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На седници Наставно-научног већа Факултета медицинских наука у Крагујевцу, одржаној дана 27.11.2013. године, одлуком бр. 01-12526/3-9 формирана је Комисија за оцену и одбрану завршене докторске дисертације под називом „Утицај малих доза спиронолактона на инфламаторни одговор проузрокован реперфузијом можданог ткива у експерименталном мишјем моделу исхемичног можданог удара“ кандидата др Николе Сладојевића, у следећем саставу:

1. Проф. др Драган Миловановић, редовни професор Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Фармакологија и токсикологија, председник;
2. Проф. др Гордана Тончев, ванредни професор Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Неурологија, члан;
3. Проф. др Александар Рашковић, ванредни професор Медицинског факултета Универзитета у Новом Саду за ужу научну област Фармакологија и токсикологија, члан.
Комисија је прегледала и проучила докторску дисертацију др Николе Сладојевића и подноси Наставно-научном већу следећи

И З В Е Ш Т А Ј

2.1. 
Значај и допринос докторске дисертације са становишта актуелног стања у одређеној научној области

Исхемични мождани удар представља други узрок смртности и први узрок трајног инвалидитета у развијеним земљама. Висока цена лечења и рехабилитације ових пацијената сврстава мождани удар у један од највећих социоекономских проблема данашњег друштва. За сада једини одобрени метод специфичног лечења можданог удара је фибринолитичка терапија употребом рекомбинантног ткивног активатора плазминогена (rt-PA). Предности ове терапијске методе су потврђене у неколико великих студија: ATLANTIS, ECASS 2, ECASS 3 и NINDS. Главни недостаци ове методе су кратак временски „прозор“ деловања, реперфузионо оштећење, едем и хеморагија. У основи свих компликација тромболитичке терапије налази се јак инфламаторни одговор ткива настао наглом реканализацијом крвног суда.

Још увек не постоји адекватна и безбедна антиинфламаторна и неуропротективна терапија која би се користила за смањење ризика од реперфузионог оштећења. У последње време све веће интересовање влада за дејство инхибитора минералокортикоидних рецептора на цереброваскуларне болести. Поред већ познатих терапијских ефеката код хипертензије, хипералдостеронизма и едематозних стања, њихов повољан утицај, доказан у неколико студија, отвара могућност за коришћење спиринолактона за смањење оштећења ткива након реперфузије крвног суда помоћу rt-PA.

Спиринолактон је испољио антиинфламаторно и антифиброзно дејство у терапији стања након инфаркта миокарда, акутне бубрежне инсуфицијенције, хипертензивне дијабетичне нефропатије као и код артритиса. Резултати двеју опсежних студија (EPHESUS, RALES) показали су да мале дозе спиринолактона значајно редукују морбидитет и морталитет код пацијената са срчаном инсуфицијенцијом индукујући регресију хипертрофије леве срчане коморе, добру контролу крвног притиска и превенцију нових кардиоваскуларних оштећења. У експерименталним студијама показао се веома корисним у превенцији можданог удара код спонтано хипертензивних пацова као и у смањењу величине инфаркта мозга код мишева са индукованим можданим ударом. Недостатак минералокортикоидног рецептора на макрофагима доводи до смањења постисхемичког инфламаторног одговора као и смањења величине инфаркта мозга након можданог удара.

Опсежна анализа повољног антиинфламаторног дејства спиринолактона након реперфузионог оштећења мозга и дефинисање молекуларног механизма антиинфламаторног дејства на ендотелним ћелијама мозга, уз досадашње податке, даје нов увид у могућност примене овог добро познатог лека у терапији можданог удара и других инфламаторних стања ендотела која предиспонирају настанак можданог удара.

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“, „SCIndeks“, „Google Schoolar“ помоћу кључних речи: „stroke“, „spirоnolactone“, „reperfusion injury“, „inflammation“, „NF-κB“ не наилази се на студије које су се бавиле анализом антиинфламаторног дејства спиронолактона код исхемичног можданог удара како у експерименталним моделима на животињама тако ни на хуманим узорцима. На основу тога, Комисија константује да докторска дисертација кандидата др Николе Сладојевића под називом „Утицај малих доза спиронолактона на инфламаторни одговор проузрокован реперфузијом можданог ткива у експерименталном мишјем моделу исхемичног можданог удара“, представља резултат оргиналног научног рада на пољу проналажења механизама дејства спиронолактона који учествују у његовом антиинфламаторном и неуропротективном дејству током реперфузионог оштећења можданог ткива након исхемичног можданог удара.

2.3.
Преглед остварених резултата рада кандидата у одређеној научној области

А) Др Никола Сладојевић је рођен 4. октобра 1980. године у Нишу. Медицински факултет Универзитета у Нишу завршио је 2007. године са просечном оценом 9,1. Дипломирао је на тему ˝Избор методе лечења терминалне уремије: хемодијализа, перитонеумска дијализа и трансплантација бубрега”.
Током студија радио је као стручни сарадник на предмету Молекуларна и хумана генетика. У марту 2008. године завршио је Школу резервних официра санитетске службе Министарства одбране у Београду стекавши чин потпоручника. Прва научна искуства стиче 2008. године боравећи на Институту за медицинска истраживања Војномедицинске академијe у Београду. Данас ради на одсеку за неуропатологију Медицинског факултета Универзитета у Мичигену у Ен Арбору (Ann Arbor), Сједињене Америчке Државе. Течно говори енглески језик, ожењен је и отац је једног дечака.
Б) 
Списак објављених радова (прописани минимални услов за 
одбрану докторске дисертације)

Др Никола Сладојевић је аутор и коаутор у 3 рада настала као резултат оргиналног научноистраживачког рада од којих је један објављен у часопису са „СЦИ листе“ категорије М21 и два рада у домаћим часописима категорије М53 који су цитирани у међународним базама података (EMBASE, SCOPUS, Index Copernicus) чиме је испунио прописани услов за одбрану докторске дисертације. Осим тога, аутор је или коаутор већег броја радова, који су у форми сажетка публиковани у међународним или националним часописима, на међународним и домаћим конгресима и скуповима и поглавља у књизи.
1. Stamatovic SM, Sladojevic N, Keep RF, Andjelkovic AV. Relocalization of junctional adhesion molecule A during inflammatory stimulation of brain endothelial cells. Mol Cell Biol 2012; 32(17): 3414-27. М21, 8 бодова
2. Sladojević N, Knežević M, Jović J, Đorđević V. Sindrom nemirnih nogu kod pacijenata na hemodijalizi: učestalost, težina i faktori rizika. Medicinski casopis 2012; 46(3): 138-144. М53, 1 бод.
3. Sladojević N. Uloga proinflamatornih dejstava nikotina na moždanu cirkulaciju kod šloga. PONS - medicinski časopis. 2013; 10(2): 70-3. М53, 1 бод.
2.4. Оцена о испуњености обима и квалитета у односу на пријављену тему

Наслов докторске дисертације и спроведеног истраживања се поклапају. Циљеви истраживања и методологија су идентични са одобреним у пријави тезе.

Докторска дисертација др Николе Сладојевића, написана је на 92 странице и садржи следећа поглавља: увод, циљеве и хипотезе, материјал и методе, резултате, дискусију, закључке и литературу. Дисертација садржи 2 табеле и 20 слика, а поглавље литература садржи 185 цитираних библиографских јединица.

У поглављу „Увод“, аутор јасно, прецизно и свеобухватно износи досадашња сазнања и указује на актуелну проблематику из области етиопатогенезе и терапије исхемичног можданог удара. Кроз неколико поглавља дати су најбитнији и најактуелнији подаци о можданом удару (дефиниција, класификација, епидемиологија, фактори ризика за настанак, клиничка симптоматологија) са посебним освртом на патофизиологију и лечење акутног исхемијског можданог удара. Посебно је важан детаљан опис сигналних путева који су укључени у патофизиолошке механизме болести а који су били предмет истраживања.

У поглављу „Циљеви и хипотезе“ посебно је истакнута основна хипотеза истраживања да употреба спиронолактона након исхемичног можданог удара у експерименталном мишјем моделу доводи до смањења инфламаторног одговора и реперфузионог оштећења можданог ткива.
Материјал и методе рада, подударни су са наведеним у пријави дисертације и приказани су на одговарајући начин и веома прецизно. Истраживање је спроведено по дизајну експерименталне студије. Експерименти су изведени in vitro на bEnd.3 ћелијама и in vivo на мушким јединкама C5BL6 лабораторијских мишева. У студији су коришћене четири експерименталне групе јединики у зависности од типа експериментално изазаване исхемије мозга. Дат је опис два експериментална модела можданог удара, начина детекције иРНК и протеина (Western blot), имунофлуоросцентног бојења и конфокалне микроскопије, одређивања NF(B P65 комплекса, експресије инфламаторних цитокина, одређивања количине течности у мозгу, мерења величине инфаркта мозга и трансендотелијалне електричне резистенције као и неуролошког статуса експерименталних животиња. Све процедуре коришћене у in vivo експериментима су одобрене од стране надлежног Комитета ѕа коришћење и негу лабораторијских животиња.
Резултати истраживања систематично су приказани и добро документовани укључујући и приказе путем 20 слика. Кроз издвојена потпоглавља приказани су резултати дејства спиронолактона и то: а) на bEnd.3 ћелијама (утицај на генску експресију, протеинску експресију, промену трансендотелне резистенције); б) код исхемичног реперфузионог оштећења мозга код C5BL6 лабораторијских мишева (утицај на синтезу инфламаторних медијатора, величину инфаркта мозга, пропустљивост крвно-мождане баријере, неуролошки статус животиња, дужину преживљавања) и в) на активност, стабилизацију и релокализацију транскрипционог фактора NFκB. Приказани резултати су врло детаљни а статистичка анализа је укључила валидне методе, укључујући и тестирање значајности добијених разлика између експерименталних група. Разноврсност коришћених експерименталних техника даје увид у мултипле механизме дејства спиронолактона у датом експерименталном моделу. Комбиновање in vitro и in vivo метода указује и на могуће путеве евентуалних будућих клиничких истраживања у овој области.

У поглављу „Дискусија“ анализирани су добијени резултати и поређени са сличним истраживањима из ове области. Посебно су разматрани експериментални модели у можданом удару, улога спиронолактона као потенцијалног антиинфламаторног лека у терапији реперфузионог оштећења мозга, утицај спиронолактона на тежину неуролошких оштећења код експерименталних животиња и молекуларних механизам антиинфламаторног дејства спиронолактона у датом експерименталном моделу. Разматрана је и могућа повезаност добијених резултата са раније познатим исходима релевантних клиничких истраживања у овој области. Коментари добијених резултата, у светлу досадашњих сазнања, су јасни, логично разматрани кроз аналитичко-синтетички приступ тако да текст дискусије чини прегледним и разумљивим.

Литература је потпуно адекватна по обиму и садржини. Наведене су најзначајније студије у овој области, у међународним оквирима, како оригинални радови тако и прегледни чланци.

На основу претходно изнетих чињеница, Комисија сматра да завршена докторска дисертација под називом „Утицај малих доза спиронолактона на инфламаторни одговор проузрокован реперфузијом можданог ткива у експерименталном мишјем моделу исхемичног можданог удара“ кандидата др Николе Сладојевића представља резулат оригиналног истраживања механизма дејства лека на патофизиолошк епроцесе током исхемичног можданог удара у експерименталним условима. Приложена докторска дисертација др Николе Сладојевића по начину, обиму и квалитету израде у потпуности одговарајо пријављеној и одобреној теми.

2.5. Научни резултати докторске дисертације

Најзначајнији резултати истраживања су садржани у следећим закључцима:
1. Постоји значајно смањење синтезе информационе РНК у И/Р+Спиро групи у односу на И/Р групу ћелија.

2. Смањена је синтеза инфламаторних медијатора у И/Р+Спиро групи у односу на И/Р групу ћелија. Забележена је статистички значајна разлика у нивоима 37 од укупно испитиваних 62 различитих цитокина, адхезионих молекула и хемокина.

3. Забележен је мањи пад трансендотелне резистенције у И/Р+Спиро групи у односу на И/Р групу ћелија.

4. Третман спиринолактоном у дози 1 mg/kg/дан на почетку реперфузије довео је до значајног смањења синтезе инфламаторних медијатора код И/Р+Спиро групе мишева у односу на И/Р групу животиња. Забележена је статистички значајна разлика у нивоима 37 од укупно тестираних 62 различитих цитокина, адхезионих молекула и хемокина.
5. Мерењем величине инфаркта уочено је значајно смањење величине инфаркта код МCAO+Спиро групе животиња у односу на МCAO групу.

6. Примена спиронолактона довела је до смањења пропустљивости крвно мождане баријере. Проценат течности у ткиву мозга код И/Р+Спиро групе је био мањи (85,8%) у односу И/Р групу животиња (93,8%).

7. Животиње третиране спиринолактоном након реперфузије имале су знатно бољи неуролошки статус оличен у функционалном опораваку након исхемичног можданог удара).
8. Животиње које су примале спиринолактон имале су четири пута веће шансе да преживе десет дана након интервенције од животиња без третмана.
9. Aнтиинфламаторно дејство спиринолактона посредовано је стабилизацијом NFκB транскрипционог фактора. Спиринолактон узрокује стабилизацију комплекса IκBα-NFκB доводећи до смањења фосфорилације IκBα и ослобађања активне форме NFκB чиме директо утиче на смањење синтезе инфламаторних медијатора.

2.6. Примењивост и корисност резултата у теорији и пракси

Резултати добијени у овој студији представљају добру полазну тачку за даље испитивање антиинфламаторног дејства овог лека и његову потенцијалну примену као додатне терапијске мере након реканализације крвног суда након исхемичног можданог удара. Показано антиинфламаторно дејство спиринолактона на ендотелне ћелије мозга отвара могућност примене овог лека код свих обољења у чијој се основи налази инфламаторни процес на ендотелним ћелијама смањујући ризик за настанак цереброваскуларних болести. Код пацијената код којих постоји ризик за развој цереброваскуларних обољења због свог антиинфламаторног дејства спиринолактон би могао да има предност у терапији хипертензије у односу на остале антихипертензивне лекове.
2.7. Начин презентирања резултата научној јавности
Део резултата истраживања је у припреми за штампу и биће презентован у форми научних радова као оригинално истраживање у часописима од међународног значаја.
ЗАКЉУЧАК

Комисија за оцену и одбрану завршене докторске дисертације кандидата др Николе Сладојевића под називом „Утицај малих доза спиронолактона на инфламаторни одговор проузрокован реперфузијом можданог ткива у експерименталном мишјем моделу исхемичног можданог удара“ на основу свега наведеног сматра да је истраживање у оквиру тезе засновано на савременим сазнањима и прецизној методологији и да је спроведено на одговарајући, јасан и прецизан начин. Добијени резултати су прегледни, јасни, добро продискутивани и дају значајан допринос проучавању молекуларних механизама и увођењу нових лекова у терапију и превенцију исхемичног можданог удара.


Комисија сматра да ова докторска дисертација, кандидата др Николе Сладојевића, урађена под менторством проф. др Анушке Анђелковић-Zochowski, представља оргинални научни допринос и од великог је научног и практичног значаја у бољем разумевању патофизиолошких механизама исхемичног можданог удара и постављању основа за увођење нових ефикасних и безбедних лекова.

На основу свега изложеног Комисија са задовољством предлаже Наставно-научном већу Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу да прихвати завршену докторску дисертације др Николе Сладојевића под називом „Утицај малих доза спиронолактона на инфламаторни одговор проузрокован реперфузијом можданог ткива у експерименталном мишјем моделу исхемичног можданог удара“ и одобри њену јавну одбрану.
ЧЛАНОВИ КОМИСИЈЕ:

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

2. Проф. др Гордана Тончев, ванредни професор Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Неурологија, члан
_________________________________________

3. Проф. др Александар Рашковић, ванредни професор Медицинског факултета Универзитета у Новом Саду за ужу научну област Фармакологија и токсикологија, члан

_________________________________________

Крагујевац, 02.12.2013. године
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