NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Naucnog veéa Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrZanoj dana
07.03.2016. godine, imenovana je komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije pod

naslovom:

,Uloga glutation transferaza kao biomarkera rizika za nastanak karcinoma jajnika”

kandidata mr sci. med Igora PljeSa, zaposlenog u Klini¢ko-bolnickom centru Zemun, kao
naCelnik Sluzbe za ginekologiju, primarijus, lekar specijalista ginekologije i akuSerstva,
subspecijalista onkologije. Mentor je prof. dr Milica Berisavac, a komentor je prof. dr Ana

Savic¢-Radojevic

Komisija za ocenu zavrsene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:

1. Dr Tatjana Simic, redovni profesor Medicinskog fakulteta, Univerzitet u Beogradu
2. Dr Tatjana Pekmezovic, redovni profesor Medicinskog fakulteta, Univerzitet u Beogradu
3. Dr Vladimir BoSkovi¢, profesor u penziji Medicinski fakultet, Univerzitet u Beogradu.

Na osnovu analize priloZzene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene

doktorske disertacije jednoglasno podnosi Naucnom vecu Medicnskog fakulteta sledeci

IZVESTAJ

A) Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija mr sci. dr Igora PljeSa napisana je na 123 strane i podeljena je na
sledec¢a poglavlja: uvod, ciljevi rada, materijal i metode, rezultati, diskusija, zakljucci i
literatura. U disertaciji se nalazi ukupno 20 slika, 23 tabele i 6 grafikona. Doktorska



disertacija sadrzi saZzetak na srpskom i engleskom jeziku, biografiju kandidata, podatke o

komisiji i spisak skracenica koriscenih u tekstu.

U uvodu je opisan karcinom jajnika, dati najnoviji epidemioloski podaci i definisani
potencijalni faktori rizika za nastanak karcinoma jgnika. Prikazana su i aktuelna saznanja o
karcinogenezi i genetici ovih tumora. Opisani su simptomi i klinika slika oboljenja, kao i
dijagnosticki i terapijski postupci koji se primenjuju u razliCitim stadijuma tumora. Posebna
paznja je posveéena patohistolodkoj klasifikaciji i histoloSkom gradiranju karcinoma jajnika,
kao i odredivanju stadijuma karcinoma jajnika, primenom FIGO sistema klasifikacije, prema
kriterijumima Medunarodne federacije za Ginekologiju i akuSerstvo (Federation of
Gynaecology and Obstetrics), zasnovanim na nalazima dobijenim u toku hiruske eksploracije.
Dat je i prikaz terapijskih protokola koji se koriste u leCenju ovog karcinoma, a ukazano je i
na znaCaj razvoja metoda rane dijagnostike malignih tumora jajnika, prvenstveno zbog
podmuklog toka bolesti bez simptoma u ranoj fazi i visoke stope smrtnosti. 1z tog razloga su
prikazani aktuelni trendovi skrininga karcinoma janika, ali i prepreke u njihovom
sprovodenju. Detaljno su opisane glutation transgferaze (GST), velika superfamilija enzima
koje ucCestvuju u reakcijama konjugacije ksenobiotika, ukljucujuci i antitumorske lekove, sa
glutationom. Opisana je i znaCajna genetska heterogenost unutar razlicitih klasa GST, koje
nastagju kao posledica genskih delecija ili polimorfizma jednog nukleotida, a dovode do
potpunog odsustva ili izmenjene aktivnosti GST, Sto dalje moZze uticati na sposobnost
biotransformacije kod pojednih osoba i Cini ih vise sklonim razvoju karcinoma. U uvodu
disertacije je dat pregled dosadasnje literature i predoCeno je da su odredene klase GST (M1,
T1, P1i O2) do sada ispitivane kao potencijalni pokazatelji rizika, dok uloga GSTA1 klase,
koja utiCe na Celijsku redoks ravnotezu, joS uvek nije potvrdena kod ovog karcinoma. Opisano
je da pored uloge koju GST mogu imati u podloZnosti za nastanak karcinoma, takode mogu
uticati i na odgovor na hemioterapiju, kao i na prezivljavanje. Istaknuto je da je od velikog
znacaja identifikacija podgrupa pacijenata, obolelih od karcinoma jgnika koji mogu koristiti
novotkrivene terapije prve linije, na osnovu njihovog kapaciteta detoksifikacije i sposobnosti
maksimalnog iskorisCavanja  primenjene  antitumorske terapije, a Smanjenja

farmakotoksi¢nosti.



Ciljevi rada su precizno definisani. Sastoje se u ispitivanju individualnog i
kombinovanog uticgja genskog polimorfizma GSTM1, GSTT1, GSTAL, GSTP1 i GSTO2 na
rizik za nastanak karcinoma jainika, kao i povezanosti prisustva razliCitih genskih varijanti
GST sa fenotipskom karakteristikama karcinoma jgnika. Takode, cilj rada je bio i da se
pokaze dali polimorfna ekspresija GST proteinaklasaM1, T1, Al, P1i O2 ima prognosticki
znaCaj kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika.

U poglavlju Materijal i metode, navedeno je da je za odredivanje polimorfizama
GSTM1, GSTT1, GSTAL, GSTP1 i GSTO2 izvedena studija sluCajeva i kontrola (eng. case-
control study) u koju su bile ukljuCene 103 pacijentkinje sa karcinomom jajnika, leCene u
Klinici za ginekologiju Klinicko-bolni¢kog centra Zemun-Beograd, u Institutu za onkologiju i
radiologiju Srbije i Institutu za onkologiju Vojvodine, i 178 kontrola. Studija je planirana u
skladu sa etickim standardima datim u Helsinskoj deklaraciji (prema revidiranoj verziji iz
1983. godine) i u skladu sa pravilima EtiCkog komiteta Medicinskog fakulteta u Beogradu.
Detaljno je opisana metodologija izolacije DNK iz periferne krvi, a u cilju odredivanja
polimorfizama GST. Pored toga, opisana je metoda za ispitivanje delecionih polimorfizama
GSTM1 i GSTT1 gena reakcijom lanCanog umnozavanja (engl. polimerase chain reaction,
PCR), kao i metode za odredivanje polimorfizami jednog nukleotida, analizom polimorfizma
duZzine restrikcionih fragmenata (eng. restriction fragment length polymorphism — PCR-
RFLP) za GSTAl gen, odnosno metodom gPCR (eng. quantitative Polymerase Chain
Reaction) za GSTP1 i GSTO2 gene. Prediktivha vrednost razliitin genotipova GST je
procenjivana Cox regresionim modelom, dok je Kaplan Meier analiza koris¢ena za
utvrdivanje razlika u prezivljavanju.

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

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

Zakljucci sazeto prikazuju najvaznije nalaze koji su proistekli iz rezultata rada.
Naime, dobijeni rezultati ukazuju da su Zene nosioci GSTT1-aktivnog genotipa u poveéanom
riziku za obolevanje od karcinoma jajnika u odnosu na zene sa GSTT1-nultim genotipom, Sto
se pokazalo jo$ vise ocigledno u podgrupi ispitanica sa pozitivnom porodicnom anamnezom,
kod kojih je i GSTO2-varijantni genotip prepoznat kao determinanta rizika. Kada je
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analizirana moguca povezanost tri GST genotipa (GSTT1-aktivni, GSTAl-aktivni i GSTP1-
referentni), koji se kada su u kombinaciji mogu dovesti u vezu sa rizikom za obolevanje od
karcinoma jajnika, ucestalost ovog kombinovanog genotipa je bila znaCajno veca kod
pacijentkinja sa karcinomom ovarijuma u odnosu na grupu kontrola. Pored toga, pokazana jei
povezanost distribucije GSTAL genotipova sa FIGO stadijumom karcinoma jginika, kao i da
GSTP1 polimorfizam moze imati prognostiCki znaCaj u ovom karcinomu. Koris¢ena

literatura sadrzi spisak od 334 reference.

B) Kratak opis postignutih rezultata

Ovo istraZivanje je pokazalo da nema znaCajne povezanost individualnih GSTM1,
GSTA1, GSTP1 i GSTO2 genotipova sa rizikom za nastanak karcinoma janika (p>0,05).
Medutim, Zene nosioci GSTT1-aktivnog genotipa su bile u 2-puta povecanom riziku za
obolevanje od karcinoma jajnika (95%Cl: 1,00-4,01, p=0,049), Sto je bilo jos ociglednije kod
pacijentkinja sa pozitivnom porodicnom anamnezom karcinoma, a kod kojih se i GSTO2-
varijantni genotip pokazao znaCajnim pokazateljem rizika (OR= 5,16, 95%CI: 0,99-26,89,
p=0,050). UcCestalost tri GST genotipa koji se, u kombinaciji, mogu dovesti u vezu sa rizikom
za obolevanje od karcinoma jgjnika (GSTT1-aktivni, GSTAl-aktivni i GSTP1-referentni) je
bila znatajno veéa u grupi pacijentkinja u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,042). Stavige,
pacijentkinje nosioci ove kombinacije genotipa su predstavljale preko 64% od ukupnog broja
pacijentkinja unutar bilo kog FIGO stadijuma. Kada je u pitanju individualna povezanost sa
agresivnoScu bolesti, samo se ucestalost GSTAL genotipova mogla dovesti u vezu sa FIGO
stadijumom karcinoma jajnika (p=0,047). Pokazano je i da pacijentkinje nosioci GSTP1
ValVal genotipaimaju znacajno krace preZivljavanje od nosilaca GSTP1-referentnog genotipa
(p=0,032).

C) Uporedna analiza doktor ske disertacije sa rezultatimaiz literature

Tokom godina izveden je veci broj istrazivanja koja su za cilj imala da se razjasni koji
genetski faktor bi mogao predstavljati okidaC za otpoCinjanje procesa kancerogeneze u

karcinomu jgnika. Nedavno su rezultati nekoliko istrazivanja ukazali na znaCaj



polimorfizama glutation S-transferaza, koje zbog svoje znacajne uloge u modulaciji bioloskih
efekata kancerogena, mogu uticati i na podlozZnost za nastanak karcinoma jajnika. Paznja je
posebno posvecena delecionim polimorfizmima glutation S-transferaza, GSTM1 i GSTT1, s
obzirom da kod nosilaca GSTM1-nultog i GSTT1-nultog genotipa postoji potpuno odsustvo
enzimske aktivnosti, a samim tim i smanjena sposobnost Celija da metaboliSu toksine (Hayesi
Strange, 2000). Medutim, postojeci rezultati o znaCaju ova dva polimorfizma u podloznosti za
nastanak karcinoma jajnika su prilicno nekonzistentni (Economopoulosi sar., 2010; Yini sar.,
2013; Xu i sar., 2014; Jin i sar., 2014). Rezultati dr Igora PljeSa o odsustvu povezanosti
GSTM1 genskog polimorfizma sa rizikom za nastanak karcinoma jajnika u populaciji Zena u
Srbiji su u skladu sa rezultatima meta-analiza koje su izuCavale povezanost delecionog
polimorfizma GSTML1 sa podloZzno$¢u za nastanak karcinoma jgjnika (Economopoulosi sar.,
2010; Yin i sar., 2013; Xu i sar.,, 2014; Jin i sar.,, 2014). Drugi najceSce ispitivani
polimorfizam GST je GSTT1, Ciji gen je prisutan u oko 80% populacije belaca, dok oko 10-
20 % uopsSte nema ovaj enzim, jer poseduje GSTT1-nulti genotip (Nelson i sar., 1995).
Frekvenca GSTT1-nultog genotipa u kohorti (26%) ispitivanoj u ovom radu je nesto visa u
odnosu na podatke koji su dobijeni kod belaca u srednjoj Evropi (18.1%) (Raimondi i sar.,
2006). Kada je u pitanju populacija pacijentkinja sa karcinomom jajnika, rezultati ove
doktorske disertacije su pokazali da su Zene nosioci GSTT1-aktivnog genotipa u znacajno
povecanom riziku za obolevanje od karcinoma jajnika. Pomenuti rezultat moZe delovati
kontradiktorno, imajuéi u vidu da veci broj kancerogena prisutnih u izduvnim gasovima i
duvanskom dimu pripadaju grupi supstrata GSTT1 (Meyer i sar., 1991; Hayes i Strange,
2000). Medutim, postoje jasni dokazi koji govore u prilog znacajne uloge koju GSTT1 enzim
moze imati u bioaktivaciji, umesto u detoksikaciji, odredenog broja bifunkcionalnih
alkiliraju¢ih agenasa koji su prisutni u sredinskom zagadenju i nekim profesionalnim
hazardima (Their i sar., 1996). Kao posledica procesa bioaktivacije nastaju potentni elektrofili
koji mogu modifikovati DNA i potencijalno su genotoksicni (Their i sar., 1996; Sherratt i sar.,
1997). Upravo zbog toga, rezultati istrazivanja dr lgora PljeSa su u saglasnosti sa rezultatima
Sgambata i saradnika (2002), koji su pokazali da se GSTT1-nulti genotip moze dovesti u vezu
sa smanjenim rizikom za nastanak karcinoma (Sgambato i sar., 2002). Do sada su opisana 2
SNP-a (eng. single nucleotide poymorphism) u okviru GSTP1 gena, od kojih paznju
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istrazivacCa viSe privlaci prvi tip SNP-a (rs1695) koji u osnovi ima zamenu A (adenina) u G
(guanin) na 313bp na kodonu 105 (GSTP1 A1578G, Ile1l05Val). To za posedicu ima zamenu
amino kiseline izoleucina (lle) valinom (Val) (Watson i sar., 1998), Sto moze uticati kako na
katalitiCku, tako i na nekataliticku aktivnost ovog enzima (Watson i sar., 1998; Thévenin i
sar., 2011). Naime, svojim nekatalitickom aktivno$¢u, GSTP1 znaCajnu ucestvuje u regulaciji
signalnih puteva ukljucenih u proces apoptoze (Tew i sar., 2011). Pokazano je da prisustvo
specificnih genskih varijanti GSTP1 moze uticati na stepen interakcije izmedu GSTP1 i ¢c-Jun
N-terminalne kinaze (JNK), proapoptotskog Clana signalne kaskade mitogenom-aktiviranih
protein kinaza (MAPK). Na taj naCin, zamena aminokiseline izoleucina (Ile) valinom (Val) na
poziciji 105, moZze modifikovati GSTP1-posredovan inhibitorni efekat aktivnosti JNK.
Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali povecanu podloznost za karcinom jajnika kod
Zena nosilaca GSTP1*lle (referentnog) alela, dok je pokazan Sestostruko povecan rizik od
karcinoma jajnika kod Zena nosilaca kombinacije “rizicnih” genotipova (GSTT1-
aktivni/GSTP1*Ile), Sto veoma verovatno ukazuje na sinergisticki efekat ovih genotipova u
procesu kancerogeneze kod pacijentkinja sa karcinomom janika. Uloga polimorfizma
GSTA1 u proceni rizika za obolevanje od karcinoma jgnika je po prvi put ispitivana u
doktorskoj disertaciji dr Igora PljeSa. Ova polimorfizam je predstavljen sa tri povezana
polimorfizma pojedinacnih nukleotida, koji za posledicu imaju razliCitu ekspresiju sa
smanjenom transkripcionom aktivniS¢u varijante GSTAL1*B u odnosu na uobicajeni GSTA1*A
ad (Mcllwain i sar., 2006). Mada dobijeni rezultati nisu pokazali znaCajnu individualnu
povezanost polimorfne ekspresije GSTAL sa rizikom za obolevanje od karcinoma janika,
iznenadujuce, u kombinaciji sa drugim “rizicnim” GST genotipovima (GSTT1-aktivni,
GSTP1-referentni i GSTA1-aktivni), dobijena je kombinacija genotipova koja je bila prisutna
kod Cak 72% od svih pacijentkinja sa karcinomom jajnika koje su ukljucene u istrazivanje.
Stavie, nosioci ove kombinacije su prestavljali vise od 64 % od ukupnog broja ispitanica
unutar bilo kog FIGO stadijuma, ukuzujuci na povecanu podloZnost za hemijski-indukovanu
kancerogenezu kod ovih osoba. Samim tim, moze se pretpostaviti da varijantna ekspresija
GST usled genetskog polimorfizma verovatno utiCe na proces kancerogeneze u karcinomu
jainika i na tg nacin doprinosi individualnoj podloznosti za obolevanje od ovog karcinoma.

Pored toga, interesantno je da kada je ispitivana individualna povezanost sa agresivnoS¢u
6



bolesti, samo se ucCestalost GSTA1 genotipova mogla dovesti u vezu sa FIGO stadijumom
karcinoma jgjnika (p=0.047). Kod GSTO2 rs156697 polimorfizma jednog nukleotida promena
nastgje u okviru egzona 4, na nukleotidu 424, gde adenin (A) biva zamenjen guaninom (G),
Sto vodi supstituciji asparagina (Asn) aspartatom (Asp) u aminokiselini 142 (*N142D).
Genotip A/A je prisutan u oko 59% populacije, A/G u oko 37%, a G/G u oko 4% populacije
(Marahatta i sar., 2006). Do sada je udruzenost ovog polimorfizma sa rizikom za nastanak
karcinoma jajnika odredivana u svega nekoliko studija, ai sa nekonzistentnim rezultatima. U
ovom istrazivanju, bolesnice nosioci GSTO2* G/G varijantnog genotipa bile su pod 2,44 puta
veéim rizikom za nastanak ovog karcinoma u poredenju sa nosiocima referentnog genotipa,
iako dobijeni rezultati nisu bili statistiGki znacajni. Sta vise, Zene sa pozitivnom porodi¢nom
anamnezom karcinoma, koje su nosioci GSTO2-varijantnog genotipa su bile pod 5,16 puta
vecim rizikom za obolevanje od karcinoma jajnika. Rezultati ove doktorske disertacije su u
saglasnosti sa rezultatima Pogstaporna i saradnika koji su pokazali da su Zene nosioci G alela
u 1,73 puta pove¢anom riziku za obolevanje od carcinoma jajnika (Pongstaporn i sar., 2006).
S obzirom na vaznu antioksidatnu ulogu GSTO2-2, izmenjena aktivnost ovog enzima bi
mogla dovesti do interindividulanih razlika prilikom detoksikacije slobodnih radikala
prisutnih u duvanskom dimu, kao i profesionalne izloZenosti kancerogenima.

Nezavisno od uticgja koji moze imati na podloznost za obolevanje od karcinoma
jainika, vazno je napomenuti da polimorfna ekspresija glutation S-transferaza moze uticati
kako na prognozu, tako i na efikasnost primenjene hemioterapije kod pacijentkinja sa
karcinomom jginika. Naime, Khrunin i saradnici (2010) su pokazali da je GSTP1*1le105Val
polimorfizam znaCano povezan sa preZivljavanjem (eng. progression-free survival) (Khrunin
i sar., 2010). U istrazivanju dr Igora PljeSa, pokazano je da prisustvo GSTP1*ValVal genotipa
znaCajno utice na prezivljavanje pacijentkinja sa karcinomom janika. Naime, pacijentkinje
nosioci ovog genotipa su imale znatgjno krate prezivljavanje u toku perioda pracenja od 36
meseci, Sto je u skladu sa rezultatima drugih studija (Howelles i sar., 2004; Khrunin i sar.,
2010). Moguce objasnjenje kraceg prezivljavanja kod pacijentkinja koje su nosioci GSTP1
ValVal genotipa jeste Cinjenica da kao posledica veéeg stepena interakcije sa JNK, ova genska
varijanta mozZe imati izraZeniji antiapoptotski efekat, dalje utiCuCi na progresiju bolesti
(Thevenin i sar., 2011). Pored toga, vetina pacijentkinja sa karcinomom jajnika ukljucenih u
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ovo istrazivanje, nosilaca GSTT1-aktivnog, kao i GSTO2*G/G varijantnog genotipa je
preminula u toku trogodisSnjeg pra¢enja. Jedno od potencijalnih objasnjenja prognostickog
znalaja ovih polimorfizama, pored ve¢ navedenih uloga u apoptotskim procesima,
antioksidantnoj odbrani i regulaciji redoks ravnoteze, nalaze se u rezultatima posednjih

istrazivanja, koji pruzaju dodatnu potporu ulozi zapaljenskog procesa u ovom tumoru.

D) Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktor ske disertacije
Pljesal, Berisavac M, Simic T, Pekmezovic T, Coric V, Suvakov S, StamatovicLj, Matic M,
Gutic B, Milenkovic S, Pljesa-Ercegovac M and Savic-Radojevic A. Polymorphic expression
of glutathione transferases A1, M1, P1 and T1 in epithelial ovarian cancer: Serbian case-
control study. JBUON 2016; in press (M23, IF: 0,741)



E) ZakljuCak (obrazlozenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ,,Uloga glutation transferaza kao biomarkera rizika za
nastanak karcinoma jajnika” kandidata mr sci. med dr Igora PljeSa predstavlja originalni
naucni doprinos u razumevanju uloge glutation transferaza u nastanku i progresiji karcinoma
jainika. Prikazani rezultati ukazuju na to da polimorfizam glutation transferaza moze imati
znaCajnu ulogu kako u proceni rizika, tako i u prezivljavanju pacijentkinja sa karcinomom
jagnika. Rezultati ove doktorske disertacije bi, pored razjaSnjavanja veze izmedu
polimorfizama glutation transferaza i kancerogeneze tumorajajnika, mogli da ukazu i na nove
moguce strategije u terapiji karcinomajajnika kroz individualni pristup bolesnicama.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima nauc¢nog istrazivanja.
Ciljevi su bili precizno definisani, naucni pristup je bio originalan i pazljivo izabran, a
metodologija rada je bila savremena. Rezultati su pregledno i sistematicno prikazani i
diskutovani, a iz njih su izvedeni odgovarajuci zakljucci.

Na osnovu svega navedenog, i imaju¢i u vidu dosadaSnji naucni rad kandidata,
komisija predlaze Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati
doktorsku disertaciju mr sci. med dr Igora PljeSa i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja
akademske titule doktora medicinskih nauka.

U Beogradu, 18.05.2016. godine

Clanovi Komisije: Mentor:
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Prof. dr Tatjana Pekmezovi¢ Komentor:

Prof. dr Ana Savi¢-Radojevié¢
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