NAUCNOM VECU MEDICINSKOG FAKULTETA
UNIVERZITETA U BEOGRAD

Na sednici Naucnog veéa Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrZanoj dana
25.12.2014.godine, broj 4600/12, imenovana je komisija za ocenu zavrSene doktorske

disertacije pod naslovom:

»Znacaj odredivanja koncentracije osteopontina u plazmi kao pokazatelja prisustva

malignih tumorajajnika’

kandidata Prim mr sci ph Mirjane Milivojevi¢, specijaliste medicinske biohemije zaposiene
u Centru za medicinsku biohemiju, Klinickog centra Srbije. Mentor je Prof. dr Natasa

Petronijevic, komentor je Prof. dr Biljana Kastratovi¢-Kotlica.

Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:

1. Prof. dr Lidija Tasi¢, profesor Medicinskog fakulteta u Beogradu

2. Doc. dr Vesna Dragutinovic, docent Medicinskog fakulteta u Beogradu

3. Prof. dr Vladimir BoSkovic, profesor Medicinskog fakulteta u Beogradu, u penziji

Na osnovu analize priloZzene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrsene doktorske

disertacije jednoglasno podnosi Nau¢nom vecu Medicinskog fakultet



A)

IZVESTAJ

Prikaz sadrzaja doktorske disertacije

Doktorska disertacijamr sci ph Mirjane Milivojevi¢ napisana je na 137 stranai podeljenaje
na slede¢a poglavlja: uvod, ciljevi rada, materijal i metode, rezultati, diskusija, zakljucci i
literatura. U disertaciji se nalazi 40tabela i 27 grafikona. Doktorska disertacija sadrZi
sazetak na srpskom i engleskom jeziku, biografiju kandidata, podatke o komisiji i spisak

skraéenica koriSéenih u tekstu.

U uvodu su definisane neoplazme ovarijuma, nabrojane njihove klasifikacijei faktori rizika
za njihov nastanak. Opisani su dijagnosticki testovi i prognosticki modeli koji se danas
koriste u predikciji ovarijalnih kancera sa posebnim osvrtom na tumor markere. Detaljno su
opisana dosadasnja saznanja o fosfoglikoproteinu osteopontinu (OPN), njegova uloga u

fizioloskim i patoloskim procesima u organizmu.

OPN koji pripada familiji hemokina uCestvuje u brojnim inflamatornim i imunoloSkim
procesima, u vaskularnoj kalcifikaciji i restenozi, angiogenezi i remodeliranju koStanog
skeleta, formiranju dentina i dr. Ova protein, koji postoji u intracelularnoj i
ekstracelularnoj formi, igra krucijalnu ulogu u regulisanju tumorskih metastaza. Opisana je
sposobnost OPN-a da se veZze za CD44 — ERM receptore kao i za neke integrinske
receptore (avf1, ayPB3 i ayB5) Sto dovodi do aktivacije nishodnih signalnih puteva (Ras,
PI3k, Akt, MAPK i NF-kB i mTOR) koji vode ka promenama u tumorskim celijama :
invaziji u ekstracelularni matriks regulacijom matriks metaloproteinaza (MMP) i urokinaza
plazminogen aktivatora (UPAS), povecanoj migraciji i adheziji tumorskih Celija i inhibiciji
apoptoze i progresiji tumora. Detaljno je opisana njegova uloga u regulisanju celijskih

signala koji kontroliSu tumorsku progresiju i nastgjanje metastaza.



Ciljevi rada su precizno definisani. Sastoje se u ispitivanju znacaja odredivanja OPN-a u
predikciji epitelnih kancera ovarijuma. Ispitano je da li postoje uslovi da se OPN ispituje
kao marker ovarijalnih kancera:z da li postoji poviSena koncentracija ovog proteina u krvi
bolesnica sa ovarijalnim kancerom, da li postoji razlika u koncentraciji ovog proteina
izmedu ispitivanih grupa (grupe zdravih ispitanica, bolesnica sa benignim bolestima
ovarijuma i bolesnica sa epitelnim ovarijalnim karcinomima). Odredena je korelacija OPN-
a u grupi ispitivanih bolesnica prema histoloSkom tipu tumora, stadijumu tumorske bolesti,
histoloSkom i nuklearnom gradusu. Kao cilj rada navedeno je i ispitivanje KliniCke
efikasnosti OPN testa, njegove specifiCnosti, senzitivnosti, pozitivne i negativne
prediktivne vrednosti u detekciji benignih i malignih tumora ovarijuma. Odredene su i cut-
off vrednosti koje omogucavaju preciznu trijazu bolesnica sa cistama na jajniku i njihovo
adekvatno zbrinjavanje. OPN je uporeden sa jo$ Cetiri danas najCeSCe koriS¢ena tumor
markeraz CA125, HE4, CA19.9, CEA i sa ROMA indeksom. Ispitana je njegova
prognosticka uloga pra¢enjem bolesnica u periodu od 60 meseci i definisana u odnosu na
ishod bolesti.

U poglavlju Materijal i metode navedeno je da je ovaj rad uraden na Klinici za
Ginekologiji i akuSerstvo, KCS i u Centru za medicinsku biohemiju, KCS. Ispitivanje je
sprovedeno prema odlukama Etickog odbora Klinickog centra Srbije u Beogradu. Ispitanice
obuhvacene ovom studijom (n=157) podeljene su u tri grupe, pedantno su uzeli
anamnesticki 1 demografski podaci, podaci dobijeni UZ pregledom i izvadeni uzorci krvi za
laboratorijska ispitivanja. U serumu ispitanica CMIA tehnikom, odredene su osnovne
biohemijske analize i tumor markeri, a u plazmi ELISA tehnikom odredene su
koncentracije OPN. Detaljno je opisana metodologija odredivanja OPN-a ELISA testom u

plazmi pacijentkinja.
U poglavlju Rezultatidetaljno su opisani i jasno predstavljeni svi dobijeni rezultati.

Diskusija je napisana jasno i pregledno, uz prikaz podataka drugih istrazivanja sa
uporednim pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije.

Zakljuccisazeto prikazuju najvaznije nalaze koji su proistekli iz rezultata rada.



B)

Koris¢ena literatura sadrZi spisak od 210 referenci.

Kratak opis postignutih rezultata

Osteopontin kao marker transformacije epitelnih Celija i protein Cije se koncentracije u
plazmi povecavaju 4 do 10 puta u zavisnosti od stadijuma i vrste epitelnog ovarijalnog
tumora, moZe da pruZi korisne informacije klini¢aru o tipu prisutne adneksalne mase. Posle
odredivanja bazalnih nivoa OPN kod zdravih ispitanica, odredene su vrednosti OPN u grupi
bolesnica sa benignim bolestima jajnika i u grupi bolesnica sa epitelnim karcinomima.
Statisticki znaCajna razlika koja je dobijena izmedu ispitivanih grupa ukazuje da se OPN
moZe Koristiti u predikciji ove bolesti. Poredenjem vrednosti preoperativnog OPN kod
bolesnica sa malignim tumorima u odnosu na kontrolnu grupu dobijena je dijagnosticka
korisnost testa (AUC = 0.946), koja ukazuje da bolesnice sa EOC imaju 94,6 puta vecCu
Sansu nego zdrave ispitanice da imaju povisene vrednosti OPN-a. Izborom cut-off vrednosti
OPNa od 240ug/L, dobijenasenzitivnosttesta je 91,2%, a specificnost 78%5Sto sa ovakvim
svojstvima obezbeduje je moguénost blagovremenog zbrinjavanja bolesnica sa malignim
bolestima jainika. U predikciji benignih formi ovarijanih tumora OPN testom dobija se
niza specificnost (62,2%) i senzitivhost (88%) i za odabranu cut-off vrednost od
110ug/Lpostoji mogic¢nost da 37,8% rezultata bude lazno pozitivno. Kako se radi o
benignim formama bolesti koja neposredno ne ugrozavaju zivot ili znatno ne umanjuju
kvalitet zivota prihvatljiva je ova karakteristika markera. Jedan od najvaznijih kriterijuma u
ispitivanju performansi tumor markera je njegova sposobnost da odvoji benigne od
malignih bolesnica. Dijagnosticka snaga testa dobijana ROC anlizom za diferencijalnu
dijagnostiku bolesnica sa cistama jgjnika iznosila je 87,1% (AUC=0,871).Za bolesnice Cije
su vrednosti OPN iznadgrani¢nevrednosti od 340 pg/L, sasenzitivno$¢u od 80,7%, moZe se

tvrditi daje u pitanjumaligna forma tumoraepitel aovarijuma.

Ovako dobre perfomanse OPN-a kao markera podrzava i dokaz da koncentracija OPN-a u

krvi korelira sa napretkom bolesti.Rezultatidobijeni u naSemraduukazujunacinjenicu da se



C)

naosnovuvisinepreoperativnog OPN-a,bolesnicemogusvrstati u one kodkojih je bolest u
ranojfazikadasumogucnostileCenjabolje, i one kodkojih je bolestuznapredovalaikada je

leCenjeneizvesnije.

Poredenjem OPN sa tumor  markermakoji se  danasnajéeSCekoriste u
klinickojprakizapredikcijuovarijalninkancera (CA125 i HE4) nijedobijenaznacCajnarazlika.
ZnaCi da se primena bilo koga od nabrojenih markera, kao i ROMA indeksa, u
dijagnostickoj proceduri moze se smatrati jednako pouzdanom.

Udruzenimodredivanjem OPN sa CA125,ilisa HE4 povecava se dijagnostickasnaga OPN
testa, Stogovori u prilogpotrebeformiranjamarkerskihpanelau
ciljudobijanjaboljesenzitivnostiispecificnosti.

OPN injegovakliniCkaprimenadobijajunadijagnostickojkorisnostiuzlaboratorijskenalaze u
kojimasu CRP isedimentacijaeritrocitai stovremenoiznadreferentnihvrednosti, kada se OPN

moZe smatrati nezavisnim prognostickim faktorom.

Uporedna analiza doktor ske disertacije sa rezultatimaiz literature

Mali broj radova ispitivao je znaCaj odredivanja proteina OPN u predikciji ovarijalnih
kancera. Mnogo CeSce su odredivane osobine ovog markera kod drugih kancera; prostate,
dojke, jetreitd. U jednom od najpoznatijih radova (Kim i saradnici) prvi su opisali osobine
OPN-a kao dijagnostiCkog biomarkera u detekciji ovarijalnih kancera na vise nacina:
dokazali su da postoji pojaCana ekspresija DNK OPN-gena microarray tehnikom u
obolelom tkivu jginika, RT-PCR tehnikom povisen nivo mRNK OPN-gena u pojedinacnim
Celijskim kulturama kancera jajnika, histohemijskim bojenjem uzoraka tkiva jajnika i
potvrdili povezanost nivoa OPN-a u plazmi ELISA testom kod 144 bolesnice sa
postojanjem bolesti. Ovi rezultati su u skladu sa naSim rezultatima dobijenim primenom
istog ELISA testa.

U radu mr Milivojevic je dokazano da nivo OPN u
plazmikorelirasastadijumomtumorskebol esti. U
plazmibolesnicakojesuobuhvaceneovomstudijompostojistatistickiznaCajnarazlika u



nivoi maosteopontinakodbol esnicakojesu u ranim, pocetnimstadijumimabolesti (FIGO I-11)
ionihkojesu u uznapredovalimstadijumimabolesti (FIGO 11I-1V) p<0,01. SanaSim
rezultatima slazu se Coppola i saradnici. Oni su u svojim radovima potvrdili da pored
poviSenog nivoa OPN u tumorskom tkivu postoji i korelacija izmedu nivoa OPN-a i
stadijuma tumorske bolesti.Nakaeisaradnici, kaol Kim isaradnicisu precizirali da se svaki
FIGO stadijum moZe okarakterisati sa odgovaraju¢om koncentracijom OPN , p<0,05, ali su
takode dosli do zakljucka da povisen nivo OPN ne zavisi od histopatoloskog tipa kancera
janika.NasuprotovomeTiniakosisaradnici su misljenja da ni histoloski tip bolesti, ni

klinicki stadijum nisu u korelaciji sa koncentracijom OPN.

Poznato da OPN inhibira apoptozu i dovodi do aktivacije signalnih puteva u Celiji koji
povecavaju migraciju i adheziji tumorskih celija a time i progresiju tumora (Wai i saradnici,
Rangaswami i saradnici, Hiss i saradnici). Zato su mnoge studije pokazale znaCaj ovog
markera u pracenju bolesti i u pojavi racidiva (Brakora i saradnici,Nakaeisaradnici).
Takode je dokazano da se OPN mozeprimenitikaoneinvazivniskrining test u

ranojdijagnosticijerpoviSenekoncentracije OPN mogu da se odrede u urinu (Ye isaradnici).

Vecina autora smatra da senzitivnost koju ima OPN 81,3% (Nakaeisaradnici ) kada se
koristi samostalno, njega Cini slabijim u poredenju sa tumor markerom CA125 udetekciji
prisustva ovarijalnih kancera. U rezultatima ovog rada dobijena je identi¢na senzitivnost za
OPN, ali je sli¢an potencijal imao i CA125. Pacijenti sa zna¢ajno ve¢im vrednostima nivoa
OPN imaju losSiju prognozu i to su dokazali mnogi autori (Bao i saradnici), a to je u

saglasnosti sa rezultatima dobijenim u ovom radu.

D) Objavljeni radovi koji €ine deo doktorske disertacije

1. Milivojevi¢ M, Boskovic B, Atanackovic J, Mili¢evi¢ S, RaZi¢ S, Kastratovic Kotlica B.
Evaluation of osteopontin and CA125 in detection of epithelial ovarian carcinoma.

European Journal of gynaecological oncology (EJGO) 2013;1:83-85.



E) ZakljuCak (obrazlozenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ,,Znacaj odredivanja koncentracije osteopontina u plazmi kao
pokazatelja prisustva malignih tumora jajnika’” mr sci ph Mirjane Milivojevic
predstavlja originalan naucni doprinos u ispitivanju hemokina, fosfoglikoproteina
osteopontina u detekciji epitelnih tumora jginika. Ovim kliniCkim istraZzivanjem jasno je
dokazana dijagnostiCka korisnost ovog testa u predikciji benignih i malignih tumora
janikaKlincki znaCaj OPN markerau trijazi bolesnica sa ovarijalnim cistama posebno
dolazi do izrazaja kod mucinoznog histoloskog tipa epitelnih ovarijalnih kancera. Udruzen
sa drugim tumor markerima (CA125 ili HE4) OPN moZe da popravi njihovu osetljivost i
specificnost i zato ga treba ukljuciti u multimarkerske panele. OPN je dobar prediktivni
marker i najbolju prediktivnu vrednost na ishod bolesti imaju povisene vrednosti OPN-a
(>240 pg/L) i FIGO stadijum bolesti. Klinicka primena cut-offvrednosti OPN-a kao
markera maligniteta epitela ovarijuma dobija na dijagnostickoj korisnosti uz laboratorijski

nalaz u kome su CRP i sedimentacija eritrocitaistovremeno iznad referentnih vrednosti.

Ova doktorska disertacija uradena prema svim principima naucnog istrazivanja.Tema ovog
rada je aktuelna, ciljevi su precizno definisani, metodologija rada je bila savremena, a
dobijeni rezultati su pregledno i sistematski prikazani i diskutovani. Izvedeni zakljucci su
dragoceni jer pruzaju smernice za dalja istrazivanja ovog i drugih markera Cija je primena u
predikciji ovarijalnih kancera.Karcinom jajnika je najsmrtonosniji ginekoloski malignitet,
zato su istrazivanja posvecena identifikaciji dijagnostickih i prognostickih biomarkera raka
janika danas vrlo znaCajna. U eri personalizovane medicine kada se postojeCe terapije
Sirokog spektra menjaju individualnim pristupom ka ciljnim molekulama, izbor Iekova je

povezan sa novim saznanjima o markerima kancerajgnika.



Na osnovu svega navedenog, i imajuci u vidu dosadasnji naucni rad kandidata, komisija

predlaze Nau¢nom vecu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati

doktorsku disertaciju mr sci ph Mirjane Milivojevi¢ i odobri njenu javnu odbranu radi

sticanja akademske titule doktora medicinskih nauka.

U Beogradu, 13.3.2015.

Clanovi Komisije:

Prof. drLidijaTasic¢

Mentor

Prof. dr NatraSa Petronijevic¢

Doc. dr Vesna Dragutinovic¢

Prof. dr Vladimir BoSkovi¢

Komentor:

Prof. dr Biljana Kastratovi¢ Kotlica







