УНИВЕРЗИТЕТ У КРАГУЈЕВЦУ
ФАКУЛТЕТ МЕДИЦИНСКИХ НАУКА
КРАГУЈЕВАЦ

 1. Одлука Наставно-научног већа

Одлуком Наставно-научног већа Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу, број 01-12526/3-3, од 27. 11. 2013. године, именовани су чланови комисије за оцену научне заснованости теме докторске дисертације кандидата Др Петра Ристића, под називом:
„Утицај селективне блокаде елемената ткивног ренин ангиотензин алдеостерон система на изоловано срце пацова у хемијски изазваном Diabetes mellitus-у“

Чланови комисије су:

1. проф. др Миодраг Лукић, професор емеритус Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Микробиологија и имунологија, председник 

2. НС Верица Милошевић, научни саветник ИБИ „Синиша Станковић“ Универзитета у Београду, члан
3. проф. др Владимир Јаковљевић, ванредни професор Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Физиологија, члан
4. проф. др Владимир Штрбак, редовни професор Медицинског факултета Универзитета у Братислави за ужу научну област Патолошка физиологија, члан
5. проф. др Олга Пеханова, редовни професор, Институт за нормалну и патолошку физиологију, Словачка академија наука, Братислава, члан
2. Извештај комисије о подобности теме
2.1.  Кратка биографија кандидата

Др Петар Ристић је рођен 16. 06. 1971. године у Београду. Дипломирао je на Медицинском факултету  Универзитета у Београду 1997. године. Специјализацију из Интерне медицине завршио 2002. год, а субспецијализацију из ендокринологије 2007. год. Стално је запослен при Mинистарству одбране у Војномедицинској Академији  од 2002. године. Ради као ендокринолог са постављењем Начелника ендокринолошког кабинета у Дијагностичко-Поликлиничком  Центру ВМА. Др Петар Ристић је професионално војнo  лице од  2002. године, тренутно у чину мајора. Похађао је школу добре клиничке праксе и стекао   GCP сертификат 2012. године. Учесникje клиничке студије NN 1250-3944
Усмени докторски испит на предмету Клиничка и експериментална интерна медицина положио је у марту 2011 године на Факултету медицинских наука Универзитета у Крагујевцу.

Говори енглески језик и познаје рад на рачунарима
2.2. Наслов, предмет и хипотеза докторске дисертације
Наслов: „Утицај селективне блокаде елемената ткивног ренин ангиотензин алдеостерон система на изоловано срце пацова у хемијски изазваном Diabetes mellitus-у“

Предмет: Утврђивање измена у функцији миокарда и коронарног протока насталих у анималном моделу дијабетичне кардиомиопатије.

Хипотеза: Дијабетична кардиомиопатија се у највећој мери огледа у дијастолној дисфункцији, мањој мери систолној дисфункцији и незнатно измењеној коронарној ауторегулацији у смислу повећане ригидности крвних судова.
2.3.  Подобност кандидата
Кандидату је објављен један рад у целини за штампу у рецензираном часопису са CC/SCI листе, у коме је први аутор, чиме је испунио услов за пријаву докторске тезе:
Ristic P, Bokonjic D, Zivkovic V, Jakovljevic V, Zdravkovic M, Pejovic J, Ristic D, Mladenovic J. Subcutaneous adipose tissue measurements and better metabolic prediction. Central European Journal of Medicine 2013; 8(2): 237-43 М23=3 бода
2.4.  Преглед стања у подручју истраживања
Diabetes mellitus је хронично обољење растуће инциденце и преваленце. Последице метаболичких поремећаја захватају све органске системе  и доводе до њихове дисфункције. Из тог ралога хроничне комликације дијабетеса представљају највећи изазов и највећи трошак у лечењу ових болесника, што је и закључак  опсежне  CODE 2 студије.
Кардиоваскуларна обољења су 2-4 пута чешћа међу оболелим од дијабетеса и водећи су узрок њиховог морталитета. У инфаркту миокарда морталитет оболелих од дијабетеса је 4 пута већи за мушкарце и 7 пута за жене у односу на оолеле из опште популације што говори о специфичном оштећењу кардиоваскуларног система у дијабетесу.  Дијабетична кардиомиопатија ДЦМП  је појам који се појављује још од 1972 године када је Rubler  на патохистолошком препарату миокарда дијабетичара уочио промене настале у одсуству  хипертензије, исхемиске болести или алкохолизма. Крактерише је примарно дијастолна дисфункција коју прати каснија систолна дисфункција.
Данас  се у жижу научног интересовања када је у питању патогенеза дијабетичне кардиомиопатије поставља ренин ангиотензин алдостерон систем  (РААС) за који се схавтило да представља кључни медијатор у испољавању последица хроничне хипергликемије на ткива. Дијабетес карактерише појачана активност РААС(4). Преко 90 % РААС чини ткивни РААС стим да и у овом случају разликујемо интрацелуларни и екстрацелуларни ткивни РААС. Ови системи међусобно интерагују али се и разликују по начину стварања кључних метболита а самим тим  и реаговању на савремене тераписке опције блокаде РААС. Ткивни РААС синтетишу и кардиомиоцити и срчани фибробласти.Екстрацелуларни АТII регулише  артериски притисак као и хомеостазу електролита и течности док интрацелуларни АТII омогућава трајну активацију РААС повећавајући генску експресију за ангиотензиноген, ренин, и АТ1 рецептор и у кардиомиоцитима и у фибробластима. Ова два система унутар ткивног РААС делују синергистички. У дијабетесу концентрација интрацелуларног АТII расте 3.4 пута у односу на здраве а још двоструко више ако је придружена хипертензија. Интрацелуларни ткивни АТII је двојног порекла, са једне стране ствара се од унутарћелиски створених ангиотензиногена,  ренина и химаза а са друге стране бива након секреције интернализован путем АТ1 рецептора. Синтеза интрацелуларног АТII највећим делом је посредована химазама а не АЦЕ, зато инхибитори АЦЕ не  умањују значајно синтезу интрацелуларног АТII. У стању хипергликемије  у кардиомиоцитима АТII ствара  превасходно интрацелуларно дејством ренина и химаза а у фибробластма срца ткивни РААС се ствара дејством ренина и АЦЕ и интрацелуларно и екстрацелуларно. Инхибитори АЦЕ стога делују превасходно на  ткивни РААС створен из фибробласта. Блокатори АТ1 рецептора такође не болокирају у потпуности ткивне ефекте интрацелуларног РААС.
У последње време се увиђа да досадашњи начини блокаде РААС, инхибитори АЦЕ и блокатори АТ1 рецептора, нису довољно ефикасни у блокади ткивног РААС a да овакви медикаменти треба да представљају окосницу у  терапији  хроничних компликација дијабетеса. За разлику од класичних блокатора РААС  инхибитор ренина показује ефекат и на интрацелуларни и ектсрацелуларни ткивни РААС. Ренин у срчаном ткиву је двојног порекла. Један део је директно синтетисан од прекурсора створених у самом ткиву а други од проренина из циркулације интернализованог у ћелије ткива. Проренин је значајно повећан у циркулацији оболелих од дијабетеса.
Апсолутна блокада РААС неможе сама по себи бити циљ.У децембру 2012 велика међународна група објављује резултате по којима додавање алискирена класичним блокаторима РААС није довело до бољитка, напротив студија је прекинута и овакво се поступање не препоручује.
Aлдостерон се ствара у надбубрегу али и директно синтетише у ткивима. Разликују се геномски и негеномски ефекти алдостерона. Негеномски ефекти наступају брже. Алдостерон  доприноси развоју кардијалне фиброзе пре свега потенцирањем ефеката АТ II преко АТ1 рецептора. Многи негативни ефекти алдостерона на миокард  остварују се преко минералокортикостероидног рецептора МР. У дуготрајној блокади РААС са АЦЕИ и блокаторима АТ1 рецептора  долази до бега алдостерона односто до његовог пораста и поред великих доза и/или комбинованог дејства. У експерименту на изолованом срцу пацова перфузија и спиринолактоном-блокатором алдостеронског рецептора  и алдостероном води у акутно негеномско појачање контрактилности, што се додатно појачава комбинованом перфузијом. Наведено чини испитивање ефеката спиринолактона на дијабетичну кардиомиопатију изазовним.

Блокатори АТ-1 рецептора делују превасходно контролишући ефекте оксидативног стреса на ткиво миокарда. Са друге стране АЦЕИ остарују ефекте највише модулацијом L-arginin-NO система. За АЦЕИ се раније се сматрало да делују на L - arginin -NO систем  преко брадикинина  али су новија испитивања указала на кључну улогу АЦЕ 2 и ангиотензина (1-7). Параметри оксидативног стреса и метаболизма  L-arginin-NO система су од великог значаја у тумачењу ефеката блокаде РААС на дијабетичну кардиомиопатију.

2.5. Значај и циљ истраживања 
Значај студије

Кардиоваскуларна обољења су водећи узрок смртности код оболелих од дијабетеса и значајно чешће и теже погађају оболеле од дијабетеса него општу популацију. Дијабетична кардиомиопатија води превасходно у дијастолну а касније и систолну дисфункцију и пре него што се испољи исхемиска болест срца. Кључни узрочник ремоделовања ткива је хронична хипергликемија а модулатор значајно појачана активност ренин ангиотензин алдостерон система (РААС) и то превасходно у ткивима. РААС превасходно делује модулацијом ефеката оксидативног стреса  али и бројним другим механизмима. Сложеност произилази из ткивне синтезе бројних елемената РААС унутар миокарда те присуства њихових рецептора на ћелиској мембрани и унутар ћелија. Блокада РААС се данас постиже инхибиторима АЦЕ, блокаторима АТ1 рецептора, инхибиторима ренина и блокадом рецептора за алдостерон. Сваки од поменутих начина доприноси блокади РААС али међу њима постоје и значајне разлике.
Циљ и хипотезе студије
Основна хипотеза студије је да се дијабетична кардиомиопатија у највећој мери огледа у дијастолној дисфункцији, мањој мери систолној дисфункцији и незнатно измењеној коронарној ауторегулацији у смислу повећане ригидности крвних судова.
Генерални циљ истраживања је изазивање инсулинопенијског дијабетеса хемијском методом, употребом 60мг/кг стрептозоцина ип, а након тога измерити кардиодинамске параметре и параметре коронарне ауторегулације у Langendorff-овом  моделу изолованог срца у контролној групи здравих, код дијабетичне кардиомиопатије и у свим  радним групама, као и одредити улогу оксидативног стреса и L-arginin-NO система у овом феномену.
.

2.6. Веза истраживања са досадашњим истраживањима

Кардиоваскуларна обољења су водећи узрок смртности код оболелих од дијабетеса и значајно чешће и теже погађају оболеле од дијабетеса него општу популацију. Дијабетична кардиомиопатија води превасходно у дијастолну а касније и систолну дисфункцију и пре него што се испољи исхемиска болест срца. Кључни узрочник ремоделовања ткива је хронична хипергликемија а модулатор значајно појачана активност ренин ангиотензин алдостерон система (РААС) и то превасходно у ткивима. РААС превасходно делује модулацијом ефеката оксидативног стреса  али и бројним другим механизмима. Сложеност произилази из ткивне синтезе бројних елемената РААС унутар миокарда те присуства њихових рецептора на ћелиској мембрани и унутар ћелија. Блокада РААС се данас постиже инхибиторима АЦЕ, блокаторима АТ1 рецептора, инхибиторима ренина и блокадом рецептора за алдостерон. Сваки од поменутих начина доприноси блокади РААС али међу њима постоје и значајне разлике.
Сви модулатори РААС делују делом контролишући ефекте оксидативног стреса на ткиво миокарда или модулацијом L-arginin-NO система. За АЦЕИ се раније се сматрало да делују на L - arginin -NO систем  преко брадикинина  али су новија испитивања указала на кључну улогу АЦЕ 2 и ангиотензина 1-7. Параметри оксидативног стреса и метаболизма  L-arginin-NO система су од великог значаја у тумачењу ефеката блокаде РААС на дијабетичну кардиомиопатију.
2.7. Методе истраживања

Врста студије

Експериментална студија.

Популација која се истражује
Планирано истраживање би обухватило 140 пацова, Wistar соја, мушког пола, старости 8 недеља, просечне телесне масе 180-200 грама. Животиње би биле чуване у стандардним лабораториским условима у металним кавезима са изменама светлости и таме на 12 сати.Темпеартура би била подешена на 23 степена целзијусове скале. Вода и  уобичајена лабораториска исхрана аd librum. Пре индукције дијабетеса постојао би адаптациони период од две недеље.

Дијабетес би био индукован након 12 часовног гладовања давањем 60мг/кг Стрептозоцина раствореног у 1 мл 0.05 М раствора цитратоног пуфера PH 4.5 убрзо након вађења из фрижидера. На овај начин администрације се избегава утицај само раствора стрептозотоцина на потенцијалне ацидо-базне поремећаје, јер је раствор овог агенса изразито кисео. Овакав модел омогућава развој хипоинсулинемиског дијабетеса без кетозе и значајног електролитног дисбаланса. Администрација би била интраперитонеално у дорзалом положају у каудални део абдоминалне шупљине након премазивања места убода повидон јодом. Употребили би стерилну иглу 25 G. Гликемија преко 11.1 mmol/l дуже  од 24 часа након дате терапије (очекивано после 48-72 часа) сматрала би се доказом за постојање дијабетеса. Гликемије би биле одређиване након пункције репне вене.Дијабетичне животиње биле би надаље чуване при истим условима следеће 4 недеље. Дужина трајања хипергликемије пре жртвовања животиња је предвиђена на основу прегледа резултата претходних студија на моделу дијабетеса индукованог код пацова. На основу детаљног прегледа више модела индукције дијабетеса код пацова и развоја почетне дисфункције миокарда, што ће бити тема овог истраживања, почетне промене дијастолне функције леве коморе које се региструју на изолованом срцу пацова се развијају већ након 7 дана, док се промене притиска кроз зид леве коморе у току систоле (LV dP/dt max) региструју већ након три седмице. Ово време се разликује у односу на развој кардиомиопатије, детерминисане ултразвучно , а које износе 12 седмица. 

Животињама  би се након еутаназије изоловало срце и перфундовало према модификованој техници изолованог ретроградно перфундованог срца по Langendorff-у. 
Експериментални протокол је одобрен од стране Етичког одбора за добробит експерименталних животиња Медицинског факултета Универзитета у Крагујевцу.

Материјал и методе
Дијабетес би био индукован након 12 часовног гладовања давањем 60мг/кг Стрептозоцина раствореног у 1 мл 0.05 М раствора цитратоног пуфера PH 4.5 убрзо након вађења из фрижидера. На овај начин администрације се избегава утицај само раствора стрептозотоцина на потенцијалне ацидо-базне поремећаје, јер је раствор овог агенса изразито кисео. Овакав модел омогућава развој хипоинсулинемиског дијабетеса без кетозе и значајног електролитног дисбаланса. Администрација би била интраперитонеално у дорзалом положају у каудални део абдоминалне шупљине након премазивања места убода повидон јодом. Употребили би стерилну иглу 25 G. Гликемија преко 11.1 mmol/l дуже  од 24 часа након дате терапије (очекивано после 48-72 часа) сматрала би се доказом за постојање дијабетеса. Гликемије би биле одређиване након пункције репне вене.Дијабетичне животиње биле би надаље чуване при истим условима следеће 4 недеље. Дужина трајања хипергликемије пре жртвовања животиња је предвиђена на основу прегледа резултата претходних студија на моделу дијабетеса индукованог код пацова. На основу детаљног прегледа више модела индукције дијабетеса код пацова и развоја почетне дисфункције миокарда, што ће бити тема овог истраживања, почетне промене дијастолне функције леве коморе које се региструју на изолованом срцу пацова се развијају већ након 7 дана, док се промене притиска кроз зид леве коморе у току систоле (LV dP/dt max) региструју већ након три седмице. Ово време се разликује у односу на развој кардиомиопатије, детерминисане ултразвучно, а које износе 12 седмица. 

Животињама  би се након еутаназије изоловало срце и перфундовало према модификованој техници изолованог ретроградно перфундованог срца по Langendorff-у. 
Планирано је 11 група по 12 животиња и то: 

1. Здраве са чистим Krebs-Hensenleit-овим физиолошким раствором, 
2. Дијабетична кардиомиопатија( ДЦМП) са чистим Krebs-Hensenleit-овим физиолошким раствором,
3. Здрави+Алискирен ( 4.5 µМ),
4. ДЦМП+Зофеноприл ( 1.5 µМ),
5. ДЦМП+Валсартан (3 µМ),
6. ДЦМП+Алискирен (4.5 µМ), 
7. ДЦМП+ Спиринолактон (3 µМ),
8. ДЦМП+ Зофеноприл  ( 1.5 µМ)+ Валсартан (3 µМ),
9. ДЦМП+Зофеноприл  ( 1.5 µМ)+ Спиринолактон (3 µМ), 
10. ДЦМП+ Валсартан (3 µМ) + Спиринолактон (3 µМ), 
11. ДЦМП + Алискирен ( 4.5 µМ)+ Спиринолактон (3 µМ)
С обзиром да је за постављање дијагнозе кардиомиопатије неопходна функционална (ултразвучна) или морфолошка (патохистолошка) верификација, услед објективних техничких могућности, у овом истраживању смо се определили за патохистолошку верификацију. Од 12 животиња у свакој групи, 6 ће бити селектирано за препарацију изолованог срца по Langendorff-у, док ће других 6 бити опредељено након жртвовања за патохистолошку верификацију кардиомиопатије. Као што је у наслову у прецизирано, истраживањем се акценат ставља на иницијалне промене у функцији миокарда и њихову повезаност са функцијом ренион-ангиотензин-алдостерон система, тако да патохистолошке промене не морају бити манифестне. Радили би хистохемијско бојење на колаген 1 и 3, затим дезмин, висфатин и миотрофин. 

Величина коронарне ауторегулације би се одређивала на основу вредности коронарног протока на сваком од задатих вредности перфузионог притиска (40-120 cm H2О). У узорцима коронарног венског ефлуента би се одређивали параметри оксидационог стреса: индекс липидне пероксидације (мерен као TBARS), супероксид анјон радикал (О2-) и водоник пероксид (H2О2), као и количина ослобођеног NO (мерен у облику нитрита) као маркера L-аргинин-NO-система. Сви наведени параметри би били мерени спектрофотометријски. Кардиодинамски параметри рада срца (dp/dt max, dp/dt min, SLVP , DLVP,  HR, MBP) би се мерили софтверски посредством сензора који би се уводио у леву комору.

Лабораторијски би из крви  одредили ХбА1ц и БНП ради утврђивања евентуалне разлике у просечним вредностим гликемије током експеримента те разлике у параметру срчане слабости.
У статистичкој обради података би  била коришћена двофакторска анализа варијансе са поновљеним мерењима, као и Стундетов Т-тест за везане узорке. Статистичка значајност разлике биће постављена на нивоу од p < 0.05. За мерење јачине узорачког линеарног односа између две варијабле користиће се Pirson-ов тест линеарне корелације.
2.8. Очекивани резултати докторске дисертације
Уколико се потврди радна хипотеза очекује се висок степен корелације дијабетичне кардиомиопатије, дијастолне дисфункције, мањој мери систолне дисфункције леве коморе и незнатно измењеној коронарној ауторегулацији у смислу повећане ригидности крвних судова, као и корелација са оксидативним стресом и дисфункцијом L-arginin-NO система.
2.9. Оквирни садржај дисертације
Кардиоваскуларна обољења су водећи узрок смртности код оболелих од дијабетеса и значајно чешће и теже погађају оболеле од дијабетеса него општу популацију. Дијабетична кардиомиопатија води превасходно у дијастолну а касније и систолну дисфункцију и пре него што се испољи исхемиска болест срца. Кључни узрочник ремоделовања ткива је хронична хипергликемија а модулатор значајно појачана активност ренин ангиотензин алдостерон система (РААС) и то превасходно у ткивима. РААС превасходно делује модулацијом ефеката оксидативног стреса  али и бројним другим механизмима. Сложеност произилази из ткивне синтезе бројних елемената РААС унутар миокарда те присуства њихових рецептора на ћелиској мембрани и унутар ћелија. Блокада РААС се данас постиже инхибиторима АЦЕ, блокаторима АТ1 рецептора, инхибиторима ренина и блокадом рецептора за алдостерон. Сваки од поменутих начина доприноси блокади РААС али међу њима постоје и значајне разлике.
Основна хипотеза студије је да се дијабетична кардиомиопатија се у највећој мери огледа у дијастолној дисфункцији, мањој мери систолној дисфункцији и незнатно измењеној коронарној ауторегулацији у смислу повећане ригидности крвних судова.
2.10. Предлог ментора

За ментора се предлаже Проф. др Владимир Јаковљевић, ванредни професор Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Физиологија.
2.11. Научна област дисертације

Медицина. Ужа област: Експериментална интерна медицина.
2.12. Научна област чланова комисије
1. проф. др Миодраг Лукић, професор емеритус Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Микробиологија и имунологија, председник 

2. НС Верица Милошевић, научни саветник ИБИ „Синиша Станковић“ Универзитета у Београду, члан
3. проф. др Владимир Јаковљевић, ванредни професор Факултета медицинских наука Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Физиологија, члан
4. проф. др Владимир Штрбак, редовни професор Медицинског факултета Универзитета у Братислави за ужу научну област Патолошка физиологија, члан
5. проф. др Олга Пеханова, редовни професор, Институт за нормалну и патолошку физиологију, Словачка академија наука, Братислава, члан
Закључак и предлог комисије
1. На основу увида у резултате досадашње научно-истраживачке активности и публиковане радове Др Петра Ристића комисија закључује да кадидат поседује одговарајуће компетенције и да испуњава све услове да приступи изради докторске дисертације.

2. Предложена тема је научно оправдана, дизајн истраживања је прецизно постављен и дефинисан, методологија је јасна. Ради се о оригиналном научном делу које има за циљ да развије нов приступ изучавању улоге РААС у хемијски изазваном Diabetes mellitus-у.
3. Комисија сматра да ће предложена докторска теза Др Петра Ристића бити од великог научног и практичног значаја у смислу проучавања патофизиолошких механизама Diabetes mellitus-а. 

4. Комисија предлаже Наставно-научном већу Факултета медицинских наука у Крагујевцу да прихвати пријаву теме докторске дисертације кандидата Др Петра Ристића под називом „Утицај селективне блокаде елемената ткивног ренин ангиотензин алдеостерон система на изоловано срце пацова у хемијски изазваном Diabetes mellitus-у“ и одобри њену израду.

Проф. др Миодраг Лукић, професор емеритус Универзитета у Крагујевцу за ужу научну област Микробиологија и имунологија, председник,
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У Крагујевцу, 27. 12. 2013.
