NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Nau¢nog veca od 28. aprila 2016. godine odredena je Komisija za ocenu
zavrsene doktorske disertacije kandidata mr sci med dr Jelene Stojkovi¢-Filipovi¢, pod
nazivom ,Ekspresija proteina odrZavanja minihromozoma u Keratinicitnoj
intraepidermalnoj neoplaziji i invazivnom planocelularnom karcinomu koze*“. Mentor
doktorske disertacije je prof. dr Dimitrije Brasanac, redovni profesor patologije na
Medicinskom fakultetu Univerziteta u Beogradu, komentor profesor dr Ljiljana Medenica,

redovni profesor dermatovenerologije, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu.

Za ¢lanove Komisije za ocenu zavrsene doktorske disertacije odredeni su:
1. Prof. dr Milos Nikoli¢, redovni profesor dermatovenerologije, Medicinski fakultet
Univerziteta u Beogradu
2. Doc. dr Nada Tomanovi¢, patolog, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

3. Doc. dr Danica Tiodorovié, dermatovenerolog, Medicinski fakultet Univerziteta u
Nisu

Clanovi Komisije su detaljno proucili priloZenu disertaciju i podnose Nau¢nom vecu

Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu sledeci

IZVESTAJ

A) PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija dr Jelene Stojkovic¢-Filipovié, ,,Ekspresija proteina
odrZavanja minihromozoma u keratinicitnoj intraepidermalnoj neoplaziji i invazivnom
planocelularnom karcinomu koZe*“ napisana je na 205 strane, sadrzi 11 grafikona i 77
tabela. Doktorska disertacija je podeljena na sledeca poglavlja: Uvod, Ciljevi rada, Materijal i
metode, Rezultati, Diskusija, Zakljucci, Literatura i Prilozi. Na pocetku rada nalazi se sazetak

teze na srpskom i engleskom jeziku, kao i lista kljuénih reci.



Uvod (60 stranica) sadrzi 34 potpoglavlja koja su napisana jasno i detaljno. Prikazana
je definicija, etiologija, patogeneza, ucestalost, uzrast i pol, lokalizacija, klini¢ka slika,
histoloska slika i terapija aktini¢ne keratoze (AK), Bowen-ove bolesti (BD) i planocelularnog
karcinoma koze (SCC), kao i KIN Kklasifikacija preinvazivnih lezija. Pored toga opisan je
¢elijki cikus u svojoj osnovi, a opSirnije proteini odrzavanja minihromozoma (MCM
proteini), njihove osnovne karakteristike i uloga odnosu na ¢elijski ciklus i kancerogenezu

generalno, kao i konkretno kod planocelularnog karcinoma.

U okviru Ciljevi rada (2 stranica) predstavljeni su sledeci ciljevi: 1) ispitivanje
ckspresije MCM 2, 5 i 7 u aktini¢noj keratozi, Bowen-ovoj bolesti i invazivnom
planocelularnom karcinomu koze; 2) analiza ispoljavanja MCM 2, 5 i 7 u in situ lezijama
klasifikovanim kao keratinocitna intraepidermalna neoplazija (KIN); 3) poredenje ekspresije
MCM 2, 51 7 i prognostickih parametara planocelularnog karcinoma koze — dimenzije,
debljina i gradus tumora; 4) procena razli¢itih nacina evaluacije imunohistohemijskog bojenja

i ekspresije MCM proteina u odnsou na tip lezije i prognosti¢ke parametre.

Materijal i metode (10 stranica) sadrzi dva osnovna dela — materijal u kome su
detalno opisane klinicke (pol i uzrast pacijenata. lokalizacija i dimenzije lezija) i
histopatoloke karakteristike uzorka koji su ispitivani, i metode u kojima su objas$njene osnove
metodologije (formiranje tkivnog mikroniza), imunohistohemijski protokol (priprema
uzoraka, deparafinizacija, blokiranje endogene peroksidaze, antigensko demaskiranje,
primarna antitela, vizuelizacioni sistem, dehidratacija iseCaka, kontrolni uzorci), I evaluacija
imunohistohemiskog bojenja. Ispitivanje je sprovedeno kao retrospektivna studija u kojoj su
kori§¢eni parafinski kalupi Instituta za patologiju, Medicinskog fakulteta u Beogradu. Iz
ranije specijalno osmisljenje i formirane (popunjene) baze podataka o biopsijama koze
odabrani su od 2012. godine unazad, slucajevi AK, BD i SCC do popunjavanja po 50
slu¢ajeva KIN1, KIN2 i KIN3 preinvazivnih lezija, kao i po 50 sluc¢ajeva dobro, srednje i
slabo diferentovanog SCC. Inicijalno je odabrano 360 slucajeva, ali je nakon
imunohistohemijskog boljenja, iz tehnickih razloga doSlo do gubitka odredenog broja
uzoraka tako da je broj, adekvatan za evaluaciju i tumacenje rezultata, kona¢no bio 315. Od
ukupnog broja bilo je 91 AK, 50 BD i 174 SCC, po 58 dobro (G1), srednje (G2) i slabo (G3)
diferentovanih SCC. Prema KIN klasifikaciji od 141 preinvazivne lezije bilo je 50 KIN1, 40
KIN2 i 51 KIN3. Studija je odobrena od strane Etickog komiteta Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu.



Za sve imunohistohemijske markere (MCM2, MCM5 i MCM?7) vrSena je analiza
distribucije pozitivnih ¢elija kao bazalne, suprabazalne i difuzne kod in situ lezija (AK, BD i
KIN), odnosno periferne, centralne i difuzne kod SCC. Distribucija je potom poredena Ssa
histopatoloskim tipom lezije - AK, BD i SCC, i KIN tipom, parametrima koji ukazuju na
vecéu agresivnost SCC - stepen diferentovanosti, maksimalna dimenzija i maksimalna
debljina, kao i sa povrsinom lezija (KIN i SCC). Isti tipovi poredenja vrSeni su i kod obima
ekspresije pri ¢emu su slucajevi grupisani u one sa do 50% pozitivnih ¢éelija (0/4+/++) 1 preko
50% pozitivnih ¢éelija (+++/++++), kao i do 33% (0/+), izmedu 33-66% (++) i preko 66%
pozitivnih c¢elija (+++). Obim ekspresije, tj. broj pozitivnih Celija svakog od navedenih
merkera odredivan je semikvantitativno za sve slucajeve, posebno, prema navedenim
obimima (grupisanje pozitivnih c¢elija). Za jedan broj slucajeva, broj pozitivnih celija
odredivan je manualnim i automatskim brojanjem, a potom su tako dobijeni rezultati
uporedivani. Takode, za iste slucajeve, rezultati dobijeni mauelnim brojanjem uporedeni su
sasemikavantitativno procenjenim obimom ekspresije koji je koriS¢en za definitivnu analizu

rezultata

Za statisticku analizu rezultata koriS¢en je softverski paket SPSS (engl. Statistical
Package for Social Sciences) za Windows, verzija 20.0 (SPSS, Inc, Chicago, IL, USA). U
ovom radu su koris¢ene metode deskriptivne i inferencijalne statistike. Od metoda
deskriptivne statistike koris¢ene su: mere centralne tendencije (aritmeticka sredina i
medijana), mere varijabiliteta (interval varijacije - opseg, standardna devijacija - SD) i
relativni brojevi (frekvence). Vrednosti kontinuiranih varijabli prikazane su kao prose¢na
vrednost = SD, a diskoninuiranih varijabli kao brojevi i procenti. Distribucija vrednosti
(provera numerickih vrednosti, tj. procena normalnosti raspodele) proveravana je upotrebom
Shapiro-Wilk testa. Od metoda analiticke statiatike koriS¢eni su neparametarski testovi za
nezavisne uzorke: y2 test, Kruskall-Walis i Mann-Withey test. Za procenu rasporeda
(distribucije) 1 broja (obima) MCM pozitivnih ¢elija u odnosu na histopatolosku dijagnozu,
stepen diferentovanosti (gradus) tumora, dijametrar (granica 20mm) i debljinu tumora
(granice 2mm, 4 mm i 6 mm) koriS¢en je 2 test. Za procenu rasporeda (distribucije) i broja
(obima) MCM pozitivnih ¢elija u odnosu na povrSinu tumora korisc¢en je Kruskall-Walis test,
a za medugrupno poredenje Mann-Withey test. Podaci su prikazani tekstualno, tabelarno i

graficki. Vrednosti verovatnoce (P) manje od 0.05 smatrane su statisticki znacajnim.

Rezultati (63 stranica) prikazuju sve nalaze dobijene ovim istrazivanjem kroz 11

grafikona i 73 tabele, uz potrebna objasnjenja u prate¢em tekstu. Rezultati su prikazani u tri
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dela, svaki deo za poseban MCM protein, koji je dalje dodatno podeljen na tri dela,
distribuciju i obim ekspresije semikavantitativno do i preko 50% pozitivnih ¢elija i

semikvantitativno manje od 33%, od 33-66% i preko 66% pozitivnih ¢elija.

U poglavlju Diskusija (44 stranica) detaljno su analizirani dobijeni rezultati
istrazivanja, redosledom kojim su prikazani u prethodnom poglavlju. Svi rezultati istrazivanja

su poredeni sa podacima iz literature, uz tumacenje uocenih sli¢nosti i razlika.

Zakljucak (3 stranice) je predstavljen u formi jasno definisanih konstatacija koje

sleduju iz tumacenja dobijenih rezultata, redosledom koji odgovara postavljenim ciljevima.

Literatura (23 stranica) sadrzi 204 bibliografskih jedinica iz referentnih

medunarodnih i domacdih ¢asopisa, udzbenika, pretezno novijeg datuma.

Prilozi (9 stranica) sadrzi spisak skracenica, biografiju kao i izjave o autorstvu,

istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorata 1 koriS¢enju.

B) OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

U ovoj studiji je ustanovljeno da je ekspresija MCM2, MCM5 i MCM?7 bila
znacajno razliita kod svakog od pojedinacnih, ispitivanih histopatoloSkih entiteta. U analizi
distribucije pozitivnih ¢elija bazalna distribucija bila je dominatna kod AK, difuzna kod BD,
dok su periferna i difuzna distribucija bile gotovo podjednako zastupljene kod SCC. U
slucaju in situ lezija, klasifikovanih kao KIN, difuzna distribucija bila je uocena ¢esce kod
KIN3 u odnosu na KIN1, KIN2 ili KIN1 1 KIN2 zajedno. U slu¢aju SCC, MCM2, MCMS5 1
MCM7 su pokazali dominantno perifernu distibuciju u najve¢em broju slucajeva dobro
diferentovanih SCC (G1). U slucaju srednje diferentovanih SCC (G2) periferna i difuzna
distribucija sva tri proteina bile su uo€ene u gotovo podjednakom broju slucajeva, dok je kod
najveceg broja slabo diferentovanih SCC (G3) dominirala difuzna distribucija pozitivnih
¢elija. Analizom distribucije MCM2, MCM5 i MCM7 u odnosu na prognosticke parametre
SCC, iako je kod vecih i debljih tumora difuzna distribucija bila dominatna, znacajna razlika
uoCena je samo u slucaju kada je granica debljine tumora iznosila 6 mm. Analizom
distribucije u odnosu na povrSinu SCC uoceno je da su tumori ve¢e povrsSine imali difuznu
distribuciju pozitivnih ¢elija sva tri MCM proteina. Kod KIN, sa porastom povrsine lezije
distribucija se menajla od bazalne ka difuznoj i razlika je bila statisticki znacajna za svaki od

pomenutih proteina. Semikavantitativnom procenom broja pozitivnih ¢elija, sa granicom 50%



utvrdena je razlika u obimu ekspresije u odnosu na histopatoloski tip lezije. Procenat
pozitivnih MCM2, MCM5 i MCMY ¢elija rastao je od AK, BD do SCC, ali je razlika u broju
pozitivnih Celija bila je znacajna samo za MCM2 i MCMS5. U slucaju MCM7, utvrdena je
znacajna razlika u ekspresiji izmedu AK 1 SCC. I kod KIN lezija procenat pozitivnih ¢éelija
rastao je od KIN1 do KIN3. Obim ekspresije MCM2, MCM5 i MCM7 bio je razli¢it izmedu
KIN3, KIN1 i KIN2, kao i kada su KIN1 i KIN2 ¢inile jednu grupu. Razlika u ekspresiji
MCM2 i MCMS5 bila je manja izmedu KIN1 i KIN2, a u slu¢aju MCM7 i nije imala
statistiCku znacCajnost. Ekspresija sva tri proteina takode se razlikovala kod SCC razli¢itog
stepena diferentovanosti. Procenat MCM2, MCMS5 i MCM7 pozitivnih ¢elija povecavao se
od dobro ka slabo diferentovanim tumorima i bio znacajno razlicit izmedu tumora razlicitih
gradusa, SCC G1, SCC G2 i SCC G3. Pojedina¢nim poredenjem, razlika u ekspresiji bila
nesto manje izrazena izmedu SCC G2 i G3. Kada je analiziran obim ekspresije MCM2,
MCMS5 1 MCM7 pozitivnih Celija, sa granicom 50%, u odnosu na prognosticke parametre
SCC, utvrdena je razlika u ekspresiji sva tri proteina samo u odnsou na debljinu tumora, kada
je granica debljine iznosila 6 mm. Ekspresija se nije znacajno razliikovala kod SCC razliCite
veli¢ine. Analizom ovog obima eksresije kod SCC razli¢ite povrsine, uoceno je da tumori
vece povrsine imaju veci broj pozitivnih Celija, ali razlika u ekpresiji nije bila zna¢ajna. Kod
lezija klasifikovanih kao KIN broj pozitivnih ¢elija rastao je sa povecanjem povrsine lezija i

razlika je bila statisticki znacajna.

C) UPOREDNA ANALIZA DOBIJENIH NALAZA SA REZULTATIMA 1Z
LITERATURE

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

rezultatima drugih autora u poglavlju diskusija.

Ovo je prva studija u kojoj je procenjivana distribucija i ekspresija vise razli¢itih
MCM proteina u i preinvazivnim i invazivnim keratinocitnim neoplazmama koze. Prema
rezulatima ove studije difuzna distribucija 1 ve¢i obim ekspresije MCM2, MCMS5 1 MCM7
proteina ¢elijskog cikusa u BD u odnosu na AK, KIN3 u odnosu na KIN1 i KIN2, kao i kod
slabo diferentovanih SCC u odnosu na dobro diferentovane SCC ukazuje na njihovu ulogu u
progresiji in situ i invazivnih keratinocitnih neoplazmi. Slic¢an tip distribucije MCM5
proteina je prikazan od strane Liu i saradnika u BD i SCC, ali bez analize AK i druga dva
MCM proteina. U radu Abdou i saradnika MCM2 ekspresija u SCC je bila dominantno



periferna, ali manje od 10% slucajeva u njihovoj studiji je bilo slabo diferentovano, za razliku
od uravnoteZzenog broja SCC razli¢itog stepena diferentovanosti u ovoj doktorkoj disertaciji.
U dosadasnjoj literaturi nije bilo prikaza distribucije MCM proteina u odnosu na KIN
klasifikaciju, ali studija u vulvarnoj intraepitelnoj neoplaziji (VIN) je pokazala sli¢an porast
broja slu¢ajeva s difuznom ekspresijom sa porastom VIN gradusa (Davidson et al 2003).
Analiza obima (procenta) pozitivnih ¢elija u dve prethodne studije dala je slicne rezultate

kao u ovoj doktorskoj tezi, sa porastom ekspresije u BD u odnosu na AK i u slabo
diferentovanim SCC u odnosu na dobro diferentovane tumore, uz napomenu da su u obe
studije radene na samo po jednom MCM proteinu, i to MCM2 (Abdou i saradnici 2014) i
MCMS5 (Liu i saradnici 2009), dok MCMY7 nije ispitivan. Jedna ranije publikovana studija
(Shin i saradnici 2010) ispitivala je obim MCM ekspresije (i to isklju¢ivo MCM2 proteina) u
odnosu na KIN klasifikaciju, a rezultati su uporedivi sa dobijenim u ovoj doktorskoj tezi, iako

uz koriS¢enje nesto drugacijeg nacina evaluacije obima pozitivnosti.

Utvrdena korelacija sa debljinom tumora 6mm, kao prognostickim parametrom SCC,
§to je debljina SCC koja je nedavno u literaturi definisana kao ona preko koje SCC imaju
znacajno vecu ucestalost recidiva i metastaza, ukazuje na zakljucak da je ekspresija MCM2,
MCMS5 i MCMT7 proteina udruzena sa znac¢ajnim faktorima rizika SCC. Ova povezanost je
utvrdena kako za difuznu distribuciju, tako i za obim ekspresije preko 50%. Takode, ¢injenica
da su sli¢ni rezultati dobijeni u slucaju svakog od proteina pojedinacno govori u prilog
mogucnosti njihovog koriS¢enja kao prognostic¢kih indikatora invazivnijih tumora sa ve¢im
rizikom za pojavu recidiva i metastasko Sirenje. Do sada nije bilo publikovanih studija koje bi
poredile distribuciju i/ili obim MCM ekspresije u odnosu na debljinu SCC, ali je slicna
povezanost obima MCM?7 ekspresije i debljine tumora (kao najvaznijeg prognosti¢kog

parametra) utvrdena u melanoma koze.

D) OBJAVLJENI ILI SAOPSTENI REZULTATI KOJI CINE DEO TEZE
Rad u ¢asopisu indeksiranom u Current Contents-u (CC) i Science Citation Index-u (SCI):

Stojkovic-Filpovic J, Brasanac D, Bosic M, Boricic N, Lekic B. Expression of

minichromosome maintenance proteins in actinic keratosis and squamous cell
carcinoma. Applied Immunohistochemistry & Molecular Morpholog, In press
2016; M22, IF 2.012



E) ZAKLJUCAK

Doktorska disertacija pod nazivom ,Ekspresija proteina odrZavanja
minihromozoma u Kkeratinicitnoj intraepidermalnoj neoplaziji i invazivhom
planocelularnom karcinomu koze “ kandidata mr sci med dr Jelene Stojkovic-Filipovic je
aktuelna, znacCajna i predstavlja originalan nau¢ni doprinos u istrazivanjima koja se odnose na
potencijalne nove biomarkere za keratinocitne neoplazme koZe i stepen aktivnosti ove vrste

neoplazmi.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se konstatovati da imunohistohemijska detekcija
prisustva, distribucije i obima ekspresije MCM 2, 5 i 7 moze biti od pomoc¢i u analizi
progresije preinvazivnih keratinocitnih lezija koze kao i u, odredivanju stepena malignog

potencijala i dalje bioloske akivnosti invazivnog planocelularnog karcinoma koze.

Na osnovu navedenih podataka, Komisija smatra da doktorska disertacija predstavlja
originalni nau¢ni doprinos i predlaze Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu da prihvati disertaciju mr sci med dr Jelene Stojkovié-Filipovi¢ pod naslovom ,,
Ekspresija proteina odrZzavanja minihromozoma u Kkeratinicitnoj intraepidermalnoj

neoplaziji i invazivnom planocelularnom karcinomu koZe “ i odobri njenu javnu odbranu.

Beograd, 25. maj 2016. godine

Clanovi komisije:

Mentor: Prof. dr Dimitrije BraSanac Prof. dr Milos§ Nikoli¢

Komentor: Prof. Dr Ljiljana Medenica Doc. dr Nada Tomanovié

Doc. dr Danica Tiodorovié¢



