студије сугеришу да CО може да буде гасотрансмитер који поседује најважнију улогу у ефектима хомоцистеина и његових метаболита на изoловано срце пацова, тј. да ефекти хомоцистина највише зависе од HО/CО сигналног пута; ефекти хомоцистеина на продукцију различитих реактивних ROS у срцу зависе од облика ове аминокиселине. У том смислу, чини се да је хомоцистеин у својој основној форми (DL Hcy) најмање штетан, односно да, на још увек нејасан начин, може да има потенцијалан анти-оксидациони ефекат. Са друге стране, и тиолактони су такође показали да не индукују оксидациони стрес, мада L Hcy tlhc може бити токсичнији, због повећане продукције H2О2; генерално посматрано, у овом истраживању хомоцистеин и њему сродне супстанце не доводе до развоја оксидационог стреса изолованог срца пацова, што значи да акутни кардиодинамски ефекти различитих облика хомоцистеина највероватније нису били посредовани оксидационим оштећењима, већ другим механизмима који захтевају даља истраживања; приликом инхибиције синтезе CО, продукција већине про-оксидационих маркера је била смањена, што указује да овај гасотрансмитер може да има улогу у одвијању оксидо-редукционих процеса у срцу; H2S не доприноси развоју оксидационог стреса у миокарду и коронарној циркулацији, већ изгледа да поседује одређени антиоксидациони капацитет, који би наредним студијама морао да буде дефинитивно потврђен; ови резултати упућују на потенцијални значај гасотрансмитера као нових и све битнијих чинилаца у одржавању редокс равнотеже КВС-а, што може бити изузетно важно у расветљавању и адекватнијем тумачењу многих кардиоваскуларних болести у чијој патогенези неизоставну улогу има оксидациони стрес; улога L-аргинин/NO система у оксидационим дејствима хомоцистеина зависи превасходно од врсте присутног хомоцистеина. На оксидационе ефекте базичне форме овог тиола NО систем нема претераног утицаја, док тиолактон облици показују већу зависност од присуства овог гасотрансмитера, који изгледа да умањује њихов оксидациони потенцијал; HО/СО систем показује супротан утицај на оксидационе ефекте хомоцистеина и тиолактона. Док у присуству DL Hcy, овај гасотрансмитер покушава да се супротстави оксидационим оштећењима, у случају тиолактона чини се да стимулише њихов прооксидациони ефекат; утицај CSE/H2S система на оксидационe ефектe хомоцистеина и њему сродних супстанци је, у целини гледано, благо антиоксидациони. Прецизније речено, изгледа да хомоцистеин у присуству H2S испољава мањи прооксидациони ефекат, у односу на одсуство продукције овог сигналног молекула; презенмтовани резултати указују да гасотрансмитери дефинитивно могу да имају улогу у оксидационим ефектима хомоцистеина у КВС, што може помоћи у бољем сагледавању и разумевању ових комплексних молекуларних интеракција, чије је учешће у патогенези различитих  КВБ, а самим тим и њиховој ефикаснијој превенцији и терапији, у перспективи несумњивo.
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 "Ефекти хомоцистеина и суптснаци сродних хомоцистеину на кардиодинамику и коронарни проток изолованог срца пацова: улога гасних трансмитера и оксидационог стреса", 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. Акутни и директни ефекти хомоцистеина и његових метаболита на изоловано срце пацова подразумевају негативно инотропно, хронотропно, и луситропно дејство, као и вазоконстрикторни утицај на коронарни ендотел, односно изазивају систолну и дијастолну дисфункцију, и редукцију коронарног протока. Добијени ефекти су били израженији употребом оба тиолактон облика хомоцистеина, што може да има и клинички значај, одређивањем ове фракције хомоцистеина у плазми код пацијената са кардиоваскуларним болестима.

2. Инхибиција синтезе CО и H2S је довела до комплетне депресије кардиодинамике изолованог срца пацова и смањења коронарног протока, што је показало да ови гасотрансмитери могу да имају улогу у контракцији кардиомиоцита и контроли коронарног васкуларног тонуса. Обзиром да су поменути ефекти били знатно већи у случају инхибиције CО, кандидат закључује да овај сигнални молекул има већи значај у физиологији миокарда и коронарне циркулације у поређењу са остала два гасотрансмитера.
3. Приликом инхибиције синтезе NО, хомоцистеин и његови метаболити и даље показују негативно дејство на функцију миокарда и смањују коронарни проток, што указује да NО нема битнију улогу у ефектима које хомоцистеин остварује на изоловано срце пацова.

4. У одсуству CО, сви испитивани облици хомоцистеина су испољили још снажнији негативни инотропни, луситропни и хронотропни ефекат, као и веће снижење коронарног протока. На тај начин је доказано да овај гасотрансмитер може да има врло значајну улогу у дејствима хомоцистеина на срце.

5. Иако је показано да H2S има улогу у функцији срца и регулацији коронарног тонуса, у условима акутног деловања хомоцистеина на срце, поменути гасотрансмитер не доприноси значајно промени ефеката овог тиола, односно изгледа да нема битнији утицај на кардиодинамске ефекте испитиваних облика хомоцистеина. 

6. Резултати ове студије сугеришу да CО може да буде гасотрансмитер који поседује најважнију улогу у ефектима хомоцистеина и његових метаболита на изoловано срце пацова, тј. да ефекти хомоцистина највише зависе од HО/CО сигналног пута.

7. Ефекти хомоцистеина на продукцију различитих реактивних ROS у срцу зависе од облика ове аминокиселине. У том смислу, чини се да је хомоцистеин у својој основној форми (DL Hcy) најмање штетан, односно да, на још увек нејасан начин, може да има потенцијалан анти-оксидациони ефекат. 

8. Генерално посматрано, у овом истраживању хомоцистеин и њему сродне супстанце не доводе до развоја оксидационог стреса изолованог срца пацова, што значи да акутни кардиодинамски ефекти различитих облика хомоцистеина највероватније нису били посредовани оксидационим оштећењима, већ другим механизмима који захтевају даља истраживања.

9. Приликом инхибиције синтезе CО, продукција већине про-оксидационих маркера је била смањена, што указује да овај гасотрансмитер може да има улогу у одвијању оксидо-редукционих процеса у срцу.

10. H2S не доприноси развоју оксидационог стреса у миокарду и коронарној циркулацији, већ изгледа да поседује одређени антиоксидациони капацитет, који би наредним студијама морао да буде дефинитивно потврђен. 

11. Ови резултати упућују на потенцијални значај гасотрансмитера као нових и све битнијих чинилаца у одржавању редокс равнотеже кардиоваскуларног система, што може бити изузетно важно у расветљавању и адекватнијем тумачењу многих кардиоваскуларних болести у чијој патогенези неизоставну улогу има оксидациони стрес.

12. Улога L-аргинин/NO система у оксидационим дејствима хомоцистеина зависи превасходно од врсте присутног хомоцистеина. На оксидационе ефекте базичне форме овог тиола, NО систем нема претераног утицаја, док тиолактон облици показују већу зависност од присуства овог гасотрансмитера, који изгледа да умањује њихов оксидациони потенцијал.

13. HО/СО систем показује супротан утицај на оксидационе ефекте хомоцистеина и тиолактона. Док у присуству DL Hcy, овај гасотрансмитер покушава да се супротстави оксидационим оштећењима, у случају тиолактона чини се да стимулише њихов прооксидациони ефекат.

14. Утицај CSE/H2S система на оксидационe ефектe хомоцистеина и њему сродних супстанци је, у целини гледано, благо антиоксидациони. Прецизније речено, изгледа да хомоцистеин у присуству H2S испољава мањи прооксидациони ефекат, у односу на одсуство продукције овог сигналног молекула. 

15. Добијени резултати указују да гасотрансмитери дефинитивно могу да имају улогу у оксидационим ефектима хомоцистеина у кардиоваскуларном ситему, што може помоћи у бољем сагледавању и разумевању ових комплексних молекуларних интеракција, чије је учешће у патогенези различитих  кардиоваскуларних болсети, а самим тим и њиховој ефикаснијој превенцији и терапији, у перспективи несумњивo.
2.6. Примењивост и корисност резултата у теорији и пракси
Резултати ове студије недвосмислено указују да су дејства хомоцистеина и њему сродних супстанци нераскидиво везана за гасне трансмитере и оксидациони стрес, као и да ефекат на појединачне гасне трансмитере зависи од карактерстика појединачних изоформи хомоцистеина. 

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 Асс. др Владимира Живковића под насловом "Ефекти хомоцистеина и суптснаци сродних хомоцистеину на кардиодинамику и коронарни проток изолованог срца пацова: улога гасних трансмитера и оксидационог стреса" 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 Живковића, урађена под менторством Проф. др Владимир Јаковљевића, представља оригинални научни допринос и од великог је научног и практичног значаја за изучавање испитивању улоге хомоцистеина и, поготову, супстанци сродних хомоцистеину на кардиоваскуларни систем, посебно са аспекта улоге различитих гасних трансмитера и оксидационог стреса у овом феномену.
Комисија са задовољством предлаже Наставно-научном већу Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу да докторска дисертација под називом "Ефекти хомоцистеина и суптснаци сродних хомоцистеину на кардиодинамику и коронарни проток изолованог срца пацова: улога гасних трансмитера и оксидационог стреса" кандидата Асс. др Владимира Живковића буде позитивно оцењена и одобрена за јавну одбрану.
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