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ULOGA GLUTATION TRANSFERAZA KAO BIOMARKERA
RIZIKA ZA NASTANAK KARCINOMA JAJNIKA

SAZETAK

Uvod: Smatra se da karcinom jajnika ne treba posmatrati kao izolovani entitet, jer nastaje
kao posledica akumulacije veéeg broja genskih promena. Pokazano je da polimorfna
ekspresija glutation S-transferaza (GST), zbog njihove znacajne uloge u metabolizmu
kancerogena, moze uticati kako na podloznost za nastanak karcinoma jajnika, tako i na
progresiju bolesti.

Cilj: Ovaj rad je imao za cilj da se ispita polimorfna ekspresija citosolnih glutation S-
transferaza (M1, T1, Al, P1 i O2) i njihov znacaj u riziku za nastanak karcinoma jajnika,
njegovoj progresiji i preZivljavanju obolelih.

Metode: lzvedena je studija slucajeva i kontrola koja je obuhvatila 103 pacijentkinje sa
karcinomom jajnika i 178 odgovarajucih kontrola. Prisustvo homozigotne delecije GSTM1 i
GSTT1 gena je ispitivano primenom multipleks metode reakcije lantanog umnozavanja
(PCR). Polimorfizmi jednog nukleotida ispitivani su analizom polimorfizma duZine
restrikcionih fragmenata (PCR-RFLP) za GSTA1 C69T, odnosno metodom kvantitativnog
PCR (gPCR) za GSTP1 llel05Val i GSTO2 A142G polimorfizme. Uticaj GST genotipova
na rizik za smrtni ishod analiziran je pomocu CoOX regresione analize, a verovatnoca
prezivljavanja je analizirana pomoc¢u Kaplan Meier metode tokom 36 meseci pracenja.
Rezultati: Nije uofena znacajna povezanost individualnih GSTM1, GSTA1l, GSTP1 i
GSTO2 genotipova sa rizikom za nastanak karcinoma jajnika (p>0,05). Medutim, Zene
nosioci GSTT1-aktivnog genotipa su bile u 2-puta pove¢anom riziku za obolevanje od
karcinoma jajnika (95%CI: 1.00-4.01, p=0.049), Sto je bilo jos ociglednije kod
pacijentkinja sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom karcinoma, a kod kojih se i GSTO2-
varijantni genotip pokazao zna¢ajnim pokazateljem rizika (OR=5,16, 95%CI: 0.99-26,89,
p=0,050). Ucestalost kombinovanog GSTT1-aktivni/GSTAL-aktivni/GSTP1-referentni

genotipa je bila znacajno veca u grupi pacijentkinja u odnosu na kontrolnu grupu (p=0,042)



i moZe se dovesti u vezu sa rizikom za obolevanje od karcinoma jajnika. Stavie,
pacijentkinje nosioci ove kombinacije genotipa su predstavljale preko 64% od ukupnog
broja pacijentkinja unutar bilo kog FIGO stadijuma (Internacionalnafederacija za
ginekologiju 1 akuSerstvo). Kada je u pitanju individualna povezanost sa agresivnoScu
bolesti, samo se ucestalost GSTAL genotipova moze dovesti u vezu sa FIGO stadijumom
karcinoma jajnika (p=0.047). Analiza povezanosti GST genotipa sa prezivljavanjem kod
pacijentkinja sa karcinomom jajnika je pokazala da su pacijentkinje nosioci GSTP1 ValVal
genotipa imale znac¢ajno krace prezivljavanje u toku perioda pracenja (p=0,032).

Zakljucdci: Rezultati ovog istrazivanja govore u prilog uloge koju GST mogu imati u riziku
za nastanak i progresiji karcinoma jajnika. Pored toga, GST genotip moze imati

prognosti¢ku ulogu kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika.

Kljuéne redi: glutation S-transferaze, karcinom jajnika, polimorfizam, rizik, prezivljavanje

Naucéna oblast: Medicina

UZa naucna oblast: Humana reprodukcija



GLUTATHIONE TRANSFERASES AS BIOMARKERS OF RISK
IN OVARIAN CANCER

ABSTRACT

Introduction: It has been proposed that ovarian cancer should not be considered as a single
disease entity and that it results from an accumulation of genetic changes. Several studies
have shown that polymorphisms of glutathione S-transferases (GSTs), due to their
important role in the modulation of the biological effects of carcinogens, could also affect
susceptibility to ovarian cancer, as well as, disease progression.

The aim: We aimed to assess polymorphic expression of cytosolic glutathione S-
transferases (M1, T1, Al, P1 and O2) with respect to ovarian cancer susceptibility,
aggressiveness and survival.

Methods: The case-control study was conducted on 103 newly diagnosed ovarian cancer
patients and 178 matched controls. The multiplex polymerase chain reaction (PCR) was
used to detect homozygous deletions of GSTM1 and GSTT1 genes. The analysis of the
single nucleotide polymorphism (SNP) GSTA1 C69T was performed using PCR-restriction
fragment length polymorphism, while for SNP GSTP1 Ile105Val and GSTO2 A142G using
the real-time PCR. Cox proportional hazard model and Kaplan Meier analysis were
performed to investigate the role of GST genetic polymorphism on mortality of patients
with ovarian cancer during 36 months follow-up period.

Results: No significant association to ovarian cancer risk was found for individual GSTM1,
GSTA1, GSTP1 and GSTO2 genotypes (p>0.05). However, the carriers of GSTT1-active
genotype were at 2-fold higher risk of ovarian cancer development (95%CI: 1.00-4.01,
p=0.049), which was even more elevated in subgroup of patients with positive familial
history of cancer, in which GSTO2-variant genotype was also recognized as determinant of
risk (OR= 5.16, 95%Cl: 0.99-26,89, p=0.050). The frequency of combined GSTT1-
active/GSTAl-active/GSTP1-referent genotype was significantly higher in patients than in

control group (p=0.042) and might be associated to ovarian cancer risk. Even more,



patients who were carriers of combination of these three genotypes represented over 64%
out of total number of patients within any of the International Federation of Gynecology
and Obstetrics (FIGO) stages of ovarian cancer. Regarding individual association to disease
aggressiveness, only GSTAlgenotype distribution could be associated to FIGO staging of
ovarian cancer (p=0.047). Analysis of potential prognostic role of GST genotype in ovarian
cancer patients showed that patients carriers of GSTP1 ValVal genotype had shorter mean
survival probability during the follow-up period (p=0.032).

Conclusions: This study provides supportive evidence that GSTs might affect both
susceptibility and progression of ovarian cancer. Furthermore, GST genotype might have

prognostic role in ovarian cancer patients.

Key words: glutathione S-transferase, ovarian cancer, polymorphism, risk, survival

Research area: Medicine

Research field: Human reproduction
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Znacaj glutation transferaza kao biomarkera rizika za nastanak karcinoma jajnika

1. UvOD

1.1. KARCINOM JAJNIKA

1.1.1. EpidemioloSke karakteristike karcinoma jajnika

Karcinom jajnika predstavlja sedmi naj¢e$¢i tumor kod Zena i skoro 4% svih
novootkrivenih sluc¢ajeva tumora kod zena (Jemal i sar., 2009; World Cancer Research
Fund/American Institute for Cancer Research, 2014; Saida i sar., 2016). U 2012. godini,
zabelezeno je 239 000 novih slucajeva karcinoma jajnika u svetu (Ferlay i sar., 2014).
Incidencija je neravnomerno rasporedena u svetu, sa najvis§im stopama u Evropi, kojima se
blisko priblizavaju stope u Severnoj Americi, dok su najnize stope uocene u Jugoisto¢noj
Aziji i delovima Afrike (Hennessy i sar., 2009). Tokom 2012. godine, 65 538 Zena je
obolelo od karcinoma jajnika u Evropi, gde su najvecu stopu incidencije imale Letonija i
Bugarska (Ferlay i sar., 2013). Od karcinoma jajnika u proseku godisnje u Srbiji oboli 820,
a umre 420 zena (Ferlay i sar., 2010; WHO, 2012). Medu Zenama u Srbiji, karcinom jajnika
predstavlja Sesti malignitet po ucestalosti (5,0%), a sedmi po mortalitetu (4,6%). U 2010.
godini, u Srbiji, preko 70% smrtnih ishoda od karcinoma jajnika se desilo pre 65. godine
Zivota.

Maligni tumori jajnika se javljaju u svim uzrastima, ¢ine 23% svih malignih tumora
polnih organa Zene i vodeci su uzrok mortaliteta od malignih tumora Zenskog genitalnog
sistema. Poslednjih godina uocen je trend porasta i u oboljevanju i u umiranju od
karcinoma jajnika prema mladim uzrasnim grupama. U periodu od 1999. do 2010. godine
(Ferlay i sar., 2010; Knezevi¢ i sar., 2010; Miljus i sar., 2012) u Srbiji je zabelezen porast
standardizovanih stopa incidencije karcinoma jajnika za 12,9% (od 9,3/100.000 do
10,5/100.000) i umiranja za 19,6% (od 4,6/100.000 do 5,5/100.000). U Srbiji, koja se inace
nalazi na petom mestu u svetu prema incidenciji karcinoma jajnika, tokom 2012. godine je
obolelo 935 zena (Ferlay i sar., 2013). U Tabeli 1. je prikazano prvih 20 zemalja u svetu,
rangiranih prema incidenciji karcinoma jajnika, u 2012. godini (Ferlay i sar., 2013).
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Tabela 1. Zemlje sveta rangirane prema starosno-standardizovanoj stopi incidencije

karcinoma jajnika u 2012. godini

Rang | Zemlja Starosno - standardizovana
stopa incidencije /100 000
1 FidZi 149
2 Letonija 14,2
3 Bugarska 14,0
4 Poljska 13,6
5 Srbija 12,8
6 Litvanija 12,2
7 Crna Gora 12,0
8 Malta 11,8
8 Estonija 11,8
10 Velika Britanija 11,7
11 Slovacka 11,6
12 Makedonija 11,3
12 Ruska Federacija 11,3
14 Irska 11,2
15 | Ceska Republika 11,1
16 Belorusija 10,9
17 Ukrajina 10,7
18 Trinidad i Tobago 10,6
18 Madarska 10,6
20 Slovenija 10,4

Cinjenica da se u 60-70% slucajeva karcinom jajnika dijagnostikuje u
uznapredovalom stadijumu upucuje na probleme u dijagnostici, prvenstveno zbog
podmuklog toka bolesti bez simptoma u ranoj fazi, a istovremeno objasSnjava i visoku stopu
smrtnosti (Purdevi¢ i sar., 2009; Terry i sar., 2016). Naime, kod viSe od 70% pacijentkinja
dijagnoza se postavlja u uznapredovalim klinickim fazama (faza Il ili 1V), gde je stopa
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relativnog prose¢nog 5-godisSnjeg prezivljavanja 20-35% (Bast i sar., 2009; Chornokur i
sar., 2013). Iako incidencija karcinoma jajnika ¢ini manji deo ukupne incidencije malignih
oboljenja u svetu, maligni tumori jajnika predstavljaju vode¢i uzrok smrti medu malignim
tumorima Zenskog genitalnog sistema (47%) i nose znacajan udeo u ukupnoj smrtnosti
(5%) od malignih oboljenja kod zena (Ferlay i sar., 2013). Interesantno je da karcinom
jajnika, nesrazmerno incidenciji, karakteriSe visoka stopa mortaliteta, kako zbog nedostatka
simptoma, tako i zbog ranih strategija otkrivanja.

Jos uvek ne postoje pouzdani skrining testovi za ovu bolest, a simptomi su ¢esto
nejasni 1 pogresno protumaceni kao druga, ¢esc¢a ginekoloska i gastrointestinalna oboljenja
(Goff et al., 2000). Sto se tice terapijskog pristupa, zlatni standard u le¢enju karcinoma
jajnika predstavlja maksimalna citoredukcija pracena hemioterapijom, sa inicijalnim
odgovorom u 65-80% slucajeva (Kim i sar., 2012; Halkia i sar., 2015). Ipak, u znacajnom
broju slucajeva, dolazi do ponovne pojave karcinoma i pacijentkinje razvijaju rezistenciju
na primenjenu terapiju, Sto sve vodi petogodiSnjem prezivljavanju od svega 30-50% (De
Angelis i sar., 2014; Terry i sar., 2016).

U poslednjoj deceniji, brojni pokuSaji u cilju razvoja efikasnijih terapijskih, kako
hirurskih, tako i1 hemioterapijskih tretmana, sa akcentom na kombinovanu primenu
citostatika, rezultirali su znacajnim produzetkom kratkoro¢nog prezivljavanja i malim
povecanjem ukupne prosecne duzina prezivljavanja (Bast i sar., 2009; Corazziari i sar.,
2014).

1.1.2. Faktori rizika

Poznati faktori rizika, koji se dovode u vezu sa nastankom karcinoma jajnika,
povezani su kako sa reproduktivnom ulogom Zene, tako i sa genetskim faktorima. Pored
toga, smatra se da i faktori sredine mogu uticati na rizik za obolevanje od karcinoma (Di
Pietro i sar., 2010, Slika 2).

Pokazano je da Zene koje nisu radale imaju dvostruko veci rizik u pogledu
obolevanja od karcinoma jajnika. Visok rizik takode postoji i kod Zena niskog pariteta (Ji i

sar., 2007). Zene sa odredenim faktorima rizika, kao 3to je starosno doba, postojanje
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porodicne istorije bolesti, bez prethodnih trudnoc¢a, bez upotrebe oralnih kontraceptiva, sa
postojanjem steriliteta i pripadnost ESkenazi jevrejskoj zajednici, imaju veéu verovatnocu
za obolevanje od karcinoma jajnika (Lockwood-Rayermann i sar., 2009). Pored toga,
pokazano je da dugotrajna izloZenost azbestu, kao i upotreba talka povecavaju rizik od
obolevanja od karcinoma jajnika (Camargo i sar., 2011; Narod, 2016). Sa druge strane, prva
trudnoca u juvenilnom periodu, rana menopauza i upotreba oralnih kontraceptiva smanjuju
rizik za nastanak ovog karcinoma, s obzirom da ponavljano prskanje (ovulacija)
povrsinskog epitela jajnika i njegovo obnavljanje ¢ine podlogu za nastanak genetskih
aberacija (Walker i sar., 2015).

Poligenske Hroni¢ne bolesti sa
muttlfaktc:'rlu‘alne “pu'fjedmalc*mm genskim Monogenske
bolesti ili ciniocem ili monogenske bolests
kompleksna varijante kompleksnih s
genetska oboljenja oboljenja

Uticaj sredine i nagina P ki utica)

Zivota

Slika 1. Faktori koji mogu uticati na rizik za nastanak karcinoma — razliciti faktori doprinose na

razlicit nacin u zavisnosti od tipa oboljenja (slika preuzeta iz rada Di Pietro i sar., 2010)

Do sada su otkrivena 1 dva karakteristicna sindroma, Breast-Ovarian Cancer
sindrom, povezan sa nasledenim mutacijama BRCA-1 i BRCA-2 gena i Lynch sindrom tip

I, koji ukljucuje postojanje malignih tumora debelog creva, endometrijuma i prostate.
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Smatra se da mutacije BRCA1 i BRCA2 gena, koje predstavljaju faktore rizika za nastanak
karcinoma dojke, takode povecavaju rizik i za razvoj karcinoma jajnika (39% kod BRCA 1 i
11% kod BRCA 2) (Antoniou i sar., 2003; Menendez i sar., 2016). Medutim, pokazano je
da karcinomi jajnika kod kojih postoji BRCA mutacija imaju bolju prognozu u odnosu na
sporadi¢ne slucajeve ovog karcinoma (Chetrit i sar., 2008; Ben David i sar., 2002; Boyd i
sar., 2000), verovatno zbog povecane osetljivosti na hemioterapiju (Hussain i sar., 1998;
Yuan i sar., 1999). Pored toga, infiltracija limfocita u tumorskom tkivu se, na osnovu
novijih istraZivanja, takode dovodi u vezu sa boljom prognozom karcinoma ovarijuma kod
kojih postoji mutacija BRCA gena (Zhang i sar., 2003; Clarke i sar., 2009). Zene sa Lynch
sindromom (nasledni nepolipozni kolorektalni karcinom, eng. hereditary nonpolyposis
colorectal cancer, HNPCC), koji se dovodi u vezu sa defektom u jednom ili visSe
specificnih gena odgovornih za mehanizme popravke molekula DNK, su u vecem riziku za
obolevanje od karcinoma endometrijuma, nego od karcinoma debelog creva (Lynch i sar.,
2009; Mills i Longacre, 2016).

Medutim, mutacije su karakteristicne samo za nasledne, porodi¢ne slucajeve ovog
karcinoma i sre¢u se kod 10-15% pacijentkinja, dok najveci broj malignih tumora jajnika
nastaje sporadi¢no (Varga i sar., 2013). Prihvaceno je misljenje da karcinom jajnika nastaje
kao posledica akumulacije genetskih promena (Lee i sar., 2013), a veliki deo predispozicije
u sporadi¢nim slucajevima karcinoma jajnika se dovodi u vezu i sa polimorfizmom gena
koji su ukljueni u metabolizam hemijskih kancerogena (Barakat i sar., 2009). Naime,
poznato je da znacajnu ulogu u nastanku karcinoma jajnika imaju hemijski kancerogeni,
kao Sto su policikli¢ni ugljovodonici i nitrozamini (Waalkes 1 sar., 2004; Fong i sar., 2009).
Naime, genski polimorfizam enzimskih sistema detoksikacije faze | (CYP450) i faze Il
(glutation transferaze, GST) za posledicu moze imati promenu aktivnosti ovih enzima i
njihove sposobnosti da detoksikuju kancerogene (Strange i sar., 1999). Zbog toga se smatra
da identifikacija inter-individualnih genetskih varijacija, posebno u genima koji kodiraju

enzime ukljucene u proces detoksikacije, moze biti od znacaja u karcinomu jajnika.
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1.1.3. Kancergeneza tumora jajnika

Iz Milerovih kanala se razvijaju Zenski reproduktivni organi, tako Sto se iz gornjih
nespojenih delova razvijaju jajovodi, iz srednjih delova se razvija materica, a iz donjih
delova gornji deo vagine (Naora, 2005). Jednoslojni omota¢ peritonealnog mezotelijuma
koji oblaze jajnik ima potencijal da ude u metaplasti¢nu konverziju u vise diferenciranih
stanja (Auersperg i sar., 2001). Kada ovaj epitel prolazi kroz malignu transformaciju, moze
se diferentovati u razlicite tipove ¢elija, prema poreklu delova Milerovih kanala, odnosno u
¢elije jajovoda, materice, grlica i strome jajnika (Naora, 2005). Smatra se da vecina
karcinoma jajnika razvija iz povrSinskog epitela jajnika ili iz postovulatornih inkluzionih
cista koje su duze izloZene dejstvu hormona ili drugih hemokina (Slika 2) (Auersperg i sar.,
2001; Ribeiro i sar., 2014). Ruptura povrsinskog epitela jajnika tokom ovulacije i
posledi¢ni mehanizami reparacije mogu dovesti do povecanog rizika od nastanka mutacija i
naknadne maligne transformacije (Fathalla, 1971). Ovu hipotezu podrzavaju saznanja da su
postojanje viSe trudnoc¢a (Whittemore i sar., 1992; Bernstein i sar., 1992), produZzeno vreme
laktacije (Gwinn i sar., 1990) i primena oralnih kontraceptiva (Whittemore i sar., 1992;
Nasca i sar., 1984) povezani sa manjim rizikom od pojave karcinoma jajnika. Istrazivanja
Risch i saradnika (Risch i sar., 1998) su pokazala da i primena oralnih kontraceptiva koji
sadrze samo progestin, koji ne inhibiraju ovulaciju, takode ima zastitni efekat sa
efikasnosc¢u jednakom kao i primena kombinovanih kontraceptiva, koji inhibiraju ovulaciju.
Osim toga, Zene sa sindromom policisti¢nih jajnika, gde dolazi do smanjenja ovulatornih
ciklusa, imaju veci rizik od razvoja karcinoma jajnika (Schildkraut i sar., 1996).

Po drugoj hipotezi, veci broj karcinoma jajnika seroznog tipa zapravo vodi poreklo
od Falopijevih tuba, koji se tek kasnije proSiruju na jajnik, pre nego da su u pitanju
primarni karcinomi jajnika (Kindelberger i sar., 2007; Ribeiro i sar., 2014) (Slika 2). Sta
vise, nekoliko studija je pokazalo slicnost u klinickim, molekularnim i genetskim
karakteristikama primarno peritonealnih 1 falopijevih karcinoma (Lacy i sar., 1995;
Kowalski i sar., 1997; Pere i sar., 1998; Halperin i sar., 2001; Halperin i sar., 2001; Chen i
sar., 2003).
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Zapaljenski procesi takode uti¢u na razvoj karcinoma jajnika, jer se smatra da
inflamatorno  mikrookruZenje mozZe imati klju¢nu ulogu u pokretanju oboljenja
(Grivennikov i sar., 2010). Navedeni hipotezu podrZavaju podaci da nesteroidni anti-
inflamatorni lekovi smanjuju rizik od razvoja raznih oblika karcinoma, npr. debelog creva i
dojke, da se tokom ovulacije javlja inflamacija, kao i da je inflamacija ukljuc¢ena u
aktivaciju razlicitih onkogena (Ness i sar., 1999; Straub i sar., 2007; Mantovani i sar.,
2008;). Hemokini su takode glavne determinante makrofagne i limfocitne infiltracije
tumorskog tkiva jajnika (Negus i sar., 1995). Sta viSe, davno je pretpostavljeno da
mehanizmi vezani za ovulaciju, gonadotropini i zapaljenje ne deluju nezavisno, vec¢

najverovatnije imaju zajednicko interaktivno dejstvo (Ness i sar., 1999).

Metastaze
Serozni
tubalni
intraepitelni e Invaginacija povriinskog
karcinom / epitela jajnika
- i Seos SOSS SN0 S0 SDes ¢%
) \ .“‘
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\ Displazija
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Stroma jajnika Koja
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Slika 2. Prikaz patogeneze i dediferencijacije epitelnog karcinoma jajnika

(slika preuzeta iz rada Ribeiro i sar., 2014)
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1.1.4. Simptomi i klini¢ka slika karcinoma jajnika

Zbog svoje nespecifi¢nosti u pojavi simptoma, karcinom jajnika nazivaju ,.tihim
ubicom® jer se smatralo da izraZzenu klini¢ku sliku daje tek u uznapredovalim stadijumima.
Rezultati nekoliko studija koje su se bavile ovim problemom, iako kritikovane zbog malog
broja ukljucenih pacijentkinja i retrospektivne analize, ipak je naznalilo prisustvo nekih
simptoma koji nisu bili vezani za ginekoloSke organe (Petignat i sar., 1997; Young i sar.,
1998; Clement i sar., 1998). U kanadskoj studiji, koja je obuhvatila 1725 pacijentkinja
obolelih od ovog karcinoma, pre postavljanja dijagnoze, u 95% zena su opisani nespecifi¢ni
simptomi, koji se povezuju sa abdomenom (77%), gastrointestinalnim sistemom (70%),
nespecifiénim bolom (58%), urinarnim sistemom (34%) i karlicom (26%), dok su simptomi
koji se povezuju sa ginekoloskim organima bili najmanje zastupljeni. Goff i saradnici su,
promatraju¢i simptome u odnosu na stadijum bolesti, verifikovali simptome kod 89%
ispitanica stadijuma I/11, pre postavljanja dijagnoze i 97% kod uznapredovalih stadijuma
(Goff i sar., 2000). Rane simptome u ranom stadijumu bolesti, pre postavljanja dijagnoze, u
oko 80-90% slucajeva prijavili su i drugi autori (Olson i sar., 2001; Vine i sar., 2001).

Upravo prepoznavanje simptoma u ranim stadijumima imalo bi najznacajniju ulogu
u blagovremenom prepoznavanju pacijentkinja sa karcinomom jajnika, kao i
nezanemarivanje najc¢esée nespecificnih simptoma, $to bi sve moglo uticati i na poboljSanje
ukupnog prezivljavanja, s obzirom da je stadijum bolesti jedan od zna¢ajnih prognostic¢kih
faktora kod karcinoma jajnika. Ipak, treba naglasiti da je vecina studija koristila metode
popunjavanja upitnika, retrogradno posle uspostavljanja same dijagnoze i tretmana i
nekoliko meseci i godina od samog lecenja. Od lekara primarne zdravstvene zastite
naglaSeno je da je dosta Zena prijavljivalo neke od simptoma koje bi mogli povezati sa
karcinomom jajnika, a da bolest nije dijagnostikovana u toj grupi. Osnova daljih ispitivanja
bila bi pokuSaj izdvajanja ucestalosti, ozbiljnosti i trajanja nekih simptoma koje bi se
tipicno mogle povezati sa karcinomom jajnika, a registruju se u primarnoj zdravstvenoj
zastiti. Problem koji se mozZe javiti proizlazi iz neprepoznavanja simptoma koje bi se mogli
povezati sa karcinomom jajnika, s obzirom da vecina simptoma koja se opisuju su

nespecifini i vezani za stanja koja nisu povezana sa malignitetom. U preko 95% slucajeva,
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Zene sa simptomima bolova u abdomenu, urinarnom simptomatologijom, nadutostoscu i
distenzijom trbuha javljale su se lekaru opste medicine, tako da najveci znacaj za ovu vrstu
oboljenja, postavljanje sumnje 1 adekvatnog upucivanja pacijentkinje kod ginekologa lezi
na izabranom lekaru.

Kada govorimo o simptomima karcinoma jajnika najznacajnije je prepoznati
simptome u primarnoj zdravstvenoj zastiti i u ranom stadijumu. Jedna od znacajnih studija
koja se bavila simptomatologijom karcinoma jajnika prikazala je povezanost odredenih
simptoma, njihovu ucestalost i tezinu sa karcinomom jajnika kod Zena koje su se javljale u
ordinacije primarne zdravstvene zastite (Goff i sar., 2004). U ispitivanoj populaciji, 72%
zena je prijavilo simptome, u proseku 2 simptoma od kojih su najc¢es¢i bili bol u ledima
(45%), slabost (34%), nadutost (27%), opstipacija (24%), abdominalni bol (22%) i urinarna
simptomatologija (16%). Poredenjem grupe Zena kod kojih je dijagnostikovan karcinom
jajnika i kontrolne grupe pokazan je odnos Sansi (eng. odds ratio, OR) od 7,4 (95% CI
[eng. confidence interval, Cl]: 3,8-14,2) za porast obima abdomena, 3,6 (95% CI:1,8-7,0)
za nadutost, 2,5 (95% ClI:1,3-4,8) za urinarnu urgenciju i 2,2 (95% CI:1,2-3,9) za bol u
karlici. Zene sa malignim bolestima su 20-30 puta meseéno prijavljivale udestalost
simptoma i simptomi su bili izraZajniji i znacajno vise ucestali nego u grupi sa benignim
adneksalnim masama i kontrolnoj grupi. Kombinaciju nadutosti, uvecanja obima abdomena
I urinarne tegobe je prijavilo 43% pacijentkinja sa karcinomom, ali samo 8% je bilo
prezentovano lekaru opSte medicine (Goff i sar., 2004). Osnovni zaklju¢ak autora bilo je da
se izrazajniji simptomi koji se ucestalije javljaju, zahtevaju dalju i detaljniju dijagnostiku u
pravcu potvrde ili isklju¢ivanja sumnje na postojanje adneksalne benigne ili maligne mase.

U skladu sa ovim rezultatima su i rezultati Olsona i saradnika, gde je pokazan OR
od 25,3 za nadutost, 8,8 za otezano uzimanje hrane, 6,2 za abdominalno-pelvi¢ne bolove i
3,5 za simptome urinarnog sistema (Olson i sar., 2001). Obe studije pokazale su da su
abdominalni i gastrointestinalni simptomi dominantni u anamnezi pacijentkinja sa
karcinomom jajnika. Medutim, iste studije su ukazale na pojavu sli¢nih simptoma i kod
adneksalnih masa benigne etiologije na koje treba obratiti paznju. U studiji Vine i saradnika
(2001), koji su uporedivali simptome kod 616 Zena sa karcinomom jajnika i 151 Zene sa

tumorima jajnika niskog malignog potencijala (eng. borderline tumori), simptome je
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prijavilo 92% ispitanica prve grupe i 86% druge grupe. Najées¢i simptomi u obe grupe
javljali su se u maloj karlici, vezano za gastrointestinalni i urinarni sistem. U studiji
Hamiltona i saradnika (2009), prema multivarijabilnoj analizi, ukazano je na sedam
simptoma koji se mogu povezati sa karcinomom jajnika: abdominalna distenzija,
postmenoauzalno krvarenje, gubitak apetita, ucestalo mokrenje, abdominalni bolovi,
rektoragija i abdominalna nadutost. Kod 85% slucajeva i 15% kontrola jedan od navedenih
sedam simptoma je prijavljen u primarnoj zdravstvenoj zastiti. Nakon isklju¢ivanja
simptoma koji su se javili 180 dana od dijagnoze, pokazano je da abdominalna distenzija,
ucestali nagon za mokrenje i abdominalni bol predstavljaju nezavisne faktore, koji se mogu
povezati sa karcinomom jajnika (Hamilton i sar., 2009). U navedenoj studiji, svi navedeni
simptomi su imali pozitivnu prediktivnu vrednost ispod 1%, osim abdominalne distenzije
(2,5%), Sto je obrazloZeno visokom ucestalos¢u simptoma i u kontrolnoj grupi. Medutim,
ovi rezultati ukazuju da abdominalnu distenziju treba uzeti u obzir kao znac¢ajan simptom,
jer je jedna trecina pacijentkinja sa karcinomom jajnika prijavila upravo ovaj simptom.
Navedeni simptom se Cesto javlja, kako u uznapredovalom, tako i u ranim stadijumima
karcinoma jajnika (Latifeh i sar., 2005). Ono Sto treba naglasiti jeste da postoji razlika u
definisanju abdominalne distenzije od nadutosti i razumevanja ovih razli¢itosti kod Zena
prilikom popunjavanja upitnika. Oko polovina pacijentkinja je prijavila abdominalni bol.
Navedeni simptom se javlja i u ranom stadijumu par meseci pre dijagnoze, ali pozitivna
prediktivna vrednost ovog simptoma je bila 0,3%. lako se ucestali nagon za mokrenje
izdvojio sa predhodna dva kao simptom koji se javljao 180 dana pre dijagnoze karcinoma,
isti se ne moze jasno povezati sa ranom ili uznapredovalom boles¢u. Ovaj simptom je vise
vezan i za druge uzroke koji se uglavnom razmatraju, ali se ne sme zanemariti i mogucnost
karcinoma jajnika. Postmenopauzalno i rektalno krvarenje ¢esto su vezani za urgentna dalja
ispitivanja i dovode se u vezu i sa drugim uzrocima. Iako su nesto ¢eSce prijavljivana kod
dijagnoze ranog stadijuma, njihovo retko javljanje u ranom stadijumu moze ukazati na
veoma mali broj karcinoma jajnika. Pored navedenih sedam simptoma iz Hamiltonove
studije, univarijantnom analizom,opstipacija i dijareja su takode prikazana kao moguci

simptomi na koje su ukazale i neke druge studije slucaja (Vine i sar., 2001; Chan i sar.,
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2003; Goff i sar., 2004; Webb i sar., 2004). Interesantan je zakljucak Hamiltona i saradnika

koji kazu da ,,karcinom jajnika nije tih, ve¢ njegov zvuk ostaje neprepoznat®.

1.2.DIJAGNOSTIKA | TERAPIJA KARCINOMA JAJINIKA

1.2.1. Kilasifikacija karcinoma jajnika

Poznavanje embriologije i mikroskopske anatomije jajnika predstavljaju osnovu za
razumevanje razliCitih histopatoloskih tipova tumora porekla od jajnika (Slika 2). Ovi
tumori su relativno Cesti kod Zena, a veoma su heterogeni u odnosu na svoje poreklo i
bioloSko ponaSanje. Raznovrsnost histopatoloske grade proizlazi iz kompleksne grade
jajnika 1 mogucnosti nastanka tumora iz histogenetskih veoma razliitih tkiva. Vecina
tumora porekla od jajnika se moze svrstati u tri glavne podgrupe:

* Epitelni tumori
» Tumori porekla specijalizovane ovarijalne strome i embrionalnih gonada

» Tumori porekla germinativnih ¢elija (eng. ,,germ cell*).

1.2.1.1.Povrsni epitelni tumori

Oko 60% svih tumora jajnika i 80-90% malignih tumora poticu od povr$nog epitela
(Katsube i sar., 1982; Koonings i sar., 1986). U Tabeli 2 je prikazana osnovna histoloska
klasifikacija tumora jajnika porekla epitela prema Svetskoj Zdravstvenoj Organizaciji
(SZ0).

»Borderline* tumori jajnika ¢ine 15-20% ovarijalnih epitelijalnih neoplazmi (Acs i
sar., 2005). Oni se opisuju kao epitelni tumori sa stratifikovanim rastom, bez destruktivne
stromalne invazije, najceS¢e porekla seroznog ili mucinoznog tipa epitelnih tumora.
Medunarodna federacija za Ginekologiju i akuSerstvo (eng. International Federation of
Gynaecology and Obstetrics, FIGO) je 1971. godine definisala tumore niskog malignog
potencijala kao posebnu kategoriju (Silverberg i sar., 2006). MeSovitim epitelnim tumorima
sa smatraju oni u kojima jedna ili viSe komponenti, u odnosu na predominantnu, obuhvataju

najmanje 10% tumora pri mikroskopom pregledu (Kaku i sar., 2003). Nediferentovani
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karcinomi su oni koji ne pokazuju diferentovanost ili manja podrucja diferencijacije (Kaku

I sar., 2003).

A -
Ji TUMOR JAJNIKA
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Slika 3. (A) Razlike u rastu tumefakta unutar jajnika (B) Veliki rizik za nastanak metastaza u
karcinomu jajnika zbog neposredne blizine drugih abdominalnih organa
(slika preuzeta od Brose MS, http://www.nIm.nih.gov/medlineplus/ency/imagepages)

Novija istraZzivanja doprinela su razvoju Klasifikacije epitelnog karcinoma jajnika,
pa se danas on deli na pet osnovnih podtipova (Folkins i sar., 2009; Piek i sar., 2001;
McMeekin i sar., 1995; Modesitt i sar., 2002). Na osnovu ove podele u oko 96%
karcinoma jajnika moZe se dijagnostikovati jedan od ovih pet podtipova (Risch i sar.,
2001):

12


http://www.nlm.nih.gov/medlineplus/ency/imagepages�

Znacaj glutation transferaza kao biomarkera rizika za nastanak karcinoma jajnika

. ,»High-grade* — 71%

o Mucinozni karcinom - 3,2%

o ,,Low-grade* serozni karcinom - 4,1%
o Endometroidni - 8,3%

o ,.Clear cell**- 9,5%

Jedan od najznacajnijih napredaka u razumevanju karcinoma jajnika poslednjih
godina je prepoznavanje dva odvojena entiteta oboljenja, ,,high-grade* seroznog karcinoma
(HGSC) i ,,low-grade* seroznog karcinoma (LGSC), koji se danas odvojeno posmatraju.
Otkri¢e ova dva podtipa zasniva se na njihovoj genetskoj razlicitosti. Kod ve¢ine LGSC je
utvrdena mutaciju KRAS i BRAF gena i pretpostavlja se da je serozni borderline tumor
prekursor ovog podtipa. Sa druge strane, potvrdeno je da kod HGSC postoje mutacije p53
gena i skoro polovina slu¢ajeva ima abnormalnosti u BRCAL ili BRCA2 genima. Pored
toga, HGSC se ne povezuje sa seroznim borderline tumorima. Kada su u pitanju
endometroidni i ,,clear cell“ karcinomi, oni su povezuju sa endometriozom u 23-42%
slucajeva.

1.2.1.2.Tumori porekla specijalizovane ovarijalne strome i embrionalnih
gonada

Prema poslednjoj klasifikaciji ,,sex cord-stromalni tumori* su podeljeni u cetiri
grupe (Tabela 3):

e ,,Granulosa*- stromalni tumori

e Sertoli* — stromalni tumori

e ,,Sex cord*-stromalni tumori meSovitog ili ne klasifikovanog ¢elijskog tipa
e Tumori steroidnih ¢elija

Razlika u odnosu na ranije klasifikacije jeste da trenutna klasifikacija uvodi novu
kategoriju, ,,sex cord*- stromalni tumori, mesoviti ili neklasifikovani celijski tip, koji
objedinjuje tri kategorije: ,,sex cord* tumor sa anularnim tubulima, ginandroblastom i
neklasifikovani ,,sex cord*-stromalni tumor koji je koris¢en u drugoj SZO Kklasifikaciji
(Tavassoli et al., 2003; Roth et al., 2006).
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Tabela 2. HistoloSka klasifikacija tumora jajnika porekla epitela prema SZO

Benigni tumori

Tumor niskog

malignog potencijala
(eng. Borderline)

Maligni tumori

Serozni Cistadenom i e  Cisti¢ni tumor i Adenokarcinom,
papilarni papilarni cisti¢ni papilarni adenokarcinom
cistadenom tumor i papilarni
Povrdni papilom |«  Povrdni papilarni cistadenokarcinom
Adenofibroma i tumor Povrsni papilarni
cistadenofibrom | ¢ Adenofibroma i adenokarcinom
a cistadenofibroma Adenokarcinofibrom i

cistadenokarcinofibrom

Mucinozni, Cistadenom e (Cisti¢ni tumor Adenokarcinom i

endocervikalno- Adenofibrom i e Adenofibrom i cistadenokarcinom

slicni i
instestinalni tip

cistadenofibrom

cistadenofibrom

Adenokarcinofibrom i
cistadenokarcinofibrom

Endometroidni

Cistadenom .
Cistadenom sa .
skvamoznom

diferencijacijom
Adenofibrom i .
cistadenofibrom
Adenofibrom i .
cistadenofibrom
sa skvamoznom
diferencijacijom

Cisti¢ni tumor
Cisti¢ni tumor sa
skvamoznom
diferencijacijom
Adenofibrom i
cistadenofibrom
-Adenofibrom i
cistadenofibromsa
skvamoznom
diferencijacijom

Adenokarcinom i
cistadenokarcinom
Adenokarcinom i
cistadenokarcinom sa
skvamoznom
diferencijacijom
Adenokarcinofibrom i
cistadenokarcinofibrom
Adenokarcinofibrom i
cistadenokarcinofibrom
sa skvamoznom
diferencijacijom
Adenosarkoma,
homologni i heterologni
Karcinosarkom,
homologni i heterologni
Stromalni sarkom

,,Clear cell* Cistadenoma e Cisticni tumor Adenokarcinom
tumori Adenofibrom i e Adenofibrom i Adenokarcinofibrom i

cistadenofibrom cistadenofibrom cistadenokarcinofibrom
Tranzitorni Brenner tumor

celijski tumori

Brenner tumor ,,borderline** maligniteta

Maligni Brenner tumor

Karcinom tranzitornih ¢elija ( non-Brenner tip)

Skvamozni
tumori

Mesani epitelni
tumori

Benigni
Niskog malignog poten
Maligni

cijala

Nediferentovani
karcinomi
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Tabela 3. Klasifikacija tumora porekla specijalizovane ovarijalne strome i embrionalnih gonada

,,Granulosa‘“- stromalni tumor

,,Granulosa cell“ tumori

e Adultni tip
e Juvenilni tip

., Theca-fibroma** tumori

* Tekoma
—  Tipicni
— Luteinizirajuéi (delimi¢no luteinizirajuce teke ¢elije tumora)
— Kalcifikovani

* Fibroma

e Celularni fibrom (celularni fibrom niskog malignog potencijala)
»  Fibrosarkoma

e Stromalni tumor sa minornim ,,sex cord* elementima

»  Sklerozirajuc¢i stromalni tumor

e ,,Signet-ring*” stromalni tumor

»  Neklasifikovani (fibrotekoma)

Sertoli“-stromalni tumori

»Sertoli-Leydig* tumori (androblastoma)

» Dobro diferentovan

»  Srednje diferentovan - varijanta sa heterolognim elementima

» Lo3e diferentovan (sarkomatatoid) - varijanta sa heterolognim elementima
» Retiform* - varijanta sa heterolognim elementima

wSertoli* tumori

»Stromal-Leydig* tumori

,»Sex cord“-stromalni tumori meSovitog ili ne klasifikovanog ¢elijskog tipa

,,3ex cord* tumori sa anularnim tubulima

Ginandroblastom

,,5ex cord“- stromalni tumor, neklasifikovani

Tumori steroidnih celija

“Leydig* tumori

*  Hilus tumori
» ,Leydig“ tumori, ne —hilarni tip
o Leydig“ tumor, koji nije drugacije specifikovan

Tumor steroidnih ¢elija, koji nije drugacije specifikovan

»  Dobro diferentovani
»  Maligni
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1.2.1.3.Tumori porekla germinativnih celija

Pretpostavlja se da tumori porekla germinativnih celija vode poreklo iz
primordijalne germinativne éelije. Cine oko 25% svih tumora jajnika, ali samo 3-7%
malignih tumora jajnika (Simone i sar., 2016). ViSe od polovine ovarijalnih neoplazmi kod
dece i adolescenata su porekla germinativnog epitela od cega je trecina maligna.
Najucestaliji tip ove grupe je disgerminom. Embrionalni karcinom je graden od slabo
diferentovane, multipotentne germinativne celije. One germinativne Cceliijje koje se
diferentuju u embrionalnom ili somatskom pravcu Cine teratome. One koje se diferentuju u
ekstraembrionalnom pravcu (placentarni ili trofoblasni) dovode do razvoja tumora
zumancane kese (eng. ,,yolk sac tumors®) ili horiokarcinoma. Takode, mogu se javiti I

mesoviti podtipovi tumora germinativnih ¢elija (Tabela 4).

Tabela 4. Klasifikacija tumora porekla germinativnih éelija

Disgerminom

Tumor Zumancane kesice (endodermalni sinus tumor)

» polivezikularni vitelinski tumor
* hepatoid
e C. glandularni

Embrionalni karcinom

Poliembrioma

Horiokarcinom

Teratom
e nezreli
e zreli
e monodermalni
e D.meSani
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Disgerminomi se ¢esto javljaju u drugoj i trecoj dekadi zivota, ¢ine do 2% od svih
tumora jajnika i svega 3-5% od svih malignih tumora jajnika. Najce$éi je tip iz grupe
tumora porekla germinativnih Celija, radiosenzitivan je i sa dobrom prognozom. Za razliku
od disgerminoma, tumori Zumancane kese, koji su drugi po ucestalosti iz grupe tumora
porekla germinativnih celija, su visoko maligni uz rano limfogeno metastaziranje,
radiorezistentni, a dijagnostikuju se obi¢no izmedu 20. i 30. godine Zivota. Embrionalni
karcinom je veoma maligan, ¢eS¢e se javlja kod dece, rano daje metastaze, ali je
radiorezistentan. Horiokarcinom nastaje iz germinativnih placentarnih ¢elija, visokog je
stepena maligniteta, lokalno agresivan, redak tumor germinativnih ¢éelija i ¢esto izmeSan sa
drugim tipovima. Horiokarcinom se ¢esce javlja kod dece i mladih adolescenata. Poslednji
u grupi tumora porekla germinativnih ¢elija, teratomi, se razvijaju iz vise od jednog od tri
primitivna embrionalna lista (ektoderm, mezoderm i endoderm), a mogu biti zreli (benigni)
I nezreli (benigni i maligni). Zreli cisti¢ni teratomi su najce$¢i tip ovarijalnog tumora
germinativnog porekla. Oko 10% tumora jajnika pripada ovom podtipu i uglavnom su
unilateralni, sa retkom malignom transformacijom (Cesto u menopauzi) i najcesce
rezultiraju razvojem planocelularnog karcinoma. Ostali mogu¢i maligni tipovi su:
karcinoid, karcinom Stitne Zlezde, melanom, lejomiosarkom, melanom. Nezreli teratomi
sadrze primitivne, nezrele ili embrionalne strukture u dodatku sa dobro razvijenim ili zrelim
tkivom. Ovi tumori su Cesto unilateralni, veliki, retki i ucestaliji u prvih dvadeset godina

Zivota.

1.2.1.4.0stali tumori jajnika

U ovu grupu spadaju tumori jajnika koji se rede javljaju, a mogu se podeliti na:

o Gonadoblastom

o Tumor germinativnih ¢elija ,,5ex cord-stromal“ tumor ne-gonadoblastoma
tip

o Tumor rete ovarii

o Mezotelijalni tumor

o Tumor nepoznatog porekla i meSoviti tumori

o Gestaciona trofoblasna bolest
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. Meko-tkivni tumori nespecifi¢ni za jajnik
o Maligni limfom, leukemija i plazmocitom
o Neklasifikovani tumori

o Metastatski tumori

. Tumorima sli¢ne lezije

1.2.2. Histolosko gradiranje karcinoma jajnika

Tumori jajnika se gradiraju na dobro-diferentovane (G1), srednje diferentovane

(G2), lose diferentovane (G3) i nediferentovane.

Tabela 5. Univerzalni sistem stepena diferentovanosti tumora jajnika

Odlika Skor

Obrazac arhitektonike Glandularni =1
Papilarni = 2
Solidni =3
Nuklearni pleomorfizam Blag=1
Srednji =2
Naglasen =3
Mitotska aktivnost (broj mitoza na 10 polja velikog | 0-9=1
uvecanja, 1hpf=0,345 mm? u najaktivnijoj regiji) 10-24=2

>25=3
Stepen (eng. Grade), ukupan rezultat se dobija | 3-5=Grade 1
sabiranjem rezultata tri gore navedene odlike 6 ili 7= Grade 2
81li 9 = Grade 3

,»Clear cell* — Ukupan rezultat se ne ocenjuje, jer arhitektura tumora nije prognosticki faktor

Tranzitorni celularni karcinom - Ukupan rezultat se ne ocenjuje jer solidna/glandularna
komponenta nisu relevantne

Borderline tumori - obi¢no se ne gradiraju, ali se subkategorija karcinom in situ, prepoznaje
kao takva
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Pored toga, epitelijalni tumori mogu takode biti klasifikovani i kao ,,borderline*
tumori. Vecina histoloskih gradusa zasniva se na analizi arhitektonike i celularnih
karakteristika tumora i definiSe tri ili Cetiri grupe prema porastu rizika za agresivno
pona3anje tumora. Cinjenica je da je veoma teSko primeniti jedan tip gradiranja na sve
histoloSke tipove karcinoma jajnika.

Univerzalni sistem stepena diferentovanosti tumora jajnika predlozen je od strane
viSe autora, a ukazuje na znacaj stepena diferentovanosti kao vaznog prognostickog faktora
tumora jajnika (Shimizu i sar., 1998; Silverberg i sar., 2000; Mayr i sar., 2000) (Tabela 5).

1.2.3. Histoloska tipizacija

Svetska zdravstvena organizacija definiSe epitelne tumore povrsine jajnika kao one
koje poticu iz povrSinskog epitela jajnika ili njegovih drugih struktura, a javljaju se kod
Zena u reproduktivnoj dobi i posle toga (Tavassoli i sar., 2003). Medutim, napredak u
razjaSnjavanju etiologije karcinoma jajnika je ukazao na razli¢ito poreklo karcinoma
jajnika, pa je utvrdivanje pravog celijskog tipa dobilo veliki znacaj u klinickoj praksi
(Lengyel i sar., 2010).

Razliciti podtipovi karcinoma jajnika su heterogena grupa oboljenja, a njihovo
odredivanje je veoma znacajno kako za prognozu bolesti, tako i za odredivanje terapije
(Kobel i sar., 2008; Schwede i sar., 2013). Podtipovi karcinoma jajnika se medusobno
razlikuju prema faktorima rizika, prekursorima lezija, molekularnim aberacijama, ekspresiji
biomarkera, nac¢inu Sirenja i odgovoru na terapiju (Tabela 6).

Pacijenti sa clear-cell tipom tumora i mucinoznim karcinomima ne reaguju na
hemoterapiju platinom i taksanom, na isti nacin kao pacijenti sa seroznim karcinomima
visokog stadijuma, narocito u pocetku terapije (Hess i sar., 2004; Fountain i sar., 2006;
Pectasides i sar., 2006). Postoji sve vece interesovanje za istrazivanje patogenetskih puteva
koji posreduju u diferencijaciji razlicitih podtipova karcinoma jajnika kao moguc¢im
metama za terapiju postojecim i novim hemioterapeuticima. Predlozeno je da inhibicija
PARP (NAD + ADP-riboziltransferaza) moze biti pristup koji obecava, posebno za serozne
karcinome visokog stepena sa aberacijama u BRCA genima (Audeh i sar., 2010; Tutt i sar.,
2010; Fong i sar., 2010).
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Tabela 6. Razlike u faktorima rizika i klinickim karakteristikama karcinoma jajnika

HGSC LGSC MC EC HNPCC
Faktor rizika | BRCA 1/2 Nepoznat Nepoznat Lynch sindom | Lynch sindom
. Serozni Cistadenom/
Tubularni e .
Prekursorska | . . .| grani¢ni grani¢ni . .
lezi intraepitealni (borderline) (borderline) Endometrioza | Endometrioza
ezlja karcinom
tumor tumor
Uglavnom Uglavnom Uglavnom
Sirenje Veorrlla ra n:), Transkavitalno | samo na samo na Samo na
transkavitalno jajniku Jajr"ku Jajr"ku
Molekularn
olekuarne . | BRCA, p53 BRAF, KRAS KRAS, PTEN HNF1
abnormalnosti HER2
Osetljivost na | . . : . . .
.J .. Visoka Srednja Niska Visoka Niska
hemioterapiju
Prognoza Losa Srednja Dobra Dobra Srednja

HGSC (eng. high-grade serous carcinoma) - serozni karcinom visokog stepena; LGSC (eng. low-
grade serous carcinoma) - serozni karcinom niskog stepena; MC (eng. mucinous carcinoma) -
mucinozni karcinom; EC (eng. endometroid carcinoma) - endometroidni karcinom; HNPCC (eng.
hereditary non-polyposis colorectal carcinoma) - urodeni nepolipozni kolorektalni karcinom

Povrsinski epitelni tumori su klasifikovani na osnovu tipa tumorskih ¢éelija (serozni,
mucinozni, endometrioidni, clear-cell, prelazni), a zatim su dalje stratifikovani kao benigni,
grani¢ni ili maligni. Histoloska subtipizacija je uglavnom bazirana na bojenju preparata
hematoksilin-eozinom i imunohistohemijsim ispitivanjima (Kobel i sar., 2010). Ispravna
klasifikacija histoloskih subtipova je veoma vazna za odredivanje stadijuma bolesti,
prognozu i terapiju. Clear-cell, endometrioidni i mucinozni karcinomi su najcesce
zastupljeni u stadijumu bolesti I ili Il, a serozni karcinomi visokog stadijuma je Cesto
prisutan u uznapredovalim klinickim fazama (Kobel i sar., 2010). Unutar grupe karcinoma
niskih stadijuma, takode postoje znacajne razlike u prognozi izmedu razlicitih vrsta tumora

(Kobel i sar., 2010). Kompleksnost u patolistoloskoj proceni subtipova karcinoma jajnika
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se dodatno povecava ekspesijom razlic¢itih gena, koji pokazuju, na primer, da su tumori
dijagnostikovani kao "endometroidni visokog stepena™ neodvojivi od seroznih karcinoma
visokog stepena, ali se razlikuju od endometrioidnih tumora niskog stepena (Gilks i sar.,
2009).

1.2.4. Odredivanje stadijuma karcinoma jajnika
Sveobuhvatno hirursko odredivanje stadijuma karcinoma jajnika pre primene
terapije je od kljuénog znacaja u leenju karcinoma jajnika. Uprkos Sirokom kori$éenju
hemioterapije, pacijenti ostaju u znac¢ajnom riziku od pojave recidiva, ukoliko nije pravilno

odreden stadijum tumora (Le i sar., 2002).

1.2.4.1.FIGO Klasifikacija karcinoma jajnika

Odredivanje stadijuma karcinoma jajnika se vrSi primenom FIGO sistema
klasifikacije, prema kriterijjumima Medunarodne federacije za Ginekologiju i akuSerstvo
koji je zasnovan na nalazima dobijenim u toku hiruske eksploracije (Prat i sar., 2014)
(Tabela 7).

Najznacajniji prognosticki faktori u prognozi daljeg toka i ishoda bolesti kod
epitelnih karcinoma jajnika su prosirenost bolesti (FIGO stadijum) u trenutku postavljanja
dijagnoze i zapremina zaostalog (rezidualnog) tumora posle hiruskog lecenja. Faktori
visokog rizika za nastanak recidiva obuhvataju: loSe diferentovane (G3) tumore,
ekrescencije na povrsini jajnika ili rupturu tumorske kapsule, pozitivan nalaz peritonealne
citologije i Sirenje tumora izvan jajnika na okolne povrsSine. Rano otkrivanje, serozna
komponenta tumora i niZa starost pacijenta su faktori koji ukazuju na bolju prognozu toka
bolesti.

Prognostic¢ki faktori kod uznapredovalih stadijuma (FIGO [111/1V) ukljucuju:
zapreminu zaostalog (rezidualnog) tumora posle primarnog hiruskog lecenja, godine
starosti, histoloski tip i stepen celijske diferencijacije tumora. Velika zapreminu zaostalog
(rezidualnog) tumora, starije Zivotno doba, svetlocelijski (clear-cell) histoloski tip i loSe

diferentovani tumori (G3) povezani su sa loSijom prognozom i ishodom bolesti.
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Tabela 7. FIGO sistem klasifikacije karcinoma jajnika

Primarni tumor nije moguce proceniti

° Nema dokaza o primarnom tumoru

| Tumor ogranicen na jajnike

1A Tumor ogranicen na jedan jajnik, intaktna kapsula
Tumor ogranicen na oba jajnika, intaktna kapsula

1B Bez tumora na povrsini jajnika

Nema malignih ¢elija u ascitu ili peritonealnom ispirku

Tumor ogranicen na jedan ili oba jajnika udruzen sa rupturom kapsule, sa
1C tumorom Kkoji je prisutan na povrsini jajnika ili pozitivnim citoloskim
nalazom u ascitu ili peritonealnom ispirku

I Tumor lokalizovan na jednom ili oba jajnika uz Sirenje na karlicu

Sirenje tumora i/ili metastaze u materici i/ili jajovodima

1A
Nema malignih ¢elija u ascitu ili peritonealnom ispirku
Sirenje tumora na druge karliéne organe

1B
Nema malignih ¢elija u ascitu ili peritonealnom ispirku

1HC IT A /B sa prisutnim malignim ¢elijama u ascitu ili peritonealnom ispirku
Tumor je zahvatio jedan ili oba jajnika sa mikroskopski potvrdenim

1l peritonealnim metastazama izvan male Kkarlice i/ili metastazama u
regionalnim limfnim ¢vorovima

A Mikroskopske peritonealne metasteze izvan karlice

B Makroskopske peritonealne metastaze izvan karlice (2 c¢cm ili manje u
najvecem precniku)

nc Peritonealne metastaze izvan karlice (ve¢e od 2 cm u najve¢em precniku)
i/ili sa metastazama u regionalnim limfnim ¢vorovima

v Udaljena metastaze izvan peritonealne Supljine
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U Tabeli 8. je prikazana relativna stopa prezivljavanja, stratifikovana prema FIGO
stadijumima (Ries i sar., 2007).

Tabela 8. Relativna stopa preZivljavanja pacijentkinja starijih od 20 godina, obolelih od
adenokarcinoma jajnika, stratifikovanih prema FIGO stadijumu

(ukljucujuci ,, borderline “ tumore)

FIGO Relativna stopa prezivljavanja (%)
stadijum 5 godina 10 godina
| 89,3 84,1
A 94,0 88,9
1B 91,1 78,7
I1C 79,8 76,0

I 65,5 95,7
A 76,4 66,8
I1B 66,9 57,4
Inc 57,0 45,9
i 33,5 22,2
A 45,3 31,4
1B 38,6 26,1
I c 35,2 22,6
v 17,9 10,4
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1.2.5. Dijagnosticki postupci kod karcinoma jajnika

Uspeh lecenja kod karcinoma jajnika umnogome zavisi od rano postavljene
dijagnoze. Klini¢ari u svom radu moraju da uzmu u obzir ¢itav niz razliCitih histoloskih
tipova malignih tumora jajnika koji su karakteristicni za odredene starosne grupe.
Borderline tumori sa niskim malignim potencijalom najcesce se javljaju u perimenopauzi,
ali se mogu javiti i u generativnom periodu. U svim sluajevima uzima se detaljna
anamneza o postojanju faktora rizika i potom sledi detaljan klini¢ki pregled, koji obuhvata
palpatorni ginekoloski, ultrazvuéni, kao i pregled dojke i rektuma. U svim slucajevima
uzima se, obavezno, i kontrola Papanikolau brisa.

Pri sumnji na postojanje karcinoma jajnika “minimalni” dijagnosti¢ki postupak
trebalo bi da obuhvati: ultrazvucni pregled genitalnih organa sa akcentom na pregled
materice i oba jajnika, ultrazvucni pregled organa gornjeg abdomena, rendgenski snimak
grudnog kosa u 2 pravca, kao i odredivanje tumorskih markera iz krvi CA 125 i/ili CA 19-9
kod epitelnih mucinoznih tumora. Kod mladih Zena vrs$i se odredivanje koncentracije
tumorskih markera B-HCG-a i AFP-a u cilju isklju¢ivanja prisustva germinativno-celijskih
tumora (Tabela 9).

Poseban znacaj u neinvazivnoj dijagnostici tumora jajnika pridaje se ultrazvu¢nom
pregledu i Doppler sonografiji. U pogledu primene ultrazvuka na raspolaganju je primena
abdominalne i endovaginalne sonografije. Prednost abdominalnog pristupa je detaljno
sagledavanje i pregled svih delova trbusne duplje (jetra, slezina, paraaortalni limfni
¢vorovi, prisustvo slobodne tecnosti ili ascitesa). Za pregled promena koje su lokalizovane
na jajnicima bolje rezultate pruza endovaginalna sonografija, koja ima za cilj da opiSe
veli¢inu 1 morfoloSke karakteristike tumora (cisti¢na, kompleksna ili pretezno solidna
grada). Ultrazvu¢ni nalaz, kod povec¢ane sumnje na malignitet, ukljucuje sledece
morfoloske karakteristike tumora: papilarne proliferacije preko 3 mm u promeru |
neravnine na unutrasnjoj strani tumorskog zida, veéi broj pregrada (septuma) nejednake
debljine, multicisti¢ne delove unutar solidnog tumora, solidne tumore “kompleksne* grade i

slobodnu te¢nost (ascites) u trbuhu.
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Primenom ultrazvuka mogucée je odrediti i volumen jajnika koji pokazuje pozitivnu
korelaciju sa rizikom za prisustvo maligne bolesti, osim kod unilokularnih cisti¢nih
formacija glatkih zidova (tzv. simplex ciste jajnika). Primenom Doppler sonografije, pored
morfologije, dobijaju se i podaci 0 vaskularizaciji tumora s obzirom na to da se karcinomi
jajnika karakteriSu neovaskularizacijom i prisustvom novostvorenih arteriovenskih
komunikacija Sto ima za posledicu smanjen otpor protoka kroz krvne sudove. Ukoliko za to
postoje moguénosti, kao i kod osnovane sumnje da se radi o karcinomu jajnika, indikovano
je sprovesti dopunski pregled karlice 1 abdomena nekom od imidzing dijagnostickih metoda
(CT - kompjuterizovana tomografija i MR — magnetna rezonanca) u cilju procene
proSirenosti oboljenja (prisustvo metastaza na jetri, slezini, bubrezima i dr.). Preporuka je
da se primenjuje kompjuterizovana tomografija (CT), jer se u istom aktu mogu pregledati

razli¢iti delovi i regije tela kao npr. grudni koS, abdomen i karlica.

Tabela 9. Dijagnosticki postupuci koji se sprovode kod karcinoma jajnika

Minimum dijagnostickih postupaka Dopunski postupci

Opsti klini¢ki pregled Doppler sonografski pregled jajnika

Kompletan ginekolo3ki i rektovaginalni pregled | CT ili MR pregled Kkarlice i abdomena

UZ pregled genitalnih organa (endovaginalnom | Rektosigmoidoskopija, kolonoskopija ili

i/ili abdominalnom sondom) irigografija

Dopunski tumor markeri iz krvi: CA 19-9,

UZ pregled organa gornjeg abdomena
Pred gana gornieg AFP, beta-hCG

] Dopunski pregledi (CT/MR grudnog koSa,
RTG snimak grudnog kosa u 2 pravca ) o
PET sken, cistoskopija i dr.)

Odredivanje CA 125 iz krvi
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Kada postoji sumnja na prisustvo metastaza, u obzir dolazi i primena pozitron
emisione tomografije ili PET skena. Medutim, svi ovi pregledi ne mogu zameniti
intraoperativnu procenu stadijuma bolesti i obaveznu patohistoloSku potvrdu da se radi o
primarnom karcinomu jajnika (Buys i sar., 2005; Hartge i sar., 2010; Skates i sar., 2010;
Hartge i sar., 2010).

1.2.6. Skrining karcinoma jajnika

Skrining strategije koje mogu da postignu cilj ranog otkrivanja karcinoma jajnika,
imaju potencijal da dramaticno poboljsaju ukupno prezivljavanje obolelih (Baker i sar.,
1994). Znacajan broj istrazivanja je usmeren na razvoj poboljSanih metoda skrininga kod
Zena koje su u visokom riziku od nastanka karcinoma jajnika. lako eksperimentalni podaci
ukazuju na postojanje niza premalignih lezija jajnika, koje pokazuju kumulativni efekat
molekularnih promena, definitivna klinicka identifikacija takvih lezija ostaje nerazjasnjena.
Trenutno se Zene, za koje se pretpostavlja da su u visokom riziku za nastanak ovih
karcinoma, moraju oslanjati na genetsko savetovanje i testiranja, koja obicno obuhvatju
merenje serumskog CA 125 i ultrazvuéni pregled transvaginalnom sondom (TVS) (Bast i
sar., 2007).

Tumorski marker CA 125 se pokazao korisnim u pracenju odgovora na terapiju i
progresije bolesti, ali ne 1 kao dijagnosti¢ki ili prognosti¢ki. Generalno, CA 125 test
pokazuje osetljivost kod samo 50-60% obolelih u prvom stadijumu bolesti i pokazano je da
znacajno manje osetljivi kod Zena pre menopauze u odnosu na Zene u postmenopauzi
(Woolas i sar., 1993; Jacobs i sar., 1989; Bast i sar, 2007).

U svetlu ovih ogranicenja, trenutne preporuke ne idu u prilog korisé¢enje CA 125 za
opsti skrining. Skrining na osnovu TVS, Doppler i morfoloskih indeksa je ipak dao neke
ohrabrujuce rezultate, ali svaka od ovih metoda trenutno nema zadovoljavajucu specificnost
da ispuni zahteve skrining test za opStu populaciju (MacDonald i sar., 1998).

Multimodalni skrining pristup koji kombinuje koris¢enje tumorskih markera
merenih u odredenim intervalima i ultrazvuka moZe dati vecu osetljivost i specifi¢nost.
Pristup ovog tipa je potvrden i moZe predstavljati isplativu strategiju za rano otkrivanje

(Jacobs i sar., 2004; Menon i sar., 2011). Medutim, trenutna verzija ove strategije se oslanja
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isklju¢ivo na CA 125 kao biomarker, zbog c¢ega nema dovoljnu osetljivost u ranim
stadijumima bolesti. Stoga, postoji kriticna potreba da se razviju dodatni informativni
biomarkeri u cilju postizanja potrebne vizualizacije neophodne za klini¢ku dijagnostiku ove
bolesti.

Sticanje uslova za primenu strategije efikasnog skrininga rane faze karcinoma
jajnika u opstoj populaciji i izvodljivost takvog poduhvata cine fokus dva velika
istrazivanja. U okviru jednog se obavlja randomizirano kontrolno ispitivanje karcinoma
prostate, pluc¢a, kolorektalnog i karcinoma jajnika (PLCO, NCT00002540) pod
pokroviteljstvom Nacionalnog instituta za rak, a druga je kolaborativna studija o karcinomu
jajnika u Velikoj Britaniji (UKCTOCS, NCT00058032) (Buys i sar., 2005; Anderson i sar.,
2009). U nedavno objavljenoj meta-analizi, godidnji skrining bi trebalo da otkrije tumore od
1,3 cm u pre¢niku za postizanje senzitivnosti od 50% u otkrivanju tumora pre nego $to
dostignu fazu 111, dok je za 80% senzitivnosti potrebno otkrivanje tumora manjih od 0,4 cm
u pre¢niku. Pored toga, smanjenje smrtnosti kod karcinoma jajnika za 50% bi zahtevalo test
koji je sposoban da detektuje tumore manje od 0,5 cm u pre¢niku (Brown i sar., 2009).

S obzirom na nisku ucestalost karcinoma jajnika u opsStoj populaciji, svaka
predlozena skrining strategija mora da pokaze minimum specificnosti od 99,6% i
osetljivost vecu od 75% u ranoj fazi bolesti, kao i da postigne pozitivhu prediktivnu
vrednost od 10% i izbegne neprihvatljiv nivo lazno pozitivnih rezultata (Jacobs i sar., 2004;
Menon i sar., 2011). Dok ovi zahtevi ne budu ispunjeni, prakti¢an pristup karcinomu
jajnika ukljucuje testiranje serumskih biomarkera u evaluaciji odredenih grupa visokog

rizika i u klini¢ckim uslovima.

1.2.6.1.Porodicna anamneza kao faktor skrininga
Kako je rizik za nastanak karcinoma jajnika udruzen sa porodi¢nom anamnezom,
ona ujedno predstavlja preduslov za odgovarajuée savetovanje. Na osnovu epidemioloskih
podataka, Zene sa pozitivnom porodicnom anamnezom se mogu podeliti u tri grupe: sa
visokim rizikom, sa poviSenim rizikom i grupu kod kojih pozitivna porodi¢na anamneza
karcinoma nije udruZena sa rizikom. Smatra se da rizik od nastanka karcinoma janika,

ukoliko nema obolelih srodnika, iznosi 1,4%, kod Zena sa jednim obolelim rodakom, rizik
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je 3-4% (ili 3-4 puta veci nego u opstoj populaciji), dok je rizik kod Zena koje imaju dva ili
vise obolelih rodaka, do 40%. Grupu osoba sa visokim rizikom za nastanak karcinoma
jajnika ¢ine:

o Zene iz porodica sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom i istorijom koja

ukazuje na jedan od tzv. familijarnih ovarijalnih kancer sindroma

o Zene sa dokumentovanom istorijom karcinoma jajnika kod dve ili vie

srodnica prvog stepena

Skrining karcinoma jajnika u okviru ovih grupa moze dati obecavajuce rezultate. Sa
tim ciljem na umu, postoji velika potreba da se izvrSi identifikacija novih biomarkera, ili
utvrdi kombinacija biomarkera koji mogu da otkriju male presimptomatske tumore jajnika i

razlikuju maligne od benignih tumora sa visokim nivoom osetljivosti i specifi¢nosti.

1.2.7. Terapijski postupci kod karcinoma jajnika

1.2.7.1.Terapijski plan za rane stadijume karcinoma jajnika

Terapijski plan zavisi od stadijuma karcinoma jajnika. Za rane stadijume bolesti (I i
I1a), pocetak lecenja, pored svega Sto je ve¢ uradeno u hirurSkom stadiranju, podrazumeva
totalnu abdominalnu histerektomiju i adneksektomiju jo$ neodstranjenih adneksa (Trimble i
sar., 2002; Bereck i sar., 2010; Gershenson i sar, 2010; Di Saia i sar., 2011). U ovoj fazi
moze se razmiSljati i o prezervaciji fertiliteta. Odnosno, privremeno ocuvanje fertiliteta,
tokom ogranic¢enog vremenskog perioda, mozZe se oprezno razmotriti u slucaju da su
ispunjeni sledeci uslovi (Bereck i sar., 2010; Gershenson i sar., 2010; Di Saia i sar., 2011):

1. Da se radi o mladoj Zeni niskog pariteta

. Da je stadiranje u potpunosti korektno

. Da je bolest stadijuma la

. Da je nizak histoloski gradus karcinoma (Levine i sar., 2010)

2

3

4. Da nema adhezija, niti ascitesa u trbusnoj Supljini

5

6. Da unutrasnje genitalije nisu na drugi na¢in kompromitovana
7

. Da postoji moguénost za rigoroznu kontrolu
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8. Da je pacijentkinja ipak spremna da podnese odgovarajuci rizik za svoju odluku

1.2.7.2.Terapijski plan za uznapredovali karcinom jajnika
Osnovne postavke terapijskog plana za uznapredovali karcinom jajnika cine
(Trimble i sar., 2009, Bereck i sar., 2010; Gershenson i sar., 2010):

1. Citoreduktivna hirurgija kao standard u lecenju uznapredovalog karcinoma
jajnika

2. Sest ciklusa karboplatine/paklitaksela kao standardna hemioterapiju za veéinu
pacijentkinja

3. Nije dokazano da povecanje doze platine, bilo kakva terapija odrzavanja ili
uvodenje trec¢eg citotoksickog agensa poboljSavaju prezivljavanje

4. Od intraperitonealne terapije mogu imati koristi samo pacijentkinje sa
karcinomom male zapremine

5. Uznapredovali ,,clear cell” ili mucinozni tumori hemorezistentni

1.2.7.3.Tretman perzistentne ili rekurentne bolesti
Osnovne postavke tretmana perzistentne ili rekurentne bolesti su (van der Burg i
sar., 1996; Gershenson i sar., 2010; Bereck i sar., 2010; Di Saia i sar., 2011):

1. Rekurentni ovarijalni karcinom je neizleciv, ali pacijentkinje kod kojih se
karcinom vrati posle viSe od Sest meseci od zavrSetka primarne terapije mogu
imati znacajnu korist od dalje hemoterapije.

2. Kombinovana terapija daje bolji terapijski odgovor nego hemoterapija jednim
lekom kod karcinoma senzitivnih na platinu, ali korist u smislu ukupnog
preZivljavanja nije dokazana.

3. Znacaj sekundarne citoreduktivne hirurgije se jos ispituje u klinickim studijama.

1.2.7.4.Lecenje borderline tumora
Osnovne postavke lecenja borderline tumora su (Seidman i sar., 2000; Bereck i sar.,
2010; Gershenson i sar., 2010; Di Saia i sar., 2011):

1. Hirurski tretman je osnova le¢enja borderline tumora.
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2. Nema dokaza da postoperativna hemoterapija poboljSava ishod kod
pacijentkinja sa borderline tumorima uznapredovalih stadijuma.
3. Borderline tumori mogu recidivirati i posle 10-15 godina.
Kada su u pitanju ovi tumori, odluka o daljem lecenju posle inicijalnog hirur§kog
zahvata koji je retko raden zbog suspektnog maligniteta, treba da bude donesena na

ginekoloskom-onkoloskom konzilijumu.

1.2.7.5.Pracenje pacijentkinja u remisiji (follow-up)

Zbog visokog rizika od relapsa bolesti, veéina pacijentkinja koje su u kompletnoj
klinickoj remisiji prate se, najéeSc¢e tromesecno, kombinacijom pregleda male karlice,
kompjuterizovanom tomografijom abdomena i male karlice i merenjem vrednosti
tumorskog markera CA 125. Ipak, nijedna od ovih metoda ne doprinosi smanjenju
simptoma ili poboljSanom prezivljavanju.

Za razliku od opsteg skrininga, porast nivoa CA 125 posle primarnog lecenja visoko
je specifi¢an, pogotovo ako je potvrden ponovnim testom. Studije su, medutim, potvrdile
da uvodenje hemoterapije u trenutku porasta CA 125 u odnosu na uvodenje u trenutku
klini¢ki jasnog recidiva, ne daje poboljsanje ni u smislu prezivljavanja, niti kvaliteta zivota
(Buys i sar., 2005; Bereck i sar., 2010; Gershenson i sar., 2010; Di Saia i sar., 2011).

1.2.7.6.Sistemsko lecenje epitelijalnog karcinoma jajnika

Karcinom jajnika se joS od ranog perioda razvoja citostatske terapije pokazao kao
jedan od najrezistentnijih maligniteta medu solidnim tumorima (Bateman i sar., 1959).
Sedamdesetih godina proslog veka primenjivani su alkiliraju¢i agensi u lecenju epitelnog
karcinoma jajnika, a od 1976. godine, posle prvih publikovanih rezultata o efikasnosti
cisplatine u ovoj bolesti, zapocela je era moderne hemioterapije u karcinomu jajnika.
Osamdesete i devedesete godine 20. veka su obelezile mnogobrojne studije koje su
istrazivale mogucénosti cisplatine i karboplatine primenjenih kao monoterapija ili u
razli¢itim kombinacijama. Slede¢i znacajan terapijski iskorak ucinjen je uvodenjem

paklitaksela, dok su poslednje dve decenije ispitivani i brojni drugi ,,konvencionalni
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citotoksicni lekovi i bioloska (,,ciljana“) terapija u leCenju epitelijalnog karcinoma jajnika
(Bell-McGuinn i sar., 2011; Bast i sar., 2011).

Uvodenje ovih novijih lekova u terapijsku kaskadu lecenja karcinoma jajnika
znacajno je doprinelo poboljSanju ukupanog ishoda lecenja: tokom poslednjih dvadesetak
godina 5-godiSnja stopa prezivljavanja je sa oko 30% povecana na oko 50%, a stopa
izleCenja (za sve stadijume bolesti) danas iznosi oko 25-35%, §to omogucava da se kod
jednog broja pacijentkinja epitelijani karcinom jajnika moZe smatrati hroni¢nom bolesc¢u
(Kim i sar., 2012). Zbog cinjenice da mogu doprinositi osetljivosti na primenjenu
hemioterapiju, a zbog svoje uloge u procesu detoksikacije i inaktivacije ksenobiotika,
enzimi ukljuéeni u proces detoksikacije, kao i interindividualne genske varijacije u genima

koji ih kodiraju, mogu biti od velikog znac¢aja u karcinomu jajnika.

1.3.ULOGA GLUTATION S-TRANSFERAZA U KARCINOMU JAJNIKA

1.3.1. Glutation S-transferaze

Veliki broj jedinjenja koja su identifikovana kao faktori rizika za pojavu karcinoma
u organizmu podlezu reakcijama biotransformacije i detoksikacije u kojima vaznu ulogu
imaju glutation S-transferaze (GST). Glutation transferaze su velika superfamilija
izoenzima, koja ¢ini 0ko 3% celijskih proteina. GST detoksikuju potencijalne kancerogene
konjugacijom sa glutationom (GSH), usled ¢ega ova jedinjenja postaju manje reaktivna
prema nukleinskim kiselinama (Habig i sar., 1994; Di Pietro i sar., 2010; Wu i Dong, 2012)
(Slika 4).

Pored kataliticke uloge, pokazano je da pojedini izoenzimi GST, kao Sto su GSTP1
ili GSTM1, u€estvuju i u protein:proteinskim interakcijama sa odredenim MAP kinazama
(eng. Mitogen-activated protein kinases) poput JNK (eng. c-jun-NH,-terminal kinase) ili
ASK1 (eng. Apoptosis signal-regulating kinase 1), i na taj nadin imaju potencijalnu
regulatornu ulogu u signalnim putevima uklju¢enim u proces apoptoze (Tew i Townsend,
2012; Board i Menon, 2013) (Slika 5).

31



Znacaj glutation transferaza kao biomarkera rizika za nastanak karcinoma jajnika
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Slika 4. Uloga GST u detoksikaciji ksenobiotika (slika preuzeta iz rada Di Pietro i sar.,
2010)

Postoje velike interindividualne varijacije u izoenzimskom profilu GST, zbog
¢injenice da je unutar skoro svih klasa GST coveka zabelezeno prisustvo genskog
polimorfizma, koji za posledicu ima potpuno odsustvo ili izmenjenu kataliticku efikasnost
ovih enzima. Usled nedostatka ili prisustva izmenjene enzimske aktivnosti GST, pojedine
osobe imaju smanjen kapacitet za zasStitu od kancerogenih jedinjenja, Sto pogoduje brZzem
slomu antitumorskih mehanizama, pa ove osobe imaju ve¢i rizik za pojavu tumora (Hayes i
sar., 2000; Wu i Dong, 2012). Zbog ¢injenice da u nastanku karcinoma jajnika znacajnu
ulogu ima izloZzenost hemijskim kancerogenima, veoma je vazno ispitati uticaj genetskog
polimorfizma GST, kao enzima koji metaboliSu ova jedinjenja, na predispoziciju za

nastanak ovih tumora.
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Slika 5. Nekataliticka uloga GST (Slika preuzeta iz rada Board i Menon, 2013)

Superfamilija glutation S-transferaza je podeljena na tri familije koje Cine citosolne,
mitohondrijalne i mikrozomalne GST. Citosolne GST su dalje podeljenje na nekoliko klasa
na osnovu primarne strukture (Hayes i Strange, 2000; Wu i Dong, 2012) (Slika 6). Clanovi
iste klase imaju minimum 50% identi¢nih sekvenci. Nomenklatura glutation S-transferaza
zasniva se na sli¢nosti u primarnoj strukturi GST 1 podeli na klase koje obuhvataju GST
kodirane od strane veoma bliskih sekvenci (Tabela 10).

Kod ljudi je do sada identifikovano sedam grupa gena koji kodiraju sedam klasa
citosolnih GST: pet GST o (geni GSTA1-5), pet GST n (geni GSTM1-5), jedan GST =« (gen
GSTP1), dva GST 6 (geni GSTT1-2), jedan GST ( (gen GSTZ1), dva GST Q (geni GSTO1-
2) 1 GST ¢ (gen GSTS1) klase. Genski polimorfizam je otkriven u nekoliko familija GST
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gena: o (GSTAl i GSTA2), nu (GSTM1, GSTM3 i GSTM4), n (GSTP1), 6 (GSTT1), {
(GSTZ1), Q (GSTO1) i MAPEG (MGSTI, LTC,S i FLAP) (Xu i sar., 1998; McLellan i sar.,
1997; Patskovsky i sar., 1999) (Tabela 10).

r Alfa: A1-1, A2-2, A3-3, A4-4 i A5-5
Mi: M1-1, M2-2, M3-3, M4-4 i M5-5
Pi: P1-1

Citosolne GST ~
Teta: T1-1, T2-2

e
wn
e
w
8
E Zeta: Z1-1
wn
= i
R— Omega: 01-1, 02-2
= —
)]
'E Sigma: S1-1
=
=
Q Mitohondrijalne GST _
Kapa: K1-1

Mikrozomalne GST (MAPEG)

Slika 6. Familija glutation S-transferaza (slika preuzeta iz rada Wu i Dong, 2012)

Proizvodi ekspresije GST gena su razli¢iti izoenzimi GST koji se medusobno
razlikuju na osnovu svojih strukturnih, fiziko-hemijskih i imunoloskih osobina. Kataliticku
aktivnost GST ispoljavaju u obliku homo ili heterodimera, koji nastaju kombinovanjem
identi¢nih ili razli¢itih subjedinica koje pripadaju istoj klasi GST (Ketterer B i
Christodoulides LG., 1994; Mannervik B i Danielson UH., 1988).
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Tabela 10. Humane solubilne glutation S-transferaze, klase i hromozomska lokalizacija njihovih

gena
Oznaka enzima Klasa Gen Hromozom
GST Al-1 Alfa GSTALl* 6pl2

GST A2-2 Alfa GSTA2* 6pl2

GST A3-3 Alfa GSTA3 6pl2

GST A4-4 Alfa GSTA4 6pl2

GST A5-5° Alfa GSTAS 6pl2

GST M1-1 Mi GSTM1* 1p13

GST M2-2 Mi GSTM2 1p13

GST M3-3 Mi GSTM3* 1p13

GST M4-4 Mi GSTM4* 1p13

GST M5-5 Mi GSTM5 1p13

GST P1-1 Pi GSTP1* 11913

GST T1-1 Tete GSTT1* 22911.2
GST T2-2 Tete GSTT2 22q11.2
GST Z1-1 Zeta GSTZ1* 14924.3
GST 0O1-1 Omega GSTO1* 10g924.3
GST 02-2 Omega GSTO2 10024.3
PGD2/GST S1-1° Sigma PGD2 4q22.3

#Ekspresija proteina kodiranog genom GSTAS klase alfa treba tek da bude dokazana ° Klasa sigma
GST je poznata kao glutation-zavisna prostaglandin D, sintaza * prisutan polimorfizam

1.3.2. Polimorfizam glutation S-transferaza u karcinomu jajnika

1.3.2.1.Polimorfizam GSTA1
Pripadnici GSTA klase su kodirani od strane 5 razli¢itih gena (GSTAL1-A5),
smestenih na hromozomu 6. Iako je polimorfizam opisan kod svih ¢lanova A klase, smatra

se da najve¢i klinicki znacaj ima polimorfna ekspresija GSTAL. Naime, protein GSTA1,
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koji kataliSe detoksikaciju kancerogenih metabolita zivotne sredine i duvanskog dima
(policikli¢ni aromati¢ni ugljovodoni¢ni diolepoksidi) je najvise eksprimirana u jetri. GensKi
polimorfizam GSTA1l C-69T obuhvata tri povezane supstitucije baza u promotorskom
regionu na poziciji 567, 69 i 52, sto ima za posledicu velike kvantitativne razlike u
ekspresiji i1 aktivnosti enzima (Coles i sar., 2001). Oko 60% osoba bele rase poseduje
GSTA1*A alel sa T, C i G na pozicijama 567, 69 i 52, dok preostalih 40% poseduje
varijantni GSTA1*B alel u kome se na ovim pozicijama nalaze G, T i A (Habig i sar.,
1994). Osobe koje su homozigoti za GSTA1*B imaju Cetiri puta slabiju ekspresiju GSTA1
u jetri. Pokazano je da prisustvo GSTA1*B alela predstavlja biomarker rizika za nastanak
kolorektalnog karcinoma (Sweeney i sar., 2002). Naime, veca osetljivost za nastanak
kolorektalnog karcinoma, moZe se objasniti Cinjenicom da ove osobe nemaju na
raspolaganju dovoljno GSTAL za detoksikaciju mutagenih derivata heterocikli¢nih amina
prisutnih u termicki obradenom mesu (Sweeney i sar., 2002; Magagnotti i sar., 2003). S
obzirom da je najznacajniji kancerogeni metabolit duvanskog dima supstrat za GSTA1, kao
i da puSenje predstavlja jedan od faktora rizika za pojavu karcinoma jajnika, od velikog
znaCaja je ustanoviti da 1i polimorfizam GSTAL predstavlja modulator rizika za pojavu

ovog tumora kod zena pusaca.

1.3.2.2.Polimorfizam GSTM1

Veza izmedu uloge GST polimorfizma kao biomarkera za nastanak karcinoma
jajnika je do sada najviSe izu¢avana za mi klasu GST (Spurdle i sar., 2001; Beeghley i sar.,
2006). Naime, GSTM1 genski lokus ove familije na hromozomu 1 privlac¢i paznju
Istrazivaca, jer je prisutan u svega 55% populacije (Board i sar., 1981), a njegov proizvod
GSTM1 detoksikuje kancerogene iz duvanskog dima, kao $to su policiki¢ni aromati¢ni
ugljovodonici i aromati¢ni amini (Ketterer i sar., 1992). Osobe kojima nedostaje
konstitutivana ekspresija GSTM1 (GSTM1*0), nemaju moguénost adekvatne detoksikacije
ovih kancerogena. Zbog toga kod osoba sa GSTM1 nultim genotipom moze do¢i do
kumulativnih oSte¢enja molekula DNK 1 nastanka mutacija, Sto moze imati za posledicu
nastanak karcinoma. Naime, pokazano je da osobe sa GSTM1 nultim alelom imaju veéi

rizik za pojavu karcinoma kolona, larinksa i pluca (Brockmdller i sar., 1994; Quifiones i
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sar., 2001; Ates 1 sar., 2005). Uprkos ¢injenici da se GSTM1 i GSTA1 preklapaju u
pogledu specificnosti prema supstratima iz duvanskog dima, nema podataka da li genski

polimorfizam ove dve klase ima kumulativni efekat na rizik za pojavu karcinoma jajnika.

1.3.2.3.Polimorfizam GSTP1

Zbog cCinjenice da je GSTPI polimorfan protein, Sto za posledicu ima razlicit
kapacitet za detoksikaciju ksenobiotika, izvedeno je nekoliko epidemioloskih studija da bi
se ustanovilo da 1li postoji veza izmedu razliCitih varijanti GSTP1 alela i razli¢itih
nemalignih i malignih bolesti (Fryer i sar., 2000; Sundberg i sar., 1998). Opisane su Cetiri
glavne alelske forme GSTP1: GSTP1*A (105, 114A), GSTP1*B (105V, 114A), GSTP1*C
(105V, 114V) i GSTP1*D (1051, 114V). Pokazano je da se karcinomi pluca, testisa i
jajnika ¢eSce javljaju kod homozigota GSTP1*B (Rydberg i sar., 1997; Harries i sar., 1997),
posebno karcinom jajnika kod pusaca (Hayes i sar., 2000; Landi i sar., 2000; Habdous i
sar., 2004). Genski polimorfizam GSTP1, kod bolesnica sa karcinomom jajnika ispitivan je
u nekoliko studija koje su pratile efikasnost primenjene terapije i prezivljavanje, medutim
rezultati pomenutih istrazivanja su kontradiktorni (Spurdle i sar., 2001; Beeghley i sar.,
2006; Morari i sar., 2006; Nagle i sar., 2007).

1.3.2.4. Polimorfizam GSTT1

Sledeca izuCavana klasa GST, ¢iji polimorfizam mozZe imati znacaja za pojavu
karcinoma jajnika, je pripadnik teta klase, GSTT1, ¢iji gen je lokalizovan na hromozomu
22. Sli¢no kao u slucaju GSTM1, oko 20 do 30 % populacije uopSte nema ovaj enzim, jer
poseduje GSTT1 nulti genotip. Ove osobe imaju smanjenu metaboli¢ku aktivnost prema
halogenim derivatima acikli¢cnih ugljovodonika, kojima su izlozene mnoge osobe u
hemijskoj industriji (Brockméller i sar., 1994; Ates i sar., 2005). lako je genskKi
polimorfizam GSTT1, kod bolesnica sa karcinomom jajnika izu¢avan u nekoliko studija, joS
uvek je nejasno da li postoji veza izmedu GSTT1 nultog genotipa (GSTT1*0) i povecanog
rizika za nastanak ovog karcinoma (Howells i sar., 2004; Morari i sar., 2006; Beeghley i
sar., 2006; Gates i sar., 2008).
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1.3.2.5.Polimorfizam GSTO2

Opisano je 66 polimorfizama u GSTO2 genu, ali se po povezanosti sa nastankom
oboljenja izdvojio GSTO2 rs156697 (Mukerjee i sar., 2006). Kod ovog polimorfizma
jednog nukleotida promena nastaje u okviru egzona 4, na nukleotidu 424, gde adenin (A)
biva zamenjen guaninom (G), Sto vodi supstituciji asparagina (Asn) aspartatom (Asp) u
aminokiselini 142 (*N124D). Genotip A/A je prisutan u oko 59% populacije, A/G u oko
37%, a G/G u oko 4% populacije (Marahatta i sar., 2006). Dosadasnji rezultati o
povezanosti polimorfizma GSTO2 sa rizikom za nastanak karcinoma jajnika ukazuju da

ovaj SNP moze doprinositi podloznosti za nastanak bolesti (Pongstaporn i sar., 2006).

1.3.2.6.Znacaj polimorfizma GST u riziku za nastanak karcinoma jajnika

U karcinomu jajnika, paznja istrazivaca je najviSe bila usmerena na citosolne klase
M1, T1 i1 P1 kao moguée pokazatelje rizika za obolevanje od ovog karcinoma (Oliveira i
sar., 2012; Fang i sar., 2013; Jin i Hao, 2014; Pereira i sar., 2016), dok klasa GSTAL, koja
znacajno uti¢e na redoks ravnotezu u c¢eliji, do sada nije ispitivana. Kada je u pitanju
GSTO2 klasa, postoje rezultati istraZzivanja koji govore u prilog uloge ove klase GST u
riziku za nastanak karcinoma jajnika (Pongstaporn i sar., 2006).

Poznato je da, pored jasno definisane uloge koju GST mogu imati u podloznosti za
nastanak karcinoma, one mogu takode uticati i na odgovor na hemioterapiju. Sawers i
saradnici su nedavno pokazali da GSTP1 ima zna¢ajnu ulogu u metabolizmu cisplatine i
karboplatine u ¢elijama karcinoma jajnika i da razlike u intertumskoj ekspresiji GSTP1
direktno uti¢u na odgovor na hemioterapiji platinom kod pacijentkinja sa karcinomom
jajnika (Sawers i sar., 2014). Ovi rezultati sugeriSu da je od velikog znacaja identifikacija
podgrupa pacijentkinja sa karcinomom jajnika, koje mogu imati koristi od primene novih
terapijskih protokola, a na osnovu njihovog kapaciteta za detoksikaciju i sposobnosti da se

pozitivni efekti primenjene antitumorske terapije potenciraju, a toksi¢ni svedu na minimum.
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2. CILJ RADA

Ovaj rad imao je za cilj:

1. Da se odredi ucestalost GSTM1, GSTT1, GSTAL, GSTP1 i GSTO2 genotipova kod
pacijentkinja sa karcinomom jajnika i pripadnica odgovarajuce kontrolne grupe

2. Da se ispita da li postoji uticaj genskog polimorfizma GSTM1, GSTT1, GSTAL,
GSTP1 i GSTO2 na rizik za nastanak karcinoma jajnika

3. Da se ispita da li se prisustvo razli¢itih genskih varijanti GSTM1, GSTT1, GSTA1,
GSTP1 i GSTO2 moze dovesti u vezu sa fenotipskom karakteristikama karcinoma
jajnika

4. Da se pokaze da li polimorfna ekspresija GSTM1, GSTT1, GSTA1, GSTP1 i GSTO2

ima prognosticki znacaj kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. SELEKCIJA ISPITANICA

Izvedena je studija slucajeva i kontrola (engl. case — control study), u koju su bile
ukljucene 103 pacijentkinje, prosecne starosti 59,73 + 8,92 godina, sa histopatoloski
potvrdenom dijagnozom karcinoma jajnika, koje su leCene u Klinici za ginekologiju
Klini¢ko-bolni¢kog centra Zemun-Beograd, na Institutu za onkologiju i radiologiju Srbije i

na Institutu za onkologiju VVojvodine.

Nakon ultrasonografskog pregleda male Kkarlice i postavljanja sumnje na postojanje
tumorske promene na jednom ili oba jajnika, pacijentkinja je upuéivana na dodatno
ispitivanje koje je ukljucivalo odredivanje vrednosti specificnih tumorskih markera CA125,
HE4 i ROMA (eng. Risk of Ovarian Malignancy Algorithm) indeksa. Nakon dobijanja
rezultata i postavljanja diferencijalne dijagnoze malignog tumora jajnika, izvrSene su
dijagnosticke procedure neophodne za prikazivanje onkoloskom konzilijumu. Onkoloski
konzilijum su ¢inili specijalista ginekologije i1 akuSerstva-subspecijalista onkologije,
specijalista radiologije - radioterapeut, specijalista interne medicine - subspecijalista
onkologije i specijalista patoloSke anatomije. Nakon prikazivanja konzilijumu, gde su
razmatrane vrednosti tumorskih markera i nalazi ultrazvuénih pregleda, kompjuterizovne
tomografije ili nuklearno magnentne rezonance abdomena i male Karlice, donoSena je
odluka o nacinu lecenja, operativni zahvat ili primarna hemioterapija. Sve pacijentkinje

ukljucene u studiju su podvrgnute operativnom lecenju.

Nakon adekvatne preoperativne pripreme izvrSen je operativni zahvat. Po
operativnom otvaranju abdomena uziman je uzorak teCnosti za citoloSku dijagnostiku.
Zavisno od procene zahvacenosti organa malignom bolesti, operativni zahvati su se kretali
od uzimanja biopsija radi utvrdivanja tipa maligne bolesti, preko adneksektomija,
histerektomija sa  obostranom adneksektomijom, pelvicnom 1 paraaortalnom
limfadenektomijom, uz uzimanje biopsija sa visceralnog peritonema male Karlice,

abdomena i dijafragme kao i biopsija sa sumnjivih mesta na organima, do optimalne
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citoredukcije 1 postizanja nivoa resekcije RO §to znaci da ne postoji makroskopski vidljiva
bolest uz primenu hipertermijske intraperitonealne hemioterapije u izabranim slu¢ajevima.
Kod odredenog broja pacijentkinja je radena i "second look™ operacija nakon primene

hemioterapije i uvodenja maligne bolesti u fazu remisije.

HistopatoloSka dijagnoza karcinoma jajnika (serozni, endometroidni, mucinozni i
svetlih-¢elija) izvedena je prema kriterijumima Svetske zdravstvene organizacije (eng.
World Health Organization) za tumore zenskih reproduktivnih organa (Kurman i sar.,
2014) i klasifikaciji Internacionalne federacije za ginekologiju i akuSerstvo (eng.
International Federation of Gynecology and Obstetrics, FIGO) (Prat i sar., 2014). Praenje
pacijentkinja je otpocelo onog trenutka kada im je postavljena dijagnoza karcinoma jajnika
i trajalo je 36 meseci. Kontrolnu grupu je ¢inilo 178 ispitanica uparenih po starosti (60,65 +
12,40 godina), bez verifikovanog malignog oboljenja, a koje su deo biobanke na Institutu
za medicinsku 1 klinicku biohemiju. Kriterijum za ukljucenje ispitanica u kontrolnu grupu
bilo je odsustvo pozitivne porodicne anamneze bilo kog karcinoma. Uslov za isklju¢ivanje
iz istrazivanja je bila Zelja ispitanika da ne ucestvuju u istrazivanju iz licnih razloga.

Za prikupljanje osnovnih demografskih podataka, kao i podataka o izloZenosti
pretpostavljenim faktorima rizika za nastanak karcinoma jajnika, Koris¢en je strukturisani
epidemioloski upitnik, sastavljen na Institutu za epidemiologiju Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu, koji su ispitanice popunjavale u vreme uzimanja krvi za analize.
Ovaj upitnik je prethodno validiran koriS¢enjem odgovaraju¢ih procedura. Upitnik je
sadrzao pitanja o starosti, mestu rodenja i stanovanja, broju porodaja, zaposlenju, pusenju i
duzini pusSackog staza, konzumiranju alkohola, komorbiditetu, pozitivhoj porodi¢noj
anamnezi karcinoma jajnika i dojke, prisustvu endometrioze, kao i upotrebi hormonske
terapije i analgetika (Prilog 1). U naSem istraZivanju, u grupu gojaznih osoba su svrstavane
ispitanice sa indeksom telesne mase (eng. body mass index, BMI) preko 25, a u grupu
pusaca one sa minimalnim 60-odnevnim pusackim stazom pre ukljucenja u istrazivanje.
Pored toga, ispitanice su odgovarale na pitanja u vezi broja cigareta popusenih dnevno, kao

1 ukupnom pusackom stazu.
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Studija je planirana u skladu sa etickim standardima datim u helsinskoj deklaraciji
(prema revidiranoj verziji iz 1983. godine) i u skladu sa pravilima Etickog komiteta
Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Sve osobe od kojih je uziman bioloski
materijal, koji je korisS¢en u studiji, kao 1 licni podaci, potpisale su pristanak da su

obavestene o ciljevima i o¢ekivanim ishodima studije.

3.2. ODREPIVANJE GENSKOG POLIMORFIZMA GLUTATION
TRANSFERAZA

Delecioni polimorfizam GSTM1 i GSTT1 gena je odredivan reakcijom lancanog
umnozavanja (engl. polimerase chain reaction, PCR). Polimorfizmi jednog nukleotida
ispitivani su analizom polimorfizma duZine restrikcionih fragmenata (eng. restriction
fragment length polymorphism — PCR-RFLP) za GSTAL gen, odnosno metodom gPCR
(eng. quantitative Polymerase Chain Reaction) za GSTP1 i GSTO2 gene. DNK koja je
koriS¢ena za PCR analize je iz uzoraka pune krvi, koja je uzeta u vakutejnere sa citratom.

Uzorci pune krvi su alikvotirani i do izvodenja PCR analiza ¢uvani na -20°C.

3.2.1. lzolacija DNK

DNK je izolovana iz leukocita periferne krvi koris¢enjem Qiagen DNA mini Kita
(Qiagen, Chatsworth CA, USA). Ovom metodom liziraju se ¢elijske membrane leukocita u
rastvoru deterdZenta, a histoni i ostali proteini vezani za DNK uklanjaju se enzimskom
digestijom delovanjem proteinaze K. Rezultat je slobodna DNK, oslobodena od proteina,
nukleaza i ostalih kontaminata koji mogu da interferiraju sa PCR reakcijom. Dobijeni lizat
se prenosi u mini spin kolone u kojima se nalazi silikonska-gel membrana koja selektivno
vezuje DNK. Ostatak lizata se potom ispira koriS¢enjem serije pufera koje sadrze soli i
etanol. Na kraju se DNK ispira sa kolone i ¢uva na -20°C do izvodenja PCR reakcija.
Koncentracija DNK je odredivana koris¢enjem GeneQuant pro (Biochrom, Cambridge,

England).
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3.2.2. Odredivanje GSTM1 i GSTT1 polimorfizma

Polimorfizam GSTM1 i GSTT1 gena je odredivan po multipleks PCR metodi Abdel-
Rahmana i saradnika (Abdel-Rahman i sar., 1996). Pored odgovaraju¢ih prajmera za

GSTM1 (forward 5-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-3’ i reverse 5~
GTTGGGCTCAAATATACGGTGG-3)  (Slika 7) i GSTT1  (forward 5
TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC-3" i reverse 5-TCACCGGATCATGGCCAGCA-3)
(Slika 8), koris¢eni su i prajmeri za CYP1Al (forward 5-

GAACTGCCACTTCAGCTGTCT-3’ i reverse 5’-CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC-3’)
housekeeping gen, koji je sluZio kao unutradnja kontrola u cilju potvrde prisustva DNK i
uslova PCR-a. PCR reakciona smesa je inkubirana i inicijalno denaturisana na 94°C u toku
4 minuta. Nakon toga, usledilo je 30 ciklusa u kojima su ponavljana tri naredna koraka:
denaturacija (94°C u toku 30 sekundi), pripajanje prajmera (30 sekundi na 59°C) i
ekstenzija prajmera (72°C u toku 45 sekundi). Nakon poslednjeg ciklusa uzorci su
inkubirani na 72°C tokom 5 minuta (finalna ekstenzija). Ovom metodom se detektuje
prisustvo (barem jedan alel prisutan, homozigot ili heterozigot) ili odsustvo (potpuno

odsustvo oba alela) gena.

Chromosome 1p13.3

GSTM4 GSTM1 )y GSTMS5 GSTM3
GSTM2

&— pter 109,687,796bp 109,693,745bp

S H —
2 4 5 6 7

1 3 8
Bon  gobp  76bp 65bp 82bp 101bp 96bp 111bp 540bp
109,689,048bp 5' - CTGCCCTACTTGATTGATGGG - 3' 109,689,068bp 109,689,300bp 5' - CTGGATTGTAGCAGATCATGC - 3' 109,683,320bp
Forward primer Reverse primer

Slika 7. GSTML1 gen. Nalazi se na hromozomu 1 (1p13.3), sastoji se od 8 egzona i obuhvata region
od 21,244 baza. GSTM1-nulti genotip je posledica rekombinacije kojom dolazi do delecije
segmenta od 20-kb (Xu et al., 1998, Pejovic-Milovancevic et al., 2016)
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Chromosome 22q11.23

LOC391322 GSTTP2
EIFAEBP1P2 GSTT1 de— CABIN1
MTND1P13 == - - T LOC102725204
I i ) LOC100420769
&— qter  278,486bp S ] 279,308bp
NM_0008553.3 * I I I F
Exon L 2 3 J— : 4 5

192bp 88bp 151bp 177bp 485bp

271,056bp 5' - TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC -3' 271,034bp 270,617bp 5'- TCACCGGATCATGGCCAGCA - 3' 270,598bp
Forward primer Reverse primer

Slika 8. GSTT1 gen. Nalazi se na hromozomu 2 (22911.23), sastoji se od 5 egzona i

obuhvata region od 8,146 baza (Pejovic-Milovancevic et al., 2016)

M

1 2 3 4 5 & 7 ] ) 10 11 12 13 14

&00bp
a81bp 500bp
400bp
312bp 300bp
215bp 200bp

Slika 9. Analiza genskih varijanti GSTM1 i GSTT1 metodom multipleks reakcije
lanc¢anog umnoZavanja. M-marker molekulske veli¢ine (broj baznih parova). Trake 6 i 7 pokazuju
odsustvo trake veli¢ine 481 bp, odnosno prisustvo GSTT1-nultog genotipa (homozigoti). Trake 1, 3,
4,5,8,9, 10, 11, 12 i 13 pokazuju traku veli¢ine 481 bp, odnosno prisustvo GSTT1-aktivnog
genotipa, (homozigoti ili heterozigoti). Trake 6, 10 1 13 pokazuju traku veli¢ine 215 bp, odnosno
prisustvo GSTM1-aktivnog genotipa, (homozigoti ili heterozigoti). Trake 1, 3, 4,5, 7,8, 9, 11i 12
pokazuju odsustvo trake veli¢ine 215 bp, odnosno prisustvo GSTM1-nultog genotipa (homozigoti).
CYP1AL1 (unutrasnja kontrola, 312 bp) - prisutan u svim uzorcima sem 2 i 14 koji nisu uspeli.
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PCR proizvodi su razdvajani na 2,2% agaroznom gelu i vizuelizovani pomocu
etidijum bromida na 302 nm. Elektroforeza je trajala 15 minuta na 150V, 0,27A i 50W.
Prisustvo trake veli¢ine 215 bp ukazuje na prisustvo gena za GSTM1 (homozigotnog ili
heterozigotnog genotipa). Odsustvo traka ukazuje na homozigotnu deleciju gena za
GSTM1, odnosno GSTML1 nulti genotip (Slika 9).

3.2.3. Odredivanje GSTAL C-69T polimorfizma

Polimorfizam GSTAL C-69T (rs3957356) je odredivan po PCR-RFLP metodi Ping i
saradnika (Ping i sar., 2006), upotrebom odgovarajuéih prajmera za GSTA1 (forward 5'-
GCATCAGCTTGCCCTTCA-3" i reverse 5-AAACGCTGTCACCGTCCTG-3') (Slika
10). PCR reakciona smesa je inkubirana i inicijalno denaturisana na 94°C tokom 4 minuta.
Nakon toga, usledila su 33 ciklusa u kojima su ponavljana tri naredna koraka: denaturacija
(94°C u toku 20 sekundi) pripajanje prajmera (20 sekundi na 58°C) i ekstenzija prajmera
(72°C tokom 40 sekundi). Nakon poslednjeg ciklusa uzorci su inkubirani na 72°C tokom 5

minuta (finalna ekstenzija).

Chromosome 6p12.2

GSTA2 GSTAL ¢ GSTAS
LOC647169 GSTAGP —

&— pter  52656178bp

NM_145740
(12.5kb)
7 6 5
Exon
198bp 132bp 142bp 133bp 52bp 117bp

Slika 10. GSTAL gen. Nalazi se na hromozomu 6 (6p12.2), sastoji se od 7 egzona (crveno) i 6
introna (zeleno) i obuhvata region od 12.5 kb (Savic Radojevic i Radic, 2014)
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Nakon zavrsenog PCR-a izvrSena je elektroforeza na 1% agaroznom gelu.

Elektroforeza je trajala 15 minuta na 125V, 0.27A i 50W. Kako je za PCR proizvode vezan
etidijum — bromid oni se mogu vizuelizovati na 302 nm. Dobijene trake veli¢ine 481bp
odgovaraju GSTAL genu.
GSTAl C-69T SNP polimorfizam je zatim odredivan restrikcionom digestijom PCR
proizvoda sa Eam 11041 enzimom (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA).
Inkubacija PCR proizvoda i Eam 11041 enzima odvijala se na 37°C tokom 16h (preko
no¢i). Posle inkubacije proizvodi restrikcije su razdvajani elektroforezom na 1%
agaroznom gelu, a mogu se ocekivati slede¢i rezultati (Slika 11): CC genotip - traka
veli¢ine 481bp, CT genotip — trake veli¢ine 481bp+385bp+96bp i TT genotip — trake
veli¢ine 385bp+96bp.

481 bp
385 bp

96 bp

Slika 11. Analiza genetskih varijanti GSTA1 metodom PCR-RFLP. M-marker molekulske
veli¢ine (broj baznih parova). Trake 1 i 2 pokazuju jednu traku veli¢ine 481 bp, odnosno prisustvo
GSTA1 CC genotipa (homozigoti). Trake 3,5,6 1 7 pokazuju tri trake veli¢ine 481, 385 1 96 bp,
odnosno prisustvo GSTA CT genotipa (heterozigoti). Traka 4 pokazuje dve trake veli¢ine 385 i 96
bp, odnosno prisustvo GSTAL TT genotipa (homozigoti).
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3.2.4. Odredivanje GSTP1 11e105Val polimorfizma

Polimorfizam GSTP1 Ilel05Val (rs1695) je odredivan uz upotrebu Applied
Biosystems TagMan® Drug Metabolism Genotyping eseja (Life Technologies, Applied
Biosystems, Carlsbad, CA, USA) (Slika 12). Koncentracija DNK je odredivana na

GeneQuant pro (Biochrom, Cambridge, England) aparatu. Uzorci DNK, kao i pozitivna i

negativna kontrola, su nanoseni na plocu sa 96 bunarci¢a tako da je nakon uparavanja DNK

na 65°C (Mastercycler gradient thermal cycler, Eppendorf, Hamburg, Germany) u svakom

odgovaraju¢em bunarci¢u bila ista koli¢ina DNK.

7 GSTP1 2950 chr11:67351085-67354124 +(11¢13.2) 1 transcript

UCSC - hgid Feb 2009

eqt_,'?»
| ‘ﬂo‘ﬁ‘?_ q&’;‘,@#’
o ‘ﬁﬂ*‘o R W A
< - P 4C?
« o v'-‘_ S
= O-'d cgi _ q?cp"l- G -
— h o W:\"ﬁll
£ P
_—
= cen gter Kb
T T T T T T
67100 67200 67300 67400 67500 G67E00

o ‘ I I I I I

- (11913.2) - Kb from pter
I

I I I
67351 67352 67353

67354

Slika 12. GSTP1 gen. Nalazi se na hromozomu 11 (11q13.2), sastoji se od 7 egzona i obuhvata
region od 3,066 baza (Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology)
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Reakciona meSavina bila je sacinjena od PCR MasterMixa (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) i fluorescentno obelezene probe i nanoSena je uz
pomoo¢ EppMotion robota (Eppendorf, Hamburg, Germany) dok je PCR amplifikacija i
ocitavanje fluorescence izvodeno metodom qPCR (Mastercycler ep realplex (Eppendorf,

Hamburg, Germany).

3.2.5. Odredivanje GSTO?2 polimorfizma

Metodom qPCR odredivan je polimorfizam GSTO2 (zamena A u G na kodonu 142)
(rs156697) (Slika 13). Koris¢en je Applied Biosystems TagMan® Drug Metabolism
Genotyping esej (Life Technologies, Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA).

7 GSTO2 119391 chri10:106028630-108059176 + (1025.1) 4 transcripts UCSC - hg1d Feb 2009
£
il \ 6,‘0'1-
o 6(,:7—-
. an —
o
- cen qter Kb
T T T T T T
105800 105800 106000 106100 106200 106300
—akA_001 191013 5 &xons) | | 1' I | .
232 4 5 8
—IA_001191015 {4 evoms) 1 I | '
2 3 4
—ah_183239 (7 &nons) ] ‘I I I I '
23 4 5 & 7
—NM_001191014 (S exons) ‘ I I I '
2 2 4 E
- (10g25.1) - Kb from pter
T

I I I
106030 106040 106050 106060

Slika 13. GSTO2 gen. Nalazi se na hromozomu 10 (10g25.1), sastoji se od 10 egzona i
obuhvata region od 36,5 kb (Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology)
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Ukratko, nakon razblazivanja uzoraka DNK na koncentraciju od 6ng/ul , na plocu je
nanoSeno Sul uzorka koji se potom uparavao na 65°C oko 30 minuta. Zatim je na plocu
naneto 5 pl smeSe koja je sadrzala Tagman probu i HotStart Master Mix. Termalni protokol
za gPCR sastojao se od inicijalne denaturacije u trajanju od 4 minuta, a zatim ponovljenih
40 ciklusa (95°C 15s i 60°C 1 minut).

3.3. STATISTICKA ANALIZA

Statisticka analiza je izvedena koriS¢enjem Statistickog paketa za druStvene nauke
(eng. Statistical Package for the Social Sciences software (IBM Statistics SPSS, version
20.0). Distribucije frekvencija demografskih karakteristika i prepoznatih faktora rizika za
nastanak karcinoma jajnika, kao Sto su starost, broj porodaja, pusenje i duzina pusackog
staza, konzumiranje alkohola, komorbiditet, pozitivna porodi¢na anamneza karcinoma
jajnika i dojke, prisustvo endometrioze, kao i upotreba hormonske terapije i analgetika su
odredivani kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika i ispitanica odgovarajuce kontrolne
grupe. Statisticka analiza se sastojala iz primeng ° testa za procenu znacajnosti razlike u
frekvenciji dobijenih rezultata izmedu ispitivanih pacijentkinja i kontrolne grupe, kao i za

isptivanje povezanosti genotipova sa fenotipskim karaktersitikama tumora.

Pored deskriptivne statistike, statistiCka analiza je ukljucivala i procenu da li se
ispitivani genotipovi nalaze u Hardy Weinberg-ovoj ravnoteZi, kao i primenu y° testa za
odredivanje znacajnosti razlike u frekvenciji genotipova izmedu pripadnica studijske i
kontrolne grupe. Efekti genetskog polimorfizma i rizika za nastanak karcinoma jajnika su
procenjivani pomocu principa logisticke regresije koji su koriS¢eni za racunanje OR (eng.
odds ratio) sa intervalom poverenja od 95% (eng. confidence interval, Cl 95%). Na osnovu
distribucije naSih podataka i prethodnog znanja o karcinomu jajnika korigovali smo
rezultate u odnosu na starost i BMI zbog potencijalnog efekta u multivarijantnom
logisti¢kom regresionom modelu.

Prezivljavanje pacijentkinja sa karcinomom jajnika praceno je primenom Kaplan

Meier testa za procenu kumulativne verovatnoce prezivljavanja. Prediktivna vrednost
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razli¢itih GST genotipova procenjivana je Cox regresionim modelom. Efekti genskog
polimorfizma i rizika za nastanak smrtnog ishoda od karcinoma jajnika su predstavljeni kao

hazard ratio (HR) sa intervalom poverenja od 95% (CI 95%). P vrednost <0,05 je smatrana
statisticki znaCajnom.
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4. REZULTATI

U cilju rasvetljavanja uloge glutation transferaza u proceni rizika za nastanak i
progresiju karcinoma jajnika, odredivan je genski polimorfizam citosolnih GSTAL, GSTM1,
GSTP1, GSTT1 i GSTO2 enzima i analiziran je udruzeni efekat ispitivanih genotipova sa
malignim fenotipom ovih tumora. Pored toga, procenjivan je prognosticki znacaj

polimorfizama ovih enzima na osnovu togodisnjeg prac¢enja ovih pacijentkinja.

4.1. DEMOGRAFSKE I KLINICKE KARAKTERISTIKE ISPITANICA

Prose¢na starost 103 pacijentkinje sa karcinomom jajnika iznosila je 59,73 * 8,92
godine, Sto se nije statisticki razlikovalo od prosecne starosti Zena ukljucenih u kontrolnu
grupu (60,65 + 12,40 godine, p>0,05). Znacajna razlika nije uoc¢ena ni kada su u pitanju
indeks telesne mase (BMI) i puSenje (p>0.05). Naime, prosecan BMI pacijentkinja sa
epitelijalnim karcinomom jajnika iznosio je 25,94 + 4,42, u odnosu na 26,26 + 5,01 u
kontrolnoj grupi (p=0,611). Kada je u pitanju pusenje, medijana za parameter paklo-po-
godini iznosila je 15,75 u grupi ispitanica u odnosu na 20 koliko je bilo u kontrolnoj grupi
(p=0,382). Sve ostale demografske i klinicke karakteristike pacijentkinje sa karcinomom
jajnika prikazane su u Tabeli 11.

Kao $to je prikazano, vecina pacijentkinja sa karcinomom jajnika imala je 2
porodaja (52%), dijagnoza endometrioze postavljena je kod svega 5 ispitanica (5%), dok je
svega 3 pacijentkinje (3%) bilo na hormonskoj terapiji. Cetrnaest pacijentkinja sa
karcinomom jajnika (14%) imalo je pozitivnu porodi¢nu anamnezu karcinoma (karcinom
jajnika ili dojke), dok je, Sto je veoma interesantno, jedna pacijentkinja imala dvoje

najblizih srodnika (maj¢ina rodena sestra i sestra od tetke po ocu) (Tabela 11).
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Tabela 11. Osnovne demografske i klinicke karakteristike

pacijentkinja sa karcinomom jajnika

Parametar Pacijentkinje sa karcinomom jajnika
Starost (godine) 59,73 +8,92°
Gojaznost, n (%)
BMI < 25 49 (48)
BMI > 25 54 (52)
BMI (kg/m?) 25,94 + 4,42
Pusenje, n (%)
Ne 61 (59)
Da" 42 (41)

Paklo po godini

15,75 (0,30 — 66,00)°

Broj porodaja, n (%)

0 14 (14)

1 27 (26)

2 54 (52)

3 7(7)

4 1(1)
Endometrioza, n (%)

Ne 98 (95)

Da 5 (5)
Porodi¢na anamneza karcinoma, n (%)

Ne 89 (86)

Da 14 (14)°

Karcinom jajnika 6 (6)
Karcinom dojke 9 (10)

Hormonska terapija, n (%)

Ne 100(97)

Da 33
FIGO, n (%)

I 39 (38)

I 25 (24)

i 39 (38)

? Srednja vrednost + SD; "Bar 60 cigareta popuseno u toku Zivota pre uklju¢enja u istraZivanje;
“Medijana (min-max); “Jedna pacijentinja je imala dvoje najbiliZih srodnika sa karcinomom jajnika i
dojke; BMI — Indeks telesne mase (body mass index); FIGO - Klasifikacija Internacionalne
federacije za ginekologiju i akuSerstvo (International Federation of Gynecology and Obstetrics
staging classification)
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Sve pacijentkinje su imale epitelijalni karcinom jajnika (serozni, endometrioidni,
mucinozni ili svetlocelijski), a kada je izvrSena stratifikacija prema klasifikaciji
Internacionalne federacije za ginekologiju u akuSerstvo (FIGO) 39 pacijentkinja su bile
stadijum FIGO 1 (38%), 25 su bile FIGO Il (24%) i preostalih 38% su bile FIGO IlI.

4.2. GENSKI POLIMORFIZMI GLUTATION TRANSFERAZA | RIZIK ZA
NASTANAK KARCINOMA JAJINIKA

Ucestalost GSTM1-nultog genotipa iznosila je 50% u naSoj kontrolnoj grupi, dok je
ucestalost GSTT1-nultog genotipa iznosila 26%, a GSTT1-aktivnog genotipa 74% . Kada je
u pitanju distribucija SNP polimorfizama u kontrolnoj grupi, ucestalost GSTAL-aktivnog
genotipa iznosila je 85%, a GSTA1 genotipa smanjene aktivnosti 15%, dok su 84% kontrola
su bili nosioci GSTP1 referentnog, a 15% GSTP1 varijantnog genotipa. Ucestalost GSTO2-
referentnog genotipa iznosila je 44% u kontolnoj grupi, GSTO2-heterozigotnog genotipa

50%, a GSTO2-varijantnog genotipa 6%.

4.2.1. Delecioni polimorfizmi glutation transferaza i rizik za nastanak

karcinoma jajnika

Distribucija GSTM1 i GSTT1 genotipova kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika
prikazana je u tabeli 12. Ucestalost GSTM1-aktivnog i GSTM1-nultog genotipa, koja je
iznosila 52%, odnosno 48%, nije se znacajno razlikovala kod pacijentkinja sa karcinomom
jajnika u odnosu na kontrolnu grupu, a znacajna povezanost GSTM1 polimorfizma i
podlozZznosti za nastanak karcinoma jajnika nije uoc¢ena (OR=0,93, 95%ClI: 0,55-1,59,
p=0,811). Nasuprot ovim rezultatima, dobijena je statisticki znacajna razlika u ucestalosti
GSTT1-nultog (15%) i GSTT1-aktivnog (85%) genotipa kod pacijentkinja sa karcinomom
jajnika u odnosu na pripadnice kontrolne grupe i pokazano je da su ispitanice sa GSTT1-
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aktivnim genotipom u 2-puta ve¢em riziku za obolevanje od karcinoma jajnika u odnosu na
nosioce GSTT1-nultog genotipa (OR=2,00, 95%CI: 1,00-4,01, p=0,049).

Tabela 12. Znacaj GSTM1 i GSTTI polimorfizama u riziku za nastanak karcinoma jajnika

Pacijentkinje

) sa Kontolna .
GST genotip VeriEre grupa OR (95%Cl) p
jajnika n, %
n, %
GSTM1
Aktivni® 44 (52) 89 (50) 1,00 (referentna grupa)
Nulti® 41 (48) 89 (50) 0,93 (0,55-1,59) 0,811
GSTT1
Nulti® 13 (15) 47 (26) 1,00 (referentna group)
Aktivni® 72 (85) 131 (74) 2,00 (1,00-4,01) 0,049

2Aktivni, ako je barem jedan aktivni alel prisutan; "Nulti, ako nijedan aktivni alel nije prisutan; “OR,
odnos Sansi (eng. odds ratio) podeSen na starost, BMI i paklo-po-godini; CI, interval poverenja
(eng. confidence interval); GSTM1 i GSTT1 genotipizacija je bila uspeSna kod 85 pacijentkinja sa

karcinomom jajnika i svih ispitanica u kontrolnoj grupi.

4.2.2. Polimorfizmi pojedina¢nog nukleotida glutation transferaza i rizik za

nastanak karcinoma jajnika

Polimorfizmi pojedinacnog nukleotida ili SNP (eng. single nucleotide
poymorphism) polimorfizmi u osnovi imaju zamenu jednog nukleotida, sa posledi¢nom
zamenom amino kiseline, $to dalje moze uticati kako na kataliticku, tako i na nekataliticku

aktivnost datog enzima.
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Rezultati ucestalosti GSTAL C69T (rs3957356) SNP polimorfizma, prikazani u
tabeli 13, su pokazali da su zene nosioci bar jednog GSTA1-aktivnog alela bile ucestalije u
grupi pacijentkinja sa karcinomom jajnika u odnosu na kontrolnu grupu (92% vs. 85%), ali

se ova razlika nije pokazala statisticki zna¢ajnom u odnosu na rizik za obolevanje od ovog

karcinoma (OR=0,52, 95% CI: 0,22-1,23, p=0,162).

Tabela 13. Znacaj GSTAL i GSTP1 polimorfizma u riziku za nastanak karcinoma jajnika

Pacijentkinje

sa Kontrolna
GST genotip karcinomom grupa OR (95%CI)® p
jajnika n, %
n, %
GSTAL (rs 3957356)
CC+CT (aktivni) 80 (92) 151 (85) 1.00 (referentna grupa)
TT (smanjene aktivnosti)” 7(8) 27 (15) 0,52 (0,22-1,23) 0,162
GSTP1 (rs1695)
llelle+lleVal (referentni) 78 (92) 150 (84) 1,00 (referentna grupa)
ValVal (varijantni)" 7(8) 28 (16) 0,53 (0,21-1,31) 0,169

3Aktivni, ako je barem jedan C alel prisutan; "Smanjene aktivnosti, ako su oba T alela prisutna;
‘Referentni, ako je barem jedan lle alel prisutan; dVarijantni, ako su oba Val alela prisutna; “OR,
odnos 3ansi (eng. odds ratio) podeSen na starost, BMI i paklo-po-godini; CI, interval poverenja
(eng. confidence interval); GSTAL1 C69T i GSTP1 lle105Val genotipizacija je bila uspe$na kod 87,

odnosno 85 pacijentkinja sa karcinomom jajnika i svih ispitanica u kontrolnoj grupi.

Sli¢ni rezultati su dobijeni i kada je u pitanju GSTP1 llel05Val (rs1695) SNP
polimorfizam. Naime, ucestalost GSTP1-referentnog genotipa je bila veca (92% vs. 94%), a
ucestalost GSTP1-varijantnog genotipa manja (8% vs. 16%) kod pacijentkinja sa
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karcinomom jajnika u odnosu na ispitanice iz grupe kontrola, ali se ni ova uocena razlika
nije pokazala kao statisticki znaCajna u kontekstu podloznosti za nastanak karcinoma

jajnika (OR=0,53, 95% CI: 0,21-1,31, p=0,169).

4.2.3. Polimorfizam glutation transferaza O2 i rizik za nastanak karcinoma

jajnika

Glutation transferaze klase omega, zbog specifi¢nih strukturnih i funkcionalnih
karakteristika, imaju dodatne uloge nezavisne od uobicajenih uloga ostalih GST klasa. To
se pre svega odnosi na ulogu u procesu glutationilacije/deglutationilacije, kao i
dehidroaskorbat reduktaznu aktivnost.

Tabela 14. Znacaj GSTO2 polimorfizma u riziku za nastanak karcinoma jajnika

Pacijentkinje

sa Kontrolna
GST genotip karcinomom grupa OR (95%CI) ¢ p
jajnika n, %
n, %
GSTO2 (rs156697)
AA+AG (referentni)® 82 (88) 102 (94) 1,00 (referentna grupa)
GG (varijantni)® 11 (12) 6 (6) 2,44 (0.79-7.55) 0,123

®Referentni, ako je barem jedan A alel prisutan;

bVarijantni, ako su oba G alela prisutna;

°OR, odnos $ansi (eng. odds ratio) podesen na starost, BMI i paklo-po-godini;

Cl, interval poverenja (eng. confidence interval);

GSTO2 genotipizacija je bila uspeSna kod 93 pacijentkinje sa karcinomom jajnika i 108 ispitanica u

kontrolnoj grupi.
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Rezultati o ucestalosti GSTO2 genotipova kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika
su prikazani u tabeli 14. Moze se videti da je ucestalost GSTO2-referentnog genotipa (AA i
AG) iznosila 88% kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika u odnosu na 94% kod ispitanica
u grupi kontrola. GSTO2-varijantni genotip (GG) bio prisutan kod 12% pacijentkinja sa

karcinomom jajnika u odnosu na svega 6% u kontrolnoj grupi.

Bez obzira na jasan porast odnosa Sansi (OR) za obolevanje od karcinoma jajnika
kod Zena nosilaca oba varijantna G alela (OR=2,44, 95% CI: 0,79-7,55), uticaj GSTO2
polimorfizma na rizik za nastanak karcinoma jajnika se nije pokazao kao statisticki

znacajan (p = 0,123).

4.3. GENSKI POLIMORFIZMI GLUTATION TRANSFERAZA | RIZIK ZA
NASTANAK KARCINOMA JAINIKA KOD ZENA SA POZITIVNOM
PORODICNOM ANAMNEZOM KARCINOMA

Analiza znacaja razliitih genotipova GST (GSTM1, GSTT1, GSTALl, GSTP1 i
GSTO2) u podloznosti za nastanak karcinoma jajnika kod pacijentkinja sa pozitivnom
porodi¢nom anamnezom je dodatno potvrdila rezultate dobijene na celoj grupi ispitanica,
posebno kada je u pitanju GSTT1 genotip (Tabele 15 i 16).

Naime, kao Sto je pokazano u tabeli 15, pacijentkinje sa pozitivnom porodi¢nom
anamnezom karcinoma jajnika ili dojke, a koje su nosioci GSTT1-aktivnhog genotipa, su u
5,17-puta vecem riziku za obolevanje od karcinoma jajnika, medutim bez statisticke

znacajnosti (p=0,123), Sto je verovatno posledica malog broja ispitanica.
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Tabela 15. Znacaj delecionih GST polimorfizma u riziku za nastanak karcinoma jajnika

kod pacijentkinja sa pozitivnom porodicnom anamnezom

Pacijentkinje

) sa Kontrolna 0 .
GST genotip Ve e grupa OR (95%ClI) p
jajnika n, %
n, %
GSTM1
Aktivni® 6 (46) 89 (50) 1.00 (referentna grupa)
Nulti® 7 (54) 89 (50) 1,35 (0,41-4,33) 0,620
GSTT1
Nulti® 1(7) 47 (26) 1.00 (referentna grupa)
Aktivni® 13 (93) 131 (74) 5,17 (0,64-41,66) 0,123

8Aktivni, ako je barem jedan aktivni alel prisutan;
®Nulti, ako nijedan aktivni alel nije prisutan;
‘OR, odnos $ansi (eng. odds ratio) podesen na starost, BMI i paklo-po-godini;

Cl, interval poverenja (eng. confidence interval).

Znacaj SNP GST polimorfizama u riziku za nastanak karcinoma jajnika prikazan
je u Tabeli X. I ovi rezultati su u skladu sa rezultatima dobijenim na celoj grupi ispitanica
sa karcinom jajnika, gde se posebno izdvaja GSTO2 varijantni genotip za koji je pokazano
da su zene nosioci ovog genotipa, a sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom karcinoma
jajnika ili dojke, u 5,16 puta veéem riziku za obolevanje od karcinoma jajnika i ovaj

rezultat je bio statisticki znacajan (p = 0,05).
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Tabela 16. Znacaj SNP GST polimorfizma u riziku za nastanak karcinoma jajnika kod

pacijentkinja sa pozitivnom porodicnom anamnezom

Pacijentkinje

) sa Kontrolna o g
GST genotip Ve e grupa OR (959%ClI) p
jajnika n, %
n, %
GSTAL (rs 3957356)
CC+CT (aktivni) ® 11 (85) 151 (85) 1,00 (referentna grupa)
TT (smanjene aktivnosti)® 2 (15) 27 (15) 0,82 (0,25-6,38) 0,769
GSTP1 (rs1695)
Ilelle+1leVal (referentni) © 10 (83) 150 (84) 1,00 (referentna grupa)
ValVal (varijantni) 2 (17) 28 (16) 0,79 (0,23-6,01) 0,843
GSTO2 (rs156697)
AA+AG (referentni)® 9 (75) 102 (94) 1,00 (referentna grupa)
GG (varijantni)’ 3 (25) 6 (6) 5,16 (0,99-26,89) 0,05

8Aktivni, ako je barem jedan C alel prisutan;

bSmanjene aktivnosti, ako su oba T alela prisutna;

‘Referentni, ako je barem jedan lle alel prisutan;

dVarijantni, ako su oba Val alela prisutna;

*Referentni, ako je barem jedan A alel prisutan;

arijantni, ako su oba G alela prisutna;

%0OR, odnos $ansi (eng. odds ratio) podesen na starost, BMI i paklo-po-godini;

Cl, interval poverenja (eng. confidence interval).
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44. KOMBINOVANI UTICAJ POLIMORFIZAMA  GLUTATION
TRANSFERAZA NA RIZIK ZA NASTANAK KARCINOMA JAINIKA

Statisticka analiza kombinovanog uticaja GST genotipova na podloznost za
nastanak karcinoma jajnika je pokazala odsustvo znacaja kada je ispitivana kombinacija

bilo koja dva od &etiri uobicajena GST genotipa (GSTM1, GSTT1, GSTAL i GSTP1).

Tabela 17. Znacaj kombinovanog GST genotipa u riziku za nastanak karcinoma jajnika

Pacijentkinje

sa Kontrolna
Kombinacija GST genotipova  karcinomom grupa OR (95%CI)* p
jajnika n, %**
n, %*
GSTM1iGSTT1
GSTM1-aktivni?/GSTT1-nulti® 4 (5) 23 (13) 1,00 (referentna grupa)
GSTM1-nulti®/GSTT1-aktivni® 32 (37) 65 (36) 2,92 (0,92-9,32) 0,069
GSTT1iGSTA1L
GSTT1-nulti’GSTA1-smanjene
aktivnostic 1(2) 8 (5) 1,00 (referentna grupa)
GSTT1-aktivni®GSTA1-aktivni 67 (78) 112 (63) 5,42 (0,66-44,59) 0,116
GSTT1iGSTP1
GSTT1-nulti®/GSTP1-varijantni® 1(2) 10 (6) 1,00 (referentna grupa)
GSTTL-aktivni/GSTP1- 64(77)  113(63)  6,11(074-49,96) 0,091
referentni
GSTALli GSTP1
GSTA1-smanjene
aktivnosti/GSTP1-varijantni® 1@ 5@) 1,00 (referentna grupa)
_ - .d _
GSTAL-aktivnit/GSTP1 72 (85) 128 (72) 2,91 (0,31-2,71) 0,347

referentni’

Aktivni, ako je barem jedan aktivni alel prisutan; °Nulti, ako nijedan aktivni alel nije prisutan;
°Smanjene aktivnosti, ako su oba T alela prisutna; “Aktivni, ako je barem jedan C alel prisutan;
®*Varijantni, ako su oba Val alela prisutna; 'Referentni, ako je barem jedan lle alel prisutan; ‘OR,
odnos Sansi (eng. odds ratio) podeSen na starost, BMI i paklo-po-godini; CI, interval poverenja
(eng. confidence interval); *od ukupnog broja pacijentkinja ukljuéenih u istraZivanje; **od ukupnog
broja kontrola ukljucenih u istraZivanje.
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Medutim, pokazano je da je ucestalost kombinovanog GSTT1-aktivan/GSTAL-
aktivan/GSTP1-referentni genotipa bila veca u grupi pacijentkinja sa karcinomom jajnika u
odnosu na ispitanice iz kontrolne grupe (Tabela 17).

Iz tog razloga, ispitivan je kumulativni efekat ovih “riziénih” GST genotipova kod

pacijentkinja sa karcinomom jajnika u odnosu na kontrolnu grupu (Tabela 18).

Tabela 18. “Rizicni” GST genotipovi kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika

“Rizi¢ni” GST genotipovi®, Pacijentkinje sa Kontrolna grupa,
n (%) karcinomom jajnika, n (%)
n (%)
0 0 2(1)
1 3(4) 17 (10)
2 20 (24) 62 (35)
3 60 (72) 97 (54)
p =0,042

8GSTT1-aktivni i/ili GSTAL-aktivni i/ili GSTP1-referentni

Dobijeni rezultati su pokazali da je kombinacija sva tri “rizicna” GST genotipa, koji
se mogu dovesti u vezu sa podlozno$¢u za nastanak karcinoma jajnika (GSTT1-aktivni,
GSTAL-aktivni i GSTP1-referentni) prisutna kod 72% pacijentkinja sa karcinomom jajnika,

Sto je bilo statisticki znacajno vise (p=0,042) u odnosu na kontrolnu grupu (54%) (Tabela
18).
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45. POVEZANOST GENOTIPA GLUTATION TRANSFERAZA SA
FENOTIPSKIM KARAKTERISTIKAMA KARCINOMA JAINIKA

U slede¢em koraku, ispitivana je povezanost genotipova GSTM1, GSTT1, GSTAL,
GSTP1 i GSTO2 sa fenotipskim karakteristikama karcinoma jajnika. Naime, nakon §to je
izvedena stratifikacija ispitanica sa karcinom jajnika na pacijentkinje sa stadijumom bolesti
FIGO I, 11 ili I, analizirana je zastupljenost razli¢itih genotipova GST kod pacijentkinja sa

odgovaraju¢im stadijumom bolesti.
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Grafikon 1. Distribucija GSTM1 genotipova prema FIGO klasifikaciji karcinoma jajnika

Kao Sto je prikazano na Grafikonu 1, nije uocena statisticki znacajna povezanost
ucestalosti GSTM1 genotipova i stadijuma karcinoma jajnika (p = 0,294). Slican rezultat
dobijen je kada je analiziran i drugi delecioni polimorfizam, GSTT1, u odnosu na FIGO

stadijum karcinoma jajnika (p = 0,381, Grafikon 2).
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FIGOI FIGOII FIGO Il
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Grafikon 2. Distribucija GSTT1 genotipova prema FIGO klasifikaciji karcinoma jajnika

Povezanost SNP polimorfizama GST (GSTAL, GSTP1 i GSTO2) sa fenotipskim
karakteristikama karcinoma jajnika prikazana je na Grafikonima 3-5.
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Grafikon 3. Distribucija GSTA1 genotipova prema FIGO Kklasifikaciji karcinoma jajnika
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Kao $to je prikazano, uocena je statisticki znacajna povezanost distribucije GSTAL
genotipova sa FIGO stadijumom (p =0,047), gde je uoceno da se sa progresijom bolesti

povecava broj ispitanica nosilaca GSTAL genotipa smanjene aktivnosti (Grafikon 3).

Kada je u pitanju GSTP1 genotip, nije uofena statisticki znafajna povezanost
ucCestalosti GSTP1-referntnog, odnosno GSTP1-varijantnog genotipa sa stadijumom

karcinoma jajnika (p = 0,235, Grafikon 4).
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Grafikon 4. Distribucija GSTP1 genotipova prema FIGO klasifikaciji karcinoma jajnika

Statisticki znaCajna povezanost nije uocena ni kada je ispitivana povezanost
distribucije GSTO2 genotipova sa FIGO stadijumom karcinoma jajnika (p = 0,852,
Grafikon 5).
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Grafikon 5. Distribucija GSTO2 genotipova prema FIGO Kklasifikaciji karcinoma jajnika

Konacno, analizirana je distribucija pacijentkinja sa kombinacijom “rizi¢nih”
genotipova (GSTT1-aktivni/GSTAL-aktivni/GSTP1-referentni) unutar ukupnog broja
ispitanica odgovaraju¢eg FIGO stadijuma. Interesantno je da je pokazano da su Zene
nosioci GSTT1-aktivni/GSTA1-aktivni/GSTP1-referentni genotipa predstavljale preko 64%
od okupnog broja ispitanica u bilo kom FIGO stadijumu karcinoma jajnika (64%, 78% i
75% unutar FIGO I, FIGO II, odnosno FIGO Il stadijuma) (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Distribucija pacijentkinja sa kombinacijom rizicnih GST genotipova (GSTT1-
aktivni/GSTT1-aktivni/GSTP1-referentni)  unutar  ukupnog  broja  pacijentkinja
odgovarajuceg FIGO stadijuma

4.6.ZNACAJ GENSKIH POLIMORFIZAMA GLUTATION TRANSFERAZA
KLASE M1, T1, Al, P1 | O2 U PROGNOZI BOLESNICA SA
KARCINOMOM JAJINIKA

Za procenu uticaja genskih polimorfizama GSTM1, GSTT1, GSTALl, GSTP1 i
GSTO2 na prezivljavanje pacijentkinja sa karcinomom jajnika sprovedena je ,,case only*
studija. Srednje vreme pracenja pacijentkinja je iznosilo 36,45 + 2, 62 meseci i sprovedeno
je na 89 od 103 (86%) pacijentkinje uklju¢ene u istrazivanje. Od 89 pacijentkinja sa
karcinomom jajnika, u toku trogodiSnjeg pracenja umrlo je 13 (14,6%) kod kojih je kao

uzrok smrti naveden karcinom jajnika.
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Kaplan Meier analizom prezivljavanja u grupi pacijentkinja sa karcinomom jajnika,
koje su bile stratifikovane prema stepenu progresije karcinoma na osnovu FIGO
Klasifikacije, pokazano je kao $to je i o¢ekivano najduze prezivljavanje kod pacijentkinja

FIGO I stadijuma, a najkrace kod pacijentkinja FIGO III stadijuma (p=0,09) (Slika 14).
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Slika 14. Kaplan Meier kriva preZivljavanja kod pacijentkinja sa karcinomom
jajnika stratifikovanih prema FIGO klasifikaciji

Na Slikama 15-19 je prikazana Kaplan Meier analiza prezivljavanja kod
pacijentkinja sa karcinomom jajnika koje su nosioci razli¢itth GST genotipova. Moze se

videti da GSTM1 genotip nema znacaja u prognozi kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika
(p=0,818) (Tabela 19, Slika 15).
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Tabela 19. GSTM1 polimorfizam kao prediktor smrti pacijntkinja sa karcinomom

Jjajnika nakon trogodisnjeg pracenja

Rizik za smrtni ishod kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika koje su nosioci
GSTM1-nultog u odnosu na nosioce GSTM1-aktivnog genotipa
HR (95%CI) p

1,17 (0,31-0,44) 0,820

HR (eng. Hazard Ratio), rizik za smrtni ishod
ClI (eng. confidence interval), interval poverenja
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Slika 15. Kaplan Meier kriva preZivljavanja kod pacijentkinja sa karcinomom
Jjajnika koje su nosioci razlicitog GSTM1 genotipa

Mada je pokazano da su pacijentkinje nosioci GSTT1-aktivnog genotipa imale krace
preZivljavanje u odnosu na nosioce GSTT1-nultog genotipa, nije pokazana znaCajna

prognosti¢ka uloga GSTT1 genotipa u karcinomu jajnika (p = 0,123) (Tabela 20, Slika 16).
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Tabela 20. GSTT1 polimorfizam kao prediktor smrti pacijntkinja sa karcinomom

jajnika nakon trogodisnjeg pracenja

Rizik za smrtni ishod kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika koje su nosioci
GSTT1-aktivhog u odnosu na nosioce GSTT1-nultog genotipa
HR (95%CI) p

29,57 (0,26-33,33) 0,345

HR (eng. Hazard Ratio), rizik za smrtni ishod
ClI (eng. confidence interval), interval poverenja
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Slika 16. Kaplan Meier kriva preZivljavanja kod pacijentkinja sa karcinomom
Jjajnika koje su nosioci razlicitog GSTTI genotipa

Polimorfizam pojedinacnog nukleotida GSTA1L se takode ne moze dovesti u vezu sa
preZivljavanjem pacijentkinja sa karcinomom jajnika (Tabela 21), kao $to je prikazano na
Slici 17 (p=0,711).
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Tabela 21. GSTA1 polimorfizam kao prediktor smrti pacijntkinja sa karcinomom

Jjajnika nakon trogodisnjeg pracenja

Rizik za smrtni ishod kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika koje su nosioci
GSTAL-aktivnog u odnosu na nosioce GSTA1 genotipa smanjene aktivnosti

HR (95%Cl) P

0,679 (0,09-5,44) 0,715

HR (eng. Hazard Ratio), rizik za smrtni ishod
ClI (eng. confidence interval), interval poverenja
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Slika 17. Kaplan Meier kriva preZivljavanja kod pacijentkinja sa karcinomom
Jjajnika koje su nosioci razlicitog GSTAI genotipa

Medutim, rezultati dobijeni Cox regresionom analizom su pokazali da su

pacijentkinje sa karcinomom jajnika koje su nosioci GSTP1-varijantnog genotipa u 4,79

puta veéem riziku za smrtni ishod u odnosu na nosioce GSTP1-referntnog genotipa (Tabela
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22). Analizom prezivljavanja, kod ovih pacijentkinja pokazano je i znacajno krace

prezivljavanje u poredenju sa nosiocima GSTP1-referntnog genotipa (p=0.032) (Slika 18).

Tabela 22. GSTP1 polimorfizam kao prediktor smrti pacijntkinja sa karcinomom

Jjajnika nakon trogodisnjeg pracenja

Rizik za smrtni ishod kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika koje su nosioci
GSTP1-varijantnog u odnosu na nosioce GSTP1-referentnog genotipa
HR (95%CI) p

4,79 (0,96-23,98) 0,057

HR (eng. Hazard Ratio), rizik za smrtni ishod
ClI (eng. confidence interval), interval poverenja

Kada je u pitanju GSTO2 genotip, dobijeni rezultati su pokazali da su pacijentkinje
koje su nosioci GSTO2-varijantnog genotipa u 3,11 puta veéem riziku za smrtni ishod u
odnosu na nosioce GSTO2-referentnog genotipa (p=0,158) (Tabela 23). Analiza
prezivljavanja pokazala je i nesto krace prezivaljavanje kod ovih pacijentkinja (p=0,134)
(Slika 19).

Tabela 23. GSTO2 polimorfizam kao prediktor smrti pacijntkinja sa karcinomom

Jjajnika nakon trogodisnjeg pracenja

Rizik za smrtni ishod kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika koje su nosioci
GSTO2-varijantnog u odnosu na nosioce GSTO2-referentnog genotipa
HR (95%CI) p

3,11 (0,64-15,00) 0,158

HR (eng. Hazard Ratio), rizik za smrtni ishod
Cl (eng. confidence interval), interval poverenja
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Slika 18. Kaplan Meier kriva prezivljavanja kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika koje
su nosioci razlicitog GSTP1genotipa
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Slika 19. Kaplan Meier kriva preZivljavanja kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika koje
su nosioci razlicitog GSTO?2 genotipa
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Na kraju je analizirano prezivljavanje kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika koje

su nosioci kombinovanog GSTT1-aktivan/GSTAL-aktivan/GSTP1-referentni genotipa, kao i
svih ostalih kombinacija GSTT1, GSTAL i GSTP1 genotipova (Slika 20).
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Slika 20. Kaplan Meier kriva preZivljavanja kod pacijentkinja sa karcinomom
jajnika koje su nosioci razlicitih kombinacija GSTT1, GSTAL i GSTP1 genotipova
(GSTT1-A — GSTT1-aktivan; GSTT1-N — GSTT1-nulti; GSTAL1-A — GSTA1-aktivan;

GSTA1-SM — GSTA1-smanjene aktivnosti; GSTP1-R — GSTP1-referentni;
GSTP1-V — GSTP1-varijantni)

Kao $to je prikazano, znacajno krace prezivljavanje su imali nosioci kombinovanog
GSTT1-aktivan/GSTA1-aktivan/GSTP1-varijantni genotipa (p=0,010) u odnosu na
kombinovani GSTT1-aktivan/GSTA1-aktivan/GSTP1-referentni genotip, kao i sve ostale

kombinacije, Sto je u skladu sa rezultatima dobijenim analizom povezanosti GSTP1

genotipa sa prezivljavanjem kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika.
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5. DISKUSIJA

Karcinom jajnika je sedmi po ucestalosti karcinom kod Zena u svetu i obuhvata
skoro 4% od svih novootkrivenih slu¢ajeva karcinoma kod Zena (World Cancer Research
Fund and American Institute of Cancer Research. Ovarian Cancer 2014 Report; Saida i
sar., 2016). Veliki stepen smrtnosti kod Zena sa karcinomom jajnika je posledica ¢injenice
da se kod oko 60% Zena dijagnoza postavlja u uznapredovalom stadijumu bolesti
(Cannistra, 2004). Zlatni standard u lecenju ovih pacijentkinja predstavlja maksimalna
hirurska citoredukcija pra¢ena hemioterapijom, sa inicijalnom terapijskim odgovorom od
65-80% na hemioterapiju prve linije (du Bois i sar., 2005; Kim 1 sar., 2012). Ipak, u vecini
slu¢ajeva, dolazi do relapsa karcinoma, a pacijentkinje razvijaju rezistenciju na dalju
hemioterapiju, Sto sve vodi malom petogodiSnjem prezZivljavanju od oko 30-50%
(Cannistra, 2004; Jemal i sar., 2004; Fehrmann i sar., 2007; De Angelis i sar., 2014).

Mada je u toku protekle decenije bilo pokuSaja da se uvedu efikasniji hirurski
tretmani, kao i da se u protokole lecenja uvedu nove kombinacije citostatskih lekova u cilju
poboljsanja efikasnosti primenjenih hemioterapijskih rezima, ukupan procenat izlecenja
kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika ostaje oko 30% (Bast i sar., 2009). S obzirom da
se smatra da karcinom jajnika nastaje kao posledica akumulacije veceg broja genetskih
promena (Aunoble i sar., 2010), veruje se da bi se znacajnija promena u dugogodiSnjem
prezivljavanju kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika mogla posti¢i jedino uvodenjem
individualizovanih terapijskih rezima, kao i ranim otkrivanjem bolesti (Bast i sar., 2009). 1z
tog razloga, identifikacija interindividualnih genskih varijacija, pre svega u genima koji
kodiraju enzime ukljuene u proces detoksikacije antitumorskih lekova, deluje kao sledeci
razuman korak.

U ovom istrazivanju je po prvi put ispitivana povezanost polimorfizama glutation S-
transferaza sa rizikom za nastanak epitelijalnog karcinoma jajnika u populaciji zena u
Srbiji. Pokazano je da su Zene nosioci GSTT1-aktivnog genotipa u pove¢anom riziku za
obolevanje od karcinoma jajnika u odnosu na Zene sa GSTT1-nultim genotipom, $to se

pokazalo jos vise oCigledno u podgrupi ispitanica sa pozitivnom porodicnom anamnezom.
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Stavise, kada je analizirana moguéa povezanost tri GST genotipa, koji su se ponaosob
mogli dovesti u vezu sa rizikom za nastanak karcinoma ovarijuma (GSTT1-aktivni, GSTAL-
aktivni i GSTP1-referentni), ucestalost kombinovanog genotipa je bila znacajno veca kod
pacijentkinja sa karcinomom ovarijuma u odnosu na grupu kontrola. Pokazana je i znacajna
prediktivna uloga GSTP1 polimorfizama u toku trogodi$njeg pracenja ovih pacijentkinja.

Tokom godina izveden je veéi broj istrazivanja koja su za cilj imala da se razjasni
koji genetski faktor bi mogao predstavljati okida¢ u procesu kancerogeneze u karcinomu
jajnika. U tom kontekstu, najviSe je ispitivana povezanost BRCA1, BRCA2 i p53 tumor
supresorskih gena sa rizikom za nastanak karcinoma jajnika, mada je ucestalost mutacija
ovih gena dosta mala (Desai i saradnici, 2014). Nedavno su rezultati nekoliko istrazivanja
ukazali na znacaj polimorfizama glutation S-transferaza, koje zbog svoje znacajne uloge u
modulaciji bioloSkih efekata kancerogena, mogu uticati i na podloZnost za nastanak
karcinoma jajnika. Paznja je posebno posvecena delecionim polimorfizmima glutation S-
transferaza, GSTM1 i GSTT1, s obzirom da kod nosilaca GSTM1-nultog i GSTT1-nultog
genotipa postoji potpuno odsustvo enzimske aktivnosti, a samim tim i smanjena sposobnost
¢elija da metaboliSu toksine (Hayes 1 Strange, 2000). Medutim, postojeci rezultati o znacaju
ova dva polimorfizma u podloznosti za nastanak karcinoma jajnika su prilicno
kontradiktorni (Economopoulos i sar., 2010; Yin i sar., 2013; Xu i sar., 2014; Jin i sar.,
2014). Stavise, rezultati nekoliko meta-analiza ne pruzaju znaajne dokaze koji bi govorili
u prilog povezanosti polimorfizama GSTM1 i GSTT1 sa rizikom za nastanak karcinoma
jajnika kod Zena pripadnica bele rase (Economopoulos i sar., 2010; Jin i sar., 2014).

GSTM1 genski lokus se nalazi na hromozomu 1 i prisutan je u 50-55% populacije
bele rase (Board i sar.,, 1981), a njegov proizvod, enzim GSTM1-1, detoksikuje
kancerogene iz duvanskog dima, kao S$to su policikli¢ni aromati¢ni ugljovodonici i
aromati¢ni amini (Ketterer i sar., 1992). Osobe kojima nedostaje konstitutivana ekspresija
GSTM1 (GSTM1*0), nemaju mogucnost adekvatne detoksikacije ovih kancerogena, zbog
cega kod osoba sa GSTMI1-nultim genotipom moze doé¢i do kumulativnih oSteCenja
molekula DNK i nastanka mutacija, a $to za posledicu moZe imati nastanak karcinoma. U
prilog ovome govore brojne molekularno epidemioloSke studije, koje su pokazale da su

osobe sa GSTM1-nultim alelom u povecanom riziku za pojavu karcinoma kolona, larinksa i
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plu¢a (Quifiones i sar., 2001; Ates i sar., 2005; Ketterer i sar., 1992). Frekvenca GSTM1-
nultog genotipa u kontrolnoj grupi (50%) koja je dobijena u naSem radu odgovara
podacima iz literature objavljenim u meta-analizima i pooled-analizama kod pripadnika
bele rase (Carlsten i sar., 2008). Nasi rezultati o odsustvu povezanosti GSTM1 genskog
polimorfizma sa rizikom za nastanak karcinoma jajnika u populaciji Zena u Srbiji su u
skladu sa rezultatima meta-analiza koje su izucavale povezanost delecionog polimorfizma
GSTM1 sa podloznos¢u za nastanak karcinoma jajnika (Economopoulos i sar., 2010; Yin i
sar., 2013; Xu i sar., 2014; Jin i sar., 2014).

Drugi najcesce ispitivani polimorfizam GST je GSTT], ¢iji gen je prisutan u oko
80% populacije bele rase, dok oko 10-20% uopSte nema ovaj enzim, jer poseduje GSTT1-
nulti genotip (Nelson i sar., 1995). Frekvenca GSTT1-nultog genotipa u nasoj kohorti
(26%) je neSto visa u odnosu na podatke koji su dobijeni kod pripadnika bele rase u
srednjoj Evropi (18,1%) (Raimondi i sar., 2006). Poznato je da je kod pripadnika Zute rase
ucestalost GSTT1-nultog genotipa veoma visoka i iznosi oko 70%, dok kod crnaca iznosi
oko 30% (Nelson i sar., 1995). Pored toga, Lebrun i saradnici (2006) su u svojoj studiji,
izvedenoj u Nemackoj, takode dobili visu frekvencu GSTT1-nultog genotipa (26%) (Lebrun
sar., 2006). Velika studija Garte i saradnika (2001) koja je ukljuc¢ivala 15000 osoba govori
u prilog tome da frekvenca GSTT1-nultog genotipa kod pripadnika bele rase varira mnogo
vise nego frekvence GSTML1 i GSTP1 genotipa (Garte i sar., 2001).

Kada je u pitanju populacija pacijentkinja sa karcinomom jajnika, rezultati naseg
istraZzivanja su pokazali da su Zene nosioci GSTT1-aktivnog genotipa u znafajno vecem
riziku za obolevanje od karcinoma jajnika. Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa studijom
Sgambata i saradnika (2002), u kojoj je pokazano da GSTT1-nulti genotip ima protektivan
efekat u riziku za nastanak ovog karcinoma (Sgambato i sar., 2002). Imaju¢i u vidu da veci
broj kancerogena prisutnih u izduvnim gasovima i duvanskom dimu pripadaju grupi
supstrata GSTT1-1 enzima (Meyer i sar.,, 1991; Hayes i Strange, 2000), naSi i rezultati
Sgambata i saradnika (2002) mogu delovati kontradiktorno. Medutim, postoje jasni dokazi
koji govore u prilog znacajne uloge koju GSTT1-1 enzim, umesto u detoksikaciji, moze
imati u bioaktivaciji odredenog broja bifunkcionalnih alkiliraju¢ih agenasa, koji su prisutni

u sredinskom zagadenju i nekim profesionalnim hazardima (Their i sar., 1996). Naime, kao
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posledica procesa bioaktivacije ovih alkiliraju¢ih agenasa nastaju potentni elektrofili, koji
mogu modifikovati DNA i potencijalno su genotoksi¢ni (Their i sar., 1996; Sherratt i sar.,
1997).

Gen koji kodira GSTP1 je smeSten na hromozomu 11. Najvazniji supstrat za ovu
klasu GST su diol-epoksidi policiklicnih aromati¢nih ugljovodonika, koji su prisutni u
duvanskom dimu (Hengstler i sar.,1998). Do sada su opisana 2 SNP-a (eng. single
nucleotide poymorphism) u okviru GSTP1 gena. Paznju istrazivaca viSe privla¢i prvi tip
SNP-a (rs1695), koji u osnovi ima zamenu A (adenina) u G (guanin) na 313bp na kodonu
105 (GSTP1 A1578G, llel05Val). To za posledicu ima zamenu amino kiseline izoleucina
(Ile) valinom (Val) (Watson i sar., 1998), Sto moze uticati kako na kataliticku, tako i na
nekataliticku aktivnost ovog enzima (Watson 1 sar., 1998; Thévenin i sar., 2011). Iako
nosioci GSTP1*Ile105 genotipa imaju vecu Kkataliticku efikasnost prema standardnom
supstratu glutation S-transferaza (1-hloro-2,4-dinitrobenzen) u poredenju sa *Vall05
varijantom (Sundberg i sar., 1998), ova druga varijanta zapravo pokazuje povecanu
kataliticku efikasnost u detoksikaciji policiklicnih  aromati¢nih  ugljovodoni¢nih
diolepoksida (PAH), koji su prisutni u duvanskom dimu (Kellen i sar., 2007). Pored toga,
GSTP1 ima i znacajnu nekataliticku ulogu u regulaciji redoks-senzitivnih signalnih puteva
uklju¢enih u procese prezivljavanje 1 apoptoze (Tew i sar., 2011). Naime,
protein:proteinskim interakcijama sa odredenim MAP kinazama (eng. Mitogen-activated
protein kinases), poput proapoptotske c-Jun N-terminalne kinaze (JNK), GSTP1 inhibira
njenu aktivnost, i na taj na¢in moze imati regulatornu antiapoptotsku ulogu. Sta vise,
pokazano je da prisustvo specificnih genskih varijanti GSTP1 moZze uticati na stepen
interakcije izmedu GSTP1 i JNK. Na taj nacin, zamena aminokiseline izoleucina (lle)
valinom (Val) na poziciji 105, moze modifikovati, ne samo kataliticku aktivnost, ve¢ i
GSTP1-posredovan inhibitorni efekat aktivnosti JINK.

Distribucija GSTP1 genotipova koju smo pokazali u naSem istrazivanju u kontrolnoj
grupi (44% AA, 40% AG i 16% GG GSTP1 genotip) odgovara frekvencama GSTP1
genotipova kod pripadnika bele rase, s obzirom da je lle/lle oblik GSTP1 prisutan u oko

50% populacije, lle/Val u oko 40% populacije, a Val/Val u oko 10% populacije (Kellen i

77



Znacaj glutation transferaza kao biomarkera rizika za nastanak karcinoma jajnika

sar., 2007; Ali-Osman i sar., 1997). Nasi rezultati su pokazali povecanu podloznost za
karcinom jajnika kod nosilaca GSTP1*Ile (referentnog) alela. Stavide, pokazan je
Sestostruko povecan riziku od karcinoma jajnika kod Zena nosilaca kombinacije “rizi¢nih”
genotipova (GSTT1-aktivni/GSTP1*lle), Sto veoma verovatno ukazuje na sinergisticki
efekat ovih genotipova u procesu kancerogeneze kod pacijentkinja sa karcinomom jajnika.

Uloga polimorfizma GSTAL u proceni rizika za obolevanje od karcinoma jajnika do
sada nije ispitivana. Ovaj polimorfizam je predstavljen sa tri povezana polimorfizma
pojedinac¢nih nukleotida, koji za posledicu imaju razliCitu ekspresiju sa smanjenom
transkripcionom aktivnoséu varijante GSTA1*B u odnosu na uobicajeni GSTA1*A alel
(Mcllwain i sar., 2006). Naime, oko 60% osoba bele rase poseduje GSTA1*A (GSTA1 C)
alel sa T, C i G na pozicijama 567, 69 i 52, dok preostalih 40% poseduje varijantni
GSTAL1*B (GSTA1 T) alel u kome se na ovim pozicijama nalaze G, T i A (Coles BF i sar.,
2001). Osobe koje su homozigoti za GSTA1*B poseduju Cetiri puta manju ekspresiju i
aktivnost GSTA1-1 enzima u jetri. Smatra se da je zamena baze na poziciji 52 odgovorna
za smanjenu aktivnost GSTAL T alela (Morel F. i sar., 2002). Rezultati distribucije GSTA1
genotipa u ovom radu u kontrolnoj grupi (42% CC, 43% CT i 15% TT GSTAL genotip)
odgovaraju ocekivanoj ucestalosti GSTAL genotipova u populaciji pripadnika bele rase u
srednjoj Evropi (Coles i sar., 2001; Ye Z., i sar., 2006).

Mada nasi rezultati nisu pokazali znacajnu individualnu povezanost polimorfne
ekspresije GSTAL sa rizikom za obolevanje od karcinoma jajnika, iznenadujuce, u
kombinaciji sa drugim “rizicnim” GST genotipovima (GSTT1-aktivni, GSTP1-referentni i
GSTA1-aktivni), dobijena je kombinacija genotipova koja je bila prisutna kod ¢ak 72% od
svih pacijentkinja sa karcinomom jajnika koje su ukljucene u istrazivanje. Stavise, nosioci
ove kombinacije su prestavljali vise od 64 % od ukupnog broja ispitanica unutar bilo kog
FIGO stadijuma, ukuzuju¢i na povecanu podloznost za hemijski-indukovanu
kancerogenezu kod ovih osoba. Samim tim, mozZe se pretpostaviti da varijantna ekspresija
GST usled genskog polimorfizma verovatno utice na process kancerogeneze u karcinomu
jajnika i na taj nacin doprinosi individualnoj podloznosti za obolevanje od ovog karcinoma.

Kod glutation transferaza klase omega samo 20% sekvence amino Kiselina se

poklapa sa ostalim ¢lanovima GST klase. Enzimi ove klase, GSTO1-1 i GSTO2-2,
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poseduju i ¢itav spektar specifi¢nih aktivnosti, medu kojima se posebno izdvajaju reakcije
biotransformacije arsena, tioltransferazna i dehidroaskorbat reduktazna aktivnost (Board i
sar., 2000). Sta vide, smatra se da u ljudskom organizmu najznacajniju dehidroaskorbat
reduktaznu aktivnost zapravo ima GSTO2-2 enzim, i na taj na¢in Sto regeneriSe oksidovanu
forme vitamina C u askorbinsku kiselinu. Time se ovaj enzim svrstava u ¢elijsku enzimsku
antioksidatnu masineriju (Zhou i sar., 2015). U humanoj populaciji su identifikovana dva
gena, GSTOL1 i GSTO2, koja se nalaze na hromozomu 10. Kao i kod ostalih pripadnika
citosolnih GST i u okviru omega klase uocena je genska heterogenost, nastala zbog
prisustva polimorfizma jednog nukleotida ili delecija. Mukerjee B. i saradnici (2006) su
opisali ¢ak 66 polimorfizama u GSTO2 genu, pri ¢emu su naSim istrazivanjem obuhvaceni

do sada najviSe izuc¢avani polimorfizmi jednog nukleotida, GSTO2 rs156697.

Do sada je udruzenost ovog polimorfizma sa rizikom za nastanak karcinoma jajnika
odredivana u svega nekoliko studija, ali sa nekonzistentnim rezultatima. U nasoj studiji,
bolesnice nosioci GSTO2*G/G varijantnog genotipa bile su pod 2,44 puta ve¢im rizikom
za nastanak ovog karcinoma u poredenju sa nosiocima referentnog genotipa, iako dobijeni
rezultati nisu bili statisticki znacajni. Sta vise, Zene sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom
karcinoma, koje su nosioci GSTO2-varijantnog genotipa su bile pod 5,16 puta ve¢im
rizikom za obolevanje od karcinoma jajnika. NaSi rezultati su u saglasnosti sa rezultatima
Pogstaporna i saradnika koji su pokazali da su zene nosioci G alela u 1,73 puta pove¢anom
riziku za obolevanje od carcinoma jajnika (Pongstaporn i sar., 2006). S obzirom na vaznu
antioksidatnu ulogu GSTO2-2, izmenjena aktivnost ovog enzima bi mogla dovesti do
interindividulanih razlika prilikom detoksikacije slobodnih radikala prisutnih u duvanskom
dimu, kao i profesionalne izlozenosti kancerogenima. Naime, poznato je da slobodni
radikali mogu ispoljavati svoj efekat direktno, kao oni prisutni u duvanskom dimu, ili mogu
nastati tokom metabolizma hemijskih kancerogena, kao Sto su policikli¢ni aromaticni
ugljovodonici (Valavanidis i sar., 2009). Poznato je da tokom maligne transformacije dolazi
do znacajnih promena celijske redoks ravnoteze i posledi¢no oksidativnog stresa, Sto sve
vodi strukturnim promenama i oStecenju DNK i drugih makromolekula. Pored toga, vazno

je ista¢i da oksidativni stres ne doprinosi samo nastanku, nego i promociji i progresiji
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tumora. Naime, slobodni radikali mogu uticati na razli¢ite signalne puteve i ekspresiju
gena, narocito onih ukljucenih u apoptozu i prolifreraciju celija. Dalje, oksidativni stres,
dodatnim strukturnim promenama u DNK moZe dovesti do razvoja malignijeg fenotipa
tumora i tako doprineti njegovoj progresiji (Reuter i sar.,, 2010). Osim poznate
antioksidantne uloge, sve se viSe ispituje 1 potencijalna regulatorna uloga askorbinske
kiseline. Naime, u celijskoj liniji HCT116 karcinoma debelog creva (Catani i sar., 2002),
pokazano je da askorbinska kiselina reguliSe aktivnost inducibilnog faktora hiposkije (eng.
hypoxia-inducible factor, HIF), transkripcionog faktora koji ucestvuje u regulaciji
ekspresije mnogih gena ukljuc¢enih u rast tumora, energetski metabolizam i apoptozu (Tian
i sar., 2014). Stavise, novija istraZivanja ukazuju da bi vitamin C-zavisna inhibicija HIF
signalnog puta mogla biti jedan od nacina kontrole tumorske progresije i inflamacije
(Traber i Stevens, 2011). Ukoliko pretpostavimo da je kod nosilaca varijantnog GSTO2
genotipa snizena dehidroaskorbat reduktazna aktivnost, to bi za posledicu imalo smanjenu
regeneraciju i raspolozivost askorbinske kiseline u tumorskom tkivu i snizen antioksidantni

kapacitet.

Nezavisno od uticaja koji moze imati na podloznost za obolevanje od karcinoma
jajnika, vazno je napomenuti da polimorfna ekspresija glutation S-transferaza moze uticati
kako na prognozu, tako i na efikasnost primenjene hemioterapije kod pacijentkinja sa
karcinomom jajnika. Naime, Khrunin i saradnici (2010) su pokazali da je
GSTP1*lle105Val polimorfizam znacajno povezan sa prezivljavanjem (eng. progression-
free survival) (Khrunin i sar., 2010). U naSem istraZivanju, pokazano je da prisustvo
GSTP1*ValVal genotipa znacajno utice na prezivljavanje pacijentkinja sa karcinomom
jajnika. Naime, pacijentkinje nosioci ovog genotipa su imale znacajno krace prezivljavanje
u toku perioda pracenja od 36 meseci, Sto je u skladu sa rezultatima drugih studija
(Howelles i sar., 2004; Khrunin i sar., 2010). Moguce objasnjenje kraceg prezivljavanja
kod pacijentkinja koje su nosioci GSTP1 ValVal genotipa jeste Cinjenica da kao posledica
veceg stepena interakcije sa JNK, ova genska varijanta moze imati izrazeniji antiapoptotski
efekat, dalje utiCuéi na progresiju bolesti (Thevenin i sar., 2011). Pored toga, vec¢ina nasih

pacijentkinja sa karcinomom jajnika, nosilaca GSTT1-aktivnog, kao i GSTO2*G/G
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varijantnog genotipa je preminula u toku trogodisSnjeg pracenja.  Jedno od potencijalnih
objasnjenja prognostickog znacaja ovih polimorfizama, pored ve¢ navedenih uloga u
apoptotskim procesima, antioksidantnoj odbrani i regulaciji redoks ravnoteze, nalaze se u
rezultatima posednjih istraZivanja, koji pruzaju dodatnu potporu ulozi zapaljenskog procesa

u ovom tumoru.

U prilog ovim rezultatima govore i rezultati o ulozi GSTP1*B alela u nastanku
rezistencije na lekove (Mcllwain i sar., 2006) i, kao Sto je sugerisano u radu Ghalije i
saradnika nivoi GSTP1 mogu biti korisni u pracenju efikasnosti primenjene hemioterapije
(Ghalia i sar., 2000). U skladu sa ovim su i rezultati o korisnom efektu inhibitora Hsp90 na
prekidanje cisplatinske rezistencije u ¢elijskoj liniji humanog karcinoma jajnika (SKOV3), a
koji je posredovan modifikovanjem ekspresije gena koji se dovode u vezu sa nastankom
rezistencije na lekove (eng. multiple drug resistance related genes), pre svega GSTP1, p53,
bcl-2, survivin, BRCAL i BRCA2 (Zhang i sar., 2015). Na taj nacin, pored efekta u
modulaciji rizika za nastanak ovog karcinoma, polimorfizam GSTP1 moZe znac¢ajno uticati
na napredovanje ovih tumora, uticu¢i na kapacitet ¢elija za proliferaciju, ali i na odgovor na

terapiju.

Prikazani rezultati ukazuju na to da polimorfizam glutation transferaza moze imati
znacajnu ulogu kako u proceni rizika, tako i u prezivljavanju pacijentkinja sa karcinomom
jajnika. Pored toga, nasi rezultati su pokazali moduliraju¢i efekat GST polimorfizama kod
Zena sa pozitivnom porodicnom anamnezom karcinoma jajnika ili dojke. Pored
razjaSnjavanja veze izmedu polimorfizama glutation transferaza i kancerogeneze tumora
jajnika, rezultati ovog istrazivanja bi mogli da ukaZu i na nove moguce strategije u terapiji
karcinoma jajnika, a mogli bi posluziti ujedno i kao podsticaj za razvoj razlicitih klinickih
studija. U tom slu€aju, predmet istraZzivanja bi mogao da bude usmeren na detaljnije
prouCavanje polimorfizama glutation transferaza u korelaciji sa primenjenom
hemioterapijom, Sto bi moglo omoguciti individualizaciju terapije i potencijalno povecanje

njene efikasnosti.
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ZAKLJUCCI

Na osnovu prikazanih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljucci:
Prisustvo GSTT1-aktivnog genotipa je udruzeno sa povecanim rizikom za nastanak
karcinoma jajnika

« Zene nosioci GSTT1-aktivnog genotipa su bile pod 2 puta povecanim
rizikom za obolevanje od karcinoma jajnika, Sto je bilo jo$ izrazenije kod
pacijentkinja sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom karcinoma jajnika ili
dojke.

Nije uo¢en efekat pojedinacnih GSTM1, GSTA1, GSTP1 i GSTO2 genotipova na
rizik za nastanak karcinoma jajnika

* Ucestalost GSTM1-aktivnog i GSTM1-nultog genotipa, koja je iznosila 52%,
odnosno 48%, nije se znacajno razlikovala kod pacijentkinja sa karcinomom
jajnika u odnosu na kontrolnu grupu.

« Zene nosioci bar jednog GSTAl-aktivnog alela bile udestalije u grupi
pacijentkinja sa karcinomom jajnika u odnosu na kontrolnu grupu (92% vs.
85%), ali se ova razlika nije pokazala statisticki zna¢ajnom u odnosu na rizik
za obolevanje od ovog karcinoma.

* Bez obzira na jasan porast odnosa $ansi za obolevanje od karcinoma jajnika
kod Zena nosilaca oba varijantna G alela, uticaj GSTO2 polimorfizma na
rizik za nastanak karcinoma jajnika se nije pokazao kao statisticki znacajan.

Rizik za nastanak karcinoma jajnika je izraZzeniji kod Zena sa pozitivnom
porodi¢nom anamnezom karcinoma jajnika ili dojke

+ Zene sa pozitivnom porodi¢nom anamnezom karcinoma koje su nosioci
GSTO2-varijantnog genotipa su bile pod 5,16 puta povecanim rizikom za
obolevanje od karcinoma jajnika

Ucestalost ~ kombinovanog GSTT1-aktivan/GSTAL-aktivan/GSTP1-referentni

genotipa je bila statisticki znacajno veéa u grupi pacijentkinja u odnosu na
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kontrolnu grupu i moze se dovesti u vezu sa rizikom za obolevanje od karcinoma
jajnika
» Pacijentkinje nosioci kombinovanog GSTT1-aktivan/GSTA1-
aktivan/GSTP1-referentni genotipa su predstavljale preko 64% od ukupnog
broja pacijentkinja unutar bilo kog FIGO stadijuma karcinoma jajnika
% Prisustvo razlicitih genskih varijanti GSTAL se moze dovesti u vezu sa fenotipskom
karakteristikama karcinoma jajnika
e Ucestalost GSTAl-aktivnog i GSTAL genotipa smanjene aktivnosti se menja
sa progresijom karcinoma izrazenom FIGO stadijumom.
¢ Funkcionalni polimorfizam GSTP1 mozZe imati prognosticku ulogu kod
pacijentkinja sa karcinomom jajnika
e Prisustvo GSTP1 ValVal genotipa znacajno utiCe na preZivljavanje
pacijentkinja sa karcinomom jajnika. Pacijentkinje nosioci ovog genotipa su

imale znacajno krace prezivljavanje u toku perioda pracenja od 36 meseci.
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7.  SPISAK SKRACENICA

ADP
AFP
ASK1
BHCG
BMI
BRAF
BRCA-1
BRCA-2
CA 125
CA 19-9
cl

cT
CYP450
DNK
EC

FIGO

Gl

G2

adenozin difosfat

alfa feto protein

eng. apoptosis signal-regulating kinase 1

beta horionski gonadotropin

indeks telesne mase (eng. body mass index)
protoonkogen

gen za Karcinom Dojke 1 (eng. Breast Cancer Gene 1)
gen za Karcinom Dojke 2 (eng. Breast Cancer Gene 2)
karcinom antigen 125

karcinom antigen 19-9

interval poverenja (eng. confidence interval)
kompjuterizovana tomografija

citohrom P450

deoksiribonukleinska kiselina

endometroidni karcinom

Medunarodna federacija za Ginekologiju i akuserstvo (eng. International
Federation of Gynaecology and Obstetics)

dobro diferentovan tumor

srednje diferentovan tumor
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G3

GSH

GST

GSTA1l

GSTM1

GSTO1

GSTO2

GSTP1

GSTT1

HE4

HGSC

HNPCC

HR

JNK

KRAS

LGSC

MAP

MAPEG

MAPK

MC

loSe diferentovan tumor

redukovani glutation

glutation transferaza

glutation transferaza klase alfa 1

glutation transferaza klase mi 1

glutation transferaza klase omega 1
glutation transferaza klase omega 2
glutation transferaza klase pi 1

glutation transferaza klase teta 1

humani epididimis protein 4

“high-grade” seroznog karcinoma

nasledni nepolipozni kolorektalni karcinom
eng. Hazard ratio

c-Jun N-terminalna kinaza

protoonkogen

“low-grade” serozni karcinom

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

membranski proteini ukljuceni u metabolizam eikosaonoida i1 glutationa
(eng. Membrane-Associated Proteins in Eicosanoid and Glutathione
metabolism)

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

mucinozni karcinom
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MR magnetna rezonanca

NAD nikotinamid dinukleotid

OR odnos Sansi (eng. odds ratio)

PARP poli ADP-riboza polimeraza

PCR reakcija lan¢anog umnozavanja (eng. polymerase chain reaction)

PCR-RFLP  analizom proizvoda restrikcione digestije DNK fragmenata nastalih
reakcijom lan¢anog umnozavanja (eng. PCR - restriction fragment lenght
polymorphism)

PET pozitronska emisiona tomografija

RT-PCR reakcija lanCanog umnozavanja u realnom vremenu

ROMA indeks Rizik Ovarijalnog Maligniteta Algoritam (eng. Risk of Ovarian Malignancy

Algorithm)
SD standardna devijacija
SNP polimorfizam jednog nukleotida (eng. single nucleotide polymorphism)
SZ0 Svetska Zdravstvena Organizacija
X srednja vrednost
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