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Na sednici Nau¢nog ve¢a Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrzanoj 21.05.2018.
godine, broj 5940/5, imenovana je komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije pod

naslovom:

»Analiza pokazatelja oksidativnog stresa u adolescentkinja sa sindromom policisti¢nih

jajnika na razli¢itim terapijskim reZimima oralne hormonske kontracepcije*

kandidata mr sci. med. dr Ilijane Mazibrada, zaposlene na Institutu za zdravstvenu zaStitu
majke i deteta Srbije “Dr Vukan Cupi¢” u Beogradu, kao $ef Odeljenja za deéiju i

adolescentnu ginekologiju, primarijus, lekar specijalista ginekologije 1 akuSerstva.

Mentor je Prof. dr Buro Macut a komentor Prof. dr Ana Savi¢-Radojevic.

Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:

1. Prof. dr Svetlana Vujovi¢, vanredni profesor Medicinskog fakulteta,
Univerzitet u Beogradu

2. Prof. dr Marija Pljesa Ercegovac, vanredni profesor Medicinskog fakulteta,
Univerzitet u Beogradu

3. Prof. dr Artur Bjelica, vanredni profesor Medicinskog fakulteta,

Univerzitet u Novom Sadu

Na osnovu analize prilozene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene

doktorske disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta sledeci



IZVESTAJ

A) Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija mr sci. dr Ilijane Mazibrada napisana je na ukupno 112 strana i
podeljena je na slede¢a poglavlja: uvod, ciljevi istrazivanja, materijal i metode, rezultati
istrazivanja, diskusija, zakljucci 1 literatura. U disertaciji se nalazi ukupno 8 slika, 20 tabela i
23 grafikona. Doktorska disertacija sadrzi sazetak na srpskom i engleskom jeziku, biografiju

kandidata, podatke o komisiji 1 spisak skracenica koris¢enih u tekstu.

U wuvodu je opisan sindrom policistinih jajnika (PCOS), kao i najnoviji
epidemioloski podaci ovog najcesceg endokrinog poremecaja zena reproduktivnog perioda.
Prikazana su 1 aktuelna saznanja o patofiziologiji PCOS sa posebnim osvrtom na ulogu
jajnika, hiperandrogenizma, hiperinsulinemije 1 insulinske rezistencije, neuroendokrine
alteracije 1 genetskih faktora te na ulogu hroni¢ne inflamacije i oksidativnog stresa. Posebna
paznja posvecena je prikazivanju vazecih dijagnostickih kriterijuma kao i simptomima i
klinickoj slici Cetiri definisana PCOS fenotipa. Posebno je definisana i opisana adolescencija,
kao 1 znacaj 1 dijagnosticki kriterijumi PCOS u adolescentnom uzrastu. Pored toga, opisana
je 1 genetska heterogenost superfamilija glutation S-transferaza (GST), enzima koji ucestvuju
u reakcijama detoksikacije. Dat je prikaz razli¢itih terapijskih pistupa koje se koriste u
leCenju PCOS, sa posebnim naglaskom na potrebu da se pri izboru terapije ima u vidu
heterogenost PCOS fenotipa, Sto samo po sebi namece individualni pristup leCenju. S druge
strane, u skladu sa promenama intenziteta simptoma i promenom klini¢ke slike potrebno je

terapiju, koja ¢e Zene sa PCOS pratiti tokom celog njihovog Zivota, stalno prilagodavati.

Ciljevi istrazivanja su precizno definisani. Pored odredivanja klinickih,
biohemijskih, hormonskih i ultrazvucnih karakteristika, jedan od ciljeva istrazivanja bio je i
odredivanje pokazatelja oksidativnog stresa i aktivnosti enzima antioksidantne zastite kod
adolescentkinja sa sindromom policisticnih jajnika i zdrave kontolne grupe. Takode, cilj je
bio da se izvrSi uporedna analiza efekata razlicitih terapijskih reZima Sestomesecne primene
oralne hormonske kontracepcije na pokazatelje oksidativnog stresa kod adolescentkinja sa
ovim sindromom. Kao cilj istrazivanja postavljeno je i odredivanje polimorfizama glutation
S-transferaza A1, M1, T1 i Pl kod zdravih i adolescentkinja sa sindromom policisti¢nih

jajnika.



U poglavlju materijal i metode navedeno je da se radi o kohortnoj studiji koja se
bazira na longitudinalnom pracenju adolescentkinja kod kojih je dijagnostikovan PCOS.
Ispitivanje je sprovodeno u Sluzbi za deciju i adolescentnu ginekologiju Republickog centra
za planiranje porodice, Instituta za zdravstvenu zastitu majke i deteta Srbije ,,.Dr Vukan
Cupi¢“. Detaljno su opisani kriterijumi za ukljuéenje u studiju, a podaci o ispitivanim
adolescentkinjama prikupljeni su uz pomo¢ upitnika, klini¢kim, laboratorijskim 1
ultrazvuénim pregledom. Upitinikom su prikupljeni podaci iz li¢ne i porodi¢ne anamneze,
demografske, antropometrijske i klinicke karakteristike. U poglavlju su detaljno opisane
metode odredivanja biohemijskih parametara, hormonskog statusa i parametara oksidativnog
stresa. Koncentracija proteinskih tiol grupa u plazmi odredivana je spektrofotometrijski, po
metodi Jocelyn-a, dok je koncentracija 3-nitrotirozina odredivana kompetitivnom ELISA
metodom. Aktivnost glutation peroksidaze u plazmi je odredivana spektrofotometrijski,
koris¢enjem metode Giinzler-a i sar., a aktivnost superoksid dizmutaze spektrofotometrijski,
po metodi Misra 1 Fridovich. Opisana je metodologija izolacije DNK iz periferne krvi, a u
cilju odredivanja polimorfizama GST. Zatim je detaljno opisana metoda za ispitivanje
delecionih polimorfizama GSTMI i GSTTI gena reakcijom lancanog umnoZzavanja (engl.
polimerase chain reaction, PCR), kao 1 metode za odredivanje polimorfizama jednog
nukleotida, SNP GSTAI1 klasa, analizom polimorfizma duzine restrikcionih fragmenata (eng.
restriction fragment length polymorphism — PCR-RFLP), odnosno metodom qPCR (eng.
quantitative Polymerase Chain Reaction) za GSTP1 polimorfizam. Opisana je metodologija
ultrazvucnog pregleda male karlice, koji treba da posluzi za precizno merenje endometrijuma
1 jajnika u tri dimenzije, uz detaljan morfoloski opis. Ova studija je sprovedena u skladu sa
etickim standardima datim u Helsinskoj deklaraciji, a odobrena je i od strane Etickog
komiteta, Medicinskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu. Sve pacijentkinje, ¢iji su li¢ni
podaci 1 bioloski materijal koriS¢eni u studiji, ili njihovi staratelji potpisali su informisani

pristanak za ucesce u studiji.
U poglavlju rezultati detaljno su opisani i jasno predstavljeni svi dobijeni rezultati.

Diskusija je napisana jasno i pregledno, uz prikaz podataka drugih istrazivanja sa

uporednim pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije.
Zakljucci sazeto prikazuju najvaznije nalaze koji su proistekli iz rezultata rada.

Kori$¢ena literatura sadrzi spisak od 150 referenci.



B) Kratak opis postignutih rezultata

Ovo istrazivanje je pokazalo da su adolescentkinje sa PCOS, u odnosu na svoje
zdrave vrSnjakinje, statisticki znacajno ceSce (p<0,001) imale poremecaj menstrualnog
ciklusa, kao 1 ispoljene klini¢ke simptome hiperandrogenizma (akne lica, akne leda i visi F-G
skor). Analizom biohemijskih parametara adolescentkinja sa PCOS registrovan je znaCajan
porast fibrinogena i hs-CRP (p<0,001), kao i povisen odnos LDL/HDL (p<0,05). Medu
ispitanicama je otkrivena i visoko statisticki znacajna razlika u nivoima LH, progesterona,
testosterona, FAI 1 SHBG (p<0,001). Ultrazvu¢nim pregledom je kod adolescentkinja sa
PCOS izmeren znacajno tanji endometrijum, ali 1 statisticki znacajno veca zapremina jajnika i
ceSc¢e prisustvo zadebljane strome (p<0,001). Adolescentkinje sa PCOS su, u odnosu na
zdrave kontrole, imale znacajno viSe vrednosti hs-CRP i fibrinogena. Pored toga, u grupi
adolescentkinja sa PCOS pokazana je znacajna pozitivna korelacija markera inflamacije, hs-
CRP i fibrinogena sa antropometrijskim (ITM, obim struka) i lipidnim parameterima (LDL,
LDL/HDL). Na osnovu ROC analize definisane su grani¢ne vrednosti za hs-CRP od 0,35
mg/L, kao i za fibrinogen od 2,8 g/L. U odnosu na definisane grani¢ne vrednosti markera
inflamacije, adolescentkinje sa PCOS imale su statisticki znacajno viSe vrednosti
antropometrijskih 1 lipidnih parametara u poredenju sa devojakama ¢ije su koncentracije hs-

CRP i fibrinogena bile ispod grani¢nih vrednosti.

U uslovima naSte, nije pronadena znaCajna razlika u koncentraciji parametara
oksidativnog stresa izmedu adolescentkinja sa PCOS 1 zdravih kontrola. Tokom OGTT
pokazano je da je procenat promene oba parametra oksidativnog oSte¢enja proteina
(nitrotirozin, proteinske tiol grupe) znacajno veci kod adolescentkinja sa PCOS u odnosu na
kontrolnu grupu (p<0,05), dok promena aktivnosti SOD i1 GPX nije dostigla statisticku
znacajnost medu ispitivanim grupama (p>0,05). Statisticki znacajna korelacija procenta
promene nitrotirozina uocena je za LH, testosteron, FAI, androstenedion i DHEAS, kao 1
DHEAS i AUC glukoze sa tiol grupama. AUC insulina korelirao je pozitivno sa GPX, dok je
LH statisticki znacajno korelirao sa SOD (p<0,001). Distribucija isptivanih GST
polimorfizama (GSTAI, GSTMI, GSTPI i GSTTI) nije statisticki znacajno razlikovala
izmedu adolescentkinja sa PCOS 1 zdravih kontrola (p>0,05). Adolescentkinje sa PCOS,
nosioci GSTMI-nultog genotipa imale su znatno nizi nivo testosterona u odnosu na one sa

GSTM-aktivnim genotipom (p<0,05).



Posle Sest meseci na razli¢itim terapijskim rezimima oralne hormonske kontracepcije
(OHK), registrovana je regulacija menstrualnog ciklusa, statisticki znacajno manja pojava
akni na licu i na ledima, kao 1 znac¢ajno manji F-G skor (p<0,001). U obe ispitivane grupe
posle sprovedene terapije registrovane su statisticki znacajno nize vrednosti FSH, LH,
testosterona, FAI, androstenediona i DHEAS (p<0,001), znacajno manja zapremina jajnika
(p<0,001), kao i znaCajne promene u koncentracijama proteina, albumina i bilirubina,
bazalno i tokom OGTT. Posle primene OHK pilule u obe grupe ispitanica registrovan je
statistiCki znacajan porast hs-CRP (p<0,05), kao i1 porast koncentracije triglicerida i HDL
(p<0,001), 8to je dovelo do znacajnog snizenja odnosa TC/HDL i LDL/HDL (p<0,001). Kod
adolescentkinja na terapijskom rezimu sa 30ug EE registrovan je i1 znacajan porast ukupnog
holesterola. Primenjen terapijski rezim kod adolescentkinja sa PCOS nije statisticki znac¢ajno
uticao na promenu parametara oksidativnog oStecenja proteina i aktivnosti GPX, dok je kod
ispitanica leCenih OHK pilulom sa 20 pg etinilestradiola i 3 mg drospirenona registrovana
znacajno niza koncentracija mokraéne kiseline (p=0,007) 1 visoko statisticki znacajan pad

aktivnosti SOD (p<0,001).

C) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

Sindrom policisticnih  jajnika predstavlja najces¢i endokrini poremecaj Zena
reproduktivnog perioda, sa ucestalos¢u i do 20%. Prvi klini¢ki simptomi ispoljavaju u
adolescentnom uzrastu a kod 1,14% do 3% adolescentkinja razvijese kompletna klinicka
slika 1 postavi dijagnoza PCOS (Christensen i sar., 2013; Hashemipour i sar., 2004). Upravo
adolescentkinje sa PCOS nose vec¢i rizik za pojavu kardiovaskularne bolesti tokom zivota
(Macut 1 sar, 2015). Pored toga, razli¢ita patogeneza, brzina razvijanja klinicke slike 1 oblici
klini¢kih manifestacija ovog sindroma znacajno uticu na dijagnosticke kriterijume u
adolescenciji. U ovom istrazivanju dijagnoza PCOS je kod ispitivanih adolescentkinja
postavljena prema preporukama o ispunjenosti sva tri roterdamska dijagnosticka kriterijuma
(hroni¢na anovulacija, hiperandrogenizam 1 ultrazvu¢no potvrden policisti¢ni izgled jajnika)

u periodu od najmanje dve godine po nastupanju menarhe (Carmina i sar., 2010).

Rezultati ove doktorske disertacije sugeriSu da se hs-CRP i fibrinogen mogu
upotrebiti kao dijagnosticki markeri 1 markeri pracenja inflamatornog procesa kod
adolescentkinja sa PCOS, a u nastojanju da se pravovremeno sprece povecanje telesne mase,

pojava abdominalne gojaznosti i promena profila lipida koji su poznati faktori rizika za



nastanak kardiovaskularne bolesti. lako su dosadasnje studije pokazale da su u PCOS
prisutne povisene koncentracije hs-CRP, 1 dalje su aktuelna neslaganja vezana za dilemu da li
je povisen hs-CRP posledica endokrinih poremecaja u PCOS per se ili antropometrijskih ili
metabolickih poremecaja koji nastaju u toku PCOS (Ganie i sar., 2014). Dobijeni rezultati
poviSenih koncentracija fibrinogena kod adolescentkinja sa PCOS u poredenju sa grupom
zdravih kontrola u skladu su s rezultatima dobijenim kod odraslih ispitanica sa PCOS
(Atiomo 1 sar., 1998; Manneras-Holm 1 sar., 2011; Mohamadin i sar, 2010). Pored toga,
dobijeni rezultati su u skladu sa rezultatima viSe prospektivnih studija sprovedenih kod
odraslih ispitanica sa PCOS (Hak i sar., 1999; Mendall i sar., 1996), koji su pokazali

negativnu korelaciju HDL-holesterola sa sistemskim markerima inflamacije.

Medusobna povezanost oksidativnog stresa i markera hroni¢ne inflamacije niskog
stepena s hiperandrogenizmom i insulinskom rezistencijom kod pacijentkinja sa PCOS
proucavana je od strane brojnih istrazivac¢a (Gonzalez, 2012; Macut i sar., 2011; Macut i sar.,
2013; Savic-Radojevic i sar., 2015a). Nedavni dokazi pokazuju da glavni uzrok povecane
generacije ROS u Zena sa PCOS moZe biti povezan s oSte¢enjem respiratornog lanca u
mitohondrijama (Victor i sar., 2009) kao 1 povecanim enzimskim aktivnostima NADPH-
oksidaze 1 ksantin oksidaze (Jiang i sar., 2011; Macut i1 sar., 2011). Nakon oralnog
opterecenja glukozom kod zena sa PCOS registrovana su povecana proporcionalna povecanja
proinflamatornog citokina TNFa, aktivnost NADPH-oksidaze 1 razli¢itth markera
oksidativnog stresa (Gonzalez, 2012; Savic-Radojevic i sar., 2015). Cini se da
hiperandoregenemija sama po sebi izaziva povecanu proizvodnju slobodnih radikala, pre
svega povecéanjem ekspresije i aktivnosti NADPH-oksidaze (Chignalia i sar., 2015). Stavige,
znacajno prolazno smanjenje aktivnosti GPX, klju¢nog enzima antioksidantne zastite, tokom
oralnog testa optere¢enja glukozom ¢ini se da dodatno narusava redoks ravnotezu i pridonosi
pro-oksidantnom statusu zena sa PCOS (Savic-Radojevic i sar., 2015). Kao odgovor na oralni
test opterecenja glukozom registrovali smo izrazeniju promenu biomarkera oksidativnog
stresa, nitrotirozina 1 proteinskih tiol grupa, kod normalno uhranjenih adolescentkinja sa
PCOS u odnosu na zdrave adolescentkinje iz kontrolne grupe. Dobijeni rezultati su u skladu
sa rezultatima prethodnih istrazivanja sprovedenih kod odraslih zena sa PCOS (Macut i sar.,
2011; Savic-Radojevic 1 sar., 2015). Upravo ovi podaci o veéim koncentracijama markera
oksidativnog stresa u plazmi zajedno s nepromenjenim aktivnostima kljuénih enzima

antioksidantne zastite, GPX 1 SOD, kod adolescentkinja sa PCOS ukazuju na suptilne



promene oksidativnog statusa i redoks ravnoteze u ovoj ranoj fazi ispoljavanja klinicke slike

PCOS.

Osim u detoksikaciju ksenobiotika i slobodnih radikala, superfamilija glutation
transferaze (GST) kataliSe reakcije konjugacije razliCitih endogenih supstrata, ukljucujuci
steroide 1 prostaglandine (Hayes i Strange, 2000). Gotovo sve citosolne GST pokazuju
genetski polimorfizam, §to rezultuje potpunim nedostatkom ili izmenjenom enzimskom
aktivnos¢u (Hayes i1 Strange, 2000; Wu i Dong, 2012). Pored svoje kataliticke uloge,
pokazano je da GSTMI enzim predstavlja i steroid-vezujuéi protein, sa sposobnos¢u
vezivanja testosterona i estradiola. Prema naSim saznanjima, polimorfizmi citosolnih GST u
kontekstu sindroma policisti¢nih jajnika do danas nisu bili analizirani. Zanimljivo je da su
kod adolescentkinja sa PCOS nosilaca GSTM-nultog genotipa, kod kojih je GSTM1 enzim
odsutan kao posledica delecionog polimorfizma GSTM1, vrednosti cirkuliSuceg testosterona
bile znacajno nize u poredenju sa koncentracijama testosterona izmerenim kod
adolescentkinja sa PCOS, nosiocima GSTMI-aktivnog genotipa. Buducéa ispitivanja
potencijalne uloge GST u poremecajima hormonskog statusa kod pacijentkinja sa PCOS,

mogla bi biti novi obecavajuci terapijski pristup.

Dosadasnja istrazivanja su pokazala visoku efikasnost OHK pilule u lecenju
poremecaja matericnih krvarenja, ¢iju regulaciju postize sprecavaju¢i proliferaciju
endometrijuma (Ibafiez i sar., 2017), a skoraSnja meta analiza je pokazala superiornu
efikasnost OHK pilule u odnosu na metformin, jer je pokazala da je kod korisnica pilule
matericno krvarenje nastupalo jednom mese¢no (Al Khalifah 1 sar., 2016). I kod nasih
ispitanica OHK pilula je regulisala poremecaj ciklusa koji je natupao na oko 28 dana, ne
uticuéi na promenu TM i ITM kao ni na vrednosti sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska, Sto

je u skladu sa rezultatima pomenute meta analize (Al Khalifah i sar., 2016).

Efekti estradiola i progestina na oksidativni stres i dalje su nekonzistentni, imajuc¢i u
vidu njihovu pro- i1 antioksidantnu aktivnost (De Groote i sar., 2009). Pokazano je da
devetomesecna primena OHK (20pg EE 1 150pg desogestrela) kod mladih zena dovodi do
znaajnog porasta aktivnosti antioksidantnih enzima, katalaze i GPX (Massafra i sar., 1993).
Iako je potvrdeno da estrogeni inhibiraju peroksidaciju lipida izazvanu slobodnim radikalima
in vitro 1 in vivo (Yagi 1 Komura, 1986), ipak jos uvek nije poznato da li postoji veza izmedu
polnih hormona i antioksidatnog enzimskog sistema. Ovo potvrduje i znafajno pozitivna
korelacija aktivnosti GPX i nivoa estradiola u plazmi Sto dovodi do zakljucka da je smanjena

ovarijalna produkcija estrogena udruzena sa snizenom antioksidantnom zaStitom (Massafra 1



sar., 1997). U skladu sa dostupnim rezultatima iz literature, ni kod nasih ispitanica lecenih
OHK pilulom nije doslo do znacajnijih promena u aktivnosti GPX ali je doSlo do visoko
statisti¢ki znacajnog smanjenja aktivnosti SOD u grupi ispitanica lecenjih sa 20 pg EE i 3 mg
drospirenona. S druge strane ni u uslovima oralnog opterecenja glukozom kod lecenih

adolescentkinja sa PCOS nije doSlo do znacajnijih promena aktivnosti GPX 1 SOD.

D) Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije

Savic-Radojevic A, Mazibrada I, Djukic T, Stankovic Z, Pljesa-Ercegovac M,
Sedlecky K, Bjekic-Macut J, Simic T, Mastorakos G, Macut Dj. Glutathione S-transferases
(GSTs) polymorphism could be an early marker in the development of PCOS: an insight
from non-obese and non-insulin resistant adolescents. Endokrynol Pol. 2018. DOI:

10.5603/EP.a2018.0034. (M23, IF: 1.341)

E) Zakljucak (obrazloZenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ,,Analiza pokazatelja oksidativnog stresa u adolescentkinja
sa sindromom policisticnih jajnika na razliitim terapijskim reZimima oralne
hormonske kontracepcije“kandidata mr sci. med dr Ilijane Mazibrada predstavlja originalni
naucni doprinos u razumevanju uloge oksidativnog stresa u etiologiji i patofiziologiji PCOS u
populaciji adolescentkinja. Pored toga, rezultati ove doktorske disertacije predstavljaju
doprinos boljem sagledavanju dugorocnih efekata primenjene terapije, kao i efikasnijoj
prevenciji hroni¢nih metabolickih sekvela kod pacijentkinja sa PCOS. Do sada se u nasSoj

zemlji nijedna studija nije bavila navedenom problematkom u adolescentnom uzrastu.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima nau¢nog istrazivanja.
Ciljevi su bili precizno definisani, nau¢ni pristup je originalan i pazljivo izabran, a
metodologija rada je savremena. Rezultati su pregledno 1 sistemati¢cno prikazani i

diskutovani, a iz njih su izvedeni odgovarajuci zakljucci.

Na osnovu svega navedenog, i imajué¢i u vidu dosadasnji nau¢ni rad kandidata,
komisija predlaze Nauc¢nom vecu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati

doktorsku disertaciju mr sci. med dr Ilijane Mazibrada i odobri njenu javnu odbranu radi



sticanja akademske titule doktora medicinskih nauka.
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