NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Nau¢nog veca Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrzanoj dana 28.04.2016.
godine, broj 5940/4 imenovana je komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije pod
naslovom:

»Analiza glija indeksa i Kahalovih ¢elija u biopsijama debelog creva kod dece sa
HirSprungovom bole§¢u i srodnim oboljenjima”

kandidata mr dr Radmile Jankovi¢, zaposlene na Katedri patologije Medicinskog fakulteta u
Beogradu, kao lekar specijalista patoloske anatomije i stru¢ni saradnik van nastave. Mentor
doktorske disertacije je prof. dr Milica Skender-Gazibara, redovni profesor na Katedri za
patologiju Medicinskog fakulteta u Beogradu, a komentor prof. dr Sanja Sindi¢-Antunovic,

vanredni profesor na Katedri hirurgije (decija hirurgija) Medicinskog fakulteta u Beogradu.

Za ¢lanove komisije za ocenu zavrSene doktorske disertacije odredeni su:

1. Prof. dr Zorica Stojsi¢, redovni profesor, Institut za patologiju, Medicinski fakultet,

Univerzitet u Beogradu

2. Prof. dr Marija Luka¢, vanredni profesor, Univerzitetska decija klinika, Medicinski
fakultet, Univerzitet u Beogradu

3. Doc. dr Slavisa Buric¢i¢, docent, Medicinski fakultet, Banja Luka

Na osnovu analize priloZzene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene doktorske

disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom vecu Medicnskog fakulteta sledeci



IZVESTAJ

A) Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija mr sci Radmile Jankovi¢ napisana je na 106 strana i podeljena je
na sledec¢a poglavlja: uvod, ciljevi rada, materijal 1 metode, rezultati, diskusija, zakljucci i
literatura. U disertaciji se nalazi ukupno 10 grafikona, 16 tabela i 31 slika. Doktorska
disertacija sadrzi sazetak na srpskom i engleskom jeziku, biografiju kandidata, podatke o

komisiji i spisak skracenica koriS¢enih u tekstu.

Uvod je napisan na 18 strana i sadrzi 5 slika i 2 tabele. Podeljen je u sest delova koji
su napisani jasno i koncizno. U prva tri dela prikazana je osnovna morfologija
gastrointestinalnog trakta, enterickog nervnog sistema i intersticijskih Kahalovih ¢elija. U
Cetvrtom delu su prikazani razli¢iti pristupi analizi elemenata enterickog nervnog sistema i
intersticijskih Kahalovih ¢elija. U petom delu je prikazana klasifikacija disganglionoza, a
Sesti deo je posveéen HirSprungovoj bolesti kao najces¢em obliku disganglionoze. U ovom
delu je opisana patogeneza HirSprungove bolesti sa osvrtom na genetsku osnovu bolesti i dati
su literaturni podaci o incidenciji ove bolesti u razli¢itim delovima sveta, kao i njena
distribucija u odnosu na pol i varijantu bolesti. Prikazane su klinicke manifestacije
Hirsprungove bolesti, a posebna paznja je posvecena njenoj dijagnostici. U okviru ovog dela

su izloZeni 1 najvazniji podaci u vezi sa terapijom i prognozom Hir§prungove bolesti.

Ciljevi rada su napisani na jednoj strani. Precizno i jasno su definisana Cetiri glavna
cilja: 1. Odredivanje vrednosti glija indeksa u submukoznom i mijentericCkom nervnom
pleksusu u biopsijama debelog creva kod dece sa hronicnom opstipacijom 1 u kontrolnoj
grupi, 2. Odredivanje vrednosti glija indeksa u normoganglijskom segmentu na proksimalnoj
liniji resekcije debelog creva kod dece operisane zbog HirSprungove bolesti u odnosu na
duzinu trajanja opstipacije pre postavljanja dijagnoze, 3. Analiza broja i distribucije
Kahalovih ¢elija primenom imunohistohemijskog bojenja u biopsijama debelog creva kod
dece sa hroni¢nom opstipacijom i u kontrolnoj grupi i 4. Ispitivanje broja i distribucije
Kahalovih ¢elija u normoganglijskoj i tranzicionoj zoni u HirSprungovoj bolesti i analiza

dobijenih vrednosti u odnosu na duzinu trajanja opstipacije pre operacije.



Poglavlje Materijal i metode je napisano na Cetiri strane. Podeljeno je u tri celine. U
prvom delu su definisani i opisani eksperimentalna i kontrolna grupa. Ovaj deo sadrzi jednu
sliku. U drugom delu su prikazane karakteristike antitela koriS¢enih za imunohistohemijska
bojenja. U trecem delu je detaljno opisana morfometrijska analiza submukoznog i
mijenterickog nervnog pleksusa sa posebnim osvrtom na indeks glija ¢elija, kao i analizu

intersticijskih Kahalovih ¢elija u razli¢itim slojevima zida creva.

Poglavlje Rezultati je napisano na 47 strana i sadrzi originalne rezultate dobijene u
ovom istrazivanju. Rezultati su pregledno i sistemati¢no prikazani kroz 25 slika, 14 tabela i 10
grafikona, uz dodatna obja$njenja u prate¢em tekstu i sistematizovani su u skladu sa ciljevima

istrazivanja.

Diskusija je napisana jasno i pregledno na 18 strana, uz prikaz podataka drugih

istrazivanja sa uporednim pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije.

Zakljuccei su napisani na dve strane gde sazeto prikazuju najvaznije nalaze koji su

proistekli iz rezultata rada. Koris¢ena literatura sadrzi spisak od 164 reference.

B) Kratak opis postignutih rezultata

U ovom istrazivanju je pokazano da u mijenterickom pleksusu tranzicione zone
HirSprungove bolesti postoji ne samo redukcija broja ganglijskih ¢elija, ve¢ 1 redukcija broja
glija celija. Takode je pokazano da je redukcija glija Celija u mijenterickom pleksusu
tranzicione zone izrazenija u odnosu na redukciju broja ganglijskih celija, $to se manifestuje
nizim glija indeksom u mijenterickom pleksusu ove zone. Na osnovu ROC analize pokazano
je da mijenteriCke ganglije u tranzicionoj zoni sadrze prosecno manje od dve ganglijske Celije
po gangliji, a da je prosecan odnos glija i ganglijskih ¢elija u ovoj zoni manji od 5,8. Nije
nadena korelacija izmedu vrednosti glija indeksa u normoganglijskoj zoni i uzrasta pacijenata,
to jest duzine trajanja simptoma pre operacije. Vrednosti glija indeksa pacijenata sa
Hir$prungovom boles¢u u normoganglijskoj zoni i u kontrolnoj grupi odgovarajuéeg uzrasta,

se nisu znacajno razlikovale.



U istrazivanju su primenjena razli¢ita imunohistohemijska bojenja za ganglijske i glija
¢elije. Antitelo na kalretinin je korisno u iskljuc¢ivanju aganglionarne zone. Kalretinin
pozitivna intrinsik nervna vlakna se u tranzicionoj zoni uo¢avaju bar fokalno u lamini propriji
normoganglijskoj zoni naj¢es¢e postoji difuzna ekspresija kalretinin pozitivnih intrinsik
nervnih vlakana u lamini propriji mukoze. U istrazivanju je uoCena intenzivnija ekspresija
kalretinina u ganglijskim ¢elijama submukoznog pleksusa u odnosu na mijentericki pleksus u
obe ispitivane zone reseciranog creva zbog HirSprungove bolesti, kao 1 u kontrolnoj grupi. U
mijenterickim ganglijama su uocCene pojedinacne kalretinin negativne ganglijske celije u
normoganglijskoj zoni i kontrolnoj grupi pored kalretinin pozitivnih ¢elija koje su pokazivale
razliite nivoe ekspresije kalretinina. Pojedina¢ne ganglijske ¢elije u tranzicionoj zoni su po
pravilu bile kalretinin negativne. Za razliku od kalretinina, u ovim ganglijskim ¢elijama je
uvek postojala imunoekspresija MAP-2 antitela. Nivo ekspresije MAP-2 u ganglijskim
¢elijama je manje varirao u odnosu na kalretinin. Za vizualizaciju glija ¢elija se bolje
pokazalo S100B antitelo u odnosu na GFAP: Ekspresija S100f je bila prisutna u statisticki

znacajno ve¢em broju glija ¢elija u odnosu na GFAP.

U istrazivanju je pokazano da u HirSprungovoj bolesti postoji znacajna redukcija
Kahalovih éelija u obe ispitivane zone (normoganglijskoj i tranzicionoj). Pokazano je da je
redukcija broja Kahalovih ¢elija ispod 60% u odnosu na minimalne vrednosti ustanovljene u
kontrolnoj grupi odgovarajuceg uzrasta bila klini¢ki znacajna jer su se samo u tim slu¢ajevima
javile postoperativne tegobe (opstipacija 1 enterokolitis). U sluCajevima sa 1 bez
postoperativnih tegoba nije nadena statisticki znacajna razlika u vrednosti glija indeksa u

normoganglijskoj zoni.

Istrazivanjem je obuhvaceno i deset slucajeva biopsija pune debljine zida creva kod
dece sa hroni¢nom opstipacijom. I u ovim slucajevima primenjena su imunohistohemijska
bojenja i izracunate vrednosti glija indeksa i Kahalovih ¢elija. Analizom biopsija debelog
creva sa uobicajenim nalazom nervnih pleskusa na rutinskoj dijagnostici, nalazom imaturnih
ganglijskih ¢elija ili ektopicnih ganglija, nisu ustanovljene abnormalnosti u glija indeksu i
intersticijskim Kahalovim ¢elijama. U slucaju gde je na rutinskoj dijagnostici primecen veci
broj glija ¢elija u odnosu na ganglijske ¢elije u mijenterickim ganglijama, glija indeks je bio
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povecan, a u slucaju hipoganglionoze indeks glija ¢elija je bio smanjen. U oba slucaja

distribucija i broj Kahalovih ¢elija su bili o¢uvani.

C) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

Rezutati istrazivanja su sistemati¢no, redosledom kojim su prikazani, uporedivani sa

rezultatima drugih autora u poglavlju Diskusija.

U ovom istrazivanju je analiziran broj ganglijskih Celija na preparatima bojenim
razli¢itim antitelima. Broj ganglijskih i glija ¢elija na analiziranim presecima je varirao u
zavisnosti od primenjenog antitela, kao $to su primetili i drugi autori (Ippolito et al., 2009.;
Hoff et al, 2008.). Pored toga, broj ganglijskih ¢elija zavisi i od dela gastrointestinalnog
trakta i od uzrasta (Knowle et al, 2011.). Rezultati prethodne studije (Hoff et al, 2008.)
ukazuju na to da u razli¢itim delovima gastrointestinalnog trakta (ileumu, ascendentnom i
sigmoidnom Kkolonu) postoje najmanja odstupanja u glija indeksu (indeksu glija éelija, IGC),
Sto je uzeto kao pretpostavka i u ovom istrazivanju. Indeks glija ¢elija je do sada analiziran
samo u pojedinim bolestima kao $to su divertikuloza creva (Bassotti et al., 2005; Wedel et al.,
2010.) i inflamatorna bolest creva (Villanacci et al., 2008.). Ovo je prva studija u kojoj je
analiziran indeks glija ¢elija u normoganglijskoj i tranzicionoj zoni u HirSprungovoj bolesti.
Pokazano je da je indeks glija ¢elija u tranzicionoj zoni bio statisti¢ki znacajno nizi u odnosu
na normoganglijsku zonu i da bi vrednosti glija indeksa nize od 5,8 sa velikom verovatno¢om
iSle u prilog dijagnoze tranzicione zone. U ovoj studiji je pokazano da je vrednost glija
indeksa nezavisna od uzrasta deteta (od duZine trajanja opstipacije). S druge strane, broj
ganglijskih celija u mijenterickom pleksusu u tranzicionoj zoni Hir§prungove bolesti je bio
statisti¢ki znacajno nizi, §to je i o¢ekivano (Kapur et al., 2012., Knowles et al., 2011., Schappi
et al., 2013). Do sada se niko nije posebno bavio brojem glija ¢elija u tranzicionoj zoni iako se
zna da glija Celije imaju veliki znacaj za pravilno funkcionisanje ENS-a (De Giorgio et al.,

2012.).

Imunoekspresija kalretinina u intrinsik nervnim vlaknima lamine proprije u
normoganglijskoj i tranzicionoj zoni je bila u saglanosti sa drugim autorima (Barshack et al.,

2004; Morris et al., 2013.; Bachman et al., 2015.). lako su pojedini autori opisali samo
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postojanje jake jedarne i citoplazmatske pozitivnosti u ganglijskim ¢elijama (Hiradfar et al.,
2012.; Guinard-Samuel et al., 2009.; Kapur R, 2006.), u ovoj studiji je detaljno opisana
razliCita ekspresija kalretinina u ganglijskim ¢elijama submukoznog i mijenterickog pleksusa.
Varijabilnu ekspresiju kalretinina u ganglijskim ¢elijama (posebno u mijenteri¢kom pleksusu)

opisali su i drugi autori (Kustermann et al., 2011; Beuscher et al., 2014.).

Rezultati analize intersticijskih Kahalovih ¢elija u HirSprungovoj bolesti drugih autora
su kontroverzni (Gfroerer et al., 2013.; Newman et al., 2003; Rolle et al., 2002; Wang et al.,
2009; Bettolli et al., 2008.). U ovom istrazivanju je ustanovljeno da je broj intersticijskih
Kahalovih ¢elija u normoganglijskoj zoni bio znac¢ajno manji u odnosu na kontrolnu grupu.
Sli¢no zapazanje su imali i drugi autori (Rolle et al., 2002), iako najveéi broj istrazivaca nije
uocio znacajnu redukciju u broju intersticijskih Kahalovih ¢elija u normoganglijskoj zoni
pacijenata sa urednim postoperativnim tokom (Bettilli et al., 2008; Taguchi et al., 2005). Ovo
istrazivanje je potvrdilo rezultate pojedinih autora (Taguchi et al., 2005; Anatol et al., 2008.)
da izrazita redukcija intersticijskih Kahalovih ¢elija u normoganglijskoj zoni moze biti uzrok
postoperativnih tegoba (opstipacije i enterokolitisa) u slucaju kada su iskljucene

abnormalnosti enterickog nervnog sistema.

Imunohistohemijska i morfometrijska analiza su sprovedene i u odabranim
slucajevima HirSprungu sliénih stanja (heterotopija ganglijskih celija, hipoganglionoza,
imaturne gangijske Celije, hiperplazija glija ¢elija), kao 1 u cetiri slucaja sa odgovaraju¢om
morfologijom nervnih pleksusa na rutinskoj dijagnostici. Vrednosti glija indeksa nisu
odstupale od prethodno dobijenih vrednosti u normoganglijskoj zoni Hirsprungove boesti i
kontrolnoj grupi, izuzev u dva slucaja gde se radilo o hiperplaziji glija ¢elija (veéa vrednost
mijenterickog glija indeksa) 1 hipoganglionozi (niza vrednost glija indeksa u odnosu na
dobijene referentne vrednosti). Ni u jednom od ovih slucajeva nije uocena znac¢ajna redukcija
broja Kahalovih ¢elija. Da bi motilitet creva bio odgovaraju¢i neophodno je prisustvo svih
elemenata enterickog nervnog sistema (glija i1 ganglijskih c¢elija) 1 Kahalovih celija u
adekvatnom broju, i njihov koordinisan rad (Wedel et al., 2010; Villanacci et al., 2008.;
Breuer C, 2012.; Bassotti et al., 2013; Yu et al., 2002.). U debelom crevu Kahalove celije

grade gustu mreZu koja je najgusca u zoni mijenteri¢og pleksusa (Gfroerer et al., 2013.).



U radu je posebno prikazan slu¢aj udruzenosti Hir§prungove bolesti sa kompleksnom
disganglionozom. Pored glavne karakteristike ove disganglionoze - hipoganglionoze, uo¢ena
je izrazena imaturnost ganglijskih celija, kao 1 ve¢i broj ektopicnih ganglija i brojni snopovi
nervnih vlakana u submukozi. Glija indeks u ovom slu¢aju je bio nizi od referentnih
vrednosti, a takode je uocen i redukovan broj Kahalovih ¢elija. Pored abnormalnosti nervnih
pleksusa, uoceni su prekobrojni snopovi misiénih vlakana uz cirkularni miSi¢ni sloj i
abnormalni krvni sudovi. Osobitost opisanog slucaja je i kompleksnost ove anomalije koja
ukazuje na znacaj koordinisanog razvoja nervnih pleksusa, miS$i¢nog omotaca creva i

Kahalovih ¢elija (Wallace et al., 2005.).

D)  Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije

1. Jankovic RM, Djuricic SM, Sindjic-Antunovic SM, Lukac MK, Skender-Gazibara MK.
Additional criteria in diagnosis of transitional zone in Hirschsprung disease. Int J Clin Exp
Pathol 2016 (in press), M23, IF 1,581.

E) ZAKLJUCAK (obrazloZenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ,,Analiza glija indeksa i Kahalovih ¢elija u biopsijama
debelog creva kod dece sa HirSprungovom bole$¢u i srodnim oboljenjima” kandidata mr
sci med Radmile Jankovi¢ predstavlja originalni nauc¢ni doprinos u oblasti poremecaja

motiliteta creva.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se konstatovati da odredivanje vrednosti glija
indeksa moze predstavljati vazan kriterijum za razlikovanje normoganglijske i tranzicione
zone u HirSprungovoj bolesti kod hirurSke resekcije. U ovom istrazivanju je pokazan veliki
znacaj imunohistohemijskih bojenja koja znacajno doprinose kvalitetu histopatoloske analize
u intestinalnim neuropatijama. Rezultati analize Kahalovih ¢elija u HirSprungovoj bolesti u
normoganglijskoj zoni na liniji resekcije istiCu da izrazita redukcija ovih ¢elija moze biti

uzrok postoperativnih tegoba u sluc¢ajevima gde je status nervnih pleksusa creva odgovarajéi.



Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima nau¢nog istrazivanja.
Ciljevi su bili precizno definisani, nau¢ni pristup je bio originalan i paZzljivo izabran, a
metodologija rada je bila savremena. Rezultati su pregledno i sistemati¢no prikazani i

diskutovani, a iz njih su izvedeni odgovarajuci zakljucci.

Na osnovu svega navedenog, i imaju¢i u vidu dosadasnji naucni rad kandidata,
komisija predlaze Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati
doktorsku disertaciju dr Radmile Jankovi¢ i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja

akademske titule doktora medicinskih nauka.

U Beogradu, 23.06. 2016.

Clanovi Komisije: Mentor:
Prof. dr Zorica Stojsi¢ Prof. dr Milica Skender-Gazibara
Komentor:

Prof. dr Marija Lukac

Prof. dr Sanja Sindi¢-Antunovié¢

Doc. dr SlaviSa Durici¢



