NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Naucnog veca Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrzanoj dana 20.05.2021.
godine, broj 9700/14-AB, imenovana je komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije pod

naslovom:

,»Prognosticki zna¢aj biomarkera epitelno-mezenhimalne tranzicije kod metastatskog

kolorektalnog karcinoma u jetri®

kandidata dr Aleksandra Bogdanovic¢a, zaposlenog u Klinici za digestivnu hirurgiju — Prva
hirurska, Univerzitetskog Klinickog centra Srbije u Beogradu. Mentor je akademik prof. dr

Zoran Krivokapi¢.
Komisija za ocenu zavrsene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:

1. Prof. dr Vladimir Dugali¢, vanredni profesor Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu

2. Akademik prof. dr Predrag Pesko, SANU

3. Doc. dr Danijel Galun, docent Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu

4. Dr Aleksandra Nikoli¢, visi naucni saradnik Instituta za molekularnu genetiku i
geneticko inZenjerstvo, Univerzitet u Beogradu

5. Prof. dr Goran Stanojevi¢, redovni profesor Medicinskog fakulteta Univerziteta u Nisu

Na osnovu analize prilozene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene doktorske

disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom veéu Medicinskog fakulteta slede¢i
IZVESTAJ
A) Prikaz sadrzaja doktorke disertacije

Doktorska disertacija dr Aleksandra Bogdanovi¢a napisana je na ukupno 104 strane i
podeljena je na sledeca poglavlja: uvod, ciljevi istrazivanja, materijal i metode, rezultati,
diskusija, zakljucci 1 literatura. U disertaciji se nalazi ukupno 16 tabela, 48 grafikona i 7 slika.
Doktorska disertacija sadrzi podatke o mentoru i komisiji, saZetak na srpskom i engleskom

jeziku, spisak skracenica koriS¢enih u tekstu i biografiju kandidata.



Uvod doktorske disertacije je podeljen u tri celine: kolorektalni karcinom, metastaze

kolorektalnog karcinoma u jetri 1 epitelno-mezenhimalna tranzicija.

U prvom delu uvoda o kolorektalnom karcinomu prikazani su i ilustrovani incidenca i
smrtnost od kolorektalnog karcinoma u svetu kao i trend promene broja novoobolelih i
umrlih u buduénosti, u zavisnosti od geografskih regija. Na osnovu podataka Internacionalne
agencije za istrazivanje raka za 2018. godinu, prikazana je geografska distribucija
oboljevanja i umiranja od kolorektalnog karcinoma u razli¢itim delovima sveta, polna i
starosna distribucija i faktori rizika za pojavu kolorektalnog karcinoma. Navedeni su podaci o
oboljevanju i smrtnosti od kolorektalnog karcinoma u Srbiji za 2018. godinu prema podacima
Svetske zdravstvene organizacije, a na osnovu Registra za karcinome u centralnoj Srbiji.
Koriste¢i podatke Americkog udruzenja za kancer, objasSnjena je prognoza kolorektalnog
karcinoma u zavisnosti od stadijuma bolesti u trenutku dijagnoze. Objasnjena je molekularna
patogeneza i podela kolorektalnog karcinoma na sporadi¢nu, familijalnu i hereditarnu formu.
Detaljno su pojaSnjeni faktori rizika za nastanak kolorektalnog karcinoma. Opisana je
detaljno japanska klasifikacija i TNM Kklasifikacija bolesti sa tabelarnim prikazom TNM

stadijuma bolesti.

U odeljku o metastazama kolorektalnog karcinoma u jetri prikazana su savremena shvatanja o
funkcionalnoj anatomoji jetre, ucestalost pojave metastaza u jetri kod bolesnika sa primarnim
kolorektalnim karcinomom kao 1 njihova polna i1 starosna distrubucija. Opisana je
molekularna 1 Celijska osnova metastaziranja u jetri. Dokumentovani su prognosticki
klinicko-patoloski parametri, prognosticki modeli 1 skorovi i markeri predikcije odgovora na
primenjenu terapiju. U poslednjem odeljku o metastazama u jetri detaljno su prikazani
savremeni principi le€enja metastaza kroz multidisciplinarni pristup, primenom razli¢itih
terapijskih modaliteta. Jasno je objasnjeno leCenje hirurSki resektabilnih, potencijalno

resektabilnih i neresektabilnih metastaza u jetri.

Nakon prikaza osnovnih karakteristika procesa epitelno-mezenhimalne tranzicije u procesu
karcinogeneze, detaljno su opisane i ilustrovane specificnosti procesa epitelno-mezenhimalne
tranzicije u karcinogenezi primarnog kolorektalnog karcinoma i u procesu metastaziranja
malignih Celija u jetri. Markeri zastupljeni u procesu aktivacije epitelno-mezenhimalne
tranzicije 1 efektorni molekuli su grupisani u zavisnosti od subcelularnog nivoa aktivacije 1

delovanja.



Ciljevi istrazivanja su precizno definisani. Osnovni cilj je bio utvrditi prognosticki znacaj
biomarkera epitelno-mezenhimalne tranzicije za pojavu ranog recidiva bolesti nakon
resekcije jetre zbog metastatskog kolorektalnog karcinoma. Kao ciljevi istrazivanja su
definisani i procena prognostickog znacaja klinickih i patohistoloskih parametara za pojavu

ranog recidiva bolesti nakon resekcije jetre.

U poglavlju materijal i metode je opisan dizajn studije: vrsta naunog istrazivanja, vreme 1
mesto ispitivanja, kriterijumi za ukljucivanje i isklju¢ivanje bolesnika. Sprovedena je
prospektivna, delom retrospektivna kohortna studija u Klinici za digestivnu hirurgiju — Prva
hirurska, Klinic¢ki centar Srbije, Beograd, u periodu od 01. decembra 2016. do 20. februara
2020. godine. Studija je odobrena od Etickog komiteta Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu. Studijsku populaciju su €inili bolesnici le¢eni potencijalno radikalnom resekcijom
jetre zbog metastaza kolorektalnog karcinoma u jetri. Svi bolesnici su dali informisani

pristanak pre ukljucenja u studiju.

Unapred su definisani demografski, klinic¢ki, patohistoloski i geneti¢ki parametri koji su
registrovani u toku istrazivanja. Opisan je nacin uzorkovanja bioloskog materijala,

skladiStenje 1 geneticka analiza.

Bolesnici su praceni godinu dana nakon resekcije jetre. Dogadaj od interesa je bio recidiv

bolesti nakon godinu dana od operacije.

Uradena je deskriptivna i analiti¢ka statistika. ROC (engl. Receiver operating characteristic)
kriva je kreirana za vrednosti ekspresije CDHI, FNI and VIM u metastatskom tkivu i serumu.
Primenom Judenovog indeksa odredene su kriti¢ne vrednosti (engl. cut-off) ekspresije gena.
Na osnovu kriticnih vrednosti, bolesnici su podeljeni u dve grupe sa niskom i visokom
ekspresijom. JednogodiSnja verovatno¢a prezivljavanja je utvrdena Kaplan-Majerovom
metodom a poredena je primenom Log-rank testa. Prognosticki znacaj je analiziran

primenom Cox regresionog modela.
Rezultati su opisani tekstualno i ilustrovani grafikonima 1 tabelama.

Diskusija je napisana jasno i pregledno, uz prikaz razultata i podataka drugih istrazivanja iz

literature sa uporednim pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije.



Zakljuéci su izvedeni na osnovu rezultata istrazivanja i jasno su definisani u odnosu na

postavljene ciljeve istrazivanja.
Kori$¢ena literatura sadrzi spisak od 117 referenci.
B) Provera originalnosti doktorske disertacije

Na osnovu Pravilnika o postupku provere originalnosti doktorskih disertacija koje se brane na
Univerzitetu u Beogradu 1 izveStaja iz programa iThenticate kojim je izvrSena provera
originalnosti doktorske disertacije, utvrdeno je da podudaranje teksta (engl. Similarity index)
iznosi 17%. Ovaj stepen podudarnosti posledica je tzv. opstih mesta, podataka, naziva i li¢nih
imena, $to je u skladu sa ¢lanom 9. Pravilnika. Na osnovu navedenog, doktorska disertacija se

moze smatrati originalnom.
C) Kratak opis postignutih rezultata

Istrazivanje je obohvatilo 30 bolesnika sa metastazama kolorektalnog karcinoma u jetri kod
kojih je uradena resekcija jetre. Muski pol je bio zastupljeniji (53,3%) a najceSca starosna

populacija je bila izmedu 60 1 69 godina.

Vecina bolesnika je imala uznapredovali stadijum primarnog karcinoma. Lokalni T3 i T4
stadijum bolesti je imalo 97% a pozitivan limfonodalni staus (N+) je bio prisutan kod 73%
ispitanika. Limfati¢na 1 vaskularna invazija je bila prisutna kod viSe od polovine ispitanika a

perineuralna kod 47%.

Metastaze u jetri su bile prisutne u trenutku dijagnoze primarnog karcinoma (sinhrone
metastaze) kod 73% bolesnika (Dukes D stadijum). Kod 40% bolesnika je detektovana jedna
(solitarna) metastaza dok su ostali imali multiple promene u jetri. Multiple metastaze su bile
ceSc¢e kod sinhrone prezentacije bolesti. Promer metastaza je bio u rasponu od 15-100 mm.
Bolesnici sa sinhronim metastazama su ¢eS¢e primili preoperativnu hemioterapiju i imali
bilobarnu distribuciju tumora u jetri, §to ukazuje da je sinhrona prezentacija bolesti znak
uznapredovalog metastatskog stadijuma. Preoperativhu hemioterapiju je primilo 50%
bolesnika. Najzastupljeniji terapijski dublet je bio Oksaliplatin i Bevacizumab. Kompletna
regresija nakon primenjene hemioterapije nije registrovana. Dvoje od 15 bolesnika je imalo

progresiju bolesti na prvu liniju hemioetarpije.



Ekspresija CDHI, FNI i VIM u malignom metastatskom tkivu jetre je odredena kod 25
(83.3%), 24 (80%) 1 29 (96.7%) bolesnika, respektivno. Prose¢na vrednost ACt u malignom
metastatskom tkivu za CDHI, FN1 i VIM je bila -2.28, -0.79 i -1.52, respektivno.

Ekspresija CDHI, FNI i VIM u netumorskom tkivu jetre neposredno uz metastazu je
odredena kod 27 (90%), 29 (96.7%) 1 29 (96.7%), respektivno. Prose¢na vrednosti ACt u
netumorskom tkivu jetre neposredno uz metastazu za CDHI, FN1 1 VIM je bila -2.64, 2.75 1 -

0,8, respektivno.

Ekspresija CDHI i VIM u serumu je odredena kod 20 (66.7%) 1 28 (93.3%) bolesnika,

respektivno. Ekspresija FNI u serumu nije detektovana ni kod jednog bolesnika.

Prosecna ekspresija FNI 1 VIM u malignom metastatskom tkivu je manja od ekspresije u
netumorskom tkivu jetre neposredno uz metastazu, dok razlika u eksresiji CDHI nije

utvrdena.

Na osnovu odnosa ekspresije u malignom metastatskom tkivu 1 netumorskom tkivu jetre
neposredno uz metastazu, bolesnici su podeljeni u dve grupe sa snizenom i poviSenom
ekspresijom CDHI, FNI i VIM. Bolesnici sa poviSenom CDHI ekspresijom su ¢eS¢e imali
multiple metastaze, bilobarnu distribuciju tumora i ceS¢e su primali preoperativnu

hemioterapiju.

Nije pokazana znacajna korelacija ekspresija CDHI 1 VIM u malignom metastatskom tkivu
jetre 1 serumu. Preoperativne vrednosti tumorskih markera CEA i CA 19-9 ne koreliraju sa

ekspresijom CDHI, FNI i VIM u malignom metastatskom tkivu jetre.

Od 15 bolesnika koji su primili preoperativnu hemioterapiju, sedam je imalo parcijalnu
regresiju metastaza, Sest je imalo stabilnu bolest a kod dvoje je registrovana progresija
bolesti. Ekspresija CDHI u malignom metastatskom tkivu je bila ve¢a kod bolesnika koji su
primili preoperativiu hemioterapiju. Nivo ekspresije CDHI u malignom metastatskom tkivu
se takode razlikuje kod bolesnika sa razli¢itim odgovorom na hemioetrapiju. Primecen je

trend ka nizim ekspresijama kod boljeg terapijskog odgovora.

Primenom uzorackih vrednosti ekspresija u razli¢itim tkivima, odredena je grani¢na (cutoff)

vrednost na osnovu koje su bolesnici podeljeni u dve grupe sa niskom i visokom ekspresijom.



Recidiv bolesti je detektovan kod 47% bolesnika nakon 12 meseci. Veca ekspresiju CDHI u
malignom metastatskom tkivu je registrovana kod bolesnika bez ranog recidiva bolesti.
Bolesnici sa visokom ekspresijom CDHI u malignom metastatskom tkivu jetre su imali duze
jednogodisnje prezivljavanje bez recidiva bolesti dok je VIM ekspresija u serumu bila visa

kod bolesnika sa duzim jednogodiSnjem rezivljavanjem bez recidiva bolesti.

Nivo ekspresije CDHI u malignom metastatskom tkivu jetre je jedini nezavisni prediktor

ranog recidiva bolesti pri multivarijantnoj analizi.
D) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

Istrazivanje je obuhvatilo bolesnike sa metastatskim kolorektalnim karcinomom (stadijum
IV) kojima su metastaze u jetri detektovane u trenutku dijagnoze primarnog kolorektalnog
karcinoma ili kasnije, nakon resekcije primarnog tumora. Medicinski i socijalni znacaj
kolorektalnog karcinoma je prikazan u uvodnom delu prezentacijom epidemioloskih
podataka koji su preuzeti iz Internacionalne agencije za istrazivanje raka (poslednji presek
stanja iz 2018. godine). Stopa incidence kolorektalnog karcinoma je i dalje visoka u
razvijenim delovima sveta ali je trend porasta incidence zaustavljen poslednjih godina
(Armnold M 2017). U zemljama u razvoju, incidenca je i dalje u znacajnom porastu zbog
prihvatanja stila zivota (Mattiuzzi C 2019). Zahvaljuju¢i razvijenom skrining programu,
bogate zemlje zapada konstantno smanjuju smrtnost od kolorektalnog karcinoma, dok se
leCenje u manje razvijenim zemljama sveta i dalje otpoCinje u uznapredovalom sradijumu
bolesti. Podaci iz istrazivanja koji govore o zastupljenosti uznapredovalog stadijuma
primarnog karcinoma ali i metastatske bolesti u jetri kod studijskih ispitanika, podudaraju se
sa globalnim izveStajima o oboljevanju i smrtnosti od kolorektalnog karcinoma i donekle

objasnjavaju visoku stopu smrtnosti u Srbiji.

Za studiju je odabran panel od tri gena CDHI, FNI i VIM na osnovu rezultata prethodnih
istrazivanja koja su jasno pokazala izmenjenu proteinsku ekspresiju kod bolesnika sa
kolorektalnim karcinomom (Palaghia M 2016, Yi W 2016. 1 Du L 2018). Analiza ekspresije
gena CDHI, FNI i VIM u razli¢itim tkivima je uradena primenom gRT-PCR metoda.
Pojedini naucni izvestaji prikazuju prognosticki potencijal analizom proteinske ekspresije
koja se u tkivu utvrduje metodom imunohistohemije a u serumu ELISA testom. Suprotno od

toga, u doktorskoj disertaciji je analizirana ekspresija gena CDHI, FNI i VIM detekcijom



tkivnih 1 slobodno cirkuliSué¢ih nukleinskih kiselina u serumu, konkretno informacione RNK

(iRNK).

Specifi¢nost doktorske disertacije u odnosu na druga naucna istrazivanja dostupna u literaturi
je dvostruka. Vecina studija koje su analizirale prognosticki i prediktivni karakter biomarkera
epitelno-mezenhimalne tranzicije su analizirale tkivo primarnog karcinoma i bolesnike sa
ranijim stadijumima bolesti (Qu J, 2017; Foda AA, 2015). U doktorskoj disertaciji je
analiziran prognosticki znacaj ekspresije u malignom metastatskom tkivu i serumu bolesnika
sa metastazama karcinoma u jetri (stadijum IV bolesti). Takode, za razliku od literaturnih
podataka, doktorska disertacija je obradila nivo slobodnih cirkulisSu¢ih i tkivnih iRNK za
CDHI, FNI i1 VIM kod metastatskog kolorektalnog karcinoma u jetri. Vecina autora je
odredivala nivo proteinske ekspresije korespondiraju¢ih gena. Nakashima i saradnici su
analizirali ekspresiju E-kaderina imunihistohemijskom metodom u metastatskom tkivu jetre i
utvrdili povezanost ekspresije E-kaderina i prezivljavanja bez recidiva bolesti. Juric P 1
saradnici su analizirali ekspresiju E-kaderina u primarnom karcinomu, limfogenim
metastazama 1 hematogenim metastazama u jetri ali nivo ekspresije je ukupno prezivljavanje

bilo nezavisno od nivoa ekspresije E-kaderina.

Jedan od rezultata studije je ukazao na razli¢iti nivo ekspresije CDHI u malignom
metastatskom tkivu jetre kod bolesnika koji su ispolji razli€it odgovor na preoperativnu
hemioterapiju. Iz toga prizilazi zakljuak da ekspresija CDHI u malignom metastatskom
tkivu moze posuziti kao prediktivni marker hemosenzitivnosti. Ovaj rezultat moze posluziti
kao osnova za dalja bazicna in vitro 1 in vivo istrazivanja hemosenzitivnosti kolorektalnog
karcinoma. Prethodno su Druzhkova i saradnici dokazali hemorezistentnost E-kaderin
pozitivnih ¢elijsih linija adenokarcinoma kolona i <¢elijskih kultura iz kolorektalnog
karcinoma na 5-FU, Oksaliplatin i Irinotekan. Geissler i saradnici su pokazali da je E-kaderin
potencijalno novi prediktivni marker terapijskog odgovora kolorektalnog karcinoma na

biolosku terapiju Cetuksimab-om.

Autori su analizirali razlog izmenjene ekspresije CDHI kod bolesnika koji su primili
preoperativnu hemioterapiju i kod bolesnika sa razli¢itim odgovorom na terapiju. Luo M i
Desai S sa svojim saradnicima u odvojenim istrazivanjima su pokazali da vaskularni
endotelni faktor rasta podstice proces epitelno-mezenimalne tranzicije kod karcinoma dojke 1

pluc¢a Sto dalje stimuliSe invazivnost i metastaziranje malignih ¢elija odnosno vodi ka



agresivnoj prirodi tumora. Samuel je jo§ 2011. godine dokazao sa saradnicima moduliranu

osetljovost maligne ¢elije u zavisnosti od vaskularnog endotelnog faktora rasta.

Istrazujuéi prognosticki znac¢aj Vimentina kod bolesnika sa kolorektalnim karcinomom, Du i
saradnici su meta-analizom obuhvatili 11 publikacija i preko 1900 bolesnika sa kolorektalnim
karcinomom. Utvrdena je povezanost izmenjene ekspresije Vimentina sa prezivljavanjem bez

bolesti, ukupnim prezivljavanjem ali 1 sa stadijumom tumorske bolesti.
E) Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije

Bogdanovic A, Despotovic J, Galun D, Bidzic N, Nikolic A, Rosic J, Krivokapic Z.
Prognostic Significance of CDHI, FN1 and VIM for Early Recurrence in Patients with
Colorectal Liver Metastasis After Liver Resection. Cancer Manag Res. 2021;13:163-171

F) Zakljucak (obrazloZenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ,,Prognosticki znacaj biomarkera epitelno-mezenhimalne tranzicije kod
metastatskog kolorektalnog karcinoma u jetri dr Aleksandra Bogdanovi¢a predstavlja
originalni nau¢ni doprinos u sveobuhvatnom istrazivanju prognostickog i1 prediktivnog
znaCaja odabranih biomarkera procesa epitelno-mezenhimalne tranzicije kod bolesnika sa

primarnim kolorektalnim karcinomom i metastazama u jetri.

Doktorska disertacija je pokazala potencijalni prognosticki i prediktivni znataj CDHI kod
bolesnika sa metastatskim stadijumom kolorektalnog karcinoma. Sprovedeno istrazivanje
otvara mogucnost daljeg ispitivanja ovog markera na ve¢em broju ispitanika i sa duzim
periodom pracenja kako bi se dobili jaci medicinski dokazi o znacaju ekspresije CDHI u
dugoro¢noj prognozi bolesti. Ukoliko buduca istrazivanja potvrde prognosti¢ki znacaj
ekspresije CDHI, ono moze postati deo izrade genskog profila svakog pojedinacnog
bolesnika u rutinskoj svakodnevnoj praksi. Poznavanje genskog profila bolesnika nudi
mogucénost personalizovane medicine koja podrazumeva primenu najoptimalnijeg oblika
leCenja na osnovu individualnih osobenosti bolesnika 1 bolesti. Optimizacijom lecenja
izbegavaju se nepotrebne terapije 1 narocito njihovi nezeljeni efekti. Kvalitet Zivota obolelih

postaje bolji a finansijske uStede globalnih zdravstvenih sistema vece.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima naucnog istraZivanja. Naucni

pristup je originalan i pazljivo koncipiran. Ciljevi su precizno definisani a metodologija rada



je savremena. Rezultati su pregledno i sistematicno prikazani i diskutovani, a iz njih su

izvedeni odgovarajuci zakljucci.

Na osnovu svega navedenog, i imaju¢i u vidu dosada$nji nauc¢ni rad kandidata, komisija
predlaze Nauc¢nom vecu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati
doktorsku disertaciju dr Aleksandra Bogdanovi¢a i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja

akademske titule doktora medicinskih nauka.
U Beogradu, 14.05.2021.
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