YHUBEP3UTET Y BEOI'PAAY-XEMHNJCKHU ®AKYJITET
HACTABHO-HAYYHOM BERY

IIpeamer: Obpasznoxeme TeMe TOKTOpcKe aucepTanrje kanauaatkume Kartapune ’Kusuh,
mactep Ouoxemuuapa, IpHUjaBJbeHE II0J HACIOBOM ,,I'eHeTHYKO M eNnureHeTH4Ko
npoduiancame reda yksbydenux y nonpasxky JHK y kapuunomy oBapujyma“.

1. Hayuyna o6sact: XeMujcke HayKe
Y:ka Hayuyna o6sact: buoxemuja

2. AKTYeJIHOCT TeMe

JenHa ox HajCMPTOHOCHMjUX OOJIECTH >KEHCKOT PENpOJYKTHBHOI CHUCTEMa j€ arpecuBHU
ENUTENIHM TYMOp IO3HAT Kao paK jajHHKa, KOju je W nJajbe Boxehu u3Bop HajBeher Opoja
obo/beBama M CMPTHOCTH Koj keHa.! CpOuja je Ha TIETOM MeCTy MO CTapOCHO
cranaapau3oBanoj ydecraigoctu y ceery (Global Cancer Observatory, International Agency
for Research on Cancer, WHO). Mako je mocieamux TOAMHA JOILIO 0 HAIpeTKa y
XUPYPIIKUM TEXHUKaAMa M XEMHUOTEpalHjCKOM Jieuelmhy, M Jajbe Ce KapLUUHOM jajHHKa
nujarHoctudukyje kacuo, y III u IV ¢asu Gonectu, 300r yera je yCHEmIHOCT OBUX BpCTa
Tepanuje Beoma Hucka.” Hajsehm QakTop pusMKa je NMOpPOAMYHA HCTOpPHja OOJNECTH, ajH
yTBpheHo je na camo 5-10% cBuX citydajeBa KaplMHOMA jajHUKA MMa HACJIEIHY KOMIIOHEHTY.
[Ipenucno3unyja 3a 0060JpeBamkEe MOBE3yje ce ca TeHCKuM u3MeHama y okBupy BRCA rena
(BReast CAncer gene) u apyrux reHa Koju Cy MOBE3aHH Ca HACICIHUM KapIHHOMOM JIOjKE U
jajuuka, kao mro cy PTEN, CDH1, STK11, PALB2, RAD51C, RAD51D,u I[pyrI/I.3 Kanma cy y
NUTalky CHOPaIUYHU CIydajeBH, camo je y oapeherom Opojy y3zopaka (17-25%) mponalhena
mytanuja y okBupy BRCAL1 u BRCAZ rena, mro je BOAMIO MPETHOCTABLM Jla MPOMEHE Y
OKBHpPY OBUX TeHa MOTY HACTaTH M Kao MOCIEAWIAa HEKHX APYrMX Mexanmsama. Jeman on
MeXaHu3aMa je eMUIeHeTUYKO YTUIIABAaWke I'€Ha, OJHOCHO NMPOMEHA Y HUBOY METHiIanuja y
OKBHUPY PEryJlaTOpHUX pPETHOHA TeHa. MeTwianuja Kao eMUIeHeTHYKH MEXaHH3aM, OJUTpaBa
ce y okBupy CpG ocTpBaia perynaTOpHUX perroHa, J0oBojiehu Tako 70 yTHIlaBama IeHa U
pemnpecuje TPAaHCKPHUIIIHMje, Pe3ynTyjyhm HemocTaTKOM TpOTeMHa Kojeé Taj TeH KOomupa.’
[TpernocTaBsba ce 1a eNUreHEeTUYKE IPOMEHE /1ajy UCTH (PEHOTHII KOjU /1]y U TepMUHATHUBHE U
coMaTcke myTanuje Ha gat ckyn reHa (BRCANESS) mto uMruniupa aa Ou marujeHTKHbE KO
KOJUX C€ YTBPAM IOCTOjarke€ XUIIEPMETHIIAIMje Y PeryJlaTOpHUM PETMOHHMMA THX T'€Ha, MOTJje
uMaTH OeHeUT OJ] UCTOT THIA Tepanuje Koja ce MpUMEmYje KO HACIEeIHUX U CIOpPaAUYHUX
cllyyajeBa KapLHHOMA ca MyTalfjama.

W mopen BenuKor yaena repMHHATHBHHUX W cOMAaTcKux Myranuja y okBupy BRCA rena u
JpyruxX reHa YKJbYYEHHMX y pa3BOj KaplUMHOMa OBapHjyMa, M Jlajbe BEJIUKU Opoj ciydajeBa
OCTaje HepelleH W ca HENMO3HATUM Y3pOKOM HacTaHka. Jlajka MCTpakmBama JOBela Cy [0
oTkpuha Benukor 6poja JIoKyca KOju UMajy HU3aK WIK CPebH PU3UK 32 HACTaHAK KapIIMHOMA,
QM Cy Y OKBHPY PETYJIAaTOPHUX PETHOHA T'eHa KOJU Ce CMaTpajy BUCOKOPU3UYHHUM 33 HACTaHAK
kaHuepa.” CTyjuje cy mokasane a Kako FeHeTHUKe, TAKO M eNUTeHeTHUKe IPOMEHE y OKBUPY
(GyHKIIMOHAIHUX, aJld HEKOAMpajyhux pernoHa, MOry UMaTH yTHIA] HA pa3Boj KapuuHoMma. Y
OKBHUpY MPOMOTOpaA TE€Ha Haja3e ce BAXHH PETYJIATOPHU EJIEMEHTH TPAaHCKPHIIIHUje, 0K ce
peryjaaTopHU €JIEeMEHTH TpaHCIallkje Haja3e yIJIaBHOM y OKBUPY 3’ M 5’ HeTpaHCIaTOPHUX
permora (UTR).® Jlo cama je mnpumeheno mpucyctBo BapwjantH y okeupy 5°UTR
HeTpaHcnatopHor pernoHa BRCAL rena y camo naBe mopoauie, a Takohe M MHPUCYCTBO
HEMpaBUIHUX TMIa0JloHAa METWIAlje y OKBHUPY IMPOMOTOpa T'eHa KOju ce TOBe3yjy ca
KapLMHOMOM jajHuka. &°



Kako ce kapIHOM jajHUKa JIETeKyje jaKo KacHO y mocieamuM (a3ama Gojectu, OrpaHudeH
je Iujarma3oH Tepardja Koje ce y TUM ciydajeBUMa Mory npumeHuTH. [lopen cranmapmHux
OTIepaTUBHUX M IpoIlenypa 3pauema, o1 2016. rogune, y Cpouju je omobpena tepanuja monu
(AAIT) momumepasuum uaxuouropuma (edr. Poly ADP polymerase inhibitors-PARPI), anu
camo koj riatuHa ceH3uTuBHUX, BRCAL/2 mo3uTHBHMX, PEKYpeHTHHUX CliydajeBa. Pesynrar
tectupama Ha BRCAL/2 myranuje, 1 TepMUHATHBHE W COMATCKE, j€ MHAMKATOP KOjH YKa3yje
Ha TO Kako he marujeHTd ca KapIUHOMOM jajHUKA KIMHMYKM PEearoBaTH Ha COJIM IUIATHHE U
PARP unxuburope. JlerekToBane repMuHaTHBHE WMiau comarcke myranuje y BRCA rennma
Npe/CTaBbajy MO3UTHUBHE MPEIUKTUBHE OMOMapKepe U yka3yjy Ha mobap oarosop Ha PARP
uHXxuOuTope W coim riaruHe. Kako je BehmHa wcTpakuBama IMoKaszana Jla Cy HaclleJHe
MyTalyje W XuIepMmeTwianuja MelycooHo uckipyunBe (mpubmmkHo 1% cBHX y3opaka ce
jaBjba ca o0a TuIa ajiTepaiyja) ¥ Kako je MpOoIeC METWJIAllMje IMOCTENEH W 3aBUCH O]
cTagujyma 00JIECTH U IIpOoTrpecrje TyMopa, a MoKa3yje UCTH (PEHOTHUI Kao U MyTaluja y OKBUPY
BRCA rena, cmMatpa ce ga 6u npoduaucame HUBOA METHJIAIMja MOTJIO MPEICTaB/baTH HOBH
TIPeIUKTUBHE MapKep OAr0OBOpa Ha Tepanujy Koj oapeheHnx mamujenTkumba.’

Jlakiie, MHCTIMTHBAbhA AITCPHATUBHUX HAYHMHA 32 YTUIIABAE T€HA CY O] BEJIMKOT 3Hayaja Ko/l
onpehenux Oonectd, y OBOM cliydajy KapIMHOMA jajHHKA, Kako OuM ce 0oJpe yIO3HAIM ca
€THOJIOTHJOM OBe OoJieCTHM M Kako Ou Behu Opoj mamujeHaTa MMao KOPHUCT OJ Pa3IUYUTHX
BUJIOBa Tepamyja Koje ce Beh nmpumemyjy y jJeuemy oBe 00JecTH, KOHKPETHO y OBOM CIIy4ajy,
tepanuje PARP unxuburtopuma .

3. IlpeameT HCTPaKUBamba JOKTOPCKe JUCEPTALHje
[Ipenqmer wucTpakuBama JJOKTOPCKE JAWCEpTAlMje jeCTe WCHUTHBAKE TEHETHYKUX U
eNUIreHeTUYKUX MapaMeTapa reHa KOoju ce cMaTpajy BUCOKOPU3MYHMM 3a HACTaHAK KapLMHOMA
oBapHjyma.
HcrpaxuBama OBe IOKTOPCKe JucepTanuje cacrojahe ce u3 Tpu jaena:

(1) I'enernuxo tectupame BRCAL/2 rena ykibydeHHX y HacTaHaK KaHIepa OBapHjyMa,

(2) Enurenernuko npoduarncarse BRCAL/2 reHa y OKBHPY peryjiaTOPHHX PErHoHa Kao

HITO j€ MPOMOTOp,
(3) AHanmu3a ceroBa mojaTtaka M3 jaBHO JOCTYIHHX 0a3a M KOMIapaiuja ca JOOUjeHUM
EKCIIEPUMEHTATHUM PE3YJITaTHMA.

[IpBu neo ucTpakuBama C€ CacTOjU M3 I'eHETHUYKE aHajIM3€ y30paka TKHBa Ha IPUCYCTBO
myTanuja y okBupy koampajyhmx pernona BRCAl m BRCAZ2 rena, kako Ou ce m3padyHaia
y4ecTaJoCT MyTalyja y nomynanuju koja je tectupana Ha MOPC-y. [IpBu neo nucepraruje
obyxBatuhe u renernuko tectupame 5S’UTR Hekomupajyhux permona y reHHMMa KOju ce
cMaTpajy BUCOKOPHU3MYHHUM Yy HAaCTaHKY KaHIlepa oBapujyma, onHocHo BRCAL, BRCA2, CDH1,
STK11, PALB2, PTEN u TP53.
Jlpyru neo ucTpaxkuBama Ha y30pLuMa je[He Ipyle MalHjeHTKHba Koje cy oOaBuie
reHeTnuko Tectupamwe Ha MOPC-y oOyxBara enureHeTMYKO NpO(UINCAEkE PEeryaaTopHUX
peruona rena (BRCAL, BRCA2), na npucycreo CpG mermnanuje, u To PCR wnm texHukama
HOBE TeHepallije CEeKBeHIMpama. 3aTuM, aHanu3a reicke ekcrpecuje BRCAL/2 rena myrem
kBantuTatuBHe RT-PCR y moarpynu oBHX y30paka ca JOBOJBHHM KBAJIUTETOM H30JI0OBaHE
PHK.
Tpehu neo wucTpaxuBama NpeAcTaBba 00paay 10OMjeHUX EKCHEpUMEHTAIHUX I0jlaTakKa,
BaJIMIalM]y JOOMjeHUX eKNEPUMEHTAIHUX pe3yTaTa Ha BEJIMKHUM CETOBHUMA JaBHO JOCTYITHHX
0a3a mojaraka, acolMjallldjy T€HEeTUYKHUX W ENUIreHeTHYKUX Joralhaja, Kopejamnujy TeHCKe
ekcripecuje ca ctarycom JJHK Metmnanuje u myranujama.



4. OCHOBHE XHIIOTE3e
OCHOBHE XUIIOTE3¢ UCTPAKHUBAKA Y OKBUPY OBE JUCEPTALIH]E CY:
e ['eHM OATOBOPHU 3a HACTAHAK KAPIMHOMA jajHMKA YTUIIAHH CYy M Kao TOCJEIUIa
XUTIEPMETHUIIAIN]E€ Y OKBUPY PETYJIATOPHUX PETHOHA.
e Myranyje ¥ MeTWIALKje Yy OKBHpPY TI'€Ha YKJbYYCHHMX Yy HACTaHAK KaHlepa Ccy
Mel)yCOOHO UCKIbYUHBE.
e (OOpas3ai MeTHIAIIK]j€ MPEACTaB/ba MOTEHIIM]aTHU MapKep.

5. lIn/beBH UCTPAKUBaAHA

e VrBphuBame npucycTBa Myraiuja y okBupy koaupajyhux pernona BRCAL/2 rena ko
CIIOPAJIMYHUX CIIy4ajeBa KaplIMHOMA jajHHUKA.

e VrBphuBame mpHucycTBa MyTandja y HEKOAUpajyhuM pernoHnMa cKynma TreHa
VKJbYUCHUX Y Pa3B0Oj OBAPHjATHOT KapIIHHOMA .

e OppehuBame mabnona merunanyje y BRCA reanma meronom cexkBennupama mwin PCR
TEXHUKaMa.

e VrBphusame HuBoa ekcrpecruje BRCAL/2 rena y y3opuuma nanujeHTKUbA Koje 001yjy
0J1 KapIIMHOMA jajHUKa U KOpeTalyja ca CTaTyCOM METUJIallije U MyTalluja.

e Amnanuza jaBHO JOCTYNHHX 0a3a mojaTaka: Balujaluja JoOUjeHUX eKIEePUMEHTATHUX
pe3yiitaTta eKClpecHje Ha BEJIMKAM CETOBMMA, aHAJIM3a acolldjalldje TeHETHYKHX U
eNMUTeHeTUYKUX Joralhaja.

6. MaTepujaj u MeTo/le HCTPAKUBAHA

Mamepujan

Y muiby uWCTpakMBama KopHcTHhe ce y30puM TaldjeHTKHEha ca KapIHMHOMOM jajHUKa
nobujenu u3 napadunckux ysopaka (edr. Formalin Fixed Paraffine embedded-FFPE) koju cy
npukymybeHn Ha WHCTHTYTY 3a OHKONOTH]y U panuoiorujy CpOuje y OKBHpPY CTaHAapJHE
JIMjarHOCTUYKE MPOIEAype JAeTeKluje comarckux Myranuja y okBupy BRCAL/2 rena, 3a koje
Cy MalMjeHTKUbE MOoTnHcajde MHPOPMHUCAHU MpPUCTaHAK. 3a CBE IUIaHUpaHe Merone Ouhe
3aJI0BOJbEHH KPUTEPU]YMH JOBOJHHOT KBAJIUTETa M KBAHTUTETA Y30paKka 3a HUCXOJIHE aHAJIN3e
Y Ha OCHOBY TOTa OMTH M3abpaHa aHAIM3KUpaHa KOXOpTa OJ1 YKYITHE TPyIIe MalidjeHara 3a CBaKy
0]l eKCIIepMMEHTAJIHUX aHajM3a y OKBHUPY JOKTOpcke aucepranuje. Kao apyrum matepujain
Kopuctulie ce mojaany jaBHO moctymHux 0a3za Gene expression omnibus (GEO), cBioPortal u
The Cancer Genome Atlas (TCGA) koje caapxe TMoOJaTKe CEKBEHIMpama T'eHOMa H/UIIN
TPaHCKPUNTOMAa  BeJIMKOr  Opoja  y30paka  Tymopa ca  KIMHAYKO-TIATOJOIIKHM
KapaKTepUCTUKaMa M JpyTe MoAaTKe BaXKHE 32 OBY CTYIH]Y.

Memooonozuja

(1) PHK u JHK he ce n3onoBatu u3 rceyaka napapuHCKHX y30paka KopHiihemeM ceToBa
3a u3onanujy npoussohaua QlAgene (Ql1Aamp DNA FFPE Tissue Kit u RNeasy FFPE
Kit), nim oarosapajyhum.

(2) Konnentpanuja u kBaaureT wu3onoBaHe PHK wmepuhie ce na Bio Spec Nano
ciektpodoromerpy (Shimadzu corporation, Japan), nok he ce konuentpanuja JHK
onpenutn y3 momoh Qubit dSDNA BR eceja.

(3) Meronom peBep3He TpaHckpumuuje U ynorpebom crenmpuune SYBR Green xemuje,
ammudukoBahe ce cekBerre m3onoBane PHK u oapenutu HUBO ekcripecuje reHa,
NPUMEHOM JIaHYaHE peakiiyje MOJMMepa3e y peaJHoOM BpeMeHy, ogHocHo Real Time
quantitative (RT-PCR).

(4) AHK wmarepujan ouhe xopumtheH 3a reHeTHYKO popUIINCcame Y OKBUPY Koaupajyhux u
Hekoaupajyhux (peryaaTopHHX) perdoHa I'eHa, METOJOM ceKBeHImpama Ha MiSeq



amapary ynotpebom lllumina texnomoruje. Ilpodun wmyrammja y xomupajyhum
pernonnma BRCA rena onpehuBahe ce mo ycTambeHOM MPHUHIUITY KOJU CE€ U3BOAM Y
OKBUPY [JHjarHOCTUYKOI TECTHpama Ha ojeJbery EKCrepuMeHTaaHe OHKOJIOTH]je
NOPC-a, xopucrehu AmplySeq for Illumina BRCA Panel, PCR meroay mpumpeme
oubmmoteke, lllumina texHonorujy cuHTe3e CeKBeHIMpameM, Kopuiihemem MiSeq
Reagent Kit-a 3a 300 muxiyca. O6pana no0ujeHMx mojaTtaka oOaBjba ce y3 momoh
codreepa SophiaDDM, 3a unjy ynotpedy MOPC uma nuiieHIly, Wik MaHyEeITHO.

(5) IHK he ce, Takohe, KOpHCTUTH 3a oipehuBame mpoduia MeTHIaldja TEXHUKOM
METHJIAIMOHO cnenuduyHe peakiuje monumepusaije (eur. Methylation specific PCR-
MSP) uiu MeTOI0M CEeKBEHIIMpam-a HOBE reHepaivje Ha MiSeq anmapary.

(6) O6pana pesyarara npoduiia METUIAIMja HAKOH CEKBEHIMpama o0aBuhe ce y3 momoh
HEKUX of OecruiatHux codrBepa, kao mro je Galaxy (wam oarosapajyhu) wiu
MaHYeJITHO.

(7) Kousepsuje ITHK Oucyndurom obasuhe ce xopuinhemeM KOMEPIHMjalHHX CETOBA 3a
kouBep3njy (ZYMO RESEARCH Lightning/Direct kit).

(8) 3a nu3aju npajmepa u wuxoBy In Sillico ananusy, 3a cBe ekcrniepuMenTte kopuctuhe ce
JaBHO JIOCTYITHU, OECIUTATHU CajTOBH:

a. 3a aM3ajH mpajMepa 3a metunanuono cnenududan PCR kopuctuhe ce cajroBu
MethPrimer u MethPrimer2.0

b. 3a nmu3aju mpajmepa 3a reHerndko mpoduucame 5’UTR Hekoaupajyhux
peruona kopuctuhe cajt Primer3Plus

C. 3a MpOHAJAXKEHE MpajeMepa 3a CKCIPECHOHE aHanu3e KopucTuhe ce cajt ca
aucToM BepudukoBanux npajmepa PrimerBank

d. 3a nu3aju mpajmepa 3a peakije OMCYIGUTHOT CEKBEHIIMpamba reHa KopucTuhe
ce cajt BiSearch, kao u mporpam SnapGene, uuja ce Bep3uja SnapGene-Viewer
MOYKe OECIUIaTHO HHCTAIMPATH U KOPHUCTUTH

€. 3a aHanmM3y J00WjeHuX TpajMepa kKopuctuhe ce HEKu oj clienehux jaBHO
nocrymaux Web amatku: BiSearch Primer Design and tool, IDT Oligo Analyzer
Tool

(9) OnroBapajyhim ceToBH jaBHO JOCTYymHHX 0Oa3a mojaTaka he Oute onabpaHu 3a
O6nonH(pOpMaTHUKy aHAIU3y NpU yemy he OUTH MCIUTaHA Be3a FEHCKE EKCIIpecHje ca
KITMHUYKO-TIATOJIONIKUM TIapaMeTprMa U BpEMEHOM TPEKUBIbABAbA.

(10) Crartuctuuke aHanuse paauhe ce IPUMEHOM OJroBapajyhnx cTaTHCTHYKUX TECTOBA Y3

nomoh online anarku nnm y oaroeapajyhum mporpamuma (R, GrphPad Prism).

a. 3a oxHOC MyTaluja v npoduiia MeTuiIalrja Kopuctuhe ce TECTOBU acolujaluje:
Fisher exact test, Chi-squared test, Proportion test umu oaroeapajyhu

b. 3a mopeheme HuBoa excrpecrje BRCA reHa y oJHOCY Ha MYTAallMOHU CTaTyC
kopuctuhe ce oaroapajyhu napamMeTpujcku UM HETapaMeTpUjCKU TECTOBU: |-
test, ANOVA wu oarosapajyhu

Cc. 3a oxapehuBame yTUllaja MyTalMja, OJHOCHO XHUIEepMeTWiIaluje, Ha
MIPEKUBJbaBamke (YKYITHO U NMPEXHUBIbaBamk-E 10 Mporpecuje 0osectu) kopuctuhe
ce Kaplan-Meier u Cox regression test
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