NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA

UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Nau¢nog veéa Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrZzanoj dana 23.10.2015.
godine,(broj 5940/1), imenovana je Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije pod

naslovom:

,» Imunohistohemijska analiza i prognosticki znacaj markera unutrasnjeg puta

apoptoze u adenoidnom cistichnom karcinomu pljuvacnih zlezda *

kandidata mr dr Branka DoZi¢a, zaposlenog na StomatoloSkom fakultetu u Beogradu u zvanju
aistentaza Naucnu obalast patologija. Mentor doktorske disertacije je Prof. dr Ivan Boricic.

Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:
1. Prof. dr Gordana Basta Jovanovi¢, profesor Medicinskog fakulteta u Beogradu
2. Prof. dr Svetislav Tati¢, profesor Medicinskog fakulteta u Beogradu
3. Prof. dr Miroslav Vukadinovic, profesor Stomatoloskog fakulteta u Beogradu

Na osnovu analize prilozene doktorske disertacije, Komisija za ocenu zavrSene

doktorske disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom vecu Medicnskog fakulteta sledeci

IZVESTAJ
A) Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija mr sci Branka DoZi¢a napisana je na 86 strana i podeljena je na
sledeca poglavlja: uvod, ciljevi rada, materijal i metode, rezultati, diskusija, zakljucci i literatura.
U disertaciji se nalazi ukupno 5 dlika, 18 tabela i 11 grafikona. Doktorska disertacija sadrzi
sazetak na srpskom i engleskom jeziku, biografiju kandidatai podatke o komisiji.



U uvodu su prikazani osnovni podaci o bolestima pljuvacnih Zlezda, sa posebnim
osvrtom na klasifikaciju i karakteriske tumora koji se u njima razvijgu. Detajno su
prezentovani podaci o0 adenoidnom cisticnom karcinomu (ACC), koji ukljuCuju incidence,
starosnu i polnu distribuciju, kliniCke manifestacije, makroskopski i histopatoloski izglad tumora

kao i puteve metastaziranjai prognosticke faktore.

Detaljno su opisane morfoloSke promene i mehanizmi apoptoznog procesa. Dva osnovna
puta apoptoze su spoljasnji i unutrasnji put. Dat je dosadasnji pregled literature o ulozi i znacaju
faktora koji uCestvuju u unutraSnjem apoptotskog puta: apoptozni proteazni faktor 1 (Apaf-1),
kaspaze 91 3.

Ciljevi rada su precizno definisani. Sastoje se u ispitivanju imunohistohemijske ekspresije
Apaf-1, kaspaze 91 3 u Celijama adenoidnog cisticnog karcinoma pljuvacnih Zlezda. Ispitivanaje
korelacija ekspresije navedenih faktora unutraSnjeg puta u odnosu na klinicko-patoloske
parametre ACC (starost, pol, lokalizacija, histopatoloski tip tumora i duZina prezivljavanja). U
cilju odredivanja nezavisnog prognostickog parametra pacijenata sa ACC, radena je medusobna
korelacijaimunohistohemijske ekspresije Apaf-1, kaspaze 31 9.

U poglavlju Materijal i metode navedeno je da je ispitivanje obuhvatilo pedeset
sluCajeva adenoidnog cistichom karcinoma pacijenata operisanih na Klinici za maksilofacijalnu
hirurgiju, StomatoloSkog fakulteta u Beogradu u period od 1998. do 2008. godine. Ovaj materijal
je morfoloski obraden u laboratoriji za Oralnu patologiju, Instituta Stomatoloskog fakulteta u
Beogradu. Istrazivanje je koncipirano kao studija preseka, pedeset pacijenata, muskog i Zzenskog
pola sa ACC pljuvacnih Zlezda, proseCne starosti 58 godina. Za svakog pacijenta su iz uputnica
za histopatoloSku analizu prikupljeni podaci o polu, starosti, lokalizaciji tumora. Praceno je
ukupno prezivljavanje pacijenata od momenta postavljanja dijagnoze.

U ovoj studiji koristili smo tehniku tkivnog mikroniza za dobijanje parafinskih kalupa
(TMA kaup). Na tkivnim presecima sa TMA kaupa (debljine 5um) su uradena
imunohistohemijska bojenja u laboratoriji za imunohistohemiju Instituta za patologiju,
Medicinskog fakulteta u Beogradu. 1zvrSeno je streptavidin-biotin imunohistohemijsko bojenje
pomocu primarnih antitela, specifi¢nih za: Apaf-1, kaspazu 9 i kaspazu 3. Za svako primenjeno



antitelo je koriS¢ena pozitivna kontrola po preporuci proizvodaca. Eksperimenti su sprovodeni u

skladu sa etickim principima.

U poglavlju Rezultati detaljno su opisani i jasno predstavljeni svi dobijeni rezultati.

Diskusija je napisana jasno | pregledno, uz prikaz podataka drugih istrazivanja sa
uporednim pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije.

Zakljucci sazeto prikazuju najvaznije nalaze koji su proistekli iz rezultata rada i podsticu

na dalja istraZivanja.
Koris¢ena literatura sadrzi spisak od 112 referenci.
B) Kratak opis postignutih rezultata

U prvom delu rezultata prikazani su osnovni klinicko-patoloski parametri ACC
pljuvacnih Zlezda kod sluCajeva obuhvacenih ovom studijom. Pedeset slucajeva sa ACC, je
dijagnostikovan kod 31 osobe Zenskog pola i 19 muskaraca, proseCne starosti 58 godina.
Ispitanici sa ACC su u odnosu na lokalizaciju grupisani u Cetiri grupe, i to na tumore: parotidne
pljuvacne Zlezde, submandibularne, malih pljuvacnih Zlezda tvrdog nepca i malih pljuvacnih
Zlezda drugih lokalizacija u usnoj duplji. Najcesca lokalizacija tumora su bile male pljuvacne
Zlezde tvrdog nepca (58%). U odnosu na histoloski tip tumora prikazana je skoro podjednaka
zastupljenost kribriformnog, tubularnog i solidnog oblika. Od pedeset pacijenata, kod kojih je
dijagnostikovan ACC u pljuvacnim Zlezdama, na kraju ispitivanja 19 je bilo zivo, dok je 31 bio
sa smrtnim ishodom. U ovoj studiji je praceno ukupno prezivljavanje bolesnika sa ACC
pljuvacnih Zlezda od momenta postavljanja dijagnoze, pri ¢emu je prosecna duzina pracenja

iznosila 82 meseca.

U drugom delu rezultata, prikazani su podaci ekspresije markera unutraSnjeg puta
apoptoze: Apaf-1, kaspaze 9 i 3 u ¢elijama ACC.

Apaf-1 se eksprimovao u citoplazmi tumorskih ¢elija, pri ¢emu je najéesce pokazivao jak
intenzitet ekspresije (3+). Razlike u intenzitetu ekspresije Apaf-1 u tumorskim celijama ACC
pljuvacnih Zlezda nisu imale statistiCki znaCaj. SliCan rezultat je dobijen i u odnosu na

analizirane kliniCko-patoloSke parametre.



Kaspaza 9 je pokazivala i citoplazmatsku i jedarnu pozitivnost u ¢elijama ACC pri cemu
su razliciti nivoi ekspresije imali statistiCcku znaCajnost. Postojala je statisticka znaCajnost u
ekspresiji kaspaze 9 i u odnosu na pol pacijenata sa ACC. Umerena pozitivnost je najéesce
ocenjena kod osoba muskog pola, a jaka kod osoba Zenskog pola. U odnosu na ostale klini¢ko-

patoloSke parameter, intenzitet ekspresije kasapze 9 nije pokazivao statistiCku znaCajnost.

Kaspaza 3 se eksprimovala samo u citoplazmi tumorskih celija. NajceS¢e je bio
zastupljen, jak intenzitet ekspresije ovog markera. U odnosu na klinicko patoloSke parametre
pacijenata sa ACC pljuvacnih Zlezda razliCiti intenziteti ekspresije kaspaze 3 nisu pokazivali
statistiCku znacajnost.

U odnosu na prezivljavanje pacijenata sa ACC, ispitivani markeri unutraSnjeg puta

apoptoze, Apaf-1, kaspaze 9 i 3, nisu pokazivali statistiCku znacajnost

U zavrsnom delu rada prikazani su rezultati medusobne korelacije imunohistohemijske
ekspresije sva tri ispitivana markera, i dokazan je statistiCki znaCaj izmedu razlicitih nivoa

ekspresije Apaf-1 i ekspresije kaspaze 3.

Univarijantnim Cox-ovim regresionim modelom, za razliku od ostalih klinicko-
patoloskih parametara, samo se starost izdvojila kao prediktor prezivljavanja posmatrane grupe
obolelih sa ACC pljuvacnih Zlezda.

C) Uporedna analiza doktorske disertacije sarezultatimaiz literature

Kako u literaturi tako i u ovoj studiji ACC je prikazan kao tumor koji je najceSée
lokalizovan u malim pljuvacnim zlezdama. U odnosu na pol, literarni podaci ukazuju da se radi o
tumoru koji se skoro podjednako razvija kod oba pola. Publikovani su i radovi sa nesto vecom
prevalencom ovog tumora kod muskaraca, ali i radovi koji ga prikazuju kao tumor koji se CeSce
javlja kod osoba Zenskog pola. U ovoj studiji je neSto veca ucestalost ACC bila kod osoba
zenskog pola.

Na osnovu histoloskog izgleda ACC se klasifikuje na kribriformni, tubularni i solidni tip.
Kao klasicni izgled ACC opisuje se kombinacija kribriformne i tubularne sike. Solidna dlika

ACC se Cesto vezuje za l0Siji gradus i loSiju prognozu ovog tumora. Rezultati konsekutivnih



sluCajeva salivarnih ACC u ovom istrazivanju, su se prema ucestalosti u odnosu na histoloske
strukture, razlikovali od podataka iz literature. NjceSce su bili zastupljeni tumori sa tubularnom i
solidnom slikom.

ACC je malignitet koji mnogi autori smatraju "klinicki visokogradusnom neoplazmom”.
Opisuje se kao tumor nepredvidivog i progresivnog klinickog toka, za koji se smatra da ima
dugorocno loSu prognozu. Rezultati prezivljavanja pacijenata sa ACC, u dostupnoj literature,
ukazuju da procenat prezivelih pacijenata opada na petogodiSnjem i desetogodiSnjem nivou.
Slicéni rezultati prezivljavanjasu prikazani i u ovoj studiji.

Do sada nije ispitivana imunohistohemijska ekspresija Apaf-1, kaspaze 9 i 3 u ACC
pljuvacnih Zlezda.

Apaf-1, kao sastavni deo apoptosoma, u unutrasnjem putu apoptoze igra znacajnu ulogu.
U Celijam ACC se eksprimovao u citoplazmi, pri ¢emu je najceS¢e bio zastupljen jak intezitet
ekspresije. Slicnu imunopozitivnost za ovo antitelo su pokazivale i Celije malignog melanoma i
karcinoma cerviksa. U suprotnosti sa rezultatima ekspresije Apaf-1 u ovoj studiji, drugi autori su
prikazali njegovu smanjenu imunopozitivnost u ¢elijama adenokracinoma debelog creva.

Koreleracija imunohistohemijske ekspresije Apaf-1 1 klinicko patoloskih parametara u
literaturi prikazuju razliit znaCaj. U melanoma, povecana ekspresija Apaf-1 nije imala statistSki
znaCaj u odnosu na pol, starost, histoloski tip i lokalizaciju tumora, za razliku od slucajeva sa
karcinomom cerviksa gde se pokazala statisticki znacajna u odnosu na nodalni status. Smanjena
ekspresija Apaf -1, je znaCajno kerelirala sa histoloskim tipom i prisustvom regionalnih i
udaljenih metastaza kod pacijeanta sa karcinomom debelog creva. U ispitivanim slucajevima
ACC, ekpsresija Apaf-1 nije imala statisticki znaCaj u odnosu na klinicko patoloSke parametre i
prezivljavanje pacijenata.

U procesu apoptoze bez obzira na vrstu stimulansa, kljucni dogadaj predstavlja kaskadna
reakcija proteolitiCke aktivacije enzima kaspaza, te stoga neki autori smatrgju da gubitak
kaspazne ekspresije doprinosi sposobnosti maligne celije da izbegne apoptozu. U skladu saovim,
smanjena kaspazna ekspresija je povezana sa loSom prognozom i/ili otporom na hemioterapiju
kod razliitih vrsta tumora, kao $to su karcinom jednjaka, nesitnocelijski karcinom pluca,
meduloblastomi deCjeg uzrasta i drugi. U ovoj studiji kaspaza 9, koja je pokazivala i jedarnu i
citoplazmatsku pozitivnost, statistiCki znacajano se visoko epksprimovala u celijama ACC.

Ovakav nalaz ide u prilog indolentnom rastu ovog tumora.



Da bi se utvrdila moguénost koriscenja kaspaze 9 kao prognostickog markera, analizirana
je i njena ekspresija u odnosu na klinicko-patoloske parametre. Ekspresija kaspaze 9 u Celijama
ACC je imala statistiCku znaCajnost samo u odnosu na pol pacijenata. U literaturi su dosta
oskudni podaci o povezanosti ekspresije kaspaze 9 u odnosu na klinicko-patoloske parametre
malignih tumora. Jedna studija je dokazala da je poviSen nivo ekspresije kaspaze 9 pokazivao
znaCajnu povezanost sa metastatskim potenicijalom nesitnocelijskog karcinoma pluca, dok je
kod pacijenata sa kolorektalnim karcinomom, Kaplan-Meerovom analizom pokazano da su
pacijenti savisokom ekspresijom kaspaze 9 imali krace preZivljavanje.

Apoptozni proces zavisi i od aktivnosti egzekutornih kaspaza kao Sto su kaspaze 31 7. U
ovoj studiji je prikazano da se kaspaza 3 u ¢elijama ACC pljuvacnih Zlezda eksprimovala samo u
citoplazmi tumorskih celija, mada se u literaturi prikazuje i njena jedarna ekspresija. U celijama
ACC kapaza 3 je najceSce bila ocenjena kao jaka i umerena ekspresija. U odnosu na klinicko-
patoloSke parametre, kao i u odnosu na prezivljavanje, ekspresija kaspaze 3 se nije pokazala kao
statistiCki znacajna kod pacijenata sa ACC pljuvacnih Zlezda. Slicno rezultatima ovog
istrazivanja nije bilo ekspresije kaspaze 3 nije u korelaciji u odnosu na pol i lokalizaciju malignih
i atipicnih meningeoma, kao i kod slucajeva difuznog krupnocelijskog B limfoma. Kod
karcinoma kolona kaspaza 3 je znacajno korelirala sa pojavom recidiva i metastaziranjem.

U ovoj disertaciji je andlizirana i korelacija izmedu intenziteta ekspresije Apaf-1,
kaspaze 91 3 u ACC pljuvacnih zZlezda, i pokazano je da su znacajno korelirale ekspresije Apaf-1
I kaspaze 3. Autor zakljuCuje da ovi markeri imaju znaCajnu ulogu u patogenetskim
mehanizmima ACC, i da zajedno sa kaspazom 9, predstavljaju predmet buducih istrazivanja, u

cilju boljeg razumevanja razvoja ovog tumora i postizanja to boljeg terapijskog odgovora.

Univarijantnom Cox-ovom regresionom anaizom, pokazano je da samo starost
pacijenata moze biti prediktor slabijeg prezZivljavanja obolelih od ACC pljuvacnih Zlezda, od

svih posmatranih kliniCko-patoloskih parametara.
D) Objavljen rad koji Cini deo doktorske disertacije
DozZi¢ B, Glumac S, BoriCi¢ N, Dozi¢ M, Anici¢ B, Bori€i¢ I. Immunohistochemical expression

of caspases 9 and 3 in adenoid cystic carcinoma saivary gland and association with
clinicopathological parameters. JBUON 2016; 21(1). (Articlein press).



E) Zakljucak (obrazlozenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija pod nazivom ,,Imunohistohemijska analiza i prognosticki
znaCaj markera unutrasnjeg puta apoptoze u adenoidnom cistichnom karcinomu pljuvacnih
Zlezda* dr Branka DoZica, predstavlja originalni naucni doprinos o razumevanju molekularnih
mehanizama unutraSnjeg puta apoptoze. U ovom istrazivanju dokazan je razliCit intenzitet
ekspresije Apaf-1, kaspaze 9 i 3, kao i njihov odnos sa kliniCko-patoloskim parametrima
pacijenata sa adenoidnim cisticnim karcinomom. Rezultati ove doktorske disertacije otvargu
nove pravce istrazivanja funkcionalnog znaCaja ovih molekula u adenoidnom cistichom
karcinomu u cilju boljeg razumevanja razvoja tumora i postizanja Sto boljeg terapijskog
odgovora.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima naucnog istrazivanja. Ciljevi
su bili precizno definisani, naucni pristup je bio originalan i pazljivo izabran, a metodol ogija rada
je bila savremena. Rezultati su pregledno i sistematicno prikazani i diskutovani, a iz njih su

izvedeni odgovarajuci zakljucci.

Na osnovu svega navedenog, i imajuci u vidu dosadasnji naucni rad kandidata, Komisija
predlaze Naucnom veéu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati doktorsku
disertaciju dr Branka DoZica i odobri njenu javhu odbranu radi sticanja akademske titule doktora

medicinskih nauka.

U Beogradu, 05.11.2015.godine Clanovi Komisije:

Mentor: Prof. dr Ivan Borici¢ 1. Prof. dr Gordana Basta Jovanovi¢

2. Prof. dr Svetislav Tatié

3. Prof. dr Miroslav Vukadinovi¢




