NASTAVNO - NAUCNOM VECU

STOMATOLOSKOG FAKULTETA U BEOGRADU

Nastavno-nau¢no veée Stomatoloskog fakulteta u Beogradu je na prvoj redovnoj sednici
odrzanoj 14.10.2014. godine donelo odluku zavedenu pod brojem 3/91 o imenovanju
komisije za ocenu i odbranu zavrSene doktorske disertacije dr Ivane Ili¢ Dimitrijevi¢ sa
naslovom "Analiza hromozomske translokacije t(11;19) kod mukoepidermoidnog

karcinoma pljuvaénih Zlezda — korelacija sa klini¢kim i histopatoloskim parametrima".
Na osnovu pregleda prilozenog materijala, komisija podnosi Nastavno-nau¢nom vecéu

sledeci
IZVESTA]J

Dr Ivana Ili¢ Dimitrijevi¢ rodena je u Smederevskoj Palanci, 9. 1. 1982. Godine gde je
zavrsila osnovnu $kolu i gimnaziju. Diplomirala je 2009. godine na Stomatoloskom Fakultetu
u Beogradu sa proseénom ocenom 8,02. Nakon pripravnickog staza obavljenog na
Vojnomedicinskoj akademiji u Beogradu, polozila je stru¢ni ispit 2010 godine. Prvu godinu
doktorskih studija iz nau¢ne oblasti Maksilofacijalna hirurgija na Stomatoloskom fakultetu
Univerziteta u Beogradu upisala je Skolske 2010/2011. godine i polozila je sve ispite

predvidene planom i programom akademskih doktorskih studija.

Nastavno-nau¢no vece StomatoloSkog fakulteta, Univerziteta u Beogradu je na Sestoj
redovnoj sednici odrzanoj 10.07.2012. godine, usvojilo pozitivan izvestaj strucne komisije za
ocenu predloga teme i imenovalo prof. dr Vitomira Konstantinovi¢a kao mentora za izradu
ove doktorske disertacije.

Doktorska disertacija dr Ivane Ili¢c Dimitrijevi¢ je napisana na 133 strane, rasporedene u 8
poglavlja: Sadrzaj, Uvod, Pregled literature, Ciljevi, Materijal i metode, Rezultati, Diskusija,
Zakljucak i Literatura. Dokumentovana je sa 28 fotografija, 12 tabela i 8 grafikona.



U Uvodu kandidat isti¢e zna¢aj primene molekularnog testa za unapredenje dijagnostikovanja
I terapije mukoepidermoidnog karcinoma (MEK). Kao posledica hromozomske translokacije
t(11;19) nastaje novi, fuzionisani onko-protein MECT1-MAML2. Kandidat ukazuje na
znacaja preoperativnog odredivanja MECT1-MAMLZ2 fuzionog statusa kod MEK-a:

e omogucava egzaktno planiranje i sprovodenje adekvatne hirurske terapije,

e KkoriS¢enje radioterapije iskljuc¢ivo kod fuzio-negativnih HG (high-grade) MEK-a,

unapredenje kvaliteta Zivota pacijenta,

pruZanje informacije pacijentu o toku bolesti i moguc¢nostima lecenja.

Kandidat u uvodu, takode isti¢e klinicki znacaj ovog testa i uvodi u molekulanu patologiju
mukoepidermoidnog karcinoma. Poglavlje pregled literature se sastoji iz nekoliko podnaslova
u kojima kandidat opisuje sledece: Opste klinicke i histopatoloske karateristike MEK-a kao |
razliite tipove klasifikacija ovog tumora. U podnaslovu molekularna patologija tumora
opisane su osnove moderne onkogenetike sa posebnim osvrtom na hromozomske
translokacije kod epitelnih tumora. Zatim je detaljno objasnjena fiziologija notch signalnog
puta kao i njegove izmenjene uloge u patologiji tumora. Takode u ovom poglavlju kandidat
objas$njava zna¢aj CREB (cAMP response element-binding protein) signalnog puta u
vitalnim fizioloSkim procesima celije kao i njegovu glavnu ulogu u malignoj trasformaciji

¢elija i nastanku MEK-a.
U poglavlju Ciljevi istrazivanja kandidat jasno navodi ciljeve studije :

e Utvrditi povezanost MECT1-MAML2 fuzije sa klinickim i histopatoloskim
karakteristikama MEK-a.
Kako bi se glavni cilj ostvario postavljeni su sledeci radni zadatci:
e utvrditi efikasnost AFIP klasifikacije za MEK,
e utvrditi dali je MECT1-MAMLZ2 fuzija specificna za MEK pljuvacnih Zlezda,
e ispitati dali MECT1-MAMLZ2 status olaksava dijagnostikovanje HG MEK-a,

e ukazati dasu HG MEKi ASC dva razli¢ita karcinoma.



U poglavlju Materijal i metode kandidat navodi sve segmente studijskog dizajna i opisuje
metode koje su koris¢ene u laboratorijskom delu istrazivanja. Detaljno opisuje selekciju
uzoraka MEK-a pri ¢emu su dva patolaga nezavisno jedan od drugoga (T.L i Z.T) izvrsila
reviziju svih uzorka MEK-a koriste¢i AFIP klasifikacioni sistem, pri ¢emu je potvrdeno 23
uzoraka MEK-a i 23 uzoraka imitacija MEK-a. U cilju potvrdivanja specificnosti MECT1-
MAML2 fuzije za MEK testirano je svih 23 sluCajeva imitacija MEK-a, a od kojih je
najucestaliji bio Adenoskvamozni karcinom (ASC). lz istorija bolesti pacijenta koji su
hirurski tretirani na Klinici za maksilofacijalnu hirurgiju dobijeni su slede¢i klini¢ki podaci o
pacijentima: godine, pol, primarno mesto tumora, veli¢ina tumora, Klinicki stadijum
tumora, prisustvo metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima i udaljenim metastazama.

Podaci o stanju Zivota kao i o uzroku smrti pacijenata dobijeni su iz knjiga umrlih.

U podnaslovu mikrodisekcija i deparafinizacija opisuje se laboratojiski postupak koji ima za
cilj detekciju tumorskih ¢elija na neobojenim preparatima MEK-a, njihovu disekciju i ¢is¢enje
uzorka od parafina u ksilolu 1 etanolu. Slede¢i labolatorijiski postupak je izolacija RNK
(ribonukleinska kiselina) iz uzorka tkiva MEK-a. Zatim spravljanje smese od izolovane
pacijentove RNK, meSavine odgovarajuc¢ih enzima, pufera, nukleotida, prajmera, vode
oslobodene RNK-azama. U prvom koraku vrsi se reverzna transkripcija RNK u c¢cDNK
(dezoksiribonukleinska kiselina) koja odgovara fuzionom transkriptu, a zatim se semesa pusta
u PCR (polymerase chain reaction) aparatu u odgovarajuci program termickih ciklusa radi
amplifikacije cDNA. Dobijeni PCR produkti su analizirani na 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). Proizvod dobijen PCR postupkom je prvo razblaZen pet puta u
vodi. Zatim se 1pl ovog rastvora pipetira u 15ul HiDi™ formamidu (Applied Biosystems) ,
koji sadrzi 10 Vol% GeneScan™-500 Rox™ Size Standard (Applied Biosystems). Uzorci sa
zapeCacenim poklocima na tubama stavljau se u Genetic Analyser. Nakon automatskog
razdvajanja PCR produkata kapilarnom elektroforezom, rezultati su analizirani Gene
Mapper v.4.0 softverom (Applied Biosystems). Kandidat zatim opisuje karakteristike

supstanci koje su koriS¢ene u pripremi smeSe za PCR.

Pored deskriptivne statistike od statistiCkih testova primenjen je FiSerov egzaktni test, Hi
kvadrat test i studentov T-test. Kaplan-Meier metodom prikazana je kriva prezivljavanja za
kancer specificno petogodiSnje vreme prezivljavanja kao 1 za ukupno vreme prezivljavanja.
Za indetifikovanje nezavisnih prognostickih faktora koris¢ena je Koksova multivarijantna

regresiona analiza. Takode je odredivana p statisticka znaajnost za svaku varijablu.
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Korelacije izmedu merenih parametara su merene pomocu "Spearman’s rank correlation"
testa. Sve analize izvrSene su pomocu statistickog paketa SPSS (SPSS 20.0, Inc., Chicago, IL,
USA).

U Poglavlju Rezultati su najpre u tabeli prikazane klinicko-patoloske karakteristike MEK-a.
Povezanost MECT1-MAML?2 fuzije sa klinicko-patoloskim karakteristikama MEK-a, pri
¢emu je pokazano da su MECT1-MAML2 fuzio-pozitivni slucajevi bili povezani sa nisko-
gradusnim tipom karcinoma (P = 0.02). 0Od pet faktora koji konstituiSu histoloski
gradus, dva su pokazala znacajnu korelaciju sa prisustvom fuzije, ukljuc¢ujuci odsustvo
celijske nekroze (P= 0.024) i nepostojanje anaplazije (P= 0.024). Zatim su prikazani
faktori koji uticu na petogodiSnje kancer specificno vreme prezivljavanje kao i ukupno vreme
prezivljavanja pacijenata. PetogodiSnje vreme preZivljavanja, vreme do pojave recidiva,
kod fuzio-negativnih MEK-a bilo je za srednji gradus MEK-a 60% a kod visokog gradusa
16.7%. Takode, pacijenti kod kojih su tumori bili ve¢i (P=0,001) i sa III/IV klini¢kim
stadijumom (P=0.003) kao i sa histoloski potvrdenom nekrozom tumora (P=0.001),
neuralnom invazijom (P=0,006), anaplazijom (P=0.003) i poveanom mitotskom
aktivnosti tumorskih Celija (P=0,013) pokazali su krace vreme preZzivljavanja do pojave
recidiva.

Kaplan-Meier analiza pokazala je statisticku znacajnost za nekoliko varijabli za ukupno
vreme prezivljavanja pacijenata obolelih od MEK-a. Za MECT1-MAML2 fuzio-pozitivhe
(P=0.046) ukupno vreme preZivljavanje bilo je 100%. Pacijenti kod kojih je tumor bio
vecCeg dijametra, (P=0,008), sa klini¢kim stadijumom III/IV (P=0.031), nekrozom tumora
(P=0.002) i povecanom mitozom tumorskih ¢elija (P=0,004) pokazali su nizu stopu
ukupnog prezivljavanja.

Za indentifikaciju faktora korisnih za prognozu pojave recidiva kao i ukupnog
prezivljavanja radena je Koksova regresiona analiza. Sledec¢i faktori su uzati kao polazne
varijable: godine pacijenta, pol, lokalizacija tumora, veli¢ina tumora, klini¢ki stadijum
tumora, prisustvo metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima, MECT1-MAML?2 fuzija i
histoloski gradus.

Univarijantna analiza je prikazala sledece faktore kao znacajne prediktore za
petogodisnje preZivljavanje pacijenata bez znakova bolesti: nizak histoloski gradus
(P=0.01), uznapredovala veli¢ina tumora (P=0.006) i klini¢ki stadijum (P=0.015). Zatim,

negativan nalaz metastaza u regionalnim limfnim ¢vorovima (P=0.009), odsustvo



neuralne invazije (P=0.023), nekroza tumora (P=0.015), i anaplazija (P=0.02) takode su
pokazale znacajnost. Za MECT1-MAML2 fuziju nije dobijena statistiCka znacajnost za
petogodisSnju stopu preZivljavanja. (P=0.134).

Za ukupno prezivljavanja pacijenata univarijantna analiza je pokazala sledece faktore
koji su se pokazali kao znacajni prediktori za ukupno prezivljavanje: MECT1-MAML2
fuzio-pozitivni MEC (P = 0.018), veliina tumora (P= 0,012), klinicki stadijum (P =
0.052), prisustvo tumorske nekroze (P= 0.002) i povetana mitoticka aktivnost

tumorskih celija (P= 0.006).

Kandidat u Diskusiji tumaci dobijene rezultate i poredi ih sa nalazima drugih, releventnih
studija. Takode, navodi ogranicenja studije i daje smernice za dalja istrazivanja. Diskusija je
sistematizovana u 4 dela: MECT1-MAML?2 fuzija kod HG MEK-a; Specifi¢nost MECT1-MAML2
fuzije za MEK ; Uticaj MECT1-MAML?2 fuzionog statusa na prognozu i terapiju MEK-a; Smernice

za dalja istrazivanja.

U Zakljucku se istice da su MECT1-MAML2 fuzio-pozitivni MEK-i posebna klinicko-
patoloska vrsta ovog tumora koja se karateriSe niskim gradusom tumora, odsustvom
anaplazije i nekroti¢nog tkiva u tumoru, kao i manjim klinickim stadijumom tumora,
visokom stopom preZzivljavanja i dobrom prognozom bolesti. AFIP klasifikacioni sistem
za dijagnostikovanje MEK-a se pokazao kao efikasan, pouzdan i lak za upotrebu. Zatim
da je MECT1-MAML2 fuzija visoku specificnost za MEK pljuvacnih Zlezda. Kandidat
zakljucuje da su za uspesSnu diferencijalnu dijagnozu HG MEK-a neophodna dodatna
imunohistohemijska bojenja kao i da je ASC je posebna vrsta karcinoma a ne sinonim za

HG MEK.

Poglavlje Literatura sadrzi 352 bibliografske jedinice iz strane relevantne literature.

Nakon uvida u dostavljeni tekst, komisija je jednoglasno ocenila da doktorska disertacija dr
Ivane Ili¢ Dimitrijevi¢ pod nazivom **Analiza hromozomske translokacije t(11;19) kod
mukoepidermoidnog karcinoma pljuvaénih Zlezda - Kkorelacija sa Kklinickim i
histopatoloskim parametrima' predstavlja inovativno, samostalno i dobro dokumentovano
istrazivanje. Ispitivanje hromozomskih translokacija na tumorima pljuva¢nih Zlezda do sada

nije obradeno u domacoj literaturi.



Odredivanje MECT1-MAML2 fuzionog statusa koji nastaje kao posledica hromozomske
translokacije t(11;19) kao molekularni test doprinosi unapredenju dijagnostike i terapije

MEK-a pljuvacnih zlezda.

Doktorska disertacija ispunjava sve kriterijume propisane Zakonom o Univerzitetu i statutima

Univerziteta i Stomatoloskog fakulteta u Beogradu.

Na osnovu iznetog, predlazemo Nastavno-nau¢nom veéu StomatoloSkog fakulteta da prihvati
izvestaj 1 oceni kao podobnu za javnu odbranu doktorsku disertaciju dr Ivane Ili¢ Dimitrijevié
pod nazivom "Analiza hromozomske translokacije t(11;19) kod mukoepidermoidnog

karcinoma pljuvaénih Zlezda — korelacija sa klini¢kim i histopatoloskim parametrima".

U Beogradu,

Doc. dr Milan Petrovié

Stomatoloski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Prof. dr Zvezdana Tepavcevic

Stomatoloski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Prof. Dr Ivana Novakovi¢

Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu



