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Odbrana pol aznog istrazivanja »Imunohistohemijski nivo IMP3 proteina u trostruko
negativnim karcinomima dojke«, kandidata dr med Nikolete Sjekloce, pocela je 07.06.2016.
godine u 12,00 ¢asova, pred Komisijom u sastavu:

i Prof. dr Vladimir Todorovi¢ - predsjednik
2 Prof. dr SnjeZana Tomi¢ — mentor

3 Prof. dr Filip Vukmirovi¢ - ¢lan

4. Doc. dr Olivera Miljanovié - ¢lan

5 Acc. prof. dr Goran

Nikoli¢ - ¢lan
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Predsjednik Komisije, prof. dr Vladimir Todorovié saopstio je biografske 1 druge
relevantne podatke, nakon dega je doktorant iznio kraéi rezime, rezultate 1 zakljucke, do
kojih je dosao u svojim polaznim istrazivanjima, u vremenu od 30 minuta.

Nakon saslusanog izlaganja doktoranta, ¢lanovi Komisije postavili su pitanja koja su u
pisanom obliku sastavni dio Zapisnika.

Komisija je nakon sprovedenog postupka donyela Odluku da je doktorant dr med
Nikoleta Sjekloca, sa uspjehom odbranila polazno istraZivanje i ocijenila ga ocjenom »A«
(odbranila sa izuzetnim uspjehomy).

B. OCJENA PODOBNOSTI TEME DOKTORSKE DISERTACI]J
B1. Obrazlotenje teme s L
Trostruko negativii karcinom dojke (TNBC), kao klini¢ko-patoloski entitet, prvi put se
pominje u literaturi 2005, godine. Do danas, ovaj termin se pominje u vise od 600
publikacija.
Od dosadasnjih istrazivackih dostignucéa u dijelu trostruko negativnih karcinoma dojke,
vazan je pronalazak mutacija BRCA1 gena koji ude$¢em u mehanizmu reparacije DNK
obezbjeduje stabilnost ovog molekula.
Studyje su pokazale da trostruko negativni karcinomi dojke ¢ine 12 - 17% svih karcinoma
dojke. To je heterogena grupa tumora koja se povezuje sa agresivnim klini¢kim tokom,
Ce$ée metastaziraju hematogenim putem u pluéa i mozak, dok su metastaze u
lokoregionalne limfne ¢vorove rjede u poredenju sa ostalim tumorima dojke. Manje od
30% pacijentkinja sa metastatskim TINBC zivi 5 godina i kod svih je uzrok smrti osnovna
bolest, uprkos primijenjenoj adjuvantnoj hemioterapiji koja je danas i osnova lijeéenja ovih
pacijentkinja.
TNBC su udruzeni sa losijim ukupnim prezivljavanjem (OS) i prezivljavanjem bez
znakova progresije bolesti (DFS) u poredenju sa ostalim tipovima karcinoma dojke.
Iz navedenog je jasno zasto su trostruko negativni karcinomi dojke predmet istrazivanja

kandidatkinje. Naime, specificna priroda ove bolesti 1 loSa prognoza, kreiraju veliku
potrebu za boljim razumijevanjem molekularne osnove TNBC i pronalaZzenjem novih
molekularnth markera koji bi imali prognosti¢ki 1 prediktivni znacaj kod ovih tumora i
omogucili dodatnu subklasifikaciju  TNBC. Novi molekularni markeri mogli bi
obezbijediti prognosticku stratifikaciju trostruko negativnih karcinoma dojke i biti osnova
za pronalazenje efikasnijih metoda lijecenja ovih tumora. Mali broj poznatih molekularnih
markera 1 losa prognoza TNBC, ¢ine ovu oblast izuzetno aktuelnom za istrazivanja.

U cilju predvidanja ishoda bolesti kao 1 stepena rizika od pojave recidiva i odgovora na
primijenjenu terapiju koriste se prognosticki faktori. U literaturi je do danas opisan veliki
broj klasicnih prognostickih faktora koji uticu na duzZinu prezivljavanja pacijentkinja
operisanth od karcinoma dojke. Klasicni prognosticki faktori temelje se na
karakteristikama tumora 1 uklju¢uju: veli¢inu tumora, histoloski tip, stepen
diferenciranosti (gradus), limfovaskularnu invaziju, udio neinvazivne komponente, status
limfnih ¢vorova, te stadijum prosirenosti bolesti. Prediktivni faktori koriste se za procjenu
odgovora na odredene vrste lije¢enja, a najznacajniji prediktivni faktori koji su u upotrebi
kod karcinoma dojke su: estrogenski (ER) 1 progesteronski receptori (PR), HER2
proliferacijski indeks Ki-67. ‘
Klasiéni prognosticki faktori pokazali su se nedovoljno osjetljivim da predfidy
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bolesti i stepen rizika od pojave recidiva kod TNBC. Takode, kod ovih tumora dojke
ciljano hormonsko i anti-HER? lijecenie nije pokazalo znacajan efekat. Upravo to je razlog
sve vecih ulaganja u ispitivanje specifi¢nih biomarkera i njihovog prognosti¢kog znacaja za
TNBC.

Predmet ovog istraZivanja upravo ¢e biti ispitivanje molekularnog markera IMP3 (Insulin-
like growth factor I mRNA binding protein 3) kao prognostickog faktora kod TNBC, na
nacin $to e se pratiti ishod bolesti - prezivljavanja bez progresije bolesti (DFS) i ukupno
prezivljavanje (OS) i korelirati sa imunohistohemijskom ekspresijom IMP3 u tumorskim
celijama.

IMP3 (Insulin-like growth factor II mRNA binding protein 3) je pripadnik porodice
insulinu sliénih faktora rasta tipa II (IGF2) koji ima kljuénu ulogu u prenofenju 1
stabilizaciji mRNK, Ccelijskom rastu i migraciji tokom embriogeneze. IMP3 protein
funkcioniSe kao kontrolor procesa translacije na nivou mRNK.,

Dosadasnja istrazivanja su pokazala da je ekspresija IMP3 negativna u zdravim zrelim
tkivima, a pozitivna u zloéudnim tumorima debelog crijeva, bubrega, mokraéne befike,
duktalnom adenokarcinomu pankreasa, karcinomu eluca, nesitnocelijskom karcinomu
pluca, u malignom melanomu, karcinomu Stitaste zlijezde, osteosarkomu i konaéno
karcinomu dojke. Takode, u nekoliko je studija pokazano da je ekspresija IMP3 povezana
sa agresiviim ponasanjem tumora,

uznapredovalim klinickim stadijumom bolesti, nalazom udaljenih metastaza i kradim
ukupnim preZivljavanjem u karcinomima pluéa i jednjaka.

IstraZivanje obuhvaceno Temom oslanja se na prethodno sprovedena polazna istrazivanja.
U polaznim istraZivanjima analiziran je stepen imunohistohemijske ekspresije IMP3 kod
pacijentkinja sa trosruko negativnim karcinomom dojke, a zatim je analizirana i njegova
povezanost sa klinickim i patohistoloskim karakteristikama TNBC. Kao rezultat polaznih
istrazivanja pronaden je visok stepen ekspresije IMP3 kod TNBC (35,6% u ispitivanom
uzorku), kao i statisticki znadajna korelacija stepena imunohistohemijske ekspresije IMP3
sa analiziranim patohistoloskim prognostitkim faktorima: velidinom tumora, nalazom
vaskularne invazije i bazalnim imunofenotipom u tkivu trostruko negativnih karcinoma
dojke. Histoloski gradus, koji je znadajno povezan s ulestaloéu recidiva i dufinom
prezivljavanja u polaznom istraZivanju nasuprot ocekivanju nije pokazao statisticki
znacajnu koelaciju sa stepenom imunohistohemijske ekspresije IMP3, o je objasnjeno
¢injenicom da su trostruko negativni karcinomi dojke uglavnom svrstani u kategoriju
slabo diferentovanih tumora (gradus 2 i 3), te specifi¢noééu ispitivanog uzorka u kom nije
bilo niti jedne bolesnice s dobro diferntovanim tumorm (gradus 1).

Ovakav rezultat polaznih istraZivanja opravdava tendenciju za daljim istrazivanjem IMP3
kao molekularnog markera u praveu odredivanja njegove potencijalne uloge kao
nezavisnog prognosti¢kog pokazatelja za TNBC, analizom povezanostl sa parametrima
prezivljavanja - preZivljavanjem do povratka bolesti (DFS) 1 ukupnim prezivljavanjem

(0S).

B2. Cilj istrazivanja
1. Povezanost klinickih (veli¢ina tumora), demografskih (dob) i patohi
karakteristika tumora (histoloski tip, stepen diferencijacije, nalaz

invazije) sa_pokazateljima prezivljavanja: duZinom ukupnog prciiv]jaé‘a‘jijg% 0s)
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prezivljavanja bez zna?ova?ogresije bolesti (DFS).

2. Povezanost stepena imunohistohemijske ckspresije IMP3 proteina sa pokazateljima
prezivljavanja: duZinom ukupnog prezivljavanja (OS) i preZivljavanja bez znakova
progresije bolesti (DFS)

3. Znacaj imunohistohemijskog nivoa IMP3 proteina kao prognosti¢kog pokazatelja

kod trostruko negativnih karcinoma dojke.

Hipoteze:
1. Povecana ekspresija IMP3 u vezi je sa kraéim prezivljavanjem do progresije bolesti
(DFS) i kra¢im ukupnim prezivljavanjem (OS) pacijentkinja sa TNBC.
IMP3 je negativan nezavisni prognosticki pokazatel) kod TNBC.
3. TNBC je heterogena grupa tumora koja se na osnovu imunohistohemijske
ekspresije IMP3 moZe dalje podijeliti na podgrupe koje se razlikuju po prognozi.

I~

B3. Metode i plan istrazivanja

U istrazivanje e biti ukljuéene sve bolesnice oboljele od karcinoma dojke koje su
operisane na Klinici za kirugiju KBC Split, u periodu od 01.01.2003. - 31.12.2009. godine,
¢iji je operativni materijal analiziran u Klini¢kom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i
citologiju i postavljena dijagnoza karcinoma dojke sa trostruko negativnim
imunofenotipom.

Kao izvor podataka biée koriééena medicinska dokumentacija (istorije bolesti bolesnica
lijeCenih u Centru za tumore KBC Split). Bide koriééeni klinicki podaci o starosnoj dobi
bolesnica, datumu operacije, klinickom stadijumu bolesti, primijenjenom hirurékom i
onkoloskom lijecenju, toku bolesti (pojavi recidiva, metastaza i dufini perioda bez
znakova progresije bolesti), te ishodu bolesti.

Bice pregledana arhivirana patohistolotka stakla, odreden histolotki tip tumora, stepen
diferencijacije, prisustvo bazalne morfologije, postojanje vaskularne invazije, provjerena 1
po potrebi ponovo odredena ekspresija IMP3 proteina, estrogenskih 1 progesteronskih
receptora, te HER2/neu status.

Reprezentativni rezovi tumorskog tkiva su bojani primjenom imunohistohemijske LSAB
metode, prema standardnom protokolu, u Laboratoriji za imunohistokemiju Klinickog
zavoda za patologiju, sudsku medicinu i citologiju KBC Split.

Uzorci tumora za analizu dobijeni su 3-50 rezovima arhiviranih parafinskih blokova, te
bojeni standardnom metodom hemalaun-eozin i imunohistohemijski, primjenom antitijela
na IMP3 protein (DAKO, Glostrup , Danska) u razredenju 1:150.

Kao nadogradnja na polazna istrazivanja u kojima Je odredena znacajnost razlike
kvalitativnih varijabli (starost - godine), veli¢ina tumora u cm), 1 kvantitavnih varijabli
(histoloski tip, stepen diferencijacije, nalaz vaskularne invazije) kod TNBC i njihova
korelacija sa stepenom imunohistohemijske ekspresije IMP3, u ovom istrazivanju bide
uradena analiza prefivljavanja prema svim navedenim varijablama. Za _afializu |
prezivljavanja koristice se Kaplan-Meierova metoda i log-rank test.
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Bice ispitan uticaj pomenutih varijabli na prezivljavanje 1 relativai rizik smrtnog ishoda i
povratka bolesti kori$é¢enjem Coxove uninominalne i multinominalne analize.
Zakljucivanje o statistickim hipotezama u ovom radu sprove$ée se uz nivo znacajnosti
p=0.05.

B4. Nauc¢ni doprinos

Obzirom da je karcinom dojke najée$¢i maligni tumor u Zenskom dijelu populacije, samim
tim i trostruko negativni karcinomi dojke predstavljaju veliki zdravstveni problem u
svijetu. Terapijske opcije za pacijentkinje koje boluju od TNBC u svijetu, pa I na na$im
prostorima su jos uvijek ogranidene na mali broj standardnih hemioterapijskih agenasa
koji, bez obzira na ¢esto inicijalno dobar odgovor, daju vrlo ogranicene ukupne terapijske
rezultate.

Nedostatak poznatih molekularnih markera znadajno ogranidava terapijske moguénosti
kod TNBC. To je kljuéni razlog izuzetne aktuelnosti ove teme, velikog broja istrazivanja,
ali jo$ uvijek nedovoljno snaZnih rezultata.

Upravo ispitivanje novog molekularnog markera (kao $to je IMP3), i njegova korelacija sa
parametrima koji definiSu prezivljavanje (DFS i OS) stvara se podloga za predvidanjem
ishoda bolesti ve¢ u samom momentu postavljanja dijagnoze. Te je najveci znacaj ovog
istrazivanja u otkrivanju faktora prognoze bolesti kod pacyjentkinja sa TNBC.

Istrazivanje koje dokazuje prognostitku znatajnost IMP3 u odnosu na pokazatelje
prezivljavanja (DFS i OS) olekuje se da ée dati znatajan doprinos i u smislu definisanja
sasvim nove klasifikacije trostruko-negativnih karcinoma dojke u odnosu na prognozu
bolesti.

Kroz analizu preZivljavanja (DFS i OS) u odnosu na espresiju IMP3 u trostruko
negativnim karcinomima dojke, ovo istraZivanje ée zasigurno dati doprinos u boljem
razumijevanju mehanizama kancerogeneze u ovom podtipu karcinoma dojke, te otkrivanje
nove mete (target-a) za bududi razvoj imunoterapija, koje bi bile od velikog znacaja u
lijecenju pacijentkinja sa trostruko negativnim karcinomom dojke.

Ultimativno, kroz dobijene rezultate prognosticlog znadaja IMP3, definisaée se novi
potencijalni marker, koji bi eventualno mogao biti kori$éen u svakodnevnoj praksi, kao
parametar koji ce dopuniti uobicajenu morfolotku analizu i na taj nadin omoguéiti
predikciju ove bolesti.

Obzirom na vrlo mali broj dostignuéa koja su dala brojna istra¥ivanja u oblasti trostruko
negativnog karcinoma dojke sprovedena $irom svijeta u proteklih nekoliko decenija,
misljenja smo da ¢e ovo istraZivanje dati poseban nauéni doprinos od znacaja na
regionalnom nivou.

B5. Finansijska i organizaciona izvodljivost istrazivanja
Istrazivanje e biti sprovedeno na Klini¢kom zavodu za patologiju, sudsku medicinu i

citologiju KBC-a Split. ..

Troskove straZivanja i ostale troskove tokom procesa do sticanja dotorskog zv.
N e
NG
e

sam doktorant. P Ve
) : . . o . o /&
Prikaz troskova za materijal potreban za realizaciju istraZivanja, bez putnih U;é"_r_k;{a_
= ;- T g

>
g
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_In1un0histdhemijsko k L | cijena Cijena Cijena Total
ispitivanje IMP3 S, | HRKe | EUR HR Kune | EUR
Primanoentitielo | 6.000,00  |798,82 | 1200000 |1597.7
d: itij
Sclkundarno antitijela. | 1 17.000,00 | 2.263,33 | 34.000,00 | 4526,66
Stakalea i propratni | 85 2.300,00 306,22 |2.30000 | 306,22
| materijal plocica
1
0%t pesmendsy | ga | komad/ 6.712,40 893,67 | 671240 | 893,67
imunohistohemiju 85
L plodica I S W
Tehnicar i 11.27 957,66 1,5 127,5
plocica g
_S“tatlstx_cka obrad? - 670,00
Total 812175

Misljenje i prijedlog komisije

Kandidatkinja dr Nikoleta Sjekloéa javno Je obrazlozila predloZenu temu dotkroske
Hserendie  Diownamiihi st TVIPS § wif m s lavanie kod et
disertacije ,,Prognosticki znalaj ! utica) na prezivljavanje kod pacijentkinja sa
trostruko negativnim karcinomima dojke*.

Predlozena 1 obrazloZena tema je veoma aktulena i znacjna, s obzirom da se bazira na
W . . o . v .. -
proucavanju TNBC, podtipa najéeséeg malignog tumora u fenskom dijelu populacije. U
doktoskoj disertaciji bice analiziran povezanost IMP3 sa DFS i OS. Studija je dobro

dizajnirana, sa jasnim metdolofkim pristupom i ciljevima .
S toga, komisija je saglasna da su se stekli svi uslovi za sporovodenje istrazivanja, koje ée
zasigurno dati kvalitetnu doktorsku disertaciju i pruziti zna¢ajan nauéni doprinos.

Predlog izmjene naslova

/

Prijedlog promjene mentora i/ili imenovanje drugog mentora
/

Planirana odbrana doktorske disertacije

Godina 2019,

Izdvojeno 1ni§ljeﬁje

B (popuniti ukoliko neki &an komisije ima izdvojeno Kigljenje)
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Ime 1 prezime

ZAKLJUCAK

Predlozena tema po svom sadrZaju odgovara nivou doktorskih studija DA | NE
Tema omoguéava izradu originalnog naucno-istraZivalkog rada koji DA | NE
odgovara medunarodnim kriterjjumima kvaliteta disertacije. |
Kandidat moZe na osnovu sopstvenog akademskog kvaliteta i stecenog DA || NE
znanja da uz adekvatno mentorsko vodenje realizuje postavljeni cilj .

Komisija za _-:czi_:cj';é_n-u_"pofd'obnosti' teme i kandidata

 Prof. Dr sci. Filip V_ukEir_O\?c’,agG_of;redovni profesor | '___ .
patologije na Medicinskom fakultetu u Podgorici, specijalista ‘ ,—fi;\l'jfﬂl‘ TN IR

ﬁ@@ﬁ_________“ﬂ______
Pro Dr sci. SnjezanaTomié, Hrvatska, Redovni profesor _
patologije na medicinskom fakultetu u Splitu. Specijalista | ¢
g@@&@@&j@@__m“ﬂ_______”
Prof Dr sci. Olivera Miljanovié, Specijalista pedyjatrije i |
medicinske /klini¢ke genetike

Medicinski fakultet Univerziteta Crne Gore e |

Doc dr Liljan Vutkovié, Specialsta patologie | . —
Medicinski fakultet Univerziteta Crne Gore ‘ : o
U Podgorici,

14.06.2018.
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PRILOG

_PITANJA KOMISIJE ZA OCJENU PODOBNOSTI TEME I KANDIDATA

Koliko je bilo vrijeme pracenja  pacijentkinja
obuhvacenih istraZivanjem, na osnovu kojeg je
vrseno zakljuCivanje na nivou parametara

Prof. Dr sci. Filip Vukmirovié g
prezivaljavanja.

Da Ii postoje podaci o dosadadnjim Istrazivanjima
ekspresije IMP3 i u kojim vrstama tumora?

Doc dr Ljiljana Vuékovié

Kakvi su do danas objavljeni rezultati uticaja IMP3

: U 17 na parametre prezivljavanja?
Doc dr Olivera Miljanovié — PEAIEIE preatvjavamar

U slucaju dostizanja ciljeva istrazivanja, koji su
sljedeci Koraciistrazivanja kod TNBC?

Prof. Dr sci. Snjezana Tomié |

¥
(Ime i prezime) __—_—_ - ___—_ ___ ]
5 /— S — S— et e PSS s —— —E — -
(Imeiprezime) S
|/

(Ime i prezime)
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