HACTABHO-HAYYHOM BEhY MEJIUITUHCKOI' ®AKVIJITETA BMA

YHUBEP3UTETA OJIbPAHE

Omnykom Gp. 13/96 om 31.03.2021. roamue ca 96. cemuuue Hacrasno-nayunor seha
Meauuunckor dgakyiarera BojuoMmeauuuncke akagemuje YHusepsutera oji0pane y beorpaay
oapkane 31.03.2022. roawHe HMMEHOBAHA j€ KOMHCHJa 3a OIIEHY 3aBpLIEHE JIOKTOPCKE
JUCEPTALIM]€ 0] HACIIOBOM:

»IloBe3aHOCT TeHeTHYKHX MpoOMeHa Yy Tymop cynpecopuma p33, p21 u cyeDIl ca
RKJIHHHYKHM IMapaMeTpHMa, NpPOrHo3oM H npe,umcunjom oarosopa Ha XeMHOTBpaHij
HHCILIATHHOM Ko nanujeHata ca HPV- meraTHBHHM OpajlHHM ILIAHOLEIY/JIAPDHHM

KapuHHoMoM*

kanauaara acucreHra aAp Mmed. Came Josuha, 3anociesor na Kioununm 3a
makcuiodanujaiHy Xxupyprujy Bojuomemmiuncke akajemuje y beorpany.

MenTopu:

BC npod. Topnama Illynuh, Memunuucku ¢akyarer BojHOMeIMIMHCKE aKaneMuje
Yuugepsurera oa0pane y beorpany,

BC npod. np Cpbomyd Crowmh, Memuuuncku dakyinrer BojHomeauimHcKe akajemuje
VYHuuBep3uteta oa0pane y beorpany.

Komiucuja 3a onieny 3aBpleHe JOKTOPCKe AHCepTallije HMEHOBAHA je Y CacTaBy:

1. BC mpod. np Pyxuna Kozomapa , penosuu npodecop, Yuusepsurer ondpase y beorpany,
Mennuuncks dakynrer BojHoMeIHIIHHCKe aKa/ileMH]e, MPeICeTHUK

2. BC mpod. np bucepka Bykomanosuh Byphesuh, Yuusepsuter onbpane y Beorpany,
Meuuuncku dakynarer BojuoMmeauinHeke akajaeMuje, diaH

3. Ilpo¢. np Butommp Koucrautunosuh, Vuusepsurer y Beorpany, Cromaronouiku
bakynrer - wian

4. BC npo¢. 'opnana lynuh, Yuusepsuter ondpane y beorpany. Memuunncku dakynrer
BojHoMenuuMHCKe aKajieMuje, YiaH,

5. BC npo¢. ap Cpbomy6 Crommh, Yuusepsuter oabpamne y Beorpany, Memniuuncku
(axynter BojHOMeMIIMHCKE aKaieMHuje, YiaH.

Ha ocHOBy anannse npujioikene JOKTOPCKE QHCEPTAlldje, KOMHCH]a 3a OLCHY 3aBpPIICHOT
JIOKTOPCKOT paja jeAHornacHo nojmock Hacrasno-nayunom sehy Meaununckor daxyirera
Bojuomenununcke akanemuje Yuusepsurera ondpaine y beorpany cienehu



HU3BELITAJ
A) Ilpuka3s caap:kaja 10KTOpPCKe JHCepTaLHje

Jloktopcka aucepranuja HanucaHa je Ha 80 crpaHa M noaesseHa Ha cheaeha
nornasba: YBoJ (30 cTpaHa), XMIIOTE3a H IIMJbEBH UCTpaXKMBama (2 CTpaHe), HCIIUTAHULM U
METO/I¢ HCTpaKuBama (4 crpane), pesynratu (15 crtpana), muckycuja (14 ctpana), 3aK/bydin
(1 ctpana) u auteparypa (9 crpana). YBoa je uiaycrtpoBaH ca 11 ciauka. Pesynraru cy
nokymeHToBaHM ca 15 tabena u 9 rpadukona. ¥ jaucepraiuju cy WHTHpaHu nojaud uz 177
pedepenuu. Pax no ctpykTyps HMa cBe elleMeHTe JOKTOPCKE JHucepTallHje.

Y NpHIOKEHOM JOKTOPCKOM paay HCTpa)KHBame ce (POKYCHpPaJo Ha IOBE3aHOCT
reHeTHUYKHX POMEHa y TyMop cymnpecopuma pS3, p21 u cycD1 ca KIMHHUKMM apamMeTpHMa,
NPOTHO30M W IPEIHKIMjOM OJroBOpa Ha XEMHOTEpanujy LUCIUIATHHOM KOJ| TalMjeHara ca
HPV- HeraTHBHMM OpaJHMM njaHouemysiaapHuM kapuuHomom (OCLILD). VYinpkoc MHOrHM
HUCTPaXKUBAIbUMa, TeHETHYKE I[IPOMEHE y TYMOp cyIllpecopuMa M HBHMXOBa IOBE3aHOCT ca
HACTAHKOM, METACTa3upPakbeM H OJIFOBOPOM Ha XeMHOTepalujy KoJji NnalujeHara ca OpajHHM
IUIAHOIIE/YJIADHUM KapIIHHOMOM je, HajBehuM JIeJIOM, HEJIOBOJbHO Pa3jalllbeH.

Y nornaspy yBoja jap JoBuh mnpyxka aerasbaH nperiie]l JA0CalallllbuX CazHamka o
OpaJIHOM IUIAHOLIETYJIaPHOM KapIHHOMY M TI'eHETHYKHM I[IpOMEHaMa Koje ce KOJ era
yodaajy. Opa/JHH IITaHOLCJIYJTapHH KapLMHOM je INeCTH KaplUMHOM M0 YYECTAJIOCTH KOJI
MyIIKapala H JeCeTH KOJ| *EHa, y pa3BMjeHHM 3emJbaMa, a Tpehu mo ydecranocTH Koun
MyLIKapana M 4YEeTBPTH KOJ JKCHA Yy 3emibama y passojy. loauuime ce, y CBeTy,
avjarHocTukyje oko 600000 HoBoOTKpHBEeHHX OOJeCHHKA ca KaplHHOMOM [JIaBe M Bpara H
JeYer-e€ OBOI KaplMHOMA je jajaH o7 HajBehux:u3a30Ba y MakcHIo(halHjalHO] XHPYPrHjH.
KapakTepuiue ra BUCOKa cTolna peliaIuBa 1 J0LIe PSKHBHABAILE.

Bume ¢akTopa ydecTByje Yy HAacTaHKy OpQJIHOr KapUHHOMAa M IOPEN CHHEPrHCTHUKOT
JeJI0Bama MyIIeHha | alkoxoa, Hehe CBY nyumayu 1 alkoXoJaudyapu JOOHTH KaplHHOM, ITO
yKasyje Ha BaXHOCT MHMBH/lyalHe TeHeTcke npeaucrnosunuje. OpaiHa kaHleporenesa je
CIIOJKEH M BHILECTEIEH NPOLEC Yy KOME JI0J1a3H /10 IPOTPECHBHOI aKyMYIHPamha MeHEeTHYKHX
npomeHa. JelHa OI OCHOBHHX OJUIHKA M YCIOBa MalurHe TpaHchopmauuje hennje je
MHAKTUBAllMja HETaTHBHHX peryinaropa henujcke npoiudeparije — TYMOP CYNPECOPCKHX
reHa TaykaCTHM MyTalujaMa, JelelijaMa W peapamKMmaHuMa rexa. Jemadn oj Hajoosbe
IPOYYEHUX TyMOp cymnpecopa je reH 3a nporeur p53 (TP53). 36or cBoje kibyuHe yiore y
peryiaauuju heamjeckor uMKIyca W amonTo3e HasBaH je “dyyBapeM reroma” u “hesujckum
yyBapeM Kanuje”. [lopen npuspemeHor 3aycrassbama henujckor nuukiyca Ha npenacky u3 Gl
y S ¢a3y, u onpehuBama nasber mpasua neode hemuje, 6un0 y cmuciy nonpaske omrehene
JAHK umu nporpecuje Ka anonTosu, p53, npeko peTHHOOIACTOMA TYMOP CYIPECOPCKOT 1MYTa,
MOJKe Jia Jiosee henuje y crambe NepMaHeHTHOI 3aycTaBibama hemujekor nukiyca. M name
HHje TayHO MO3HAT MeXaHH3aM Ha KOju HauuH heiuje osase 10 NPONa3HOT 3ayCTaBIbakba
henujekor nmkayca (checkpoint arrest) win 10 MpeBep3uOWIIHOr 3aycTaBibaiba heaujckor
HHKJTyca (Senescence) M Ha KOju HauMH p33 oapikasa To cTambe henuje. OH mpexacrasba jenan
o Hajuemthe MyTHpaHHX reHa Koj KapuuHoma. Iberosa Myranuja je OTKPHBEHA y BHIIE O]



50% xapuuHOMa KoJ JbyAu. Pazmuuutu oOnuuu henujckor crpeca, Kao mrto cy oumreheme
JIHK, okcuaatuBHO omiteherme, MPUCYCTBO aKTHBHPAHHX OHKOIEHa, XHIIOKCHja, J€jCTBO
LMTOTOKCHI[HUX-AHTHTYMOPCKHX arenaca, owrrehese JIHK YB u jonnsojyhum spauersem,
BeJIMKA KoJMuuHa (pakTopa pacrta M LIMTOKHHA, CTBAapajy CHTHale Koje MHTerpume nd3 u
omoryhasa henujama ma oarosope Ha pasnnunte obiuke ctpeca. OBy QyHKIH]y ocTBapyje
nenyjyhu Ha Benuku Opoj HHIBHHX TeHa.

p21 mnporeun, komupaH WAFI1/CIP renom je WHXMOMTOpP LMKIMH 3aBHCHHX KHHas3a,
HEONXOHMX 3a nponaraiujy heamjckor HHKIyca ¥ HHAYKYje 3aycTaBibame y G1/C Tauku
henujekor nukiyca. tberos HuBo ce HapounTo O6p30 nosehasa npu nejery X 3paka, ¥YB nin
JIpyrux Hokca koje mpooae no JIHA omrehema. [Topen 3aycraBibama henujekor nukiyca y
G1/S tauku, p21 yruue u Ha npenaz G2 y M fazu. LIUKIMHM Cy KJBYYHH peryJaTopH
henujckor ukyca koju omoryhaeajy pact Hopmaianux henuja, amu ¥ TyMmopekux henunja kon
opainnor kapuuHoma. [loctoje Tpu u3odopme mukiauna D: DI, D2 u D3, anu je camo DI
3HA4ajHO EKCIPHMHPAH y OpATHOM KapiuHOMY. MeXaHM3MH KOjH JleKe Y OCHOBH
npexkoMepHe ekcrpecuje mukauHa D1 Kox KapuUMHOMa YK/bydyjy aMIUIM(HUKalM]y reHa,
XPOMO3OMCKY ~ TpaHCIOKAllHjy M  MHUTOrGHy CTHMYJalHjy TPAHCKPHUIILMjE TeHa.
[Monumopdusmu nykieoruane cexsenle (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) y reny 3a
uukanH D1 cy HaheHH KOA OpalHHX KapLMHOMA W JIOBEJCHH Y Be3y ca ClpeyaBarbeM
nerpajannje unkand D1 nporenna. Ko ekcrniepuMeHTaIHHX JKUBOTHEGA, HEr0OBa IM0jauana
eKcrnpecuja, 3ajeHo ca ahyHKIHMOHATHHM P53, je Z0BOMIA 10 BPIO OP30r pa3Boja OpaaHUX
JIMCIIIa3Hja U IbUXOBE POTPECH]e Yy OPalHU KapuuHOM. [IpoTeKiMx roguHa ce y BEelMKOM
Opojy cTyauja ucTpakyjy momuMopdu3MH I'eHa Kao H3BOP I€HETHYKE NPEIMCIO3HIHU|e 3a
HACTAHAK ~ KOMIUIGKCHHX  OosiecTH, yK/byuyjyhu ©  pasnuudre TumosBe Tymopa.
[Tonmumopdusmu Hykneotuaue cexpeniie y renima CDKNIA i CCND nucy npoyyaBaHu Kojl
MannjeHaTa ca OpalHUM KaplUHHOMOM WJIM OMJIO KOJHM APYTHM KapIMHOMOM Y CPIICKO]
nonynauju. Menutusame Koje je crposeo ap JoBHh je NpOIEHHIO MOBE3aHOCT BapHjaHTH
rena rs1801270 u rs1059234 y CDKNIA u rs9344 y CCNDI ca pusukoM 3a opajiHH
TJIAaHOLETYIAPHH  KAPLHHOM, KIHHHYKO-NIATOJIOMIKHM KapakTepHCTHKaMa H IPOTrHO30M
nanMjeHara o0oJIe/IMX 01 OPATHOT KapLHHOMA.

Y nocajauimbuM HCNHMTHBAMMMA TOCTOje KOHTPAIAMKTOPHH PE3YITATH H 4ecTO HEI0CTaje
cBeOOYXBaTaH NPHUCTYI NPoOIeMy KOjH MOCMATpa reHeTHUKE MIPOMEHE Ha BHILIE Pa3IHUMTHX
reHa W FHXOB YTHUA] Ha PasBoj, TOK M MCXOJ JieYera OPAIHOr ILIAHOLENYJIAPHOT
KapLUHOMAa, a Ha ToMe je ap JoBuh Ga3upao cBOje HCTpaKUBakbLe.

Ha ocnosy naseznesor, ip Josuh je nocrasuo cienehe xunorese:

. Myrannje u nomumopdusmu y p53 reHy, kao M HOTAMOPHHUIMH Y p2l u cyceDI
FeHMMA, MOTY OMTH y BE€3H Ca €THOJOMIKUM (aKTOpHUMA, MyIeHmeM H YHOcoM Behe
KOJIMYMHE aJIKOX0J1a KOZ nauujenara ca HPV—HeraruBHUM opaiuuM KapimHOMOM.

2. T'enernuke mpomene y p53, p21 u cycD1 renuma mory GuTH Mapkep TOKa, HCX0j1a

OosiecTH W Jy)KMHE TpekHBbaBaiba naiMjeHata ca HPV-HeraTHBHHM OpaTHUM
KapLIHHOMOM.



[locToje pa3nHKe y YyUYECTaJlOCTH MeHETHUYKUX mpomena y p53, p21 u cycDI1 renuma
u3Mel)y manujeHara ca y3HanpeoBalIuM CTau]yMOM OpalHOT KapIHHOMa (CTaaujyM
IIT u IV ca meracrazama numQHUX 4BOpoBa, N+) y 0JHOCY Ha Mal{jeHTe ca paHUM
cragujymom 6onectu (Il cranujym, Oe3 Meractaza nUM(PHUX YBOpoBa, N-).

Myrtanuje 1 nomuMopdu3IMH Yy p53 reHy, kKao u nosuMopdusmu y pS53 u uyn/l1
TeHMMa MOTy OMTH MPEAUKTOpP OArOBOpa Ha XeMHOTepanujy uucmiaruHom HPV-
HETaTHBHUX OPAJTHUX KAPLMHOMA.

[Tatorene mytamuje TPS53 Mory Outn 00JbH NpEeJIHKTOP NPEKUBIBABakha U OAr0BOPA
Ha XeMHOTepanHjy mucmatuioM HPV—HerarnBHUX OpalHHX KapLUHHOMA Y OJIHOCY
na "enatorene TP53 myrauyje.

[Momumopdusmu y p21 u cycD1 remnma Mory OUTH y BE3H ca NPEIUCIO3ZHIIMJOM 34
10jaBy OpPaTHOT KapIHHOMA.

3a nposepy xumorte3e qeuHICcaHN cy cnenehu HH/beBH HECTPAKHBAKA!

OnpeouTH yUeCTAIOCTH MyTalldja ¥ pS3 reHy CEeKBEHUHpameM er3ona 4, 5, 6, 7 u §,
xoz 82 nauujenta ca HPV-HerarTuBHUM OpaJIHUM ILIAHOLETYJIAPHUM KaplHHOMOM.

YTBpauTH ydectanoctd 3 mnonumopdusma Real-time PCR meronom, rs1059234 u
rs3088440, y p21 reny (CDKNI1A), kao u nomumopdusma rs9344 y cycD1 reny, kox
rpyne ox 104 nauMjeHaTta ca OpajIHUM IUIAHONETYJApPHUM KapIMHOMOM, Kao H KO
107 ocoba koHTponHe rpyre, 3ApaBHX [aBaola KpPBH, 03 HCTOPHjE MAIMIHHX

'

00oJpema.

CrpatuduxoBatn myrauuje y TP53 reHy Ha HMCKO pH3HYHE/HENATOTCHE U BHCOKO
pu3nyHe/naToreHe n53 MyTalMje Ha OCHOBY FbHXOBOI KIIMHHUKOT 3Hayaja, Ha OCHOBY
noctynnux Oasa momaraka NCBI (National Center for Biotechnology Information)
(https://vvv.nebi.nlm.nih.gov/clinvar/) u oxrosapajyhux padyHapckmx nporpama 3a
aHaIH3y MyTallHja.

YTIBpAMTH MOBE3aHOCT OBMX TEHETHUKHMX NpomeHa y p33/p2l/cycD1 remmma ca
baxropuma pusuKa, roTHHaMa, MyIIEHEM H KOH3YMHPABEM aJIKOXOJIA.

yTBpiII/ITH MMOBE3dHOCT HCIHTHBAHUX TCHETHYKHX npoMEcHa Ca KIUMHUYKHM

NapaMeTpuMa, CTajHjyMOM OOIECTH, HYKICYCHHM H XHCTOJNOIIKHM TPagycoM H
HOJI&JIHUM CTaTyCOM.

YTBpOUTH IMOBE3aHOCT TE€HETHYKHX IIPOMEHA Y MCIHTHBAHUM TI'€HHMA ca TOKOM H
HCXO0Z0M 0O0JIECTH, OHOCHO €a YKYIIHHM IIPEKHBJHABAIHEM H BPEMEHOM [0 M0jaBe
OoJiecTH.

YTBPAMTH TOBE3aHOCT HCITHTHBAHUX TEHETHYKHX IMPOMEHA, MOCeOHO MaTOreHuX p33
MyTal#ja, ¢a OArOBOPOM Ha KOHKOMHTAHTHY XEMHOTEPAIIH]y LHCILIATHHOM Y OIHOCY
Ha [IalMjEeHTE KOJH je HUCY IPUMUIH.



8. YrBpauTu nosesanoct noaumopduzama y p21 u cycDI renuma ca npeaucno3HiinjoM
3a 1M0jaBy OpaJIHOr KapLHUHOMa, nopehemeM ca KOHTPOJHOM IPYNOM 3]paBHX ocoda,
0e3 HCTOpHje MATUTHUX 000 bEHbA.

V nornapby HCNHTAHUIK M_MeTo/le KaH/JWAAT Ha NpelM3aH HAUYHH [pPEeACTaBHO
NM3ajH MCTPAXKHBAMA: CTY/AH]ja je PETPOCHCKTHBHA KOXOpPTHa ca nepuojoM mnpahema
IpeXKuBIbaBakba 0e3 00JIECTH U YKYITHOT [1PEeKUBIbaBatba 01 MUHUMYM TPH I'OJIMHE.

Takohe je jacHO W geTa/bHO 00PA3/IOKHO METOIOJIOTH]Y HCTPa)XKHBama Koje je
CIPOBEJCHO Kao aKaJeMCKO W HeNpoQUTHO HCTPaKMBalbe INpeMa NpPUHHIMIHMa 100pe
KIMHHYKE MpaKkce ¥ XeJCHHIIKe Jekiapauuje. [lpe cnpoBohema cTyauje miaH U NPOTOKOI
HCTpaKHBamba Cy JI0CTaB/beHH HauiexkHoM Etuukom komutery BMA Koju je oatykom Opoj
162/2019, 01 26.12.2019., nao oao0pebse 3a ciipoBoheibe cTyauje.

YK/by4eHH Cy MmanujeHTH oda mona, crtapuju o 18 roauna, a maahu ox 80 ronmHa,
KOJ KOJHX jé KJIMHHYKHM H paaHorpa)CKuM Iperjie/MMa KOHCTATOBAH M MaTOXHCTOJIOUIKH
NOTBpPheH OpaiHH TIUIAHONETyJTapHH KapuuHoM. CBH IALMjEeHTH Cy JIHJarHOCTHKOBAHH,
omepucaHd H jeueHH y KimHuum 3a MakcunodauujanHy Xupyprujy BojHomemuumuHcke
akagemuje (BMA) y beorpan y mnepuony wusmehy 2015. u 2018. roaune. [Ipouena
onepaOUJIHOCTH BpIIEHA je€ Ha OCHOBY KJIMHHYKOI mperjiena, paaudorpaduje mayha,
KOMITjyTepH30BaHe ToMorpaduje riaBe U BpaTta M yJITpa3By4Hor npersieaa adgomena. Ko
CBHX IallMjeHara je paljeHa ekclM3Hja NPUMapHOT TyMOpa Y3 IUCEKIH]y BpaTta y 3aBUCHOCTH
01 KJIMHHYKOT W pamvorpadekor Hanaza. [TaTOXHCTONOMIKH €y TYMOpPH KiacH(pHKOBAHH
npema Baxkehoj pesusuju TNM knacudukanmje American Joint Committee on Cancer (AJCC
Cancer staging manual 8th Edition) u3 2018. roaune 1 AMepHYKOr yJpykera 3a rJiaBy
Bpat (American Head and Neck Society).

[IpennsHo cy AeHHUCAHN KPUTEPUJYMH 3a MCKJbYUHBakbe U3 cTyaHje: 1. mpeTxoaHo
OIIEPHCAHH MAJIMTHHUTET, OCHM 0a3olley1apHOr KapUHHOMAa KOKE 3a KOJH MOCTOjH J0Ka3 Ja
je pamMKaJHO ONepHCaH M He MHOCTOJH PEUMIHMB. 2. PECT WJIH PELUIHB NPETXOIHO
OINEPHUCAHOT TJIAHOLETYNapHOr KapLUMHOMA je3UKa M 110/l YCHE JyIUbE. 3. MpeolepaTuBHO
CIIPOBE/ICHA 3payHa U/MJIH XeMHOTEeparn#ja.

Crynujom cy obyxsahena 104 nanujenata oboeMX 04 OPAIHOr IJIAHOLEIYIaPHOT
KaplHHOMa, O Kojux je oko 2/3 (78) ca y3HanpeaoBaiMM CTaJHjyMOoM OOJIECTH.
[TocTonmepaTuBHO je, mpeMa HPOTOKOIY, CIPOBEjeHa 3pauHa Tepandja y no3u ox 60 Gy
(2Gy/nHeBHO), a 25 manujeHara je NPUMHUIIO TEpalMjy LHCILIATHHOM Y 1034 o1 100 mr/m2
TeJleCHE TOBPIIHHE Y JeAHOHEAC/bHHM IIHKIIyCHMA.

Ananusza cexkpeHuupawa TP53 je pahena kox 82 mnauujeHta ca OpajJHHM
IUTAHOLICITYJIApHHM KaplUMHOMOM, a aHaiu3a nonauMopdusama y p2l u cycD1 renuma je
pahena wHa mpommpenoj rpynu ox 104 manMjenta ca OpaJHUM IUIAHOLEIYJIAPHHM
KapIHHOMOM, 0l Kojux je 82 Owmio oOyxBaheHO aHaIM30M MYyTAllMOHOI cTaryca pS3.



Konrpony rpyny 3a asanusy nonumopduszama y p2l u cycDI1 rennma unnn 107 3apaBux
HCNIMTAaHUKa, oArosapajyhe crapocHe M mosiHe OHCTPHOYLMje, KOje HHCY HMMale OpajiHH
KapIHHOM HHUTH HEKO JAPYT0 MAJMTHO MITH CUCTEMCKO 000JbeHHe.

Opn 82 manujenara ca OpajlHMM IUTaHOLICITYJIapHUM KapIHHOMOM, 35 (42,7%) je Ouio
miahe ox 58 romuna, 58 (70,7%) cy Ommu myumkapuu, 57 (69,5%) je umano ucropujy Behe
KOoH3yMamuje ankoxona, 19 (23,2%) je umano II cragujym obosmema, nok je 63 (76,8) %)
uMaso yzuanpenonaine ctagujyme (111 u IV cragujym).

I'eneTHuke aHanu3e cy cnposejaeHe y OJCeKy 3a MOJICKYJICKY reHeTHKY, MHcTuTyTa
3a MEJUITHHCKA HCTpaxKuBamwa, BMA. Y3opuu TKHBA cy, 1o excrpakuuje JIHK, uyBanu Ha -
200 °© II. I'enomcka JIHK je usonopana pearencom TRI (Sigma-Aldrich, CAJl), npema
nportokoay npoussohaya. Yzopuu JIHK cy uyanu Ha -200 ° 1] no name ananuze. THITHO-
cneurpuyad PCR je xopuuihen 3a uaentudukanunjy sucokopusznyuux HPV tunosa 16, 18,
al; 33

W3 npukymbeHux OHONIOWIKMX y30pakKa, TYMOPCKOI TKHBa IallHjeHara ca OpaIHUM
IIAaHOLETYIapHUM KapuuHoMOM U nepudepHe KpBd H3 KoHTpoiaHe rpyne, JJHK je
nsosoBana nomohy Kiagen KlAamp Mini Kit (Kiagen, Hemauxa) u uysana na -40°L] no
nasbe ymorpebe. [lubaHo cekBeHLMOHHpame ersoHa 4-8 p53 je BpIIeHO amaparoM 3a
KanuiaapHo cexeHuupamwe ABI 3130 ayromaruzoBanoMm cekseniepy (Applied Biosystems,
YCA). Ilpajmepu erzona 4-8 cy npeysetu u3 The International Agency for Research on
Cancer (IARC) TP53 6aze. PCR je pahen xopuinhemwem Platinum Taq DNA Polymerase PCR
kuta (Life Technologies). AMIUIMKOHH Cy ceKBellMoHHpaHu Kopuiihewem BigDye terminator
cycle sequencing kuta. CeKBEIHOHHPAHH y30pﬁn cy a”Hanm3upanu y3 momoh GeneScreen
(http://dna.leeds.ac.uk/genescreen/), a HAKOH TOra BH3YETHOM HHCIICKIH]OM, IIPH Y€MY je Kao
pedepenna kopuwhen hgl9/GRCh37 (http://genome.ucsc.edu).

TP353 knacuduxanmja mytanmja je BpiIeHa npeMa HUXOBOM KJIMHHYKOM 3Hauajy. 3a
uHdopmanmje o maroreHuMm Mmyrtaumjama TPS53, reHeTckuM BapujantamMa ca KIHHHYKHM
3Hauajem, kopumhenn cy ClinVar 6aza National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) u web cepsep ammukauunja Simple ClinVar
(http://simple-clinvar.broadinstitute.org/). TP53 mMyrauuje cy kinacudukoBaHe Kao aToreHe u
HenaToreHe, Ha ocHoBy ClinVar 6ase u Simple ClinVar, kao 1 NpeTX0JHHX CTy/Hja Be3aHHX
3a KapIHHOM IyiaBe U Bpata. Missense, stop-gain, in-frame uncepuuje/neneunje, frameshift u
splice site TP53 myTauuje ca naToJOLIKHM HJIM BEPOBATHO MATOJIOMKHM 3HAdajeM Cy
Knacu(ukoBaHe Kao maToreHe mytaije. BepoBaTHo OEHHIHe, 3alTHTHE HJIH CBE OHE ca
HCH3BCCHHM 3Ha4ajeM Cy KJIacH(QHKOBaHE Kao HEmaTJIoKe MyTallHje.

Bapujante y reauma CDKNIA u CCNDI c¢y wuzabpane u3 0ase mojaraka
nojuMopdusama HyKJICOTHIAHE cekBeHme (eHriL. single-nucleotide polymorphism SNP)
npeMa y4ecTalocTd ajena u3Haja 1%, noTeHUHjaqHuM (QYHKUHOHATHMM e(eKTHMa Ha
EKCIIPECH]y I'€Ha, NPOTEHHCKE AKTHBHOCTH M CTAGMJIHOCTH, KA0 H MPETXOLHO CIPOBE/ICHUX
CTy/IHja TIOBE3aHOCTH y IpYruM nomyiauuijama. Onabpane BapHjanTe rena yayrap CDKNIA
(rs1801270, rs1059234) u CCNDI1 (rs9344) cy ICHOTHIIM3HpaHe KopuinhemeM



KOMEpLHjaJIHUX TecTtoBa reHotunu3ammje, 40xTagMan SNPs genotyping assay
(C_14977 20, C_7514111 10, C_744725 1) u 2xUniversal TagMan Master Mix (Applied
Biosystems, YCA) npema ynytcTBy npoussolaua. ['eHoTunusaumja je usBeaeHa y3 nomoh
Real-Time PCR 7500 (Applied Biosystems, YCA) nox cnenehum ycnosuma: 95°1] tokom 10
munyTa, 40 uukayca ox 95°1 tokom 15 ¢ u 60°L] Tokom 60 c. JloGujeHu pe3ysiratu aneiHe
quckpuMunaiuje ananusupanu cy CJ1C codreepom (B.2.3).

JloGujenu noxauu cy ananusupanu nomohy SPSS 20.0 software (IBM Inc., Chicago,
IL, YCA). Konturenuujcke tabene cy nodujeHe npumeHoM y2- tecta uiu Fisher-oBor tecra.
VKYIIHO NPEeKHB/bABAILE j€ PAYYHATO OJ1 JaTyMa MOCTaB/baka JHjarHo3e 10 CMPTHOI HCXO0/1a
u3 Omiio kor passiora. Kaplan-Meier-ove kpHBe Npe:KHB/baBama cy nopehene y3 nomoh long-
rank Tecra. Cox-0Ba NPONOPLHOHAIHA PErpecHOHa aHalM3a pu3Mka je KopuutheHa 3a
npoleHy HuBO pusmka (euri. hazard ratio, HR), ca untepBasiom nosepema 01 95% (95% CI).
Bapujabie, 3a Koje je y YHMBapHjaHTHO] aHaIM3W YTBphEHO Ia Cy 3HauajHe, YKbyuyjyhu u
OHE ca HUBOOM 3HauajHocTu ucrona 20%, cy mocie aHanusupaHe mMyiaTuBapujantHom Cox-
OBOM perpecHoHOM aHanu3oM. [ToBe3aHoCT je mocmarpaHa Kao 3HavajHa ako Cy 11 BpeAHOCTH
mame o 0.05. 3a yrBphuBambe €BEHTYAIHOI MOCTOjaba eMMCTATHYKE MHTEepaKIMje reHa W
reHeTHUKUX BapujaHTH KopuinheHa je Henapamerpujcka aHaiuza GMDR (Generalized
Multifactorial Dimensionality Reduction). I[Tomohy nporpama GMDR software, Bepsuja 0.9,
HICHTH(HUKOBAHE CY MHTEpaKije reHa W mnojumopduszaMa mo MOJENy KOjH je YKJbYYHO
pesneBaHTHE napaMeTpe (YKpIITeHA BalWAallMOHA KOH3HCTEHTHOCT (eHr. cross validation
consistency, CVC)), tectupame OanancupaHe moy3naHocTH (testing balanced accuracy,
TeBA), ucnpobasame Ganancupane noysaaHoctd (training balanced accuracy, TrBA)), a
BpeaHoCcTH BepoBaTHOhe Maibe 011 0.05 cy cMarpaHe 3Ha4ajHUM.

Y moriasjby pe3vJTATH, ayTop IpHKa3dyje AeTajbHO oOpaleHe mojatke M jacHoO
npejcTaB/ba cBe Jo0ujeHe pesyiTare.

JlucKycHja je HamWcaHa jacHO M IPErJIe[HO, Y3 YIOPEIHH TpPHKa3 I[10JaTaka M3
JMTEpaType H N00HjEHUX pe3yJiTata U3 JOKTOPCKE AUCEPTAIlH]e.

3ak/byuuu caxkeTo IpHKa3yjy HajBaXKHHje Halasze KOjH Cy NPOHUCTEKIH M3 pe3yJiTaTa
paza.

Jlnreparypa caapxu 177 pedepeniu.

b) Kparak onuc nocTurunyTux pesyJjarara

Kanjupaar y oBoM mornasjby jeta/bHO HpeACTaB/ba W ONMHCYje M00HjeHe pesylrare
KOjHU IIOKa3yjy:



1. ITatorene mytamuje TP53 Oune cy 3Ha4ajHO MOBe3aHe ca CTapolIily W BHCOKHM YHOCOM
ankoxona. JlokaaHo y3HanpeaoBaid TYMOPH HUCY UMaJH CTaTHCTHYKH 3Ha4ajHO Behy cromy
mytarja TP53 wnu natorene myrtanuje TPS53, y mopehemy ca MOYETHHM CTaIdjymMHMa
OpPATHOT TJIAHOLENYIIapHOT KapiuHoMa. MyTtamuje y er3ony 4 rena p53 Oune cy 3Ha4ajHO
[IOBE3aHe ca XMCTOJIOLIKUM H HYKJIEAPHUM IPajlycoM, 0K CY MYTalHje Y er3oHy 7 MoBe3aHe
ca nylIemeM Iurapera.

2. HPV-nerarusuu OCLL] naumjentd ca myrupanuM TP53 umanu cy TeHIeHUH]Yy Ka
JIOIIKjEM TIPEKUBIbABAY, 32 pa3uKy o/ nauujeHarta 6e3 TP53 myrauunja. Mehyrum, OCLL]
NalMjeHTH ca TaroreHuM Myrtarujama y TP53 umanu cy 3Ha4ajHO CMarbeHO YKYIIHO
npexupibaBame. Hemarorene wmyrtauuje TII5S3 Hucy Oune mnoBeszaHe ca YKYIHHM
npexuBijapadjeM naiujenara ca OCLILLL

3. V noarpymnu ox 25 mangjeHaTa KOjH Cy NPUMaJIH XeMHOTEpaIH]y, Kaaa cy y3ere y o03up
CBe MyTamuje p53, ctaTyc MyTaudje p53 Huje OMO IOBE3aH ca OJIrOBOPOM Ha XEMHOTEpAIH]y.
MelyTiuM, YKYNHO TpeXHBJbaBalke KOJ TallHjeHaTa KOjH Cy TNPHUMHIH XEMHOTEPAIHjy
UCIIaTHHOM OMII0 je 3HauajHo Kpahe 3a oHe ca matoreHUM MyTandjaMa pS3 y nopehemy ca
nauMjeHTHMa ca HemyTupanuMm (wild type; wt) p53. Hematorene myraumje TPS53 kox
nanMjeHara Koju cy NPHMHIH XEMHOTEpanujy IHMCIUIATHHOM HHCY Ouje IoBe3aHe ca
YKYIIHHM IPEKHBIjaBaHjeM y Hamoj koxopTd. OBH Halla3u yKasyjy Ha TO Jia je OAroBOp Ha
XEMHOTEpalH]y I[OBE3aH ca THIOM D53 MyTanuje W Ja Cy MalMjeHTH ca [aTOreHUM
MyTal#jama p53 NoKa3ald PE3HCTEHIM]y Ha XeMHOTEpaltjy Ha 0as3u IUIaTHHE, 3a pa3IuKy Ol
nalnujeHaTa ca HeMyTHpaHuM pS3. .

4. Cox-oBa perpecroHa aHalu3a je MOKas3ala Ja Cy BHCOKH YHOC alKOXOIa, CTAIHjyM,
BEJIMUHHA TyMOpa, HOJIHH CTaTyC M PELUIMBU BHCOKO IOBE3aHH ca mosehanum pu3HKOM
on kpaher npexuBsbaBara. J[ok Cy IanMjeHTH ca p33 MyTaunjama umanu nosehan pusmk of
kpaher npexuB/baBama, aad KOjH HHje JOCTHrao 3HAYajHOCT, MAIMjeHTH Ca [ATOreHHM
MyTalHjama p53 UManu Cy 3HauajHo NoBehaH PU3HMK OJ1 JIOUIEr MpexuBIhaBama. Bapujabie
3a Koje je yTBpheHO Na Cy CTATHCTHUKH 3HAYajHC Y YHMBApHjaHTHO] aHANM3H, YKIbYIyjyhu
Bapujabne ca HHBOOM 3HadajHocTH wmcmon 20%, J0JaTHO cy aHajli3upaHe y
MyITHBapHjaHTHO] COX-0BOj PerpecHoHoj aHaIM3u. My THBapUjaHTHA aHAH3a je OTKpHJIa
Jla Cy peIMINBH HE3aBHCaH MPOTHOCTHYKH (hakTop Kpaher NpekuBIbaBamba KO HCITHTHBAHE
rpyne OCLL| nauujenara, Mok ce ocrand (AKTOpH HHUCY HM3IBOJHIH KAo0 HE3aBHCHH
IIPEIMKTOPH NTPEIKUBIbABAHA.

5. YdecranocT reHoTuna u anena sapujante rs9344 rena CCNDI 3nauajo ce pasiauKoBaja
uzmehy OCLL nauujenata u kontponse rpyme. Hucy npumehere pasikke y JHCTpHOYIIM]jH
renorunosa 3a rs1801270 u rs1059234 y reny CDKN1A. Bapujante rena cy uconTHsaHe Ha
MOCTOjabe PaBHOTEXKE Be3aHOCTH oaHocHo Hardy-Weinberg ekvilibrijuma (HWE) y
ucnuTuBanuM rpynama. Huje 6uno ometymama ox HWE (P> 0,0,5), ocum y cayuajy
Bapujante CDKNIA rs1801270 y rpynu OCLIL] nauujesara.

6. Pesynratu nobujeHn aHamuszom npunaroljeHor oaHoca PH3HKa, KOJH je mpuiaarohen mosy
v crapocTu, nokasyjy ga je CCNDI rs9344 moesan ca npemucrmosuiujoM 3a OCIIL.



Xerepo3urotHd GA, kao W MyTtupaHd AA reHotun, OWJIM Cy HOBE3aHH ca moBehaHuM
puszukom 3a OCLIL y nopehemy ca wild typé GG. PenecuBHU TeHETHYKH MOJIET KOjH
TecTHpa MyTupaHu AA y oaHocy Ha komMOMHOBaHH XereposurotHu GA u wild type GG,
nokasyje nosesanocT ca nosechanum pusukom 3a OCIIIL. Huje nponahena mosesanocT y
JOMHHAHTHOM T€HETHYKOM MoJely. AHanuzupane BapujanTe rs1801270 u rs1059234 y reny
CDKNI1A Hucy 6une nopesane ca pusukoM 3a nojasy OCILILI.

7. YoueH je cTaTHCTHUYKH TpeH 3a Besy u3mely rs9344 sapujante rena CCNDI u crapocTh.
Hu 3a jenny Bapujabay (rojause, moJj, MylIemhe MUTapeTa U KOH3YMHpamhe aTKoXoja) HHje
npoHaleHa noBe3aHocT ca aHaiu3upanuM Bapujantama reiumMa CDKN1A u CCNDI.

8. CCNDI1 rs9344 moaen Bucokor pusuka 3a OCILL] unentudukosan je GDMR ananuzoMm u
BUCOKOPHU3HYHH T'€HOTHII je AA.

9. Hucy youeHe 3HauajHe pas3iMKe y YKYIHOM IIpeKUBJbaBamy H3Mely mnammjeHara ca
OCIIIl-om ca wild type, XeTepO3HrOTHHM H, MyTHPAHHM T'€HOTHIIOBHMAa HMCIIMTHBAHHX
BapujanTH rs1801270, rs1059234 u rs9344. Hucy npumehene pasjibke y npexuBibasamy 0e3
Oonecrn kona mnamujenatra ca OCILL ca wild type, XeTepO3HIOTHMM H MYTHPaHHM
renotunobuMa rs1801270 , rs1059234 u rs9344.

10. Huje Ouno 3HayajHUX pasaHKa Yy [pekuB/basamby H3Mely KOMOHHOBaHHX
XETEPO3HIOTHHX H MYTHPaHHX ICHOTHIIOBA y oaHocy Ha wild type cBuX aHanu3upaHux
BapujanTH y renuma CDKNIA u CCNDI. Hucy npumehene pasiuke y yKyImHOM
NpeXHBJbaBalby Kalla Ce yNope/e KPUBE MPEKUBIbaBaa MYTHPAHOT TeHOTHIIA Y OJIHOCY Ha
wild type u xeTepo3uror KOMOHHOBAHE 3a CBE aHAJU3UPAHE BapHjaHTe.

11. Ilpema pesynratuma Cox-0oBe aHa/in3e PH3HKA, KAO HE3ABHCHH MPOTHOCTHYKH (aKTOpH
ko OCLL naunmjeHara uiaeHTH(PHKOBAH je YHOC alKOX0Ja, XHCTOJOLIKH H HyKJIeapHH
rpafyc, CTaujyM, BeIMUMHA TYMOpa, TUMGOHOJAIHM CTATYC H PELIIHBH.

B) Ynopeana anaausa pesysirara JOKTOpCKe qucepTalije ca pe3y iTaTHMa u3
JUTepaType

Y mornaeby JAMCKYCHja KaHIMIAT CaapKajHO M KPUTHYKH carjeaaBa pesyiarare y
ckiany ca mocrojehum casmamuma QOOHMjeHMM aHAIH30M MOJATAKA M3 IUTepaTtype u3
00JIaCTH TEHETHYKHX MCHUTHBAMbA KO TMalHjeHaTa ca OpalHHM [IaHOLIETYIApPHHM
kapunHoMoM. HaunH nucama JIMCKYCHje M TIPHMEHGHH apryMEHTH jacHO TOKasyjy ga ap
JoBuh y motmynocTH Biaza npoGiieMaTHKOM KOjoM ce GaBH Tema JIOKTOPCKE JIMCEpTallH]e.
OBHM HCTpakHBarbeM J00MjeHM Cy MOJalu Oa OH maroreHe myrauuje TP53 y HPV-
neratusuuM OCLIL[ Tymopuma Morjie GUTH NPOTHOCTHYKH MapKep KOJH yKa3yje Ha kpahe
BpEMC YKYNHOT TIpekHBIbaBatba ¥ Ja HPV-weratupuu OCIII] nanujentu ca marorenom
mytanjom TPS3 Koju Cy NpUMHIM XeMHOTEpanHjy LHCILIATHHOM MMajy 3HAYajHO HHKY
CTOMy NpeKHB/BABalba Y OJHOCY HA NALMjeHTe KOjH HeMajy mnatorene myraumje TPS3.
Takole, 3nauajan je nponanasak na ce rs9344 Bapujanrta y CCNDI reny moxke cmaTtpatu
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MOTEHIH]jAIHUM MOJIEKYJIapHHM OHOMApKepoM 1oBehaHor pU3HKa 3a IPEUCIIO3HUIH]Y Ka
Pa3BOjy OpPaIHOI KapIIHHOMA.

V3aumajyhu y 003up 11a je OpaJlHH KaplHHOM XETEpPOreHO 000Jbehe ca BHCOKHM MPOLECHTOM
PELM/IHBA H HHCKOM CTOIOM IPEKHB/BABAILA, & TPA/AUIIMOHAIHA HAYHH [IPOLCHUBAA ITPEKO
TNM knacudukaiuje HeJOBOJbaH, 01 BEJIMKOr KIIMHUYKOI 3Hayaja je NpoHala3ak J0JaTHHX
MOJIEKYJIapHHX MapKepa, KOjU ce BUJE y pe3yiTaTHMa UCTpaKuBatbha, pu3HKa, TOKa H HCX0/a
Gonectn, koju Ou omoryhaBanu mnpaheme, ajekBaTHy IPOrHO3y, a 10 MOryhcrBy
JUKTHPTH W300p uHauBKayainHe tepanuje. [1o jocajaunsum cazHambiuMa NoJIMMOpOU3MH Y
reiuMa p2l u cycD1 10 cana HUCY MCTPaKMBAHM Kao MapKepH IPOrHo3e MJIM pH3HKa KOJl
maiyjeHaTa ca OpajJlHUM KapiuuHoMuMa y nonynauuju CpOuje. Mako cy y Buiie cryauja
aHanu3zupaHe Mytaudje pS3 reHa koa HPV-meraTuBHMX OpalHHUX KaplLMHOMA, HUje
IpUMEHHBAHA KIMHHYKA KIacH(UKalMja Ha NMaTOreHe M HelaTroreHe MyTallije Ha OCHOBY
HAJHOBHjUX JOCTynHUX 0aza nojaaraka, a kojy npenopyuyje NCBI. Kopenauuja natorenux
MyTanuja y pS3 reny ca cia0ujuM OJroBOPOM Ha XeMHOTEparujy HHCIUIATHHOM, Y OJTHOCY Ha
naiyjeHTe KOjH HUCY HUMaIH MYTalM)y Ha p53 reny, OM Moria Ja yKaxke Ha NpeIuKTHBHH
3Hayaj OBOT MapKepa M Ha MOryhHOCT MHIAMBHAyalM30BaHE XeMHOTEpalldje raiMjeHara Ha
OCHOBY HHXOBOI' T€HOTHIIA.

I') OGjaB/benn pajoBH U3 JIOKTOPCKe AHCEPTALIHje

1. Jovic S, Kozomara R, Stosic S, Jovandic S, Zeljic K, Supic G. Pathogenic tp53 mutations
influence chemotherapy response and survival rate of HPV-negative oral carcinomas.
Vojnosanitetski pregled, 2022 OnLine-First [ssue (00): 68-68
https://doi.org/10.2298/VSP200525068] M23; IF=0.168

2. Jovié S, Zelji¢ K, Ivkovi¢ N, Stefik D, Kozomara R, Stosic¢ S, Supic’ G. Cyclin D1 and p21
gene variants and oral squamous cell carcinoma risk and prognosis. Archives of Biological
Sciences. 2021; 73(4): p. 437-445. https://doi.org/10.2298/ABS210813037) M23; 1F=0.956.

) 3ak/byvak u npeajior

Kanmunar acucrent ap men. Cama Jouh ucnymasa cee yciose Koju oOyxsarajy
HanmMCcaHy MOKTOPCKY AMCepTauujy W 00jaB/beHE panoBe KOjU Cy M3 e NPOUCTEKITH Y
vaconucy u3 kareropuje M23 (mehynapoanu vaconmen) ca IF=0.168 u 1F=0.956 y kojuma je
KaHJIWJaT ayTop.

Hoxropeka auceprammja ,,[IOBE3AHOCT TEHETHUYKUX I[MPOMEHA V
TYMOP CYIIPECOPHUMA p53, p21 U cyeD1 CA KJIMHUYKUM ITAPAMETPHUMA,
INPOCHO30M MW MNPEJUKIUIOM OJI'OBOPA HA XEMHOTEPAIIUJY
HUCIUVIATHHOM KOJ IMAIMJEHATA CA HPV- HETATUBHHUM OPAJIHUM
IVIAHOHEJYJIAPHUM KAPLUIMHOMOMY npezcrasiba OpHIMHAllaH W aKTyejiaH



11

Hay4YHM paj M3 00JaCTH MOJIEKyIcKe Meauunne. McTpakuBaibse je CIpPOBE/ICHO peMa CBHM
HayeJaMMa eTHYKOI NPHCTYNAa M HaydHO-HCTpayKMBadykor pazna. Tesa je Hamucana jacHo,
CHCTEMATHYHO, CTYJHO3HO M 1eoBUTO. JIOOHMjeHM pe3y/NTaTH NpeacTaBibajy 3Ha4ajaH H
OpUTMHaNaH JIONPUHOC MCTPAKHBAIbY TEHETHUKHX MPOMEHA KOJI MalHjeHara ca OpalHHM
IUIAHOLIETYJIAPHUM KapLIUHOMOM.

Ha ocHOBY M3HETOT, uMajyhy y By HOCA/AlibU HAYYHH pajl KaHaua1aTa, KOMUCH]A
3aKJbydyje Ja JOKTOpcka aucepraumja aAp Josuha ucnymasa cBe npensuhene Kputepujyme
Koje aKaJeMcKa MpaKca 3aXTeBa, M Kao TaKBa, MPEJICTaB/ba 3Ha4ajaH JONPHHOC NPOYyYaBakby
y naroj obnactu. Byayhu na xampuaaT HeIymaBa cBe 3aKOHOM mpejsubene ycioBe 3a
onbpaHy JOKTOpCKe Jucepranuje, KOMMCHja jeanorjacHo npemanaxe Ondopy 3a
CHICLMjaIMCTHUKE M JIOKTOpCKe cTyauje MemuuuHckor Qakyirera BojHomeHLMHCKe
akajgeMuje YHHBEp3uTeTa 0J0paHe /@ M3BeLITaj NPUXBATH M 1pe/Uioku Hacrano-nayqHoM
Behy Memununckor ¢axyiareta BMA YO 1a oBaj paq npuxBaTH Kao 3aBplieHy JAOKTOPCKY
JMcepTalMjy Kanauara acucrenta ap me. Came Josuha u 0100pH jaBHy 010pany.

V beorpany 11.04.2022.
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