NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Nauc¢nog Veca Medicinskog fakulteta , odrZanoj dana 28.04.2016.godine (broj

5940/04), imenovana je Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije pod naslovom:

“Uloga citomegalovirusa i EpStajn-Bar virusa u nastanku i progresiji

karcinoma pljuvacnih Zlezda”

kandidata Asist. dr Milene Radunovié, doktora medicine i specijaliste mikrobiologije i parazitologije,
zaposlene na StomatoloSkom fakultetu Univerzitata u Beogradu u zvanju asistenta za Naucnu oblast
mikrobiologija. Mentor doktorske disertacije je Prof. dr lvana Novakovi¢, a komentor Doc. dr Nada
Tomanovic.

Komisija za ocenu zavrsne doktorske disertacije imenovana je u sastavu:
1. Prof. dr Maja Cupi¢, profesor Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
2. Prof. dr Milovan Dimitrijevi¢, profesor Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
3. Doc. dr Sanja Radojevi¢-Skodri¢, docent Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu
4. Prof. dr DuSan Pavlica, profesor Stomatoloskog fakulteat Univerziteta u Beogradu
5. Prof. dr Amelia Kataldi, profesor na Univerzitetu “Gabriele d” Annunzio” u Kjeti-Peskari u Italiji

Na osnovu analize proloZene doktorske disertacije Komisija za ocenu zavrdne doktorske

disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta sledeci

1ZVESTAJ

A) Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija Asist. dr Milene Radunovi¢ napisana je na 158 strana i podeljena je na
sledeca poglavlja: uvod, ciljevi rada, materijal i metode, rezultati, diskusija, zakljucci i literatura. U
disertaciji se nalazi ukupno 18 slika, 50 tabela i 9 grafikona. Doktorska disertacija sadrzi saZetak na
engleskom i srpskom jeziku, biografiju kandidatai podatke o komisiji.

U uvodu su prikazani osnovni podaci o karcinomima pljuvacnih zlezda, koji su retki tumori i
koji se od tipa do tipa odlikuju razli¢itim morfoloSkim karakteristikama, razli¢itim klinickim tokom i

jo§ uvek nerazjaSnjenom etiologijom, iako je u malom broju sluCajeva pokazana veza njihovog



nastanka i uticaja odredjenih faktora spoljasnje sredine. Dat je dosadasnji pregled literature o ulozi i
povezanosti infektivnih agenasa sa pojavom karcinoma, posebno Epstajn-Bar virusa (EBV) i
citomegalovirusa, koji u razliCitim tkivima mogu uticati na pojacanu ekspresiju IL-6, NFKB, MMP-2 i
MMP-9, proteinakoji su u tesnoj vezi sa pojedinim tipovima karcinoma. Postavljena je radna hipoteza
da CMV i EBV mogu izazvati zapaljenje i deregulaciju gena koji su ukljuceni u Celijsku proliferaciju i
tako indukovati razvoj karcinoma pljuvacnih Zlezda.

Ciljevi rada su precizno i jasno definisani: da se ustanovi prisustvo CMV i EBV u tkivu
karcinoma pljuvacnih Zlezda, da se uporedi imunohistohemijska i nested PCR detekcija CMV i EBV u
karcinomu pljuvacnih Zlezda, da se ispita ekspresija virusnih proteina u razlicitim histoloskim tipovima
karcinoma pljuvacnih zlezda, da se ispita imunohistohemijska ekspresija prognostickih markera IL6,
MMP2, MMP9 i NFKB u tkivu tumora, da se ispita povezanost prisustva CMV i EBV sa
imunohistohemicjskom ekspresijom pomenutih prognostickih markera i da se analiziraju polimorfizmi
IL6, MMP2 i MMP9 gena i ispita povezanost utvrdenih polimorfizama sa odgovaraju¢om proteinskom
ekspresijom.

U poglavlju Materijal i metode navedeno je da ispitivanje predstavlja studiju preseka koja
obuhvata 93 pacijenatasa karcinomom pljuvacne Zlezde koji su operisani u skladu sa etickim
principima na Klinici za otorinolaringologiju i maksilofacialnu hirurgiju, Klinickog centra Srbije u
periodu od 2004. do 2013. godine. Precizno je opisana metodologija imunohistohemijskog bojenja
tkiva tumora pljuvacnih zlezda i tkiva 20 pljuvacnih zlezda dobijenih prilikom autopsije, u kojima nije
bilo maligniteta, koji su sluzili kao kontrolna grupa. U genetskom ispitivanju DNA polimorfzama,
kontrolnu grupu su Cinili brisevi bukalne sluznice 100 zdravih volontera, koji su po polu i uzrastu
odgovarali pacijentima u studiji. Imunohistohemijskom i nested PCR metodom radena je detekcija
CMV i EBV. Zaekspresiju IL6, MMP2, MMP9 i NFkB koriScena je imunohistohemija.

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

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

ZakljucCci sazeto prikazuju najvaznije nalaze koji su proistekli iz rezultata i podstiCu na dalja
istrazivanja.

KoriS¢ena literatira sadrzi spisak od 264 referenci.



B) Kratak opis postignutih rezultata

Imunohistohemijski CMV antigeni su detektovani u 66 od 92 sluCaja karcinoma pljuvacne
Zlezde (71.7%), dok su svi kontrolni slu€ajevi bili negativni. CMV je €eSCe bio prisutan u adenoidno
cisticnom karcinomu nego u drugim histoloskim tipovima (p<0.05). EBV je detektovan u 32 (34,8%)
od 92 slucaja i u 1 kontrolnim slucaju. Rezultati nested PCR ispitivanja se nisu znacajno razlikovali od
imunohistohemijskih. U 16 od 92 (17.4%) sluCajeva tumora pljuvacnih Zlezda nije nadena ekspresija ni
CMV ni EBV virusnih antigena, dok je u 76 sluCajeva (82.6%) detektovana ekspresija antigena bar
jednog od ispitivanih virusa. U 22 sluCaja nadena je ekspresija i CMV i EBV antigena.

Imunohistohemijska pozitivnost i intenzitet ekspresije IL-6 i NFKB bili si znacajno visi u

karcinomima pljuvacnih Zlezda nego u kontrolnim sl¢ajevma (p<0.01), dok se ekspresija MMP-2 i
MMP-9 nije razlikovala u tumorima i kontrolnoj grupi. U slucajevima tumora pljuvacnih Zlezda u
kojima je nadena CMV pozitivnost zapaZzena je znacajno veca ekspresija IL-6, NFKB i MMP-2
(p<0.01), dok razlika u ekspresiji MMP-9 u kontrolnoj grupi i slu¢ajevima karcinoma nije primecena.
Nije utvrdena razlika ekspresije ni jednog prognostickog markera izmedu EBV pozitivnih i EBV
negativnih slucajeva karcinoma pljuvacnih zlezda. Medutim, u sluCajevima u kojima je nadena
ekspresijai CMV i EBV antigena, ekspresijalL-6, NFKB i MMP-2 je bila veca nego u slucajevima u
kojima je nadena samo ekspresija CMV antigena. C alel IL-6 -174G>C polimorfizma povecava rizik
oboljevanja od carcinoma pljuvacne Zlezde i u formi homozigota CC i heterozigota GC. Poveéan rizik
je potvrden i u dominantnom modelu (OR 3.77, 95% CI 1.91-7.44, p<0.001 zaCT+TT genotip). T alel
MMP-2 -1306 C>T polimorfizma pokazuje efekat u heterozigotnim nosiocima, povecevajuci rizik za
dobijanje carcinoma pljuvacne Zlezde (OR 1.98, 95% CI 1.07-3.65, p=0.03). Prema dominantnom
modelu, CT+TT genotipovi imaju 2 puta veci rizik od razvijanja carcinoma pljuvacne Zlezde (p=0.02).
Prema dominantnom modelu, CT+TT genotipovi imaju 2 puta veci rizik od razvijanja carcinoma
pljuvacne Zlezde (p=0.02). Prema dominantnom modelu MMP2 -1575 G>A polimorfizma, osobe koje
poseduju GA+AA genotipove pokazuju 1.77 puta veCi rizik od razvitka kancera, ali je statistiCka
znacajnost granicna (P=0.049). Heterozigotni nosioci T alela MMP-9 -1562 C>T polimorfizma imaju
oko 2 puta veci rizik od oboljevanja od carcinoma pljuvacne Zlezde u poredenju sa nosiocima
homozigota CC (p=0.02). Medutim, ni jedan od ispitivanih genotipova IL-6 i MMP-2 gena nije
povezan sa vecom ekspresijom svog proteinskog produkta, dok je CC genotip MMP-9 -1562 C>T

polimorfizma povezan sa jacom ekspresijom MMP-9, ali je statistiCka znacajnost granicna (p=0.049).



C) Uporedna analiza doktor ske disertacije sa rezultatimaiz literature

lako CMV nije dokazan uzrocnik humanih karcinoma, u skorije vreme podaci iz literature
pokazuju da je infekcija CMV povezana sa brojnim malignitetima, kao Sto su karcinom dojke, kolona,
prostate, mozga i pluca (Bishop i sar., 2015) (Richardson i sar., 2015) (Soderberg-Nauclér i Johnsen,
2015) (Arastefar i sar., 2015). Detaljno istrazivanje uloge CMV kod mukoepidermoidnog karcinoma
pljuvacne Zlezde pokazalo je da je CMV prisutan u 97% tumorskih Celija, dok okolno nemaligno tkivo
nije bilo zahvaceno (Melnick i sar., 2012). U ovoj studiji ekspresija proteina CMV je nadena u 71%
sluCajeva. Rezultati nested PCR-a i imunohistohemije u ovoj studiji pokazuju visok stepen poklapanja
(94%). Na materijalu dobijenim iz parafinskih kalupa, u proslosti je PCR metoda bila manje osetljivau
detekciji CMV od imunohistohemije (Kandiel i Lashner, 2007). Medutim, razvojem novih tehnika, kao
Sto je nested PCR ili real-time PCR znaCajno je porasla i osetljivost detekcije DNK iz parafinskih
kaupa (Millsi sar., 2013).

Pored uloge u razvitku maligniteta limfoidnog tkiva, smatra se da EBV ucestvuje u razvoju
nekih epitelnih karcinoma, posebno karcinoma Zeluca i nazofaringealnog karcinoma (Pittaluga i sar.,
1992). Prisustvo i uloga EBV su istrazivani i u drugim epitelnim malignitetima, kao Sto su karcinom
dojke, pluca, prostate i skvamocelularni karcinom usne duplje (Bonnet i sar., 1999) (Kim i sar., 2005).
U ovom istrazivanju ekspresija EBV LMPL proteina je nadena u 32 od 92 sluCaja karcinoma pljuvacne
Zlezde (34.8%). Rezultati nested PCR-a i imunohistohemije u ovoj studiji pokazuju visok stepen
poklapanja (94,6%), Sto odgovara nalazima drugih autora (Liu i sar., 2003).

Uloga IL-6 kao faktora rasta uocena je u malignim oboljenjima, kao $to su karcinom bubrega
(Yoshida i sar.,, 2002), karcinom prostate (Hobisch i sar., 2000), skvamocelularni karcinom
orofaringealne regije (John i sar. 2004), karcinom dojke (GarciaTunon i sar.,, 2005) i tumorima
pljuvacnih zlezda (Leivo i sar., 2005). U ovom istrazivanju pokazana je statisticki visoko znacajna veza
izmedu nivoa i intenziteta ekspresije IL-6 i karcinoma pljuvacne Zlezde. Ispitivana je uloga genskog
polimorfizma IL-6 -174G>C kao predisponirajuceg faktora za karcinom pljuvacne Zlezde. U ovoj
studiji C alel je povezan sa vecim rizikom od dobijanja karcinoma pljuvacne Zlezde. Podaci iz literature
vezani za ovaj polimorfizam su kontradiktorni. Jedna meta analiza nije nasla vezu ovog polimorfizma
sa povecanim rizikom oboljevanja od karcinoma proste. (Yang, Li i Li, 2014). Druga meta analiza ovog
polimorfizma je pokazala da je GG genotip povezan sa povecCanim rizikom oboljevanjanod
hepatocelularnog karcinoma (Liu i sar., 2014). Studija na nesitnoCelijskom karcinomu pluca pokazala
je da je rizik oboljevanja od ovog karcinoma povecan kod puSaca koji imaju -174C alel (Bhat i sar.,



2015). U ovoj studiji pronadena je visoka povezanost prisustva CMV i ekspresije IL-6, Sto odgovara

rezultatima drugih autora (Melnick i sar., 2013).

Nuklearni faktor kapa B (NF-kB) je jedan od najvaznijih promoter rasta tumora. PoviSen nivo
NF-kB pronaden je u mnogim karcinomima kao $to su karcinom dojke, (Chuai sar., 2007), plu¢a (Tew
i sar., 2008), kolona (Scartozzi i sar., 2007). U ovoj studiji pronaden je visok procenat karcinoma
pljuvacne Zlezde koji je imao pozitivnu ekspresiju NF-kB (92.4%), dok je NF-kB bio eksprimiran samo
u 10% slucajeva normalne pljuvacne Zlezde. Pokazano je da CMV i EBV povecavaju koli¢inu NF-kB u
brojnim Celijama, kao i da pozitivno utiCu na njegovu aktivaciju. CMV pojaCava aktivaciju signalnog
puta NF-kB u inflamatornom karcinomu dojke (El-Shinawi i sar., 2013). U ovoj studiji ekspresija NF-
KB je bila intenzivnija u sluCajevima karcinoma pljuvacne zlezde u kojima je bio prisutan CMV, dok

EBV nijeimao uticganaekspresiju NF- kB.

Smatra se da MMP-2 i MMP-9 imaju znacajnu ulogu u razvitku karcinoma. Nivo ovih proteina
je povisen u brojnim karcinomina (Wiercinskai sar., 2011). Medutim, u ovoj studiji nije nadena razlika
u ekspresiji MMP-2 i MMP-9 izmedu grupe karcinoma pljuvacne zlezde i kontrolne grupe. Ispitivana
je uloga genskih polimorfizama dva gena (MMP-2 and MMP-9) kao predisponiraju¢eg faktora za
karcinom pljuvacne Zlezde. Brojne studije pokazuju kontradiktorne rezultate o ulozi MMP-2 -1306
C>T polimorfizma u natanku karcinoma. U nekima prisustvo C alela je povezan sa povec¢anim rizikom
nastanka karcinoma (Zhang i sar., 2011), dok je u drugim studijama da nosioci T alela imaju povecan
rizik (Sharma i sar., 2012). Rezultati ove studije su pokazali da je rizik oboljevanja od karcinoma
pljuvacne Zlezde povecan kod nosioca MMP-2 -1306 CT i MMP-2 -1306 CT+TT genotipova. MMP-2
-1575G>A polimorfizam se pokazao kao vrlo bitan u razvoju odredenih oboljenja kao Sto su
metabolicki poremecaji i kardiovaskularna oboljenja (Yadav i sar., 2014). Uloga ovog polimorfizma u
nastanku karcinoma jos nije ispitana. Rezultati ove studije nisu pokazali vezu ovog polimorfizma sa
povecanim rizikom oboljevanja od karcinoma pljucacne Zlezde. S druge strane, ova studija je pokazala
da su MMP-9 -1562 CT i MMP-9 -1562 CT+TT genotipovi povezani sa povecanim rizikom
oboljevanja od karcinoma pljuvacne Zlezde. | druge studije su pokazale povezanost -1562T alela sa
povecanim rizikom oboljevanja od kardiovaskularnih oboljena, karcinoma Zeluca, skvamocelularnog
karcinoma glave i vrata (Zhang i sar., 2014) (Lee i sar., 2013). Suprotno ovim nalazima, Park i sar.
(Park i sar., 2011) su pronasli da je MMP-9 -1562CC genotip CeS¢i kod pacijenata sa kolorektalnim

karcinomom.



D) Radovi prihvaceni za publikaciju koji ¢ine deo doktorske disertacije

1. M. Radunovic, N. Nikolic, S. Milenkovic, N. Tomanovic, |I. Boricic, M. Dimitrijevic, I.
Novakovic, G Basta-Jovanovic. The MMP-2 and MMP-9 Promoter Polymorphisms and Susceptibility
to Salivary Gland Cancer. Journal of BUON. 2016; 21 (3)

2. M. Radunovic, N. Tomanovic, I. Novakovic, I. Boricic, S. Milenkovic, M. Dimitrijevic, S.
Radojevi¢- Skodri¢, Lj. Bogdanovic, G. Basta-Jovanovic. Cytomegalovirus induces Interleukin-6
Mediated Inflammatory Response in Salivary Gland Cancer. Journal of BUON. 2016; 21 (6)

E) ZakljuCak (obrazlozenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija pod nazivom "The Role of Cytomegalovirus and Epstein-Barr virusin the
Development and Progression of Salivary Gland Cancer” (“Uloga citomegalovirusa i EpStajn-Bar
virusa u nastanku i progresiji karcinoma pljuvacnih Zlezda”) dr Milene Radunovi¢, predstavlja
originalni naucni doprinos razumevanju uloge citomegalovirusa i EpStajn-Barr virusa u nastanku i
progresiji karcinoma pljuvacnih Zlezda.Ovo istraZivanje je pokazalo da je prisustvo i CMV i EBV bilo
detektovano mnogo C¢eSce nego u tkivu normalne, neobolele pljuvacne Zlezde. Kako se rezultati IHH i
nested PCR poklapgju u velikom procentu, oba metoda se mogu koristiti i cilju detekcije prisustva
virusa u tkivu fiksiranom formalinom iz parafinskih kalupa. IL-6 i NFKB mogu se smatrati dobrim
pozitivnim prognostickim markerima za karcinome pljuvacnih Zlezda, dok se ekspresija MMP-2 i
MMP-9 ne razlikuje mnogo u karcinomima pljuvcnih Zlezda i tkivu normalne, neobolele pljuvacne
zlezde. Dok uticaj EBV nije pokazao znaCajniji efekat na ekspresiju bilo kog ispitivanog markera, u
sluCajecima karcinoma pljuvacnih zlezda u kojima je detektovana CMV pozitivnost detektovana je
povisena ekspresija IL-6, NFKB i MMP-2. 1L-6 -174 G>C, MMP-2 -1306 C>T i MMP-9 -1562 C>T
polimorfizmi genotipova pokazali su znaCajan uticaj na nastanak i razvoj karcinoma pljuvacnih Zlezda,
dok je uticejf MMP-2 -1575 G>A pokazao znatno manji znacaj. Ni jedan od analiziranih polimorfizama
nije pokazano da dovodi do povisene proteinske produkcije. Rezultati ove doktorske disertacije
otvaraju nove pravce istraZzivanja i pomazu da se bolje razume uloga CMV i EBV u nastanku i
progresiji karcinoma pljuvacnih Zlezda.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima naucnog istrazivanja. Ciljevi su
bili precizno definisani, naucni pristup je bio originalan i pazljivo izabran, a metodologija rada je ila
savrmena. 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 radkandidata, Komisija
predlaze Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta Univerzziteta u Beogradu da prihvati doktorsku
disertaciju dr Milene Radunovi¢_i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja akademske titule doktora

medicinskih nauka.
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