УНИВЕРЗИТЕТ У КРАГУЈЕВЦУ

МЕДИЦИНСКИ ФАКУЛТЕТ

ИЗБОРНОМ ВЕЋУ  

ПРЕДМЕТ:

ИЗВЕШТАЈ КОМИСИЈЕ О ОЦЕНИ ЗАВРШЕНЕ

ДОКТОРСКЕ ДИСЕРТАЦИЈЕ

На седници Изборног већа Медицинског факултета у Крагујевцу, одржаној дана 04. 04. 2012. године, одлуком бр. 01-2151/3-15 формирана је Комисија за оцену и одбрану завршене докторске дисертације под називом "Ефекти ацетилсалицилне киселине на изоловано срце пацова: интеракција L-arginin:NO система, циклооксигеназног система и оксидативног стреса" кандидата Асс. мр сци мед др Дренке Турјачанин-Пантелић, у следећем саставу:

1. Проф. др Гвозден Росић, редовни професор за ужу научну област Физиологија, Медицински факултет Универзитета у Крагујевцу, председник,

2. Проф. др Оливера Станојловић, ванредни професор за ужу научну област Физиологија, Медицински факултет Универзитета у Београду, члан,

3. Доц. др Александра Рашић-Марковић, доцент за ужу научну област Физиологија, Медицински факултет Универзитета у Београду, члан.

Комисија је прегледала и проучила докторску дисертацију Асс. мр сци мед др Дренке Турјачанин-Пантелић и подноси Изборном већу следећи

ИЗВЕШТАЈ

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

Докторска дисертација кандидата Асс. мр сци мед др Дренке Турјачанин-Пантелић у наслову "Ефекти ацетилсалицилне киселине на изоловано срце пацова: интеракција L-arginin:NO система, циклооксигеназног система и оксидативног стреса" представља једну од првих студија у свету која се бавила проценом утицаја различитих селективних инхибитора  циклооксигеназе (COX), поготову са аспекта ефеката ацетилсалицилне киселине на оксидациони стрес у кардиоваскуларном систему. 
Свега неколико аутора је показало да инхибиција циклооксигеназе (COX) нема значајан утицај на коронарну ауторегулацију, изузев статистички незначајне вазоконстрикције при свим вредностима коронарног перфузионог притиска. Незнатно снижење cAMP је тешко објаснити, уколико знамо да је овај секундарни гласник одговоран за  активност PGI2. Међутим, објашњење за ову динамику ослобађања cAMP лежи у отпуштању виских доза аденозина, чија  је активност такође cAMP-зависна. Ова сазнања сугеришу да би инхибиција неког аутакоида (PGI2), могла бити компензована повећаном продукцијом неког другог аутакоида, или његовим смањеним преузимањем у ћелије, што је једна од наших претпоставки. Управо због оваквих контроверзних резултата претходних истраживања је и циљ ове студије био да испит ефекте два широко коришћена COX инхибитора (ацетилсалицилна киселина и мелоксикам), као и њихове комбиноване ефекте са инхибитором синтазе азотног моноксида, поготову у спрези са L-arginin:NO системом и оксидационим стресом.


Постојање евидентне улоге ових контролних механизама у коронарној ауторегулацији, пружа нам реалну могућност да претпоставимо да између њих постоји заједничко деловање, те би испитивање ефекта ове интеракције у контроли срчане контрактилности и коронарне циркулације, обзиром на оскудне литературне податке, био несумњиво значајан. Такође додатну ноту оригиналности овом истраживању би донела и анализа оксидативног статуса као важне карике у објашњењу потенцијалних резултата.
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: "specific COX inhibitors”, “oxidative stress”, “coronary circulation”, “isolated rat heart”, утврђено је да до сада није спроведена студија у којој је процењивана улога оксидационог стреса у ефектима инхибитора COX по форми и садржини идентична овој студији. На основу тога, Комисија констатује да докторска дисертација кандидата Асс. мр сци мед др Дренке Турјачанин-Пантелић, у наслову "Ефекти ацетилсалицилне киселине на изоловано срце пацова: интеракција L-arginin:NO система, циклооксигеназног система и оксидативног стреса", представља резултат оригиналног научног рада на пољу изучавања сигналних механизама у кардиоваскуларном систему.
2.3. Преглед остварених резултата рада кандидата у одређеној научној области

А. Асс. мр сци мед др Дренка Турјачанин-Пантелић, асистент на предмету Физиологија Медицинског факултета Универзитета у Београду, аутор је или коаутор више научних радова из области базичне и примењене физиологије.
У студији која се бавила ефектима различитих доза лизин-ацетилсалицилата (растворљивог облика аспирина)  на број леукоцита периферне крви (PWBC) и на број еозинофилних гранулоцита у отисцима слезине неинбредних заморчића мушког пола показано је да лизнин-ацетилсалицилат у дози од 50 mg/kg или 100 mg/kg, i.p., дневно у току пет дана, није довео до промене броја леукоцита, лимфоцита, неутрофила и моноцита, у поређењу са контролама. Међутим у дози од 50 mg/kg, лизин-ацетилсалицилат је довео до статистички високо сигнификантног повећања броја еозинофила у отисцима слезине у поређењу са контролама. Резултати сугерирају да би мале дозе могле селективно повећати продукцију и/или мобилизацију еозинофила крви и да би простагландини, могли инхибирати еозинофилну продукцију.Ова студија објављена је у часопису категорије М23 (Acta veterinaria (Beograd). 2010;60(4):355-62).
У студији која се бавила испитивањем корелације између концентрације магнезијума у перитонеалној течности и HAMA скора у инфертилних жена са ендометриозом потврђено је да постоји корелација и да концентрација магнезијума. Ово истраживање, је спроведено на 87 жена, 40 жена саендометриозом и 47 жена са другим узроцима стерилитета. Ова студија објављена је у часопису категорије М23 (Psychiatr Danub. 2010;22(1):64-7).

Студија у којој је су испитивани утицаји времена проведеног испред телевизијског или компјутерског екрана, пушења и дужине времена спавања на боди мас индекс (BMI) показано је да мушкарци и пушачи проводе више времена за компјутером него жене, али не постоји веза између боди мас индекса и времена проведеног испред телевизијског или компјутерског екрана.Ова студија објављена је у часопису категорије М23 (Rev Med Chile 2010; 139: 896-901).
Студија у којој су поређени резултати оперативног лечења тубоперитонеалног инфертилитета применом лапароскопије и класичне лапаротомије показала је да хируршко лечење тубоперитонеалног инфертилитета, без обзира на то да ли је изведено класичном операцијом или лапароскопски, довело је до великог броја трудноћа и да су велике предности ових метода у односу на in vitro фертилизацију, као последњу могућност у лечењу инфертилитета и да не смеју бити занемарене. Ова студија објављена је у часопису категорије М23 (Војносанитетски преглед 2009; 66 (1):57-63).
Студија у којој су испитивани утицаји пептида спавања и његових аналога смањење интензитета метафитом изазване епилепсије код пацова показала је потентну антиепилептичку активност делта пептида и његових аналога. Ова студија објављена је у часопису категорије М51 (Meдицински преглед 2007; 60(9-10): 436-440).
Кандидаткиња 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)
      Turjacanin-Pantelic D, Pantic I, Pantic S, Garalejic E, Jovic D, Arsic B. Effects of aspirin on the number of peripheral white blood cells and spleen eosinophils in guinea-pigs.  Acta veterinaria (Beograd). 2010;60(4):355-62. М23 – 3 бода
     Garalejić E, Bojović-Jović D, Damjanović A, Arsić B, Pantić I, Turjacanin-Pantelić D, Perović M. Hamilton anxiety scale (HAMA) in infertile women with endometriosis and its correlation with magnesium levels in peritoneal fluid. Psychiatr Danub. 2010;22(1):64-7. М23 – 3 бода
   Pantic I,  Malbasa M,  Ristic S, Turjačanin D, Medenica S, Paunovic J, Pantic S. Screen viewing, BMI, cigarette smoking and sleep duration in Belgrade University student population: results of an observational, cross-sectional study. Rev Med Chil 2011;139:896-901. М23 – 3 бода
    Turjačanin-Pantelić D, Bojović-Jović D, Arsić B, Garalejić E. Rezultati savremenog operativnog lečenja tuboperitonealnog infertiliteta. Vojnosanitetski pregled 2009; 66 (1):57-63. М23 – 3 бода
 Stanojlović O, Hrnčić D, Turjačanin D, Živanović D, Šušić V. Delta sleep-inducing peptide and its analogues alleviate the severity of metaphit-induced audiogenic seizures in rats. Medicinski pregled 2007;  60(9-10): 436-440. М51 – 2 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. мр сци мед др Дренке Турјачанин-Пантелић, написана је на 204 странице и садржи следећа поглавља: Увод, Циљеве истраживања, Материјал и методе, Резултате, Дискусију, Закључке и Литературу. Рад садржи 72 табеле и 72 графикона, увод је илустрован са 10 шема, док је у поглављу "Литература" цитирана 371 библиографска јединица из домаћих и иностраних стручних публикација.

Материјал и методологија рада, подударни са наведеним у пријави дисертације, презентовани су на одговарајући начин и врло прецизно. У студији су коришћена изолована срца пацова Wistar albino соја. Начин селектовања испитаника за студију детаљно су и јасно описани. Извођење ове студије одобрио је Етички одбор за добробит експерименталних животиња Медицинског факултета Универзитета у Крагујевцу. 
У уводном делу кандидаткиња је веома опсежно, јасно и прецизно, користећи најсавременије литературне податке изложила савремена сазнања о вези између сигналних механизама у регулацији коронарне циркулације, а у које су укључени COX и оксидациони стрес.
У другом поглављу јасно су изложени циљеви  истраживања као и конкретни задаци који су у складу са постављеним циљевима: ефекат специфичних COX инхибитора на оксидациони стрес је завистан од примењене дозе, претпостављајући да најниже дозе немају ефекат на оксидациони стрес, док највише дозе могу утицати прооксидантно.
Методологија рада је јасно и прецизно изнесена. Описана је врста експерименталних животиња која је употребљена у истраживању, описан је протокол истраживања и наведени статистички тестови коришћени за анализу података. Експериментална истраживања су спроведена на изолованом срцу пацова Wистар соја, мушког пола, старости 8 недеља, просечне телесне масе 180-200 g према модификованој техници изолованог ретроградно перфундованог срца по Langendorff-у, са константним параметром притиска у коронарним крвним судовима, док је коронарни проток био зависна варијабла. Истраживање је било подељено у шест (VI) експерименталних група, и то: а) контролна (перфузија комплексним Krebs-Hensenleit-овим физиолошким раствором), б)  перфузија са 100 μM ацетилсалицилне киселине, в) перфузија са 30 μM L-NAME (инхибитор НО синтазе), г) перфузија са 0.3 μM и 3 μM мелоксикама (парцијални инхибитор циклооксигенате тип 2), д) перфузија са са 100 μM ацетилсалицилне киселине плус 30 μM L-NAME, ђ) перфузија са 0.3 μM и 3 μM мелоксикама (парцијални инхибитор циклооксигенате тип 2) плус 30 μM L-NAME

У узорцима коронарног венског ерфлеунта су одређивани следећи параметри оксидационог стреса: индекс липидне пероксидације (мерен као TBARS), супероксид анион радикал (О2-) и водоник пероксид (H2O2). У свакој експерименталној групи је било по 12 (дванаест) експерименталних животиња, док су у статистичкој обради података коришћена двофакторска анализа варијансе са поновљеним мерењима, као и Студентов Т-тест за везане узорке. Сва истраживања су спроведена у Лабораторији за експерименталну кардиоваскуларну физиологију Медицинског факултета Универзитета у Крагујевцу.

Резултати истраживања систематично су приказани и добро документовани са 72 табеле и 72 графикона. Показано је генерално, да је примењени инхибитор COX-2 имао значајан антооксидациони ефекат на миокард, изузимајући појединачна одступања применом мање дозе (0,3μM), док је у случају примене ацетилсалицилне киселине+ L-NAME дошло до испољавања јачег антиоксидационог ефекта на изолованом срцу пацова него код појединачне примене сваког од њих,  што указује на интеракцију L-arginin:NO система, циклооксигеназног система и оксидационог стреса. На овај начин смо показали да ови агенси немају прооксидациони ефекат, који би могао значајно оштетити миокард а да примена инхибитора COX-2 има бољи антиоксидациони и хипотензивни ефека у односу на примену ацетилсалицилне киселине

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 ацетилсалицилне киселине на изоловано срце пацова: интеракција L-arginin:NO система, циклооксигеназног система и оксидативног 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. Ацетилсалицилна киселина у дози од 100μМ није довела до значајне промене нивоа ослобођених нитрита, H2О2 и TBARS у коронарном венском ефлуенту, нити је довела до значајне промене dP/dt max, dP/dt min, MBP, HR. Што се тиче динамике O2-, једино је дошло до  статистички значајног пораста овог параметара, а SLVP и DLVP су сигнификантно смањени.  Сумарно,  ацетилсалицилна киселина  у  примењеној  дози није довела  до промена испитиваних параметара оксидационог стреса, што искључује њен прооксидациони ефекат а указује на њен хипотензивни ефекат.
2. Ефекти мовалиса на динамику ослобођених TBARS и H2О2 и dP/dt max, су били зависни од примењене дозе: у дози од 3μМ је довео до статистички значајне редукције нивоа, док у  дози од 0,3 μМ  није довео до статистички значајне промене нивоа ослобођених TBARS и H2О2. На  остале  параметре оксидационог стреса  мовалис није имао статистички значајног ефекта. Минимална вредност промене притиска у левој комори (dP/dt min) и систолни притисак у левој комори (SLVP) су сигнификантно смањени и са 3 µM и 0.3 µM мовалисa.Средњи перфузиони притисак (MBP) је сигнификантно повећан са 0.3 µM мовалисa, док са 3 µM мовалисa није сигнификантно промењен. Срчана фреквенца (HR) није сигнификантно промењена  ни са једном дозом. Овај резултат намеће закључак да је делом ефекат мовалиса антиоксидациони, хипотензивни и повећава средњи коронарни перфузиони притисак. 
3. L-NAME у дози од 30μM је довео до значајног смањења нивоа ослобођених нитрита, H2О2, TBARS, dP/dt max, dP/dt min, HR и SLVP, а  није довео до значајне промене О2- и DLVP. Средњи перфузиони притисак (MBP) је сигнификантно повећан са 30μM L-NAME. Овај резултат намеће закључак да је делом ефекат L-NAME антиокисдациони, хипотензивни и смањује фреквенцу срца.
4. Ефекти мовалиса+L-NAME на динамику ослобођених нитрита, TBARS и H2О2 и dP/dt max, су били зависни од примењене дозе: у дози од 3μМ је довео до статистички значајне редукције нивоа NO, H2О2 и DLVP, док у  дози од 0,3 μМ  није довео до статистички значајне промене нивоа ослобођенихи NO, H2О2 и DLVP. На  остале  параметре оксидационог стреса  мовалис није имао статистички значајног ефекта. O2-, dP/dt max,  dP/dt min, SLVP и HR су сигнификантно смањени и са 3µM+ и 0.3 µM мовалисa +L-NAME. Средњи перфузиони притисак (MBP) је сигнификантно повећан са 0.3µM мовалисa+L-NAME, док са 3µM мовалисa+L-NAME није сигнификантно промењен. Срчана фреквенца (HR) није сигнификантно промењена  ни са једном дозом. Овај резултат намеће закључак да је делом ефекат мовалиса антиокисдациони, хипотензивни и повећава средњи коронарни перфузиони притисак. 
5. Ефекти ацетилсалицилне киселине+L-NAME су значајно смањење нивоа ослобођених, O2-, H2О2, TBARS, dP/dt max, dP/dt min, SLVP, DLVP  и HR, а нису довели до значајне промене нитрита и MBP. Сумарно,  ацетилсалицилна киселина+ L-NAME у  примењеној  дози су довели  до  значајних промена испитиваних параметара што указује на њихов антиоксидациони, хипотензивни ефекат и смањење фреквенце срца.
6. Генерално се може закључити да је примењени инхибитор COX-2 имао значајан антооксидациони ефекат на миокард, изузимајући појединачна одступања применом мање дозе (0,3μM). Док је у случају примене ацетилсалицилне киселине+L-NAME дошло до испољавања јачег антиоксидационог ефекта на изолованом срцу пацова него код појединачне примене сваког од њих,  што указује на интеракцију L-arginin:NO система, циклооксигеназног система и оксидационог стреса. На овај начин  је показано да ови агенси немају прооксидациони ефекат, који би могао значајно оштетити миокард а да примена инхибитора COX-2 има бољи антиоксидациони и хипотензивни ефека у односу на примену ацетилсалицилне киселине што је делимично у супротности са постаљеном хипотезом.
2.6. Примењивост и корисност резултата у теорији и пракси
На основу резултата ове студије планира се даље изучавање утицаја инхибитора COX на коронарну циркулацију, поготову са аспекта утицаја на оксидациони стрес, потенцира се одусуство њихових штетних утицаја на миокард, а за неке и потенцијално антиоксидационо дејство, што даје нови допринос изучавању ових врло популарних агенаса у свакодневној клиничкој пракси.
2.7. Начин презентирања резултата научној јавности 
Коначни резултати истраживања су били и биће презентовани на научним скуповима у форми постер или усмене презентације, 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. мр сци мед др Дренке Турјачанин-Пантелић под насловом "Ефекти ацетилсалицилне киселине на изоловано срце пацова: интеракција L-arginin:NO система, циклооксигеназног система и оксидативног 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. мр сци мед др Дренке Турјачанин-Пантелић, урађена под менторством Проф. др Владимира Јаковљевића, представља оригинални научни допринос и од великог је научног и практичног значаја за формирање нових сазнања о ефектима циклооксигеназе (COX) у кардиоваскуларном систему.
Комисија са задовољством предлаже Изборном већу Медицинског факултета Универзитета у Крагујевцу да докторска дисертација под називом "Ефекти ацетилсалицилне киселине на изоловано срце пацова: интеракција L-arginin:NO система, циклооксигеназног система и оксидативног стреса" кандидата Асс. мр сци мед др Дренке Турјачанин-Пантелић буде позитивно оцењена и одобрена за јавну одбрану.
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