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Fakultet Medicinski fakultet Podgorica
Studijski program Medicina
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Podaci o magistarskom radu

NASLOV PREDLOZENE TEME

Na sluzbenom jeziku Biomarkeri kod karcinoma besike: Klini¢ko-patolo3ki i
prognosticki znacaj ekspresije Ki-67, p53 i CD-31
Na engleskom jeziku Urinary biomarkers in bladder cancer: Clinicopathological and

prognostic value of Ki-67, p53 and CD-31 expression

Datum prihvatanja temei 17.11.2023
lkandidata na sjednici Vijeéa

organizacione jedinice

Naucna oblast doktorske | Medicina/ Urologija
disertacije

Za navedenu oblast matiéni su slieded fakulteti

Na Univerzitetu Ctne Gore -Medicinski fakultet -Studijski program Medicina
A. IZVJESTA]J SA JAVNE ODBRANE POLAZNIH ISTRAZIVANJA DOKTORSKE
DISERTACIJE
| Javna odbrana polaznih istraZivanja i izalaganie istraZivadkog programa (ciljevi i otekivani
rezultati) doktrorske disertacije kandidata dr med. Marka Vukovica, pod nazivom :, Biomarkeri
kod karcinoma besike: Klini&ko-patolo3ki i prognosti¢ki znadaj ekspresije Ki-67, p53 i CD-
31* odrzana je 17.11.2023g. u 11 h u Sali za sastanke na Medicinskom fakultetu Univerziteta
Crne Gore, 1 to pred komisijom u sastavu :
1. Prof. dr Filip Vukmirovié, redovni profesor na Medicinskom fakultetu UCG u
Podgorici, predsjednik komisije;

to

Prof. dr Miodrag Acimovi¢, redovni profesor na Medicinskom fakultetu
Univerziteta u Beogradu ; Srbija; ¢lan komisije; Mentor;
3. Prof. dr Vladimir Todorovié , redovni profesor na Medicinskom fakultetu UCG u

Podgorici; ¢lan komisije;

7 uvodnom dijelu dvadesetminutnog izlaganja , kandidat je obrazloZio temu rada, dao pregled
dosadasnjih istraZivanja u oblasti, predstavio metodologiju rada, pojasnio ciljeve i hipoteze
istrazivanja i izloZio odekivane rezultate.
Nakon izlaganja kandidata, clanovi komisije su otvorili diskusiju, postavili pitanja na koja je
kandidat uspjesno odgovorio.
lanovi komisije su dali komentare i sugestije na prijavljenu temu i to:

1. Potrebno je dopuniti istrazivanje dodatnim biomarkerima, ukljucujuéi i markere
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angiogeneze (CD-31);

2. Potrebno je izmijeniti naslov teme, u skladu sa ispitivanim biomarkerima (Ki-67, p53 1 CD-31);
3. Potrebno je dopuniti metodologiju gdje bi se poveéao uzorak ispitanika na kom ée se obaviti
istraZivanje, u cilju dobijanja vijerodostojnih rezultata istrazivanja.

Kandidat je prihvatio navedene sugestije i iste ugradio u novu prijavu teme doktorske disertacije.
Komisija je jednoglasno donijela odluku da je kandidat dr Marko Vukovié uspjesno odbranio
polazna istrazivania i istraZivacki program doktorskih studija.

Javna odbrana je zavriena u 12h.

B. OCJENA PRIJAVE TEME DOKTORSKE DISERTACIJE

B1. ObrazloZenje teme
Karcinom besike jedan je od najéesce dijagnostifikovanih karcinoma u muskoj populaciji i taj

se trend nastavlja kada se u obzir uzmu oba pola. U Europskoj uniji, starosna stopa incidencije
ie 20 kod muskaraca i 46 godina kod Zena. Rizik od razvoja karcinoma begike kod osoba <75
godina je izmedu 2% i 4% za muskarce i 0,5% do 1% za Zene.

Obzirom na veliki znataj navedene bolesti u morbiditetu opSte populacije, vrlo je vaZno
unaprijediti dijagnostiku, prognostiku i terapiju karcinoma besike. pri ¢emu bi uvodenje
urinarnih biomarkera u standardni dijagnostigki protokol pacijenata sa verifikovanim
[karcinomom besike moglo dovesti do revolucionarnog napretka u tretmanu navedene bolesti.

Ki-67 i p53 su samo neki od brojnih biomarkera. ¢iji je prognosti¢ki znacaj kod karcinoma
bedike ve¢ prepoznat. Medutim., uloga markera angiogeneze je jo3 uvijek kontroverzna i
rezultati dosada$njih studija su kontroverzni. Naga studija ima za cilj da utvrdi klinicki i
prediktivni potencijal markera Ki-67, p53, kao i markera angiogeneze CD-31 kod osoba sa
dijagnostikovanim ne-mi3i¢no invazivnim karcinomom mokracne besike (NMIBC), te da
utvrdi postojanje korelacije ekspresije navedenih markera sa recidivom i progresijom bolesti.
B2. Cilj i hipoteze

(Cilj naSe studije je procijena obrasca ekspresije i potencijalna prognosti¢ka uloga KI-67, p53 i CD-31
kod pacijenata sa NMIBC.

Hipoteza 1: Imunohistohemijska ekspresija markera angiogeneze (CD-31) korelira sa ekspresijom Ki-
71 p53 u uzorku tkiva nakon transuretralne resekcije kod pacijenata sa NMIBC;
Hipoteza 2: CD-31 je nezavisni biomarker predikcije recidiva i progresije bolesti:

Hipoteza 3: prediktivna vrijednost CD-31 izreaZenija u kombinaciji sa hiperekspresijom Ki-67 i p53..

B3. Metode i plan istraZivanja
Na osnovu institucionalne baze podataka identifikovani su bolesnici podvrgnuti proceduri TURB-a kod|
INMIBC, u periodu od 2016 do 2020 godine. koji su dalje podijeljeni u dvije grupe. 1z uzorka tumorskog

tkiva, stvoren je tkivni mikrouzorak (TMA), koji se bazira na identifikaciji reprezentativnih dijelova

— —
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’tumora i normalnog tkiva u bojenju hematoksilinom i eozinom. Nadalje, odgovarajuéi histopatologki
benigni uzorci tkiva urotela iz okolnih podrugja obradeni su na TMA i IHC i bojeni na Ki-67, p53 i CD-
31. U okviru prve grupe ispitanika, bi¢e formirana podgrupa sa T1G3 tumorima, dok ée u drugoj grupi
biti izdvojena podgrupa sa TaG1 tumorima, na osnovu Cega ¢emo uporediti stepen ekspresije navedenih
biomarkera kod dvije krajnosti iste bolesti — one koja je bliska misiéno —invazivnim tumorima (T1G3) i
druge koja je izrazito niskog malignog potencijala (TaGl). Gradus i stadijum tumora procjenjuju
najmanje dva patologa sa viegodi¥njim iskustvom u urogenitalnoj patologiji, na osnovu WHO 2016}

[TNM Klasifikacijskom sustavu. Klini¢ko-patoloske karakteristike upisane su u registar bolesnika.

TMA i imunohistokemijsko (IHC) bojenje:

[Da bi se dobila reprezentativna jedra za konstrukciju TMA. Koristiéemo paralelne sekcije obojene)
hematoksilinom i eozinom za identifikaciju reprezentativne pozicije jedra unutar uzoraka. IHC bojenje
je sprovedeno prema protokolu proizvodaca antitijela. Uzorci ¢e biti inkubirani preko noéi na 4 °C s
ljudskim imunoglobulinima u razrjedenjima 1:10 i 1:300, u razrjedivadu pravih antitijela (DAKO,
Glostrup, Danska). Nakon tri koraka ispiranja u Tris-puferskom fiziolotkom rastvoru, dodademol
sekundarno Biozol HRP polimersko anti-kozje antitijelo (DAKO, Glostrup, Danska) tokom 40 min.
inkubacije na sobnoj temperaturi. Nakon jod tri koraka ispiranja, vizuelizacija ée biti sprovedena s
Dako Liquid DAB-Substrat Chromogen System K3467 (DAKO, Glostrup, Danska) i kontrastnim|
bojenjem s hematoksilinom, kako je naveo proizvoda¢. Odgovarajuéi histopatoloski benigni uzorci tkiva

biée uzeti iz parafinskih blokova bez tumora.

[munohistokemijski protokol
Ki-67 skor izrazen je kao procenat broja imunolo¥ki obojenih jedara medu ukupnim brojem jedara
tumorskih celija, bez obzira na intenzitet imunoloskog bojenja. Ovo brojanje je izvedeno u tri
nasumi¢no odabrana polja presjeka tkiva karcinoma. pri povecanju x400. Ki-67 rezultat je u rasponu od
0-100%, a njegova grani¢na vrijednost je 15%, gdje je ,niska imunoreaktivnost* definisana bojenjem
fiedra od < 15%, a ,.visoka™ za bojenje > 15%. Za P33, abnormalna ekspresija znadi prisustvo ili 0% ilj >
50% obojenih tumorskih jedara, dok evaluacija CD-31 ukljuuje i analizu denziteta mikrovaskulaturel
(MVC) i mikrovaskulaturne povrine (VSA), u pojedinim zonama sa najintenzivnijim bojenjem na
mikroskopskom preparatu. TMA bice sproveden od strane dva nezavisna ispitivaca. a divergentniw

rezultati ponovno ocijenjeni. Mikroskopska analiza bi¢e sprovedena na uvecanju x100 i x400.

B4. Nauéni doprinos

Uvodenje novih biomarkera u dijagnostici i prognostici invazivnih i neinvazivnim karcinoma
mokraéne besike, kao i procjena potencijalnih 'target' biomarkera za ciljanu terapiju karcinoma
mokraéne besike, naroito formi refraktarnih na terapiju.
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L B5. Finansijska i organizaciona izvodljivost istraZivanja
PredloZeno istraZivanje bice sprovedeno u Klinitkom centru Crne Gore, kao i na
Medicinskom fakultetu Univerziteta Crne Gore i finansijski je u potpunosti izvodljivo.

Misljenje i ptijedlog komisije

Nakon uvida u priloZenu dokumentaciju.novu podnesenu prijavu teme doktorske disertacije
javnog izlaganja kandidata i nakon diskusije. Komisija je dala pozitivnu ocjenu podobnosti
doktorske teme i kandidata.

Komisija predlaZe Vijecu Medicinskog fakulteta i Senatu Univerziteta Crne Gore da prihvate
ovaj izvjestaj i odobre nastavak istraZivatkog rada na doktorskoj disertaciji.

Prijedlog izmjene naslova

Komisija predaZe da se nasolov doktorske disertacije izmijeni iz: ,, Biomarkeri kod karcinoma
besike:Klinitko-patolodki i prognosticki znataj ekspresije Ki-67“ u ,Biomarkeri kod
arcinoma beSike: Klinic¢ko-patoloski i prognostitki znalaj ekspresije Ki-67, p53 i CD-31%
Prijedlog ptomjene mentora i/ili imenovanje drugog mentora

Nije bilo predloga za promjenu mentora ili imenovanja novog mentora

Planirana odbrana doktorske disertacije

Drugi kvartal 2024 godine , studijska 2024/2025 godina, zimski semestar

8 I;dvoieno misljenje

Nije bilo izdvojenih midljenja dlanova komisije
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Napomena

Nije bilo dodatnih napomena.

ZAKLJUCAK e
PredloZena tema po svom sadrzaju odgovara nivou doktorskih studija. (\l}:g NE
Tema je originalan nauéno-istrazivacki rad koji odgovara medunarodnim (DA) NE

kriterijumima kvaliteta disertacije.
Kandidat mozZe na osnovu sopstvenog akademskog kvaliteta i steenog znanja DAY NE
da uz adekvatno mentorsko vodenje realizuje postavljeni cilj i dokaZe hipoteze.

Komisija za ocjenu podobnosti teme i kandidata

Prof. dr Filip Vukmirovi¢, redovni profesor na Medicinskom : ’

fakultets UCG u Podgotici; predsjednik komisije = w7
Prof. dr Miodrag Aéimovié, redovni profesor na Medicinskom N e
fakultetu Univerziteta u Beogradu ; Stbija; ¢lan komisije; t ’\/V\
Mentor; \f _
Prof. dr Vladimir Tododrovi¢, redovni profesor na 4 Y Kl N
Medicinskom fakultetu UCG u Podgorici ; Crna Gora: dan \\S\ \L \:\,\\,
komisije; Komentor
U Podgorici 17.11.2023. godine

DEKAN

Prof. dr Miodrag Radunovié

MP
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PRIJAVA TEME DOKTORSKE DISERTACIJE

OPSTI PODACI O DOKTORANDU

Tirul_a, ime i Dr.med spec. Vukovié¢ Marko
prezime
Fakultet Medicinski fakultet
Bl Medicina
brogram
Broj indeksa 10/12
Imtt i e Milan Vukovié
roditelja
SN 05.05.1987, Podgorica
———— " - |
Adxe:sa » Bracana Bracanovica 88, 20000 Podgorica
| prebivalista | T T TR T e I -
N’E:liefon__‘ | 069 498 879 e D i I - | B
E-mail Marko.vukovic09@gmail.com

BIOGRAFIJA 1 BIBL!O_GRAFI]A

Obrazovanje

Radno
iskustvo

2022-2023: Subspecijalizacija (fellowship) iz oblsti Uroloske onkologije na

Medicinskom fakultetu, Univerziteta u Tiibingenu, Njema¢ka (poloZio sa odlinom ocjenom).
2015-2020: Specijalizacija iz oblasti Urologije, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu,
Srbija (poloZio sa odli¢nom ocjenom);

2006-2012: Medicinski fakultet Univerziteta Crne Gore (diplomirao sa prosje&nom ocjenom

9.68 (A)) ;

2002-2006: Gimnazija: ‘Slobodan Skerovi¢’, Podgorica (prosje¢na ocjena 4.93)
1994-2002: Osnovna 3kola: “Milorad —Musa Burzan, Podgorica

(prosjecna ocjena 5.00)

0d 2021 Iroﬁg na Klinici zth.lroI_c_Jgiju:_KCCGi,'Podgorica ;_ "
2015-2020: specijalizant na Klinici za urologiju KCCG;

Popis radova

2012-2015: rad u HMP Podgorica, volonterski ran na Klinici za Neurohirurgiju KCCG, Podgorica
1. Vukovic M, Chamlati J.M, Hennenlotter J, et al. Prognostic impact of the Interleukin-1-Beta/
Interleukin  -1-Receptor —Antagonist axis in bladder cancer. Eur Urol. 2023;
https://doi.org/lo.1016/50302-2838(23)01216-2

2. Djordjevic D, Dragicevic S, Vukovic M. Mini-laparotomy radical cystectomy with limited
bowel externalization during ileal conduit urinary diversion reduces the rate of postoperative
complications: A matched-paired, single centered analysis. Acta Chir Belg. 2021;
DOI:10.1080/00015458.2022.2025724.

3. Djordjevic D, Dragicevic S, Vukovic M. Technique selection of ureteroileal anastomosis in
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hautman ileal Neobladder with ?him?e_y rh?difiafioFRe@aility of Eenﬁsea_sele&ioni
strategy and its impact on ureteroenteric stricture rate. Arch Ital Urol Anrol. 2021; 93:262-267
4. Djordjevic D, Dragicevic S, Vukovic M. Radical surgical treatment of a large seminal vesicle
cyst causing acute urinary retention in a patient with Zinner syndrome: A case report and
review of literature. J Urol Surg. 2021; 8: 291-293.

5. Cornford P, Smith EJ, MacLennan S... Pan-European National Urological Society IMAGINE
Collaborative: Vukovic M et al. IMAGINE- impact assessment of guidelines implementation and
education: the next frontier for harmonising urological practice across Europe by improving
adherence to guidelines. Eur Urol. 2021; 79:173-76.

6. Vukovic M, Kavaric P, Vukmirovic F, Lekic S. ‘Burned-out’ primary testicular tumor: Is
retroperitoneal lymph node biopsy mandatory prior to initiation of chemotherapy? Report of
three cases and a review of th literature. Andrologia. 2021; doi:10.111/and.14283.

7. Kavaric P, Rebronja A, Albijanic M, Vukovic M. Surgical technique of uretero-ileal
anastomosis in patients with bilateral duplex ureters undergoing radical cystectomy and ileal
conduit urinary diversion: Initial experience. Acta Chir Belg. 2021; 7:1-6.

8. Djordjevic D, Vukovic M. Functional results of Hautmann neobladder with chimney
modification and Wallace ureteroileal anastomosis: initial experience with 22 patients. Int Braz
J Urol. 2020; 47:426-435,

9. Kavaric P, Radovic N, Pratljacic D, Sabovic E, Vukovic M. Modified Wallace anastomotic
technique reduces ureteroenteric stricture rates after ileal conduit urinary diversion. Int Braz J
Urol. 2020; 46:446-455.

10. Vukovic M, Kavaric P, Magdelinic A, Nikomanis P, Tomovic S, Pelicic D. Perineural Invasion
on biopsy specimen as predictor of tumor progression in aging male treated with radical
prostatectomy. Could we use it for pre-surgical screening? Aging Male. 2019; doi:
10.1080/13685538.2019.1581758.

11. Kavaric P, Magdelinic A, Vukovic M. Running suture hemostatic technique versus standard
reconstruction of the surgical bed in Zero - Ischemia time mini — flank Open partial
nephrectomies. Retrospective, match-paired Case-control study. Arch Ital Urol Androl. 2019;
doi: 10.481/aiua.2019.2.

12. Fatic N, Kuzmanovic I, Markovic D, Davidovic L, Vukovic M, Kostic D. Kidney injury
secondary to endovascular treatment of renal artery stenosis. Aniol Sosud Khir. 2017; 23:159-
163.

13. Pajovic B, Pajovic Lj, Vukovic M. Effectiveness of antibiotic treatment in infertile patients
with sterile leukocytospermia induced by tobacco use.Syst Biol Reprod Med. 2017; doi:
10.1080/19396368.2017.1373158

14. Pajovic B, Dimitrovski A, Fatic N, Malidzan M, Vukovic M. Vacuum erection system in the
treatment of organic erectile dysfunction and penile vascular differences between patients
with DM typ | and DM typ II. Aging Male 2017;

DOI:10.1080/13685538.2016.1230601.
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PN 15 Psjovic B, Radajevic N, Dimitrovski A, Vukovic M. Comparison of the efficiency of combined
extracorporeal shock-wave therapy and triple therapy versus triple therapy itself Category 11l B
chronic pelvic pain syndrome (CPPS). Aging Male 2016; DOI: 10. 1080/13685538.2016.1197899.
16. Pajovic B, Dimitrovski A, Radojevic N, Tomovic S, Vukovic M. The Therapeutic Potential of
Royal Jelly in Benign Prostatic Hyperplasia. Comparison with contemporary literature. Aging
Male 2016; DOI: 10.3109/13685538.2016.1169400

17. Pajovic B, Radojevic N, Dimitrovski A, Vukovic M. A correlation between selenium and
carnitine levels with Hypo - osmotic swelling test for sperm membrane in low - grade varicocele
patients. Eur Rev Med Pharmacol Sci. 2016; 20: 598-604.

18. B. Pajovic, N. Radojevic, A. Dimitrovski, M. Radovic, R. Rolovic, M. Vukovic. Advantages of
microsurgical varicocelectomy over conventional techniques. Eur Rev Med Pharmacol Sci. 2015 :
19:532-538.

19. Pajovic B, Dimitrovski A, Radojevic N, Vukovic M. Comparison of Sperm Parameters in
Patients with Infertility Induced by Genital Infection versus Varicocele. Balkan Med J. 2015;
32:255-259,

20. Pajovic B, Radojevic N, Vukovic M, Stjepcevic A. Semen analysis before and after antibiotic
treatment of asymptomatic Chlamydia and Ureaplasma related pyospermia. Andrologia 2012;
44:18-28.

NASLOV PREDLOZENE TEME

Na sluzbenom = Biomarkeri kod karcinoma besike: Klinicko-patoloski i prognosticki znacaj ckspresije Ki-67, p53 i
jeziku | CD-31

Na engleskom | Urinary biomarkers in bladder cancer: Clinicopathological and prognostic value of Ki-67, P33 and
jeziku | CD-31 expression

ObrazloZenje teme

Karcinom besike jedan je od najéesée dijagnostifikovanih karcinoma u muskoj populaciji i taj se
trend nastavlja kada se u obzir uzmu oba pola. U Evropskoj uniji, starosna stopa incidencije je 20
kod muskaraca i 46 godina kod Zena. Rizik od razvoja karcinoma besike kod osoba <75 godina je
izmedu 2% 1 4% za muskarce i 0,5% do 1% za Sene.

Obzirom na veliki zna¢aj navedene bolesti u morbiditetu opste populacije, vtlo je vazno unaprijediti
dijagnostiku, prognostiku i terapiju karcinoma besike, pri cemu bi uvodenje urinarnih biomarkera u
standardni dijagnosticki protokol pacijenata sa verifikovanim karcinomom besike moglo dovesti do
revolucionarnog napretka u tretmanu navedene bolesti Ki-67 i P33 su samo neki od brojnih
biomarkera, Ciji je prognosti¢ki znacaj kod karcinoma besike veé prepoznat. Medutim, uloga markera
angiogeneze je jo§ uvijek kontroverzna, kao i rezultati dosadasnjih studija. Nasa studija ima za cilj da
utvrdi klinicki i prediktivni potencijal markera Ki-67, p53, kao i markera angiogeneze CD-31 kod
osoba sa dijagnostikovanim ne-misi¢no invazivnim karcinomom mokraéne besike (NMIBC), te da
 utvidi korelaciju ekspresije navedenih markera sa recidivom i progresijom bolesti.
Pregled istraZivanja

Uvod: Ki-67 je utvrdeni marker Celijske proliferacije, a Ki-67 indeks korelira s klini¢kim tokom
| nckoliko vrsta_tumora, ukljuujuéi Karcinom besike. Medutim, klinicko-patoloski i prognostitki
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|>zr1aéaj Ki-67 kod karcinoma begike ostaje nejasan. P53 je biomarker povezan sa losijom prognozom
invazivnih karcinoma besike, te rezistencijom na neoadjuvantnu hemioterapiju i ranom progresijom
bolesti. CD-31 je matker angiogeneze koji bi mogao kortelirati sa pozitivnim ishodom lijecenja
bolesti. Shodno tome, cili nage studije bio je procijeniti obrasce ekspresije 1 potencijalnu
prognosticku i tumorsko-biolosku ulogu KI-67, p53 i CD-31 kod pacijenata sa NMIBC, a potom se
osvrnuti na korelaciju ovih biomarkera sa evolucijom bolesti — incidencom rekurence i progresije
bolesi (rekurentno-specifi¢nim i progresivno-specifi¢nim preZivljavanjem pacijenata - RES i PF5).
Materijali i metode: Studija bi uklju¢ivala dvije nezavisne grupe pacijenata koje bi se sastojale od
N1=90 i N2=85 bolesnika, koji bi bili podvrgnuti transuretralnoj resekciji tumora ( I'URB) izmedu
2016 i 2023 godine. U prvoj grupi bi bili pacijenti sa tumorima gradusa > G2, dok bi druga grupa
ukljucivala G1 tumore, bez obzira na stadijum tumora (12 ili Ta). Uzorci tkiva tumora i benignog
okolnog urotela (n=40 ) bili bi obradeni imunohistokemijski i obojeni na Ki-67, p53 1 CD-31. Stepen
ekspresije Ki-67 i p53 bio bi izra¥en kao postotak broja imunolo$ki obojenih jedara u ukupnom
broju jedara tumorskih éelija, bez obzira na intenzitet imunoloskog bojenja. Ovo brojanje se
sprovodi u tri nasumi¢no odabrana polja presjeka tkiva, pti uvecanju x400. Rezltat brojanja je u
rasponu od 0-100%, a njegova grani¢na vrijednost 15%, gdje je ,,niska imunoreaktivnost® definisana
bojenjem jedra od < 15%, a ,visoka® za bojenje = 15%. Za p53, abnormalna ekspresija znaci
prisustvo ili 0% ili > 50% obojenih tumorskih jedara, dok evaluacija CD-31 uklju¢uje i analizu
denziteta mikrovaskulature (MVC) i mikrovaskulaturne povtsine (VSA), u pojedinim zonama sa
najintenzivnijim bojenjem na mikroskopskom preparatu.

Odekivani resultati: Olekujemo veéu ekspresiju Ki-67 i p53 kod G2 i G3 stadijuma bolesti, u odnosu
na tumore niskog gradusa (G1). Osim toga, o¢eukjemo da ekspresija CD-31 korelira sa ekspresijom
ostalih markera i da ima klini¢ki prediktivni znacaj (RES i PES).

Cilj i hipoteze

Cilj nase studije je procijena obrasca ekspresije i potencijalna prognosti¢ka uloga KI-67, p53 i CD-31
kod pacijenata sa NMIBC. Hipoteza 1: Imunohistohemijska ekspresija markera angiogeneze (CD-31)
korelira sa ekspresijom Ki-67 i p53 u uzotku tkiva nakon transuretralne resekcije kod pacijenata sa
NMIBC; Hipoteza 2: CD-31 je nezavisni biomatker predikcije recidiva i progresije bolesti; Hipoteza
 3: prediktivna vifjednost CD-31 izreaenija u kombinacij sa hiperekspresiiom Ki-67 i p53.

Materijali, metode i plan istraZivanja

Na osnovu institucionalne baze podataka identifikovani su bolesnici podvrgnuti proceduri TURB-a
kod NMIBC, u petiodu od 2016 do 2020 godine, koji su dalje podijeljeni u dvije grupe. Iz uzorka
tumorskog tkiva, stvoren je tkivni mikrouzorak (FMA), koji se bazira na identifikacii
reprezentativnih dijelova tumora i normalnog tkiva u bojenju hematoksilinom i eozinom. Nadalje,
odgovarajuéi histopatoloski benigni uzorci tkiva urotela iz okolnih podrudja obradeni su na TMA i
THC i bojeni na Ki-67, p53 i CD-31. U okviru prve grupe ispitanika, bice formirana podgrupa sa
T1G3 tumorima, dok ée u drugoj grupi biti izdvojena podgrupa sa TaG1 tumorima, na osnovu cega
¢emo uporediti stepen ekspresije navedenih biomarkera kod dvije krajnosti iste bolesti — one koja je
bliska misi¢no —invazivnim tumorima (T'1G3) i druge koja je izrazito niskog malignog potencijala
(TaG1). Gradus i stadijum tumora procjenjuju najmanje dva patologa sa visegodisnjim iskustvom u
| urogenitalnoj patologiji, na osnovu WHO 2016 TNM Klasifikacijskom sustavu. Klinicko-patoloske
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IMA i imunohistokemijsko (IHC) bojenie:

Da bi se dobila reprezentativna jedra za konstrukeiju TMA, kotistiéemo paralelne sekcije obojene
hematoksilinom i eozinom za identifikaciju reprezentativne pozicije jedra unutar uzoraka. IHC
bojenje je sprovedeno prema protokolu proizvodaca antitijela. Uzorci ée biti inkubirani preko nodi

na 4°C s ljudskim imunoglobulinima u raztjedenjima 1:10 i 1:300, u raztjedivacu pravih antitijela
(DAKO, Glostrup, Danska). Nakon tri koraka ispiranja u Tris-puferskom fizioloskom rastvoru,
dodacemo sekundarno Biozol HRP polimerno anti-kozje antitijelo (DAKO, Glostrup, Danska)
tokom 40 min. inkubacije na sobnoj temperaturi. Nakon jo§ tti koraka ispirania, vizuelizacija ée biti
sprovedena sa Dako Liquid DAB-Substrat Chromogen System K3467 (DAKO, Glostrup, Danska) i
kontrastnim bojenjem s hematoksilinom, kako je naveo proizvoda¢. Odgovarajuéi histopatoloki
benigni uzorci tkiva bice uzeti iz parafinskih blokova bez tumora.

Imunohistokemijski protokol

Ki-67 skor izraZzen je kao procenat broja imunoloski obojenih jedara medu ukupnim brojem
jedara tumorskih éelija, bez obzira na intenzitet imunoloskog bojenja. Ovo brojanje je izvedeno u
tri nasumi€no odabrana polja presjeka tkiva karcinoma, pri povecanju x400. Ki-67 rezultat je u
rasponu od 0-100%, a njegova grani¢na vrijednost je 15%, gdje je ..niska imunoreaktivnost™
definisana bojenjem jedra od < 15%, a ..visoka™ za bojenje > 15%. Za p53, abnormalna
ekspresija znaci prisustvo ili 0% ili > 50% obojenih tumorskih jedara, dok evaluacija CD-31
ukljuuje i analizu denziteta mikrovaskulature (MVC) i mikrovaskulaturne povriine (VSA). u
pojedinim zonama sa najintenzivnijim bojenjem na mikroskopskom preparatu. TMA biée
sproveden od strane dva nezavisna ispitivaca , a divergentni rezultati ponovno ocijenjeni.
Mikroskopska analiza bi¢e sprovedena na uvecanju x100 i x400.

Ocekivani nauéni doprinos

"ﬁviode_nje novih biomarkera u _Ell]zt_gn?)suCl i prognostici invazivnih i neinvazivnim karcinoma

mokraéne besike.
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