УНИВЕРЗИТЕТ У КРАГУЈЕВЦУ
ФАКУЛТЕТ МЕДИЦИНСКИХ НАУКА

НАСТАВНО-НАУЧНОМ ВЕЋУ

ИЗВЕШТАЈ КОМИСИЈЕ О ОЦЕНИ ЗАВРШЕНЕ

ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ
На седници Наставно-научног већа Факултета медицинских наука у Крагујевцу, одржаној дана 27.11.2013. године, одлуком бр. 01-12526/3-12 формирана је Комисија за оцену и одбрану завршене докторске дисертације под називом „Испитивање биолошких ефеката екстракта плода Crataegus nigra Wald. et Kit“ кандидата дипл. фарм. Марије Поповић Миленковић, у следећем саставу:
1. Доц. др Срђан Стефановић, доцент Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, за ужу научну област Клиничка фармација, председник
2. Доц. др Марина Костић, доцент Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, за ужу научну област Фармакологија и токсикологија, члан
3. Проф. др Силва Добрић, редовни професор Медицинског факултета Војномедицинске академије Универзитета одбране у Београду за ужу научну област Фармакологија и токсикологија, члан
Комисија је прегледала и проучила докторску дисертацију кандидата Марије Поповић Миленковић 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
Докторска дисертација кандидата дипл. фарм. Марије Поповић Миленковић под називом „Испитивање биолошких ефеката екстракта плода Crataegus nigra Wald. et Kit.“, урађена под менторством проф. др Слободана Јанковића, представља студију из области фармакогнозије и експерименталне фармакологије која се бавила актуелном и веома значајном проблематиком изучавања могућности и оправданости употребе једне посебне врсте лековитог биља у превенцији и лечењу обољења која у данашње време у великој мери оптерећују у погледу ресурса ограничене здравствене системе и друштво у целини. У овом истраживању је, уз испитивање хемијске природе фармаколошки активних састојака екстракта плода панонског црног глога, ретке и еколошки специфичне врсте ове лековите биљке, по први пут анализирано његово антиоксидантно, антимикробно, анксиолитичко и хипнотичко дејство на одговарајућим експерименталним моделима. Будући да се ради о природном извору лековитих супстанци, значај ове докторске дисертације огледа се пре свега у прецизном сагледавању хемијског састава и утврђивању биолошког и фармаколошког деловања екстраката до сада неистражене биљке у наведеном контексту. 
Истраживање је засновано на савременим научним сазнањима, методолошки је добро постављено и спроведено на одговарајући начин, а како је у питању лековита биљка која се као и друге бројне врсте из истог рода већ користи у традиционалној медицини и то углавном у терапији болести кардиоваскуларног система, резултати ове студије указују на могућност њене ефикасне примене и у другим значајним индикацијама, што подржава општи тренд ка све већој заступљености самомедикације са свим својим предностима у савременим модалитетима лечења. Осим тога, проистекли резултати свакако представљају добру основу за будућа технолошка и евентуална клиничка истраживања, на основу којих би се употреба дозираних фармацеутских облика панонског црног глога могла позиционирати као саставни део рационалне фитотерапије различитих обољења од посебног интереса за време у коме живимо.
2.2. Оцена да је урађена докторска дисертација резултат оригиналног научног рада кандидата у одговарајућој научној области
Прегледом доступне литературе прикупљене детаљним и систематским претраживањем доступних биомедицинских база података „Medline“, „Embase“, „ScienceDirect“ и „Cochrane database of systematic reviews“, помоћу следећих кључних речи (и њихових комбинација): „Crataegus nigra extract“, „pharmacological activity“, „biological activity“, biological properties”, „antioxidant effects“ „antimicrobial activity“, „antibacterial activity“, „anxiolytic effects“, „hypnotic effects“, „flavonoids“, „procyanidins“, “phenolic compounds“, утврђено је да до сада није спроведена студија са идентичним истраживачким питањем и методолошким приступом у проучавању фармаколошких својстава црног глога (Crataegus nigra). На основу тога, Комисија констатује да докторска дисертација кандидата дипл. фарм. Марије Поповић Миленковић, под називом „Испитивање биолошких ефеката екстракта плода Crataegus nigra Wald. et Kit.“, представља резултат оригиналног научног рада у области фармакогнозије и експерименталне фармакологије.
2.3. 
Преглед остварених резултата рада кандидата у одређеној научној области
А. Лични подаци
Дипломирани фармацеут Марија Поповић Миленковић рођена је 14.11.1975. године у Крагујевцу. Завршила је Крагујевачку гимназију, а након тога Фармацеутски факултет Универзитета у Београду. Од 2001. године до данас ради као фармацеут у Апотекарској установи (данас „Апотеци“) у Крагујевцу, где је једно време обављала функцију помоћника директора за фармацеутску делатност и начелника једне од највећих градских апотека. У периоду 2002-2003. год. предавала је Фармацеутску технологију у Средњој медицинској школи у Крагујевцу. На Фармацеутском факултету у Београду 2007. године завршила је академску специјализацију из Фармацеутске здравствене заштите. Студент је треће године Академских докторских студија на Факултету медицинских наука у Крагујевцу. 
Кандидат дипл. фарм. Марија Поповић Миленковић до сада је као аутор или коаутор публиковала и презентовала на домаћим и међународним скуповима више стручних и научних радова, чија се тема односила на различите проблеме из области клиничке и експерименталне фармакологије и свакодневне фармацеутске праксе. Стални је предавач на програмима континуиране медицинске едукације у организацији установе у којој је запослена.
Б. 
Списак објављених радова (прописани минимални услов за одбрану докторске дисертације)
1. Popović-Milenković M, Tomović M, Branković S, Ljujić B, Janković S. Antioxidant and Anxiolytic Activities of Crataegus Nigra Wald. et Kit Berries. Acta Pol Pharm 2014; 71(2): in press (M23 – 3 бода).  
2. Kostic M, Jovanovic S, Tomovic M, Popovic Milenkovic M, Jankovic S. Cost – effectiveness analysis of tоcilizumab in combination with methotrexate for rheumatoid arthritis: a Markov model based on data from a Balkan country in socio – economic transition. Vojnosanit Pregl 2014; 71(2): In press (M23 – 3 бода)
3. Dostić PM, Tomović TM, Popović-Milenković TM, Stefanović MS, Janković MS. Risk factors for intraoperative arrhythmias in general surgery patients operated under general anesthesia. Med Glas 2012; 9(2): 204-10. (M23 - 3бода). 
2.4.
Оцена о испуњености обима и квалитета у односу на пријављену тему

Наслов докторске дисертације и урађеног истраживања се поклапају. Одобрени циљеви истраживања и постављени циљеви у раду су идентични. Примењена методологија истраживања идентична је са одобреном. 
Докторска дисертација дипл. фарм. Марије Поповић Миленковић „Испитивање биолошких ефеката екстракта плода Crataegus nigra Wald. еt Kit“ садржи следећа поглавља: Увод, Циљеви и хипотезе, Материјал и методе, Резултати, Дискусија, Закључци и Литература. Рад садржи 11 табеларних приказа и 15 слика, док је у поглављу Литература, према важећим правилима, цитирано 165 библиографских јединица из савремене домаће и светске литературе.
У уводном делу и теоретском разматрању, кандидат је позивајући се на валидне литературне податке јасно и прецизно изложио актуелна сазнања о својствима биљке Crataegus nigra Wald. еt Kit и самог рода Crataegus (глог). Приказане су ботаничке особине и хемијска карактеризација рода Crataegus, његова употреба у традиционалној медицини, као и студије које су доказале фармаколошка својства биљака које припадају истом роду. У делу који описује особине рода Crataegus детаљно и јасно су описане морфолошке карактеристике овог рода, као и саме врсте Crataegus nigra. Међутим, како су досадашња испитивања Crataegus nigra била усмерена само на ботаничке и морфолошке карактеристике, у литератури нема података о хемијском саставу и фармаколошким особинама ове врсте. Хемијском карактеризацијом различитих врста рода Crataegus утврђено је присуство флавоноида, флавоноидних гликозида, процијанидина, док су фармаколошка испитивања показала кардиопротективно, антиоксидативно, антимикробно, анксиолитичко и гастропротективно деловање.
У другом поглављу дисертације, јасно су изложени циљеви студије, конкретни задаци у складу са постављеним циљевима и хипотезе истраживања. Основни циљ истраживања је испитивање анксиолиточког, хипнотичког, и антимикробног деловања водено-етанолног екстракта плодова Crataegus nigra. Ради спровођења циљева ове студије урађено је следеће: 1) Сакупљена је биљна дрога, 2) Направљен је водено- етанолни екстракт дроге, 3) Извршена је анализа хемијског састава добијеног екстракта, 4) Спроведено је in vivo испитивање анксиолитичког деловања екстраката на експерименталном моделу, 5) Спроведено је испитивање хипнотичког деловања екстраката на експерименталном моделу in vivo, 6) Испитано је антимикробно деловање екстраката у in vitro условима на чистим бактеријским културама. 
Постављене су следеће хипотезе истраживања: а.) Фенолна једињења доминирају по садржају у водено-етанолном екстракту; б.) Постоје значајне разлике између групе мишева изложене екстракту Crataegus nigra и контролне групе мишева у времену проведеном у отвореним крацима подигнутог крстастог лавиринта, као и у броју улазака у отворене краке; в.) Постоје значајне разлике у дужини спавања између група мишева изложених и неизложених екстракту Crataegus nigra; г.) Постоје значајне разлике у величини зоне инхибиције раста патогених микроорганизама у хранљивој подлози при коришћењу екстраката Crataegus nigra и стандардних антибиотика коришћених као контроле. 
Материјал и методе истраживања подударни су са наведеним у пријави докторске дисертације и презентовани на одговарајући начин. За потребе ове докторске дисертације коришћен је плод самоникле врсте Crataegus nigra Wald. еt Kit. Плодови Crataegus nigra су сакупљани у јесен, септембра месеца 2010 године, као зрели, црни плодови. Станиште са кога је узет материјал је село Сусек у близини Беочина, место поред Новог Сада. Плод црног глога је сушен на промајном месту заштићеном од директне сунчеве светлости, 10 дана. До израде екстракта чуван је у фрижидеру на температури 6-80C. Непосредно пред израду екстракта плод је самлевен, и тако осушен и самлевен коришћен за израду екстракта. Хемијска анализа је обухватала одређивање садржаја укупних фенола, флавоноида, кондензованих танина, квантификацију фенолних једињења и одређивање антиоксидативне ативности припремљеног екстракта. У циљу одређивања антиоксидативне активности испитивани екстракт је припремљен у седам различитих концентрација. Потом је за сваку концентрацију направљена радна проба која представља смешу раствора 1,1`-дифенил-2-пикрилхидразил радикала (ДППХ), екстракта и метанола. Апсорбанција радних проба, корекције и контроле је мерена на 515 nm. На исти начин су испитивани и коришћени стандарди (бутил хидрокси толуол, бутил хидрокси анизол и кверцетин). За сваку концентрацију екстракта / стандарда израчунат је капацитет хватања ДППХ радикала, а антиоксидативна активност је изражена преко IC50, што представља концентрацију екстракта (µg/ml) / стандарда потребну за неутралисање 50% ДППХ радикала. Детаљно је презентована метода утврђивања анксиолитичке и хипнотичке активности на бихејвиоралним експерименталним моделима („подигнути крстасти лавиринт“, односно „време спавања индуковано кетамином“), где је „златни стандард“ за поређење био диазепам. Као експерименталне животиње коришћени су мушки и женски BALB/c мишеви, старости 5-6 недеља и тежине 20-22g. Мишеви су боравили у средини са контролисаним условима, а пре извођења самог експеримента седам дана су се прилагођавали, односно боравили у простору где ће експеримент бити изведен. Експеримент је спроведен након што је добијена сагласност Етичког одбора Медицинског факултета у Крагујевцу. Прецизно и јасно је изложена и методологија in vitro извођених испитивања антимикробне активности. Као контрола коришћени су цефтриаксон код бактеријских сојева и нистатин код гљивице. За статистичку обраду података добијених у експерименту одређивања анксиолитичке и хипнотичке активности коришћена је једносмерна анализа варијансе (one-way ANOVA) са „post hoc“ анализом „Bonfferoni“ тестом. Показатељем статистичке значајности разлике између упоређиваних група сматрана је вредност p<0.05. Резултати антимикробног деловања изражени су величином зона инхибиције за сваки диск и приказани дијаграмом расипања, а регресионе праве су рачунате методом најмањих квадрата. Сва статистичка израчунавања рађена су помоћу комерцијалног програмског пакета SPSS.
Резултати истраживања су систематично приказани и добро документовани одговарајућим табелама и сликама. Фитохемијска анализа испитиваних екстраката указује на сличност у хемијском саставу анализиране биљке са осталим биљним врстама истог рода. Плодови Crataegus nigra су богати у садржају укупних фенола и кондензованих танина. Идентификовани су деривати фенола, као и флавоноида и флавоноидних хетерозида присутних у екстракту. Показано је да водено-етанолни екстракт плодова панонског црног глога поседује антиоксидативну активност,  анксиолитички и умерени хипнотички ефекат, као и значајну антимикробну активност на чистим културама бактерија Escherichia coli и Staphylococcus aureus. Међутим, такво деловање није показано и за испитивани сој гљивице Candida albicans који је испољио потпуну резистенцију независно од примењене концентрације (количине) екстракта.
У поглављу Дискусија детаљно су објашњени резултати истраживања и упоређени са литературним подацима других аутора из ове области, са посебним освртом на поређење са фармаколошким ефектима других врста глога. Дата су и могућа објашњења добијених резултата у светлу познатих чињеница које се односе на испитивану проблематику. Коментари резултата су језгровити, а начин приказивања чини их прегледним и разумљивим. 
На основу свих претходно изнетих чињеница, Комисија сматра да завршена докторска дисертација кандидата дипл. фарм. Марије Поповић Миленковић под називом „Испитивање биолошких ефеката екстракта плода Crataegus nigra Wald. еt Kit“, 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. Хемијском анализом водено-етанолног екстракта плодова Crataegus nigra Wald. et Kitt. уочено је да су у највећој мери присутни флавоноидни хетерозиди, фенолна једињења и процианидини. Од флавоноидних хетерозида се по количини издвајају кверцетин-3-О-рутинозид (рутин), кверцетин-3-О-глукозид (изокверцитрин),  кверцетин-3-О-галактозид (хиперозид), док је од бројних идентификованих фенолних једињења у највећој мери присутана 5-О-кафеоилхинска киселина. 

2. Испитивани екстракт Crataegus nigra је помоћу неутрализације 1,1`-дифенил-2-пикрилхидразил радикала (ДППХ тест) показао антиоксидативну активност. Она је слабија у поређењу са испитиваним стандардима (бутил хидрокси толуол, бутил хидрокси анизол и кверцетин), али је зато упоредива са антиоксидативном активности коју показују друге врсте глога.
3. Водено-етанолни екстаркат плодова Crataegus nigra је показао заначајни анксиолитички ефекат. У односу на контролну групу, дозе екстракта од 300 и 600 mg/kg довеле су до статистички значајног повећања укупног времена које су експерименталне животиње проводиле у отвореним крацима лавиринта, као и повећања процента броја улазака у отворене краке, при чему је најуочљивији ефекат добијен после примене дозе од 300 mg/kg. Међутим, иако је ова доза екстракта доводила до значајно веће анксиолизе у односу физиолошки раствор, такав ефекат није добијен и у поређењу са диазепамом. 

4. Водено-етанолни екстаркат плодова Crataegus nigra је показао значајан хипнотички ефекат у дозама од 300 и 600 mg/kg, које су довеле до статистички значајног повећања времена спавања у поређењу са физиолошким раствором. Међутим ни овде није било значајне разлике између групе мишева који су примили диазепам и група које су примале екстракт. У случају да се установи одсуство резидуалног седативног ефекта код испитиваног екстракта, он би могао да буде погодна алтернатива дугоделујућим бензодиазепинима као што је диазепам.
5. Водено-етанолни екстракт плодова Crataegus nigra у концентрацијама од 50 до 150 mg/ml испољава антимикробну активност према Escherichia coli, у концентрацијама 100 - 150 mg/ml и према Staphylococcus aureus, док с друге стране, ни једна примењена концентрација није довела до инхибиције раста гљивице Candida albicans. 

6. Антибактеријско деловање екстракта је било најизраженије при највећим испитиваним концентрацијама, и износило је 114.28% активности цефтриаксона за Escherichia-у coli, односно 59.37% за Staphylococcus aureus. 
2.6. Примењивост и корисност резултата у теорији и пракси
Добијени резултати испитивања фитохемијских и фармаколошких карактеристика панонског црног глога (Crataegus nigra Wald. et Kit) указују на оправданост примене ове лековите биљке у традиционалној медицини и у другим индикацијама поред оне у којој се већ користи, чиме се стварају реалне основе за даља технолошка усавршавања и производњу лековитих препарата на бази ове биљке, као и њихова клиничка испитивања са циљем прецизног дефинисања места и значаја лека у савременим терапијским модалитетима посматрано са становишта унапређења рационалне употребе лекова. Такође, позитивни прелиминарни резултати у вези са испољавањем антимикробног деловања испитиваних екстраката, отварају перспективе за нова истраживања у овој области, чији би резултати могли имати велики значај за свакодневну праксу с обзиром на растући проблем бактеријске резистенције на антибитике који се данас рутински користе у превенцији и лечењу инфекција.
2.7.  
Начин презентирања резултата научној јавности 
Рад проистекао из овог истраживања, који се односи на испитивање антиоксидантног и анксиолитичког деловања екстракта плода панонског црног глога, прихваћен је за публиковање у часопису од међународног значаја, а планирано је и да остали резултати ове комплексне студије буду објављени као оригинално истраживање у часопису идентичног ранга, односно презентовани на научним и стручним скуповима у форми усмене или постер презентације.
ЗАКЉУЧАК

Комисија за оцену и одбрану завршене докторске дисертације кандидата дипл. фарм. Марије Поповић Миленковић под називом „Испитивање биолошких ефеката екстракта плода Crataegus nigra Wald. et Kit“, сматра да је истраживање у оквиру тезе утемељено на актуелним сазнањима и валидној методологији и да је прецизно и адекватно спроведено.
Комисија сматра да докторска дисертација дипл. фарм. Марије Поповић Миленковић, урађена под менторством проф. др Слободана Јанковића, представља оригинални научни допринос у потпунијем сагледавању фитохемијских особености плода панонског црног глога (Crataegus nigra Wald. et Kit) и доказивању његових фармаколошких својстава.
Комисија са задовољством предлаже Наставно-научном већу Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу да докторска дисертација под називом „Испитивање биолошких ефеката екстракта плода Crataegus nigra Wald. et Kit“ кандидата дипл. фарм. Марије Поповић Миленковић буде позитивно оцењена и одобрена за јавну одбрану.

У Крагујевцу, 18.12.2013. године
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