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Postovani,

U skladu sa stavom 3 ¢lana 35 i tackom 3.6. Vodi¢a za doktorske studije, dostavljamo
Odluku Vijeca Medicinskog fakulteta o usvajanju Izvje$taja Komisije za ocjenu
prijave doktorske disertacije (obrazac D1) i inoviranu prijavu teme doktorske
disertacije, doktoranda dr med Marka Vukovica.

S posStovanjem,

-

/ MEDICINSKI FAKULTET
/ DEKAN,
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Broj: 1923/12

Podgorica, 07.12.2023. godine

Na osnovu c¢lana 64 stav 2 tacka 9 Statuta Univerziteta Crne Gore, a u skladu sa ¢lanom 35 Pravila
doktorskih studija (Bilten UCG broj: 513/20 i 561/22), Vijee Medicinskog fakulteta na sjednici
odrzanoj 07.12.2023. godine donijelo je

ODLUKU

1. Usvaja se IzvjesStaj Komisije za ocjenu prijave doktorske disertacije kandidata dr med Marka
Vukovica, broj: 1677/6-2 od 27.11.2023. godine.

2. PredlaZe se Senatu UCG da prihvati kao podobnu doktorsku tezu pod nazivom ,Biomarkeri
kod karcinoma besike: Klinicko-patoloski i prognosticki znacaj ekspresije Ki-67, p53
i CD-31" kandidata dr med Marka Vukovica.

3. Odluka Vijeca, IzvjeStaj Komisije iz tacke 1 ove odluke i inovirani obrazac Prijave teme
doktorske disertacije (obrazac PD broj: 1677/6-3 od 27.11.2023. godine), dostavlja se
Centru za doktorske studije i Senatu Univerziteta Crne Gore, na dalju realizaciju.

OBRAZLOZENJE

Dr med Marko Vukovi¢ podnio je prijavu teme doktorske disertacije pod nazivom “Biomarkeri kod
karcinoma besike: Klini¢ko-patoloski i prognosticki znacaj ekspresije Ki-67“ dana 06.07.2023. godine (Broj
prijave: 975).

Vijece Medicinskog fakulteta na sjednici odrzanoj 20.10.2023. godine imenovalo je Komisiju za ocjenu prijave
doktorske disertacije, kandidata dr med Marka Vukovi¢a u sastavu: prof. dr Filip Vukmirovié, prof. dr
Miodrag A¢imovic, prof. dr Vladimir Todorovié.

Kandidat je pred navedenom Komisijom javno obrazloZio ciljeve i ofekivane rezultate, odnosno izloZio
istraZivaCki program doktorske teze, dana 17.11.2023. godine. Komisija je podnijela Vijeéu Medicinskog
fakulteta IzvjeStaj o ocjeni podobnosti doktorske disertacije broj:1677/6-2 od 27.11.2023. godine | predloZila
izmjenu naslova i to: “Biomarkeri kod karcinoma besike: Klini¢ko-patoloski i prognosticki znacaj ekspresije
Ki-67, p53 i CD-3«, koju je kandidat prihvatio i dostavio novi obrazac prijave teme broj: 1677/6-3 od
27.11.2023. godine.

Vijece Medicinskog fakulteta na sjednici odrzanoj 07.12.2023. godine, nakon razmatranja izvje$taja Komisije
broj: 1677/6-2 od 27.11.2023. godine, odluilo je kao u dispozitivu oye odluke.

VIJECE MEDICINSKOG FAKULTETA

/
A

Prof. dr Miodrag Radunovi¢, dekan
- .l‘:/ ",
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OCJENA PRIJAVE DOKTORSKE TEZE I KANDIDATA

OPSTI PODACI O DOKTORANDU

Titula, ime i prezime Dr.med spec. Vukovi¢ Marko
Fakultet Medicinski fakultet Podgorica
Studijski program Medicina

Broj indeksa 10/12 -
Podaci o magistarskom radu

NASLOV PREDLOZENE TEME

Na sluzbenom jeziku Biomarkeri kod karcinoma besike: Klini¢ko-patoloski 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 teme i ' 07.12.2023
kandidata na sjednici Vijeca

organizacione jedinice

Naucna oblast doktorske ' Medicina/Urologija

disertacije

Za navedenu oblast maticni su ‘ul]CdLCl fakulteti

Na Univerzitetu Crne Gore -Medicinski fakultet -Studijski program Medicina

A. IZVJESTAJ SA JAVNE ODBRANE POLAZNIH ISTRAiIVANJA DOKTORSKE
DISERTACIJE

Javna odbrana polaznih istrazivanja i izalaganje istraZivackog programa (ciljevi i o&ekivani

rezultati) doktrorske disertacije kandidata dr med. Marka Vukoviéa, pod nazivom :,,Biomarkeri
kod karcinoma besike: Klinicko-patoloski i prognosticki znacaj ekspresije Ki-67, p33 i CD-
31* odrzana je 17.11.2023g. u 11 h u Sali za sastanke na Medicinskom fakultetu Univerziteta
Crne Gore, i to pred komisijom u sastavu :

1. Prof. dr Filip Vukmirovi¢, redovni profesor na Medicinskom fakultetu UCG u

Podgorici, predsjednik komisije;

19

Prot. dr Miodrag Ac¢imovic, redovni profesor na Medicinskom fakultetu
Univerziteta u Beogradu ; Srbija; ¢lan komisije; Mentor;

3. Prof. dr Vladimir Todorovi¢ , redovni profesor na Medicinskom fakultetu UCG u

Podgorici; ¢lan komisije;

U uvodnom dijelu dvadesetminutnog izlaganja , kandidat je obrazlozio temu rada, dao pregled
dosadasnjih istraZivanja u oblasti, predstavio metodologiju rada, pojasnio ciljeve i hipoteze
istrazivanja i 1zlozio ocekivane rezultate.
Nakon izlaganja kandidata, clanovi komisije su otvorili diskusiju, postavili pitanja na koja je
kandidat uspjesno odgovorio.
Clanovi 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 povecao uzorak ispitanika na kom ¢e se obaviti
istrazivanje, u cilju dobijanja vjerodostojnih rezultata istrazivanja.

Kandidat je prihvatio navedene sugestije 1 iste ugradio u novu prijavu teme doktorske discrtacije.
Komisija je jednoglasno donijela odluku da je kandidat dr Marko Vukovié uspjesno odbranio
polazna istrazivanija i istrazivacki program doktorskih studija.

Javna odbrana je zavrsena u 12h.

B. OCJENA PRIJAVE TEME DOKTORSKE DISERTACIJE

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

se trend nastavlja kada se u obzir uzmu oba pola. U Europskoj 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% i 4% za muskarce i 0,5% do 1% za Zene.

Obzirom na veliki znac¢aj navedene bolesti u morbiditetu opste populacije, vrlo je vazno

unaprijediti dijagnostiku, prognostiku i terapiju karcinoma besike, pri ¢emu 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 p53 su samo neki od brojnih biomarkera, ¢iji je prognosticki znacaj kod karcinoma

beSike ve¢ prepoznat. Medutim, uloga markera angiogeneze je jo$ uvijek kontroverzna i

rezultati dosadasnjih studija su kontroverzni. 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 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 prognosticka uloga KI-67, p53 i CD-31

kod pacijenata sa NMIBC.

Hipoteza I: Imunohistohemijska ekspresija markera angiogeneze (CD-31) korelira sa ekspresijom Ki-

67 1 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 1 plan istraZivanja

Na osnovu institucionalne baze podataka identifikovani su bolesnici podvrgnuti proceduri TURB-a kod

NMIBC, 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 dijeloval
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tumora i normalnog tkiva u bojenju hematoksilinom i eozinom. Nadalje, odgovarajuci histopatoloski
benigni uzorci tkiva urotela iz okolnih podru¢ja 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 &ega ¢emo uporediti stepen ekspresije navedenih
biomarkera kod dvije krajnosti iste bolesti — one koja je bliska migiéno —invazivnim tumorima (T1G3) i
druge koja je izrazito niskog malignog potencijala (TaGl). Gradus i stadijum tumora procjenjujuf
najmanje dva patologa sa viSegodisnjim iskustvom u urogenitalnoj patologiji, na osnovu WHO 2016

TNM Kklasifikacijskom sustavu. Klinicko-patoloske karakteristike upisane su u registar bolesnika.

TMA i imunohistokemijsko (IHC) bojenje:

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

biée uzeti iz parafinskih blokova bez tumora.

Imunohistokemijski protokol

Ki-67 skor izrazen je kao procenat broja imunoloski obojenih jedara medu ukupnim brojem jedara
tumorskih celija, bez obzira na intenzitet imunoloskog bojenja. Ovo brojanje je izvedeno u tri
nasumic¢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 ukljucuje i analizu denziteta mikrovaskulature
(MVC) i mikrovaskulaturne povrSine (VSA), u pojedinim zonama sa najintenzivnijim bojenjem na
mikroskopskom preparatu. TMA bice sproveden od strane dva nezavisna ispitivaca, a divergentni

rezultati ponovno ocijenjeni. Mikroskopska analiza bic¢e sprovedena na uvec¢anju x100 i x400.

B4. Naucni doprinos

Uvodenje novih biomarkera u dijagnostici i prognostici invazivnih i neinvazivnim karcinoma
mokracéne besike, kao i procjena potencijalnih 'target' biomarkera za ciljanu terapiju karcinoma
mokracéne beSike, narocito formi refraktarnih na terapiju.
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B5. Finansijska i organizaciona izvodljivost istraZivanja
PredloZzeno istrazivanje bice sprovedeno u Klinickom centru Crne Gore, kao i na
Medicinskom fakultetu Univerziteta Crne Gore i finansijski je u potpunosti izvodljivo.

Misljenje i prijedlog komisije

Nakon uvida u prilozenu dokumentaciju,novu podnesenu prijavu teme doktorske disertacije
[lavnog izlaganja kandidata i nakon diskusije. Komisija je dala pozitivhu ocjenu podobnosti
doktorske teme i kandidata.
[Komisija predlaze Vijecu Medicinskog fakulteta i Senatu Univerziteta Crne Gore da prihvate
ovaj izvjeStaj i odobre nastavak istrazivackog rada na doktorskoj disertaciji.

Prijedlog izmjene naslova

Komisija predaze da se nasolov doktorske disertacije izmijeni iz: ,, Biomarkeri kod karcinoma
besike:Klinicko-patoloski i prognosticki znacaj ekspresije Ki-67 u ,,Biomarkeri kod
karcinoma besike: Klini¢ko-patoloski i prognosticki znacaj ekspresije Ki-67, p53 i CD-31¢
Prijedlog promjene 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

Izdvojeno misljenje

Nije bilo izdvojenih misljenja élanova komisije

Ime i prezime
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Napomena
Nije bilo dodatnih napomena.
ZAKLJUCAK

JU T
PredloZena tema po svom sadrzaju odgovara nivou doktorskih studija. (12&’ NE
Tema je originalan naucno-istrazivacki rad koji odgovara medunarodnim @ INE

kriterijumima kvaliteta disertacije.

- . ~ . . v . N T
Kandidat moZe na osnovu sopstvenog akademskog kvaliteta i stecenog 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 .' -
11 = . w aa L —_—
fakultetu UCG u Podgorici; predsjednik komisije U i,

Prof. dr Miodrag A¢imovic, redovni profesor na Medicinskom -
fakultetu Univerziteta u Beogradu ; Srbija; ¢lan komisije; \} i i \[\/\/\

Mentor;

Prof. dr Vladimir Tododrovié, redovni profesor na N ~N \/
Medicinskom fakultetu UCG u Podgorici ; Crna Gora; clan b S\\C Y\)\,

komisije; Komentor

U Podgorici 17.11.2023. godine
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PRILOG

PITANJA KOMISIJE ZA OCJENU PRIJAVE DOKTORSKE TEZE I

KANDIDATA

(Titula, ime i prezime ¢lana komisije)
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(Titula, ime i prezime clana komisije)

(Titula, ime i prezime clana komisije)

PITANJA PUBLIKE DATA U PISANOJ FORMI

(Ime i prezime)

(Ime 1 prezime)

(Ime 1 prezime)

ZNACAJNI KOMENTARI
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)

PRIJAVA TEME DOKTORSKE DISERTACIJE

OPSTI PODACI O DOKTORANDU

Titula, ime 1 . ..

1% Dr.med spec. Vukovi¢ Marko
[')I'L‘le'nc
Fakultet Medicinski fakultet
Studijski ..

) Medicina

program
Broj indeksa 10/12
Ime i prezime ) ..

=il Milan Vukovié
roditelja i
Datum 1

mjesto rodenja
Adresa

09.05.1987, Podgorica

Bracana Bracanovica 88, 20000 Podgorica

Popis radova

prebivalista i
Telefon 069 498 879
Bl I\I:u‘k()‘\‘ukm-'ic()-‘)@;a;;;ﬁ;li].C()m
BIOGRAFIJA I BIBLIOGRAFIJA
2022-2023: Subspecijalizacija (fellowship) iz oblsti Uroloske onkologije na
Medicinskom fakultetu, Univerziteta u Tiibingenu, Njemacka (poloZio sa odlicnom ocjenom).
2015-2020: Specijalizacija iz oblasti Urologije, Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu,
Srbija (poloZio sa odlicnom ocjenom);
2006-2012: Medicinski fakultet Univerziteta Crne Gore (diplomirao sa prosjeénom ocjenom
Obrazovanje 9.68 (A)) ;
2002-2006: Gimnazija: ‘Slobodan Skerovi¢’, Podgorica (prosje¢na ocjena 4.93)
1994-2002: Osnovna $kola: “Milorad —Musa Burzan, Podgorica
(prosjecna ocjena 5.00)
Rt | od 2021 Urolog na Klinici za uroloéiju,'KCCG, Podgorica;
ihustos 2015-2020: specijalizant na Klinici za urologiju KCCG;

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/10.1016/50302-2838(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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NASLOV PREDLOZENE TEME
Na sluzbenom | Biomarkeri kod karcinoma besike: Klinicko-patoloski i prognosticki znacaj ckspresije Ki-67, p33 i
jeziku | CD-31
Na engleskom | Urinary biomarkers in bladder cancer: Clinicopathological and prognostic value of Ki-67, p53 and
jeziku | CD-31 expression

ObrazloZenje teme

Karcinom besike jedan je od najcesée 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
1zmedu 2% 1 4% za muskarce 1 0,5% do 1% za Zene.

Obzirom na veliki znacaj navedene bolesti u morbiditetu opste populacije, vrlo 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 1 p53 su samo ncki od brojnih
angiogeneze je jos uvijek kontroverzna, kao i rezultati dosadasnjih studija. Nasa studija ima za cilj da
utvrdi klini¢ki i prediktivni potencijal markera Ki-67, p33, kao 1 markera angiogeneze CD-31 kod
osoba sa dijagnostikovanim ne-misicno invazivnim karcinomom mokraéne besike (NMIBC), te da
utvrdi 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 klinickim tokom
nekoliko vrsta tumora, ukljucujuci karcinom besike. Medutim, klinicko-patoloski i prognosticki
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znaca) Ki-67 kod karcinoma besike ostaje nejasan. p53 je biomarker povezan sa losijom prognozom
invazivnih karcinoma besike, te rezistencijom na neoadjuvantnu hemioterapiju i ranom progresijom
bolesti. CD-31 je marker angiogeneze koji bi mogao korelirati sa pozitivnim ishodom lijecenja
bolesti. Shodno tome, cilj nase studije bio je procijeniti obrasce ekspresije i potencijalnu
prognosticku 1 tumorsko-biolosku ulogu KI1-67, 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-specifiénim prezivljavanjem pacijenata - RIS i PES).
Materijali i metode: Studija bi ukljucivala dvije nezavisne grupe pacijenata koje bi se sastojale od
N1=90 1 N2=85 bolesnika, koji bi bili podvrgnuti transuretralnoj resekciji tumora (I'URB) izmedu
2016 1 2023 godine. U prvoj grupi bi bili pacijenti sa tumorima gradusa = G2, dok bi druga grupa
ukljucivala G1 tumore, bez obzira na stadijum tumora (Ta ili Ta). Uzorci tkiva tumora i benignog
okolnog urotela (n=40 ) bili bi obradeni imunohistokemijski i obojeni na Ki-67, p53 i CD-31. Stepen
ckspresije Ki-67 1 p53 bio bi izrazen kao postotak broja imunoloski obojenih jedara u ukupnom
broju jedara tumorskih celija, bez obzira na intenzitet imunoloskog bojenja. Ovo brojanje sc
sprovodi u tri nasumi¢no odabrana polja presjeka tkiva, pri uvecanju x400. Rezlrat brojanja je u
rasponu od 0-100%, a njegova grani¢na vrijednost 15%, gdje je ,,niska imunorcaktivnost* definisana
bojenjem jedra od < 15%, a ,visoka® za bojenje = 15%. Za p53, abnormalna ckspresija znaci
prisustvo ili 0% ili > 50% obojenih tumorskih jedara, dok evaluacija CD-31 ukljucuje i analizu
denziteta mikrovaskulature (MVC) 1 mikrovaskulaturne povrsine (VSA), u pojedinim zonama sa
najintenzivnijim bojenjem na mikroskopskom preparatu.

Odekivani rezultati: Ocekujemo vecu ekspresiju Ki-67 1 p53 kod G2 1 G3 stadijuma bolesti, u odnosu
na tumore niskog gradusa (G1). Osim toga, oc¢eukjemo da ekspresija CD-31 korelira sa ekspresijom
ostalih markera 1 da ima klinic¢ki prediktivni znacaj (RIS i PLI'S).

Cilj i hipoteze

Cil) nase studije je procijena obrasca ekspresije 1 potencijalna prognosticka uloga KI-67, p53 i CD-31
kod pacijenata sa NMIBC. Hipoteza 1: Imunohistohemijska ekspresija markera angiogeneze (CD-31)
korelira sa ekspresijjom Ki-67 1 p53 u uzorku tkiva nakon transuretralne resekeije kod pacijenata sa
NMIBC; Hipoteza 2: CD-31 je nezavisni biomarker predikceije recidiva i progresije bolesti; Hipoteza

Materijali, metode i plan istraZivanja
Na osnovu institucionalne baze podataka identifikovani su bolesnici podvrgnuti proceduri TURB-a
kod NMIBC, u periodu od 2016 do 2020 godine, koji su dalje podijeljeni u dvije grupe. 1z uzorka
tumorskog tkiva, stvoren je tkivni mikrouzorak (I'MA), koji se bazira na identifikaciji
reprezentativnih dijelova tumora 1 normalnog tkiva u bojenju hematoksilinom i cozinom. Nadalje,
odgovarajuci histopatoloski benigni uzorci tkiva urotela iz okolnih podruc¢ja obradeni su na TMA i
[HC 1 bojeni na Ki-67, p53 i CD-31. U okviru prve grupe ispitanika, bice formirana podgrupa sa
T1G3 tumorima, dok ¢e u drugoj grupi biti izdvojena podgrupa sa TaG1 tumorima, na osnovu cega
c¢emo uporediti stepen ekspresije navedenih biomarkera kod dvije krajnosti iste bolesti — one koja je
bliska misi¢no —invazivnim tumorima (I'1G3) i druge koja je izrazito niskog malignog potencijala
(I'aG1). Gradus i1 stadijum tumora procjenjuju najmanje dva patologa sa visegodisnjim iskustvom u
urogenitalnoj patologiji, na osnovu WHO 2016 'ITNM Kklasifikacijskom sustavu. Klinicko-patologke
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karakteristike upisane su u registar bolesnika.

TMA 1 imunohistokemijsko (IHC) bojenje:

Da bi se dobila reprezentativna jedra za konstrukciju TMA, koristicemo paralelne sckcije obojene
hematoksilinom i cozinom za identifikaciju reprezentativne pozicije jedra unutar uzoraka. THC
bojenje je sprovedeno prema protokolu proizvodaca antitijela. Uzorci ée biti inkubirani preko noéi
na 4°C s ljudskim imunoglobulinima u razrjedenjima 1:10 i 1:300, u razrjedivacu pravih antitijela
(DAKO, Glostrup, Danska). Nakon tri koraka ispiranja u Tris-puferskom fizioloskom rastvoru,
doda¢emo sekundarno Biozol HRP polimerno anti-kozje antitijelo (DAKO, Glostrup, Danska)
tokom 40 min. inkubacije na sobnoj temperaturi. Nakon jo$ tri koraka ispiranja, 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 histopatoloski

benigni uzorci tkiva bice uzeti iz parafinskih blokova bez tumora.

Imunohistokemijski protokol

Ki-67 skor izrazen je kao procenat broja imunoloski obojenih jedara medu ukupnim brojem
jedara tumorskih ¢elija, bez obzira na intenzitet imunoloskog bojenja. Ovo brojanje je izvedeno u
tri nasumic¢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
ckspresija znaci prisustvo ili 0% ili > 50% obojenih tumorskih jedara, dok evaluacija CD-31
ukljucuje i analizu denziteta mikrovaskulature (MVC) i mikrovaskulaturne povrsine (VSA), u
pojedinim zonama sa najintenzivnijim bojenjem na mikroskopskom preparatu. TMA bice
sproveden od strane dva nezavisna ispitivaca . a divergentni rezultati ponovno ocijenjeni.
Mikroskopska analiza bi¢e sprovedena na uvecanju x100 i x400.

Ocekivani naucni doprinos

Uvodenje novih biomarkera u dijagnostici 1 prognostici invazivnih 1 neinvazivnim karcinoma
mokracne besike.

Spisak objavljenih radova kandidata

Naveden u popisu radova
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