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Komisija pregledom doktorske disertacije donosi sledeéi

IZVESTAJ
Tema za izradu doktorske disertacije mr sc.med. Irene Coni¢ odobrena je odukom
Nastavno-nau¢nog vecéa broj 04-811/11, na sednici odrzanoj 27.4.2012.godine

Doktorand mr sc. med. Irena Coni¢ obavila je istrazivanje u Kinici za onkologiju KC
Nis i Centru za patologiju KC Nis u periodu od 2005- 2011. godine.

I Odnos izradene doktorske disertacije prema prijavljenoj i odobrenoj temi

Doktorska teza “Klini¢ki tok karcinoma jajnika u zavisnosti od patohistoloskih i
imunohistohemijskih karakteristika tumora” predstavlja originalan i samostalan naucno-
istrazivacki rad iz oblasti onkologije.

Naslov doktorske disertacije je u potpunosti saglasan sa sadrzajem sprovedenog
istrazivanja. Ciljevi i metodologija rada su ostali nepromenjeni tokom celog toka istrazivanja.



II Tehnicki opis disertacije

Doktorska disertacija je napisana na 175 strana, i sastoji se iz 9 poglavlja: uvod, cilj
istrazivanja, material i metodologija, rezultati, diskusija, zakljuéci, pregled literature, lista
skracenica, sazetak i prilozi (biografija i izjave). Disertacija sadrzi 47 tabela i 21 sliku.

III SadrZajna struktura doktorske disertacije

Uvod:

Karcinom jajnika je osmi po ucestalosti maligni tumor u svetu, peti najceséi tip
karcinoma kod Zena i Cetvrti naj¢es¢i uzrok smrti od karcinoma kod Zena. Procenjuje se da ¢e
se do 2030. godine broj Zena obolelih 1 umrlih od karcinoma jajnika uvecati za priblizno 60%,
a stope mortaliteta ¢e i dalje biti vece u razvijenim (5,1/100.000) nego u nerazvijenim
(3,1/100.000) zemljama sveta. Od karcinoma jajnika godi$nje u Srbiji u proseku oboli 820 i
umre oko 420 zena. Medu zenama u Srbiji rak jajnika je Sesti vode¢i malignitet u obolevanju
(5,0%) i sedmi u umiranju (4,6%). Kod ranog otkrivanja i le¢enja karcinoma jajnika, pre nego
Sto se pro$iri van primarne lokalizacije, petogodiSnja relativna stopa prezivljavanja iznosi
92%. Nazalost, samo 15% svih karcinoma jajnika otkriva se u ranoj fazi. Primeceno je da je
prezivljavanje vece kod Zena mladih od 65 godina, nego kod starijih i1 varira u zavisnosti od
morfoloskog tipa karcinoma jajnika, opSteg zdravstvenog stanja i stadijuma raSirenosti bolesti
u vreme postavljanja dijagnoze. Tafan uzrok nastanka karcinoma jajnika jos uvek nije poznat,
ali mnogi faktori rizika povezani su sa nastankom ovog malignoma. Radi blagovremenog
otkrivanja 1 leCenja karcinoma jajnika u ranoj fazi vazno je prepoznavanje simptoma bolesti
kao S§to su loSe varenje, mucnina, nadutost, nadimanje, gubitak apetita, bol u donjem delu
trbuha, promene u praznjenu creva i ucestalo mokrenje koje traju vise od 12 dana tokom
poslednjeg meseca.

Celije karcinoma i embrionalne mati¢ne ¢éelije (ESCs) imaju mnoge kljuéne biologke
osobine. Glavna osobina oba ¢elijska tipa je posedovanje velikog proliferativnog potencijala
koji je vazan kako za embriogenezu tako i za razvoj tumora. Pluripotentnost je takode bitna za
ESCs i dovodi do diferenciranja cerki ¢elija u zrelom embrionu. Sli¢éno tome, izgleda da
postoje multipotentne kancerske celije koje mogu nakon transplantacije da daju tumor iz koga
su potekle. Takve tumor inicirajuée celije, Cesto oznaCene kao kancerske matic¢ne celije
(CSCs), doprinose tumorskoj homeostazi, medutim, molekularni mehanizmi koji su u osnovi
stalnog rasta 1 plasticnosti CSCs su slabo razjaSnjeni. Samoobnavljenje je od suStinskog
znaCaja za odrzavanje populacije mati¢nih ¢elija (SC), Sto je dokazano testovima rasta 1 za
¢elije karcinoma. One se obnavljaju kroz serijsku transplantaciju tumora i formiranje
formacija sfera u assays-u.



Ciljevi istrazivanja su:
1. Analiza klini¢kih i patoloskih karakteristika karcinoma jajnika.

2. Utvrdivanje ekspresije Nanog, Sox2, Oct3/4, Sox4, CD44, CD117, Ezh2 i Stat3 na
parafinskim presecima karcinoma jajnika.

3. Komparacija ekspresije Nanog, Sox2, Oct3/4, Sox4, CD44, CD117, Ezh2 i Stat3 sa
klini¢kim i patoloSkim karakteristikama karcinoma jajnika.

Materijal i metodologija:

Istrazivanjem su obuhvacene bolesnice sa karcinomom jajnika dijagnostifikovane u
periodu od 2005. do 2011. godine u regionu juzne Srbije. Njihovo preZivljavanje praceno je do
oktobra meseca 2013. godine. Analizirano je 270 primarnih karcinoma jajnika i to: karcinomi
jajnika ograniceni na jajnike (FIGO stadijum I), karcinomi jajnika proSireni na organe male
karlice (FIGO stadijum 1), karcinomi jajnika sa peritonealnim metastazama (FIGO stadijum
IIT) 1 karcinomi jajnika sa udaljenim metastazama (FIGO stadijum IV). Praceni su klinicki
parametri bolesnica sa karcinomom jajnika, kao i njihove patoloske karakteristike. Klini¢ki
parametri koji su analizirani su: godine starosti, FIGO stadijum bolesti, prisustvo i veli¢ina
rezidualnog tumora, vrsta terapije i odgovor na terapiju. Patoloske karakteristike koje su
analizirane su: histoloski tip tumora, histoloski gradus i nuklearni gradus. Izvor podataka su
istorije bolesti bolesnica sa karcinomom jajnika koje su leCene u Klinici za onkologoju KC
Nis. Patoloska i imunohistohemijksa analiza uzoraka karcinoma jajnika obavljena je na Centar
za patologiju Medicinskog fakulteta u Nisu. PatohistoloSka analiza izvrSena je na biopsijskim
uzorcima karcinoma jajnika koji su fiksirani u 10% neutralnom formalinu, obradeni u aparatu
za automatsku obradu tkiva i ukalupljeni u parafin i seCeni na mikrotomu debljine 5 pm.
Nakon deparafinacije 1 procesiranja u graduisanim alkoholima na odabranim iseccima
primenjene su sledeCe metode bojenja: 1. Klasi¢na histoloSka HE metoda: odredivanje
diferentovanosti tumora i odredivanje patoloskog stadijuma tumora. 2. Imunohistohemijska
Avidin-Biotin Complex (ABC) metoda za detekciju: citoplazmatske i nuklearne ekspresije
Nanog, citoplazmatske i nuklearne ekspresije Sox2, citoplazmatske i nuklearne ekspresije
Oct3/4, citoplazmatske i nuklearne ekspresije Sox4, membranske ekspresije CD44,
citoplaznatske ekspesije CD117, citoplazmatske ekspresije Ezh2 i citoplazmatske ekspresije
Stat3.

Za imunohistohemijsku analizu kori§¢ena su mi§ja 1 ze€ja monoklonska antitela na
Nanog, Sox2, Oct3/4, Sox4, CD44, CD117, Ezh2 i Stat3. Za imunihistohemijsku analizu
koris¢eni su parafinski preseci tkiva debljine 5um. Prema protokolu imunohistohemijske
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metode — Avidin-Biotin Complex (ABC), tkivni preseci su deparafinisani, rehidratisani i
inkubirani u 30ml/L hidrogen peroksida, da bi se blokirala endogena peroksidaza, a potom
isprani u PBS pH=7,4. Slede¢i korak bila je inkubacija sa napred navedenim specifi¢nim
antitelima u trajanju od 24h u vlaznoj komori na temperaturi od 4C. Posle ispiranja u PBS-u
tkivo je inkubirano sa sekundarnim antitelom (Biotin labeled goat anti-rabit antibody) u
trajanju od 30 minuta. Sledi ponovno ispiranja u PBS-u i inkubacija sa tercijalnim antitelom u
trajanju od 30 minuta. Za vizualizaciju markiranih antigena kori$¢en je di-amino-benzidin-
tetra-hidrohlorid (DAB) u H;O, uz bojenje jedara hematoksilinom. Primarna antitela su
zamenjena PBS puferom $to je koris¢eno kao negativna kontrola, dok su pojedine normalne
strukture koris¢ene kao pozitivna interna kontrola. Analiza imunohistohemijski bojenih
mikroskopskih preparata karcinoma jajnik izvrSena je pomocu svetlosnog mikroskopa Leica
DM 1000. Dobijeni rezultati su sistematizovani i grupisani, a statisticka signifikantnost
testirana je odgovarajuim statistiCkim testovima shodno ispitivanim parametrima i veli€ini
uzoraka.

Kvantitativna statisti¢ka analiza je sprovedena na raCunaru. Za upisivanje, rangiranje,
grupisanje, tabelarno i graficko prikazivanje podataka korisc¢en je Excel program iz Microsoft
Office 2003 programskog paketa. Proracuni su vrseni kori§¢enjem programa R u verziji 2.12.0
(R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria).

Zakljuéci:

Na osnovu klini¢kih i imunohistohemijskih ispitivanja molekularnih markera (Nanog, Sox2,
Oct3/4, Sox4, CD44, CD117, Ezh2 i Stat3) 278 bolesnica sa karcinomom jajnika mogu se
izvesti slede¢i zakljucci:

1. Kod mucinoznih i endometroidnih karcinoma znacajno ¢eS$¢e je sprovedena radikalna
histerektomija, dok je eksplorativna laparotomija sa biopsijom inoperabilnog karcinoma
jajnika uradena iskljucivo kod seroznih karcinoma.

2. Serozni karcinomi jajnika su znacajno CeS¢e pokazivali metastatsko Sirenje u odnosu na
mucinozni i svetloéelijski karcinom jajnika.

3. Najveéi broj bolesnica primale su hemioterapiju po TC protokolu, u proseku 4,98+1,94
ciklusa, sa prosecnin prezivljavanjem od 37,4+22,6 meseci.

4. Svetlocelijski karcinom jajnika pokazivao je najmanje prosecno prezivljavanje 30,8+20,0
meseci, znacajno ¢escu progresiju bolesti u odnosu na ostale histoloSke tipove kao 1 najvecu
smrtnost koja je iznosila 57,1%.

5. Kompletna remisija bolesti postignuta je znacajno ¢eS¢e kod mucinoznog i endometroidnog
karcinoma u odnosu na serozni i svetlocelijski tip, sa najmanjom smrtno$¢u u grupi bolesnica
sa mucinoznim karcinomom.



6. Serozni karcinomi jajnika su znac¢ajno ¢es¢e bili u FIGO stadijumu IV, pokazivali su slabiji
stepen diferencijacije (histoloski i nuklearni gradus) u odnosu na mucinozne karcinome.

7. Najveci broj tumora pokazivao je pozitivnost na Nanog 65,6%, Sox2 67,5%, Oct3/4 48,3%,
Sox4 68,8% pri ¢emu je pozitivna ekspresija Nanog, Sox2 i Oct3/4 i negativna ekspresija
Sox4 bila povezana sa starijim uzrastom, FIGO stadijumom I 1 1V, slabijom
diferencijacijom, progresijom bolesti, pojavom metastaza i kra¢im prezivljavanjem.

8. Niska ekspresija CD44 i odsustvo CD117 reaktivnosti povazana je sa starijim uzrastom,
¢es¢om progresijom bolesti i kra¢im prezivljavanjem.

9. Ispitivani serozni karcinomi jajnika pokazivali su zna¢ajno visoku ekspresiju Sox2, CD117 i
Stat3; svetlocelijske karcinome karakterisala je znacajno povecana ekspresija Nanog i Oct3/4;
endometroidne karcinome snizena ekspresija Oct3/4 1 povecana reaktivnost na Stat3, dok je
karakteristika mucinoznih karcinoma jajnika bila smanjena Stat3 imunoreaktivnost.

10. Nije nadena znacajna razlika u ekspresiji CD44 i Ezh2 u ispitivanim podtipovima epitelnih
kancera jajnika.

11. Nepovoljan klinicki tok karcinoma jajnika bio je povezan sa pozitivhom ekspresijom
Nanog, Sox2, Oct3/4, i odsustvom ili niskom ekspresijom Sox4, CD117 i CD44, dok su
pokazatelji znacajno duzeg prezivljavanja bili gubitak ekspresije Ezh2 1 Stat3 u karcinomu
jajnika.

IV Ocena nau¢nog doprinosa doktorske disertacije

Uradena doktorska disertacija predstavlja originalni naucno-istrazivacki rad kandidata sa
znacajnim doprinosom u oblasti onkologije. U okviru ispitivanja, patohistolos$ka analiza
izvr§ena je na biopsijskim uzorcima karcinoma jajnika koji su fiksirani u 10% neutralnom
formalinu, obradeni u aparatu za automatsku obradu tkiva 1 ukalupljeni u parafin 1 se€eni na
mikrotomu debljine 5 pm. Za imunohistohemijsku analizu koriS¢ena su miSja i zeja
monoklonska antitela na Nanog, Sox2, Oct3/4, Sox4, CD44, CD117, Ezh2 i Stat3. Rezultati
ispitivanja pokazali su da je nepovoljan klinicki tok karcinoma jajnika bio povezan sa
pozitivnom ekspresijom Nanog, Sox2, Oct3/4, i odsustvom ili niskom ekspresijom Sox4,
CD117 1 CD44, dok su pokazatelji znacajno duzeg prezivljavanja bili gubitak ekspresije Ezh2
I Stat3 u karcinomu jajnika.



Glavni nau¢ni doprinos doktorske disertacije

Doktorska disertacija “Klinicki tok karcinoma jajnika u zavisnosti od patohistoloskih i
imunohistohemijskih karakteristika tumora” predstavlja originalan nau¢no istrazivacki rad
kandidata sa zna¢ajnim doprinosom u oblasti onkologije.

Karcinom jajnika je osmi po ucestalosti maligni tumor u svetu, peti najces¢i tip
karcinoma kod zena i Cetvrti najéeS¢i uzrok smrti od karcinoma kod zena. Kod ranog
otkrivanja i leCenja karcinoma jajnika, pre nego $to se pro$iri van primarne lokalizacije,
petogodisnja relativna stopa preZivljavanja iznosi 92%. Nazalost, samo 15% svih karcinoma
jajnika otkriva se u ranoj fazi. Primec¢eno je da je prezivljavanje vece kod zena mladih od 65
godina, nego kod starijih i varira u zavisnosti od morfoloSkog tipa karcinoma jajnika, opsteg
zdravstvenog stanja i stadijuma raSirenosti bolesti u vreme postavljanja dijagnoze. Tafan
uzrok nastanka karcinoma jajnika jo$ uvek nije nepoznat, ali mnogi faktori rizika povezani su
sa nastankom ovog malignoma. Cilj istrazivanja je analiza klinickih i patoloskih karakteristika
karcinoma jajnika, utvrdivanje ekspresije Nanog, Sox2, Oct3/4, Sox4, CD44, CD117, Ezh2 i
Stat3 na parafinskim presecima karcinoma jajnika, kao i komparacija ekspresije Nanog, Sox2,
Oct3/4, Sox4, CD44, CD117, Ezh2 i Stat3 sa klinickim i patoloSkim karakteristikama
karcinoma jajnika. U toku istrazivanja kori$¢ena je imunihistohemijska metoda. Kori§¢eni su
parafinski preseci tkiva karcinoma jajnika debljine 5um. Nepovoljan klini¢ki tok karcinoma
jajnika bio je povezan sa pozitivhom ekspresijom Nanog, Sox2, Oct3/4, i odsustvom ili
niskom ekspresijom Sox4, CD117 1 CD44, dok su pokazatelji znacajno duzeg prezivljavanja
bili gubitak ekspresije Ezh2 i Stat3 u karcinomu jajnika.

The principal scientific contribution of the PhD thesis

Doctoral dissertation “Clinical course of ovarian carcinoma depending on patohistological and
immunohistochemicam characteristics” represents an original scientific research work of
candidate, contributing significantly to the field of oncology.

According to the frequency of malignant tumours in the world, ovarian carcinoma takes the
eighth place; it is also the fifth most frequent tumour in women and the fourth cause of cancer
death in women. In early discovering and treatment of ovarian carcinoma, before it expends
out of the primary localisation, the five-year relative survival rate is 92%. Unfortunately, only
15% of all ovarian carcinomas are discovered in the early stage. It has been noticed that the
survival rate is higher in women under the age of 65 than in the older ones and it varies
depending on the morphological type of ovarian carcinoma, patient’s over-all health condition

6



and the stage of the disease diffusion at the time of setting the diagnosis. The exact cause of
ovarian carcinoma occurrence is still unknown, but many risk factors are related to the
occurrence of this malignoma. The aim of this research was to analyze the clinical and
pathological characteristics of ovarian carcinoma, as well as to determine Nanog, Sox2,
Oct3/4, Sox4, CD44. CD117, Ezh2 and Stat3 expressions in paraffin sections of ovarian
carcinoma and to compare the Nanog, Sox2, Oct3/4, Sox4, CD44, Ezh2 and Stat3 expressions
with the clinical and pathological characteristics of ovarian carcinoma. During the research,
the immunohistochemical method was applied. Paraffin sections of the tissue of ovarian
carcinoma 5um thick were used. Unfavourable clinical course of ovarian carcinoma was
related to the positive Nanog, Sox2 and Oct3/4 expression, as well as with the absence or low
expression of Sox4, CD117 and CD44, while the loss of Ezh2 and Stat3 expressions in ovarian
carcinoma, indicated significantly longer survival.



Objavljen autorski rad doktoranda na SCI listi iz oblasti doktorske disertacije:
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