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IZVESTAJ

A. Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija dr Ivane Braji¢ pod nazivom ANALIZA STATUSA H-RAS GENA 1
EKSPRESIJE SURVIVINA I P21 U KERATOCISTICNIM ODONTOGENIM
TUMORIMA PRE I NAKON DEKOMPRESIJE napisana je na 142 strane, uz prikaz 39



tabela, 16 slika i 310 referenci iz savremene naucne literature. Disertacija sadrzi: sazetak na
srpskom 1 engleskom jeziku, uvod, nau¢nu osnovu problema sa hipotezama, ciljeve

istrazivanja, materijal i metode, rezultate, diskusiju, zakljucke i literaturu.

Uvod zapocinje definisanjem keratocisti¢nih odontogenih tumora, a potom je dat kratak opis
njihovog epitelnog porekla sa osnovnim podacima poput distribucije tumora po polovima i
lokalizaciji. Dijagnostika ovih lezija je detaljno objasnjena kroz opis klinicke slike,
makroskopskih, patohistoloskih, molekularno-bioloskih i radioloSkih karakteristika,
pomo¢nih dijagnostickih sredstava i diferencijalne dijagnoze. Pomenuta je i mogu¢a maligna
alteracija ovih tumora. U delu o terapijskim procedurama akcentat je stavljen na
dekompresiju prac¢enu enukleacijom uz primenu Karnojevog rastvora kao jedan od najcesce
primenjivanih terapijskih pristupa u le€enju KCOT. Pri tome je dat osvrt na hronoloski razvoj
razli¢itih terapijskih metoda. Dalje, ukazano je i na efekat dekompresije na smanjenje
veli¢ine tumora, kao 1 hiperplaziju epitela tumora nakon ove procedure. U nastavku su
opisani uzroci recidiva KCOT, pri ¢emu je analiziran uticaj razli¢itih terapijskih metoda na
ucestalost njihove pojave. Poseban odeljak uvoda posvecen je ulozi gena, regulaciji ¢elijskog
ciklusa i apoptoze na nastanak keratocisticnih odontogenih tumora. Genska uloga u nastanku
KCOT je objasnjena povezanos$¢u mutacija PTCHI gena i poremecaja regulacije Sonic
Hedgehog puta u KCOT udruzenim sa NBCC sindromom. Takode, navedeni su i rezultati
prethodnih studija o uticaju mutacija p53 gena i polimorfizama p53 gena i survivina na
nastanak KCOT. Dalje, opisana je uloga RAS gena, njegovog p2lras proteina, kao i 81T/C
polimorfizma H-RAS gena, s obzirom da predstavljaju faktor rizika za nastanak raznih
tumora organizma, a medu njima i1 oralnih karcinoma. Na kraju su analizirani podaci o

ekspresiji survivina i ciklina D1 u KCOT i drugim tumorima.

Ciljevi istrazivanja su precizno definisani: utvrditi prisustvo mutacija na 12. i 13. kodonu H-
RAS gena u uzorcima KCOT; analizirati ucestalost alela i genotipova T81C polimorfizma H-
RAS gena u uzorcima KCOT i kod zdravih pojedinaca i uporediti dobijene rezultate; ispitati
ekspresiju survivina, ciklina D1 i1 p2lhras u tkivu KCOT i perikoronarnih folikula i uporediti
dobijene rezultate; uporediti ekspresiju ovih proteina u uzorcima KCOT pre i nakon
dekompresije; ispitati da 1i postoji korelacija izmedu navedenih proteina; ispitati da li postoji
korelacija izmedju ekspresije ovih proteina i starosne dobi pacijenata, pola i trajanja

dekompresije.

U poglavlju Materijal i metod detaljno su opisane procedure izvodenja ove klinicko-



laboratorijske studije. U okviru laboratorijskog dela studije opisane su geneticka i
imunohistohemijska analiza KCOT kao eksperimentalne grupe, pri ¢emu su uzorci periferne
krvi zdravih osoba predstavljali kontrolnu grupu za geneticke analize, a uzorci perikoronarnih
folikula neizniklih umnjaka vadenih usled ortodontskih razloga kontrolnu grupu za
imunohistohemijsku metodu. Prikupljanje perikoronarnih folikula ujedno je predstavljao i
klini¢ki deo studije. S obzirom da su uzorci ¢uvani u parafinskim blokovima na Odeljenju
oralne patologije Stomatoloskog fakulteta u Beogradu, u ovom poglavlju je naveden protokol
izolacije DNK iz parafina, kao i izolacije iz uzoraka periferne krvi kontrolne grupe. Metode
poput PCR-SSCP i sekvenciranja za analizu mutacija H-RAS gena na 12 i 13 kodonu i PCR-
RFLP za detektovanje 81T/C polimorfizma H-RAS gena su detaljno prikazane. Pored
imunohistohemijske analize ekspresije survivina, ciklin D1 i p2lhras proteina u KCOT
uzorcima, navedeno je i koje histoloSke karakteristike tumora su analizirane. U statistickoj
obradi podataka navedeni su svi testovi koriS¢eni za analizu rezultata.

Rezultati studije su podeljeni u dve velike oblasti. U prvom delu su predstavljene
demografske karakteristike eksperimentalne grupe i1 rezultati genetickih analiza. Prvo su
prikazani rezultati SSCP 1 sekvenciranja uzoraka H-RAS koji su pokazali drugalije kretanje
kroz poliakrilamidni gel u odnosu na kontrolnu grupu. U okviru genetickih rezultata,
navedena je i raspodela pojedinac¢nih genotipova 81T/C polimorfizma H-RAS gena, kao i
njegovih alela, kod obolelih i zdravih osoba. Drugi deo ovog poglavlja sadrzi prikaz osnovnih
podataka pacijenata sa trajanjem dekompresije KCOT kao 1 broj uzoraka KCOT pre 1 nakon
dekompresije u kojima su detektovane pojedine histoloske karakteristike. Ovde je, takode,
kroz tabele 1 slike, prikazana ekspresija survivina, ciklin D1 i p2lhras proteina u KCOT i
perikoronarnim folikulima, a potom i komparacija njihove ekspresije pre i1 nakon
dekompresije. Na kraju su prikazani rezultati medusobne korelacije ova tri proteina pre, kao 1
nakon dekompresije, ali 1 korelacije ekspresije proteina sa osnovnim podacima pacijenata,
trajanjem dekompresije i pojedinim histoloSkim karakteristikama.

U Diskusiji je analizom dobijenih rezultata objasnjeno odsustvo mutacija H-RAS gena,
povecana ucestalost genotipa TT 1 alela T 81T/C polimorfizma istog gena kod obolelih osoba,
kao 1 ucestalost alela C kod zdravih osoba. Dalje, povecana ekspresija survivina i
nepromenjena ekspresija ciklin D1 i1 p2lhras proteina u KCOT nakon dekompresije, kao i
ekspresija ovih proteina u perikoronarnim folikulima je, takode, obrazlozena. Izanalizirani su
1 rezultati korelacije proteina medusobno, ali 1 proteina sa osnovnim podacima pacijenata,
trajanjem dekompresije i pojedinim histoloSkim karaktristikama. Rezultati histoloske analize,

kao i svih ostalih prikazanih rezultata u ovoj studiji su poredeni sa nalazima dosadasnjih

3



istrazivanja.
Na osnovu predstavljenih i diskutovanih rezultata izvedeni su Zakljuéci koji predstavljaju
jasne odgovore na postavljene ciljeve.

U Literaturi je naveden spisak od 301 reference iz savremene 1 znacajne naucne literature.

B. Kratak opis postignutih rezultata

U KCOT primenom PCR-SSCP metode nisu detektovane mutacije na 12. i 13. kodonu H-
RAS gena, sto je dodatno potvrdeno sekvenciranjem uzoraka koji su pokazali drugacije
kretanje DNK kroz poliakrilamidni gel tokom SSCP metode. Ove promene objaSnjene su
prisustvom razli€itih genotipova 81T/C poliformizma H-RAS gena, Sto je potvrdeno PCR-
RFLP metodom. Vazno je $to je nadena statisticki znacajna razlika u raspodeli genotipova
ovog polimorfizma medu uzorcima KCOT 1 kontrolne grupe. Pokazano je da je TT genotip
znacajno zastupljeniji kod obolelih osoba §to ukazuje na dvostruko ve¢i rizik od nastanka
KCOT kod nosilaca ovog genotipa u poredenju sa genotipovima CC i TC. Znatno veca
zastupljenost genotipa CC je nadena kod zdravih osoba. Takode, alel C je pokazao dvostruko

manyji rizik za nastanak tumora, dok je alel T znatno zastupljeniji kod obolelih.

Razli¢ite histoloske karakteristike kao $to su: hiperplazija, inflamacija, ¢erke ciste, fokalna
rtokeratoza, epitelni produzeci, nekroza, holesterolski kristali, distrofi¢énekalcifikacije, ostaci
odontogenog epitela su nadene u epitelu, odnosno vezivu KCOT 1 u uzorcima pre i nakon
dekompresije, dok su atipija, koilocitoza, Ciste i dZinovske Celije detektovane u epitelu,
odnosno vezivu uzoraka KCOT uzetih nakon dekompresije. Promene u hiperplaziji i
inflamaciji epitela KCOT nakon dekompresije nisu bile statisticki znac¢ajne, $to znac¢i da su

KCOT zadrzali tipi¢ne histoloske karakteristike nakon ove terapijske procedure.

Analiza imunohistohemijskih rezultata ukazala je na pozitivnost epitela svih uzoraka KCOT
za survivin, ciklin D1 i p2lhras. Kod uzoraka ovih tumora uzetih nakon dekompresije
detektovana je statisticki znatno veca ekspresija survivina, dok je ekspresija ciklina D1 i
p21lhras proteina nepromenjena. Survivin i ciklin D1 su pokazali jedarnu prebojenost, dok je
p2lhras naden u citoplazmiepitelnih ¢elija KCOT. Epitel perikoronarnih folikula je bio
negativan za ciklin D1, dok su antitela za survivin i p21hras izazvali prebojenost citoplazme

epitelnih ¢elija.
Spirmanova korelaciona analiza nije pokazala korelaciju izmedu ekspresije survivina, ciklina
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D1 i p2lhras u uzorcima pre, a ni nakon dekompresije. Takode, nije nadena ni korelacija
izmedu ekspresije ispitivanih proteina nakon dekompresije, odnosno promena u ekspresiji tih
proteina i trajanja dekompresije. Dalje, korelacija nije postojala ni izmedu starosti pacijenata 1

duzine trajanja dekompresije, kao ni izmedu starosti i ekspresije proteina pre dekompresije.

Poredenjem ekspresije survivina, ciklina D1 1 p21hras proteina izmedu tumora donje i gornje
vilice 1 u uzorcima uzetim pre i nakon dekompresije nije nadena statisticki znacajna razlika.
Takode, ni razlika u ekspresiji ispitivanih proteina u uzorcima uzetim pre dekompresije
izmedu pacijenata muskog 1 zenskog pola nije statisticki potvrdena. Isto je vaZzilo i za uzorke
uzete nakon dekompresije. Analizom ekspresije survivina i hiperplazije epitela u uzorcima
KCOT kako pre, tako i u uzorcima nakon dekompresije, nije nadena korelacija izmedu ovih
parametara. Takode, nije bilo statisticki znacajnih razlika u ekspresiji survivina izmedu
inflamiranih i neinflamiranih KCOT, ni u uzorcima prikupljenim pre, niti u uzorcima nakon

dekompresije.

C. Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

Dosadasnja istrazivanja nisu se bavila ispitivanjem prisustva mutacija 1 81T/C
polimorfizma H-RAS gena u KCOT. Mutacije ovog gena su uocene u raznim tumorima
organizma, a medu njima i u oralnim karcinomima populacije Indije, dok je u populacijama
zapadne Evrope i Severne Amerike taj procenat bio zanemarljivo mali ili ¢ak nisu bile
prisutne (Field, 1992). Sli¢ne nalaze su dali 1 Clark i Kiaris, pri ¢emu Clark 1 autori u svojoj
studiji nisu nasli prisustvo mutacija H-RAS gena ni u jednom od 20 malignih SCC ranog
stadijuma (L. J. Clark et al., 1993), dok su Kiaris i autori medu 120 SCC detektovali mutacije
na 12. kodonu K-RAS u samo dva tumora, a mutacije na 12. kodonu H-RAS, 61. kodonu N-
RAS i 13. kodonu K-RAS nisu nadene (Kiaris et al., 1995).

U ovoj studiji mutacije H-RAS gena na 12. i 13. kodonu nisu detektovane, Sto
sugeriSe da takve genske promene ne predstavljaju znacajan etioloski ¢inilac u KCOT. Iako u
dostupnoj literaturi nema podataka koji bi mogli da se uporede sa rezultatima ove doktorske
disertacije, ovakav rezultat je donekle i ocekivan, s obzirom na razlike u mehanizmima

nastanka i rasta malignih i benignih tumora.

Rezultati RFLP metode pokazuju da 81T/C polimorfizam predstavlja faktor rizika za



nastanak KCOT. Primeceno je da je genotip TT zastupljeniji kod obolelih u odnosu na zdrave
osobe, §to je u suprotnosti sa nalazima vecine istrazivanja (Khan et al., 2013; Mir et al., 2015;
Pandith et al., 2013; Traczyk et al., 2012; Zhang et al., 2008). Takode, i u okviru grupe
obolelih ovaj genotip je statisticki znacajno €eSce prisutan u odnosu na genotipove CC+TC

(p=0,046). Nosioci genotipa TT pokazuju dvostruko veéi rizik za nastanak ovih karcinoma.

U odnosu na druga istrazivanja gde je CC genotip sam ili udruzen sa TC genotipom,
odnosno alel C predstavljao faktor rizika za nastanak tumora i u njima bio zastupljeniji u
odnosu na kontrolnu grupu (Johne&Roots, 2003; Khan et al., 2013; Mir et al., 2015; Pandith
et al., 2013; Sathyan et al., 2006; Traczyk et al., 2012; Zhang et al., 2008), u ovoj studiji je
genotip CC naden samo kod zdravih osoba, pa se zakljucuje da alel C poseduje protektivnu
ulogu 1 pokazuje dvostruko manji rizik za nastanak KCOT. Ipak, u skladu sa rezultatima ove
disertacije, znatno vecu zastupljenost genotipa CC u kontrolama u odnosu na zdrave osobe
nasle su jo$ neke studije (Ivkovic et al., 2009; Rostami et al., 2013; Sanyal et al., 2004), Sto je
objasnjeno etnickom razli¢itos¢u izmedu populacija, kao 1 razlikama u vrsti tumora (Ivkovic

et al., 2009).

Svi uzorci KCOT uzeti i pre i nakon dekompresije su bili pozitivni za survivin §to je u
skladu sa drugim istrazivanjima koja su dokazala prisustvo ovog proteina u KCOT (M Andric
et al., 2010; Miroslav Andric et al., 2012; de Oliveira et al., 2011; Leonardi et al., 2013).
Survivin je u uzorcima ove studije detektovan u bazalnom i parabazalnom sloju epitela, sto je
u skladu sa nalazima Oliveire i saradnika (de Oliveira et al., 2011). Leonardi je nasao jaku i
umerenu ekspresiju survivina u ¢itavoj debljini epitela kod rekurentnih 1 sindromskih KCOT,
dok je u sporadi¢nim tumorima ovaj protein bio slabije eksprimiran i lokalizovan u bazalnom
i parabazalnom sloju (Leonardi et al., 2013). I Andri¢ i autori su primetili bazalnu

lokalizaciju survivina (M Andric et al., 2010), $to ukazuje na povecanu proliferaciju KCOT.

U KCOT ove studije survivin je bio lokalizovan jedarno, dok su druge studije nasle da
on moze biti eksprimiran i u citoplazmi i u jedru (de Oliveira et al., 2011), ili pak da je
citoplazmatska lokalizacija vezana za sporadicne KCOT, a jedarna ekspresija zastupljena kod
KCOT u okviru NBCCS (Leonardi et al., 2013). U literaturi se navodi da je jedarna
lokalizacija survivina povezana sa njegovom ulogom u c¢elijskoj proliferaciji, dok je
citoplazmatsko bojenje u vezi sa Celijskim prezivljavanjem, ali ne i sa proliferacijom

(Fengzhi Li et al., 2005).

U perikoronarnim folikulima, survivin je detektovan u citoplazmi Sto govori u prilog



tvrdnje Kumamota i autora da je survivin odgovoran za Celijsko prezivljavanje i
diferencijaciju u toku razvoja zuba (Kumamoto&Ooya, 2004). Takode, jedarna lokalizacija
survivina u KCOT u poredenju sa citoplazmatskom lokalizaciju u PF ukazuje na veci stepen
proliferacije ovih tumora koja doprinosi njthovom agresivnom ponasanju i visokom stepenu

rekurentnosti.

Prema rezultatima ove studije, ciklin D1 je eksprimiran u jedru suprabazalnih
epitelnih ¢elija KCOT. Ovo je u skladu sa prethodnim studijama koje su proucavale
ekspresiju ciklina D1 u ¢elijama KCOT (de Vicente et al., 2010; Kimi et al., 2001; L.
LoMugzio et al., 1999; Taghavi et al., 2013; Vera-Sirera et al., 2015), mada su neke od njih
nasle prisustvo ovog proteina i u bazalnim c¢elijama epitela KCOT (Kimi et al., 2001; Vera-
Sirera et al., 2015), dok su druge studije detektovale ciklin D1 1 u citoplazmi epitelnih ¢elija
KCOT (Gurgel et al., 2014; Vera-Sirera et al., 2015). U ovoj studiji perikoronarni folikuli
nisu eksprimirali ciklin D1 protein. Iz ovoga se moze zakljuciti da ciklin D1 igra vaznu ulogu
u patogenezi odontogenih tumora. Studija de Vicentea i1 saradnika je pokazala da
ameloblastomi ispoljavaju ekspresiju ovog proteina u samo 40% slucajeva, $to je znacajno

manje nego u KCOT (91%) (de Vicente et al., 2010).

U ovoj studiji, po prvi put do sada, detektovana je ekspresija p21 H-RAS proteina u
KCOT. On je detektovan u citoplazmi obe ispitivane grupe, Sto je u skladu sa njegovom
lokalizacijom i funkcijom. Ekspresija p21ras je ve¢ detektovana u PF od strane Sandrosa i
saradnika i to slabijeg intenziteta u spoljaSnjem i unutrasnjem glednomepitelu, kao i u
retikulumu stelatumu, dok je zubna papila bila negativna, §to je u skladu sa ovim
istrazivanjem. Prisustvo aktiviranog RAS gena u zubnim zamecima se pripisuje njegovoj

ulozi u proliferaciji i diferencijaciji tkiva i organa (Sandros et al., 1991).

Korelacija izmedu survivina, ciklin D1 1 p21 H-RAS proteina nije nadena u ovoj
studiji. Iz ovoga se zaklju€uje da su za aktivaciju svakog od ovih proteina odgovorni razliciti
mehanizmi, iako se zna da mutirani p21ras moze da utice na aktivnost ciklin D1proteina
(Albanese et al., 1995), kao i da H-RAS ima uticaj na survivin (Sommer et al., 2003).
Poznato je da p2lras protein uti¢e na aktivaciju CCNDI1 gena preko RAS/MAPK/ERK i
PIK/Akt puta. Medutim, s obzirom da je ekspresija ciklina D1 registrovana samo u KCOT,
dok su PF bili negativni, ekspresija ovog proteina najverovatnije nije povezana sa aktivnoséu

CCNDI.

Takode, ekspresija proteina nije zavisila ni od lokalizacije lezije, pola i starosti



pacijenta, kao ni od duzine trajanja dekompresije. Nije bilo razlike izmedu ekspresije proteina
u lezijama gornje i donje vilice, kao ni u lezijama kod pacijenata muskog i Zenskog pola.

Ovakvi rezultati potvrduju jo§ jednom kompleksnu 1 jo§ uvek nerazja$njenu etiologiju KCOT.

D. Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije

Brajic A, Skodri¢ S, Milenkovic S, Tepavcevi¢ Z, Soldatovic 1, Coli¢ S, Milasin J, Andric
M. Survivin, cyclin D1 and p2lhras in keratocystic odontogenic tumors before and after

decompression. OralDiseases. 2016 Jan; 22(3):220-225.

E. Zakljucak (obrazloZenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ANALIZA STATUSA H-RAS GENA 1 EKSPRESIJE
SURVIVINA I P21 U KERATOCISTICNIM ODONTOGENIM TUMORIMA PRE I
NAKON DEKOMPRESIJE dr Ivane Braji¢ predstavlja znacajan naucni doprinos u analizi
uticaja genskih mehanizama na nastanak KCOT, kao i uloge dekompresije u leCenju ovih
tumora. Na osnovu rezultata istrazivanja zakljuCuje se da mutacije H-RAS gena nemaju
uticaj, dok 81T/C polimorfizam H-RAS gena sa genotipom TT i alelom T predstavlja faktor
rizika za nastanak KCOT. S obzirom da rezultati studije pokazuju da KCOT nakon
dekompresije zadrzava tipi¢ne histoloske karakteristike kao i ekspresiju ciklina D1 i p21hras
proteina, moze se pretpostaviti da dekompresija ne utie bitnije na bioloske karakteristike
ovih lezija, §to navodi na zaklju¢ak da nakon dekompresije, definitivna hirurska intervencija
treba da obuhvati i dopunske metode za smanjenje rizika od nastanka recidiva, kao $to je
primena Karnojevog rastvora, kao i da ovi pacijenti treba da budu praceni na isti nacin kao i
pacijenti koji su primarno leCeni enukleacijom tumora. Doktorska disertacija dr Ivane Braji¢
uradena je prema svim principima nauc¢nog istrazivanja sa precizno postavljenim ciljevima,
orginalnim nau¢nim doprinosom, savremenom metodologijom rada, adekvatno prikazanim i
prodiskutovanim rezultatima i jasno uobli¢enim zakljuc¢cima. Na osnovu svega navedenog, i
imaju¢i u vidu objavljene radove iz oblasti doktorske disertacije, Komisija predlaze

Nastavno-nau¢nom vecu Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati



doktorsku disertaciju dr Ivane Braji¢ i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja akademske

titule doktora medicinskih nauka - stomatologija.
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