NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA

UNIVERZITETA U BEOGRADU

Na sednici Nau¢nog veca Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrzanoj dana 28.04.

2016. godine, broj 5940/4 imenovana je komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije pod
naslovom:

»Znacaj serumske izoforme prostata specificnog antigena i njegovih derivata u ranom
otkrivanju karcinoma prostate”

kandidata mr sci. dr lvana Vukoviéa, zaposlenog na Uroloskoj klinici u Beogradu, KCS, kao
lekar specijalista urologije. Mentor je Prof. dr Aleksandar V uksanovic.

Komisija za ocenu zavrsene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:

1. Prof. dr Miroslav Bordevi¢, vanredni profesor, Univezitetska de¢ja klinika, Medicinskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu

2. Doc. dr Nebojsa Bojani¢, docent, Uroloska Kklinika KCS, Medicinskog fakulteta
Univerziteta u Beogradu

3. Prof. dr Sava Mici¢, redovni profesor u penziji, Medicinskog fakulteta Univerziteta u
Beogradu.

Na osnovu analize prilozene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrsene doktorske
disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta sledeci



IZVESTAJ

A) Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacija mr sci. dr Ivana Vukovica napisana je na 111 stranai podeljena
je na sledeca poglavlja: uvod, ciljevi rada, ispitanici i metode, rezultati, diskusija, zakljucci i
literatura. U disertaciji se nalazi ukupno 19 grafikona, 27 tabela i 4 slika. Doktorska
disertacija sadrzi sazetak na srpskom i engleskom jeziku, biografiju kandidata i podatke o
komisiji.

U uvodnom poglavlju o karcinomu prostate prikazani su medunarodni i nacionalni
epidemioloski podaci, faktori rizika za karcinom prostate i predstavljena je klasifikacija
karcinoma prostate. Posebno je naglasen znaCaj rane detekcije karcinoma prostate u
savremenom svetu, ai i problematika proistekla iz nastojanja da se karcinom prostate otkrije

u ranoj fazi bolesti.

Zatim, izlozeni su dijagnosticki kriterijumi, gde je pored PSA testiranja, poseban
osvrt dat na transrektalnu ultrasonogafiju kao i na tehnike biopsije prostate. Predstavljene su

indikacije zainicijalnu i ponavljenje biopsije, kao i komplikacije koje prate ovu procedurul.

Detaljno je prikazana sinteza i hemijska struktura prostata specificnog antigena (PSA),
njegovih izoformi i derivata, kao i koncept bioloske uloge prostata specificnog antigena.
Posebno je analiziran problem nedostatka specificnosti PSA i njegove nedovoljne
senzitivnost, kao i faktori koji mogu da dovedu do promena vrednosti PSA u serumu,

dovodeci na taj nacin do velikog broja lazno pozitivnih i lazno negativnih rezultata.

Posebno su razmatrani derivati PSA (PSA gustina - PSAD, dinamika rasta PSA u
funkciji vremena - PSAV i udvostrucenje bazi¢ne vrednosti PSA tokom vremena) uvedeni u
pokuSaju povecanja specificnosti PSA i praCenja efekta terapije. NaroCito je analiziran
procentualni odnost slobodnog prema ukupnom PSA (%fPSA) koji se do tada pokazao kao

jedini derivat koji je mogao da poveca sposobnost PSA u detekciji karcinoma prostate.



Opisane su i analizirane najvaznije studije koje su se bavile ovom problematikom. Sa
daljim razvojem biomarkera, odnosno identifikacijom razliitih izoformi slobodnog PSA,
takode su prikazane najznacCajnije studije koje su ispitivale njihov kliniCki znacCaj u detekciji
karcinoma prostate kao i njegovih agresivnih formi.

Ciljevi rada su precizno definisani. Sastoje se u analizi senzitivnosti, specificnosti,
kao i pozitivne i negativne prediktivne vrednosti novog biohemijskog markera p2PSA i
njegovih derivata Phi i %p2PSA u detekciji karcinoma prostate kod pacijenata sa serumskim
vrednostima PSA 2-10 ng/mL. Dalji cilj istrazivanja bio je utvrdivanje prediktivnog znacaja
p2PSA i njegovih derivata, %p2PSA i Phi, u proceni agresivne forme karcinoma prostate
(Gleason skor = 7). Poseban cilj istraZzivanja je bio procena znacaja vrednosti Phi = 55 u

otkrivanju agresivne forme karcinoma prostate (Gleason skor > 7).

U poglavlju I'spitanici i metode jasno je navedeno je da su analize radene na Klinici
za urologiju KCS, Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Sve eksperimentalne
procedure su odobrene od Etickog komiteta M edicinskog fakulteta u Beogradu i sprovedene u
skladu sa etickim principima i smernicama. Opisana je detaljno laboratorijska metodologija
odredivanja PSA, fPSA, %fPSA, p2PSA i njegovih derivata Phi i %p2PSA. Koriséena je
savremena biopsijska tehnika, transrektalno ultrazvucno vodena, sa ciljem uzimanja 12, i po

potrebi viSe iseCaka tkiva prostate, premajasno formulisanom protokolu.

Svi rezultati su predstavljeni tabelarno i graficki. Od analitiCkih statistickin metoda
korisceni su testovi razlike i analiza povezanosti. Za analizu kontinuiranih vrednosti korisceni
su statisticki parametarski testovi, a za dihotomne i nehomogene podatke statisticki
neparametarski testovi. ROC analiza koriS¢ena je za ispitivanje diskriminacione moci

ispitivanih parametara i izraCunavanje potencijalnih granicnih vrednosti.
U poglavlju Rezultati detaljno su opisani i jasno predstavljeni svi dobijeni rezultati.
Rezultati istraZzivanja su prikazani pomocu 4 dlike, 19 grafikona i 27 tabela, i grupisani u

nekoliko celina

Prvu celinu Cine rezultati analize demografskih podataka i analiza zastupljenosti

karcinoma prostate i ostalih oboljenja prostate kod ispitanika. Drugu celinu Cine rezultati



odredivanja vrednosti PSA i njegovih derivata i Glison skora. TreCu celinu Cine rezultati
analize PSA, tPSA, fPSA, %fPSA, p2PSA, %p2PSA i Phi kao markera za karcinom prostate.
Takode, prikazane su grani¢ne vrednosti za mogucu kliniCku primenu PSA, tPSA, fPSA,
%fPSA, p2PSA, %p2PSA i Phi u detekciji karcinoma prostate. Cetvrta celina se bavi
anaizom nezavisnih prediktora u detekciji karcinoma prostate. Peta celina se bavi
predikcijom agresivnih formi karcinoma prostate, u odnosu na starost ispitanika, vrednosti

PSA i njegovih derivata.

Diskusija je napisana jasno i pregledno, sa poredenjem podataka drugih istrazivanja i
dobijenih rezultata doktorske disertacije, uz uporedni pregled literature. Diskusija je podeljena
na devet celina: epidemiolodka, PSA, fPSA %fPSA, p2PSA, %p2PSA, Phi, identifikacija
nezavisnih prognostickih faktora karcinoma prostate i prediktori agresivnih formi karcinoma
prostate GS>7. Na osnovu toga, kandidat je izneo svoje hipoteze i zakljuCke koji su znacajni
za uvodenje novih biohemijskih markera u rutinsku uroloSku praksu za detekciju karcinoma

prostate, a naroCito njegove agresivne forme.

U poglavlju ZakljuCak, kandidat je iz svojih rezultata izveo jasne i nedvosmisiene

zakljucke:

1. Prosecna vrednost fPSA bilaje znaCajno niza kod pacijenata sa karcinomom prostate
u odnosu na grupu pacijenata bez ovog oboljenja. Takode, rezultati ROC anadlize
pokazali su vise prelomnih taCaka u zavisnosti od Zeljene senzitivnosti i specificnosti.
Prelomna tacka za vrednost 1,035, pri kojoj je senzitivnost analize (Sn) iznosila
60,9%, a specifiCnost (Sp) 81,5%, pozitivna prediktivna vrednost (PPV) iznosila je
75%, a negativna prediktivna vrednost (NPV) 67,5%.

2. ProseCna vrednost %fPSA bila je znaCajno niZza u posmatranoj grupi bolesnika sa
karcinomom prostate. Rezultati ROC analize pokazali su vise prelomnih taCaka. Pri
najboljem odnosu Sn (68,8) i Sp (64,6%) granicna vrednost iznosila je 16,050. Pri Sn
od 90% i Sp 40%, graniCna vrednost bila je 11,4%, aPPV 59,85% i NPV 81,3%.

3. Kao najbolji marker u izvedenoj studiji pokazao se %p2PSA Cije je prosecna vrednost

bila znaCajno vi$a u grupi pacijenata sa malignim oboljenjem prostate. Rezultati ROC



analize pokazali su tri znaCajne prelomne taCke: za vrednost 1,245, PPV iznosila je
58,4%, a NPV 78,6%, pri Sn 90,8% i Sp 34,4%; za vrednost 1,673, PPV iznosila je
68,1%, dok je NPV bila 71,9%, pri Sn75,4% i Sp 64,1%. Za prelomnu tacku 2,368,
PPV iznosilaje 82,4%, aNPV 61,1%, pri Sn 43,1% i Sp 90,6%.

Medusobni matematiCki odnos tri ispitivana markera PSA, fPSA i p2PSA, odnosno
PHI, pokazao je znaCajno viSe proseCne vrednosti kod pacijenata sa karcinomom
prostate u odnosu na pacijente sa benignim bolestima prostate. Rezultati ROC analize
pokazali su viSe prelomnih taCaka: vrednost 47,045, za koju je Sn 54,7%, a Sp 75%;
vrednost 41,670, za koju je Sn 64,1%, a Sp 62,5%; i vrednost 35,655, za koju je Sn
78,1%, a Sp 50,0%. Rezultati analize su takode ukazali i na potencijalne vrednosti uz
koje bi se identifikovale i odgovarajuce prediktivne vrednosti ovog markera: za
vrednost Phi 27,480, PPV iznosi 55,2%, dok je NPV 73,9%, dok je za prelomnu tacku
Phi 41,670, PPV iznosi 63,1%, dok je NPV 63,55. Za prelomnu tacku Phi 61,015,
PPV iznos 75,0%, aNPV iznos 55,8%.

. Analiza prediktivnosti prisustva karcinoma prostate pokazala je da su fPSA, %fPSA,
%p2PSA i Phi, imali znaCajnu prognosticku vrednost.

Kod anadiziranih pacijenata sa karcinomom prostate podeljenih u grupe prema
vrednostima Phi, registovan je trend porasta broja pacijenata u odnosu na rastuce
vrednosti Phi. Skoro dve treéine pacijenata (70,6%) sa karcinomom prostate, imalo je
vrednosti Phi =55, nasuprot 29,4% pacijenata sa vrednostima Phi < 25.

U grupama pacijenata sa karcinomom prostate formiranih na osnovu vrednosti Glison
skora (GS < 7 i GS =7) registrovana je znaCajna razlika u vrednostima %p2PSA.
Odnosno, jedino se na osnovu ovog markera moze napraviti diskriminacija pacijenata
sa kliniCki nesignifikantnim karcinomom i njegovom agresivnom formom. ROC
analizom odredene su tri prelomne tacke pri Zeljenoj senzitivnosti i specificnosti. Za
Sp 92% i Sn 20% prelomna tacka iznosi 1,356; za Sp 56% i Sn 20% prelomna tacka je
2,459; i za Sp 32% i Sn 90% prelomna tacka iznosi 3,076.

Rezultati univarijantne regresione analize pokazali su da su jedino vrednosti %p2PSA

bile znaCajan prediktor karcinoma prostate Ciji je Glison skor > 7.



Kori$¢ena literatura sadrzi spisak od 238 referenci.

B) Kratak opis postignutih rezultata

Ovo istrazivanje je pokazalo da postoje moguénosti za napredak na polju biohemijskih
markera za ranu detekciju karcinoma prostate. Koris¢enjem serumskih izoformi, p2PSA i
njegovih derivata, %p2PSA i Phi, povecana je specificnost u detekciji karcinoma prostate u
odnosu na do sada koris¢ene testove, serumski PSA i procenat slobodnog PSA.

Ispitivana populacija je obuhvatila 129 pacijenata, proseCne starosti 64,6 godina.
Pacijenti su, u odnosu na dobijeni patohistoloski nalaz, podeljeni u dve grupe - grupu sa

karcinomom prostate (50,4%) i grupu sa nemalignim oboljenjima prostate (49,6%).

Od ukupnog broja analiziranih pacijenata sa karcinomom prostate, 61,5% imalo je
Glison skor < 6, dok je 38,5% imalo Glison skor = 7.

Vrednost serumskog PSA su bile prosetno nize kod pacijenata sa karcinomom
prostate, Sto dodatno potencira problem detekcije karcinoma prostate u takozvanoj sivoj zoni,
odnosno pri vrednostima PSA ispod 10 ng/mL, gde se Cesto prepliéu benigna i maligna stanja
prostate.

Vrednosti fPSA i %fPSA bile su znaCajno niZe kod pacijenata sa karcinomom, $to je
u skladu sa oCekivanjima. Vrednosti novog ispitivanog markera, odnosno serumske izoforme
PSA, p2PSA, su bile slicne u obe ispitivanje grupe, bez statistiCke znaCajnosti. Procentualni
odnos p2PSA prema slobodnom PSA (%p2PSA) bio je znaCajno visi kod pacijenata sa
karcinomom prostate, kao i Phi, koji je predstavljen matematickim odnosom tri markera:
PSA, fPSA i p2PSA.

Ispitivanje klinickog znaCaja ovih markera vrSeno je analizom povrsine ispod ROC
krive. Najvecu povrsinu ispod krive, od svih ispitanih markera, imao je %p2PSA (0,723), koji
se time pokazao kao superioran medu ispitivanim markerima, dok su iza njega, statisti¢ku
znaCajnost pokazali i fPSA (0,707), %PSA (0,693) i Phi (0,680). Pri zadatoj senzitivnosti od
90%, najvecu specificnost je imao %fPSA (40%), zatim %p2PSA (34,4%), dok je



specificnost Phi iznosila 26,6%. Najmanju specificnost pokazao je PSA, samo 9,2%, dok je

specificnost za p2PSA iznosila 13,4%.

Za sve ispitivane markere date su po tri granicne vrednosti, u zavisnosti od izabrane
specificnosti i senzitivnosti, koje bi se mogle Koristiti u rutinskoj uroloskoj praksi za

razlikovanje pacijenata sai bez karcinoma prostate.

Usmeravanjem istraZivanja u pravcu otkrivanja agresivnog kacinoma prostate (Glison
skor = 7), jedinu statisticku znaCajnost pokazao je i %p2PSA (AUC 0,673) dok je Phi (AUC
0,64) bio na granici konvencionalne znaCajnosti. Takode, i ovde su prikazane graniCne
vrednosti za Zeljenu senzitivnost i specificnost. Ostali ispitivani markeri (PSA, fPSA, %fPSA,
p2PSA) nisu bili znaCajni u razlikovanju nesignifikantnog i agresivnog oblika karcinoma

prostate.

Univarijantnim regresionim modelom, kao znaCajni prediktori karcinoma prostate,
pokazali su se fPSA, %fPSA, Phi i najznaCajniji %p2PSA. U predikciji agresivnog karcinoma

univarijantnim modelom, signifikantnim prediktorima pokazali su se Phi i %p2PSA.

Multivarijantna regresiona analiza uradena je da bi se otkrilo koja od kombinacija
biomarkera na najbolji moguci nacin predvida karcinom prostate, dodavanjem novih
ispitivanih markera (p2PSA,%p2PSA i Phi) u bazi¢ni model (PSA, fPSA, %fPSA). Pokazalo
se, da su modeli sa tri nova markera signifikantni prediktori karcinoma prostate, od kojih se

najboljim pokazao model koji je ukljuCivao %p2PSA.

Za detekciju agresivne forme karcinoma prostate, u multivarijantnoj logistickoj
regresinoj analizi, kao signifikantni prediktor pokazao se model sa %p2PSA, dok su modeli sa

p2PSA i Phi bili blizu konvencionalnog nivoa znacajnosti.

Takode, studija je ukazala na znaCajan trend porasta broja pacijenata sa karcinomom
prostate u odnosu na porast vrednosti Phi. Sa druge strane, sa porastom Phi primecen je trend
rasta broja pacijenata sa agresivnim oblikom karcinoma prostate, iako to nije statisticki

dokazano.



C) Uporedna analiza doktor ske disertacije sa rezultatimaiz literature

Rezultati sprovedenog istrazivanja ukazali su na performanse ispitivanih biomarkera u
detekciji karcinoma prostate, kao i njegove agresivne forme. U predikciji karcinoma prostate
kao najznacajniji markeri, sa najvecom povrsinom ispod ROC krive pokazali su se %p2PSA,
%fPSA i Phi. Prva studija u kojoj je procenjivana predikivna vrednost Phi i %p2PSA u
detekciji karcinoma prostate, pokazala je da su ovi markeri znatno bolji prediktori od
standardno koris¢enih markera PSA i %fPSA (Le i sar., 2010). IstraZivanje je pokazalo da su
vrednosti %p2PSA i Phi bili znaCajno viSe u posmatranoj grupi pacijenata sa karcinomom

prostate (Stephan Ci sar., 2013; Boegemanni sar., 2016).

Prethodno objavljene meta analize pokazale su slicne specificnosti ovog markera pri
senzitovnosti od 90% (Filellai Gimenez 2013; Wang i sar., 2014). Vrednosti prelomne tacke
koja bi se mogle koristiti u klinickoj praksi, za %p2PSA pri senzitivnosti od 90% bhila je
1,245% Sto je u korelaciji sa drugim studijama (Myakubo i sar., 2011). Znatno niZe granicne
vrednosti prijavili su drugi autori (Ito i sar., 2013, Ng i sar., CF). Prosecne vrednosti Phi bile
su veée u grupi pacijenata sa karcinomom prostate (Stephan i sar, 2013). Grani¢na vrednost
pri senzitivnosti 90% iznosila je 27,48%, S$to je veéa vrednost nego u drugim studijama
(Catalonai sar., 2001).

U skladu sa literaturnim podacima, ova studija je pokazala da su %p2PSA i Phi
znaCajni prediktori agresivnijih formi karcinoma (Guazzoni i sar, 2012, Heidegger i sar.,
2014, Folye i sar., 2016). Rezultati ovog istrazivanja su u saglasju sa rezultatima
sveobuhvatnog Lazzerijevog istraZzivanja (Lazzeri i sar, 2013). Nasuprot navedenoj studiji, u
ovoj studiji se uoCava da je znaCaj matematickog Phi modela manji, dok je %p2PSA pokazao

vecCi prediktivni potencijal.

Studija ukazuje da pri porastu vrednosti Phi znaCajno raste procenat pacijenata sa
detektovanim karcinomom prostate, a da pri vrednostima Phi ve¢im od 55, verovatnoca da
pacijent ima agresivnu formu karcinoma prostate povecava se za 3,4 puta, Sto je u saglasnosti
sa prethodnim studijama (Catalonai sar, 2011).



D) Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktor ske disertacije

1. Vukovicl, Djordjevic D, Bojanic N, Babic U, Soldatovic |. PREDICTIVE VALUE
OF [-2]proPSA (p2PSA) AND ITS DERIVATIVES FOR THE PROSTATE
CANCER DETECTION IN THE 2.0 TO 10.0 ng/ml PSA RANGE. International Braz
JUrol, 2016 (in press)

E) Zakljucak (obrazloZenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ,,Znacaj serumske izoforme prostata specificnog antigena i njegovih
derivata u ranom otkrivanju karcinoma prostate” Ivana Vukovica predstavlja originani
naucni doprinos u razumevanju neophodnosti uvodenja u klinicku upotrebu savremenih
biohemijskih markera za detekciju karcinoma prostate kao i mogucénost predikcije njegove
agresivne forme. Ispitivanje prediktivne vrednosti p2PSA i njegovih derivata u detekciji
karcinoma prostate muskaraca sa umereno povisenim vrednostima PSA 2-10ng/ml do sada
nije radeno u naSoj populaciji. Ovim ispitivanjem su pruzene informacije o granicnim
vrednostima ispitivanih biohemijskih markera koji sa zadovoljavajuim vrednostima
senzitivnosti i specificnosti mogu detektovali maligne promene u nasoj populaciji muskaraca
starijih od 50 godina. UcCinjen je pokuSaj da se identifikuje set prognostickih biohemijskih
markera (i njihovih medusobnih odnosa) koji ciljano ukazuju na rizicnu populaciju kojoj je
potrebna invazivnija dijagnosticka procedura (biopsija). Time bi se mogao smanjiti broj
nepotrebnih biopsija prostate i svih prateCih komplikacija koje prate ovakvu intervenciju, kao

i finansijskih troSkova same intervencije, patohistoloskog pregleda i primene antibiotika.

Upravo se u ovome nalazi konkretni i klinicki primenljiv naucni doprinos doktorske

disertacije dr Ivana Vukovica.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima naucnog istraZivanja.
Ciljevi su bili precizno definisani, naucni pristup je bio originalan i pazljivo izabran, a
metodologija rada je bila savremena. Rezultati su pregledno i sistematicno prikazani i

diskutovani, a iz njih su izvedeni odgovarajuci zakljucci.



Na osnovu svega navedenog, i imajuci u vidu dosadasSnji naucni rad kandidata,
komisija predlaze Nau¢nom veéu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati
doktorsku disertaciju mr sci. dr Ivana Vukovica i odobri njegovu javnu odbranu radi sticanja
akademske titule doktora medicinskih nauka.

U Beogradu, 31.05. 2016.
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