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Na sednici Naucnog veca od 24.12.2015. godine imenovana je Komisija za ocenu zavrSene
doktorske disertacije kandidata dr Emilije Manojlovi¢ Gacic¢, asistenta na Katedri za patologiju
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, pod nazivom:

»Imunohistohemijska analiza ekspresije regulator nih proteina Celijskog ciklusa i
proliferativnog Ki-67 (M1B-1) indeksa u adenomima hipofize*.

Mentor doktorske disertacije je Prof. dr Milica Skender Gazibara, redovni profesor na Katedri za
patologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, a komentor Prof. dr Vera Popovic¢
Brki¢, redovni profesor u penziji na Katedri za internu medicinu Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu.

Clanovi komisije za ocenu zavrsene doktorske disertacije su:

1. Prof. dr Jelena Sopta, vanredni profesor na Katedri za patologiju Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu, predsednik

2. Doc. dr Sandra Burdevi¢ Pekic¢, docent na Katedri za internu medicinu Medicinskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu

3. Prof. dr Nada Vuckovic, redovni profesor, Centar za patologiju i histologiju, Klinicki
centar Vojvodine; Katedra za patologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Novom
Sadu

Clanovi komisije su detaljno proucili prloZzenu doktorsku disertaciju i podnose Naucnom veéu
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu sledeci

IZVESTAJ

A) PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacije dr Emilije Manojlovi¢ Gaci¢ pod nazivom ,,Imunohistohemijska
analiza ekspresije regulatornih proteina Celijskog ciklusa i proliferativhog Ki-67 (M1B-1)
indeksa u adenomima hipofize* napisana je na 101 strani i sadrzi 28 tabela, 6 dika i 11
grafikona. Doktorska diseratacija je podeljena je na 7 poglavlja: uvod, ciljevi istrazivanja,
materijal i metode, rezultati, diskusija, zakljucui i literatura. Sadrzaj doktorske teze, zahvalnica i
sazetak na srpskom i engleskom jeziku su prikazani na poCetku, dok se biografija i prilozi nalaze
na njenom krajul.



Uvod je napisan na 18 strana i sadrZi jednu sliku. Podeljen na 3 poglavlja, koja su
napisana jasno i koncizno. U prvom porlavlju je opisana morfologija normalne hipofize, i njeni
odnosi sa okolnim strukturama. Drugo poglavlje je posveéeno adenomima hipofize i poCinje
klasifikacijom adenoma hipofize, koja je u daljem tekstu detaljno razradena. Ukratko su
navedeni Kkriterijumi za makroskopsku i radioloSku podelu adenoma, nakon Cega su istaknuiti
dijagnosticki kriterijumi i dileme u patohistoloskoj i imunohistohemijskoj dijagnostici svih
tipova i podtipova adenoma hipofize. Ovo poglavlje je upotpunjeno klinickim aspektom tipova
adenoma hipofize. Poslednje poglavlje je posveceno Celijskom ciklusu, sa naglaskom na njegove
markere koji su obradeni u doktorskoj disertaciji. U ovom poglavlju je naveden i kratak osvrt na
pojam senescencije, kao i kratak opis tehnike tkivnog mikro niza.

Tekst je upotpunjen jednom slikom.

Ciljevi istrazivanja, napisani na jednoj strani, su jasno definisani, pri cemu je izdvojeno 5
glavnih ciljeva: 1. Ispitivanje ekspresije pl6 i p21 u svim podtipovima adenoma hipofize; 2.
Poredenje ekspresije pl6 i p21 u adenomima sa ekspresijom u adenohipofizi; 3. Poredenje
ekspresije pl6 i p21 grupe recidivantnih sa grupom nerecidivantnih adenoma; 4. Ispitivanje
korelacije ekspresije pl16 i p21 sa klinickim podacima pacijenata (pol, uzrast, indeks telesne
mase, veli€ina tumora, invazivnost tumora); 5. Ispitivanje korelacije ekspresije pl6 i p2l sa
ekspresijom p53 i Ki-67 u adenomima hipofize.

Poglavlje materijal i metode je napisano na 5 strana i sadrzi podatke o tipu studije, mestu i
vremenu izvodenja istrazivanja, naCinu selekcije ispitanika, instrumentima merenja i statistickoj
obradi rezultata. U poglavlju instrumenti merenja je detaljno objasnjena tehnika konstrukcije
tkivnog mikro niza, na Cijim presecima su radena imunohistohemijska bojenja sledeCim
primarnim antitelima: hormon rasta (HR), prolaktin (PRL), folikulostimuliSuc¢i hormon (FSH),
luteinizirajuci hormon (LH), adrenokortikostimuliSuc¢i hormon (ACTH), tireostimuliSuci hormon
(TSH), steroidni faktor 1 (SF1), za hipofizu specifi¢ni pozitivni transkripcioni faktor, p16, p21 i
Ki-67 1 sa senescencijom udruzenu beta-galaktozidaza (SA-B-GAL). U istom poglavlju je
detaljno objasnjena i metodologija analize obojenih preseka (automatska i manuelna). Za
istraZivanje je koris¢en biopsijski materijal pacijenata sa adenomima hipofize, koji su
dijagnostikovani i hirurski tretirani u periodu od 2002-2011. godine. Takode je ispitivana
korelacija kliniCki podataka (pol, uzrast, indeks telesne mase, veliCina i invazivnost tumora) sa
navedenim imunohistohemijskim markerima. Posebno su obradeni pacijenti kojima su dva puta
operisani adenomi hipofize. Ovo poglavlje je upotpunjeno jednom slikom.

Poglavlje rezultati je napisano na 36 stranai u njemu su navedeni originalni podaci dobijeni
u ovom istrazivanju. Rezultati su pregledno i sistematicno predstavljeni kroz 28 tabela, 4 dlikei
11 grafikona, uz potrebna objasnenja u prateem tekstu, i sistematizovani u skladu sa ciljevima
istrazivanja.



Diskusija dobijenih rezultata je napisana jasno i pregledno na 24 strane. U diskusiji je
ucinjena komparativna analiza rezultata sa dosadasnjim rezultatima iz literature, uz tumacenje
slicnosti i razlika. Navedene su prednosti i nedostaci sprovedenog istraZivanja.

Poglavlje zakljucci je izneto na 2 strane, u vidu jasno definisanih konstatacija, koje su u
skladu sa postavljenim ciljevima.

Poglavlje literatura je sastavljeno iz 164 bibliografske jedinice iz referentnih medunarodnih
Casopisa, pretezno publikovanih u poslednjih 5 godina, koji su poredeni po redosledu po kome se
citirgju u tekstu disertacije.

B) OPISPOSTIGNUTIH REZULTATA

Rezultati se odnose na 345 pacijenata sa dijagnozom adenoma hipofize. Adenomi su
grupisani u tipove i podtipove adenoma u odnosu na ekspresiju hormona adenohipofize, u skladu
sa kriterijumima Svetske zdravstvene organizacije, a njihova distribucija je bila u skladu sa do
sada objavljenim hirurSkim serijama.

Vrlo niske vrednosti procenata pl6 pozitivnih jedara u adenomima hipofize, koje se ne
razlikuju izmedu tipova i podtipova adenoma sugeriSu da ekspresija ovog markera nije
hormonski zavisna. Zarazliku od nje, ekspresijap2l pokazuje znacCajne oscilacije izmedu tipova
adenoma, pri ¢emu su po prvi put obradene razlike izmedu podtipova HR produkujucih
adenoma, i uocCene statistiCki znaCajne razlike: procenat p21 pozitivnih jedara je bio najvisi kod
slabo granuliranih HR produkujucéih adenoma, uz statisticki znaCajnu razliku u odnosu na grubo
granulirane HR produkujuce adenome. Vrednosti citoplazmatske p21 pozitivnosti su bile vrlo
niske kod svih adenoma, sa najviSim vrednostima kod gonadotrofnih adenoma. SA-B-GAL je
takode pokazao varijabilnost u ekspresiji izmedu tipova i HR produkujuéih podtipova adenoma
hipofize, uz najintenzivnije bojenje kod grubo granuliranih adenoma, koje je statisticki znacajno
intenzivnije od slabo granuliranih HR produkujucih adenoma.

SniZzena ekspresija pl6 i p21 u adenomima hipofize, u odnosu na njenu ekspresiju u
adenohipofizi, koja dostize statisticku znaCajnost, ukazuje na njenu povezanost sa
tumorigenezom. Znacajno jaci intenzitet bojenja na SA-B-GAL u odnosu na bojenje u normalnoj
adenohipofizi, sugeriSe aktivaciju senescencije u adenomima hipofize.

UocCene su vrlo blage oscilacije analiziranih markera u uzorcima adenohipofize pacijenata
koji su dva puta operisani.

Ekspresija analiziranih markera nije povezana sa polom. Medutim, uoCena je statisticki
znaCajna pozitivna korelacija izmedu citoplazmatske p21 ekspresije i starosti pacijenata, kao i
indeksa telesne mase. Takode je nadena negativna korelacija intenziteta SA-B-GAL bojenja i
starosti pacijenata.

StatistiCki viSe vrednosti procenata pozitivnih p16 jedara u mikroadenomima hipofize, u
poredenju sa makroadenomima, i odsustvo razlike izmedu makroadenoma i gigantskih adenoma
ukazuje na znaCaj gubitka aktivnosti p16 u procesu tumorigeneze.



Veca vrednost proliferativnog Ki-67 indeksa u adenomima hipofize sa suprai paraselarnom
propagacijom u odnosu na adenome Cija je propagacija bila u drugim smerovima ukazuje da je
proliferativna aktivnost potencijalno uslovljena/udruzena sa nekim drugim faktorima koji
doprinose invazivnosti adenoma, adato nisu inhibitori ciklin zavisnih kinaza.

C) UPOREDNA ANALIZA REZULTATA SA REZULTATIMA DOBIJENIM 1Z
LITERATURE

U doktorskoj disertaciji je ucCinjena iscrpna i pregledna komparacija dobijenih rezultata sa
relevantnim literaturnim podacima drugih autora koji se bave prouCavanjem poremecaja
¢elijskog ciklusa i senescencije u adenomima hipofize. Vecina dosadasnjih istraZzivanja je bila
sprovedena na znaCajno manjem uzorku nego Sto je uzorak obraden u ovom istrazivanju, pri
¢emu, je vrlo mali broj istrazivanja uraden uz pomoc tehnike tkivnog mikro niza.

Nuklearna ekspresija proteina p16 je u ovom istrazivanju bila statisticki znacajno niza nego
u tkivu adenohipofize, pri ¢emu nisu uoCene znaCajne razlike izmedu tipova i podtipova
adenoma hipofize. Rezultati dobijeni u ovoj studiji predstavljgju verifikaciju prethodnih
istrazivanja, buduci da je istrzivanje izvedeno na velikom uzorku. Smatra se da smanjenje
ekspresije pl6 u adenomima hipofize, u odnosu na normalnu hipofizu predstavlja jedan od
faktora tumorigeneze adenoma hipofize, i da nije pod uticagjem produkcije hormona. Farrell i
saradnici su dokazali da je uzrok smanjenja ekspresije pl6 metilacija promotora gena u
adenomima hipofize.

Nuklearna p21 ekspresija je u prikazanim rezultatima bila znaCajno niza u adenomima
hipofize nego u adenohipofizi, pri Cemu je uoCen varijabilitet u ekspresiji izmedu tipova
adenoma hipofze, a sto je u skladu sa prethodnim istrazivanjima grupe Grosmana i Melmeda. U
skladu sa literaturnim podacima je takode i podatak da su HR produkujuci adenomi pokazali
najvisi, a gonadotrofni adenomi najnizi procenat p21 pozitivnih jedara. U ovoj studiji
istrazivanju je ucinjena analiza nuklearne p21 ekspresije u tipovima HR produkujucih adenoma.
Najvisi procenat p21 pozitivnih jedara kod slabo granuliranih HR produkujuéih adenoma, koji je
znaCajno nizi u odnosu na grubo granulirane adenome otvara pitanje strukturisanosti grupa
prethodno analiziranih HR produkujucih adenoma u odnosu na granuliranost. Takode, ovi
rezultati ukazuju da klinicki agresivno ponaSanje slabo granuliranih adenoma hipofize moze biti
povezano sa, potencijalno, nesvrsishodnom povecanom sintezom inhibitora ciklin zavisne
kinaze, p21.

Citoplazmatska ekspresija u adenomima hipofize je bila slabije izraZzena u tkivu adenoma
nego u tkivu adenohipofize, pri Cemu su sve analizirane vrednosti bile niske. Najvisi skor bojenja
su imali gonadotrofni adenomi, Cije su vrednosti bile statistiCki viSe od vrednosti HR i TSH
produkujuéih adenoma. Prema iznetim saznanjima, do sada je samo jo$ jednoj publikaciji
(Alexandraki i saradnici, 2012) analizirana citoplazmatska p21 pozitivhost, pri ¢emu su u
navedenom radu adenomi hipofize su bili grupisani u odnosu na svoju funkcionalnost.



Nefunkcionalni adenomi imali najvecCu citoplazmatsku p21 ekspresiju, Sto se delimi¢no moze
shvatiti kao potvrda rezultata u ovoj disertaciji, buduci da su vecCinu nefunkcionalnih adenoma
hipofize saCinjavali gonadotrofni adenomi. Medutim, podatak u ovoj disertaciji da je
citoplazmatska ekspresija p2l bila visa u gonadotrofnim adenomima nego u null-cell
adenomima, bez dostizanja statisticke znaCajnosti, ukazuje na znacCajnost doprinosa ovog
istrazivanja, kao i na potrebu za produbljivanjem i nastavkom istog.

Intenzitet bojenja na SA-B-GAL je bio veci u adenomima hipofize, nego u adenohipofizi, to
je u skladu sa literaturnim podacima. Ono Sto razlikuje ovu studiju od prethodnih radova
Melmeda i Grosmana, u kojima je bojenje ovim antitelom bilo fokalno, je difuzni obrazac
bojenja, a Sto bi se moglo objasniti upotrebom razlicitih antitela. Takode u skladu sa literaturnim
podacima je i rezultat da je SA-B-GAL bojenje ngintenzivnije bilo u HR produkujuéim
adenomima, ukazujuci na ngjintenzivniju aktivaciju senescencije u njima. Medutim, podela HR
produkujucéih adenoma u odnosu na obrazac granuliranosti otkrila je statistiCki znacajne razlike,
pri ¢emu je intenzitet bojenja SA-B-GAL bio veci kod gusto granuliranih HR produkujuéih
adenoma, a Sto do sad nije opisano u literaturi. Navedeni ezultati nisu u potpunosti u skladu sa
rezultatima Chesnokove i saradnika, buduéi da je u ovom istrazivanju potvrdeno sinhrono
povecanje nuklearne p21 ekspresije i SA-B-GAL u HR produkujué¢im adenomima hipofize, ai je
takode pokazano da obrazac granuliranosti znacajno utiCe na ekspresiju ovh markera, dovodeci
do njihove znacajne disocijacije. Ova disocijacija je u skladu sa bioloskim ponaSanjem slabo i
gusto granuliranih adenoma, a Sto su detaljno opisali Fougner i Kisejak-Vassiliades sa
saradnicima. Rezultati ove disertacije su po prvi put pokrenuli pitanje uticgja granuliranosti
adenoma hipofize na aktivaciju senescencije. Ovo bi moglo i¢i u prilog tvrdnjama Judith
Campisi da je senescencija multifaktorijalan proces, Ciji Cinioci joS uvek nisu u potpunosti
rasvetljeni.

U ovom istraZzivanju je uoCena blaga oscilacija analiziranih markera kod rekurentnih
adenoma hipofize, koja nije dostigla statisticku znaCajnost. Medutim, Ki-67, koji je bio znaCajno
viSi u grupi ponovljenih hirurskih intervencija. Dosadasnji literaturni podaci govore da je
povecan proliferativni Ki-67 indeks u rekurantnim adenomima, $to je pradeno povecanom
sintezom ciklina i hromozomskim disbalansima. Medutim, budu¢i da u ovom istrazivanju nije
uocena slabija ekspresija inhibitora ciklin zavisnih kinaza, kao ni SA-B-GAL, zakljuceno je dau
osnovi ubrzane proliferacije se ngverovatnije ne nalazi inaktivacija senescencije. Istovremeno se
naglaSava kompleksnost Celijskog ciklusa i potreba za njegovim daljim izuavanjem, narocito u
adenomima hipofize.

Analizirani markeri Celijskog ciklusa nisu pokazali statisticki znaCajne razlike izmedu grupa
invazivnih adenoma i smerova njihovog Sirenja. lzuzetak je veC dobro poznati prognosticki
marker Ki-67, koji je bio najvisi u grupi adenoma sa supra/paraselarnim Sirenjem. Sprovedeno
istrazivanje je pokazalo rezultate odredivanja proliferativnog Ki-67 indeksa na uzorcima
dobijenim tkivnim mikro nizom, Sto do sada u literaturi nije opisano. Naime, brojanje je vreSeno
na celom uzorku, pri ¢emu su cilindri za konstrukciju tkivnog mikroniza bili odabrani slucajno.
Vrednosti proliferativnog Ki-67 indeksa u ovom istrazivanju su bile znaCajno nize nego u



prethodnim istrazivanjima Trouillas i Geijmana, $to ukazuje da potencijalnu prednost u evaluaciji
okog indeksa ima manuelni odabir polja, kao i da proliferativni indeks treba procenjivati na
mestu njegovih najvisih vrednosti.

U ovom istrazivanju nisu uocene znacajne razlike u ekspresiji p53 i proliferativnom Ki-67
indeksu izmedu tipova adenoma hipofize, Cime su potvrdena prethodna istrazivanja i stanovista
Svetske zdravstvene organizacije.

Prilikom komparacije analiziranin markera izmedu mikroadenoma, makroadenoma i
gigantskih adenoma, uoCena je samo znaCajno viSe vrednosti pl6 kod mikroadenoma u
poredenju sa makroadenomima, Sto ide u prilog literaturne spekulacije (Pease i saradnici, 2013)
0 ukljucenosti p16 u tumorigenezu adenoma hipofize, a opadanju njegove funkcije tokom rasta
tumora.

D) OBJAVLJENI ILI SAOPSTENI REZULTATI KOJI CINE DEO TEZE

Radovi u Casopisu indeksiranom u CC/SCI:

1. Manogjlovic Gacic E, Skender-Gazibara M, Soldatovic |, Dundjerovic D, Boricic N,
Raicevic S, Popovic V. Immunohistochemica Expression of p16 and p21 in Pituitary
Tissue Adjacent to Pituitary Adenoma versus Pituitary Tissue Obtained at Autopsy: Is
There a Difference? Endocr Pathol. 2015;26:104-110. (M23, IF 1.757)

2. Manojlovic Gacic E, Skender-Gazibara M, Popovic V, Soldatovic I, Boricic N,
Raicevic S, Pekic S, Doknic M, Miljic D, Alafuzoff I, Pontén F, Casar-Borota O.
Oncogene-Induced Senescence in Pituitary Adenomas-an Immunohistochemical
Study. Endocr Pathol. 2015 Nov 14. [Epub ahead of print] (M23, IF 1.757)



E) ZAKLJUCAK (OBRAZLOZENJE NAUCNOG DOPRINOSA DISERTACIJE)

Doktorska disertacija dr Emilije Manojlovi¢ Gaci¢, pod nazivom ,,Imunohistohemijska
analiza ekspresije regulatornih proteina Celijskog ciklusa i proliferativnog Ki-67 (MIB-
1) indeksa u adenomima hipofize* predstavlja originalni nauc¢ni doprinos u razumevanju
regulacije Celijskog ciklusa i aktivacije senescencije u adenomima hipofize. Istrazivanje na
velikom uzorku tkiva adenoma hipofize, uz pomo¢ metode tkivnog mikro niza, je sprovedeno
po prvi put u nasoj zemlji. Rezultati dobijeni u ovoj disertaciji ukazuju po prvi put na uticaj
obrasca granuliranosti HR produkujuéih adenoma hipofize na aktivaciju celijskog ciklusa i
senescencije, i doprinosi razumevanje razlika u klinickoj prezentaciji ovih tumora.

Komisija zakljuCuje da je istrazivanje sprovedeno u skladu sa najvisSim standardima
naucno-istrazivackog rada. Disertacija je napisana jasno, ciljevi su precizno definisani,
rezultati su saopsteni pregledno uz odgovarajuce tabelarne i graficke prikaze. U diskusiji je
napravljen Kkriticki osvrt na dobijene rezultate, koji je potkrepljen komparacijom sa podacima
iz savremene literature.

Na osnovu svega navedenog, i imajuci u vidu dosadasnji naucni rad kandidata, Komisija
predlaze NauCnom veCu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati
doktorsku disertaciju dr Emilije Manojlovi¢ Gaci¢ i odobri njenu odbranu, radi sticanja
akademske titule doktora medicinskih nauka.

U Beogradu, 17.02.2016.

Mentor Clanovi komisije
Prof. dr Milica Skender Gazibara Prof. dr Jelena Sopta

Komentor

Prof. dr Vera Popovic Brkic¢ Doc. dr Sandra Burdevic¢ Pekic¢

Prof. dr Nada VVuckovié



