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SENATU UNIVERZITETA CRNE GORE

Predmet: Ocjena doktorske disertacije kandidatkinje dr Tijane
Vukadinovic

Senat Univerziteta Crne Gore je na sjednici odrzanoj 10.07.2024. godine prihvatio
prijedlog Vijeca Medicinskog fakulteta Univerziteta Crne Gore i donio Odluku broj 03-
3582/3 o ispunjenosti uslova iz Clana 38 Pravila doktorskih studija kojom nas je
imenovao za ¢lanove Komisije za ocjenu doktorske disertacije pod nazivom
Imunohistohemijske karakteristike vaskularizacije i inflamatorne infiltracije nosne
sluznice kod pacijenata sa hroni¢nim rinosinuzitisom” kandidatkinje dr Tijane
Vukadinovic.

Nakon detaljnog izu€avanja priloZzene doktorske disertacije podnosimo sljedeci

IZVIESTAJ
1. Pregled disertacije

Doktorska disertacija pod nazivom ,Imunohistohemijske karakteristike vaskularizacije i
inflamatorne infiltracije nosne sluznice kod pacijenata sa hroni¢nim rinosinuzitisom
kandidatkinje dr Tijane Vukadinovic¢ izloZena je kroz devet poglavlja.

Disertacija ima 93 stranice i 157 literaturnih referenci. U uvodu je ilustrovana sa 7 slika.
Rezultati su prikazani kroz 1 tabelu, 1 sliku i 4 grafikona. Doktorska disertacija ima
sljedecu strukturu: uvod, ciljevi istrazivanja i hipoteze, materijal i metode, rezultati,
diskusija, zakljudci i reference.

2. Vrednovanje disertacije
2.1. Problem

Hroni¢ni rinosinuzitis se definiSe kao inflamacija sluzokoze nosa i paranazalnih sinusa,
karakterisano sa dva ili vise simptoma, medu kojima su osjecaj zapuSenosti nosa i
sekrecija iz nosa, osecaj bola ili pritiska u predjelu lica, smanjenje ili gubitak osecaja
mirisa, i / ili endoskopski nalaz polipa u nosu sa ili bez prisustva sluzavo-gnojnog sekreta
u srednjem nosnom hodniku i / ili promjene na nalazu kompjuterizovane tomografije,
koje prikazuju otok sluzokoze ostiomeatalnog kompleksa i / ili zasencenja Supljina
paranazalnih sinusa, u periodu duZzem od dvanaest nedelja.

U okviru hroni¢nog rinosinuzitisa, pod pojmom ,polip" podrazumijeva se benigni,
negranulomski, inflamatorni izrastaj, obloZen respiratornom sluznicom, prisutan u



Supljini nosa, odnosno paranazalnih sinusa. Ovakve benigne promjene najcesce vode
porijeklo od hroni¢no inflamirane sluznice prednjeg etmoida.

Nosno-sinusna polipoza je prisutna kod oko 20% oboljelih od hroni€nog rinosinuzitisa.
Bolesti koje su Cesto udruZene sa nosnom polipozom su alergijski rinitis, astma udruzena
sa preosetljivoS¢u na nesteroidne antiinflamatorne lijekove, cisti¢na fibroza, primarna
cilijarna diskinezija. Nosna polipoza je rijetka u pedijatrijskoj populaciji. Ukoliko je
prisutna, uglavnom je udruZena sa drugim komorbitetima kao sto je sluéaj kod
KartadZenerovog sindroma.

Inflamatorne nosne polipe karakteridu strukturne promjene epitela i lamine proprije,
podsluznice, a ponekad i koStanog tkiva na koje nalijeze sluznica, kao i prisustvo
zapaljenskog celijskog infiltrata. Na osnovu histoloskih karakteristika, nosni polipi se
mogu klasifikovati kao eozinofilni ili polipi "alergijskog tipa”, hronic¢ni inflamatorni polipi
i sero-mukozni - Zljezdani polipi.

Standardna histopatoloska verifikacija Hematoksilin-Eozin obojenim presjecima biopsija
(H&E),predstavlja osnovni metod za dijagnostiku nosne polipoze i hroni¢nog
rinosinuzitisa nakon sprovedenog hirurskog lijeCenja. Promjene na sluznici se verifikuju
kako na epitelu, tako i u stromi. Laminu propriju inflamatornih nosnih polipa
karakterise edem, izrazeno prisustvo oezinofila, ekstenzivna limfocitoza, prisustvo
cisti¢no izmijenjenih Zlijezda ispunjenih mukusom. U oko 10% nosnih inflamatornih
polipa, hroni¢no zapaljenje nije dominantno uzrokovano eozinofilima, vec limfocitima i
neutrofilima.

Imunohistohemijske analize predstavljaju znadajnu kategoriju analiza inmflamatornog
odgovora u nosnoj polipozi i hroni¢énom rinosinuzitisu. Primjena specificnih
imunohistohemijskih markera, ija je ekspresija vezana za specificne tkivne i celijske
promjene u okviru nosne polipoze definiSe stepen i fazu patofizioloskog procesa.
Standardizacija histopatoloskih procedura i analiza svjetlosnim mikroskopom Cine ove
metode korisnim za interpretaciju mehanizma i faze bolesti. Dostupnost rezultata daje
mogucnost interdisciplinarnog planiranja tretmana bolesti.

CD 31 je ¢lan superfamilije imunoglobulina. Ima vaznu ulogu u transendotelnoj

miigraciji leukocita. Uklju¢en je u endotelne celijsko-Celijske i ¢elijsko-matriksne
interakcije.Znacajan je u inflamaciji, ektravazaciji leukocita, kao i u angiogenezi.
Imunohistohemijski marker CD31 je pan-endotelni marker.

CD 34 je meducelijski adhezivni protein i glikoprotein na povrsini celije. Eksprimira se
na endotelu, hematopoetskim progenitornim ¢elijama, na fibroblastima. Smatra se da
CD34+¢elije imaju ulogu u tkivnim imunoloskim procesima, ukljucujudi i patofiziolosSke
procese u nosnim polipima.

Grada eozinofila podrazumijeva prethodno formirane enzimske i neenzimske katjonske
proteine, koji se nalaze i selektivno izlucuju iz njihovih velikih sekundarnih (specificnih)
granula. Ovi proteini doprinose efektu eozinofila na sluznicu kod inflamacije disajnih
puteva, odtecenja tkiva i remodelovanja sluznice disajnih puteva ukljucujuci hiperplaziju
glatkih misic¢a i subepitelnu fibrozu. Glavni osnovni protein granula eozinofila ( MBP /
BMK-13) je protein bogat argininom. Studije MBP mRNA su pokazale da se MBP sintetiSe
iz proforme. Glavni osnovni protein granula eozinofila (MBP1) Cini jezgro sekundarnih
granula eozinofila. Nedavno je otkriven manje katjonski homolog MBP, nazvan MBPH ili
MBP2. Imunofluorescencijom je dokazano da je MBP1 prisutan u eozinofilima, bazofilima
i liniji humanih mastocita (HMC1), dok se MBP2 detektuje samo u eozinofilima. Ni MBP1
ni MBP2 se ne mogu otkriti ni u jednj drugoj celiji bijele krvne loze periferne krvi. Nivoi
MBP2 izmereni u plazmi i serumu su u sustini identicni. Ovi rezultati ukazuju da je MBP2



prisutan samo u eozinofilima i da moZe biti koristan biomarker za patoloska stanja
uzrokovana eozinofilima.

Poznato je da major basic protein, specifican za eozinofilne, kao i eozinofilni katjonski
protein uzrokuju promjene epitela dijasnih puteva. Major basic protein uzrokuje
nakupljanje jona natrijuma i hlora, sto za posljedicu ima akumulaciju molelekula vode u
epitelnim celijama kao i u meducéelijskom prostoru i nastanak edema. Koncentracija
eozinofilnog katjonskog proteina korelira sa intenzitetom simptoma oboljelih zbog
hiperreaktivnosti disajnih puteva.Prisustvo aktiviranih eozinofila za poslijedicu ima
ostecenje epitela disajnih puteva, medutim nije dovoljno ispitan nihov uticaj na
subepitelijalne strukture, prvenstveno na krvne sudove.

Do sada je poznato da su koncentracije medijatora rasta, poput VEGF (vascular
entothelial growth factor), angiopoetin-1, angiopoetin-2 znacajno uvecane u tkivu nosnih
polipa. Inflamacija koja je posredovana eozinofilima podrazumijeva prisustvo i
oslobadanje katjonskih granula iz citoplazme eozinofila. Kao posljedica dejstva
specifi¢nih proteina prisutno je oStecenje i deskvamacija epitela disajnih puteva, uz
poslijedi¢ni edem tkiva. Aktivirani eozinofili oslobadaju jake medijatore zapaljenske
reakcije, Sto uzrokuje dalje napredovanje inflamatornog procesa.

Sustina istrazivanja je dokazati da u okviru remodelovanja sluznice tokom hroni¢nog
zapaljenja posredovanog eozinofilima, dolazi i do promjene na nivou vaskularizacije
strome, u smislu izraZzene angiogeneze. Za razliku od prethodnih studija, koje su bile
uglavnom bile fokusirane na intenzitet inflamatorne infiltracije epitela i lamine proprije,
ovde je akcenat stavljen na procjenu stepena vaskularizacije u subepitelu, kao i na
moguce korelacije stepena vaskularizacije i klinickih pokazatelja stepena tezine
hroni¢nog rinosinuzitisa. Na taj nacin studija, koja je predmet ove doktorske disertacije,
predstavlja znacajan doprinos rezultatima dosadasnjih studija koje su bile usmjerene na
ispitivanje morfologkih promjena nosne sluznice tokom hroni¢nog zapaljenja.

2.2. Ciljevi i hipoteze disertacije

2.2.1. Ciljevi

U skladu sa svim prethodno izloZenim ciljevi disertacije su bili:

1. Na osnovu rezultata patohistoloske i imunohistohemijske analize procijeniti i uporediti
intenzitet vaskularizacije subepitela (lamine proprije) kod Cetiri grupe ispitanika, koje
¢ine pacijenti oboljeli od razli¢itih formi hronic¢nog rinosinuzitisa kao i zdravi ispitanici.

2. Na osnovu rezultata patohistoloSke i imunohistohemijske analize procijeniti i uporediti
intenzitet inflamatorne infiltracije epitela i subepitela kod sve Cetiri grupe ispitanika.

3. Procijeniti nivo korelacije izmedu imunohistohemijskom analizom procijenjenog
intenziteta vaskularizacije i intenziteta inflamatorne infiltracije u lamini propriji u okviru
Cetiri grupe ispitanika.

4. Procijeniti nivo korelacije inflamatorne infiltracije i stepena hiperplazije respiratornog
epitela u okviru Cetiri grupe ispitanika.

5. Procijeniti nivo korelacije imunohistohemijskih i klini¢kih parametara.



2.2.2. Hipoteze

1. Pacijenti oboljeli od sinonazalne polipoze udruZene sa preosjetljivos¢u na nesteroidne
antiinflamatofne lijekove imaju izraZzeniji stepen vaskularizacije lamine proprije i
intenzivniju inflamatornu infiltraciju epitela i subepitela u odnosu na ostale grupe
ispitanika.

Hroni¢na inflamacija i angiogeneza su dva procesa koji teku paralelno tokom
remodelovanja tkiva u hroni¢nom rinosinuzitisu, uz brojne medusobne interakcije. Mnogi
medijatori upale, koji se akumuliraju na mjestu hroni¢ne inflamacije stimuliSu
proangiogene signalne molekule, ukljucujuci faktore rasta, adhezione molekule, citokine i
hemokine. Ovi proangiogeni medijatori stimuliSu endotelne celije da proliferisu i
formiraju nove krvne sudove. Izrazena eozinofilna infiltracija je obiljeZje hronicnog
rinosinuzitisa sa sinonazlanom polipozom (CRSwNP), dok pacijenti sa hroni¢nim
rinosinuzitisom bez sinonazalne polipoze (CRSsNP) mogu u okviru inflamatornog
infiltrata imati prisutne eozinofile, ali u znagajno manjem broju u odnosu na oboljele od
CRSWNP. Poseban entitet u kontekstu stepena inflamatorne reakcije i poslijedicne
neoangiogeneze predstavljau pacijenti oboljeli od hronicnog rinosinuzitisa sa
sinonazlanom polipozom uz preosjetljivost na nesteroidne antiinflmatorne lijekove (
AERD).

2. Postoji pozitivna korelacija izmedu stepena vaskularizacije i inflamatorne infiltracije u
lamini propriji.

Angiogeneza koja je poslijedica inflamacije karakteriSe se neoangiogenezom i
povecanjem vaskularne permeabilnosti. Poznata je povecana ekspresiju proangiogenih
gena koji definiSu neoangiogenezu, izrazene morfoloSke promjene i povecanu vaskularnu
permeabilnost u sinonazalnom tkivu kod pacijenata sa CRS u poredenju sa kontrolnom
populacijom. Kvantifikacija mikrosudova je pokazala vecu ekspresiju CD34 markera kod
inflamacije tip 2 u okviru CRSwNP u odnosu na CRS bez inflamatorog odgovora tip 2
(CRSsNP).

3. Postoji pozitivna korelacija izmedu intenziteta inflamatorne infiltracije i stepena
hiperplazije respiratornog epitela.

Pacijenti sa AERD i CRSwNP bez preosetljivosti na nesteroidne antiinflamatorne lijekove,
imaju vise izrazene simptome i znacajnije narusen kvalitet Zivota u poredenju sa
pacijentima sa CRSsNP i ispitanicima bez inflamacije nosne sluznice. Kod pacijenta sa
AERD prisutna je intenzivnija inflamacija sluznice paranazalnih Supljina, evidentirana na
snimku kompjuterske tomografije u sve tri ravni, u poredenju sa pacijentima sa CRSwNP
i CRSsNP.

4. Postoji pozitivna korelacija izmedu intenziteta inflamatorne infiltracije epitela i
subepitela i klinickih pokazatelja tezine bolesti.

Korelacija BMK13 sa klini¢ckim parametrima najbolje se manifestuje u grupi pacijenata
sa CRSWNP, Sto sugerise da je intenzitet eozinofilne infiltracije sinonazalne sluznice
direktno povezan sa intenzitetom inflamacije i progresijom bolesti. Monoklonsko
antitijelo [BMK-13] prepoznaje glavni osnovni protein eozinofila (MBP), protein od 117
aminokiselina, kao izoformu specifi¢nu za eozinofile, prisutnih u okviru inflamatornog
infiltrata.



Vrijednost SNOT 22 je u znacajnoj statistiCkoj korelaciji sa vrijednostima VAS kod kod
pacijenta sa sinonazalnom polipozom i preosjetljivosti na NSAIL Sto ukazuje da je nivo
ispoljenosti simptoma bolesti odgovarajuci patoloskom supstratu, odnosno indikaciji za
ucinjeno hirursko lijeCenje.
5. Postoji pozitivna korelacija izmedu stepena vaskularizacije lamine proprije i klinickih
pokazatelja tezine bolesti.

Korelacija izmedu BMK13, kao markera infiltracije nazalne sluzokoze aktiviranim
eozinofilima i CD31 i CD34 kao markera angiogeneze kod pacijenata sa nazalnom
polipozom je odraz , rezultata infklamatornog procesa na krvne sudove/ proces
neoangiogenze. Mada CD31 i CD34 imaju ulogu molekula adhezije, vaznih u procesu
transendotelne migracije eozinofila, oni nisu glavni adhezivni molekuli u toj fazi Zivota
eozinofila. Osim &to su molekuli adhezije za eozinofile, vazni su i za migraciju leukocita
izmedu endotelnih ¢elija . Imunohiostohemijske karakteristike sva tri fenotipa hronicnog
rinosinuzitisa , posebno AERD ukazuju na moguc¢nost novih modaliteta lijeCenja, osim
veé primjenjenog konzervativnog i hirurskog lijeCenja. Imunohistohemijske
karakteristike AERD ukazuju na nove mogucnosti imunoterapije, osim ve¢ primjenjivanih
monoklonskih antitijela.

2.3. Bitne metode koje su primijenjene u disertaciji i njihova primjerenost

Istrazivanje predstavlja prospektivnu studiju presjeka, kojom su obuhvacena devedeset i
&etiri ispitanika, sprovedenu u skladu sa Helsinskom deklaracijom. IstraZivanje je
sprovedeno je u Klinici za otorinolaringologiju i Institutu za patologiju Vojnomedicinske
akademije u Beogradu, u periodu od marta 2020. do oktobra 2022. godine. Protokol i
metode studije su odobreni odlukom Etickog komiteta Vojnomedicinske akademije u
Beogradu (IRB odobrenje br. 21/2022), kao i odlukom Komiteta za medicinsku etiku i
bioetiku Medicinskog fakulteta Univerzita Crne Gore ( odluka broj 381/2 od 04.03.2022.
godine). Svi ispitanici koji su studijom obuhvaceni su prethodno dali pisani informativni
pristanak. IstraZzivanjem su obuhvaceni pacijenti kod kojih je dijagnostikovan hroniéni
rinosinuzitis u skladu sa evropskim pozicionim dokumentom o rinosinusitisu i nazalnim
polipima (EPOS) 2020.

Svi ispitanici su hirurgki lijeeni u Klinici za otorinolaringologiju Vojnomedicinske
akademije u Beogradu u periodu trajanja studije. Pacijenti oboljeli od hronicnog
rinosinuzitisa ( CRS) su podijeljeni u tri grupe u zavisnosti od klinicke manifestacije
bolesti. Dvije osnovne grupe pacijenta su pacijenati koji su bili bez sinonazalne polipoze
(CRSsNP) i ispitanici sa polipozom (CRSWNP). Medu pacijentima sa polipozom izdvojili
smo grupu pacijenata sa AERD. Kriterijumi za ukljuivanje pacijenata sa AERD bili su
dijagnoza CRSWNP, blaga perzistentna astma, potvrdena od strane pulmologa i podaci iz
istorije bolesti o pogorsanju respiratornih simptoma nakon uzimanja nekog od NSAIL.
Ostali pacijenti sa CRS su bili bez astme i bez preosetljivosti na NSAIL. Kontrolnu grupu
¢inili su ispitanici bez simptoma i znakova inflamacije nazalne sluznice, kod kojih je
indikovano hirursko lije¢enje nazalne opstrukcije uzrokovane pneumatizacijom srednje
nosne Skoljke (concha bullosa).

Svi pacijenti su preoperativno bodovani prema intenzitetu nazalnih/sinusnih simptoma i
procjeni kvaliteta Zivota, dok su pacijenti sa CRS dodatno bodovani prema stepenu
bolesti evidentiranom radiologki, kompjuterizovanom tomografijijom (CT) paranazalnih
Supljina, prema Lund-Mackay skoru (LMS) .



Radioloska dijagnostika u vidu CT pregleda je neophodna u cilju planiranja hirurSkog
lije¢enja, utvrdivanja anatomskih varijacija, postavljanja dijagnoze akutnog ili hroni€nog
oboljenja. Odnos izmedu nalaza evidentiranog CT skenom i simptoma koje pacijent
navodi je razlic¢it , samim tim nalaz CT pregleda neophodan je u cilju postoperativnog
pracenja ili objektivhog ocjenjivanja stadijuma bolesti. Lund-Mackay skor predstavlja
vrijednost koja je rezultat sistema bodovanja nalaza dobijenog CT pregledom
paranazalnih Supljina. CT pregled paranazalnih Supljina je uinjen u aksijalnoj,
koronalnoj i sagitalnoj ravni.

Za procjenu intenziteta simptoma kori$¢en je Visual Analogue Score (VAS). Pacijenti su
procjenjivali simptome postavljanjem vertikalne oznake na skali od 0 do 10 cm u
zavisnosti od teZine navedenih simptoma. Vrijednost 0 oznacava da nema simptoma,
gradacijski do vrijednosti 10 koja ukazuje na maksimalni intenzitet simptoma. Upitnik
sadrzi odgovore za 18 simptoma : glavobolja, zadepljenje nosa, nazalni iscjedak,
postnazalni iscjedak, oSteceno Culo mirisa, punoca lica, zubobolja, bol u licu/pritisak,
epifora, kasalj, krvarenje iz nosa, zadrzavanje suvog sekreta u nosu, opste zdravstveno
stanje, umor, groznica, mucnina, povracanje, tecne stolice. Sedam simptoma od
navedenih je ukljuceno u konadni rezultat, koji je evaluiran u okviru ove studije :
nazalna opstrukcija, sekrecija iz nosa, postnazalni sekret, osjecaj punoce u predjelu
paranazalnih Supljina, oslabljeno ¢ulo mirisa, glavobolja.

Da bismo procijenili kvalitet zivota, koriS¢en je upitnik sino-nazalnog ishoda 22 (SNOT-
22). SNOT-22 obuhvata Sirok spektar tegoba i simptoma koje se odnose kvalitet Zivota,
ukljuéujudi fiziCke tegobe, funkcionalna ogranicenja i emocionalne poslijedice. Upitnik
nudi odgovore za 22 simptoma: potreba za izduvavanjem nosa, kijanje, sekrecija iz
nosa, zacepljenost nosa, gubitak mirisa ili ukusa, kasSalj, postnazalno slivanje sekreta,
gusti iscjedak iz nosa, punoca uva, vrtoglavica, bol u uhu, bol/pritisak u predjelu lica,
teskoce prilikom spavanja, budenje nocu, nedostatak dobrog sna, osjecaj umora nakon
budenja, umor, smanjena produktivnost, smanjena koncentracija,
frustracija/nemir/iritacija, tuga, stid. Pacijenti daju odgovor birajuci vrijednost u
zavisnosti od tezine simptoma: 0 - tegoba/ problem ne postoji, 1 - veoma blaga tegoba,
2 - blaga tegoba, 3 - umjerena tegoba, 4 - ozbiljana tegoba i 5 - izuzetno ozbiljana
tegoba. Upitnik podrazumijeva subjektivhu ocjenu navednih simptoma u ukupnoj
vrijednosti od 0-110, sa vecim rezultatima kod izraZenijeg uticaja tegoba na kvalitet
Zivota.

Svi pacijenti su hirurski lijeCeni u uslovima opste endotrahealne anestezije. Uzorci tkiva
polipa kod pacijenata sa CRSWNP/AERD, kao i hipertroficne sluznice pacijenata sa
CRSsNP, uzeti su iz etmoidalnog labirinta tokom endoskopske operacije sinusa (FESS).
Uzorci tkiva nazalne sluzokoze kontrolnih subjekata uzeti su lateralnom resekcijom
pneumatizovane srednje nosne Skoljke (concha bullosa). Uzorci tkiva su fiksirani 24 sata
u 4% puferovanom rastvoru formaldehida. Zatim su isprani vodom i dehidrirani
koncentrovanim etanolom (70% do apsolutnog), a potom tretirani ksilelom i kalupljeni u
parafinu. Parafinski blokovi su isjeceni na debljinu od 3-5 mikrometara. Sekcije su
obojene hematoksilinom i eozinom (H&E). Imunohistohemijsko bojenje je ukljucivalo
deparafinizaciju nakon sjecenja djelova od 3-4 mikrometra od parafinskog kalupa i
susenje nakon potatanja u ksilenu, alkoholu i destilovanoj vodi. Deparafinisani djelovi su
zagrijevani dva puta po pet minuta u mikrotalasnoj pecnici u kiveti sa 250 mL rastvora
citratnog pufera (10 mmol/L). Nakon toga su hladeni u citratnom puferisanom rastvoru
na sobnoj temperaturi 30 minuta i dva puta isprani destilovanom vodom po 30 sekundi.
Slijedeca faza ukljucuje blokiranje endogene peroksidaze: djelovi tkiva su natopljeni 3%
vodonik peroksidom u trajanju od pet minuta; zatim isprani destilovanom vodom,
prekriven fosfatnim puferom tri puta u trajanju od po dva minuta.



Imunohistohemijsko bojenje za MBP izvrSeno je humanim BMK13 antitijelima (Santa
Cruz Biotechnologi, Inc. Dallas, Teksas, SAD), dok je bojenje za CD31 i CD34 izvrieno
humanim anti-CD31 i anti-CD34 antitijelima (Elabscience, Houston, Teksas, SAD).
Analiza imunohistohemijskih nalaza uradena je digitalnim svjetlosnim mikroskopom.
Dobijeni skor imunoloske reaktivnosti je uporeden u odnosu na grupe pacijenata sa CRS
i u odnosu na kontrolnu grupu.

Dobijeni podaci su analizirani pomocu Shapiro-Vilkovog testa. Studentov t-test za
nezavisne uzorke i One-way ANOVA test je koriS¢en za procjenu razlika u starosnoj dobi
pacijenata. One-way ANOVA je koriS¢ena za istraZivanje razlika izmedu grupa pacijenata
u odnosu na vrijednosti njihovih rezultata kliniCkih parametara, nakon cega je uslijedilo
post-hoc testiranje koris¢enjem Tukey’s testa. Da bi se testirale razlike u distribuciji
intenziteta bojenja tkiva izmedu grupa pacijenata, korisceni su Hi-kvadrat test i FiSerov
egzaktni test. Testiranje korelacije izmedu ovih parametara je uradeno koris¢enjem
Spearmanov koeficijenta korelacije (Spearman’s rank correlation coefficient) p vrijednost
manja od 0,05 smatrana je statisticki znacajnom. Rezultati koji se odnose na klinicke
parametre na slikama i tabelama su predstavijeni kao srednja vrijednost + standardna
devijacija (SD).

2.4. Rezultati disertacije i njihovo tumacenje

Pacijenti muSkog pola su bili dominantni u grupi CRSwWNP (n = 23; 69,7%) kao i u
kontrolnoj grupi (n = 18; 58,1%), dok su pacijentkinje bile dominantan pol u grupi sa
AERD (n = 14; 70%).

U nazalnoj polipozi mastociti eksprimiraju estrogenske i progesteronske receptore
(ER/PR). To moZe upudivati na odnos izmedu hormonalnog statusa pacijenata i nazalne
polipoze. Estradiol uti¢e na aktivonst eozinofila, ukljuCujuéi njihovu prezivljavanje,
obzirom da eozinofili izraZavaju ER-alfa receptore. Takode ispoljava antiinflamatorni
efekat inhibicijom TNF-alfa, interferona-y i NK celija, sprecavajuci celijsku apoptozu

Poredenje klinickih parametara (VAS, SNOT-22 i LMS), izmedu eksperimentalnih grupa
pacijenata i kontrolne grupe, pokazalo je zna&ajnu razliku za sva tri ispitivana
parametra koja je odredena One-way ANOVA [VAS: F (3, 90) = 9,495, p < 0,001;
SNOT-22: F (3, 90) = 5,471, p < 0,01; LMS: F (2, 60) = 12,603, p < 0,001]

Skor za VAS i SNOT-22 je bio znacajno veéi u grupama CRSwNP i AERD, u poredenju sa
pacijentima iz C grupe. Sto se ti¢e LMS-a, uoena je statisticka razlika izmedu AERD i
CRSwWNP/CRSsNP grupa. Pacijenti iz grupe AERD imali su najveci rezultat za sva tri
klinicka parametra, $to ukazuje na ocekivan vedi stepen ispoljenosti tegoba i simpoma
bolesti kod pacijenata oboljelih od AERD u odnosu na druge forme hroni¢nog sinuzitisa,
kao i na objektivno izrazeniji patoloSki supstrat prisutan i dokazan kompjuterizovanom
tomografijom kod iste grupe pacijenata.

Post-hoc testiranje je bilo uradeno za svaki od tri testirana parametra. U slucaju VAS
detektovana je znacajna statisti¢ka razlika izmedu C i CRSWNP (p < 0,01), Ci AERD (p <
0,001), Ci CRSsNP (p < 0,05). U slu¢aju SNOT-22, otkrivena je znafajna statisticka
razlika izmedu C i CRSWNP (p < 0,01), Ci AERD (p < 0,01). U slu¢aju LMS-a, otkrivena
je znacajna statisticka razlika izmedu CRSwWNP i AERD (p < 0,01) i CRSsNP i AERD (p <
0,001) Vrijednost LMS ima znacajnu statisticku korelaciju sa vrijednostima SNOT 22 i
VAS skora kod pacijenta sa sinonazalnom polipozom i kod pacijenta sa preosjetljivosti sa
NSAIL sto ukazuje da stepen u kojem su ispoljeni simptomi, verifikovan kroz vrijednost



skale/ testa korelira na objektivnim nalazom/ patoloSkim supstratom evidentiranim u
okviru CT pregleda paranazalnih Supllina. Vrijednost SNOT 22 je u znadajnoj statistic¢koj
korelaciji sa vrijenostima VAS kod kontrolne grupe ispitanika kao i kod pacijenta sa
sinonazalnom polipozom i preosjetljivosti na NSAIL sto ukazuje da je nivo ispoljenosti
simptoma bolesti/ anatomskih varijacija odgovarajuéi anatomskom / patoloSkom
supstratu, odnosno indikaciji za ucinjeno hirursko lijecenje.

Imunorekativnost za CD31 i CD34 nije bila u potpunosti odsutna ni kod jednog
ispitanika. Najveca ucestalost najjateg bojenja za CD 31 je primjec¢ena u uzorcima tkiva
dobijenim od pacijenata sa CRSwNP, dok je najjaci obrazac bojenja CD34 pronaden kod
pacijenata sa AERD. Ekspresija BMK13 je skoro u potpunosti izostala u C grupi
pacijenata, sto je u potpunoj suprotnosti sa pacijentima iz grupe CRSWNP, koji su
pokazali razlicite nivoe bojenja BMK13. NajvisSi nivo ekspresije BMK13 (skor 4) je
otkriven kod pacijenata sa AERD.

Odnos izmedu imunohistohemijskih markera i rezultata klini¢kih parametara pacijenata
ukljucenih u ovu studiju pokazao je umjerenu pozitivnu korelaciju izmedu BMK13 i
SNOT-22 (rs = 0,46) i izmedu BMK13 i LMS (rs = 0,58) u grupi CRSwNP, U grupi
CRSsNP, granicna statisti¢ka znagajnost u korelaciji je prikazana samo za CD31 i BMK13,
koji su pokazali umerenu pozitivhu korelaciju (rs = 0,65). Pokazano je da LMS korelira
sa VAS i SNOT-22 u grupama pacijenata sa CRSwWNP (rs = 0,53; rs = 0,58) i AERD (rs =
0,55; rs = 0,6) . Kod kontrolnih ispitanika smo pronasli pozitivhu korelaciju izmedu
SNOT-22 i VAS (rs = 0,77) i izmedu CD31 i CD34 (rs = 0,47) Sto ukazuje na stepen
tegoba i simptoma uzrokovanih anatomskim varijacijama i poslijedicnom indikacijom za
hirursko lije¢enje. Pozitivna korelacija markera angiogeneze CD31 i CD34

manifestovana u sluzokoZi pacijenata koji su inili kontrolu grupu ukazuje na cinjenicu da
u nosnoj sluzokozi gdje eozinofilna inflamacija nije znacajno izrazena i proces
remodelovanja tkiva nije tako intenzivan, proces fizioloSke angiogeneze nije znacajno
izmijenjen.

2.5. Zakljucci

Rezultati su pokazali gotovo potpuno odsustvo aktiviranih eozinofila u sluznici ispitanika
koji nisu imali inflamaciju nosne sluznice. Prevenstveno su to ispitanici koji su hirurski
lijneceni zbog anatomskih varijacija stuktura nosne Supljine koje se uzrokovale nazalnu
opstrukciju.

Imunoekspresija BMK13 kao markera eozinofilne infiltracije je ekstremno visoka u
sinusnoj sluznici oboljelih od nosne polipoze, a narocito u grupi pacijenata sa AERD.
Osnovna karakteristika AERD je prisustvo eozinofilnih infiltrata u respiratornom traktu.
Hroniéni rinitis se manifestuje kao hroni¢ni hiperplasti¢ni eozinofilni sinusitis. Klinicka
manifestacija astme se obicno javlja dvije godine nakon pojave rinitisa, a netolerancija
na NSAIL se moze ispoljiti u bilo kom stadijumu bolesti. Sinonazalnoj polipozi prethodi
hroni¢ni rinosinuzitis. Promjene u metabolizmu arahidonske kiseline dovode do
neravnoteZe izmedu proinflamatornih i antiinflamatornih supstanci, a manifestuju se kao
prekomjerna proizvodnja cisteinil leukotriena (CysLTs) i nedovoljna proizvodnja
prostaglandina E2 (PGE2).

Markeri angiogeneze CD31 i CD34 su znacajno vise ispoljeni u sluznici pacijenata sa
AERD i CRSwWNP u odnosu na pacijente sa CRSsNP i zdrave ispitanike.
Imunohistohemijska analiza sluznice nazalnih polipa , kod razli¢itog stepena sinonazalne
polipoze, ukazala je na vecu ekspresiju VEGF i osnovnog fibroblastnog faktora rasta
(bFGF) kod masivnije polipoze. U smislu patogeneze VEGF dovodi do edema i
angiogeneze. Prisustvo VEGF proteina i VEGFR-1,2 receptora je izrazeno u vaskularnom



endotelu polipa, oko inflamatornih ¢elija, u mukoznim Zlijezdama i vaskularnom endotelu
nazalne sluznice.

Mada priroda istraZivanja to nije omogucila, s obzirom da se radilo o studiji presjeka,
povecani markeri angiogeneze kod pacijenata sa nosnim polipima bi mogli da nagovjeste
brze Sirenje bolesti i vecu ucestalost recidiva CRS.

Medu razli¢itim fenotipima CRS, intenzitet eozinofilne infiltracije bolje korelira sa
klinickim parametrima (radioloski procjenjen stepen prosirenosti bolesti, narusavanje
kvaliteta Zivota) nego intenzitet vaskularizacije lamine proprije, §to ukazjje na
ekstenzivnost patoloskog procesa i supstrata.

Nalaz gusce eozinofilne infiltracije u tkivu sluznice paranazalnih sinusa tokom
patohistoloSke analize moZe ukazati na tezu klinicku sliku bolesti.

Rezultati nisu pokazali postojanje korelacije izmedu markera eozinofilne infiltracije i
vaskularne proliferacije u lamini propriji pacijenata sa nosnom polipozom, kako kod onih
sa, tako i kod onih bez preosjetljivosti na NSAIL. Samo pacijenti sa AERD i blagim
oblikom astme su ukljuceni u ovu studiju, obzirom da teZi oblici astme zahtijevaju
upotrebu sistemskih kortikosteroida u okviru terapije, koja moze uticati na manifestaciju
bolesti i modifikovati inflamatorni prosces u sluzokozi nosa i paranazalnih Supljina kod
tih pacijenata. To znadi da bi intenzitet BMK13, CD31 i CD34 imunoekspresije kod
pacijenata sa teZzim oblikom AERD bi bio ¢ak i veéi od onoga Sto je primjeéeno kod nasih
pacijenata.

3. Konacna ocjena disertacije

3.1. Usaglasenost sa obrazloZzenjem teme
Doktorska disertacija dr Tijane Vukadinovi¢ je usaglasena sa obrazloZenjem teme.
3.2. Mogucnost ponovljivosti

Ponovljivost rezultata dobijenih u ovoj disertaciji je moguca primjenom navedenog
metodoloskog pristupa.

3.3. Buduca istrazivanja

Juna 2019. odobrena je prva bioloska terapija za lijeCenje CRSWNP u Sjedinjenim
Drzavama. To je omogucilo proucavanje klinickih efekata bioloskih terapija kod
pacijenata oboljelih od AERD. Dalja istrazivanja su potrebna da bi se jasnije definisale T2
Celije, bazofili, makrofagi i mastociti kao i T2 medijatori koji doprinose teZini klinicke
slike bolesti. Karakteristike oboljelog, prvenstveno mikrobiom i faktori Zivotne sredine
nisu dovoljno ispitani u okviru AERD-a. Klinicka heterogenost AERD-a zahtijeva
multidisplinarni pristup ovom patoloskom entitetu radi sto duze remisije bolesti.

3.4. Ogranicenja disertacije i njihov uticaj na vrijednost disertacije

Kriterijumi za iskljucivanje iz studije su bili osobe mlade od 18 i starije od 65 godina,
trudnice, dojilje, pacijenti sa sistemskim bolestima koje zahvataju nosnu Supljinu i
paranazalne sinuse (Wegenerova granulomatoza sa poliangiitisom, Churg-Strauss-ov
sindrom, Young sindrom ), pacijenti sa hoanalnim polipima i hamartomima nosne
Supljine, oboljeli od hroni¢nog gljivitnog rinosinuzitisa, pacijenti sa urodenim



poremecajem mukocilijarnog transporta (cisti¢na fibroza, primarna cilijarna diskinezija),
pusaci, pacijenti sa prethodnim operacijama paranazalnih sinusa, ispitanici koji su
uzimali topikalne i/ili sistemske kortikosteroide, antihistaminike i antibiotike unutar
mjesec dana prije poceka istrazivanja.

Broj pacijenata sa CRSsNP i AERD je bio relativno mali. Svakako, taj broj je odrazavao
stvarni priliv pacijenata koji su indikovani i hospitalizovani za hirursko lijeCenje. Pacijenti
sa CRSsNP se rede upucuju na hirursko lijeCenje obzirom da se u vecini slucajeva dobri
razultati postiZu konzervativnim lijeCenjem. Samo pacijenti sa AERD i blagim oblikom
astme su uklju€eni u nasu studiju, obzirom da tezi oblici astme zahtijevaju upotrebu
sistemskih kortikosteroida u okviru terapije, koja moZe uticati na manifestaciju bolesti i
modifikovati inflamatorni prosces u sluzokoZi nosa i paranazalnih Supljina kod tih
pacijenata. To znadi da bi intenzitet BMK13, CD31 i CD34 imunoekspresije kod
pacijenata sa tezim oblikom AERD bi bio ¢ak i veci od onoga $to je primjeceno kod nasih
pacijenata.

3.5. Originalni naucni doprinos
Originalni nau¢ni doprinos ove doktorske disertacije proistiCe iz postavljenih ciljeva.

U istrazivanju kandidatkinje Tijane Vukadinovi¢ analiziran je znacaj epitelno-stromalnog
odnosa u okviru hroni€nog rinosinuzitisa. Do sada je spovedeno malo istrazivanja koje su
analizirala neovasakularizaciju u polipima kao poslijedicu inflamacije, kao i njihovu
medusobnu korelaciju i uticaj na tezinu klinicke slike, lijecenje i tretman.

Sustina istrazZivanja je remodelovanja sluznice tokom hroni¢nog zapaljenja posredovanog
eozinofilima, dolazi pri Cemu su popsebno ispitane promjene na nivou vaskularizacije
strome, u smislu stepena neoangiogeneze. Za razliku od prethodnih studija, koje su bile
uglavnom bile fokusirane na intenzitet inflamatorne infiltracije epitela i lamine proprije,
ovde je akcenat biti stavljen na procjenu stepena vaskularizacije u subepitelu, kao i na
moguce korelacije stepena vaskularizacije i klinickih pokazatelja stepena teZine
hroni¢nog rinosinuzitisa. Na taj nacin ova studija predstavljati znacajan doprinos
rezultatima dosadasnjih studija koje su usmjerene na ispitivanje morfoloskih promena
nosne sluznice tokom hroni¢nog zapaljenja, a na osnovu ¢ega se planiraju modaliteti
lijecenja razliCitih formi hroni¢nog rinosinuzitisa. Posebno je ispitivana aspirinom
pogorsana respiratorna bolest ( AERD), kao heterogeni entitet u okviru hroni¢nog
rinosinuzitisa sa sinonazlanom polipozom, prema njegovim histoloskim karakteristikama
vezanim za angiogenezu i eozinofilnu infiltraciju, koji se karakteriSe razlicitim klinickim
prezentacijama i terapijskim odgovorom.

MISLIENJE I PRIJEDLOG KOMISIJE

Doktorska disertacija kandidatkinje dr Tijane Vukadinovié , koja je nastala nakon
viSegodidnjeq istrazivanja, dala je doprinos razumijevanju neovaskularizacije kao
procesa koji je prisutna u okviru razlicitih formi hroni¢nog rinosinuzitisa i aspirinom
pogorsane respiratorne bolesti ( AERD), kao posebnog entiteta u okviru ispitivane
patologije.

Dobro odabranim uzorkom i metodama, imunohistohemijski je ispitan i pracen proces
remodelovanja submukoze u okviru hroni¢ne inflamacije. Takode je ispitan i proces
angiogeneze kod pacijenata bez inflamatornog procesa. Poseban znacaj predstavlja
odnos parametara vaskularizacije i inflamacije u okviru sinonazalne polipoze, koji
ukazuje na prostor za dalje usavrSavanje protokola lijeCenja. Pokazatelji neoangiogeneze
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u okviru AERD-a dopunjavaju razumijevanje patogeneze ovog heterogenog stanja sa
kompleksnim inflamatornim odgovorom. Neoangiogeneza je proces koji do sada nije
primarno ispitivan u okviru inflamatornih stanja sinonazalne sluznice. Veca paznja u
dosadasnjim studijama je posvecéenja inflamatornom procesu, dok je u okviru ovog
istrazivanja ispitan medusobni odnos inflamacije i vaskularizacije.

O znadaju svega navedenog najbolje svjedodi publikacija dijela rezultata iz ove doktorske
disertacije koja je objavljena u evropskom nauénom SCI/SCIE ¢asopisu:

Vukadinovi¢ T, Vuksanovi¢ Bozari¢ A, Vukomanovi¢ Durdevi¢ B, Radunovi¢ M, Peric¢ A.
Angiogenesis and eosinophilia in the nasal mucosa of patients with different clinical
phenotypes of chronic rhinosinusitis. J Infect Dev Ctries. 2023 Oct 31;17(10):1480-
1488. doi: 10.3855/jidc.18166. PMID: 37956383.

Clanovi komisije su detaljno proudili prilozeni materijal o podobnosti kandidatkinje i teme
i utvrdili da aktuelnost teme, metodoloski i analiticki pristup, sveobuhvatna statisticka
obrada, prikazani rezultati, iscrpna diskusija i jasno izvedeni zakljucci, nedvosmisleno
ukazuju da je kandidatkinja pokazala posvecenost i smisao za naucno-istraZivacki rad.

Imajudi sve navedeno u vidu, Komisija predlaze Vije¢u Medicinskog fakulteta
Univerziteta Crne Gore da prihvati doktorsku disertaciju kandidatkinje dr Tijane
Vukadinovi¢, pod nazivom ,Imunohistohemijske karakteristike vaskularizacije i
inflamatorne infiltracije nosne sluznice kod pacijenata sa hroni¢nim rinosinuzitisom ", kao
i da predlozi Senatu Univerziteta Crne Gore da imenuje Komisiju za odbranu ove
doktorske disertacije i da nakon sprovedene procedure na organima Univerziteta Crne
Gore odobri javnu odbranu iste.

U Podgorici, 26.08.2024.godine
KOMISIJA:

Prof. dr Miroslav Radunovic

Medicinski fakultet Univerziteta Crne Gore

Prof. dr Aleksandra Vuksanovi¢ Bozaric¢

;Medicinski fakultet Univerziteta__,-trne Gore
\ 4 5 ~~\/
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Prof. dr Biserka Vukomanovic¢ Purdevic

Medicinski fakultet Vojnomedicinske akademije Univerziteta odbrane u Beogradu
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Prof. dr Elvir Zvrko

Medicinski fakultet Univerziteta Crne Gore
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Prof. dr Aleksandar Peri¢

¢

&*WWW%W/ __________

Medicinski fakultet Vojnomedicinske akademije Univerziteta q?rane %ogradu
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UNIVERZITET CRNE GORE

MEDICINSKI FAKULTET
N/r sefu studenstske sluzbe
Gospodi Sonji Vukicevic

Predmet: Vracanje doktorske disertacije doktorantkinje dr med Tijane Vukadinovic sa
uvida javnosti

Postovana gospodo Vukicevic,

U prilogu akta dostavljamo Vam doktorsku disertaciju pod nazivom
»Imunohistohemijske karakteristike vaskularizacije i inflamatorne infiltracije
nosne sluznice kod pacijenata sa hronicnim rinosinuzitisom", | Izvjestaj o ocjeni
doktorske disertacije doktorantkinje dr med Tijane Vukadinovic koja je u skladu sa
clanom 42 stav 3 Pravila doktorskih studija dostavljena Centralnoj univerzitetskoj
biblioteci 16. 09. 2024. godine. na uvid i ocjenu javnosti.

Na navedeni rad nije bilo primjedbi javnosti u predvidenom roku od 15 dana

Molimo Vas da nam nakon odbrane. a u skladu sa clanom 47 Pravila doktorskih
studija, dostavite konaénu verziju doktorske disertacije

S postovanjem,

DIREKTOR.

o ‘ mr Bosiljka Cicmil
Pripremila: Y

Milica Barac Lt
Administrativna asistentkinja
Tel: 020 414 245

e-mail: cub@ucg.ac.me




ph of 202 G

‘med o5y
Na osnovu ¢lana 32 stav 1 tacka 14 Statuta Univerziteta Crne Gore, u vezi sa clanom
41 Pravila doktorskih studija, Senat Univerziteta Crne Gore, u postupku razmatranja
predloga Vijeca Medicinskog fakulteta | utvrdivanja ispunjenosti uslova iz Pravila
doktorskih studija za ocjenu doktorske disertacije i daljirad na disertaciji kandidatkinje

Tijane Vukadinovi¢, na predlog Odbora za doktorske studije, na sjednici odrzanoj
10.7.2024. godine, donio je sljedecu

ODLUKU
I

Utvrduje se da su ispunjeni uslovi iz ¢lana 38 Pravila doktorskih studija za
ocjenu doktorske teze i dalji rad na disertaciji ,,/munohistohemijske
karakteristike vaskularizacije i inflamatorne infiltracije nosne sluznice kod
pacijenata sa hroni¢nim rinosinuzitisom®, kandidatkinje Tijane Vukadinovic.

Imenuje se Komisija za ocjenu navedene doktorske disertacije, u sastavu:

1 Dr Miroslav Radunovi¢, redovni profesor Medicinskog fakulteta Univerziteta
Crne Gore,

> Dr Aleksandra Vuksanovi¢ Bozarié, redovna profesorica Medicinskog fakulteta
Univerziteta Crne Gore,

3. Dr Biserka Vukomanovi¢ Burdevi¢, vanredna profesorica Medicinskog fakulteta

Vojnomedicinske akademije Univerziteta odbrane u Beogradu,

Dr Elvir Zvrko, vanredni profesor Medicinskog fakulteta Univerziteta Crne Gore,

Dr Aleksandar Peri¢, vanredni profesor Medicinskog fakulteta Vojnomedicinske

akademije Univerziteta odbrane u Beogradu

&
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Zadatak Komisije je da, u roku od 45 dana od dana imenovanja podnese Vijecu
organizacione jedinice izvjeStaj koji sadrzi ocjenu doktorske disertacije i poseban
izviestaj o procjeni originalnosti navedene doktorske disertacije.
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Odluka stupa na snagu danom donosenja.

Broj: 03- 358243
Podgorica, 10.7.2024. godine
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Prof. dr Vladimir Bozovi¢, rektor
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