NASTAVNO-NAU CNOM VE CU

STOMATOLOSKOG FAKULTETA U BEOGRADU

Odlukom Nastavno-n&nog vea StomatoloSkog fakulteta u Beogradu, donetom ha Il
redovnoj sednici u Skolskoj 2013/2014. godini, @@ 22.04.2014. godine, imenovani
smo u komisiju za ocenu zavrSene doktorske disgrtdc Draga Jelovca pod nazivom
ANALIZA ALTERACIJA ONKOGENA 1 TUMORSUPRESORNIH GENA U
HISTOLOSKI NEGATIVNIM MARGINAMA PLANOCELULARNIH
KARCINOMA USNE DUPLJE . Komisija u sastavu:

- Prof. dr Miroslav Vukadinowi

- Prof. dr Branka Popoti

- Prof. dr Ljiljana Lukové, Medicinski fakultet u Beogradu

vrednujii rad kandidata na doktorskim studijama i na osnawalize prilozenog rukopisa
disertacije, podnosi Nastavno-iaom veu sledéi

IZVESTAJ

Mr Sci Dr Drago Jelovac den je 28. XIl 1981.godine u Beogradu. Osnovnu i
srednju Skolu zavrsSio je u Beogradu. Stomatologkultet Univerziteta u Beogradu upisao
je 2000. godine, a diplomirao je 2005. godine ss@nom ocenom 9,62. Bio je i dobitnik
nagrade za najboljeg studenta pete godine osnetudija za 2005. godinu sa présem
ocenom 10. Obavezni lekarski staz zavrSio je 200dine, kada je polozio stii ispit za
doktora stomatologije.

Poslediplomske studije je upisao 2005. godine nergraksilofacijalna hirurgija a
zvanje magistra stomatoloskih nauka stekao je o&t@b09. Dr Drago Jelovac zaposlen je
od 2010. godine na Kilinici za Maksilofacijalnu mgyu Stomatoloskog fakulteta

Univerziteta u Beogradu



Dr Drago Jelovac je 2011 godine upisao i Medicinfdultet Univerziteta u
Beogradu i trenutno polia, veoma uspesno 4. godinu studija.

U toku poslediplomskih studija kao istrazévge westvovao u dva domda i tri
medunarodna projekta.

Za pokazano interesovanje u pfauanju oralnih karcinoma dr Jelovac dobio je
plaketu Srpskog Lekarskog DruStva i Medicinske déwije Nauka za n&ai doprinos, u
prevenciji, ranoj dijagnostici i terapiji oralnoguicinoma.

Bio je ¢lan organizacionog odbora Xl Kongresa maksilotaih hirurga Srbije sa
meiunarodnim deXem u Beogradu.

Za vreme studiranja bio je stipendista Republikeij&r Grada Beograda. Dobitnik
je stipendije Kraljevine NorveSke. U toku posledipkkih studija bio je stipendista

Ministarstva Nauke Srbije.

Nastavno-naéno vee Stomatoloskog fakulteta je 2010. godine donellkado

usvajanju predloga teme doktorske disertacije.

Mr Sci Drago Jelovac objavio je 16 raith radova, od kojih su 6 u
medunarodnim ¢asopisima (SCI lista). Koautor je dve monografijeodrzao je i tri
predavanja po pozivu. ddstvovao je na donmiem i meiunarodnim kongresima gde je

prezentovano 50 na&nih radova u kojima je bio autor ili koautor.

Clan je srpskog lekarskog drustva (SLD-a) (sekciarmksilofacijalnu hirurgiju i
klinicku farmakologiju), méunarodnog udruzenja oralnih i maksilofacijalnih uinga
(IAOMS-a), asocijacije za oseointegraciju i kranaksilofacijalnu hirurgiju (AO-CMF-a),
balkanskog udruzenja maksilofacijalnin hirurga (BR&ta), evropskog udruzenja

kraniomaksilofacijalnih hirurga (EACMFS-a).

Doktorska disertacija Mr Sci Draga Jelovca pod aasih ,, Analiza alteracija
onkogena i tumorsupresornih gena u histoloski megat marginama planocelularnih
karcinoma usne duplje" napisana je na 135 strana gaglavlja: uvod, cilj, materijal i

metodologija, rezultati, diskusija, zakdgi i literatura. llustrovana je sa 26 slika, a et



su predstavljeni u 10 tabela i 17 grafikona. U odoktorskoj disertaciji autor citira 217

bibliografskih jedinica.

U Uvodu disertacije kandidat dajpregled literature i razmatra anatomske,
patohistoloSke i hirurSke aspekte oralnog plandaetog karcinoma. Ukazuje na posebnu
vaznost koju ovi tumori imaju u maksilofacijalnojrirgiji s obzirom na kompleksnost
njihovih anatomskih struktura, modaliteta hirurSkeg¢enja i prognoze. Temeljno opisuje
oralni planocelularni karcinom kao tumor sa napra westalogu od svih malignih
neoplazmi usne duplje, sa posebnim osvrtom na fmug recidiviranja i metastaziranja.
U drugom deluUvoda kandidat istie zn#&aj molekularne genetike u odgonetanju
mehanizama tumorigeneze i objaSnjava najosnovuijeve maligne transformacijelije
koji podrazumevaju aktivaciju onkogena i inaktiyadumorsupresorskih gena. Temeljno
je analizirana literatura koja se odnosi na aligragena ukljéenih u kontrolucelijske
proliferacije, diferencijacije i maligne transformjg ¢elije - tumorsupresornog gena TP 53
i onkogena H-ras, c-myc i c-erb B2. t&i zn&aj molekularno-genetkog ispitivanja
graninog tkiva oralnog planocelularnog karcinoma, ¢igli da u literaturi postoje brojni
dokazi koji potvduju da je prisustvo malignikelija u hirurskim marginama u direktnoj vezi
sa povéanim rizikom za razvoj recidiva bolesti kao i manjstopom prezivljavanja.
Kandidat navodi da za sada ne postoje jedinstvetariumi koji definiSu Sta je ¢ista®
odnosno histoloSki negativna hirurSka margina kadn@g planocelularnog karcinoma kao
i da u literaturi ima mnogo kontradiktornih podaakezanih za uticaj statusa margina na
ishod hirurSkog léenja zbog ogratenog dometa histopatoloSke analize. Nedostatak
vecine studija koje se bave ovom problematikom je trad@ mali broj pacijenata
ukljucenih u analizu Sto vodi nepouzdanoj statisticitolg razloga teSko je donos#vrste
zaklju¢ke o zn&aju molekularnog statusa margina. Nedostatak potirestudija je i taj da
se véina njih bavi gotovo iskljéivo ispitivanjem mutacionog statusa TP53 gena, tmnes

da se paleta gena prosSiri s obzirom na komplekgrosesa kancerogeneze.



Sve navedeno je posluzilo kgmlazna osnovaza radnu hipotezu o postojanju
povezanosti genekih alteracija u hirurSki negativhim marginama ipoeoljnog toka i

ishoda bolesti (pojave recidiva, keastope petogodisSnjeg prezivljavanja i dr).

Osnovnicilj doktorske disertacije dr Draga Jelovca bio je digenje molekularno-
genetékog statusa histoloski negativnih margina oralntasp@celularnog karcinoma, kroz
analizu mutacija gena koji igraju kfonu ulogu u malignoj transformacijtelije, i
utvrdivanje zng&aja molekularno-geneékog statusa u proceni ishod&deja. 1z osnovnog
cilja doktorske disertacije, proizasli su zadatiasivanja:

1) Utvrditi wCestalost t&kastih mutacija u egzonima 5 iTP53 gena u

histoloSki negativnim marginama OPK
2) Utvrditi wCestalost t&kastih mutacija u kodonima 12 i 28ras gena
u histoloski negativnim marginama OPK
3) Analizirati prisustvo amplifikacije-erbB2 gena u histoloski
negativnim marginama OPK
4) Analizirati prisustvo amplifikacije-myc gena u histoloski
negativnim marginama OPK
5) Utvrditi stepen povezanosti promena Uekdu DNK sa
anamneskim parametrima, stadijumom bolesti, histoloskim
gradusom, dubinom invazije, recidivingilopom prezivljavanja

Za ostvarivanje postavljenih ciljeva i zadataka didat je koristio savremenu
metodologiju. Istrazivanje u vidu prospektivne studije je obulleab0 pacijenata sa
histopatoloSki verifikovanim oralnim planocelulamikoji su operisani na Klinici za
maksilofacijalnu hirurgiju StomatoloSkog fakultéteiverziteta u Beogradu tokom 2007 i
2008 godine. Analizirani su anamn#sj klinicki, histopatoloski i epidemioloski parametri.
U anamneskim parametrima obtena je porodina anamneza idha anamneza, period od

prvih subjektivnih tegoba do operativhog zahvataSe navike. Porodha anamneza na



karcinome je zabeleZzena kao pozitivivna samo ujdimigi srodstva. Analizirani klinéki
parametri bili su: precizna lokalizacija tumoralivima tumora; prisustvo u¢anih limfnih

¢vorova vrata i TNM klasifikacija.

HistopatoloSka analiza podrazumevala je: histolgg&dus tumora; dubinu invazije
tumora; histopatoloSku analizu limfnéivorova vrata. U postoperativnom toku ot¥ea je
stopa petogodiSnjeg prezivljavanjacesgtalost recidiva.

Posle uklanjanja tumora eksidirano je géaoitkivo sa najmanje jednog mesta oko
tumora. Materijal je prositvan u histopatolosSku laboratoriju StomatoloSkogufteta.
Kada je histopatoloSka verifikacija pokazala darangnom tkivu nema prodora malignih
¢elija, pristupalo se daljoj molekularno gegktj analizi ,granénog tkiva“. Molekularno
genettka analiza vrSena je na uzorku gtamag tkiva perifernije od linije resekcije.
Prilikom ekscizije grarminog preparata, na uputu za histopatoloski preglededavana je
precizna lokalizacija ekscidiranog grambg preparata.

Molekularno genetko istrazivanje je obavljeno u Laboratoriji za elallarnu genetiku

Stomatoloskog fakulteta u Beogradu i obuhvatilcslede€e postupke: izolaciju DNK iz

svezeg tkiva; reakciju l&nog umnozavanja ciljnin segmenata gena (PCR-pojsee

chain reaction); skrining mutacija u TP53 i H-ragngna PCR- SSCP metodom
(konformacioni polimorfizam jednol@ane DNK); analiza amplifikacije c-myc i c-erb B2
gena metodom diferencijalnog PCR-a i real-time PQ@Rjtacije detektovane SSCP
metodom potwtene su sekvenciranjem.

Rezultati su prikazani u skladu sa standardima za ovu vrattino-istrazivaékog
rada i statistki obraieni odgovarajéim testovima. Sistemd@ho su opisane
epidemioloSke, klinike i patohistoloSke karakteristike oralnog planol@hog karcinoma
kao i izlozenost pacijenata raztim etioloSkim faktorima. Detaljno i postupno spisuje
distribucija mutacija u histoloski negativhim margima. Rezultati testova detaljno
prikazuju korelaciju anamneskih, klinickih, histopatoloskih i genekih parametara u
odnosu na ishod bolesti. Kandidat dstida je petogodisnje prezivljavanje pacijenata sa
mutiranim c-erb B2 genom u histoloSki negativnojrgnai statistéki znatajno krae u

odnosu na pacijente kod kojih nije identifikovarsa mutacija, Sto je prikazano Kalpan



Majerovim testom. Razlike u krivama prezivljavarga odréene long-rank testom.
Povezanost mutacija sa anamriéstn, klinickim i histoloSkim parametrima, stopom

recidiva i stopom petogodiSnjeg prezivljavanja mixho je objasSnjena.

Uporeiuju¢i svoje rezultate sa rezultatima drugih istraZavoji su bili dostupni,
autor u Diskusiji izlaze saznanja Einjenice koje doprinose ukupnom razumevanju
postavljenog problema. Vrlo temeljno poredi sopséverezultate dobijene analizom
mutacija TP53 gena sa literaturnim podacima. Tigteebno naglasiti da se getikdm
alteracijom onkogena H-ras, c-myc i c-erb B2 u mmal planocelularnim karcinomima
malo istrazivéda bavilo, a podaci o promenama ovih gena u marginaopste nisu dani
u nawnoj literaturi. Ovo je prvi rad koji se bavi analim mutacija pomenutih onkogena u
histoloSki negativnim marginama planocelularnogchkema usne duplje, pa je | pdenje
rezultata ove doktorske disertacije sa rezultatdnagih istrazivéa bilo nemogeée, ali i

zn&aj istrazivanja utoliko u@&.

Zaklju €ci istrazivanja su jasno formulisani i pruzaju odgovore na
postavljene ciljeve. Od svih ispitanih kancerskdéng, c-myc onkogen pokazuje ndjue
ucestalost mutacija u histoloski negativnim marginamdrednost od 30%, ukazuje na
njegovu vaznu ulogu u razvoju planocelularnog karoia. Mutacije u tumor supresornom
genu TP53 zabelezene su u hirursSki negativhoj magmanocelularnog karcinoma kod
22% bolesnika, Sto je u skladu sa dosadasnjimzisamjima. Mutacije u H-ras genu
ustanovljene su u hirurSkim marginama tumora kaebjavl2% pacijenata, drugiméim@ma
to je od svih analiziranih gena najee mutiran gen u uzorku tumorskih margina.
Amplifikacija c-erbB2 onkogena zabelezena je u 222raka. PetogodiSnje prezivljavanje
pacijenata sa amplifikacijom c-erbB2 gena u higtkimegativnim marginama je statéi
znaajno kr&e u odnosu na pacijente kod kojih nije identifikogaova promena. Pacijenti
kod kojih je identifikovana amplifikacija c-erb Bfena u histoloSki negativnim marginama

statisttki znatajnoce&e razvijaju recidiv u postoperativhom toku.

S obzirom na statistki znaajno veu westalost recidiva i ke petogodisSnje
prezivljavanje kod pacijenata sa prisutnom ammiijom u c-erb B2 genu u histoloSki

negativnoj margini OPK, kandidat smatra da te patg treba znatn®e&e kontrolisati u



postoperativhom periodu. Na osnovu dobijenih regaltmutacije c-erb B2 gena se mogu

svrstati u grupu negativnih prediktora planocelutay karcinoma usne duplje.

Literatura je sveobuhvatna i savremena. Sadrzi 217 jediretavantnih za ovu

doktorsku disertaciju.

Zaklju ¢ak

Doktorska disertacija Mr Sci Draga Jelovca predgtadobro dokumentovanu
prostpektivnu studiju koja daje doprinos u oblgstbwcavanja molekularno-genékih
mehanizama oralnog planocelularnog karcinoma. Qt@divanje je pokazalo sa kojom
ucestalogu se javljaju alteracije u genima TP53, c-myc, ke-B2 i H- ras, u tumorskim
marginama koje se kligki i histopatoloSki smatraju zdravim tkivom i kakya njihova
povezanost sa kliskim parametrima. Pacijentediyjim marginama su detektovane genske
promene, neophodno je pratiti u duzem periodu  k&stalije kontrole, a molekularno-
genettka analiza bi mogla biti uvedena u svakodnevnuiditun praksu. Kod oralnog
planocelularnog karcinoma, potencijalni marker nmgada bude c-erb B2 koji je povezan
sa nekoliko Kklingkih parametara. S obzirom na njegovu visoku ek§prestumorima
glave i vrata, i na ulogu receptora u vaznoj onkogesignalizacionoj kaskadi, on bi
istovremeno mogao da bude i jedna od meta u turoptekapiji. Disertacija predstavlja
doprinos u pronalazenju optimalnog bioloskog maakkoji bi mogao biti uveden u
klini¢ku praksu. Kompleksnost teme ove disertacije i j@obirezultati ukazuju na zrelost i
ozbiljnost kandidata. Postavljeni ciljevi istrazija su sistematho proweni primenom
adekvatnih natnih metoda. Rezultati su precizno ateai i logicno protuméeni, u skladu

sa postavljenim ciljevima, a Diskusija je detaljisveobuhvatna a ipak vrlo jasna.



Uvidom u dostavljeni tekst, komisija u sastavu RioMiroslav Vukadinow, prof
dr Branka Popoyi prof dr Ljiljana Lukové ocenila je da doktorska disertacija Mr Sci dr
Draga Jelovca pod nazivorfAnaliza alteracija onkogena i tumorsupresornih gera u
histoloSki negativnim marginama planocelularnih karcinoma usne duplje” predstavlja
samostalno, originalno i dobro dokumentovano isteafje. Doktorska disertacija
zadovoljava sve kriterjume propisane pozitivnimrmama sadrzanim u Zakonu o
Univerzitetima i Stomatoloskog fakulteta u Beogradu

Na osnovu iznetog, predlazemo Nastavnoénam ve&u Stomatoloskog fakulteta

da prihvati izveStaj i odredi datum javne odbrawe doktorske disertacije.

KOMISIJA

U Beogradu
Prof dr Miroslav Vukadinow

29.12.2014.

Prof dr Branka Popo¥i

Prof dr Ljiljana Lukové

Medicinski fakultet, Univerziteta u

Beogradu



