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REZIME

POVEZANOST RIZIKA | PROGNOZE BOLESNIKA SA KARCINOMOM
PROSTATE LECENIH RADIKALNOM PROSTATEKTOMIJOM I ZRACENJEM

SA POLIMORFIZMIMA GENA ZA GLUTATION TRANSFERAZE

Cilj: Citosolna familija enzima glutation transferaza (GST) ostvaruje plejotropnu ulogu u
nastanku, progresiji 1 hemorezistenciji razli¢itih solidnih tumora. MozZe se pretpostaviti da bi
polimorfizmi GSTM1, GSTT1, GSTP1, GSTO1 i GSTO2 gena mogli doprineti nastanku i
progresiji karcinoma prostate. Cilj ove studije je bio razjasnjavanje pojedinac¢nog i
kombinovanog efekta sest GST polimorfizama, uklju¢uju¢i GSTM1 i GSTT1 delecione, kao i
GSTP1 (rs1695 i rs1138272), GSTO1 (rs4925) i GSTO2 (rs156697) polimorfizme u
ukupno prezivljavanje ovih bolesnika.

Materijal i metode: Genotipizacija je izvedena kod 237 bolesnika sa karcinomom prostate i
236 kontrola uparenih po godinama koriS¢enjem multipleks PCR za delecione GST
polimorfizme i kvantitativni PCR za polimorfizme izmene jednog nukleotida. Efekat GST
polimorfizama u proceni predikcije mortaliteta je analiziran Koks regresionim modelom, dok
je Kaplan-Majer analiza kori$¢ena za utvrdivanje razlika u prezivljavanju.

Rezultati: Nasi rezultati su pokazali da su homozigotni nosioci oba varijantna GSTO1*A/A i
GSTO2*G/G genotipa u povecanom riziku za nastanak karcinoma prostate. Analizom
haplotipa je potvrdeno da je H2 haplotip (GSTO1*A/GSTO2*G) visoko rizi¢an. Pored toga,
pokazano je da su nosioci bar jednog od varijantnih GSTP1*Val (rs1138272) ili GSTP1*Val

(rs1695) alela u povecanom riziku za razvoj ovog karcinoma u poredenju sa nosiocima



referentnih alela (OR = 4,93; 95%CI: 2,89-8,40; p < 0,001 odnosno OR =1,8; 95%Cl: 1,19-
2,73; p=0,006). Pokazani rizik je bio izrazeniji kod nosilaca GSTP1*C haplotipa (GSTP1*Val
rs1695/GSTP1*Val rs1138272) (OR = 5,46; 95%CI=2,56-11,65; p<0,001). Regresionom
analizom kumulativnog efekta rizi¢nih genotipova (GSTM1-aktivni, GSTT1-nulti, GSTP1*Val
rs1695 i GSTP1*Val rs1138272) dobijen je povecani rizik za nastanak karcinoma prostate, koji
je bio 3,65 puta povecan kod nosilaca dva rizi¢na genotipa (95%CI=1,55-8,61; p=0,003), do
oko 12 puta kod nosilaca sva Cetiri rizi¢na genotipa (95%CI=3,05-44,93; p<0,001), sto upucuje
na potencijalni znacaj ovih genetskih varijanti u riziku za nastanak karcinoma prostate.
Prognosticki znacaj polimorfizama GSTM1, GSTT1, GSTO1 i GSTO2 gena nije pronaden u
nasoj kohorti bolesnika sa karcinomom prostate. Medutim, krace prezivljavanje je dobijeno
kod nosilaca GSTP1*T/T (rs1138272) genotipa u poredenju sa nosiocima bar jednog
referentnog alela. Pored toga, prisustvo GSTP1*T/T genotipa je predstavljalo Cetiri puta veci
rizik za mortalitet kod ovih bolesnika.

Zakljucak: Efekti brojnih polimorfnih gena za glutation transferaze, posebno GSTP1 i GSTO
polimorfizama upucuju na znacajnu ulogu interakcija gena u podloZznosti za nastanak
karcinoma prostate. Ova studija je takode ukazala na znaCajnu prognosticku ulogu GSTP1
rs1138272 polimorfizma.

Kljuc¢ne redi: karcinom prostate, GST, polimorfizam, haplotip, rizik, prezivljavanje

Nau¢éna oblast: Medicina

UZa naucna oblast: Rekonstruktivna hirurgija

UDK broj: 616.65-006.6-08-037(043.3)



ABSTRACT

RISK AND PROGNOSIS OF PROSTATE CANCER PATIENTS TREATED WITH
RADICAL PROSTATECTOMY AND RADIATION IN RELATION TO

GLUTATHIONE TRANSFERASE POLYMORPHISMS

Purpose: Considering pleiotropic roles of cytosolic glutathione transferase (GST) family of
enzymes in development, progression and chemoresistance of various solid tumors, we
hypothesized that polymorphisms in GSTM1, GSTT1, GSTP1, GSTO1 and GSTO2 genes might
contribute to prostate cancer (PC) development and progression. The aim of the study was to
elucidate the independent and combined effect of six different GST polymorphisms, including
GSTM1 and GSTT1-deletion polymorphisms, as well as, GSTP1 (rs1695 and rs1138272),
GSTO1 (rs4925) and GSTO2 (rs156697) polymorphisms in susceptibility to prostate cancer,
along with their modifying effect on the overall survival in these patients.

Methods: Genotyping was performed in 237 PC cases and 236 age-matched controls by
multiplex PCR for deletion GST polymorphisms and quantitative PCR for single nucleotide
polymorphisms (SNPs). The effect of GST polymorphisms on predicting mortality was
analyzed by the Cox proportional hazard models, while Kaplan-Meier analysis was performed
to assess differences in survival.

Results: We found that homozygous carriers of both GSTO1*A/A and GSTO2*G/G variant
genotypes are at increased PC risk. This was further confirmed by haplotype analysis, showing
H2 haplotype (GSTO1*A/GSTO2*G) as a high-risk combination. Moreover, carriers of either
GSTP1*Val (rs1138272) or GSTP1*Val (rs1695) variant alleles had increased PC risk in
comparison to those with both referent alleles (OR = 4.93, 95%CI: 2.89-8.40, p < 0.001 and

OR = 1.8, 95%CI: 1.19-2.73, p=0.006, respectively). This risk was even more potentiated in



carriers of GSTP1*C haplotype (GSTP1*Val rs1695/GSTP1*Val rs1138272) (OR = 5.46,
95%CI =2.56-11.65, p <0.001). A regression analysis on the quantity of risk-associated alleles
per individual (GSTM1*active, GSTT1*null, GSTP1*Val rs1695 and GSTP1*Val rs1138272)
exhibited a significant increase in PC risk, from 3.65-fold in carriers of two risk alleles (95%ClI
=1.55-8.61, p = 0.003) to an approximately 12-fold increase in carriers of all four risk alleles
(95%C1=3.05-44.93, p< 0.001), signifying a probable role of those variants in PC
susceptibility. Prognostic relevance of polymorphisms in GSTM1, GSTT1, GSTO1 and GSTO2
genes was not found in our cohort of PC patients. However, shorter survival was found in
carriers of GSTP1*T/T (rs1138272) genotype compared to those carrying at least one referent
allele. In addition, presence of GSTP1*T/T genotype independently predicted four-fold higher
risk of overall mortality among PC patients.

Conclusions: The effect of multiple glutathione transferase (GST) polymorphic genes,
especially GSTP1 and GSTO emphasizes the important role of gene-gene interactions in
susceptibility to prostate cancer development. This study also revealed substantial prognostic
role of GSTP1 rs1138272 polymorphism in this cancer.

Key words: prostate cancer, GST, polymorphism, haplotype, risk, survival

Scientific field: Medicine

Scientific subfield: Reconstructive surgery

UDK number: 616.65-006.6-08-037(043.3)
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1. UvOD

1.1. Epidemiologija karcinoma prostate

Karcinom prostate predstavlja drugi po ucestalosti dijagnostikovan malignitet kod
muskaraca u svetu, a tokom 2020. godine broj novootkrivenih tumora prostate je bio preko
milion (incidenca- 1 414 259) (Slika 1). U Evropi je na prvom mestu, sa ukupnom ucestalosc¢u-
473 344, dok je u Republici Srbiji prema poslednjim podacima iz 2020. broj novoobolelih od
tumora prostate iznosio 3183 (Sung H. i sar, 2021).

Tumori prostate i pored velike uc¢estalosti, ne predstavljaju grupu tumora koja dovodi
do najveceg broja smrtnih ishoda; po broju umrlih godi$nje nalaze se iza tumora kolona, kao i
iza mnogo redih tumora pankreasa (Ferlay J. i sar, 2018). Preko 90% pacijenata sa karcinomom
prostate se dijagnostikuje u ranom stadijumu. Zbog spore progresije karcinoma prostate,
najvedi broj smrtnih ishoda, u okviru 15 godina od inicijalne dijagnoze je uzrokovan drugim

uzrocima, a ne kao posledica primarnog tumora (Popiolek M. i sar, 2013).

Prostate

Northern Europe Ireland |-- 83.4
Western Europe 776
Caribbean 2 279
Australia/New Zealand
Northern America
Southern Africa
South America
Southern Europe
Micronesia/Polynesia
Eastern Europe
Central America
Middle Africa
Melanesia
Western Africa
Western Asia
Eastern Africa } 16.3--1 Zimbabwe
Eastern Asia
Northern Africa
South-Eastern Asia
South Central Asia

Age-standardized (W) rate per 100,000

incidence | Vortality

Slika 1. Standardizovana stopa incidencije i mortaliteta za karcinom prostate u svetu u 2020.
godini (slika preuzeta iz Global cancer statistics 2020: GLOBOCAN)
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Tumori prostate su histoloski gotovo potpuno adenokarcinomi, nastali iz epitelnih ¢elija
prostate, u preko 90% slucajeva su acinarni, dok su duktalna komponenta prisutna u oko 5%
(2,6-6,3%), a Cisto duktalni su jos redi slucajevi (1,3%) (Zhou M. 2018; Baig FA. i sar, 2015).
Lokalizacija karcinoma je prisutna ¢ak do 80% u perifernoj zoni prostate (Guzman JA. i sar,

2019).

1.2. Etiologija karcinoma prostate

lako sam inicijalni faktor koji dovodi do nastanka karcinoma prostate nije sasvim jasan,

zna se da udruZeno u nastanku deluju i genetski faktori, kao 1 faktori iz spoljasnje sredine.

1.2.1. Androgeni

Poznato je da su androgeni neophodni za rast i razvoj prostate, pa je i izloZenost
androgenima neophodan korak u nastanku samog karcinoma. Grupa istraZivaca je 2008. godine
analizom preko 18 studija sa viSe od 3000 pacijenata sa dijagnostikovanim karcinomom
prostate je pokazala da ne postoji direktna veza nivoa testosterona, kao i dihidrotestosterona
(DHT), dehidroepiandrosterona (DHEA), estradiola, androstenediona sa rizikom za nastanak
karcinoma prostate (Roddam AW. i sar, 2008). S druge strane, kada u prostati ve¢ postoji

maligna alteracija, androgeni stimuliSu aktivnost i deobu malignih ¢elija (Pej¢i¢ T. i sar, 2014).

1.2.2. Starost

Godine su najbitniji predisponirajuéi faktor za nastanak karcinoma prostate, pri cemu
se ovaj karcinom retko pojavljuje kod muskaraca mladih od 50 godina (Pej¢ic¢ T. i sar, 2014).
Prosecna starost dijagnostikovanja je 68 godine, pri ¢emu je 63% dijagnostikovanih karcinoma
prostate iznad 65 godina (Ries LAG. 2018) Kod crnaca i kod muskaraca koji imaju bliskog

srodnika obolelog od karcinoma prostate, rizik raste posle 40. godine (Perdana NR. i sar, 2016).



1.2.3. PusSenje

Pusenje moze predstavljati jedan od znacajnih faktora rizika, primarno zbog prisustva
kadmijuma u duvanskom dimu, koji povecava nivoe androgena u cirkulaciji, dovodec¢i do
oksidativnog stresa, posledicno i do povecavanja rizika za nastanak karcinoma prostate
(Bostwick DG. i sar, 2004; Huncharek M. i sar, 2010; Nock NL. i sar, 2006). Prema rezultatima
meta analize iz 2014. godine pusenje povecava rizik od umiranja od karcinoma prostate (Islami

F.isar, 2014).

1.2.4. Alkohol

Povezanost upotrebe alkohola i karcinoma prostate nije jasno utvrdena, prema
studijama iz 2005. godine ne postoji povezanost upotrebe alkohola i pojave karcinoma prostate
(Schoonen WM. i sar, 2005), dok je u ispitivanjima iz 2016. godine pokazano da povecana
upotreba, ali i potpuna apstinencija od unosa alkohola povecavaju rizik ali i specifi¢ni
mortalitet od karcinoma prostate, pri cemu je ovaj odnos dozno zavisan (Dickerman BA. i sar,

2016; Zhao J. i sar, 2016).

1.2.5. Gojaznost

Gojaznost, definisana kroz povisen indeks telesne mase (eng. body mass index, BMI)
predstavlja faktor rizika u nastanku karcinoma prostate. ViSak masnog tkiva pored toga Sto
predstavlja energetski rezervoar, ujedno je i znacajan endokrini organ koji proizvodi citokine 1
supstance slicne njima (faktor nekroze tumora, TNFa, transformisu¢i faktor rasta, TGFp 1 dr.)
kao znacajne markere oksidativnog stresa (Furukawa S. i sar, 2004). U gojaznosti, poremecaj
koncentracije hormona u cirkulaciji mozZe imati uticaj i na onkogenezu ( Mcbride RB, 2012).

U studiji koja je ispitivala povezanost komponenti metabolickog sindroma 1 rizika za nastanak



karcinoma prostate, uoc¢eno je da je obim struka iznad 102 cm povezan sa znacajno povisenim
rizikom za nastanak ovog karcinoma. Korekcija ishrane i povecana fizicka aktivnost, kao
modifikacija zivotnih navika, dokazano dovode do smanjenja rizika za nastanak karcinoma
prostate (Esposito K. i sar, 2013).

Brojni sastojci hrane, prema rezultatima viSe studija, dovode se u vezu sa nastankom
karcinoma. Najjasnija potvrda toga je pokazana kroz starije studije koje su ispitivale incidencu
karcinoma prostate u prvoj generaciji migranata iz Kine i Japana u SAD ( Muir CS. i sar,1991)
i pokazale rast ucestalosti, iako stanovni§tvo Azije ima najmanju ucestalost sa npr. 1,6
slu¢ajeva na 100 000 stanovnika godi$nje u Kini (Parkin DM. i sar, 2005). Kao mogu¢i faktori
rizika za karcinom prostate koji su povezani sa ishranom navode se poviSen unos proteina iz
mle¢nih proizvoda i przene hrane, dok je interesantno da npr. veza karcinoma prostate sa
vitaminom D ima “U” oblik, gde su niska i visoka koncentracija vitamina D povezane sa
povisenim rizikom (Key TJ. 2014; Lippi G. i sar, 2015; Nyame YA. i sar, 2016). Nasuprot
njima, protektivnim se pokazao unos likopena, soje i sojinih produkata, kao i mahunarki, koje

su bogat izvor fitoestrogena. (Chen P. i sar, 2015; Zhang M. i sar, 2016).

1.2.6. Seksualno prenosive bolesti

Brojne epidemioloske studije ukazale su na povezanost izmedu polno prenosivih bolesti
i nastanka karcinoma prostate. U tom smislu ispitivan je i stepen seksualne aktivnosti, i tom
prilikom izloZenost prostate infektivnim agensima, u cilju utvrdivanja povecanog rizika od
nastanka karcinoma prostate. Tako je uoCena 1 povecana ucestalost karcinoma prostate kod
muskaraca sa istorijom gonokokne, HPV ili druge polno prenosive infekcije (Moustafa AE.

2008; Taylor ML. i sar, 2013; Fernandez L. i sar, 2005).



1.2.7. Vazektomija

Vazektomija, kao Cest oblik kontracepcije kod muskaraca u Sjedinjenim Americkim
Drzavama, identifikovana je u ranijim studijama kao potencijalni faktor rizika za nastanak
karcinoma prostate, ali rezultati skoraSnje meta analize opovrgavaju njen znacaj u tom
kontekstu (Holt SK. i sar, 2008; Bhindi B. i sar, 2017). Sam mehanizam delovanja u tim
istrazivanjima nije razja$njen, u tom smislu ispitivan je znacaj prisustva antispermati¢nih
antitela, kao i uticaj smanjenog nivoa androgena. Ipak studije iz 2002. godine su pokazale
linearni trend rasta ucestalosti karcinoma za 10% na svakih 10 godina nakon vazektomije

(Dennis LK. i sar, 2002).

1.2.8. Genetska predispozicija

Na genetsku predispoziciju za nastanak karcinoma prostate upucéuje povezanost izmedu
povisene incidence karcinoma prostate i pozitivne porodi¢ne anamneze i etnicke, odnosno
rasne pripadnosti (Jansson KF. i sar, 2012; Hemminki K. 2012). Posmatrajuc¢i geografske
varijacije u incidenci karcinoma prostate, uoceno je da je incidenca najniza na Dalekom istoku,
dok je najvisa u skandinavskim zemljama (Jayadevappa R. i sar, 2011; Ferlay J. i sar, 2015).
U odnosu na rasnu pripadnost, pokazano je da je incidenca najniza kod musSkaraca Zute rase,
dok su najvisa incidenca i mortalitet prisutni kod Afro-Amerikanaca, Sto ukazuje na urodenu
genetsku predispoziciju za nastanak karcinoma prostate udruzenog sa specificnim rasnim
grupama (Wu I. i sar, 2012; Powell 1J. i sar, 2013 ).

U cilju istrazivanja, prema nacinu nastajanja karcinom prostate moze biti sporadi¢ni,
familijarni i hereditarni, od ¢ega je u najve¢em procentu u pitanju sporadi¢no nastajanje tumora
(85% slucajeva) (Carter BS. i sar, 1992). Smatra se da samo mali broj pacijenata obolelih od
karcinoma prostate ima pravo hereditarno oboljenje (oko 9%), Sto bi se definisalo kao

postojanje najmanje tri obolela srodnika ili najmanje dva srodnika sa ranim pocetkom bolesti



(ispod 55 godina). Hereditarni oblik bolesti povezan je sa ranijim nastankom karcinoma
prostate, ali bez uticaja na klinicki tok i agresivnost bolesti (Hemminki K. 2012).

Genomske studije su pokazale da postoji preko 100 suspektnih lokusa koji doprinose
nastanku karcinoma prostate, mada su mehanizmi izmedu genetskih i faktora sredine u
nastanku bolesti i dalje nepoznati (Amin Al Olama A. i sar, 2015; Schumacher FR. i sar, 2018).
Germinativne mutacije gena ukljucenih u reparaciju DNK otkrivene su i kod pacijenata sa ne-
hereditarnim oblikom bolesti, i to mutacije gena BRCA2, ATM, CHEK2, BRCA1, PALB2 i
RAD51D (Pritchard CC. i sar, 2016). Pokazano je da nosioci mutacije BRCA gena imaju loSije
ishode nakon lokalne terapije karcinoma prostate (hirursko lecenje ili zra¢na terapija) u odnosu
na pacijente koji nisu nosioci (Castro E. i sar, 2015). Rezultati velike medunarodne,
multicentri¢ne studije IMPACT (ldentification of Men with a genetic predisposition to ProstAte
Cancer: Targeted screening in men at higher genetic risk and controls) su pokazali je da su
nosioci mutacije BRCA2 gena imali ve¢u incidencu karcinoma prostate, bili su mladi u trenutku
dijagnostikovanja i imali su klini¢ki znacajnije tumore (Page EC. i sar, 2019).

U karcinogenezi tumora prostate, smatra se da je jedan od najvaznijih molekularnih
mehanizama interakcija izmedu oksidativnog stresa, hroni¢ne inflamacije i signalnih puteva
posredovanih aktivacijom androgenih receptora (AR) (Reuter S. i sar, 2010; Khurana N. i sar,
2018). Takode, pretpostavka je da oksidativni stres nije ukljucen isklju¢ivo u proces
karcinogeneze, ve¢ i u nastanak agresivnog fenotipa ovog karcinoma (Reuter S. i sar, 2010).
Smatra se da brojni udruzeni faktori rizika kao $to su godine, ishrana, prekancerozne lezije i
hormonski disbalans mogu dovesti u vezu sa pove¢anom produkcijom kiseoni¢nih slobodnih
radikala i posledi¢no nastankom oksidativnog stresa. U odgovoru na poremecaj u redoks
homeostazi, posledi¢na aktivacija transkripcionog faktora Nrf2 (engl. Nuclear factor erythroid
2—related factor 2) indukuje ekspresiju ¢itavog seta gena, ukljucujuéi i ¢lanove superfamilje

enzima glutation transferaza (GST) (Thimmulappa RK. i sar, 2002).



Smatra se da hroni¢na inflamacija moze dovesti do nastanka i progresije karcinoma
prostate, menjaju¢i ravnotezu izmedu hemokina, citokina, reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i
transkripcionih faktora u tumorskom okruzenju. Naime, pokazano je da je jedan od klju¢nih
transkripcionih faktora inflamacije NF-kB (eng. Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells) konstitutivno aktiviran u tumorskim ¢elijama karcinoma prostate, a
poveéana ekspresija njegove subjedinice p65 je potvrdena kako u PIN (engl. prostatic
intraepithelial neoplasia), tako i u kanceroznim lezijama. NF-kB moze direktno inhibisati Nrf2
na nivou transkripcije, dok s druge strane NF-xB aktivira signalni put posredovan androgenim
receptorom. Na taj naéin, uska povezanost oksidativnog stresa, inflamacije i aktivacije
signalnih puteva posredovanih androgenim receptorom predstvalja vazan molekulski

mehanizam koji doprinosi kako karcinogenezi, tako i progresiji ovog karcinoma (Khurana N.

i sar, 2018) (slika 2).
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Slika 2. Povezanost oksidativnog stresa, hroni¢ne inflamacije i signalnih puteva
posredovanih aktivacijom androgenih receptora u karcinomu prostate

(slika preuzeta iz rada- Khurana N. i sar, 2018)



1.3. Glutation transferaze

U nastanku i1 progresiji karcinoma prostate znacajnu ulogu moze imati velika
superfamilija enzima glutation S-transferaza (GST), za koje je pokazano da ucestvuju u
metabolizmu izvesnog broja karcinogena znacajnih za nastanak ovog karcinoma. U okviru
velike superfamilije glutation S-transferaza, najveca je citosolna familija. Kod ljudi je do sada
identifikovano sedam klasa citosolnih GST enzima, GSTA (alfa), GSTM (mi), GSTP (pi),
GSTS (sigma), GSTT (teta), GSTZ (zeta), ukljucujuci i klasu omega (GSTO), koja je poslednja
identifikovana (Slika 3). Ovi enzimi najpoznatiji su po svojoj ulozi koju imaju u fazi Il
detoksikacije (Hayes JD. i sar, 2000). Naime oni katalisu reakcije konjugacije redukovanog
glutationa (GSH) i elektrofilnih supstrata, 1 na taj nacin ucestvuju u reakcijama detoksikacije
endogenih i egzogenih ksenobiotika, ukljucujuéi karcinogene i hemoterapijske agense (Dong
SC. i sar, 2018; Simic T. i sar, 2009.). Pored toga, odredene GST ucestvuju i u metabolizmu
steroidnih hormona i slobodnih radikala. Pored katalicke uloge, GSTP1 takode ucestvuje i u
procesima glutationilacije, kao i regulacije redoks zavisnih apoptoti¢nih signala (Pljesa-
Ercegovac M. i sar, 2018). Glutationilacija predstavlja posttranslacionu modifikaciju
proteinskih tiol grupa formiranjem kompleksa disulfida sa glutationom. Sta vise, reverzibilna
glutationilacija/deglutationilacija ima sposobnost da deluje kao regulatorni prekida¢ koji
modulira pojedina¢ne enzime ili sloZenije puteve ¢elijskog metabolizma i funkcije (Board PG.

i sar, 2013).



/ Alpha class: GST A1-1, A2-2, A3-3, Ad-4, A5-5

Mu class: GST M1-1, M2-2, M3-3, M4-4, M5-5
Pi class: GSTP1-1
f Cytosolic GST < Theta class: GST T1-1, 12-2
Zeta class: GST Z1-1
Omega class:  GST01-1,02-2

Glutathione transferases (GST)
S
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Sigma class: GST 51-1
Mitochondria GST Kappa class: GSTK1-1
\ Microsomal GST (MAPEG) MGST1, MGST2, MGST3
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Slika 3. Superfamilija enzima glutation S-transferaza (GST)

(slika preuzeta iz rada- Wu I. i sar, 2012)

GST izoenzimi klase omega (GSTO1-1 i GSTO2-2), iako pripadaju ovoj familiji,
poseduju cCitav spektar specifiénih aktivnosti. Naime, zbog prisustva funkcionalne grupe
cisteina u aktivnom mestu aktivnost GSTO1-1 se sve vise povezuje sa ciklusom
glutationilacije, sa sposobnoS¢u da kataliSe reakcije i glutationilacije i deglutationilacije
proteina. Naime, ova posttranslaciona modifikacija proteina dodavanjem glutationa na
specifi¢ne cisteinske ostatke ima vaznu ulogu u regulaciji redoks-senzitivnih signalnih puteva.
Smatra se da izoenzim GSTO2-2 ima najizrazeniju dehidroaskorbat reduktaznu aktivnost u
¢elijama sisara. Znacaj ovih enzima ukljucuje i1 regulaciju redoks ravnoteze u ¢eliji, aktivaciju
inflamatornog citokina interleukina-13 (IL-1) i biotransformaciju arsena (Board PG. i sar,

2013).



1.3.1. Znacaj polimorfizama glutation transferaza u osetljivosti za nastanak malignih

bolesti

Unutar svih najvaznijih citosolnih klasa GST opisan je genski polimorfizam, a najvise
su izucavani GSTM1 i GSTT1 delecioni polimorfizmi (Tabela 1). Naime, kao posledica
delecije gena ne dolazi do sinteze aktivnog GSTM1-1, odnosno GSTT1-1 enzima. Time se
gubi njihova uloga u detoksikaciji (Dong SC. i sar, 2018), §to moze pogodovati brzem slomu
antitumorskih mehanizama usled kumulativnih o§te¢enja molekula DNK i pojave mutacija, §to
za posledicu moze imati nastanak karcinoma. Interesantno je da medu pripadnicima bele rase,
50% populacije poseduje GSTM1-nulti genotip, a oko 20 do 30% GSTT1-nulti genotip.
Nosioce GSTT1-nultog genotipa karakteriSe smanjenje metaboli¢ke aktivnosti prema
derivatima etana koji se nalaze u duvanskom dimu. Ipak, GSTT1 karakterise, u nekim tkivima,
ukljucenost u reakcije bioaktivacije jedinjenja poput trihloretilena, hlorofenola i pesticida i na
GSTM1-nultog genotipa i GSTT1-nultog genotipa bili fokus mnogih istrazivanja, u cilju
utvrdivanja efekata njihove deficijencije 1 stepena nastajanja tumora. Hipoteza u tim
istrazivanjima je da homozigotna delecija GSTM1 i GSTT1 gena, zbog njhove oStecene
sposobnosti u detoksikaciji karcinogena, povecava pojavu DNK mutacija i time posledi¢no i
rizik od pojave karcinoma (Hayes JD. i sar, 2000). Studije koje su ispitivale uticaj GSTML1 i
GSTT1 delecionih polimorfizama u nastajanju karcinoma prostate, pokazuju vezu izmedju
GSTM1-nultog genotipa i znacajno povecanje pojave karcinoma prostate medu pripadnicima
azijske i evroazijske rase (Liu D. i sar, 2013; Safarinejad MR. i sar, 2011), ali ne i medu
Evropljanima, prema najnovijim istrazivanjima (Malik SS. i sar, 2016). Takode je pokazano
da GSTTL1 delecioni polimorfizam moze biti vazan biomarker karcinoma prostate medu

africkom populacijom (Malik SS. i sar, 2016).
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Tabela 1. Genski polimorfizmi i funkcionalni zna¢aj najvaznijih predstavnika citosolnih
glutation transferaza (GST)

Enzim

GSTM1-1

GSTT1-1

GSTP1-1

GSTO1-1

GSTO2-2

Gen
Lokus/

hromozom
GSTM1
1p13.3

GSTT1
22q11.23

GSTP1
11133

GSTO1
10g25.1

GSTO2
10g25.1

Genski polimorfizam

Alel/
haplotip
GSTM1*A
GSTM1*B
GSTM1*C

GSTM1*0O

GSTT1*O

GSTT1* N141
GSTT1*stop

GSTT1*K173
GSTP1*1105
GSTP1*V105

GSTP1*Al14
GSTP1*V114
GSTO1*A
GSTO1*B
GSTO1*C
GSTO1*D
GSTO1*E
GSTO2*A
GSTO2*B
GSTO2*C
GSTO2*D

GSTO2*E

Supstitucija/
delecija
K173

N173

S85

Delecija gena

Delecija gena

N141

Delecija
nukleotida G412
K173

1105

V105

All4

V114

Al140 E155
D140
AE155 K208
AE155 E208
Y32

N142

D142

141

Y130

1158

11

Fenotip

Referentni alel

Ne postoji funkcionalna razlika
Funkcionalni znacaj nije
okarakterisan

Povezanost sa odgovorom na
hemoterapiju i rizikom za
nastanak kancera

Povezanost sa aktivacijom
odredenih karcinogena

Nema efekta na aktivnost enzima

Nema enzimske aktivnosti

Nestabilan enzim niske aktivnosti
Referentni alel

Razlika u stabilnosti i aktivnosti
prema karcinogenim
diolepoksidima

Referentni alel

Referentni alel

Nema funkcionalne razlike
Nestabilni protein
Nestabilni protein
Neaktivan enzim
Referentni alel

Nema funkcionalne razlike
Stabilni protein

Nestabilni protein

Nestabilni protein



Jedna od cCestih genetskih alteracija kod karcinoma prostate je utiSavanje gena za
GSTP1, koji se deSava veoma rano U procesu karcinogeneze, ¢ime se potencira vazna
antioksidativna i detoksifikaciona uloga ovog enzima (Martignano F. i sar, 2016). Specificna
je hipermetilacija GSTP1 gena, koja se desava u tkivu karcinoma prostate, dok se u zdravom
tkivu kao i kod benigne hiperplazije prostate ne dogada (Martignano F. i sar, 2016) (slika 4).
Takode, pokazano je da je prisustvo metilovanog GSTP1 (mGSTP1) u cirkulaciji povezano sa
tumorskom agresivno$¢u. Sa druge strane, povecana ekspresija proteina GSTP1 u tumorskim
¢elijama karcinoma prostate inhibira vijabilitet i migraciju tumorskih ¢elija efektom na proto-

onkogen MYC (Wang X. i sar, 2017).

Normal prostate

epithelium
¢ Germ-line mutations
RNASEL, ELACZ, MSR1
Proliferative inflammatory
atrophy

GSTP1 CpG isl_and “— Chromosome &g gain

hypermethylation
— Chromosome 8p loss

i 7
Decrease in p2 = Prostatic intraepithelial

Decrease in NKX3.1 g neoplasia
‘ - Loss of sequences
’ 10q, 13q, 16q
Decrease in PTEN —.» Localized prostate
cancer’ g— Gains of sequences at
l 7p, 7q, Xq
AR gene Mm::kpmhte
mutation or S —

amplification l

Slika 4. Uloga hipermetilacije GSTP1 gena u karcinogenezi karcinoma prostate

(slika je preuzeta iz Nelson W. i sar, 2003)
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Posmatraju¢i GSTP1 polimorfizme, ¢iji su geni lokalizovani na hromozomu 11
(11913.2) (Cowell 1G. i sar, 1988), dva polimorfizma koji se Cesto javljaju u okviru egzona 5/6
regiona gena (rs1695 c.313A > G, p.llel05Val i rs1138272 ¢.341C > T, p.Alall4Val) mogu
biti povezani sa pojavom i razvijanjem razli¢itih tumora (Huang GZ. i sar, 2013; Xie P. i sar,
2014; Tan X. i sar, 2015; Zhou CF. i sar, 2015; Yan F. i sar, 2016) (Tabela 1). Ovi GSTP1
polimorfizmi stvaraju cetiri specificna GSTP1 haplotipa: GSTP1*A (lle105/Alall4),
GSTP1*B (Vall05/Alall4), GSTP1*C (Vall05/Valll4) i GSTP1*D (llel05/Valll4), ¢ija
specificna povezanost sa promenama u katalitickoj 1 regulatornoj ulozi GSTP1 moZe imati
potencijalni klini¢ki znacaj u podloZnosti za nastanak razli¢itih malignih 1 nemalignih bolesti,
kao i u odgovoru na oksidativni stres (Ali Osman F. i sar, 1997). Takode, potrebno je istaci da
se GSTP1 rs 1695 polimorfizam, prema rezulatima vise meta-analiza, moze dovesti u vezu sa
rizikom od karcinoma prostate (Zhang Y. i sar, 2016; Wei B. i sar, 2013), dok su analize
povezanosti izmedu GSTP1*Alal14Val rs1138272 polimorfizma i rizika za karcinom prostate
jo§ uvek nedovoljno ispitani.

Pored razlika koje postoje izmedu klasa glutation transferaza i klase omega, prisutna je
1znacajna genetska heterogenost u okviru same omega klase koja nastaje kao posledica genskih
delecija, kao i polimorfizma jednog nukleotida (eng. Single nucleotide polymorphism, SNP).
Mnoge od ovih varjjacija imaju vazne funkcionalne posledice i1 razliite nau¢ne studije
procenjuju eventualnu vezu koja postoji izmedu GSTO polimorfizama i klinickih oboljenja.
Identifikovana su dva GSTO gena, GSTO1 i GSTO2, koji su na hromozomu 10 medusobno
udaljena 7,5 kb. U oba gena je pokazano prisustvo polimorfizama, od koji su dva najéesce
izuCavana funkcionalna polimorfizma GSTO1*Alal40Asp (rs 4925) i GSTO2*Asn142Asp
(rs156697) (Mukherjee B. i sar, 2006; Whitbread AK. i sar, 2005). GSTO1 SNP polimorfizam

rs4925 je, do sada, najCesce ispitivani polimorfizam (Whitbread AK. i sar, 2003). U slucaju
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ovog polimorfizma promena se javlja u okviru egzona 4 na nukleotidu 419 kada se citozin (C)
zameni adeninom (A) $to dovodi do supstitucije alanina (Ala, A) aspartatom (Asp, D) u
aminokiselini 140 (*A140D) (Marahatta SB. i sar, 2006). Kod GSTO2 SNP polimorfizma
rs156697, promena se javlja takode u okviru egzona 4 na nukleotidu 424 kada se adenin (A)
zameni guaninom (G) $to dovodi do supstitucije asparagina (Asn, N) aspartatom (Asp, D) u
aminokiselini 142 (*N142D). Genotip GSTO2*A/A je prisutan u oko 59% populacije,
GSTO2*A/G u oko 37%, a GSTO2*G/G u oko 4% populacije (Marahatta SB. i sar, 2006). Do
sada, pokazano je da se GSTO1*A 140D polimorfizam mozZe biti vazan faktor rizika za nastanak
hepatocelularnog karcinoma, holangiokarcinoma i karcinoma dojke (Marahatta SB. i sar,
2006). Medutim, u literaturi nema podataka o znacaju polimorfizma GST omega klase u
karcinomu prostate. Bitno je ista¢i da pored moguénosti da moduliraju rizik za nastanak
karcinoma prostate, GST klase omega mogu znac¢ajno doprineti napredovanju ovih tumora, jer
uti¢u na kapacitete ¢elija za proliferaciju, kao i na odgovor na terapiju. Naime, sve se vise
ukazuje na ulogu GSTOI1 u rezistenciji kako na hemioterapijske agense, kao §to je cisplatina 1
adriamicin, tako 1 na zracenje. lako ta¢an molekulski mehanizam ove rezistencije nije potpuno
rasvetljen (Board PG. i sar, 2013), funkcionalni polimorfizmi opisani u ovoj klasi mogu uticati
na razlike u individualnom odgovoru na terapijski protokol, koji se koristi u karcinomu

prostate.

1.4. Dijagnostika karcinoma prostate

Sumnja na karcinom prostate postavlja se na osnovu klini¢kog pregleda-digitalnog rektalnog
pregleda prostate, analize vrednosti prostata-specifi¢nog antigena i nalaza imidzing metoda, a
definitivna dijagnoza postavlja se histopatoloSkom analizom iseCaka dobijenih biopsijom

prostate.
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1.4.1. Prostata-specifi¢ni antigen (PSA)

Prostata specificni antigen (PSA) je serumski marker ¢ija je upotreba bila
revolucionarna u dijagnostici karcinoma prostate (Stamey TA. i sar, 1987). lako je njegovo
prisustvo dokazano u spermi jo$ 1961. godine, tek se od 1981. godine posmatra kao potencijalni
serumski marker za bolesti prostate (Wang MC. i sar, 1981).

PSA je po svojoj strukturi glikoprotein molekulske mase 34 kDa, ¢lan familije
kalikrein-peptidaza, sekretuju ga epitelne Celije prostate, u kojima se nalazi u okviru
prostati¢nih sekretornih granula; pored epitelnih ¢elija, PSA luce i periuretralne zlezde. Jedan
deo stvorenog PSA (25-30%) se inaktivira (engl. free PSA), prelazi direktno u krvotok, preko
krvno-prostati¢ne barijere, dok drugi deo ostaje u acinusima i u¢estvuje u ejakulatu. Fizioloska
uloga PSA je razgradnja proteina semenog koaguluma u vagini koja omogucava pokretljivost
spermatozoida, dok u krvi nema fiziolosku ulogu (Pej¢i¢ T. i sar, 2020; Robert M. i sar, 1999).

PSA je organ specifican, ali ne i kancer specifi¢an marker i elevacija njegovog nivoa u
serumu moze postojati i kod drugih benignih stanja, poput benigne hiperplazije prostate ili
inflamacije- prostatitisa (Sarwar S. i sar, 2017). Istorijski, granicom "normalnog” PSA se dugo
smatrala koncentracija od 4,0 ng/ml, ali se danas zna da se PSA ponaSa kao kontinuirani
parametar- vise vrednosti ukazuju na vecu verovatno¢u karcinoma prostate, ali su karcinomi
prostate moguci i kod niskih vrednosti PSA (Pejé¢i¢ T. i sar, 2020; Thompson 1. i sar, 2004).
Tako je, na primer, kod najnizih vrednosti PSA (0,0-0,5 ng/ml) verovatnoéa prisustva
karcinoma prostate 6,6% (Thompson 1. i sar, 2004). Sa ciljem da se pove¢a senzitivnost i
specifi¢nost PSA, u klini¢koj upotrebi su i tzv. derivati PSA: gustina PSA, brzina PSA, vreme
za koje se PSA dvostruko uveéa i odnos koncentracije slobodnih molekula PSA i ukupne
koncentracije PSA (Pejc¢i¢ T. i sar, 2020). Gustina PSA (engl. PSA density, PSAD) predstavlja
odnos koncentracije PSA 1 zapremine prostate; viSe vrednosti ukazuju na vecu verovatnocu

karcinoma prostate. Brzina PSA (engl. PSA velocity, PSAV) predstavlja godisnji porast PSA,
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pri ¢emu se normalnim smatra porast < 0,8 ng/ml godis$nje (Pej¢i¢ T. i sar, 2020; Carter HB. i
sar, 1992). Vreme za koje se PSA dvostruko uveéava (engl. PSA doubling time, PSA-DT)
predstavlja merenje eksponencijalnog rasta PSA u serumu tokom vremena, i ovo vreme je
kra¢e kod vecih i agresivnijih tumora (Schmid HP. i sar, 1993). PSAV i PSA-DT imaju
limitiranu ulogu u dijagnostici karcinoma prostate, jer su podlozni brojnim uticajima, poput
volumena prostate i benigne hiperplazije (Arlen PM. i sar, 2008). Odnos koncentracije
slobodnih molekula i ukupne koncentracije PSA (engl. free/total PSA ratio, f/t PSA) klini¢ki
ima najveci znacaj u tzv. "sivoj zoni" kada su vrednosti PSA 4-10 ng/ml (Huang Y. i sar, 2018).
Naime, pokazano je da je karcinom prostate dokazan biopsijom kod 56% pacijenata sa
vrednostima PSA u ovom opsegu i f/t PSA < 0,10, dok je kod svega 8% pacijenata sa f/t PSA

> 0,25 dokazan karcinom prostate (Catalona WJ. i sar, 1998).

1.4.2. Rektalni pregled prostate

U dijagnostici karcinoma prostate znacajno mesto ima i digitalni rektalni pregled
prostate (engl. digital rectal examination, DRE) koji predstavlja sastavni deo uroloskog
pregleda, i pre upotrebe PSA bio je fundamentalni deo skrininga karcinoma prostate (Chodak
GW. i sar, 1984). Palpatorni nalaz koji moZe sugerisati na prisustvo karcinoma prostate je
prisustvo palpabilnih tvrdina i nodusa (Gerber GS. i sar, 2016). Vecina karcinoma prostate
lokalizovana je u perifernoj zoni prostate, i ovim pregledom mogu se detektovati tumori u ovoj
zoni, dok se mali tumori u drugim delovima prostate nedostupnim digitalnom pregledu ne
mogu detektovati na ovaj nacin. DRE je povezan sa detekcijom karcinoma prostate nezavisno
od vrednosti PSA (Halpern JA. i sar, 2017). Nalaz DRE suspektan na prisustvo karcinoma

prostate predstavlja indikaciju za biopsiju (Okotie OT. i sar, 2007; Gosselaar C. i sar, 2008).
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1.4.3. Biopsija prostate

Definitivna dijagnoza karcinoma prostate postavlja se histopatoloskom verifikacijom
isecCaka tkiva prostate dobijenih biopsijom. Biopsija prostate je indikovana onda kada postoji
elevacija nivoa PSA, i/ili suspektan nalaz DRE ili neka od imidzing metoda. Ultrazvukom
vodena biopsija danas je standardni vid biopsije, pri ¢emu se moze izvoditi transrektalnim
(engl. transrectal ultrasound, TRUS) ili transperinealnim pristupom (Porter CR. 2013).
Biopsija prostate se moze sprovoditi kao sistematska ili ciljana- u slu¢aju kada biopsiji prethodi
multiparametrijski MRI pregled prostate (mpMRI), ili kombinovanjem ova dva pristupa (Drost
FH. i sar, 2019). Savetuje se uzimanje 8-12 sistematskih isecaka, zavisno od veli¢ine prostate

(Donovan J. i sar, 2003; Shariat SF. i sar, 2008).

1.5. Terapijski pristupi u le¢enju lokalizovanog karcinoma prostate

Kurativni tretmani lokalizovanog karcinoma prostate obuhvataju hirursko lecenje-radikalnu

prostatektomiju, i radioterapiju.

1.5.1. Hirursko le¢enje- radikalna prostatektomija

Radikalna prostatektomija je zahtevna hirurSka procedura ¢iji je cilj eradikacija
karcinoma, i ona obuhvata uklanjanje cele prostate sa intaktnom kapsulom i semenim kesicama
praceno formiranjem Veziko-uretralne anastomoze. U savremenoj urologiji radikalna
prostatektomija se moze izvoditi kao otvorena- danas prvenstveno retropubi¢nim pristupom,
kao laparoskopska i robot-asistirana (Adolfsson J, 2008). U le¢enju lokalizovanog karcinoma
prostate i dalje predstavlja zlatni standard za leCenje ove bolesti (Catalona WJ. i sar, 2012).

Onkoloski rezultati radikalne prostatektomije pokazuju da se kod pacijenata sa lokalizovanom

bolesc¢u niskog i1 intermedijernog rizika desetogodisnje kancer-specifi¢no prezivljavanje krece
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do 99% (Hamdy FC. i sar, 2016), dok je studija Bill-Axelson-a i saradnika pokazala da je kod
ovih pacijenata kancer-specifi¢no prezivljavanje dostizalo 80% ( Bill-Axelson A. i sar, 2018).

U okviru radikalne prostatektomije, istice se i onkoloski znacaj disekcije pelvicnih
limfnih ¢vorova, iako su skorasnji sistematski pregledi pokazali da izvodenje disekcije ne
poboljsava onkoloski ishod, ukljucujuéi i prezivljavanje (Fossati N. i sar, 2017), opste je
prihvaceno da proSirena diskecija pelvicnih limfnih ¢vorova pruza znacajne informacije o
proceni stadijuma bolesti i prognozi, koje se drugim procedurama ne mogu dobiti (Fossati N. i
sar, 2017).

Prema aktuelnim vodi¢ima Evropske ascijacije urologa, radikalna prostatektomija se
nalazi u preporukama za lecenje lokalizovanog karcinoma prostate kod pacijenata sa niskim,
intermedijernim i visokim rizikom (EAU, 2020) (tabela 2). Kod pacijenata sa niskim rizikom
se preporucuje kao vid aktivnog le¢enja ukoliko je pacijent pogodan za operativni zahvat, dok
se kod pacijenata sa intermedijernim rizikom predlaze ukoliko je ocekivano prezivljavanje
iznad 10 godina. U slucaju visoko-rizicnog lokalizovanog karcinoma prostate, ova procedura

se predlaze kao deo potencijalne multimodalne terapije (EAU, 2020).

Tabela 2. Stratifikacija bolesnika sa lokalizovanim i lokalno uznapredovalim

karcinomom prostate

Rizik Stadijum bolesti
Nizak PSA<10ng/mliGS<7icTl-2a
o . o Lokalizovan
Intermedijarni PSA 10-20 ng/ml ili GS 7 ili cT2b
PSA>20ng/mlili GS > 7ilicT2c

Visok cT3-4 ili cN+ Lokalno uznapredovali
(bez obzira na vrednost PSA i GS)
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1.5.2. Radioterapija

Radioterapija zauzima znacajno mesto u leCenju lokalizovanog karcinoma prostate.
Moze se sprovoditi kao radioterapija spoljasnjim snopom (engl. External beam radiation
therapy, EBRT) i kao brahiterapija (Catalona WJ. i sar, 2012). Intenzitetom modulisana
radioterapija (engl. intensity-modulated radiotherapy, IMRT) i volumetrijski modulisana Iu¢na
terapija (engl. volumetric arc external-beam radiotherapy, VMAT) su vidovi radioterapije
spoljasnjim snopom koji se primenjuju u leCenju lokalizovanog karcinoma prostate prema
aktuelnim preporukama (EAU, 2020). Ovim tehnikama omoguéava se bolje ciljanje,
prilagodavanje ili oblikovanje volumena zracenja bliZe prostati, upotrebu visih doza zracenja
bez prekoracenja tolerancije okolnih tkiva; stoga je poboljSana kontrola tumora i smanjene
akutne i hroni¢ne komplikacije u odnosu na konvencionalnu radioterapiju. U svakodnevnoj
praksi, preporucuju se doze zracenja > 74 Gy (Zietman AL. i sar 2010; Viani GA. i sar, 2009;
Beckendorf V. i sar, 2011). Prema rezultatima ProtecT studije, randomizovane studije koja je
poredila ishode aktivnog monitoringa, radikalne prostatektomije i EBRT, na osnovu 10-
ogodiSnjeg pracenja ne postoji razlika u onkoloSkim ishodima izmedu radikalne
prostatektomije i EBRT (kombinovane sa androgen-deprivacionom terapijom tokom 6 meseci)
(Hamdy FC. i sar, 2016).

Brahiterapija karcinoma prostate podrazumeva uvodenje radioaktivnih izvora u tkivo
prostate u terapijske svrhe (Catalona WJ. i sar, 2012). U le¢enju lokalizovanog karcinoma
prostate moze se primeniti brahiterapija niske brzine doze (engl. Low-dose rate, LDR) i velike

brzine doze (engl. High-dose rate, HDR).
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1.5.3 PSA relaps

Znacajno mesto u pracenju pacijenata sa karcinomom prostate zauzima i PSA relaps.
Nakon sprovedene radikalne lokalne terapije karcinoma prostate (radikalne prostatektomije ili
radioterapije), kod 27-53% pacijenata doc¢i ¢e do porasta vrednosti PSA, tj. do pojave
biohemijskog, odnosno PSA relapsa (EAU, 2020). PSA relaps ¢e se javiti tokom 10 godina
nakon radikalne prostatektomije kod 20-40% pacijenata (Freedland SJ. i sar, 2005; Roehl KA.
i sar, 2004), odnosno kod 30-50% pacijenata nakon radioterapije (Kupelian PA. i sar, 2006)
(tabela 3). Postoji veliki broj definicija PSA relapsa nakon radikalnog lecenja ¢iji je cilj da
iskazu vrednost PSA koja upucuje na razvoj metastatske bolesti i potrebu za drugom linijom
leCenja, jer svaki detektabilan nivo PSA ne vodi nuzno i progresiji bolesti (Lee EK. i sar, 2016).
Prag vrednosti PSA koji najbolje predvida pojavu metastaza nakon radikalne prostatektomije
je PSA > 0,4 ng/ml i njegov porast (Toussi A. i sar, 2016; Stephenson AJ. i sar, 2006). Nakon
primarne radioterapije, PSA relaps se definiSe kao svaki porast PSA > 2 ng/ml iznad vrednosti
nadira PSA (najnize vrednosti PSA nakon le¢enja), nezavisno od vrednosti nadira (Roach M, i
sar, 2006). Rezultati skorasnjeg sistematskog pregleda i meta-analize ukazuju da pojava PSA

relapsa povecava rizik od razvoja udaljenih metastaza, kao i karcinom-specifi¢ni i ukupni

mortalitet (Van den Broeck T. i sar, 2019).

Bitno je ista¢i da uprkos brojnim naporima usmerenim na pravovremenu dijagnozu
ponovne pojave bolesti, klinicki indikatori rekurencije koji se koriste poslednjih godina imaju
ograni¢enu senzitivnost i specifi¢nost (Kattan MW. i sar, 1999; Ramos CG. i sar, 2004). Pored
toga, smatra se da je procena rizika za progresiju bolesti posle hirurSke intervencije od veoma
velikog znacaja za pravilnu 1 pravovremenu terapiju bolesnika, s jedne strane i izbegavanje

preterano agresivne terapije, s druge strane.
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Tabela 3. Stratifikacija rizika za pojavu biohemijskog relapsa na osnovu terapijske opcije

(preporuka Evropske asocijacije urologa)

Rizik za pojavu biohemijskog relapsa (BR)

Posle radikalne prostatektomije

Nizak PSA-DT* >1 godina i pGS** < 8 (ISUP gradus <4)

Visok PSA-DT <1 godine ili pGS 8-10 (ISUP gradus 4-5)

Posle terapije zracenjem

Period od primarne terapije do bioh.relapsa > 18 meseci i pGS**< 8
Nizak
(ISUP gradus <4)

Period od primarne terapije do bioh.relapsa < 18 meseci ili bGS 8-10
Visok
(ISUP gradus 4-5)

PSA-DT*- vreme za koje se PSA dvostruko uvecava; pGS**- patoloski odreden Glison skor;

bGS*** -Glison skor dobije biopsijom; ISUP - International Society of Urological Pathology.
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1.5.4 Glutation transferaze u karcinogenezi karcinoma prostate

S obzirom da razli¢ita ekspresija glutation transferaza moze uticati na Sposobnost
odredenog tkiva za detoksikaciju i borbu protiv oksidativhog stresa, pokazano je da su
individue bez eksprimiranja nekog od GST enzima imale visi rizik za pojavu razli¢itih
karcinoma. Naime, ova velika superfamilija enzima ucestvuje u reakcijama detoksikacije
endogenih i egzogenih ksenobiotika, ukljucujuéi karcinogene i hemoterapijske agense. Pored
toga, odredene GST imaju vazne regulatorne uloge u redoks homeostazi i aktivnosti signalnih
puteva ukljucenih u prezivljavanje odnosno programiranu ¢elijsku smrt (Dong SC. i sar, 2018;
Simi¢ T. i sar, 2009). Literaturni podaci pokazuju da se izvestan broj karcinogena znacajnih za
nastanak karcinoma prostate u organizmu se metaboliSe upravo delovanjem GST. Zbog svega
navedenog, moze se prepostaviti da bi utvrdivanje da li neki od GST enzima moze predstavljati
biomarker rizika ili moZe imati prognosti¢ki znacaj kod bolesnika sa karcinomom prostate,
pomoglo u uspesnijem lecenju kroz individualni pristup bolesniku (slika 5). Pored toga, vazno
je ustanoviti da li polimorfna ekspresija ovih vaznih enzima, kao deo malignog fenotipa
karcinoma prostate, utice na progresiju ovog tumora. Zbog funkcionalnog znacaja najcesce
prisutnih polimorfizama gena koji kodiraju citosolne GST u nastanku, progresiji i napredovanju
karcinoma prostate, u ovoj studiji je izvedeno sveobuhvatno istrazivanje koje je obuhvatilo
pojedinacne i kumulativne efekte Sest GST polimorfizama u proceni rizika i prognoze

bolesnika sa karcinomom prostate.
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GSTM1

GSTT1

GSTP1 rs1695, rs1138272
GSTO1 rs4925

GSTO2 rs156697

Redoks homeostaza Signalni putevi

Detoksikacija preZivljavanja/

apoptoze

Rizik za nastanak
PC

PC prezivljavanje

Slika 5. Pretpostavljeni efekti polimorfizama glutation transferaza (GST) u proceni rizika i

prognoze bolesnika sa karcinomom prostate
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

1. Ispitati da li postoji uticaj polimorfizama gena za GSTM1, GSTT1, GSTP1, GSTO1
1 GSTO2 na rizik za nastanak karcinoma prostate, kao i da li postoji udruzeni efekat

genotipova i poznatih faktora rizika za nastanak karcinoma prostate.

2. Ispitati da li je prisustvo varijantnih GSTM1, GSTT1, GSTP1, GSTO1 i GSTO2

genotipova udruzeno sa fenotipskim karakteristikama tumora.

3. Ispitati da li polimorfna ekspresija GSTM1, GSTT1, GSTP1, GSTO1 i GSTO2

enzima ima prognosticki znacaj kod bolesnika sa karcinomom prostate.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Selekcija ispitanika

U ovo istrazivanje je bilo uklju¢eno 237 bolesnika (prosecne starosti: 68,81 + 6,91

godina) sa histopatoloskom potvrdom karcinoma prostate (KP) koji su se lecili na Klinici za

urologiju Klinickog Centra Srbije 1 Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije.

Tabela 4. TNM Klasifikacija karcinoma prostate

Patoloski (pT)

pT2

pT2a

pT2b

pT2c

pT3

pT3a

pT3b

pT4

Tumor unutar prostate

Unilateralna lokalizacija, infiltracija obuhvata do polovine lobusa

Unilateralna lokalizacija, infiltracija obuhvata vise od pola lobusa

Bilateralna lokalizacija

Tumor je proSiren van prostate

Sirenje oko prostate

Invazija seminalnih vezikula

Invazija okolnih struktura

Regionalni limfni nodusi (N)
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PNX Nema regionalnih nodusa u uzorku

pNO Nema pozitivnih regionalnih nodusa

pN1 Metastaze u regionalnim nodusima

Metastaze (M)

MO Nema udaljenih metastaza
M1 Udaljene metastaze

M1la Neregionalni limfni nodusi
M1b Kosti

M1c Druge lokalizacije sa ili bez koStanih metastaza (ova kategorija se

koristi za viSe od jedne lokalizacije)

HistopatoloSka procena je izvrSena od strane uropatologa u skladu sa WHO (engl.
World Health Organization) klasifikacijom tumora iz 2004-te godine (Epstein 1J. i sar, 2005)
i TNM (engl. Tumour Node Metastasis) sistemom Kklasifikacije za procenu stepena
diferentovanosti tumora iz 2009-te godine (Sobin LH. i sar, 2009) (Tabela 4).

U okviru histopatoloskog nalaza, odredivan je 1 Glison skor, koji je definisan na osnovu
modifikovanog sistema Klasifikacije Medunarodnog udruzenja uropatologa (International
Society of Urological Pathology, ISUP) iz 2005. godine. Naime, dobijeni Glison skor
biopsijom prostate obuhvatao je dva najvise zastupljenog gradusa, a u slucaju da je prisutan
samo jedan gradus, Glisonov skor se udvostrucuje. U slucaju da je postojalo vise razli¢itih
nalaza, Glison skor se rauna sabiranjem najces$¢eg i najviseg gradusa (Epstein 1J. i sar, 2005)

(tabela 5).
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Tabela 5. Modifikovani sistem klasifikacije Glison skora

Glison skor ISUP gradus
2-6 1
7 (3+4) 2
7 (4+3) 3
8 (4+4 ili 3+5 ili 5+3) 4
9-10 5

Bolesnici leceni radioterapijom su primili ukupnu dozu zracenja od 65 do 72Gy
podeljenih u 33 do 36 seansi. Jedan pacijent je ozracen sa 45 Gy. Ukupno trajanje zracenja je
bilo 7 nedelja +1dan, odnosno 50 dana. Bolesnici koji su regrutovani na Klinici za urologiju
Klinickog Centra Srbije, njih 118, leceno je primarno hirurski, kao jedna od opcija lecenja
lokalizovanog karcinoma prostate, i izvedena je radikalna prostatektomija, sa pelvicnom
limfadenektomijom. Od tih 118 bolesnika kojima je dat upitnik, njih 99 je uslo u studiju tj.
uzeta je i krv za dodatnu analizu i poslata na Institut za medicinsku i klini¢ku biohemiju
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Odreden broj pacijenta, u okviru pracenja
prezivljavanja je kroz uro-onkoloske konzilijume dobijao i adjuvantnu terapiju zbog
verifikovanih metastaza ili biohemijskog relapsa.

Kontrolnu grupu je ¢inilo 236 ispitanika, uparenih po uzrastu (prosecne starosti 67,35
+9,18), ¢iji su uzorci krvi prikupljeni kao deo biobanke koja je formirana u navedenom periodu
u saradnji Instituta za medicinsku i klinicku biohemiju i Klinike za urologiju, bez verifikovanog
malignog oboljenja.

Kriterijumi prema kojima su se ispitanici ukljucivali u studiju su bili klinic¢ki i
patohistoloski potvrdeno prisustvo karcinoma prostate, sa ili bez prisustva priznatih faktora
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rizika za nastanak karcinoma prostate. Za prikupljanje podataka o izloZenosti poznatim
faktorima rizika za pojavu karcinoma prostate je koris¢en epidemioloski upitnik, sa Instituta
za epidemiologiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, sa ciljem ispitivanja faktora
rizika za nastajanje malignih bolesti. Upitnik je pre toga validiran koris¢enjem odgovarajucih
procedura. Upitnik je obuhvatao pitanja o starosti, polu, mestu rodenja, pusenju, konzumaciji
alkohola, infekcijama i najées¢im komorbiditetima, dijabetes melitusu tip 2 i hipertenziji. U
nasem istrazivanju, pusaci su definisani kao osobe koje su navele da su pusile svakog dana
tokom perioda koji je minimalno iznosio 60 dana do trenutka uklju¢ivanja u studiju. 1z istorija
bolesti dobijeni su podaci o preoperativnim vrednostima PSA u krvi, kao i o Glison skoru iz
histopatoloskog nalaza. Svi podaci dobijeni od ucesnika su se odnosili na period do trenutka
postavljanja dijagnoze karcinoma kod slucajeva, i na odgovarajuci period kod kontrolne grupe.
Kod ovih bolesnika je takode praceno prezivljavanje. Bolesnici sa karcinomom prostate su
praceni u vremenskom periodu od 50 meseci (od januara 2014. godine do marta 2018. godine),
sa medijanom od 42 meseca (opseg 1-50 meseci). Tokom ovog vremenskog perioda pracenja,
nisu dobijeni podaci od tri bolesnika sa karcinomom prostate.

Istrazivanje je planirano prema etickim standardima datim u HelsinSkoj deklaraciji
(prema revidiranoj verziji iz 2013. godine) kao i prema pravilima Etickog komiteta
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (broj: 2650/1V-21, 10. april 2018). Svi
pacijenti kojima je uziman bioloski materijal koriS¢en u studiji, kao i njihovi li¢ni podaci,
prethodno su potpisali pristanak za uéeSée, a i obavesteni su o ciljevima i o¢ekivanjima samog

istrazivanja.
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3.2. Izolacija dezoksiribonukleinske kiseline (DNK)

Za ispitivanje polimorfizama GST uzeti su uzorci pune krvi (3 ml) sa EDTA kao
antikoagulansom, na Klinici za urologiju Klinickog centra Srbije i transportovani do Instituta
za medicinsku i klini¢ku biohemiju Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu.

Dezoksiribonukleinska kiselina (DNK) je izolovana iz 200ul venepunktirane krvi
koris¢enjem QlAamp DNA mini kit-a (Qiagen, Chatsworth CA, USA). Ovom metodom liziraju
se membrane leukocita u rastvoru deterdzenta, a histoni i ostali proteini vezani za DNK se
uklanjaju enzimskom digestijom delovanjem proteinaze K. Rezultat je slobodna DNK,
oslobodena od proteina, nukleaza i ostalih kontaminanata koji mogu da ometaju PCR reakciju.
Dobijeni lizat se prenosi u mini spin kolone u kojima se nalazi silikonska gel membrana koja
selektivno vezuje DNK. Ostatak lizata se potom ispira kori§¢enjem serije pufera koji sadrze
soli i etanol. Alikvotirana DNK je skladistena na -20° C do pocetka PCR (engl. polymerase
chain reaction). Cistoéa i koli¢ina izolovane DNK odredivana je spektrofotometrijski na 230,

260, 280 i 320 nm na GeneQuant pro (Biochrom, Cambridge, England) aparatu.

3.3. Odredivanje GSTM1 i GSTT1 delecionih polimorfizama

Multipleks GSTM1 i GSTT1 polimorfizam je raden po metodi Abdel-Rahman-a i sar.
(Abdel-Rahman SZ. i sar, 1996) za istovremeno analiziranje genotipa GSTM1 i GSTTL.
Kontrolni prajmeri koji omogucavaju amplifikaciju egzona 7 CYP1Al gena (312 bp), takode
su bili ukljuc¢ivani u reakcije kako bi se potvrdilo prisustvo DNK u uzorku, kao i uslovi PCR-

a. Koris¢eni su navedeni prajmeri:
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GSTM1 Forward 5-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3'

Reverse S-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3
GSTT1 Forward 5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC
Reverse 5-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3
CYP1A1 Forward 5'— GAACTGCCACTTCAGCTGTCT -3’
Reverse 5' - CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC -3’

Uspeh same amplifikacije je kontrolisan elektroforezom na 2% agaroznom gelu na 125
V, 0,27 A i 50 W. Vizuelizacija proizvoda reakcije lan¢anog umnozavanja (eng. polymerase
chain reaction, PCR) radena je na UV kameri Chemidoc (Biorad, Hercules, California, USA)
bojenjem DNK (SYBR® Safe DNA Gel Stain, Invitrogen Corporation, Carlsbad, California,
USA). Pojava trake veli¢ine 215 bp ukazivala je na prisustvo gena za GSTM1, a pojava trake
veli¢ine 481 bp na prisustvo gena za GSTT1 (homozigotni i heterozigotni genotip). Ako traka

nije bila prisutna, to je ukazivalo na homozigotnu deleciju gena za GSTM1 i GSTT1 (slika 6).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M bp

600
500
400
300

200

GSTTI-active: 481bp N R=s Ne- &) - e

CYPIAL: 312bp R i i i R — =
GSTMI-active: 215bp

100

Slika 6. Analiza GSTM1 i GSTT1 genetskih varijanti multipleks PCR metodom.
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U svim uzorcima je prisutna traka velic¢ine 312 bp, koja predstavlja internu kontrolu
(CYP1AL1). Uuzorcima 1, 2, 3, 619 trake veli¢ine 480 bp ukazuju na prisustvo GSTT1 aktivnog
genotipa (homozigoti +/+ ili heterozigoti +/-). U uzorku 10 trake veli¢ine 480 bp i 215 bp
ukazuju na prisustvo GSTT1 aktivnog i GSTM1 aktivnog genotipa (homozigoti +/+ ili
heterozigoti +/-). Uzrci 7 i 8 pokazuju traku veli¢ine 215 bp, odnosno prisustvo GSTM1
aktivnog genotipa (homozigot +/+ ili heterozigot +/-). U uzorcima 4, 5 i 11 odsustvo traka
veli¢ine 480 bp i 215 bp ukazuje na prisustvo GSTT1 nultog i GSTM1 nultog genotipa

(homozigot -/-). M predstavlja marker molekulskih masa.

3.4. Odredivanje GSTP1 rs1695 i rs1138272 polimorfizama

Polimorfizmi jednog nukleotida (eng. single nucleotide polymorphism, SNP)
GSTP1*Ile105Val rs1695 i GSTP1*Alall4Val rs1138272 su odredivani koris¢enjem
kvantitativnog PCR (gPCR) primenjenog biosistema (Tagman Drug Metabolism Genotyping),
sa identifikacionim brojevima C_3237198 20 i C_1049615 20 (Applied Biosystems—Foster
City, CA, USA). Nakon razblazenja genomske DNK do kona¢ne koncentracije od 6ng/L, SuLL
uzorka je dodato u bunarcice reakcione ploce i osuseno na 65°C 30 min. Sledece, 0,25 pL
TagMan probe, 2,50 puL komercijalnog MasterMix-a i 2,25 pL vode bez prisustva DNAse-a
pomeSano je u ukupnoj zapremini 5 pL 1 dodato u bunarciCe. Termalni protokol za
amplifikaciju gena uklju¢ivao je 4 minuta pocetne denaturacije i 40 ponovljenih ciklusa (15s
na 95°C i 1 minut na 60°C), nakon ¢ega su genotipovi bili analizirani prema Eppendorf real

plex softverskom uputstvu.
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3.5. Odredivanje GSTO1 i GSTO2 polimorfizama

Polimorfizmi jednog nukleotida GSTO1 i GSTO2 su odredivani koris¢enjem gPCR
primenjenog biosistema (TagMan SNP Genotyping assays), sa identifikacionim brojevima
C_11309430 30 i C_3223136_1 (Applied Biosystems—Foster City, CA, USA). Nakon
razblazenja genomske DNK do konacne koncentracije od 6ng/L, SuL. uzorka je dodato u
bunar¢ice reakcione ploce i osuseno na 65°C 30 min. Sledece, 0,25 pL TagMan probe, 2,50 pL
komercijalnog MasterMix-a i 2,25 pL vode bez DNAse-a pomesano je u ukupnoj zapremini 5
puL i dodato u bunarci¢e. Termalni protokol za amplifikaciju gena ukljucivao je 4 minuta
pocetne denaturacije i 40 ponovljenih ciklusa (15s na 95°C i 1 minut na 60°C), nakon ¢ega su

genotipovi bili analizirani prema Eppendorf real plex softverskom uputstvu.

3.6. Statisticka analiza

Statisticka analiza je uradena pomocu statistickog paketa Statistical Package for the
Social Sciences, verzija 15.0; SPSS Inc, Cikago, Ilinois, SAD. Distrubucije frekvencija
demografskih karakteristika i potencijalnih faktora rizika za pojavu karcinoma prostate,
primarno starost, pol, puSenje i prisustva komorbiditeta su odredivane kod bolesnika sa
karcinomom 1 odgovarajuc¢e kontrolne grupe. Normalnost raspodele podataka je proverena
racunskim metodama (koeficijent varijacije, vrednosti skewness 1 kurtosis, statisticki test
Shapiro-Wilk), kao i grafickim metodama za proveru normalnosti (histogram, normalni Q-Q
grafikon, detrendovan normalni Q-Q grafikon, grafikon kutije- engl. boxplot). Statisticka
analiza je obuhvatala primenu %2 testa ili FiSerovog testa tatne verovatnoce za kategoricke
varijable i Studentovog t-testa za kontinuirane varijable za procenu znacajnosti razlike

dobijenih rezultata izmedu ispitivanih bolesnika i kontrolne grupe. StatistiCka analiza je
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obuhvatala, pored deskriptivne statistike, procenu da li se odgovarajuéi genotipovi nalaze u
Hardi-Vajnbergovoj ravnotezi i primenu y2 testa za determinisanje znacajnosti razlike u
frekvenciji dobijenih genotipova izmedu pripadnika studijske i kontrolne grupe. Efekti
genetskog polimorfizma i rizika za nastanak karcinoma su procenjivani pomocu principa
logisticke regresije koji su kori$¢eni za raunanje odnosa Sansi (engl. odds ratio, OR), interval
poverenja od 95% (CI 95%).

Statisticka analiza dobijenih rezultata, na osnovu distribucije podataka je korigovana u
odnosu na dijabetes melitus tipa 2 i indeks telesne mase usled moguceg efekta u
multivarijantnom logistickom regresionom modelu. Primenjena je Bonferoni post-hok
korekcija. Neravnoteza vezanosti (engl. linkage disequilibrium, LD) izmedu parova
polimorfizma jednog nukleotida je procenjivana koriS¢éenjem SNPStats. Jacina neravnoteze
vezanosti je izrazena kao D'=D/Dmax. Individualni haplotip i njegove frekvencije su
procenjivani koris¢enjem EM algoritma iz haplo.stats paketa.

PreZivljavanje bolesnika sa karcinomom prostate je analizirano pomoc¢u Kaplan— Majer
testa za odredivanje ukupne verovatnoce prezivljavanja. Prediktivna vrednost razli¢itih GST
genotipova se procenjivala Koks regresionim modelom. Kao vreme pracenja, uzimao se period
od dijagnostikovanja bolesti do trenutka smrti, odnosno poslednje provere ishoda. Efekti
genetskog polimorfizma kao i rizik za pojavu smrti od karcinoma su predstavljeni kao hazard
ratios (HR) sa intervalom poverenja od 95% (CI 95%). P vrednost <0.05 se smatrala statisticki

znacajnom.
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4. REZULTATI

U cilju rasvetljavanja potencijalnog znacaja polimorfizama citosolnih glutation
transferaza (GST) u proceni rizika za pojavu karcinoma prostate, ovo istrazivanje je obuhvatilo
odredivanje Sest funkcionalnih GST polimorfizama i analizu njihovih pojedinacnih i
kumulativnih efekata. Prognosti¢ki znacaj polimorfizama ovih enzima je procenjivan prema

CetvorogodiSnjem prezivljavanju ovih bolesnika.

4.1. Znacaj polimorfizama glutation transferaza u riziku za nastanak karcinoma

prostate

Delecioni genetski polimorfizmi, GSTM1 i GSTT1, kao i polimorfizmi izmene jednog
nukelotida GSTP1 rs 1695 i rs1138272, GSTO1 rs4925 i GSTO2 rs156697 su odredivani kod

237 bolesnika sa histopatoloski potvrdenim karcinomom prostate i 236 ispitanika kontrolne

grupe.

4.1.1. Demografske i klinicke karakteristike bolesnika sa karcinomom prostate
Demografske 1 klinicke karakteristike pacijenata i kontrolne grupe su predstavljeni u
tabeli 6. Prose¢na starost bolesnika sa karcinomom prostate je bila 68,81 + 6,91godina, dok je
prosecna starost u kontrolnoj grupi bila 67,35 + 9,18 godina. Posmatrajuci tabelu 6, ne postoji
statistiCka znacajnost poredeci godine, indeks telesne mase (engl. Body mass index) i pusenje
(p > 0,05), dok je prisustvo tipa 2 dijabetes melitusa, kao i hipertenzije bilo statisticki znacajno
vece kod bolesnika sa karcinomom prostate, kada poredimo sa kontrolnom grupom (p < 0,001

odnosno p = 0,002).

34



Vrednost PSA iznad 20 ng/ml pri postavljanju dijagnoze je bio najce$¢i nalaz kod
pacijenata sa dijagnostikovanim karcinomom prostate (36%), a prosecna vrednost u nasoj
kohorti bolesnika je bila 23,41 £+ 27,48 ng/ml. U slu¢aju Glison skora, kod najveceg procenta

bolesnika (30%) nalaz Glison skora bio je 7 (3+4) (tabela 6).

Tabela |6 Demografske i klinike karakteristike holesnika sa karcinomom prostate i
konirolne grupe

Bolesnici, /%) Kontrole, » /%) P

Starost* 6881 =691 6735 £918 0,052
BMT* 26,98 =348 26,52 =371 0,203
Hipertenzija

Da 125 (58) 87 (39)

Ne 92 (42) 135 (61) <0,001
Tip 2 dijabetes melitusa

Da 37 (16) 12 (7)

Ne 188 (84) 174 (93) 0.002
Puenje

Da 111(48) 104 (46)

Ne 119 (52) 124 (54) 0.570
PSA u trenutku dijagnoze
(ng/ml)

<10 78 (34)

10-20 69 (30)

>20 82 (36)
PSA u trenutku dijagnoze 2341 £2748
(ng/ml) *
Glison skor

=6 56 (27)

7 (3+4) 62 (30)

7 (4+3) 38 (18)

8 28 (14)

9/10 22 (11)

* srednja vrednost £ standardna devijacija
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4.1.2. Povezanost GSTM1 i GSTT1 delecionih polimorfizama sa rizikom za nastanak

karcinoma prostate

Distribucija najces¢e odredivanih delecionih GSTM1 i GSTT1 polimorfizama je
prikazana u tabeli 7. Kao posledica delecije odgovarajuc¢eg gena, nosioci GSTM1-nultog
odnosno GSTT1-nultog genotipa nemaju odgovarajuéi enzim. Distribucija GSTM1-nultog
genotipa u kontrolnoj grupi je pokazana u 44% ispitanika, odnosno u 34% ispitanika za nosioce
GSTT1-nultog genotipa. Prema rezultatima moze se uociti da nije postojala statisti¢ki znacajna
povezanost, kako pojedina¢nih GSTML1 ili GSTT1 polimorfizama, tako i kombinovanog efekta

ovih polimorfizma i rizika za nastanak karcinoma prostate (p > 0,05).

Tabela 7. Distribucija pojedinac¢nih i kombinovanih GSTAM1 i GSTTI genotipova kod bolesnika

sa karcinomom prostate i kontrola

Genotip Bolesnici, Kontrole, OR (952 CI) " p
1 (%) n (%)
GSTM1
GSTMI-aktivni 147 (62) 131 (56) 1.0
GSTMI-nulti 90 (38) 104 (44) 0,77 (0,51-1.15) 0.203
GSTTI
GSTTI- aktivni 148 (62) 156 (66) 1.0
GSTTI-nulti 89 (38) 79 (34) 1.11 (0,73-1,70) 0.625
GSTMI/GSTTI
M1/TI- aktivni 86 (36) 85 (36) 1.0
MI-nulti /TI-aktivni 62 (26) 71 (30) 0.85(0,51-1.41) 0.525
MI-aktivni/TI-nulti 61 (26) 46 (20) 1.23 (0,71-2,13) 0.453
MI/TInulti 28 (12) 33(14) 0.79 (0,41-1,49) 0.461

* OR-Odnos sansi, CI 95%-95% interval poverenja: vrednosti su prilagodene za godine, HT i DM2
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4.1.3. Povezanost GSTP1 rs1695 i rs1138272 polimorfizama sa rizikom za nastanak

karcinoma prostate

U ovom istrazivanju su odredivana dva bliska polimorfizma gena za GSTP1 na poziciji
105 koji dovodi do supstitucije izoleucina (lle) u valin (Val) (rs1695 ¢.313A > G, plle105Val)
I na poziciji 114, koji dovodi do promene alanina (Ala) u valin (Val) (rs1138272 ¢.341C > T,
p.Alall4Val). Za oba GSTP1 polimorfizma, najéesce prisutan alel je smatran referentnim, za
razliku od varijantnog alela koji je procentualno bio manje zastupljen. U slucaju rs1695, uo¢eno
je da je u kontrolnoj grupi referentni GSTP1*Ile/lle genotip imalo 46% ispitanika, 40% su bili
heterozigotni nosioci GSTP1*lle/Val genotipa i 14% ispitanika je imalo varijantni
GSTP1*Ile/Val genotip. Odredivanje rs1138272 polimorfizma je pokazalo prisustvo
referentnog GSTP1*Ala/Ala genotipa kod 87% ispitanika, GSTP1*Ala/Val genotipa kod 12%
ispitanika i GSTP1*Val/Val genotipa kod 1% ispitanika kontrolne grupe.

Nasi rezultati pokazuju da su nosioci makar jednog GSTP1*Val (rs1695) alela bili u
1,8 puta ve¢em riziku od nastanka karcinoma prostate u poredenju sa nosiocima oba referentna
alela (p = 0,006). Taj rizik je bio jo$ izrazeniji u slu¢aju nosioca oba varijantna GSTP1*Val
(rs1695) alela (OR=1,99; 95%CI: 1,08-3,68; p=0,028). Sli¢no, nosioci GSTP1*Val
(rs1138272) alela su imali blizu 5 puta vec¢i rizik od nastanka karcinoma prostate, u poredenju
sa osobama sa oba referentna alela (OR=4,93; 95%Cl: 2,89-8,40; p < 0,001). Sta vise, ovaj
rizik je bio ¢ak 7 puta veci u slucaju oba varijantna GSTP1*Val (rs1138272) alela (OR = 7,16;
95%ClI: 1,54-33,26; 0,012). Bitno je ista¢i da je Hardi-Vajnbergova ravnoteza svih GST
genotipova potvrdena kod bolesnika sa karcinomom prostate i pripadnika kontrolne grupe (p >
0,05). Rezultati distribucije genetskih varijanti dva funkcionalna GSTP1 polimorfizama je

prikazana u tabeli 8.
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Tabela 8. Distribucija GSTPI genotipova rs1695irs1138272 kod bolesnika sa karcinomoin

prostate i kontrola

Genotip Bolesnici, Kontrole, OR (95% CI) * P
1 (%) n (%)
GSTPI 151695
*lelle 83 (35) 107 (46) 1.0
*TleVal 114 (48) 95 (40) 1.74 (1.12-2.72) 0,014
*ValVal 40 (17) 32 (14) 1.99 (1.08-3.68) 0,028
*TleVal + ValVal 154 (65) 127 (54) 1.80 (1.19-2.73) 0,006

GSTPI rs1138272

*AlaAla 135 (57) 184 (87) 1.0

*AlaVal 89 (38) 26 (12) 4,71 (2.70-8,20) <0,001
*ValVal 11 (5) 2 (1) 7.16 (1.54-33.26) 0.012
*AlaVal + ValVal 100 (43) 28 (13) 4,93 (2.89-8,40) <0,001

4.1.4. Povezanost GSTP1 haplotipa sa rizikom za nastanak karcinoma prostate

Imajuéi u vidu da su odredivani polimorfizmi GSTP1 gena, GSTP1*Ile105Val rs1695
i GSTP1*Alall4Val rs1138272 prostorno bliski i odvojeni za otprilike 1kb, u daljem
istrazivanju je bilo znacajno ispitati potencijalnu povezanost haplotipa sa rizikom za nastanak
ovog karcinoma. U analizi neravnoteZe vezanosti (engl. linkage disquilibrium-LD) dobijena je
D’ od 0.48, koji je ukazao na postojanje povezanosti izmedu odredivanih polimorfizama.
Naime, kao rezultat ovih polimorfizama, opisuju se cetiri specificna GSTP1 haplotipa:
GSTP1*A (lle105/Alal14), GSTP1*B (Vall05/Alall4), GSTP1*C (Vall05/Vall14) i
GSTP1*D (Ile105/Val114). Nasi rezultati su pokazali da je najces¢i haplotip kod bolesnika sa
karcinomom prostate bio GSTP1*A (51%), sli¢no kao i u kontrolnoj grupi (64%), uzimajuci u
obzir referentne alele u oba GSTP1 polimorfizma (GSTP1*lle rs1695 + GSTP1*Ala

rs1138272) (Tabela 9). Nosioci GSTP1*C haplotipa, koji Cine oba varijantna alela
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(GSTP1*Val rs1695 + GSTP1*Val rs1138272) su imali 5,46 puta ve¢i rizik od nastajanja
karcinoma prostate, u poredenju sa osobama sa naj¢es¢im haplotipom (OR = 5,46; 95%CI =
2,56-11,65; p < 0,001) (Tabela 7). Najmanje zastupljen haplotip je bio GSTP1*D kod
bolesnika (8%), a i kontrola (2%), uzimajuci u obzir i referentne u GSTP1 rs1695 (GSTP1*lle),
a i varijantne GSTP1 rs1138272 alele (GSTP1*Val). Ipak, osobe sa ovim haplotipom su imale
otprilike 2,5 puta veéi rizik za nastanak karcinoma prostate u poredenju sa GSTP1*A

haplotipom (OR = 2,40; 95%CI = 1,08-5,34; p = 0,033) (Tabela 9).

Tabela 9. Distribucija GSTPI rs1695/1s1138272 haplotipa kod bolesnika sa karcinomom
prostate i kontrolne grupe

Haplotip GSTP1 GSTP1 Kontrole Bolesnici OR (95%0 CI)* p
rs1695 rs1138272 (%) (%0)
A *A HC 64 51 1,00
B *G *C 29 25 1,33 (0.89-1.99) 0.170
C *G *T 5 16 5.46 (2,56-11.65) <0,001
D *A *T 2 8 2,40 (1.08-5.34) 0.033

30R-0dnos sansi, CI 95%-95% interval poverenja: vrednosti su prilagodene za godine, HT i DM tip 2:

4.1.5. Kumulativni efekat GST polimorfizama u proceni rizika za nastanak karcinoma

prostate

Za evaluaciju potencijalnih kumulativnih efekata GST polimorfizama u proceni rizika
za nastanak karcinoma prostate, uradena je regresiona analiza prema broju povezanih rizicnih
alela (GSTM1-aktivni, GSTT1-nulti, GSTP1*Val rs1695 i GSTP1*Val rs1138272). Rezultati
koji su prikazani u tabeli 10, su pokazali statisticki znacajno povecanje u riziku za nastanak
karcinoma prostate, od 3,65 puta kod nosioca dva rizi¢na alela (OR=3,65; 95%CI = 1,55-8,61,

p = 0,003) do priblizno 12 puta kod nosioca sva 4 rizi¢na alela (OR = 11,71; 95%CI = 3,05-
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44,93; p < 0,001). Zanimljivo je da su ¢ak 22 ispitanika sa karcinomom prostate bili nosioci
sva 4 “rizicna” GST genotipa, za razliku od samo 4 ispitanika kontrolne grupe. Prema
dobijenim rezultatima, zakljucuje se da su “rizicni” GST genotipovi pokazali sinergisticki

efekat, kojim se moze objasniti znacajno ve¢i rizik za razvoj ovog karcinoma.

Tabela 10. Kumulativni efekat GST rizicnih genotipova u proceni rizika za nastanak karcinoma

prostate

Genotip Bolesnici, Kontrole, OR (95%0CI)? P

n (%) n (%)

GSTMI-aktivni, GSTT1-nulti, GSTP1*Val rs1695 i GSTP1*Val rs1138272
0 rizicnih alela 11(5) 25(12) 1.0
1 rizi¢an alel 63 (27) 81 (39) 2.06 (0.87-4.89) 0.100
2 rizicna alela 82 (35) 66 (31) 3.65 (1,55-8.61) 0.003
3 rizi¢na alela 57 (24) 34 (16) 4,30 (1,74-10,59) 0.002
4 rizi¢na alela 22 (9) 4(2) 11,71 (3.05-44,93) <0,001

4.1.6. Povezanost polimorfizama GSTO Kklase sa rizikom za nastanak karcinoma

prostate

Distribucija GSTOL rs 4925 i GSTO2 rs156697 genotipova je prikazana u tabeli 11.
Kako je i prikazano, nosioci varijantnog GSTO1*A/A genotipa su imali 2,1 puta ve¢i rizik od
razvijanja karcinoma prostate, u poredenju sa nosiocima referentnog GSTO1*C/C genotipa
(95%CI: 1,06-4,23; p =0,033). Logisticka regresiona analiza GSTO2 rs156697 polimorfizma
je pokazala da nosioci heterozigotnog genotipa GSTO2*A/G imaju 1,6 puta veéi rizik u
podloznosti za razvoj karcinoma prostate, u poredenju sa nosiocima referentnog GSTO2*A/A
genotipa (95%Cl:1,02-2,49; p=0,041). Ovaj rizik je bio izrazeniji kod nosioca GSTO2*A/G ili
GSTO2*G/G genotipa u poredenju sa nosiocima referentnog genotipa (OR=1,75; 95%CI: 1,14-
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2,68; p=0,010), a najveci rizik za pojavu karcinoma prostate je uocen za varijantni GSTO2*G/G
genotip (OR=2,55; 95%Cl:1,28-5,08; p=0,008). Na nivou alela, GSTO2*G odrzava 1,48 puta
veci rizik za pojavu bolesti nego GSTO2*A alel (p =0,005). Kada su GSTO1 rs4925 i GSTO2
rs156697 polimorfizmi analizirani u kombinaciji, nosioci bar jednog varijantnog GSTO1*A i
GSTO2*G alela su imali 1,8 puta veci rizik za nastajanje karcinoma prostate, u poredenju sa

referentnom kombinacijom genotipa (95%Cl:1,07-2,96, p=0,026) (Tabela 11).

Tabela 11. Distribucija pojedina¢nih i kombinovanih GSTOI rs4925 1 GSTO2 rs156697
genotipova u kontrolnoj grupii kod bolesnika sa karcinomom prostate

Genotip Kontrole, Bolesnici, OR (95% CI)’ P
%) %)

GSTOI rs4925°
*C/C 82(37) 68 (31) 1.00
*C/A 115(52) 116 (53) 1.34(0.85-2.13) 0.210
*AA 23(11) 36 (16) 2.12(1.06-4.23) 0.033
*C/C 82(37) 68 (31) 1.00
ECA+*AA 138 (63) 152 (69) 1.47(0.94-2.28) 0.0%0
*C 277(63) 254 (57) 1.00
*A 161(37) 188 (43) 1.27(0.97-1.67) 0.080
GSTO2 rs156697°
*AJA 95 (43) 74(32) 1.00
*AIG 97 (46) 119(52) 1.59(1.02-2 49} 0.041
*G/IG 20(9) 36 (16) 2.55(1.28-5.08) 0.008
*AA 95 (43) 74(32) 1.00
*AGHGG 117 (55) 155 (68) 1.75(1.14-2.68) 0.010
*A 285(68) 269 (58) 1.00
*G 137(32) 191 (42) 1.48(1.12-1.54) 0.005
Kombinovani GSTOI rs4925/GSTO2 rs156697 genotipovi
*CC/*AA 57(28) 49(23) 1.00
*CCHFAGHGG 20(10) 18 (8) 1.30(0.55-3.05) 0.553
*CAT*AA*AA 35(17) 20(9) 0.87(0.41-1.83) 0.715
FCA+RAAFAGHGG 92 (45) 129 (60) 1.78 (1.07-2.96) 0.026

*OR-odnos $ansi prilagodavan za godine, hipertenzijui DM tip 2 za genotipove, 95% CI-9 5% interval
poverenja; "Za GSTO] rs492 3, genotipizacija je bilauspeina kod 220 od 236 kontrolai 220 od 237
uzoraka pacijenata; "Za G5TO2 rs] 56697, genotipizacija je bila uspesna kod 212 of 236 kontrola i
229 od 237 uzoraka pacijenata
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Rezultati individualnih i kombinovanih efekata GSTO polimorfizama obuhvaceni
logistickom regresionom analizom, su takode potvrdeni analizom haplotipa, radenoj prema
neravnotezi Vvezanosti (engl. linkage disequilibrium) koja je nadena izmedu ovih
polimorfizama jednog nukleotida (D'=0,66, p<0,001). Najcesce prisutan haplotip u kontrolnoj
grupi (55%) i grupi pacijenata (50%) je bio H1 haplotip, koji su ¢inili referentni GSTO1*C i
GSTO2*A aleli. S druge strane, nosioci H2 haplotipa, koji su ¢inili oba varijantna GSTO1*A i
GSTO2*G alela, su imali znacajno veci rizik od nastanka karcinoma prostate kada poredimo

sa nosiocima H1 haplotipa (OR=1,59, 95%Cl:1,12-2,25, p=0,009) (Tabela 12).

Tabela 12. Haplotipovi GSTO1I rs4925 i GSTO2 rs156697 i rizik za nastanak karcinoma prostate

Haplotip GSTO1 GSTO2 Kontrole, Bolesnici, OR (95% CI)? p
rs4925 15156697 %o %
Hi HC *A 55 50 1,00
H2 *A *G 25 34 1,59 (1,12-2,25) 0,009
H3 *A *A 12 9 0,98 (0,55-1,74) 0,940
H4 *C *G 8 7 1,41(0,72-2,77) 0,320

Globalna haplotipska povezanost p= 0.045: *OR-odnos $ansi prilagodavan za godine, hipertenziju i
DM tip 2, 95% CI-95% interval poverenja;

4.1.7. Kumulativni efekat GST polimorfizama kod bolesnika stratifikovanih prema

riziku za progresiju

Prema vodic¢u Evropske asocijacije urologa bolesnici sa karcinomom prostate su dalje
stratifikovani prema riziku za progresiju bolesti na slede¢i nacin: nizak rizik ukoliko su ispunjena
sva tri uslova, PSA <10 ng/mL, GS<6 i T1-T2a, srednji rizik ukoliko je ispunjen bar jedan od tri
uslova, PSA 10-20 ng/mL i/ili GS7 i/ili T2b, a visoki rizik ukoliko je PSA >20ng/mL ili GS 8-
10 ili >T2c. Na osnovu ove kategorizacije, 20 bolesnika (9%) je imalo nizak rizik, 82 (39%) je
bilo u grupi sa srednjim i 112 (52%) u grupi visokog rizika. Podaci nisu bili dostupni za 23
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bolesnika sa karcinomom prostate. Nasi rezultati nisu pokazali povezanost kumulativnog efekta

GST polimorfizama sa rizikom za progresiju bolesti (p< 0,05) (tabela 13).

Tabela 13. Efekat “rizicnih” GST genotipova kod bolesnika stratifikovanih prema riziku za

progresiju

Genotip Rizik za progresiju bolesti p
Nizak, n (%) Srednjin (%) Visoki,n (%)

GSTMI *aktivni + GSTT1 *nulti + GSTPI rs1695*Val + GSTPI rs1138272%Val

0 rizi¢nih alela 1(5) 4(5) 5(5) 0.936

1 rizi¢ni alel 6 (30) 27 (33) 26 (23)

2 rizi¢na alela 7 (35) 26 (32) 44 (39)

3 rizi¢na alela 5(25) 18 (22) 28 (25)

4 rizicna alela 1(5) 6 (8) 9(8)

4.2. Znacaj polimorfizma gena za GST u prognozi pacijenata sa karcinomom prostate

Pacijenti su prac¢eni maksimalno 50 meseci (od januara 2014. do marta 2018.), do smrti ili
zavrSetka perioda pra¢enja. Medijana pracenja je bilo 42 meseca (u opsegu od 1-50 meseci).
Kaplan-Majerova analiza je koriS¢ena za izraCunavanje srednjeg vremena prezivljavanja i
formiranja krive preZivljavanja. Evaluacija varijacije u vremenu preZivljavanja izmedu
razli¢itih GST genotipova je radena log rank testom. Tokom perioda pracenja 23 pacijenta su
umrla od karcinoma prostate i 3 pacijenta su izgubljena iz pra¢enja. Demografske i klinicke
karakteristike bolesnika sa karcinomom prostate stratifikovanih na osnovu prezivljavanja u

ovom periodu su prikazane u tabeli 14.
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Tabela 14, Demografzke 1 klinicke karakteriztike boleznika za karcinomom prostate stratifikovanih na oznova
prezivljavanja

Parametar Boleznici, n (%)
Praminuli Ziwi p*¥

Starost® 71322703 68.35£6.87 0,074
Period pracenja 262321326 424423123 <0,001
(meseci) *
BMI (kg/m?) *
=15 T(31) 64 (30) 0,908
15-10.8 10(45) 105 {50)
=30 5(23) 41(20)
Hipertenzija *
da 14 (67 111{57} 0,377
ne 7(33) B343)
DMT? ¢
da 7032 30(135) 0,041
ne 15(8E) 173 (B5)
Puzenje ©
da 9(43) 102 {49} 0,603
ne 1237 107 (51)
PSA u trenuntkn
dijagnoze (ng/ml)
=10 B(33) T0(33) 0,639
10-20 B(35) 6129
=20 6 (26) TE(35)
DepOInATD 1{4) 7(3)
Glizon skor
=6 417} 52 (24) 0,703
T (3+4) 522 §7(27
7 (4+3) (13} 315(1&)
8 14 27(13)
/10 3(13) 19 (9]

nepoznato 7(31) 24010

*Srednja vrednost = standardna devijacija; **p vrednost ¥? ili FiSerovog testa za kategoricke varijable i t-testa za dva
nezavisna uzorka za kontinuirane varijable; @ vreme u mesecima od datuma ukljucenja u studiju do datuma smrti (n=23) ili
do kraja perioda praéenja (n=214) izraZeno kao srednja vrednost= standardna devijacija; ®informacije su bile dostupne za
173 od 236 kontrola i 232 od 237 pacijenata; ¢ Informacije su bile dostupne za 222 od 236 kontrola i 2317 od 237 pacijenata;
4 Informacije su bile dostupne za 186 od 236 kontrola i 228 od 237 pacijenata; © pusaci su bili bolesnici koji su se izjagnjavali
kao pusadi u trenutku ukljuéenja u studiju; informacije su bile dostupne za 228 od 236 kontrola i 230 od 237 pacijenata.

U grupi bolesnika koji su preminuli 67% je imalo hipertenziju, a 32% tip 2 dijabetes
melitusa. Analizom Glison skora u vreme dijagnoze karcinoma prostate, pokazano je da je u grupi

bolesnika koji su umrli 39% u vreme dijagnoze imalo Glison skor < 6 i 7 (3+4), dok je 51%
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bolesnika sa ovim skorom zabelezeno u podgrupi zivih. S obzirom da Glison skor moze ima vaznu
ulogu u prognozi, odredivana je Kaplan-Majer kriva prezivljavanja bolesnika sa karcinomom
prostate stratifikovanih prema Glison skoru (A) i PSA u trenutku dijagnoze (B) (Slika 7). Ovi
rezultati pokazuju da nije bilo statisticke znacajnosti u prezivljavanju bolesnika stratifikovanih ni

prema Glison skoru (p=0,574), ni prema PSA u trenutku dijagnoze bolesti (p=0,684).

A Glison skor

+ TGS awb
R o s wn GET (2+4)

GST (d+3)

0.8 a5 g

0.57

0.4

Ukupno prefivijavanje

007 Logrank p=0574

T T T T T T
1] 10 20 0 40 50

Vreme izraieno u mesecima

B P5A u trenutku dijagnoze

PSA

10
) 10-20
(€ mmn o preko 20

0.8

05

Ukupno prefivijavanje

024

oo Logrank p=0.684

| T T T T L
o i0 m 0 40 S0

Vreme izraieno u mesecima

Slika 7. Kaplan-Majer kriva preZivljavanja bolesnika sa karcinomom prostate stratifikovanih

prema Glison skoru (A) i PSA u trenutku dijagnoze (B)
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4.2.1. Efekti GST polimorfizama na ukupno prezivljavanje kod bolesnika sa

karcinomom prostate

Za sve ispitivane GST polimorfizme uradena je Kaplan-Majer analiza prezivljavanja.
Pojedina¢ni delecioni GSTM1 i GSTT1 polimofizmi nisu pokazali moduliraju¢i efekat na
ukupno prezivljavanje medu ovim bolesnicima (p=0,957 odnosno p=0,303) (slika 8). S druge
strane, zanimljivo je da je kod nosilaca kombinovanog GSTM1-nultog/GSTT1-nultog genotipa
zabelezeno krace vreme preZivljavanja, u poredenju sa nosiocima oba aktivna genotipa, iako

bez statisticke znacajnosti (43,05 + 2,72 odnosno 46,65 + 0,87 meseci) (tabela 15).
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GSTMT*nulti

0,5
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c
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|
o
[= 3
2
£ 04
=
-
=2

0,2

007 Log rank: p=0.957
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Slika 8. Kaplan-Majer kriva prezivljavanja bolesnika sa karcinomom prostate

stratifikovanih prema GSTML1 (A) i GSTT1 genotipovima (B)

Kaplan-Majer ova analiza prezivljavanja je pokazala statisticki znacajan efekat GSTP1
rs1138272 polimorfizma na ukupno prezivljavanje medu pacijentima sa karcinomom prostate
(Slika 9A). Naime, nosioci GSTP1*T/T genotipa su imali kra¢e ukupno prezivljavanje
(p=0,029) u poredenju sa nosiocima bar jednog GSTP1*C referentnog alela. Drugi GSTP1
rs1695 polimorfizam nije imao statisticki znacajan efekat na ukupno prezivljavanje medu

bolesnicima sa karcinomom prostate (Slika 9B).
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Slika 9. Kaplan-Majer kriva preZivljavanja bolesnika sa karcinomom prostate

stratifikovanih prema GSTP1 rs1138272 (A) i GSTP1 rs4925 genotipovima (B)
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Uzimajuci u obzir da je pokazan kumulativni efekat GST polimorfizama (GSTM1-aktivni,
GSTT1-nulti, GSTP1*Val rs1695 i GSTP1*Val rs1138272) u riziku za nastanak karcinoma
prostate, izvedena je Kaplan-Majer ova analiza prezivljavanja prema broju povezanih rizi¢nih
alela. Ovi rezultati pokazuju da nema statisticki znacajne razlike u prezivljavanju bolesnika

startifikovanih prema broju rizi¢nih alela (p=0,594) (Slika 10).

GSTM1*aktivni + GSTT1*nulti + GSTP1 rs1695"Val + GSTP1rs1138272*Val

0 riziénih alela
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Slika 10. Kaplan-Majer kriva preZivljavanja bolesnika sa karcinomom prostate

stratifikovanih prema broju rizi¢nih GST genotipova
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Slika 11. Kaplan-Majer kriva prezivljavanja bolesnika sa karcinomom prostate
stratifikovanih prema GSTO1 (A) i GSTO2 genotipovima (B)
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GSTO1 i GSTO2 polimorfizmi nisu imali modulirajuéi efekat na prezivljavanje bolesnika sa

karcinomom prostate (Slika 11).

Tabela 15. Srednje vreme preZivljavanja kod bolesnika sa karcinomom prostate

stratifikovanih prema GST genotipovima

Genotip Vreme pracenja 0504 CI™ Log rank P
(meseci)

GETAL]

GSTMI-aktivni 46090+0.56 45804810

GSTMI-nuld 4701104 44084904 0.003 00957

GSITI

GSTT1-aktivni 4784063 46614907

GSTT1-nult 4607098 44164799 1.060 0.303

GETMIAGSTT]

MI1/T1-aktivni 4665087 44054836

Ml-nulti'Tl-aktvni 42328078 46.754921

Ml-aktivni/Tl-nult 4636037 454447 68

MIL/T1-nult 4305272 37734838 2581 0.461

GSTPI rsl1695

*Telle 4634000 44414827

*MeVal 47 74 +£0.77 46.23-49.26

*ValVal 4730003 45484013 0207 0.668

*TeVal + ValVal 4768 +£0.63 46444802 0.342 0.559

(deminanini)

*Tlelle + IleVal 47.53=062 46324875 0204 0.631

(recesivmi)

GETPI rsl138272

*AlaAla 4782070 46444919

*AlaVal 4726076 45.76-48.75

*ValVal 4281216 38.5847.04 4.802 0.091

*AlaVal+ValVal  4692+073 45494835 0.405 0524

{dominanini)

*AlaAla + AlaVal 4781033 3E584704 4792 0.029

(recesivni)

* srednja vrednost + standardna greska; * 95% interval poverenja
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4.2.2. Efekti GST polimorfizama na rizik za ukupno preZivljavanje

Multivarijantna Koks regresiona analiza je potvrdila da je GSTP1*T/T genotip
nezavisni prediktor visokog rizika za ukupnu smrtnost kod bolesnika sa karcinomom prostate

(tabela 16).

Tabela 16. Genski polimorfizmi GSTMI, GSTTI, GSTOI rs4925, GSTOZ rs156697, GSTPI rs1695i
GSTPI rsi1328272uprocenirizika za mortalitet kod bolesnika sa karcinomom prostate

Genotip Model 1° Model 2°
HR (95%CIF p HR(95%CI) p

GSTMI
aktivni 1.00 1.00
nulti 0.98(0.42-227) 0957 0.99(0.42-234) 0983
GSTTI
aktivni 1.00 1.00
nulti 1.53(0.68-3.47) 0307 1.51(0.65-3.52) 0335
GSTOI rs4925
*C/C 1.00 1.00
*ClA 0.99(0.37-2.71) 0597 1.13(0.36-3.29) 0.818
*ASA 1.39(039-494) 0609 1.76 (0.47-6.59) 0403
GSTO2 rs156697
*ASA 1.00 1.00
*A/IG 0.83(0.33-2.06) 0.680 0.94(037-2.44) 0906
*G/G 0.77(0.20-2.89) 0695 0.86(0.22-333) 0.828
GSTPI rs1695
*AfA 1.00 1.00
*A/G 0.69(0.27-1.74) 0430 0.77(0.30-1.94) 0575
*G/G 1.02(0.34-3.07) 0967 0.80(0.25-2.63) 0.718
GSTPIrs1138272
*C/C 1.00 1.00
*C'T 1.05(042-263) 0917 1.36 (0.53-3.50) 0.524
*T/T 3.65(1.02-13.12) 0.047 4.67(1.26-17.37) 0.021

*Model 1 predstavlja rezultate bez dodatnih faktora rizika; "Model 2 je prilagodavan zaDM tip 2;
“HR-hazard ratio, 95% CI-95% interval poverenja;
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Naime, nosioci GSTP1*T/T genotipa su imali 3,6 puta veci rizik od smrtnosti u
odnosu na homozigotne nosioce GSTP1*C alela u modelu 1 (HR=3,65; 95%CI: 1,02-13,12;
p=0,047). U modelu 2, prilagodenom za prisustvo diabetes mellitusa tip 2, rizik od smrtnosti
je povecan za vise od 4 puta (HR=4,67; 95%CI: 1,26-17,37; p=0,021). Multivarijantna Koks
regresiona analiza nije pokazala statisticki znacajnu vezu izmedu ispitivanih GSTM1, GSTT1,

GSTO1, GSTO2, GSTP1 rs1695 polimorfizama i ukupnog prezivljavanja.
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5. DISKUSIJA

Superfamiliju glutation transferaza (GST), tradicionalno prepoznatu kao familija
enzima faze II Celijske detoksikacije, saCinjavaju multifunkcionalni enzimi sa Sirokim
repertoarom katalickih funkcija (Mannervik B. i sar, 1988; Hayes JD. i sar, 2000; Pljesa-
Ercegovac M. i sar, 2018.) Pored njihovih raznovrsnih katalickih uloga, GST su takode
prepoznate i1 kao regulatori ¢elijske proliferacije 1 signalih puteva prezivljavanja. Smatra se da
interindividualne varijacije koje nastaju kao posledica funkcionalnih polimorfizama citosolnih
GST determiniSu individualni odgovor na izloZenost razliitim egzogenim 1 endogenim
ksenobioticima, ukljucujuéi 1 kiseoni¢ne slobodne radikale i proizvode oksidativnog stresa.
Povezanost polimorfizama gena za ovu veliku familiju detoksikacionih enzima i njihov
znacajan moduliraju¢i efekat u sadejstvu sa razliitim faktorima spoljasnje sredine, poput
naina Zivota, ishrane i profesionalne izloZenosti je pokazan kao vaZan faktor koji mozZe
determinisati rizik za nastanak razli¢itih karcinoma. U ovom istraZivanju je ispitivana
povezanost polimorfizma u genima za GSTP1 (rs1695 i rs1138272), GSTO1, GSTO2, kao i

delecionih GSTM1 i GSTT1 enzima sa rizikom za pojavu karcinoma prostate.

O znacaju GSTP1 enzima u karcinomu prostate govore i skoriji podaci koji su pokazali
da je neoplasti¢na transformacija u tkivu prostate preko utiSavanja GSTP1 tumor-supresorske
funkcije, moze biti posredovana aktivacijom c-myc (Boldrini L. i sar, 2019), dok je znacajan
protektivni efekat u ovom procesu dobijen posle ekspresije GSTP1, in vitro i in vivo (Wang
XX. i sar, 2017). Uzimaju¢i u obzir da metilacija promotorskog regiona gena za GSTP1
predstavlja jednu od vaznih fenotipskih karakteristika ovog karcinoma, u dosadaSnjim

istrazivanjima je posebnu paznju privukao SNP polimorfizam rs1695, koji dovodi do
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supstitucije izoleucina (lle) u valin (Val) na poziciji 105 u aminokiselinskom lancu, §to
uslovljava izmenjenu kako kataliticku, tako i regulatornu ulogu ovog enzima. lako je pokazana
povezanost ovog funkcionalnog polimorfizma sa rizikom za nastanak razli¢itih solidnih
tumora, rezultati dobijeni za karcinom prostate su jos uvek nedovoljno jasni. Pored toga, znacaj
drugog blisko povezanog SNP polimorfizma GSTP1 rs1138272, koji dovodi do promene
alanina (Ala) u valin (Val) na poziciji 114 u riziku za nastanak ovog karcinoma je od skoro

predmet istrazivanja.

Rezultati naseg ispitivanja su pokazali da su muskarci nosioci bar jednog varijantnog
alela GSTP1*Ala/Val+Val/Val (rs1138272) ili GSTP1*lle/Val + Val/Val (rs1695) bili u
znaajno vecem riziku za pojavu karcinoma prostate. Ovaj rizik je bio joS izraZeniji kod
nosilaca oba GSTP1 varijantna alela, koji je dodatno potvrden i analizom haplotipa. Naime,
pokazano je da su nosioci GSTP1*C haplotipa, koji predstavlja kombinaciju oba GSTP1
varijantna alela bili u skoro pet puta vecem riziku za nastajanje karcinoma prostate, kada
poredimo sa nosiocima GSTP1*A (oba referentna alela). Do sada je najveci broj istrazivanja
obuhvatio upravo ispitivanje povezanosti GSTP1 rs1695 polimorfizma i rizika za nastanak
karcinoma prostate, ukljucujuci nekoliko meta-analiza, ali sa razli¢itim zakljuécima (Zhang Y.
i sar, 2016; Wei B. i sar, 2013; Mo Z. i sar, 2009; Cai Q. i sar, 2013). Tako je studija Cai i
saradnika pokazala znacajnu povezanost ovog GSTP1 polimorfizma medu pripadnicima bele
rase, za razliku od pripadnika azijske i afroamericke etni¢ke pripadnosti (Cai Q. i sar, 2013).
Rezultati druge meta-analize su pokazali znacajnu vezu izmedu GSTP1*lle105Val
polimorfizma i rizika za nastanak karcinoma prostate, ali samo medu pripadnicima azijske rase
(Zhang Y. i sar, 2016). Velika meta-analiza koja je sprovedena na grupi od 5301 pacijenta i
5621 kontrole je pronasla znacajnu povezanost GSTP1*lle105Val polimorfizma i rizika za
nastajanje ovog karcinoma (Mo Z. i sar, 2009). Rezultati naseg istrazivanja su u skladu sa

ranijim analizama, gde se istice uloga GSTP1*lle105Val polimorfizma u karcinogenezi
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prostate, dok je povecan rizik za nastanak karcinoma prostate naden kod nosioca bar jednog

varijantnog GSTP1*Val alela.

Znacaj drugog GSTP1*Alall4Val rs1138272 polimorfizma u riziku za nastanak ovog
karcinoma nije dovoljno istrazen. Pokazano je da se GSTP1*T/T genotip moze povezati sa
ve¢im ukupnim rizikom za pojavu tumora medu narodima u Africi i Aziji, a specificno sa
kolorektalnim tumorima 1 tumorima glave i1 vrata kod pripadnika bele rase. Takode, GSTP1*CT
genotip moze biti u vezi sa povecanim rizikom za karcinom pluc¢a kod pripadnika bele rase
(Ding F.i sar, 2018; Wang J. i sar, 2011; Wang Y. i sar, 2003). Za razliku od najéesce
ispitivanog GSTP1*1le105Val rs1695 polimorfizma, potencijalni efekat GSTP1*Alall4Val
rs1138272 polimorfizma narizik za nastanak karcinoma prostate je ispitivan u samo dve studije
(Cornu JN. i sar, 2017; Oskina NA. i sar, 2014). Ove studije su pokazale da medu SNP
polimorfizmima, GSTP1*Alal14Val rs1138272 polimorfizam se moZe dovesti u vezu sa
volumenom prostate koji je analiziran kod pripadnika bele rase sa lokalizovanim karcinomom

prostate kojima je radena radikalna prostatektomija (Cornu JN. i sar, 2017).

Izgleda da se funkcionalna znacajnost oba ova GSTP1 polimorfizma u riziku za
nastanak karcinoma prostate moze dovesti u vezu sa promenama koje nastaju i u katalickoj i
regulatornoj funkciji enzima. Naime, genetska varijacija koja dovodi do supstitucije izoleucina
u valin na 105 poziciji polipetidnog lanca rezultuje u steri¢koj restrikciji H- mesta u okviru
aktivnog mesta enzima, S$to bi moglo uticati na specificnost prema supstratu. Tako
GSTP1*105Val varijantni enzim ima sposobnost vezivanja manje teSkog supstata nego
GSTP1*105lle alozim (Zhang Y. i sar, 2016; Moyer AM. i sar, 2008). U slucaju
GSTP1*Alal14Val rs1138272 polimorfizma, promene specifi¢nosti prema susptratu su
prisutne zbog izmenjene sposobnosti razlikovanja planarnog i neplanarnog supstrata (Ali-
Osman F. i sar, 1997). Uprkos ¢injenici da je poznato da je GSTP1 ukljucena u detoksikaciju

epoksida iz karcinogenih policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika, prisutnih i u duvanskom
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dimu, rezultati skorasnjih studija ne podrzavaju pretpostavku da su pusaci nosioci
GSTP1*Ile105Val polimorfizma u vecem riziku za nastanak karcinoma prostate (Lavender
NA. i sar, 2009). Jos jedna grupa mogucih karcinogenih GSTP1 supstrata su pesticidi, koji su
se pokazali kao potencijalni faktori rizika za karcinom prostate (Sritharan J. i sar, 2019; Mati¢
MG. i sar, 2014). | na kraju, pokazano je da izlozenost odredenim teskim metalima, a posebno
kadmijumu 1 zivi, koji stupaju u interakciju sa GSTP1 enzimom, mogu povecati rizik za
nastanak karcinoma prostate (Sritharan J. i sar, 2019; Waalkes MP. i sar, 1994; Lacorte LM. i
sar, 2015). Tako, u eksperimentalnom modelu u kojem je karcinom prostate indukovan
kadmijumom, snizena ekspresija GSTP1 bila je udruzena sa nastankom oksidativnog stresa
(Arriazu R. i sar, 2005). Pored toga, u svojim novim istrazivanjima, Chang i saradnici (Chang
WH. i sar, 2018) su utvrdili da su kod pacijenata sa benignom hiperplazijom prostate,
kadmijum, nikl i bakar bili prisutni u znacajno visim koncentracijama nego u kontrolnoj grupi,
dok je koncentracija zive bila viSa u grupi pacijenata sa karcinomom prostate (Chang WH. i
sar, 2018). Interesantno, i razli¢ite epidemioloske studije su nasle povezanost izmedu GST
polimorfizma, ukljucuju¢i GSTP1*Ile105Val i GSTP1*Alal14Val, i razlikama u metabolizmu
sar, 2006). Takode, odredena epidemioloska istrazivanja, kao i in vitro rezultati su pokazali da
GSTP1*lle105Val i GSTP1*Alal14Val polimorfizmi mogu uticati na toksikokinetiku zive,
uzimajuci u obzir razlike u enzimskoj aktivnosti kod nosilaca odredenih genskih varijanti
(Goodrich JM. i sar, 2012). Na osnovu dosadas$njih rezultata o povezanosti GSTP1
polimorfizama, izloZenosti odredenim teskim metalima, kao Sto je Ziva 1 rizika za nastanak
karcinoma prostate, buduca istrazivanja na znacajno ve¢em broju bolesnika mogla bi da pruze

preciznije odgovore o novim faktorima rizika u nastanku ovog karcinoma.

Pored klasi¢ne katalicke funkcije, GSTP1 enzim takode ispoljava regulatornu ulogu u

signalnoj kaskadi posredovanoj mitogenom aktivisanim protein kinazama (eng. Mitogen-
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activated protein kinase, MAPK) (Laborde E. 2010). Pored toga, utvrdeno je da razlicite
polimorfne GSTP1 varijante, koje se razlikuju u amino kiselinama na pozicijama 105 i 114
polipeptidnog lanca, imaju i razli¢ite regulatorne efekte. Tako je pokazano da je GSTP1*C
haplotip potentniji inhibitor signalnog molekula MAPK kaskade, c-Jun N-terminalne kinaze
(JNK), nego referentni GSTP1*A (Thevenin AF. i sar, 2011). Imajuéi u vidu ulogu JNK u
apoptozi, proliferaciji, ¢elijskoj migraciji i DNK reparaciji kod karcinoma prostate, kao i vezu
izmedu JNK i androgenih receptora, moze se pretpostaviti da razli¢ite GSTP1 polimorfne
varijante imaju i razli¢it efekat u riziku za pojavu ovog karcinoma (Xu R. i sar, 2020). U tom
smislu, nasi rezultati koji pokazuju povezanost GSTP1*C haplotipa i rizika za nastanak
karcinoma prostate predstavljaju potvrdu ove pretpostavke. Potrebno je ista¢i i da GSTP1
polimorfizmi verovatno najve¢i uticaj mogu imati u ranoj fazi nastanka karcinoma prostate.
Naime, imajuci u vidu metilaciju promotorskog regiona gena za GSTP1, kao mehanizma za
sniZzenje ekspresije odgovarajuceg proteina u ovom karcinomu, moZze se pretpostaviti da ova
polimorfna ekspresija pre svega uti¢e na rizik u ranim fazama karcinogeneze. U kasnijim
fazama karcinogeneze, metilacijom GSTP1 gena ovi efekti varijantog genotipa gube na
znacaju, dok utiSavanje gena rezultira u smanjenju ekspresije proteina i posledi¢no funkcije.
Martignano 1 saradnici su analizirajuci tkivo prostate nakon prostatektomija dokazali metilaciju
GSTP1 u preko 90% tumorskog tkiva i u oko 5% zdravog tkiva ¢ime je potvrdeno da GSTP1
metilacija predstavlja znaCajan tumorski biomarker, koji bi mogao imati ulogu ranog

dijagnostickog markera (Martignano F. i sar, 2016).

U poredenju sa drugim GST klasama, omega klasa (GSTO) poseduje specificne
katalicke, kao i nekatalicke uloge. Naime, njihova tioltransferazna, dehidroaskorbat reduktazna
i deglutationilazna aktivnost doprinose regulaciji redoks hemostaze (Board PG. i sar, 2013).
GSTO2-2 ispoljava snaznu dehidroaskorbat reduktaznu aktivnost, dok GSTO1-1 ima vaznu

ulogu u ciklusu glutationilacije, koji predstavlja znacajan mehanizam koji regulise funkciju
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proteina katalizujuci i glutationilaciju i deglutationilaciju (Board PG. i sar, 2013). GSTO1-1
ima 1 mno$tvo regulatornih uloga, kao S$to je modulacija posttranslacione obrade
proinflamatornog citokina interleukina-1p (IL1-p) i rijanodinskih receptora (Dulhunty A. i sar,
2001). Takode, antiapoptoticka i uloga u prezivljavanju GSTO1-1 je opisana kao vazan aspekt
hemorezistencije kod nekoliko ¢elijskih tumorskih linija (Piaggi S. i sar, 2010). Do sada je
opisan 31 polimorfizam GSTO1 i 66 polimorfizma GSTO2 gena (Mukherjee B. i sar, 2006).
Dokazano je postojanje povezanosti izmedu GSTO1 rs4925 polimorfizma i rizika za nastanak
akutne limfoblastne leukemije kod dece (Pongstaporn W. i sar, 2009), hepatocelularnog
karcinoma, holangiokarcinoma (Marahatta SB. i sar, 2006) i nesitnocelijskog karcinoma pluca
(Ada TG. i sar, 2013). Posmatraju¢i GSTO2*A424G polimorfizam (rs156697), pokazano je da
GSTO2*G varijantni alel povecava rizik za pojavu karcinoma jajnika, ali ova veza nije
pokazala statisticku znacajnost (Pongstaporn W. i sar, 2006). Razli¢ite studije su ispitivale
potencijalnu ulogu GSTO polimorfizama u riziku za nastanak tumora mokracne besike (Djukic¢
T. i sar, 2015; Wang YH. i sar, 2009; Lesseur C. i sar, 2012). Wang i saradnici su utvrdili da
nosioci GSTO2*G/G genotipa (1s2297235) pokazuju znaéajno veci rizik za pojavu karcinoma
mokraéne besike (Wang YH. i sar, 2009). Takode su pokazali da nosioci haplotipa koji ¢ine
GSTO1*C referentni (rs4925), GSTO2*G varijantni (rs156697) i GSTO2*G varijantni
(rs2297235) aleli imaju povecan rizik za nastajanje karcinoma mokraéne besike, u poredenju
sa haplotipom sastavljenim od sva tri referentna alela (Wang YH. i sar, 2009). Dve studije su
pokazale vezu izmedu GSTO2*G/G genotipa (rs156697) sa visokim rizikom za pojavu
karcinoma mokraéne besike (Djuki¢ T. i sar, 2015; Lesseur C. i sar, 2012). Rezultati Djuki¢ i
saradnika su takode dokazali vezu GSTO1*C (rs4925)/ GSTO2*G (rs156697) haplotipa sa
visokim rizikom za nastajanje karcinoma mokrac¢ne besike (Djuki¢ T. i sar, 2015). Interesantno,
postoje i potvrde povezanosti GSTO2*A/A referentnog genotipa (rs156697) sa povecanim

rizikom za kolorektalni karcinom, kod pojedinaca sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom
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karcinoma (Masoudi M. i sar, 2011), kao i protektivna uloga GSTO2*G/G varijantnog
genotipa (rs156697) u riziku za pojavu karcinoma zeluca (Masoudi M. i sar, 2009). Istrazivanja
uticaja GSTO polimorfizama i rizika za karcinom dojke su kontradiktorna (Andonova IE. i sar,
2010; Marahatta SB. i sar, 2006; Xu YT, i sar, 2014). Skorije analize izvodene u cilju
ispitivanja jac¢ine same veze GSTO polimorfizama sa rizikom za karcinom, dovele su do
zakljucka da se GSTO2 rs156697 polimorfizam moze povezati sa veéim rizikom za karcinom

dojke (Xu YT. i sar, 2014).

Nasi rezultati po prvi put pokazuju da su homozigotni nosioci GSTO1*A/A i
GSTO2*G/G varijantnog genotipa u povecanom riziku za nastajanje karcinoma prostate. Ovo
je takode potvrdeno i analizom haplotipa koja pokazuje da nosioci H2 haplotipa, koji obuhvata
oba varijantna GSTO1*A i GSTO2*G alela predstavlja visoko rizi¢nu kombinaciju. Nasi
rezultati, koji pokazuju da su homozigotni nosioci GSTO1*A/A varijantnog genotipa u
povecanom riziku za pojavu ovog karcinoma su u saglasnosti sa rezultatima istraZivanja
GSTOI1 polimorfizma u drugim tumorima urotrakta, kao §to je svetlocelijski karcinom bubrega
(Radic T. i sar, 2018). Takode, rezultati o povezanosti GSTO2*G varijantnog alela sa
povecanim rizikom za karcinom prostate su u saglasnosti sa prethodnim studijama na
karcinomu jajnika (Pongstaporn W. i sar, 2006), karcinomu dojke (Xu YT. i sar, 2014),
karcinomu mokraéne besike (Djuki¢ T. i sar, 2015) i svetlocelijskom karcinomu bubrega
(Radi¢ T. i sar, 2018). Izgleda da svoje delovanje GSTO1 i GSTO2 enzimi u regulaciji redoks
homeostaze ostvaruju sinergistickim mehanizmima. Prvenstveno, svoju regulatornu ulogu u
redoks homeostazi GSTO1-1 ostvaruje u ciklusu glutationilacije, koji predstavlja znacajan
puteva. Kao rezultat funkcionalnog polimorfizma, pokazano je da GSTO1*C referentni alel
pokazuje deglutationilaznu aktivnost, za razliku od glutationilazne aktivnosti GSTO1*A

varijantnog alela (Board PG. i sar, 2013). S obzirom na ¢injenicu da glutationilacija, kao
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posttranslaciona modifikacija, moze uticati na aktivnost mnogih proteina ukljucenih u rast
tumora, dok proces deglutationilacije moze dovesti do izlaganja osetljivih tiolnih grupa u tkivu
prostate procesu oksidacije, moze se pretpostaviti da je prisustvo oba varijantna GSTOL i
GSTO2 alela u procesu karcinogeneze u prostati, u situaciji kada postoji narusena redoks
homeostaza doprinosi brzoj malignoj transformaciji. U toku karcinogeneze prostate, jedna od
prvin molekularnih alteracija je aktivacija protoonkogena c-myc, pra¢ena prekomernom
ekspresijom transkripcionog faktora, hipoksija inducibilnog faktora-la (eng. Hypoxia-
inducible factor, HIF-1a) (Boldrini L. i sar, 2019). Kao centralni molekul intratumorske
hipoksije, HIF-1o. je povezan sa kra¢im vremenom do biohemijskog relapsa, pojavom
metastaza i hemorezistencijom kod pacijenata sa karcinomom prostate, i predstavlja najcesce
mesto za ciljanu tumorsku terapiju (Vergis R. i sar, 2008, Ranasinghe WK. i sar, 2013).
Interesantno, u okviru promena c¢elijske redoks regulacije indukovane intratumorskom
hipoksijom, skoriji dokazi pokazuju da u tumorskim celijama kolona dolazi do povecane
ekspresije HIF-1a, kao i nivoa njegove S-glutationilacije (Jeon D. i sar, 2018). Sta vise, zna¢aj
glutationilisanog HIF-10 u malignoj transformaciji tumorskih ¢elija karcinoma kolona Jeon i
saradnici su potvrdili u eksperimentima u kojima su indukovali ekspresiju glavnog
intracelularnog enzima uklju¢enog u proces deglutationilacije, glutaredoksina 1 (Jeon D. i sar,
2018). U uslovima hipoksije, u ovim glutaredoksin eksprimujué¢im ¢elijama nije doslo do
poveéanja ekspresije HIF-1o. Pored regulatorne uloge u glutationilaciji, neefikasna
regeneracija askorbinske kiseline, kao potencijalna posledica GSTO2 polimorfizma, moze
usmeriti HIF signalni put u razli¢itom pravcu. Naime, za aktivnost kiseonik-zavisnih protein
hidroksilaza, koje su medijatori ubikvitinisko-proteazomalne degradacije HIF-1a, koriste
vitamin C kao kofaktor. Moze se pretpostaviti da vitamin C- zavisna inhibicija HIF puta moze

obezbediti dodatni pristup za kontrolu tumorske progresije (Li Y. i sar, 2007).
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Poslednja istrazivanja pokazuju interakciju GSTO!1 sa rijanodinskim receptorima tipa
1 (RyR1) koji stimulise tumorske stem c¢elije tokom hemioterapije (Haiquan L. i sar, 2021).
Kao posledica interakcije GSTO1 sa RyR1, dolazi do aktivacije niza signalih puteva-
PYK2/SRC/STATS3 (eng. Proline-rich tyrosine kinase 2/ Src family of Protein tyrosine kinase/
Signal transducers and activators of transcription) i do povecanja eskpresije tumorskih stem

¢elija.

Piaggi i saradnici su ispitivali udruzenost ekspresije GSTO1-1 sa rezistencijom na
apoptozu, indukovanu cisplatinom. PredloZzeni mehanizam delovanja rezistencije bi mogao
biti, aktivacija dva signalna puta prezivljavanja (Akt i ERK1/2), kao 1 inhibicija puta apoptoze
(JNK1) indukovanim ekspresijom GSTO1-1 (Piaggi S. i sar, 2010). Do sada, najjaci inhibitor
GSTO1-1 u grupi a-hloracetamida je C1-27 (Ramkumar K. i sar, 2016). Zaista, C1-27 je
pokazao obecavajucu antitumorsku aktivnost u oba, in vitro i in vivo modela, kod kolorektalnog
karcinoma, bez velike sistemske toksi¢nosti (Ramkumar K. i sar, 2016). Usled njihovih
kljuénih uloga kod karcinoma, nekoliko potencijalnih ciljnih molekula PI3K/Akt signalnog

puta je predloZeno u terapiji karcinoma (Hayes JD. i sar, 2000).

Sto se tie moguée interakcije izmedu gena i sredinskih faktora, vazno je napomenuti
da je u naSoj kohorti pacijenata sa karcinomom prostate, prisustvo dijabetesa i hipertenzije bilo
znacajno vece kada poredimo sa kontrolnom grupom. Dosadasnja istrazivanja ukazuju da ovi
komorbiditeti mogu uticati nepovoljno kod uznapredovalog i metastatskog karcinoma prostate,
kao i da imaju odredeni uticaj na ishod nakon razli¢itih terapijskih tretmana, ukljucujudi
androgen deprivacionu terapiju (EAU, 2020; Di Francesco S. i sar, 2019). Medutim, podaci o
modifikuju¢em efektu GST genetskih varijacija kod bolesnika sa karcinomom prostate koji
boluju od dijabetesa i hipertenzije jo§ uvek nisu konzistentni (Hayes JD. i sar, 2000; Ge B. i
sar, 2015). U svakom slucaju, rezultati nasih istrazivanja ukazuju na znacajnu gen-gensku

interakciju. Naime, dosadaSnja istrazivanja ukazuju na nedvosmisleni udruzeni efekat
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delecionih i SNP GST polimofizama na ukupni individualni kapacitet za detoksikaciju
ksenobiotika (Tabrez S. i sar, 2014). lako u naSem istrazivanju nije pokazana veza delecionih
polimorfizama GSTM1 i GSTT1 enzima i rizika za nastanak karcinoma prostate, kod muskaraca
nosilaca varijantnih GSTP1 alela i odredenog delecionog GSTM1/GSTT1 polimorfizma rizik
za nastanak ovog karcinoma je bio veéi, §to govori o njihovom znacajnom aditivnom efektu.
Moze se zakljuciti da u riziku za nastanak karcinoma prostate vaznu ulogu mogu imati brojni
polimorfni geni, isticuc¢i ulogu kako gen-genske interakcije, tako i interakcije izmedu gena i

sredinskih faktora, koji determiniSu osetljivost pojedinca na nastajanje samog karcinoma.

Prognosticki znacaj GST polimorfizama u nasem istrazivanju pokazan je jedino za
GSTP1 rs1138272 polimorfizam, dok polimorfizami ostalih GST klasa nisu imali prognosticki
znacaj. Naime, statisti¢ki znacajno krace prezivljavanje je dobijeno kod nosilaca GSTP1*T/T
(rs1138272) genotipa, kada poredimo sa nosiocima bar jednog referentnog alela. Takode
bolesnici sa karcinomom prostate nosioci GSTP1*T/T genotipa su imali ¢etvorostruko veci
rizik od ukupnog mortaliteta. Posmatraju¢i prognosticku ulogu GST polimorfizama u
karcinomu prostate, potencijalni znacaj je do sada pokazan za GSTM1, GSTT1 i GSTP1 rs1695
polimorfizme (Agalliu 1. i sar, 2006; Cotignola J. i sar, 2013; Acevedo CA. i sar, 2014). Zaista,
GSTM1 delecioni polimorfizam je smatran kao zna€ajni biomarker za otkrivanje bolesnika sa
karcinomom prostate kod kojih postoji visok rizik od letalnog ishoda (Agalliu I. i sar, 2006), S
druge strane, prognostic¢ki znac¢aj GSTM1-aktivnog i GSTT1-nultog genotipa je pokazan kod
bolesnika sa uznapredovalim tumorima (Acevedo CA. i sar, 2014). Kada su u pitanju dva ¢esto
prisutna GSTP1 polimorfizma (rs1695 i rs1138272), do sada je analiziran samo GSTP1 rs1695
polimorfizam i pokazano je da nema prognosticki znacaj, §to se slaze i sa nasim dobijenim

rezultatima (Zhang Y. i sar, 2016; Wei B. i sar, 2013).

Takode, vazno je istaci da, pored katalicke uloge u konjugaciji razli¢itih elektrofilnih

komponenti, uklju¢uju¢i hemioterapeutike, GSTP1 takode wucestvuje 1 u procesu
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glutationilacije, kao i regulacije redoks zavisnih apoptoti¢nih signala (PljeSa-Ercegovac M. i
sar, 2018). Vaznost statusa glutationilacije i poremecaja redoks homeostaze tokom progresije
karcinoma prostate, je takode istaknuta i u promeni transkripcione aktivnosti androgenog i
estrogenog receptora a (Bonkhoff H. i sar, 1999; Shiota M. i sar, 2011; Zhang Y. i sar, 2018).
Skorija istrazivanja ukazuju da oksidativni stres, preko razli¢itth mehanizama, ukljucujuci i
glutationilaciju estrogenskog receptora «, dovodi do konverzije androgen zavisnog u
kastraciono rezistentni karcinom prostate (Xu Z. i sar, 2020.). Neka nova istrazivanja trebalo
bi usmeriti ka ispitivanju znacaja ovog novog GSTPI polimorfizma, kao potencijalnog
biomarkera za otkrivanje bolesnika kod kojih postoji rizik za rekurenciju bolesti, kao i u
stvaranju personalizovanog pristupa le¢enju bolesnika sa karcinomom prostate (Cotignola J. i

sar, 2013).

Odgovor na hemoterapiju kod pacijenata sa karcinomom cesto je ugrozena
rezistencijom na lekove. lako je hemorezistencija multifaktorijalni fenomen, mnoge studije su
pokazale da se izmenjeni metabolizam citostatika dogada zbog povecane ekspresije enzima
ukljuéenih u biotransformaciju ovih lekova, ukljucujuci i glutation transferaze (GST).
Konkretno, prekomerna ekspresija glutation transferaze P1 (GSTP1) je i potvrdena kroz ranija
klini¢ka ispitivanja, dok je direktna inhibicija GSTP1 pokazala pozitivan efekat u primenjenoj
antitumorskoj terapiji. Vazno je ista¢i da uticaj odredenih GSTP1 polimorfnih varijanti na
regulatorne nekataliticke uloge koje ovaj enzim pokazuje, ukljucujuci i regulatorne uloge
ostalih GST enzima, mogu imati vazne modulirajuci efekte kako u nastanku i progresiji
karcinoma prostate, deluju¢i prvenstveno na proliferaciju tumorskih celija, tako i na njihov
odgovor na terapiju (Singh S. 2015; Hokaiwado N. i sar, 2008). Naime, ove regulatorne uloge
GST enzima su posredovane prvenstveno protein-proteinskim interakcijama sa odredenim
signalnim molekulima, ¢ime moduliraju signalne puteve koji kontroliSu proliferaciju,

diferencijaciju i apoptozu celija. Smatra se da je zapravo ova regulatorna uloga GST presudna
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za pojavu rezistencije na primenjenu terapiju i posledi¢nu dalju progresiju karcinoma prostate
(Singh S. 2015). Naime, pokazano je da su GST ukljuene u nastanak rezistencije na
hormonsku terapiju, kao i u aberantnu proliferaciju tumorskih ¢elija karcinoma prostate. Sa
daljom progresijom karcinoma prostate dolazi do pojave smanjene osetljivosti karcinoma na
androgene, androgeni receptori postaju delimi¢no ili u potpunosti rezistentni, te dolazi do
razvoja kastraciono rezistentne faze bolesti. Uloga androgenih receptora je ve¢ poznata, ali
znacajno mesto zauzima identifikacija regulatornih gena vaznih za ovaj proces i za
razumevanje mehanizama karcinogeneze prostate (Hokaiwado N. i sar, 2008). Upravo je za
GSTPI enzim pokazano da moZze imati vaznu ulogu u proliferaciji tumorskih ¢elija prostate u
ovoj fazi bolesti (Hokaiwado N. i sar, 2008). Razli¢ita istrazivanja su vr$ena u cilju otkrivanja
inhibitora GST. Tokom 2015. godine kroz procese fotooksigenacije vr$ena je inhibicija GSTP1
serijom inhibitora trioksana GSTP1, koji su dalje posluzili kao osnova za razvoj novih lekova

u prevazilazenju hemorezistencije (Brautigam M. i sar, 2015).

Zbog ovih specifi¢nih funkcija GST enzima oni sve viSe predstavljaju mete novih
terapijskih pristupa, u smislu njihove inhibicije (Laborde E. 2010). Jedan od najvise ispitivanih
GST inhibitora je etakraplatin, koji predstavlja novu supstancu koja u osnovi ima cisplatinu
zajedno sa dve etakrinske kiseline koje sluze kao ligandi koje dovode do ireverzibilne inhibicije
enzimske aktivnosti GSTP1-1, i time direktno poboljsavaju dejstvo hemoterapije, uticuci na
smanjenje rezistenciju cisplatine (Li S. i sar, 2017). Razli¢ita ispitivanja poslednih godina idu

u prilog daljeg otkrivanja inhibitora GST, koji bi doveli do jaanja antitumorske efikasnosti.

U zakljucku, uloga citosolne familije glutation transferaza u regulaciji redoks
homeostaze sa posebnom ulogom u ciklusu glutationilacije/deglutationilacije, koje pre svega
imaju GSTO1 i GSTP1 enzimi, moze biti potencijalni mehanizam delovanja u procesu
adaptacije karcinoma prostate na oksidativni stres. Na$i rezultati efekata oba varijantna

GSTO1*A/A i GSTO2*G/G genotipa na rizik za karcinom prostate imaju potencijal da
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poboljsaju razvoj biomarkera u polju uroloske onkologije. Takode, pokazan je protektivni
efekat GSTP1 haplotipa, koji obuhvata dva povezana GSTP1 SNP polimorfizma, i moze se
dovesti u vezu sa efikasnijom zastitom protiv karcinogenih komponenti u podloznosti za
nastanak ovog karcinoma. Uzimajuéi u obzir i rezultate efekta novog GSTP1 polimorfizma na
ukupno prezivljavanje pacijenata sa karcinomom prostate, bilo bi i znafajno ispitati
potencijalnu vezu sa specificnim prezivljavanjem u vecoj kohorti. Takode, buduca
funkcionalna istrazivanja i veza izmedu GST polimorfizama i HIF-la regulacije moze

obezbediti bolje rezultate i novu terapijsku Sansu za pacijente sa karcinomom prostate.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu prikazanih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

= GSTM1i GSTT1 delecioni polimorfizmi nisu pokazali modulirajuéi efekat u riziku za

nastanak karcinoma prostate.

= Nosioci bar jednog od varijantnih GSTP1*Val (rs1138272) ili GSTP1*Val (rs1695)
alela su bili u povecanom riziku za razvoj ovog karcinoma u poredenju sa nosiocima
referentnih alela. Sta vise, pokazano je da prisustvo GSTP1*C haplotipa (GSTP1*Val

rs1695 + GSTP1*Val rs1138272) znacajno povecava ovaj rizik.

= Homozigotni nosioci oba varijantna GSTO1*A/A i GSTO2*G/G genotipa su bili u
poveéanom riziku za nastanak karcinoma prostate. Pored toga, prisustvo H2 haplotipa

(GSTO1*A/GSTO2*G) je potvrdilo udruzenost sa povecanim rizikom za karcinom.

* Polimorfizmi glutation transferaza su pokazali kumulativni moduliraju¢i efekat u
riziku za nastanak karcinoma prostate. Naime, analiza kumulativnog efekta rizicnih
GST genotipova (GSTM1-aktivni, GSTT1-nulti, GSTP1*Val rs1695 i GSTP1*Val
rs1138272) je pokazala 3,65 puta veci rizik kod nosilaca dva rizi¢na genotipa do oko
12 puta kod nosilaca sva Cetiri rizi€na genotipa, $to upucuje na njihov sinergisticki

efekat u riziku za nastanak karcinoma prostate.

* Prognosticki znac¢aj GSTM1, GSTT1, GSTO1 i GSTO2 polimorfizama nije pronaden

u nasoj kohorti bolesnika sa karcinomom prostate.
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Krace prezivljavanje je dobijeno kod nosilaca GSTP1*T/T (rs1138272) genotipa u
poredenju sa nosiocima bar jednog referentnog alela. Pored toga, prisustvo
GSTP1*T/T genotipa je predstavljalo Cetiri puta veéi rizik za mortalitet kod ovih

bolesnika.

Efekti brojnih polimorfnih gena za glutation transferase, posebno GSTP1 i GSTO
polimorfizama upuéuju na znacajnu ulogu interakcija gena u podloznosti za nastanak

karcinoma prostate. Ova studija je takode ukazala na znacajnu prognosticku ulogu

GSTP1 rs1138272 polimorfizma.

Uloga citosolne familije glutation transferaza u regulaciji redoks homeostaze sa
posebnom ulogom u ciklusu glutationilacije/deglutationilacije, koje pre svega imaju
GSTOL1 i GSTP1 enzimi, moze biti potencijalni mehanizam delovanja u procesu

adaptacije karcinoma prostate na oksidativni stres.

Na osnovu znacajnih efekata oba varijantna GSTO1*A/A i GSTO2*G/G genotipa,
koji su pokazali povecani rizik za nastanak karcinoma prostate, odredivanje
polimorfizama ovih gena ima potencijal za razvoj novih genetskih biomarkera u polju

uroloske onkologije.
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SPISAK SKRACENICA

Akt Protein kinaza B

Apaf-1 engl. apoptotic peptidase activating factor 1

Cl interval poverenja

EDTA etilen diamino tetra-sir¢etna kiselina

ERK kinaza regulisana ekstracelularnim signalima (enr. extracellular-signal-

regulated kinase)

GSH glutation

GST glutation transferaza

GSTM1 glutation transferaza mi 1

GSTO1 glutation transferaza omega 1

GSTO2 glutation transferaza omega 2

GSTP1 glutation transferaza pi 1

HIF hipoksija inducibilni faktor (engl. hypoxia-inducible factor)
HR Hazard ratio

IL-1B interleukin-13

JNK c-Jun N-terminalna kinaza

LD neravnoteza povezanosti (eng. linkage disequilibrium)

92



MAPK

NF-xB

OR

PCR

SNP

TGF-B

mitogenom aktivirane protein kinaze (eng. mitogen-activated protein kinase)

jedarni faktor kappa lakih lanaca aktiviranih B limfocita (eng. nuclear factor

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)

odnos Sansi

reakcija lan¢anog umnozavanja

polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphism)

transformisuci faktor rasta beta (engl. transforming growth factor beta)

93



BIOGRAFIJA

Veljko Santri¢ je roden 28.avgusta 1985. godine u Beogradu, gde je zavr$io osnovnu §kolu i
gimnaziju. Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu upisao je 2004. godine, a diplomirao

je 2010. godine sa prose¢nom ocenom 9,62 (devet, Sestdeset dva).

Tokom studija je bio demonstrator na predmetu Histologija sa embriologijom, kao i ¢lan
udruZenja za medunarodnu razmenu studenata. Veljko Santri¢ je bio stipendista Ministarstva

prosvete Republike Srbije (2005-2010.godine), kao i grada Beograda (2007-2009.godine).

2013. godine zavr$io je specijalisti¢ke akademske studije, iz oblasti Citologija, histohemija,
elektronska mikroskopija i embriologija, tokom kojih je uéestvovao u projektu Ministarstva

prosvete, nauke i tehnoloskog razvoja (br. projekta 41002).

Na klinici za Urologiju se zaposlio 2011. godine, a 2018. je polozio specijalisti¢ki ispit iz
urologije. U zvanje klini¢kog asistenta iz oblasti hirurgija-urologija na Medicinskom

fakultetu Univerziteta u Beogradu izabran je u martu 2019. godine.

Tokom perioda specijalizacije i kao specijalista je ucestovao u brojnim domacim i inostranim

kongresima, Clan je Evropske asocijacije urologa, kao i udruzenja urologa Srbije.

Od 2017. godine ucestvuje kao istraziva¢ u onkoloskim studijama Klini¢kog centra Srbije o

tumorima mokraéne besike (W029636), kao 1 tumora bubrega (W039210).

Poseduje aktivno znanje engleskog i francuskog jezika.

94



obpasay usjase o aymopcmasy

HN3jaBa 0 ayTrOpCTBY
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HU3zjaBspyjem

J1a je TOKTOPCKa AUCepTanuja Mo HaCJI0BOM

[ToBe3aHOCT pU3UKa U MIPOrHO3e GOJIECHHKA ca KADIIMHOMOM IIPOCTaTe JIeYeHUX PaJIHKATHOM
ITPOCTATEKTOMMJOM H 3padyerheM ca IMoJMMOpP(HU3MUMa reHa 3a IJIyTaTHOH TpaHcdepase

® De3yJaTaT COIICTBEHOTI UCTPAXKHUBAYKOT paJa;

e Jla AucepTalyja y IeJIMHU HU Y JeJI0BUMA HUje OrJla peIyIoyKeHa 3a CTUIAkbE IpyTe
JUTLJIOME TIpeMa CTYAUjCKUM ITPOTpaMUMa APYTUX BUCOKOIIKOJICKUX YCTAaHOBA;

e Jla Cy pe3y/ITaTH KOPEKTHO HaBeJIEHU U

e J1a HUCAM KPIIIMO/J1a ayTOPCKa IIPaBa ¥ KOPUCTUO/J1a UHTEJIEKTYaTHY CBOJUHY APYTHUX
JIAnaA.
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H3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE M €JIEKTPOHCKE BEP3Hje JOKTOPCKOT
paja

Nmeunnpesume ayropa Besbko lllantpuh

Bpoj unnexkca RH 02/12

Crynujeku nporpaM  PeKOHCTpYKTHBHA XMpYypruja

HacsioB paga IloBe3aHocT pu3nKa v MporHose GonecHUKa ca
KapLMHOMOM MPOCTAaTe JIEYEHNUX PaJHKaIHOM MPOCTATEKTOMHUJOM U
3pavermeM ca noaumMopdu3MUMa reHa 3a riyTaTioH TpaHcdepase
MenTtop [lpod. np ejau [paruuesuh

KomenTop [lpod. ap Ana CaBuh-Panojesuh

W3zjappyjeM na je mTamMmaHa Bep3Hja MOI' JOKTOPCKOI pajla MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO]
BEP3UjU KOjy caM TMpeJao/sa paju MoxXpawmuBama y JUrUTaIHOM PEno3uTOpHjyMy
Yuusepaurera y beorpany.

Jlo3BosbaBaM /1a ce objaBe MOjU JIMYHU MOJAIM Be3aHM 3a A00Hjame aKageMCKOT Ha3uBa
JIOKTOpa HayKa, Kao ILITO Cy UMe U ITpe3uMe, 'OMHA U MecTo pol)era u 1aTym ogOpaHe paja.

OBHU JIMYHU NOAIA MOTY ce 00jaBUTH Ha MPEXKHUM CTpaHHUIlaMa JUTruTajiHe 6ubinoreke, y
eJIEKTPOHCKOM KaTaJIoTy U y nyOamKanujama YHuBepauTera y Beorpaay.
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Osnamhyjem VYruBepaurercky 6ubiauoreky ,Cserozap Mapkosuh® ga y Jlururansu
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PaIMKaJIHOM IIPOCTATEKTOMUJOM U 3payerheM ca noauMopdu3MuMa reHa 3a TJIYTAaTUOH
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KOja je Moje ayTOpCKO JIeJ10.
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