NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA UNIVERZITETA U BEOGRADU

Izvestaj o ispunjenosti uslova i ocena opravdanosti predloga teme za izradu doktorske disertacije

~EKSPRESIJA PROTEINA  ODRZAVANJA MINIHROMOZOMA u KERATINOCITNOJ]
INTRAEPIDERMALNOJ NEOPLAZIJI I INVAZIVNOM PLANOCELULARNOM KARCINOMU KOZE"

Kandidat: Dr. Jelena Stojkovic Filipovic mr sci med

Odlukom Naucénog veca Medicinskog fakulteta u Beogradu od 17. 11. 2010. godine imenovana
je Komisija za ocenu podobnosti prijavljene doktorske disertacije "EKSPRESIJA PROTEINA
ODRZAVANJA MINIHROMOZOMA U KERATINOCITNQJ INTRAEPIDERMALNOJ NEOPLAZIJI I
INVAZIVNOM PLANOCELULARNOM KARCINOMU KOZE"” kandidata dr. Jelena Stojkovic¢ Filipovi¢,
u sastavu:

1. Prof. dr Milo$ Nikoli¢, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu
2. Prof. dr lvan Borici¢, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

3. Visi naucni saradnik dr Mirela Budec, Institut za medicinska istrazivanja Univerziteta u
Beogradu

Mentor: Prof. dr Dimitrije Brasanac, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

Komentor: Prof. dr Ljiljana Medenica, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu

Na osnovu analize prilozene dokumentacije u vezi sa temom predlozene doktorske disertacije,
nakon razgovora sa kandidatom, a prema kriterijumima za procenu podobnosti teme, ¢lanovi
Komisije podnose Nauc¢nom vecu Medicinskog fakulteta u Beogradu slededi

IZVESTAJ

A. Podaci o kandidatu:

Jelena Stojkovic¢-Filipovi¢, rodena 20. avgusta 1974. godine u Beogradu. Osnovnu skolu
pohadala u periodu od 1981. do 1989. godine u Beogradu, a od 1989. do 1993. godine
gimnaziju “Sveti Sava” u Beogradu. Na Medicinski fakultet u Beogradu upisala se 1993.
godine, a diplomirala 2000. godine sa prosecnom ocenom 9.0. Specijalizaciju iz
dermatovenerologije zapocela 2001. godine na katedri za Dermatovenerologiju Medicinskog
fakulteta u Beogradu, kao stalno zaposlena na Institutu za dermatovenerologiju i polozila
specijalisticki ispit 2006. godine, sa odlicnim uspehom. Poslediplomske studije upisala na
Medicinkom fakultetu u Beogradu, na katedri za Onkologiju 2000. godine. Magistarsku tezu
“Ekspresija ciklina i regulatornih proteina celijskog ciklusa u keratinocitnoj intraepidermalnoj
neoplaziji i planocelularnom karcinomu koze”, mentor prof. dr Dimitrije Brasanac, odbranila je
januara 2009. godine.

B. Spisak publikovanih radova kandidata objavljenih u celini



1. Stojkovic-Filipovic 3, Gajic-Veljic M, Ivanovski P, Nikolic M. Thick skin, nodules, and
immobility in an infant. Infantile systemic hyalinosis. Pediatr Dermatol 2008; 25:557-8.

2. Vesi¢ S, bakovi¢ Z, Vukicevi¢ J, Vukovi¢ ], Stojkovié¢ J, Medenica Lj. Dermatomyositis
udruzen sa metastatskim karcinomom rektuma: prikaz slu¢aja. Medi Pregl 2009; LXII (9-10):
473-475.

C. OBRAZLOZENJE TEME:

1. NAUCNA OBLAST:
MEDICINA (Dermatoonkologija)

2. PREDMET RADA:

VrSice se ispitivanje uzoraka aktiniCne keratoze, Bowenove bolesti (intraepitelni/in situ
karcinom) i invanzivnog planocelularnog karcinoma koZe, imunohistohemijski bojenih na
proteine odrzavanja minihromozoma (engl. minichromosome maintenance proteins - MCM) -
MCM 2, MCM5 i MCM7. Uzorak ¢e ciniti 300 lezija, 150 preinvazivnih (aktinicna keratoza i
Bowenova bolest) i 150 invazivnih tumora.

Razultati imunohistohemijskog bojenja bi¢e analizirani u odnosu na tip lezije, klinicke i
histopatoloske prognosticke parametre planocelularnog karcinoma koze (dimenzije, dubina
invazije, maksimalna debljinu tumora i stepen diferentovanosti - gradus tumora). Takode,
preinvazivne lezije ¢e biti klasifikovane i ispitivane i kao keratinocitna intraepidermalna
neoplazija.

3. CILJ ISTRAZIVANJA:

1. Ispitivanje ekspresije proteina odrzavanja minihromozoma MCM 2, 5 i 7 u aktini¢noj
keratozi i Bowen-ovoj bolesti (keratinocitna intraepidermalna neplazija), kao i invazivhom
planocelularnom karcinomu koze.

2. Poredenje ekspresije MCM 2, 5 i 7 i prognostickih parametara planocelularnog karcinoma
koze - dimenzije, dubina invazije, debljina i gradus tumora.

3. Procena razlic¢itih nacina evaluacije imunohistohemijskog bojenja i ekspresije MCM proteina
u odnosu na tip lezije i prognosticke parametre.

4. METODE ISTRAZIVANJA:

Ispitivanje ¢e se vrsiti na arhivskim parafinskim kalupima Instituta za patologiju Medicinskog
fakulteta u Beogradu. Za formiranje uzorka predvideno je koris¢enje tehnike tkivhog mikroniza
(engl. tissue microarray - TMA) koja omogucava ispitivanje vecleg broja slucajeva uz
minimalno troSenje parafinskih kalupa. Na hematoksilin-eozin (HE) bojenim plocdicama, u
svakom uzorku c¢e se razliCitom bojom oznacavati tri tipicna mesta sa kojih ¢e se iz
odgovarajuceg parafinskog kalupa (kalup davalac) iglom unutrasnjeg promera 1,2 mm uzimati
tkivni cilindri za formiranje tkivnog mikroniza. Ukupno 60 tkivnih cilindara (20 slucajeva) ce
biti prenoseno u svaki kalup primalac u 6 kolona i 10 redova. Za svaki konstruisani kalup sa
TMN ce se popunjavati tabela u kojoj su pojedinacni tkivni cilindri obeleZeni identifikacionim
brojem kalupa i bojom kojom su oznaceni razliiti delovi tumora. Iz novoformiranih parafinskih
kalupa sa TMN na mikrotomu ¢e se narezivati iseCci za imunohistohemijsko bojenje
streptavidin-biotin tehnikom, uz primarna antitela na MCM 2, MCM5 i MCM7. Obojene plocice
¢e se analizirati svetlosnim mikroskopom u smislu distribucije i obima imunopozitivnosti
(semikvantitativno). Takode, fotografisace se digitalnom kamerom visoke rezolucije i uz
primenu odgovarajuc¢eg softvera ispitivati obim ekspresije preko indeksa obelezavanja
(procenat pozitivnih celija). Dobijeni rezultati ¢e se porediti sa tipom lezije i prognostickim
parametrima tumora, a za odredivanje statisticke znacjnosti odnosa rezultata
imunohistohemijskog bojenja i karakteristika tumora koristice se hi-kvadrat, Mann-Whitney i
Kruskal-Wallis test kao i ANOVA i multipli t-test. Za ispitivanje odnosa ekspresije pojedinih
MCM proteina koristice se Spearman koeficijent korelacije.



5. AKTUELNOST PROBLEMATIKE U SVETU:

Planocelularni karcinom koZe je po ucestalosti druga maligna neoplazma (posle bazocelularnog
karcinoma) koja u najveéem broju slucajeva nastaje progresijom aktinicne keratoze i Bowenove
bolesti (in situ karcinom koze). Po novijim shvatanjima aktini¢cna keratoza nije prekancerozna lezija
ve¢ rana faza evolucije planocelularnog karcinoma a Bowenova bolest je deo kontinuirane maligne
transformacije. Za preinvazivne lezije je predlozena, po analogiji sa promenama na grlicu materice,
terminologija keratinocitna intraepidermalna neoplazija koja se, uprkos otporima menjanju
tradicionalnih klasifikacija, pojavljuje, za sada viSe kao koncept nego u prakti¢noj primeni. Kako je za
pojedinacne promene klinicki nemoguce predvideti koja ¢e, i kojom dinamikom, progredirati u
invazivni karcinom, inicirana je potraga za molekularnim markerima koji bi objasnili ovu evoluciju.
Proteini odrzavanja minihromozoma (engl. minichromosome maintenance proteins - MCM), imaju
ulogu u proliferaciji ¢elija, dok se u celijama koje su u stanju mirovanja i diferencijacije njihova
ekspresija gubi. To ih dcini potencijalno odlicnim markerima umnoZavanja celija te je njihovo
ispoljavanje analizirano u velikom broju tumora. U kozi medutim, ova ispitivanja su tek u zacetku, a u
aktini¢noj keratozi i planocelularnom karcinomu analizirani su, u dva do sada publikovana rada, samo
pojedini MCM proteini, bez poredenja sa klinickim i histopatoloskim prognostickim parametrima,
izuzev tumorskog gradusa. O znacaju MCM proteina u onkologiji govore i prvi pokusaji primene
terapije malignih tumora primenom inhibitora aktivnosti ovih molekula.

6. OCEKIVANI REZULTATI:

Ova studija bi trebalo da pruzi prvi prikaz ekspresije vise proteina odrzavanja minihromozoma u
preinvazivnim skvamoznim lezijama koZe Kklasifikovanim kao keratinocitna intraepidermalna
neoplazija, kao i prvu analizu odnosa njihovog ispoljavanja i prognostickih parametara
planocelularnog karcinoma koze. To bi doprinelo boljem razumevanju njihove uloge u evoluciji
malignih epidermalnih lezija i ukazalo na njihovu moguéu primenu kao proliferativnih i
prognostickih markera. Uzimajudi u obzir skorasnje pokusaje primene genetske terapije pojedinih
tumora primenom inhibitora MCM proteina, ovakve analize bi u buduénosti mogle biti neophodne,
za evaluaciju pacijenata za koje bi ovaj tip leCenja bio adekvatan. Slicne procedure za druge
tumore (npr. karcinom dojke) pokazale su vaznost nacina procene ekspresije pojedinih
biomarkera, a ova studija analizira i razliCite nacine ispitivanja ispoljavanja MCM proteina u
odnosu na tipove lezija i prognosticke parametre.

D. ZAKLIUCAK (obrazlozenje opravdanosti teme)

Na osnovu analize prilozene dokumentacije, ¢lanovi komisije smatraju da je predlozena tema
doktorske disertacije “EKSPRESIJA PROTEINA ODRZAVANJA MINIHROMOZOMA U
KERATINOCITNOJ INTRAEPIDERMALNOJ NEOPLAZIJI I INVAZIVNOM PLANOCELULARNOM
KARCINOMU KOZE ” kandidata dr Jelene Stojkovi¢ Filipovi¢ znadajna i aktuelna i da u
potpunosti ispunjava uslove za originalan naucni doprinos u istrazivanjima koja se odnose na
ispoljavanje molekularnih prognostikih markera u malignim keratinicitnim neoplazmama,
pocevsi od najranijih faza u njihovom razvoju. Kako se radi o lezijama koje spadaju u najcesce
humane maligne tumore, ovakva analiza bi doprinela ne samo boljem razumevanju celijskih
mehanizama progresije ovog tipa neoplazmi ve¢ i moguc¢im novim dijagnostickim procedurama
bitnim za primenu bududih, naprednijih i selektivnjih terapijskih pristupa leCenju ovog tipa
tumora.

Dosadasnji strucni i nauc¢ni rad kandidata dr Jelene Stojkovi¢ Filipovi¢, i mentora, prof. dr
Dimitrija Brasanca i komentora prof. dr Ljiljane Medenice, predvidena metodologija, kao i
aktuelnost predloZzene teme, predstavljaju realnu osnovu za ocekivanje da e istrazivanje biti
izvrSeno kompetentno i na savremen nadin.

Stoga, na osnovu celokupne analize prilozenog materijla, Komisija jednoglasno zakljucuje da
su, pored zakonskih, ispunjeni i svi ostali formalni uslovi i na osnovu toga predlaze Nau¢nom
vecu Medicinskog fakulteta da kandidatu dr Jeleni Stojkovic¢ Filipovi¢ odobri izradu doktorske
disertacije sa predlozenom temom.



Komisija: Beograd, 12. 12. 2011. godine

1. Prof. dr Milo$ Nikoli¢

2. Prof. dr Ivan Borici¢

3. Visi nauc¢ni saradnik dr Mirela Bude¢



