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 21. 09. 2011. године, одлуком бр. 01-6270/3-35 формирана је Комисија за оцену и одбрану завршене докторске дисертације под називом "Утицај оксидационог стреса на интеракцију тромбоцита и васкуларног ендотела код пацијената са акутним коронарним синдромом" кандидата Др Зорана Копривице, у следећем саставу:

1. Проф. др Драган Ђурић, редовни професор за ужу научну област Физиологија, Медицински факултет Универзитета у Београду, председник,

2. Проф. др Небојша Анђелковић, ванредни професор за ужу научну област Интерна медицина, Медицински факултет Универзитета у Крагујевцу, члан,

3. Доц. др Небојша Тасић, доцент за ужу научну област Интерна медицина, Медицински факултет Универзитета у Београду, члан.

Комисија је прегледала и проучила докторску дисертацију Др Зорана Копривице и подноси Изборном већу следећи

ИЗВЕШТАЈ

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

Докторска дисертација кандидата Др Зорана Копривице у наслову "Утицај оксидационог стреса на интеракцију тромбоцита и васкуларног ендотела код пацијената са акутним коронарним синдромом" представља једну од првих студија у свету која се бавила свеобухватном проценом интеракције тромбоцита и васкуларног ендотела у акутном коронарном синдрому, поготову са аспекта улоге оксидационог стреса у овом феномену. 
Акутни коронарни синдром (АКС) је акутна фаза исхемијске болести срца и обухвата више клиничких облика (нестабилну ангину пекторис, акутни инфаркт миокарда без СТ елевације, акутни инфаркт миокарда са елевацијом СТ сегмента  и изненадну смрт). За све клиничке облике заједничко је да могу имати лош исход због чега је неопходна хоспитализација и интензивна терапија болесника. АКС је најчешћи узрок леталитета мушкараца старијих од 35. г. и жена након 45. г. живота. Редукција коронарног протока у болесника са АКС води у исхемију, што је праћено поремећајем дијастолне и систолне функције срца. У којој мери ослабљена функција леве коморе утиче на прогнозу болесника са АКС, говори податак да је морталитет годину дана након инфаркта миокарда у болесника са ејекционом фракцијом испод 25% око 50%, а у болесника са ејекционом фракцијом око 55%, морталитет је знатно нижи и износи око 10%.

Најчешћи узрок АКС је ендотелна дисфункција, која представља синдром поремећене ендотел-зависне вазодилататорне способоности. Она се, скоро по правилу, јавља истовремено са променама антикоагулантног, антиинфаламаторног статуса, као и ремоделовањем артеријских структура. Како је ендотелна дисфункција реверзибилан поремећај са значајним прогностичким капацитетом, све су бројнији докази који упућују на потребу за укључивањем процене ендотелне функције у рутинску праксу. Методе за њену процену до сада нису у потпуности добиле клиничку валидност.

С друге стране, циркулишући тромбоцити су практично неактивни уобличени ћелијски елементи у физиолошким условима. Они не интерреагују са васкуларним зидом, док не дође до компромитовања функције ендотела. Тромбоцити адхерирају промптно на оштећени ендотел, што представља иницијални корак у тромбози крвних судова. Наредни догађај, који настаје као последица измењене физиологије активираних тромбоцита је агрегација следећих на већ постојеће адхериране тромбоците на крвни суд. Све у свему, цео низ ових реакција у измењеној физиологији активираних тромбоцита у крајњем доводи до покретања коагулационих механизама и стварања тромба.

И поред дугогодишњег испитивања патофизиологије АКС, врло су штури литературни подаци о интеракцији тромбоцита и патофизиолошки измењеног ендотела у АКС. 

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: "acute coronary syndrome”, “oxidative stress”, “platelets”, “endothelial function”, утврђено је да до сада није спроведена студија у којој је процењивана улога оксидационог стреса у интеракцији тромбоцита и васкуларног ендотела у акутном коронарном синдрому по форми и садржини идентична овој студији. На основу тога, Комисија констатује да докторска дисертација кандидата Др Зорана Копривице у наслову "Утицај оксидационог стреса на интеракцију тромбоцита и васкуларног ендотела код пацијената са акутним коронарним синдромом", представља резултат оригиналног научног рада на пољу изучавања новог приступа патофизиологији акутног коронарног синдрома.
2.3. Преглед остварених резултата рада кандидата у одређеној научној области
А. Др Зоран Копривица, лекар специјалиста интерне медицине, запослен у Здравственом центру Горњи Милановац на одељењу кардиологије, аутор је или коаутор укупно три научна рада из области примењених изучавања каридоваскуларног система.
У студији која се бавила изучавањем улоге фактора инфламације у акутном коронарном синдрому без повишених вредности тропонина Т показано је да су маркери инфламације значајно повећани у T тропонин негативној нестабилној ангини пекторис. То може да укаже да праћењем маркера инфламације у T тропонин негативној нестабилној ангини пекторис као посебног клиничког ентитета у склопу АКС има значаја у одређивању правовременог пута у лечењу нестабилне ангине. Ова студија, која третира сличне истраживачке проблеме као и сама докторска дисертација објављена је у часопису категорије М52 (Ser J Exp Clin Res 2009: 10 (2): 65-8).
У студији која се бавила праћењем вредности von Willebrand фактора као могућег маркера срчане некрозе у раној дијагностици акутног коронарног синдрома, обухваћено је 115 сукцесивно примљених пацијената са дијагнозом акутног коронарног синдрома. Резултати студије јасно показују да болесници имају значајно повишене вредности оба параметра у односу на контролне вредности и да von Willebrand фактор представља изузетно сензитиван и специфичан маркер, који корелира са степеном некрозе миокарда и клиничком сликом. Ова студија је прихваћена за штампу у часопису категорије М51 (Med pregl 2011; 64 (11-12)) и представља део резултата из истраживања у оквиру докторске дисертације.
У раду који је, такође, базиран на резултатима истраживањима у оквиру докторске дисертације третирана је улога оксидационг стреса у интеракцији тромбоцита и васкуларног ендотела у АКС, посебно са аспекта улоге von Willebrand факотра (vWf). Резултати ове студије намећу закључак да треба размислити о увођењу новог прогностичког маркера у АКС – vWf, као и да се болесницима са АКС може размислити и о увођењу антиоксиданаса као супоративне тарпије. Ова студија је објављена у часопису категорије М23 (Oxid Med Cell Longev. 2011;2011:918312. Epub 2011 Aug 8.).
Кандидат 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)
· Koprivica Z, Banković D, Čikiriz N. Markers of inflammation in tropinin T-negative unstable angina pectoris. Serb J Exp clin Res 2009; 10(2): 65-8. М52 – 1.5. бод
· Koprivica Z, Djordjevic D, Zivkovic V, Vuletic M, Andjelkovic N, Jakovljevic V. Von Willebrand фактор као индикатор некроте миокарда у акутном коронарном синдрому. Med Pregl 2011 64 (11-12). Прихваћен за штампу (Потврда у прилогу) M51 – 2 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. Epub 2011 Aug 8. 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 мр сци др Зорана Копривице, написана је на 183 странице и садржи следећа поглавља: Увод, Циљеве истраживања, Материјал и методе, Резултате, Дискусију, Закључке и Литературу. Рад садржи 67 табела и 37 графикона, увод је илустрован са 2 шеме, док је у поглављу "Литература" цитирано 402 библиографских 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 студију је укључено 75   испитаника, који су били подељени у три групе: I група, болесници са АКС без СТ елевације, II група, болесници са АКС са СТ елевацијом, III група, болесници са нестабилном ангином пекторис. Услов за улазак у студију су испуњавали испитаници без било каквог облика антиагрегационе терапије пре пријема на болничко лечење. Поред ове три испитиване групе, контролну групу (50 испитаника) су чинили испитаници исте старосне доби који у својој историји болести нису имали нежељени акутни кардиоваскуларни догађај и који нису користили било који облик антиагрегационе терапије. Извођење ове студије одобрио је Етички одбор Клиничког центра "Крагујевац". 
У уводном делу кандидат је веома опсежно, јасно и прецизно, користећи најсавременије литературне податке изложио савремена сазнања о патофизиологији акутног коронарног синдрома, посебно са аспекта нових биомаркера у његовој стратификацији, улоге тромобоцита, васкуларног ендотела, са посебним освртом на улогу оксидационог стреса у овом патофизиолошком ентитету. 
У другом поглављу јасно су изложени циљеви  истраживања као и конкретни задаци који су у складу са постављеним циљевима: утицај оксидационог стреса на интеракцију тромбоцита и васкуларног ендотела у акутном коронарном синдрому.
Методологија рада је јасно и прецизно изнесена. Описани су критеријуми за укључивање и искључивање испитаника, описан протокол истраживања и наведени статистички тестови коришћени за анализу података. Студија је обухватила 75 испитаника, које би поделили у две групе: I група, болесници са АКС без СТ елевације, II група, болесници са АКС са СТ елевацијом, III група, болесници са нестабилном ангином пекторис. Услов за улазак у студију су испуњавали испитаници без било каквог облика антиагрегационе терапије пре пријема на болничко лечење. Поред ове три испитиване групе, контролну групу (50 испитаника) су чинили испитаници исте старосне доби који у својој историји болести нису имали нежељени акутни кардиоваскуларни догађај и који нису користили било који облик антиагрегационе терапије
Након клиничке верификације АКС, узорци крви за одређивање индекса агрегације тромбоцита на: АДП, колаген и аспирин, као и за одређивање биохемијских параметара ендотелне дисфункције (von Wilebrandov factor – vWf и азотни моноксид (NO) у форми нитрита), оксидационог стреса (ниво супероксид анион радикала (O2-), водоник пероксида (H2O2) и индекса липидне перокисдације (TBARS)), као и ензима прве линије ендогене антиоксидационе заштите у еритроцитима (супероксид дисмутазе – SOD и каталазе CAT) су узимани у исто време као и узорци за рутинске биохемијске анализе у АКС  (глукоза, уреа, креатинин, ЦК, ЦК-МБ, тропонин, ЦРП, холестерол, триглицериди). 
Као примарна варијабла истраживања користиће се укупни скор за сваку групу, који ће одсликати дисфункцију ендотела и тромбоцита. Овај скор ће бити израчунат на основу процента промене сваког појединачног мереног параметра у односу на горњу, односно доњу нормалну вредност (Укупно 7 параметара у 3 категорије – дисфункција ендотела, дисфункција тромбоцита и оксидациони стрес). Очекује се да највећи скор дисфункције буде у групи болесника са АКС са СТ елевацијом, нижи у групи болесника са АКС без СТ елевације, а најнижи у контолној групи. Тестирање значајности статистичке разлике између група је обављено на основу коришћења Т-теста за два независна узорка. Уколико су се подаци дистибуирали непараметријски, коришћен је Willcoxon – Mann Whitney тест.

При статистичкој обради резултата коришћен је програм СПСС 10.0. Поред Т-теста који ће се користити за анализу разлике у примарној варијабли коришћени су и други тестови у секундарној анализи. Такви тестови су, нпр. Сox-ов пропорционални модел (за одређивање утицаја коваријабли на секундарни исход – појава било ког нежељеног кардиоваскуларног догађаја), уни и мултиваријантна анализа варијансе (за симултану анализу промене композитног скора у све три групе) и најзад ( квадрат тест за тестирање разлике категоријалних варијабли између група и корелациона анализа за тестирање повезаности појединачних варијабли.

Клинички део истраживања је спроведен у Коронарној јединици Интерне клинике КЦ "Крагујевац", док је лабораторијски део истраживања спроведен у Лабораторији за експерименталну кардиоваскуларну физиологију Медицинског факултета Универзитета у Крагујевцу.

Резултати истраживања систематично су приказани и добро документовани са 67 табела и 37 графикона. Резултати овог истраживања су сумарно истакли значај vWfAg као снажног индикатора постојања било ког типа АКС-а, као и на важност примене антиоксидационе суплементације ради унапређења антиоксидационе заштите, обзиром да је ензимски антиоксидациони систем комромитован, а оксидациони стрес повећан код ових пацијената. 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 "Утицај оксидационог стреса на интеракцију тромбоцита и васкуларног ендотела код пацијената са акутним коронарним синдромом", 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:
· Код испитаника са АКС није уочена статистички значајна разлика у вредностима vWfAct између првог и осмог дана, док су у поређењу са контролном групом, статистички значајно веће вредности овог параметра измерене у оба времена мерења у групи испитаника са акутним коронарним синдромом. Овај резултат такође сугерише да је код оболелих од АКС присутна повећана експресија vWfAct што може бити од великог дијагностичког значаја.

· Вредности TRAP-а код испитаника са АКС у поређењу са контролном групом испитаника, статситички значајна разлика забележена је и првог и осмог дана. Међутим супротно од претходна два параметра,  вредности TRAP-а у контролној групи испитаника биле су статистички значајно веће него код испитаника са акутним коронарним синдромом. Овакав резултат наводи на закључак да TRAP или није довољно сензитиван тест за дијагнозу АКС-а или да код оваквих пацијената долази до (парадоксално) поремећене агрегације тромбоцита. 

· Испитивани парамерти оксидационог стреса показују различиту динамику у односу на групу испитаника (TBARS расте у експерименталној групи, О2 не показује значајне промене док је H2O2 мањи у експерименталној- групи оболелих), што би могло да значи да код ових пацијената постоји различито испољавање оксидационог стреса. 

· Динамика ензима антиоксидационе заштите је била следећа: вредности CAT, су биле статистички значајно веће у контролној групи испитаника. Ово би могло да значи да је код пацијената са АКС, антиоксидациона заштита или озбиљно нарушена или исцрпљена. Ови резултати за CAT су у корелацији са резултатима H2O2 обзиром да је ово ензим који учествује у разградњи и неутрализацији токсичних ефеката H2O2.

· Код SТЕМИ и NSTEMI инфаркта долази до појачаног ослобађања vWfAg и vWfAct те они могу имати значаја у предикцији претећег нежељеног кардиоваскуларног догађаја, што није био случај код оболелих од нестабилне ангине пекторис. Са друге стране, TRAP не мора бити виши код оболелих пацијената (у овом истраживању виши у контролној групи), тако да се не мора посматрати као сигурни биомаркер кардиоваскуларних обољења
· Испитивани парамерти оксидационог стреса нису показали значајну динамику у односу на типове акутног коронарног синдрома.

· Добијени резултати су показали да од свих примењених облика терапије, фибринолитичка терапија узрокује најзначајније статистичке промене. Примена PCI и комбинована примена фибринолитичке терпије и PCI је довела до статистички значајног повећања вредности TRAP-а. Вредности vWfAct су биле статистички значајно измењене, у смислу снижења, једино применом антикоагулантне и медикаментозно терапије. Наведена запажања би значила да је, за сада, комбиновани терапијски приступ показао највећи ефекат на снижење посматраних биохемијских параметара коагулације, уопште на контролу АКС-а.

· Ефекти различитих терапијских приступа на динамику посматраних ензима антиоксидационе заштите су корелирале са резултатима параметара оксидационог стреса; наиме, док динамика CAT пре и после увођења свих врста терапије није показала статистички значајну разлику, комбинована примена фибринолитичке терапије и PCI је довела до значајног повећања вредности SOD осмог дана болести. Резултати овог истраживања показују да примена комбинације фибринолитичке терапије и PCI, од свих облика терапије, има најзначајнији ефекат на смањење оксидационог стреса код пацијената са АКС, што се може објаснити истовременим снижавањем нивоа O2 и повећањем вредности SOD.

2.6. Примењивост и корисност резултата у теорији и пракси
Резултати ове студије представљају полазну основу за даље изучавање интеракције тромбоцита и васкуларног ендотела у акутном коронарном синдрому, поготову са аспекта улоге оксидационог стреса. Студија потенцира утицај ових фактора на миокард погођен акутним коронарним синдромом, а даје и могућности увођења нових дијагностичких маркера, као и терапијске модулације у будућности, посебно са аспекта употребе антиоксиданата.
2.7. Начин презентирања резултата научној јавности 
Коначни резултати истраживања су били и биће презентовани на научним скуповима у форми постер или усмене презентације, објављена су два рада у целости, од којих један у водећем националном часопису, а други у међународном часопису са високим IF. У блиској будућности се планира објављивање интегралне верзије доктората у неком високорангираном међународном часопису.
ЗАКЉУЧАК 

Комисија за оцену и одбрану завршене докторске дисертације кандидата Др Зорана Копривице под насловом "Утицај оксидационог стреса на интеракцију тромбоцита и васкуларног ендотела код пацијената са акутним коронарним синдромом", 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 Др Зорана Копривице, урађена под менторством Проф. др Владимира Јаковљевића, представља оригинални научни допринос и од великог је научног и практичног значаја за формирање нових сазнања о патофизиологији акутног коронарног синдрома, потенцијалним новим биомаркерима за његову дијагностику и прогнозу, као и могућим терапијским модалитетима.
Комисија са задовољством предлаже Изборном већу Медицинског факултета Универзитета у Крагујевцу да докторска дисертација под називом "Утицај оксидационог стреса на интеракцију тромбоцита и васкуларног ендотела код пацијената са акутним коронарним синдромом" кандидата Др Зорана Копривице буде позитивно оцењена и одобрена за јавну одбрану.
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