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POVZETEK

Rak prostate je med vsemi rakavimi obolenji pri moskih v svetu in Sloveniji na prvem
mestu. Kljub mnozi¢ni uporabi PSA v klini¢ni praksi Se vedno ni priporocil za uporabo kot
presejalni test za ugotavljanje raka prostate. Normalno je koncentracija celotnega PSA v
serumu nizka, referen¢na vrednost je < 4,0 pg/L (Hybritech standard) oz. < 3,1 ug/L
(WHO standard). Povisana vrednost celotnega PSA predstavlja sum na rak prostate, a
kljub temu zaradi slabe specificnosti analita klinicna diagnostika se vedno temelji na
digitorektalnem pregledu in patohistoloskem pregledu tkiva prostate. Namen magistrske
naloge je bil oceniti klini¢ni pomen dolo¢anja prekurzorja PSA [-2]proPSA (p2PSA) in
njegovih matemati¢nih izpeljank %p2PSA in PHI pri bolnikih z nizko plazemsko
koncentracijo celotnega PSA. V statisti¢no analizo smo vkljucili rezultate 103 vzorcev Krvi
moskih, ki so imeli koncentracijo tPSA v tako imenovani sivi coni med 2,0 in 10,0 pg/L.
Diagnoza raka prostate je bila potrjena z biopsijo in histolosko analizo tkiva pri 31
bolnikih. V prvem delu smo rezultate razdelili v dve skupini glede na izvide biopsije in
primerjali povprecne vrednosti testov med skupinama. Ugotovili smo, da so mediane
parametrov p2PSA, %p2PSA in PHI statisti¢no visje v skupini bolnikov s karcinomom
prostate. Za parameter %fPSA smo dobili statisticno niZjo mediano v skupini bolnikov z
rakom prostate. Pri testu tPSA statisticne razlike med skupinama ni bilo. Iz podatkov
kontrolne skupine smo izrac¢unali zgornje referencne meje %fPSA (7,87 %), p2PSA (19,81
ng/L), %p2PSA (3,04 %) in PHI (63,8), s pomocjo katerih Smo nato izra¢unali specifi¢nost
in obcutljivost tumorskih markerjev. V drugem delu smo izracunali povrSine pod ROC
krivuljami AUC. Za klini¢no najbolj uporaben test se je izkazal %p2PSA (AUC = 0,759, p
< 0.0001), PHI (AUC = 0,737, p < 0,0001) sledi p2PSA (AUC = 0,648, p = 0,07), %fPSA
(AUC =0,632, p =0,035) in tPSA (AUC = 0,580, p = 0,198). AUC nam daje verjetnost, da
bo metoda pravilno lo¢ila pozitivne od negativnih, v nasem primeru bolnike s rakom
prostate od zdravih. Relativno tveganje za rak prostate pri skupini moskih, ki so imeli PHI
> 55 je bilo 3,9- krat vi§je kot pri skupini, ki je imela PHI < 26,9. V zadnjem delu smo
ugotovili, da pri upostevanju »cut-off« vrednosti %p2PSA pri 90 % obcutljivosti, kot
merilo za odlocitev o izvedbi biopsije prostate, bi lahko znizali $tevilo nepotrebnih biopsij
za 11 % v primerjavi z uporabo %fPSA.

Na podlagi rezultatov lahko zaklju¢imo, da meritve p2PSA in njegovih derivatov %p2PSA
ter PHI lahko izboljsajo detekcijo raka prostate pri preiskovancih, ki imajo koncentracijo
tPSA od 2,0 do 10,0 pg/L, v primerjavi z uporabljenim testa %fPSA.

Klju¢ne besede: tumorski oznacevalec, p2PSA, %p2PSA, PHI, rak prostate, PSA.
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ABSTRACT

Of all malignant diseases occurring among men globally and in Slovenia, prostate cancer is
the most common. In spite of mass use of PSA testing in clinical practice,
recommendations for its application as a screening test for prostate cancer detection are
still lacking. The total PSA serum levels are normally low the cut off is < 4.0 ug/L
(Hybritech standard) or < 3.1 pg/L (WHO standard). Elevated total PSA levels represent
suspected prostate cancer, but in spite of this, due to the low specificity of PSA test,
clinical diagnostics is based on the digitorectal examination and the pathohistological
examination of prostate gland tissue. The purpose of this master's thesis was to assess the
clinical significance of determining the PSA precursor [-2]proPSA (p2PSA) and its
mathematical derivatives %p2PSA and PHI, in patients with low total PSA plasma levels.
The statistical analysis included the results for 103 blood samples from men having total
PSA levels in so-called "diagnostic gray zone", between 2.0 and 10.0 pg/L. The diagnosis
of prostate cancer was confirmed in 31 patients, by biopsy and histological tissue analysis.
In the first part of the study, the results were divided to two groups based on biopsy results.
We were found significant higher median values for p2PSA, %p2PSA and PHI in the
group of patients with prostate cancer. The median value of %fPSA was significantly
lower in group of patients with prostate cancer. Regarding the tPSA test, there was no
significant difference between the two groups. From control group data, we calculated the
upper reference limits for %fPSA (7.87%), p2PSA (19.81ng/L), %p2PSA (3.04 %) and
PHI (63,8) and with their use the specificity and sensitivity of tumour markers were then
obtained. In the second part of the study, the areas under the ROC curve AUC were
calculated The clinically most applicable test proved to be %p2PSA (AUC = 0.759, p <
0.0001) and PHI (AUC = 0.737, p < 0.0001) followed by p2PSA (AUC = 0.648, p = 0.07),
%fPSA (AUC = 0.632, p = 0.035) and tPSA (AUC = 0.580, p = 0.198). AUC represents
the ability of the test to discriminate malignant diseases from benign. The relative risk of
prostate cancer in a group of men having PHI > 55 was 3.9 times higher than in a group of
men having PHI < 26.9. In the last part of the study, it was found that taking into account
the %p2PSA cut-off value at 90% sensitivity for biopsy decision, the unnecessary biopsy
could be reduced by 11% compared to the use of the %fPSA at the same level of

sensitivity.

VI
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We conclude that p2PSA measurement and its derivatives %p2PSA and PHI improved
prostate cancer detection better then %fPSA test in patients with a PSA of 2,0 to 10,0 ug/L.

Key words: tumour marker, p2PSA, %p2PSA, PHI, prostate carcinoma, PSA.

VIl
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SEZNAM OKRAJSAV

ACT alfa 1 antikemotripsin

API alfa 1 proteazni inhibitor

A2M alfa 2 makroglobulin

AUC povrsina pod krivuljo (angl. area under the curve)
BHP benigna hiperplazija prostate

BPSA benigna oblika prostatno specifi¢nega antigena
cPSA vezani PSA (angl. complexed PSA)

DRP digitorektalni pregled prostate

EGTM (angl. European Group of Tumor Markers)

FDA Ameriska agencija za hrano in zdravila (angl. Food and Drug Administration)
fPSA prosti prostatno specifi¢ni antigen

IPSA neaktivni PSA (angl. intact PSA)

LH luteinizirajo¢i hormon

LHRH LH spros¢ujoc¢i hormon (angl. LH releasing hormon)
NACB (angl. National Academy of Clinical Biochemistry)
PCa karcinom prostate

PHI prostati¢ni indeks (angl. Prostate Health Index)

PSA prostatno specificni antigen

proPSA prostatno specificni proantigen

PSAD PSA gostota (angl. PSA density)

p2PSA izomerna oblika proencima PSA [-2]proPSA

PSAV PSA hitrost (angl. PSA velocity)

tPSA celotni PSA (angl. total PSA)

TO tumorski oznacevalec

TRUZ transrektalni ultrazvok

%p2PSA razmerje med koncentracijo p2PSA in fPSA

%fPSA razmerje med koncentracijo prostega PSA in celotnega PSA

Vil
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1. UVOD

Stevilo obolelih za rakom prostate se naglo poveéuje, kar vzbuja skrb in potrebo po
izbolj$anju rezultatov zdravljenja. UspeSna terapija je mogoca predvsem pri zgodnjem
odkrivanju bolezni. Serumski marker prostatno specificni antigen (PSA) je najbolj
raz§irjeni marker, ki se uporablja v praksi za zgodnje odkrivanje karcinoma prostate (PCa).
Zal je PSA test pogosto povisan tudi pri drugih bolezenskih stanjih prostate, kot so
prostatitis ali benigna hiperplazija prostate (BHP). Njegova specificnost je slabsa Se
posebej pri nizjih koncentracijah med 2 - 10 ug/L, kjer je z biopsijo diagnosticiranih 20 -
45 % PCa. Da bi izboljsali specifi¢nost so uvedli meritev prostega prostatno specificnega
antigena (fPSA) ter izraGun razmerja med prostim PSA in celotnim PSA (%fPSA).
Ugotovljene so bile razlicne molekulske oblike PSA, ki so znacilno povezana z BHP ali
rakom prostate. Te oblike PSA so encimsko neaktivne in jih delimo na prekurzorsko obliko
fPSA (proPSA), benigni PSA (BPSA) in neaktivni PSA (iPSA), slednja dva sta bolj
povezana z BHP. Prekurzorska oblika proPSA obstaja v ve¢ izomernih oblikah in so
poimenovane glede na dolzino ostankov aminokislinskega zaporedja. Prva izomerna oblika
je [-7]proPSA to obliko razcepi kalikrien 2 in tripsin, da dobimo aktivno molekulo PSA.
Nepopolne oblike, ki vsebujejo ostanke aminokislinskega zaporedja 5, 4 ali 2 lahko
detektiramo v serumu. Klini¢no so testirali vse izomerne oblike in kot najbolj obetavni

marker za ugotavljanje raka prostate se je izkazal [-2]proPSA (p2PSA).

V retrospektivnih $tudijah so dokazali, da lahko pri moskih s koncentracijo celotnega PSA
(tPSA) med 2 in 10 pg/L, s testom p2PSA bolj specificno razlikujemo skupine z rakom
prostate od BHP v primerjavi s testom %fPSA. VV Beckman Coulter Incorporated so razvili
matemati¢no formulo, ki zdruzuje tPSA, fPSA in p2PSA, t.i. prostati¢ni indeks »Beckman
Coulter Prostate health index« (PHI), ki je pokazala spodbudne rezultate v klini¢nih
raziskavah. V magistrski nalogi smo opravili studijo o moznostih uporabe p2PSA, izracuna
%p2PSA in PHI, za boljso diagnostiko raka prostate pri moskih, ki so v postopku biopsije
in digitalnega rektalnega pregleda prostate (DRP) v republiki Sloveniji in imajo vrednost

tPSA v tako imenovani sivi coni med 2,0 do 10,0 ug/L.
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1.1. ANATOMIJA PROSTATE

Prostata je kot kostanj velika Zleza z zunanjim izlo¢anjem, Ki ima tudi mnogo gladkega
Anatomijo in histologijo prostate je sodobnejse opisal McNeal, ki je razdelil prostato v tri
osnovne zlezne cone in fibromuskularno stromo (1).

- periferna cona vsebuje 70% prostatiénega tkiva in zajema posteriorni, lateralni in
apikalni del prostate.

- centralna cona vsebuje 25% Zleznega tkiva, ki je piramidaste oblike z bazo na vratu
mehurja in vrhom na veromontanumu.

- prehodna cona ima 5% Zleznega tkiva in se nahaja okoli uretre. S starostjo pride v tej
coni do hiperplazije in lahko zajema vecino prostati¢nega tkiva.

- anteriorna fibromuskularna stroma

Taka razdelitev prostate ima velik pomen pri anatomski opredelitvi najpogostejsih
patoloskih dogajanj. Poznavanje razdelitve po McNealu je klju¢na za postavitev diagnoze

pri pregledu z ultrazvokom ter transrektalni ultrazvo¢ni biopsiji prostate (1).

a Centralna cona \\ -
b Fibromuskulama stroma
¢ Prehodna cona
d Periferna cona
e Prehodna cona

Ejakulacijski kanal

Slika 1: Anatomija in cone prostate (2).

Priblizno 70 % raka na prostati se razvije v perifernem delu prostate. Nasprotno se v
centralnem delu rak skoraj ne pojavlja (le 5 % primerov). 25% raka prostate, pa se razvije

v prehodni coni, kjer v starosti pride do benigne hiperplazije prostate (3).
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1.2. BOLEZENSKA STANJA PROSTATE

Atrofija
Atrofija pogosto prizadene periferni del prostate, osrednji in prehodni del sta ob¢asno

prizadeta (4).

Prostatitis

Vnetje prostate ali prostatitis ja lahko kroni¢no ali akutno, bakterijsko ali ne-bakterijsko.
Pri akutnem prostatitisu je znacilen nepricakovan zacetek bolezni S povisano telesno
temperaturo, pojavlja se disurija, hematurija in pogosto uriniranje. Tako vnetje lahko
povzro¢i povecano izloCanje PSA v plazmo, ki obicajno traja do Sest tednov (4).
Povzroditelji akutnega prostatitisa so obicajno po Gramu negativne bakterije ali
Staphylococcus aureus, ki je Gram pozitivna bakterije. Za ne-bakterijski prostatitis je
znacilna prisotnost znakov prostatitisa s Stevilnimi levkociti v eksprimatu prostate, kultura

seCa pa je negativna (5).

Benigna hipertrofija prostate (BHP)

BHP je dolgotrajna, ne-maligna napredujoca bolezen, Kjer je znacilno pove€ana prostata,
obstrukcija pretoka seca in subjektivne tezave z mokrenjem. Ne-zdravljenje lahko privede
do akutnega zastoja seCa ali pa je potreben operacijski poseg. Pomembna dejavnika
tveganja sta staranje in hormonsko neravnovesje. BHP se najpogosteje razvije iz prehodne

cone. To je rasto¢i adenom (6).

Rak oziroma karcinom prostate

Epidemiologija raka prostate.

Obolevnost in umrljivost za rakom prostate sta po svetu zelo razli¢ni. Tri Cetrtine novih
primerov je iz ekonomsko razvitejsih podrocij. V Evropski zvezi je bila leta 2012 ocenjena
incidenca raka prostate najvecja v Skandinaviji, Franciji, najnizja pa v vzhodni Evropi.
Rak prostate je najpogostejsi rak pri moskih v Sloveniji in svetu. V Sloveniji je bila v
obdobju med 2006-2010 povpre¢na incidenca raka prostate 1171, kar predstavlja 21,5 %
med vsemi raki pri moskih, Stevilo smrti v enem letu 352. Povprec¢na groba inciden¢na

stopnja raka prostate pa 117/100000 moskih. Groba in starostno standardizirana inciden¢na
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stopnja se v zadnjih 10 letih povecujeta, groba v povpre¢ju za 7,6 %, starostno
standardizirana pa v povprecju za 5,6% Vv obdobju zadnjih 10 let (7).
Karcinom prostate se klinicno pojavi v S§tirih oblikah. Incidenéni karcinom, kliniéni

karcinom, latentni karcinom in okultni karcinom (8).

MOSKI ZENSKE
Prestata Diojka
Kofa, razen melanama Kaza, razen melanoma
Drebreds dreva in danka Diebels dreva in danka
Pljut: Fljuda
Glava in wrat fatarnicng telo
Zelodec KaZa, melanom
KaZa, melanar Zelndec
Mehur rebudna slinavka
Ledvica 2 ledvitnim mehom Me-Hodgkinawi limfom
Trebiasina slinavka lajtnik
Oistalo [

% 5 2 15 1" 10 1 I ; %

Slika 2: Najpogostejsa mesta raka po spolu v Sloveniji 2011 (7).

1.3. BOLEZENSKI ZNAKI RAKA PROSTATE

1.3.1. Najpogostejsi simptomi

Bolezen se v veé kot 80 % primerih kaze kot asimptomatska. V zgodnji fazi simptome raka
prostate spremljajo simptomi benigne hiperplazije prostate (pogosto uriniranje, slaboten ali
prekinjen tok urina, bolecina ali peko¢ ob¢utek med uriniranjem ter krvav sec). Nobeden
izmed teh simptomov ni znacilen samo za rak prostate, ampak se lahko pojavijo tudi pri
moskih, ki imajo benigno bolezen, kot je primer BHP. Simptomi v povezavi z urinom so
lahko tudi posledica okuzb ali drugih uroloskih tezav. V primeru, da se je rak razsiril izven
Zleze v sosednje ali oddaljene organe se lahko pojavijo: bole¢ine v presredku, motnje vV
izlo¢anju blata, motnje ejakulacije, bole¢ine v kosteh, hrbtenici, bokih, stegnih, ramenih ali
drugih kosteh, splosna oslabelost z izgubo telesne teze in $e drugi simptomi. Nobeden od

teh simptomov ni znacilen samo za rak prostate (9).
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1.4. PRESEJANJE IN DIAGNOSTIKA RAKA PROSTATE

1.4.1. Presejanje

Presejanje je pregled asimptomatskih oseb z zveanim tveganjem za neko bolezen. Cilj
presejanja je zmanjSati smrtnost zaradi raka prostate in zvecati kakovost zivljenja. Za
aktivno iskanje raka je smiselno, ¢e so zagotovljeni slede¢i pogoji:

- daimamo zanesljiv test za zgodnje odkrivanje raka,

- da poznamo ucinkovito in varno zdravljenje,

- da odkrivanje in zdravljenje zmanjSuje obolevnost in smrtnost zaradi te bolezni.

V Sloveniji trenutno ne izvajamo programa za presejanje raka prostate. Nekatere drzave za
presejanje raka prostate uporabljajo digitorektalni pregled prostate in meritev tPSA. Leta
2009 so bile zaklju¢ene dve randomizirane raziskave, Ki SO proucevale ucinke presejanja
raka prostate s testom PSA. ERSPC (European Randomized Study of Screenig for Prostate
Cancer), ki so potekala v nekaterih evropskih drzavah, ter PLCO (Prostate, Lung,
Colerectal Ovarian), ki jo je izvajal US National Cancer Institute (ta se bo nadaljevala se
13 let). Avtorji za obe raziskavi omenjajo potrebo po nadaljnjih raziskavah, za oceno
kakovosti zivljenja, zdravljenje in umrljivost zaradi raka prostate. Glede na rezultate
preiskav ERSPC in PLCO je trenutni standard dolocitve PSA-ja v kombinaciji z DRP
neinvaziven in lahko dostopen, vendar ni idealen za zmanjSevanje umrljivosti. Bolj
pomembna bo ugotovitev razlike v kvaliteti zivljenja med razli¢nimi nacini zdravljenja

raka prostate (10).

1.4.2 Diagnostika raka prostate

Najpomembnejse metode za diagnostiko raka prostate so digitorektalni pregled prostate,
merjenje serumskega tPSA in transrektalni ultrazvoc¢ni pregled prostate (TRUZ). Za

dokonéno diagnozo sta vedno potrebni biopsija in histopatoloski pregled tkiva prostate.

Digitorektalni pregled prostate (DRP)
DRP prostate je Se vedno najpreprostejsi in najcenejsSi diagnosti¢ni poseg za odkrivanje

raka prostate. Vendar je omejen na subjektivno presojo in zazna samo tipljive tumorje. Ker
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incidenca raka prostate po 50. letu starosti raste, bi moral biti DRP prostate obvezen del

splos$nega klini¢nega pregleda (11).

Merjenje serumskega prostatno specifi¢nega antigena (PSA)

PSA je v serumu v prosti in vezani obliki. Bolniki z rakom prostate imajo vecjo
koncentracijo vezanega PSA (CPSA) in manjse razmerje med prostim PSA in celotni PSA
(%fPSA).

Transrektalni ultrazvok (TRUZ)
Zdravnik vstavi ultrazvo¢no sondo v rektum. Prostato pregleduje s pomocjo ultrazvoc¢nih
valov, ki se odbijajo od prostate. V primeru, da so tPSA ali DRP in TRUZ nenormalni,

lahko s pomocjo biopsije potrdimo diagnozo raka (11).

Biopsija

Transrektalna ultrazvo¢no vodena biopsija prostate je edini nacin za postavitev diagnoze
raka. Gre za odvzem biopti¢nega tkiva prostate za pregled pod mikroskopom. Uporabljajo
se razli¢ni vzorci punktata prostate. Tako lahko ugotovimo majhne netipne rake prostate,
hkrati pa lahko ocenimo volumen, lokalizacijo, ter gradus raka prostate. Indikacije
transrektalno ultrazvoéno vodene biopsije prostate so: sumljiv DRP, tPSA visji od 3 pug/L
in sumljiv izvid TRUZ (11). Kljub temu, da je transrektalna ultrazvo¢na vodena biopsija
prostate zelo izboljsala diagnostiko raka prostata, ima svoje pomanjkljivost. Incidenca
lazno negativnih biopsij je med 19 in 23 %. Zato jo moramo pri negativnem izvidu in

trajno zvecani koncentraciji tPSA ponoviti (12).

PatohistoloSke vrste rakov prostate

Patohistoloska diagnostika raka prostate temelji na vrednotenju anaplazije jeder tumorskih
celic, oceni invazije rase in spremembah Zleznega tkiva. Najvi§ji deleZ raka prostate
predstavlja adenokarcinom. To je oblika raka, ki se razvije v Zleznem tkivu prostate. Drugi
pomembni tip raka prostate je drobnoceli€ni anaplasticni rak prostate, slednji ve€inoma
prej razvije oddaljene zasevke in se razsiri po telesu. Glede na stopnjo diferenciacije

lo¢imo: dobro, zmerno, slabo diferenciran in nediferenciran rak prostate (13).
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1.4.3. Preiskave za ugotavljanje razsirjenosti in stadija raka prostate

- Racunalniska tomografija (CT).
- Scintigrafija in rentgensko slikanje okostja (SPECT).
- Slikanje z magnetno resonanco (MRI).

- Pozitronska emisijska tomografija (PET-CT).

Pravilna ugotovitev stadija raka prostate je izredno pomembna, ker je potencialno
ozdravljiv le rak, omejen na prostato. Pri dolocanju stadija uporabljamo metodo za
klasifikacijo, imenovana TNM. Ta metoda omogoca opisovanje osnovnega tumorja ter
obsega Siritve raka v druge dele telesa. Metoda TNM nam dolo¢a stadij raka glede na (13):
- velikost tumorja (T)

- zasevkov v bezgavkah (N)

- razsoja tumorja v ostale dele telesa metastaze (M)

Ne glede na vrsto raka prostate je potrebno dologiti tudi histopatolosko stopnjo anaplazije
0z. Gleasonov indeks-gradus (G). Na podlagi TNM in G klasifikacije opredelimo stadij
bolezni.

- Stadij I: Rak je odkrit le v prostati, tumor je omejen na polovico prostate. Rak ni zajel
lokalnih bezgavk ali oddaljenih organov. Rak stadija I vecinoma vsebuje dobro
diferencirane celice in naj bi rasel pocasi (T1a, NO, M0, G1).

- Stadij II: Rak raste v prostati, vendar ni dokazov, da se je rak razsiril izven prostate na
bezgavke ali oddaljene organe (T1-3, NO, MO, katerikoli G).

- Stadij III: Rak se je razsiril izven zunanje ovojnice prostate v bliznje tkivo. Lahko se je
razsiril tudi v seminalne vezikle (T3, NO, M0, katerikoli G).

- Stadij IV: Vsebuje katerikoli tumor, katerekoli stopnje malignosti (katerikoli G), ki se
je razsiril v druge dele telesa, kot so mehur ali rektum (T4, NO, M1); kosti, jetra, pljuca
(katerikoli T, NO, M1) ali lokalne bezgavke (katerikoli T, N1,MO0).

1.5. ZDRAVLJENJE KARCINOMA PROSTATE

Zdravljenje raka prostate je odvisno od velikosti in polozaja tumorja ter razSirjenosti

bolezni in sploSnega zdravstvenega stanja bolnika.
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- Aktivno opazovanje stanja bolnika zdravniki izberejo na podlagi bolnikovih okolis¢in
in tudi njegovih zelja, Se posebej ko bi z agresivnim zdravljenjem lahko naredili vec¢
Skode kot koristi. Uporabljajo ga predvsem upostevajo¢ bolnikovo pric¢akovano
zivljenjsko dobo in pridruzene bolezni (9).

- Kirursko zdravljenje z radikalno odstranitvijo prostate (radikalna prostatektomija),
pomeni Kirursko odstranitev prostate in bezgavk v obmocju medenice.

- Obsevanje lahko poteka od zunanje strani z zarki (teleradioterapija), ali notranje strani
(brahiradioterapija).

- Hormonsko zdravljenje lahko poteka z ustavitvijo nastajanja luteinizirajocega
hormona (LH) z analogi LHRH, odstranitvijo mod, zavretjem delovanja androgenov ali
zdravljenje s kortikosteroidi.

- Kemoterapija je uni¢evanje rakavih celic s pomocjo citostatikov (9).

1.6. TUMORSKI OZNACEVALCI

Danes je dolocanje tumorskih oznacevalcev (TO) za spremljanje dinamike maligne bolezni
uveljavljena onkoloska laboratorijska metoda. TO so zanesljivi predvsem pri spremljanju
dinamike zdravljenja in zgodnjem odkrivanju ponovitve bolezni. NajpomembnejSe
lastnosti idealnega TO so, da mora biti zelo specificen za dolo€eno vrsto tumorja, dolo€ljiv
v serumu vseh bolnikov z istim tipom tumorja, dolo¢ljiv na zacetku razvoja tumorja,
njegove serumske koncentracije, pa naj bi odrazale dinamiko rasti tumorske mase. Poleg
tega naj bi bile serumske koncentracije uporabne kot napovedni dejavnik poteka bolezni
pri bolnikih z dolo¢enim tipom tumorja. Ker so TO, ki jih danes uporabljamo pogosto v
telesnih tekoc¢inah zdravih ljudi ali bolnikov z nemaligimi boleznimi, opisujemo uporabno
vrednost TO za vrsto raka s pojmoma diagnosti¢na obcutljivost in specifi¢nost. Idealen TO
naj bi bil 100 % obcutljiv in specifi¢en, njegova referencna vrednost naj bi bila 0. Realno
je referen¢na vrednost postavljena tako, da dosezemo kompromis med obcutljivostjo in
specifi¢nostjo. Postaviti jo moramo tako, da imamo ¢im manj lazno negativnih in ¢im manj
lazno pozitivnih rezultatov. Za potrditev maligne bolezni pri bolnikih nas predvsem zanima
obcutljivost testa manj, pa specifi¢nost (14). Visoka obcutljivost je lastnost idealnega
presejalnega testa, testi z visoko specifi¢nostjo naj bi se uporabljali kot diagnosti¢ni test
(14).
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Graf 1: Prikaz vpliva mejne vrednosti na specifi¢nost in ob¢utljivost analita (14).

1.7. PROSTATNO SPECIFICNI ANTIGEN (PSA)

Prostatno specifi¢ni antigen (PSA) je prvi odkril Hara s sodelavci v semenski tekodini leta
1971. Ta protein seminalne teko¢ine so oznacili kot gama-seminoprotein. Wang je leta
1979 iz tkiva prostate izoliral tkivno specificno snov, ki so jo poimenovali prostatno
specifi¢ni antigen. Ker so bile ugotovljene pomembno visje koncentracije PSA v serumu
pri bolnikih z napredovanim rakom prostate, je preiskava postala uporabna v diagnosti¢ne
namene (15). Leta 1987 sta Papsidero in Stamey prva pricela klini¢no uporabljati PSA kot
tumorski oznacevalec pri ugotavljanju raka na prostati (16). PSA sintetizirajo celice
prostati¢nih acinusov in duktalnega epitelija. V lumen prostaticni duktusov se izlo¢a po
principu eksocitoze in nato postane sestavni del semenske tekocCine, kjer sluzi za njeno
utekocinjenje. V plazmo prehaja z difuzijo iz zleznih celic skozi epitelno bazalno
membrano in prostatiéno stromo, ter nato preide skozi kapilarno bazalno membrano v
krvni obtok (15). V letu 1994 je agencija FDA odobrila uporabo PSA testa za zgodnje

odkrivanje raka na prostati.
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1.7.1. Dolo¢anja PSA

Cilj dolo¢anja PSA je zgodnje prepoznavanje in zmanjSanje obolevnosti ter umrljivosti
zaradi raka prostate, ter spremljanje bolnikov pred in po zdravljenju PCa. Povisane
vrednost PSA so znalilna za tri najpogostejSe bolezni prostate: prostatitis, BHP in rak
prostate. Pred meritvijo PSA se moramo Seznaniti z bolnikovimi tezavami. Ker na nivo
PSA vplivajo razli¢ni dejavniki, kot so antibioti¢no zdravljenje prostatitisa, jemanje
zaviralcev 5-alfa reduktaze, kirurSka kastracija in kastracija z zdravili (jemanje LHRH
agonistov, antiandrogenov). Digitorektalni pregled nima vecjega vpliva na nivo PSA v
krvi, za razliko od biopsije prostate, ki povzroca znaten porast PSA, kar traja Se tri do Sest

tednov po biopsiji (17).

1.7.2. Biokemijske lastnosti PSA

PSA je glikoprotein iz skupine serinskih proteaz (EC 3.4.21.77) z molekulsko maso 34
kDa. Gen, ki kodira PSA molekulo, je lociran na kromosomu 19913.4. Transkripcijo PSA
gena pozitivno regulirajo androgeni receptorji. PSA molekula je sestavljena iz verige 237
aminokislin, ki ima 4 stranske verige sestavljene iz ogljikovih hidratov povezanih preko
aminokislin asparagin-serin-treonin-serin (18). PSA je poznan kot humani kalikrein hK3.
Vsi humani kalikreini, so podobne genetske strukture in se nahaja v razli¢nih tkivih, hK3
0z. PSA je visoko izraZzen v prostati, veliko manj v dojkah, $¢itnici, Zlezah slinavkah,
plju¢ih in sapniku. Druga mesta nastanka PSA, razen prostate normalno ne vplivajo na
koncentracijo PSA v krvi (19). V krvi je koncentracija PSA 10°-krat manjia kot v
semenski tekoc¢ini. Tudi hK2 se nahaja v epiteliju prostate in se uporablja v
imunohistokemiji za dolo€anje stopnje karcinoma in metastaz limfnih vozlov. PSA kroZi v
serumu Vv prosti in vezani oblik. Priblizno 60 % do 90 % molekul PSA, ki prehaja v plazmo
se veze v kompleks z zaviralci proteaz, opisujemo ga kot vezani »angl. complexed PSA«
(cPSA). Velika ve¢ina PSA molekul se po prehodu v krvni obtok ireverzibilno vezejo na
zaviralce proteaz o-1-antikemotripsin (ACT), v manj$i meri Se vezejo z o-2-
makroglobulinom (A2M) in a-1-proteazni inhibitor (API). Kompleks PSA-ACT izgubi
dolo¢ene epitope PSA molekul, vendar dolofeno Stevilo antigenskih epitopov ostane

razprostrtih inje tudi glavna oblika, ki jo z imunskimi tehnikami analiziramo v serumu. a-

10
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2-makroglobulin popolnoma veze PSA molekule, tako vezane PSA molekule na povrsini

kompleksa nimajo vec¢ razprostrtih PSA antigenski epitopov in ga z imunskimi tehnikami

ne moremo analizirati. Kljub 10°-krat ve&ji koncentraciji ACT kot PSA je manjsi del PSA

molekul v plazmi v nevezani obliki, ta predstavlja v povpreéju le 5% - 35% tPSA.

Dokazano je bilo, da imajo bolniki s karcinomom prostate ve¢jo koncentracijo tPSA v

serumu in nizjo vrednost %fPSA. Ugotovljeno je bilo, da rakave celice prostate izdelujejo

v ve¢jih koncentracijah poleg PSA tudi ACT. Sinteza ACT in prehajanje v zunajceli¢ni

prostor, bi bil lahko eden od moznih vzrokov poviSane koncentracije kompleksa PSA-ACT

in manj$ega razmerja %fPSA v plazmi pri bolnikih s PCa (19).
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Slika 3: Molekulske oblike PSA (20).

1.7.3. Endogeni in eksogeni vplivi na koncentracijo PSA v plazmi

PSA se izloca iz epitelnih celic malignega in normalnega oz. benignega tkiva prostate.

Vecino PSA nastane v prehodni coni prostate. Razvoj ne-normalne Zlezne strukture zaradi

vnetja ali displazije vodi do povecanega izlocanja PSA skozi podro¢je vezivnih celic v

vaskularni sistem (21). Koncentracija tPSA v serumu je normalno nizka, referenéne

vrednosti so < 4,0 ug/L (Hybritech standard) oz. < 3,1 ug/L (WHO standard), povpre¢na

vrednost znasa 1,15 pg/L. PoviSane koncentracije tPSA predstavljajo vecjo verjetnost oz.

11
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sum na PCa. Vendar zaradi slabe specifi¢nosti testa tPSA, klini¢na diagnostika PCa temelji
na DRP in patohistoloskem pregledu tkiva prostate. Karcinom prostate ni edini vzrok
povecane koncentracije tPSA, ta se lahko spremeni bodisi zaradi starosti, rase, sezonskih
razlik, vnetja, BHP in drugih benignih procesov. Koncentracija tPSA se spreminja s
starostjo in se povecuje med Sesto in sedmo dekado zivljenja, zato nekateri raziskovalci
predlagajo uporabo referen¢nih vrednosti, ki so korigirane s starostjo (22). DRP in TRUZ
prostate imata manjSi vpliv na koncentracijo tPSA v serumu, vendar kljub temu
priporocajo odvzem krvi za dolo¢itev tPSA vsaj teden dni po pregledu (22). Po opravljeni
biopsiji prostate, se priporo¢a odvzem krvi za meritev tPSA po 6-em tednu od opravljene
biopsije. Bolezenska stanja, zaradi katerih se povec¢a koncentracija tPSA so poleg BPH in
PCa sSe infarkt prostate, prostatitis, mehanski vplivi (masaza prostate, inStrumentalni
posegi, retencija seca), vpliv zdravil in nepravilna presnova PSA (23). Koncentracijo PSA
v plazmi lahko poveca tudi transuretralna resekcija prostate, nobenega vpliva na povisane
vrednosti PSA pa nimata vstavljen kateter in ejakulacija (24). Nekatere druge raziskave, pa
so potrdile, da se tPSA poveca tudi zaradi vpliva ejakulacije in v ta namen priporo¢ajo
spolno abstinenco pred doloc¢itvijo PSA-ja najmanj 24 ur (25). Koncentracijo tPSA lahko
znizajo zdravila, ki jih uporabljamo za hormonsko zdravljenje raka prostate, primer je
finasterid, ki je zaviralec encima 5-alfa-reduktaze. S svojim delovanjem preprecuje
pretvorbo testosterona v dihidrotestosteron in po dolgotrajnem jemanju v odmerku 5mg
dnevno zmanjsa koncentracijo tPSA za 30 do 60 %, zato mora zdravnik vrednost tPSA
pomnoziti z dva, da dobi priblizek realne vrednosti (26). Po kirurski odstranitvi prostate ali
zdravljenju z obsevanjem se koncentracija tPSA v krvi zniza na minimalno vrednost.

Razpolovni ¢as proteina je 2 do 3 dni (27).

1.7.4. Pomen povisane koncentracije tPSA

Trajno zvisana koncentracija tPSA v serumu je visoko obcutljiv pokazatelj malignih
sprememb prostate. Cetudi je PSA tkivno specifiden, njegovo sproi¢anje ni specifi¢no
samo za rakave celice. Izdelujejo ga tudi normalne in hiperplasti¢ne celice prostate, Ki ga
izlo¢ajo v cirkulacijo (28). Tako se nivoji serumskega tPSA pri bolnikih z BPH in tistimi z
zgodnjim, ozdravljivim rakom prostate precej prekrivajo. Problemati¢ne so vrednosti med
2,0 in 10,0 pg/L, kjer je specifi¢nost testa razmeroma slaba (29). Raziskave so pokazale, da

se specifi¢nost testa poveCuje z veCanjem serumske koncentracije, vendar obenem pada
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obcutljivost in nasprotno. Specifi¢nost preiskave na podlagi PSA lahko zve¢amo (30):

Z gostoto PSA »angl. PSA density« (PSAD). PSAD izra¢unamo tako, da vrednost

tPSA v serumu delimo z volumnom prostate.

- S hitrostjo PSA »angl. PSA velocity« (PSAV). Pri tej metodi ugotavljamo spremembo
koncentracije tPSA v serumu v zaporednih ¢asovnih obdobjih. tPSA se v daljSem
¢asovnem obdobju le malo spreminja, ob prisotnosti PCa, pa so spremembe vecje.
PSAYV vecja od 0,75 pg/L, v enem letu pri bolnikih s koncentracijo tPSA manjso od 10
ug/L, naj bi bila sumljiva za rak prostate.

- Z referen¢no vrednostjo tPSA, prilagojeno starosti bolnikov. Pri mlajsih bolnikih je

vrednost tPSA manjsa in se glede na starost bolnikov postopoma povecuje.

- Z meritvijo prostega PSA in dolo¢anjem razmerja %fPSA (30).

Zaradi visoke obcutljivosti in izredno dobre korelacije s tumorsko maso ga uporabljamo za
spremljanje bolnikov s PCa. Nekatere drzave meritev tPSA uporabljajo za presejanje
moskih starejSih od 50 let, ki imajo ve¢ dejavnikov tveganja za razvoj PCa. Serumska
koncentracija tPSA nad 10 pg/L na splosno velja, da odraza maligni proces. Tezavna je
interpretacija izvidov tPSA med 2,0 in 10,0 pg/l (t.i. siva cona). Takrat si pomagamo z
doloc¢anjem fPSA.

1.8. PROSTI PSA IN RAZMERJE fPSA/tPSA

Glede na patoloski proces na prostati, so zabelezili statisticno razlicne povpreéne
koncentracije med fPSA in tPSA. Ugotovili so, da je razmerje %fPSA visje pri moskih, ki
bolehajo za BHP, kot pri moskih obolelih za rakom prostate. Bolniki s PCa imajo vecji
delez kompleksno vezanega PSA z ACT, kakor tisti z BHP. Pojav manjse vrednosti
%fPSA pri raku prostate si lahko razlozimo z razmnoZevanjem sekrecijskih celic prostate,
ki poleg PSA izloc¢ajo tudi ACT. Racunanje %fPSA (enacba 1) statisticno poveca
specifi¢nost za ugotavljanje prisotnosti raka prostate pri moskih s koncentracijo tPSA (4 do
10 pg/L). Pomanjkljivost merjenja fPSA je in vitro nestabilnost pri sobni temperaturi in 4
°C, kar zahteva previdno ravnanje s krvnimi vzorci. Ameri$ka organizacija za hrano in
zdravila (FDA) je odobrila uporabo testa fPSA in izratuna %fPSA pri bolnikih nad 50 let,
ki imajo koncentracijo tPSA med 4 in 10 pg/L (31).
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Enatbal: %fPSA = fPSA/tPSA X 100%

Preglednica I: Verjetnost PCa pri nizki koncentraciji tPSA in normalnik DRP (32).

PSA (ng/L) Vpeél' ;t([)‘/zjt Verie;nli)cs:ta(? ;leon
0,0-0,5 6.6 08
0,6-1,0 10,1 1.0
1,1-2,0 17,0 20
2,1-3,0 23,9 46
3,1-4,0 26,9 6.7

Preglednica I1: Verjetnost PCa glede na koncentracijo tPSA, %fPSA in normalnim DRP
(33).

PSA Verjetnost %fPSA Verjetnost
(ng/L) PCa % % PCa %
0-2 1
2-4 15
4-10 25 0-10 56
10 - 15 28
15-20 20
20-25 16
> 25 8
>10 >50
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1.9. [-2]proPSA (p2PSA)

Molekule fPSA obstajajo v vsaj treh oblikah, to so encimsko neaktivni predhodniki oblike
PSA molekul: proPSA, benigni PSA (BPSA) in neaktivni PSA (iPSA). Za proPSA so s
kliniénimi raziskavami ugotovili, da je znacilno povisan pri karcinomu prostate, medtem
ko sta BPSA in iIPSA znacilno povisana pri BHP. Glede na dolzino aminokislinskih
ostankov molekule proPSA, so odkrili ve¢ izoformnih oblik proPSA (34). Zacetno 244
aminokislinsko molekulo proPSA cepi humani kalikrien 2 in tripsin v aktivno molekulo
encima PSA, ki ima kon¢nih 237 aminokislin. Pri tem procesu, pa nastajajo tudi izoformne
oblike proPSA z razli¢cnim $tevilom ostankov aminokislin [-7]proPSA, [-5]proPSA, [-
41proPSA ali [-2]proPSA (p2PSA). Klini¢na uporabnost testa p2PSA temelji na prvotnih
Studijah imunohistokemije. Test p2PSA se je izkazal kot obetavni marker za odkrivanje
raka prostate, ker je od nastetih najbolj stabilna molekula v plazmi in je bil ugotovljen v
bistveno vecjih koncentracijah pri histopatoloskih preparatih raka prostate v primerjavi z
BHP (35). Leta 2001 je Mikolajczyk dokazala, da so molekule prekuzorske oblike PSA
bolj izrazena v rakavih lezijah, medtem ko v normalnem tkivu iste prostate veliko manj.
Dodatne $tudije so pokazale, da se p2PSA molekule omejeno izrazajo predvsem V periferni
coni prostate, iz katere se razvije glavnina PCa. Brez ali zelo Sibko izrazanje p2PSA
molekul, so dokazali pri prehodni coni, kjer se razvije BHP (34). Ugotovili so, da je
razmerje p2PSA napram fPSA (%p2PSA) izracunano po enacbi 2, boljsi test za odkrivanje
PCa kot parameter %fPSA, ko imajo preiskovanci koncentracijo tPSA med 2 do 4ug/L in
ne-sumljiv DRP (36). Leta 2004 so Mikolajczyk in sodelavci potrdili te prve rezultate in
dokazali ve¢jo uspesnost testa %p2PSA napram %fPSA pri opredeliti PCa, pri moskih s
koncentracijo tPSA med 4 -10 pg/L in %fPSA vecjim od 25 % (37). Ugotovitve iz teh
zaCetnih raziskav so bile potrjene leta 2008, ko so Sokoll in sodelavci dokazali, da je
%p2PSA boljsi napovedni marker za odkrivanja raka prostate v primerjavi s tPSA in
%fPSA, zlasti v obmocju tPSA med 2 - 10ug/L (38). Test Access Hybritech p2PSA je
namenjen uporabi v kombinaciji z Access Hybritech tPSA in Access Hybritech fPSA, za
izraCun prostaticnega indeksa »angl. Beckman Coulter Prostate Health Index« (PHI) pri
moskih starej$ih od 50 let s koncentracijo tPSA med 2 - 10 pg/L in ne-sumljiv DRP. Za
dokon¢no diagnostiko PCa je potrebna biopsija prostate (39).

Enatha2: %p2PSA = p2PSA + fPSA x 100%
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1.10. PHI »Prostate Healt index«

Po razvoju testa p2PSA so v podjetju Beckman Coulter razvili matemati¢no formulo za
izraCun prostati¢nega indeksa (PHI) (Enacba 3). 1z podatkov velike multicentri¢ne klini¢ne
Studije so izraCunali relativno tveganje za PCa glede na rezultate PHI indeksa. Rezultati te
Studije so bili kljuéni pri utemeljitvi CE in FDA za odobritev novega testa p2PSA in PHI
pri odkrivanje PCa. Pri izracunu PHI moramo uporabljati vrednosti tPSA, fPSA in p2PSA,
ki so izmerjene isto¢asno na istem aparatu ob uporabi enakih kalibracijski standardov
(WHO ali Hybritech) (40). PHI lahko uporabljamo za ugotavljanje verjetnosti raka prostate
pri individualnih pacientih. Pomembno dejstvo je, da veéja vrednosti PHI predstavljajo
vecjo verjetnost za rak prostate (preglednica XIX) (40). V magistrski nalogi bomo ocenili
klini¢no uporabnost PHI, ter primerjali oceno verjetnosti za prisotnost karcinoma prostate

pri preiskovancih, ki imajo nizko koncentracijo tPSA (2 do 10ug/L).

Enacba 3: PHI = pr:S.Z‘l X VtPSA
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2. NAMEN DELA

Namen magistrske naloge je statisticno oceniti klini¢no uporabnost novega tumorskega
oznacevalca prekurzorja prostatno specifi¢nega antigena p2PSA in njegovih rac¢unskih
derivatov %p2PSA in PHI v diagnostiki raka prostate pri bolnikih z nizko koncentracijo
tPSA. V raziskavo bomo vkljuéili skupino moskih, ki bodo imeli serumsko koncentracijo
tPSA v t.i. sivi coni med 2,0 in 10,0 pg/L. V uroloskih ambulantah UKC Ljubljane in
UKC Maribora bodo opravili odvzem venske krvi, DRP in biopsijo prostate. Rezultate
meritev bomo na osnovi patohistoloske diagnostike razdelili v dve skupini. V prvi skupini
bodo podatki preiskovancev z ne-maligno spremembo prostate v drugi skupini, pa podatki
bolnikov s potrjeno diagnozo raka prostate. Statisticno bomo primerjali povprecne
vrednosti parametrov med skupinama. Izradunali bomo zgornje meje referencnih
intervalov tumorskih oznacevalcev %fPSA, p2PSA, %p2PSA in PHI. S programoma SPSS
in MedCalc bomo izvedli statisti¢no analizo podatkov, na osnovi katere bomo ovrednotili
diagnosti¢no uporabnost, specifi¢énost in obcutljivost tumorskih oznaéevalcev p2PSA,
%p2PSA in PHI, ter jih primerjali s tumorskim oznacevalcem %fPSA. Izra¢unali bomo
verjetnost in relativno tveganje za PCa pri razli¢nih intervalih PHI, ter jih primerjali z
literaturo. Ugotoviti zelimo ali lahko dolo¢anje %p2PSA in PHI prispevata k izboljsanju

diagnostike raka prostate, pri bolnikih z nizko koncentracijo tPSA.

2.1. HIPOTEZE

V magistrski nalogi je bil na§ namen preveriti naslednje hipoteze:

1. Vrednosti tumorskih oznacevalcev p2PSA, %p2PSA in PHI so znacilno visje v skupini
preiskovancev obolelih za rakom prostate.

2. Diagnosti¢ne vrednosti tumorskih oznacevalcev p2PSA, %p2PSA in PHI so visje od
%fPSA.

3. Povrsina pod ROC krivuljo t.i. AUC tumorskih oznacevalcev p2PSA, %p2PSA in PHI

so znacilno visje od %fPSA.
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3. MATERIALIIN METODE
3.1. MATERIALI

- Vzorci seruma

- Analizator Beckman Coulter Access2 Immunoassay

- Reagenti Access® Hybritech® za tumorski oznacevalec tPSA, fPSA ali p2PSA so ze
pripravljeni. Pred prvo uporabo reagente vzamemo iz hladilnika in jih previdno nezno

premesamo ter postavimo V prostor za reagente na analizatorju.

Rla Paramagnetni streptavidinski delci vezani z mi$jimi monoklonalnimi protitelesi
anti-(p2PSA, tPSA ali fPSA) v TRIS pufru soli s povrsinsko aktivnimi snovmi,
goveji serumski albumin (BSA), < 0.1% natrijev azid in 0.1% ProClin 300

Rib Blocking reagent s citratom, sulfaktant, BSA, alkalna fosfataza, (misji, goveji

in kozji) proteini ,< 0.1% natrijev azid in 0.1% ProClin 300

Ric Misja monoklonalna protitelesa anti-PSA konjugirana z alkalno fosfatazo v
fosfatnem pufru soli s povrSinsko aktivnimi snovmi, BSA, mi§ji proteini <

0.1% natrijev azid in 0.25% ProClin 300 (40).

- Kalibrator Access® Hybritech® za posamezni tumorski oznacevalec s 6 0z. 7
razliénimi tockami. Kalibracije izvajamo ob vsakokratni uporabi novega reagenta, ce
so pretekli od prejsnje kalibracije ve¢ kot 4 tedne in ¢e so vrednosti kontrole izven
dovoljenih obmocji.

- Kontrola 3 nivojska (Access@ Hybritech® p2PSA, tPSA ali fPSA QC Kit), ki jo
izvajamo vsak dan pred analizo vzorcev.

- Pufer za izpiranje (Access Wash Buffer Il) je TRIS pufer raztopine s sulfaktantom in
konzervansom, ki ga aparat uporablja za ¢iS€enje pipet, spiranje nevezanih analitov in
odvecnih reagentov v reakcijski kiveti od paramagnetnih delcev in kot diluent za

redcenje vzorcev (40).

- Rokavice, pipete, nastavki za pipete in centrifuga
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3.2. PRINCIP METODE

Za analizo vzorcev smo uporabljali analizator Beckman Coulter Access2 Immunoassay. Ki
Uporablja kvantitativno metodo za ugotavljanje koncentracije tumorskih oznacevalcev
tPSA, fPSA in p2PSA, s pomocjo katerih izracuna %p2PSA in PHI. Pomembno je, da
meritve vseh 3 parametrov opravimo z istim sistemom kalibratorjev (Hybritech ali WHO)
in z materiali istega proizvajalca. Metoda temelji na tehnologiji trdne faze, ki uporablja
paramagnetne delce in kemiluminiscen¢no detekcijo signala. Access Hybritech kalibracije,
kontrole in vzorce humanega seruma smo analizirani s tako imenovano dvostransko

imunoencimsko »sandwich« metodo.

Za vse tri parametre (tPSA, fPSA in p2PSA) je metoda enaka. Razlika je le v prvi fazi, ko
aparat vzorec seruma odpipetira v reakcijsko kiveto, doda raztopino monoklonalnih misjih
protiteles anti-PSA konjugirane z alkalno fosfatazo in paramagnetne delce na katerih so
vezane misja monoklonalna protitelesa anti-(p2PSA, PSA ali fPSA), odvisno kateri analit
merimo. Molekule (p2PSA, PSA ali fPSA) se iz vzorca vezejo na immobilizirane
monoklonalne anti-(p2PSA, PSA ali fPSA) na trdni fazi, istocasno se monoklonalne anti-
PSA-alkalna fosfataza veze na druge antigenske determinante molekul (p2PSA, PSA ali
fPSA). V drugi fazi po inkubaciji in spiranju reakcijske kivete, aparat doda substrat Lumi-
Phos® 530, ki reagira z alkalno fosfatazo vezano v konjugatu trde faze paramagnetnih
delcev, Pri tem pride do emisije svetlobe, ki jo analizator z luminometrom izmeri.
Emitirana svetloba je direktno proporcionalna koncentraciji analitov s serumu.

Koncentracija analita je determinirana iz ve¢ tockovne kalibracijske krivulje (40).

3.2.1. Znacéilnosti metod

Merilna obmocja

- p2PSA 0,5 - 5000 ng/L
- tPSA 0,1-150 pg/L
- fPSA 0,01-20 png/L
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Analiti¢na specifi¢nost

Analiticna specificnost testa je definirana kot zmoznost testa, da natan¢no zazna dolocen
analit ob prisotnosti motecih dejavnikov v matriksu vzorca (npr. lipemija, hemoliza ali
ikteri¢nost). Studije za nadzor potencialno mote¢ih snovi so pokazale, da na izvajanje
testov p2PSA, tPSA in fPSA ne vplivajo koncentracije konjugiranega in nekonjugiranega
bilirubina < 200 mg/L, hemoglobina < 5g/L, trigliceridov < 15¢/L, albumina < 60 g/L in
celokupnega proteina < 84 g/L.(40)

3.2.2. Postopek testiranja

Analizator Beckman Coulter Access2 Immunoassay omogoca skoraj popolnoma
avtomatiziran postopek. Pred zacetkom testiranja smo izvedli kalibracijo in kontrolo

kakovosti posameznega analita. Preverili smo vzorce in jih namestili v stojalo.

1. Za enkratno dolocitev parametra p2PSA analizator potrebuje 50 uL seruma, za
doloc¢itev parametra tPSA 25 pL in fPSA 25 uL + 150 uL (nefunkcionalen
volumen). Torej za enkratno meritev vseh treh parametrov potrebujemo minimalno
250 pL seruma.

2. Preverimo koli¢ino reagentov, pufra za izpiranje in substrata. Pred prvo uporabo
reagentov jih nezno premeSamo ter postavimo v analizator.

3. lzberemo analize na ekranu analizatorja za parameter p2PSA, tPSA in fPSA.

4. Po koncani reakciji analizator avtomatsko izracuna kon¢ne rezultate za parameter
%fPSA in PHI.

5. Na koncu odstranimo kalibratorje, kontrole ali vzorce iz analizatorja in jih hranimo
v hladilnik ali zamrzovalnik.

6. Z vsemi bioloskimi materiali smo ravnali kot z mozno infektivnimi. Po uporabi

smo odpadni material odstranili v zabojnik za zbiranje bioloskih odpadkov.
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3.2.3. Stabilnost p2PSA, fPSA in tPSA

Za dolocitev parametrov tPSA, fPSA in p2PSA se uporablja serum preiskovancev. Vzorce
venske krvi moramo odvzeti v epruvete brez antikoagulanta pred DRP, TRUS ali biopsijo
prostate. VV roku 3 ur po odvzemu krvi vzorce centrifugiramo, serum odpipetiramo in
hranimo do analize v sekundarnih epruvetah brez dodatkov. Serum lahko hranimo do 24 ur
na sobni temperaturi ali v hladilniku na temperaturi 2 do 8°C, za daljse obdobje, pa vzorce
zamrznemo na -20°C ali -70°C. Dvojno zamrzovanje vzorcev seruma nima vpliva na

izmerjeno koncentracijo analitov (27).

3.3. ZBIRANJE PREISKOVANCEYV IN VZORCEV

Vzorci Krvi in rezultati so bili zbrani v okviru raziskave (RECAF tumorski oznacéevalec pri
bolnikih z rakom prostate), ki jo je odobrila Komisija Republike Slovenije za medicinsko
etiko dne 21.11.2009, §t. 98/10/2009. V raziskavo smo vkljucili 115 preiskovancev.
Najmlajsi je bil star 45 let, najstarejsi 83 let, vsi so imeli predhodno koncentracijo tPSA
med 2 in 10 pg/L. Preiskovancem smo odvzeli vzorce venske krvi v epruvete brez
antikoagulanta. V roku treh ur po odvzemu smo epruvete centrifugirali, serume odpipetirali
v sekundarne epruvete in jih do analize zamrznili pri -20°C. Iz vseh vzorcev smo v
laboratoriju za analitiko hormonov in tumorskih markerjev UKC Ljubljana na analizatorju
Beckman Coulter Access2 Immunoassay izmerili koncentracije Hybritech (tPSA, fPSA in
p2PSA). Za nadaljnjo analizo podatkov smo upostevali samo vrednosti preiskovancev, ki
so imeli tPSA med 2,0 in 10,0 pg/L. Preiskovancem smo po odvzemu krvi v uroloskih
ambulantah UKC Ljubljana in UKC Maribor naredili sSe DRP, ultrazvok prostate, ter za
potrditev prisotnosti PCa S$e biopsijo prostate s patohistoloSko analizo biopti¢nega
materiala, na podlagi katerega smo rezultate meritev razvrstili v dve skupini. V prvo
skupino smo razvrstili vse podatke preiskovancev z ne malignimi boleznimi prostate (npr.
BHP, atrofijo, vnetjem). V drugo skupino, pa podatke preiskovance s potrjenim PCa. Od
103 preiskovancev s koncentracijo tPSA med 2,0 do 10ug/L je bilo pri 31 preiskovancih
potrjen karcinom prostate. Za kontrolno skupino, smo uporabili meritve 79 zdravih

preiskovancev. Iz vseh meritev smo nato izracunali %fPSA, %p2PSA, PHI in PSAD.
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4. REZULTATI
4.1. POTEK OBDELAVE PODATKOV IN STATISTICNE METODE

Na zacetku smo izlocili vrednosti preiskovancev, ki so imeli koncentracijo tPSA nizjo od
2,0 in vi§jo od 10,0 pg/L. Podatke iz preglednic XXIV, XXV smo nato statisticno
ovrednotili.

V prvi fazi smo naredili opisno statistiko vsakega posameznega parametra. Nato smo
podatke razdelili v dve skupine glede na histopatoloski izvid tkiva prostate. Za testirane
porazdelitve podatkov smo uporabili Shapiro-Wilkov in Kolmogorov-Smirnov test in se
na osnovi tega v nadaljevanju odlo¢ili za uporabo ustreznih neparametri¢nih statisti¢nih
testov.

V drugi fazi smo statisticno analizirali hipotezo o enakosti povpre¢ji dveh neodvisnih
vzorcev med skupinama za parametre tPSA, %fPSA, p2PSA, %p2PSA, in PHI. Uporabili
smo Wilcoxon-ov test vsote rangov 0z. Mann-Whitney U test za neodvishe vzorce.

V tretji fazi smo iz kontrolni skupine izracunali zgornjo mejo referenénih vrednosti novih
tumorskih oznacevalcev, na osnovi katerih smo izracunali obcutljivost, specifi¢nost,
napovedno vrednost in ucinkovitost testov. Specifi¢nost in obcutljivost testov smo
prikazali s krivuljo obcutljivosti in specifiénosti oz. tako imenovano ROC krivuljo.
Izracunali sSmo povrsino pod ROC krivuljo AUC » angl. area under the ROC curve, ki
nam pove verjetnost, da bomo s testom pravilno lo¢ili preiskovance med skupino s PCa in
tiste z benigno spremembo prostate. Za posamezni tumorski oznacevalec Smo s pomocjo
Youden indeksa dolo¢ili optimalno referen¢no vrednost »cut-off«. Izraunali smo
verjetnost relativnega tveganja za PCa pri razli¢nih intervalih PHI, ter jih primerjali s
priporoc€ili proizvajalca testov. Preverili smo ali bi lahko z uporabo novih tumorskih
oznacevalcev %p2PSA in PHI znizali §tevilo nepotrebnih biopsij. Na koncu, pa smo
izraCunali Se mo¢ povezave 0z. korelacijo med parametri.

Rezultate smo primerjali s tPSA in %fPSA, ter na podlagi pridobljenih podatkov ugotovili
uporabnost novih testov za diagnostiko PCa v klini¢ni praksi, pri bolnikih z nizko
koncentracijo tPSA med 2,0 in 10,0pg/L.

Pri testiranju smo upostevali stopnjo tveganja a = 0.05. (p < 0,05 pomeni statisti¢no
znacCilnost). Za analizo podatkov smo uporabili programe, Microsoft Excel, IBM SPSS
statistics 23 in MedCalc 14.
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4.2. OPISNA STATISTIKA

Preglednica I11: Opisna statistika vseh podatkov.

N Srednja 95% ClI Mediana 95% ClI
vrednost

tPSA 103 4,76 44-51 4,35 39-48
fPSA 103 0,77 0,69-0,85 0,66 0,6-0,7
%fPSA 103 16,88 15,2-18,5 15,63 14,4 -16,5
p2PSA 103 12,59 11,1-14,0 10,77 9,8-125
%p2PSA 103 1,82 1,64 -2,01 1,67 1,54 -1,86
PHI 103 40,21 36,0-44,3 36,07 32,4-38,9
Leto

) 103 1948,2 1947 - 1949 1949 1947 - 1949
Rojstva

Preglednica 1V: Opisna statistika posameznih parametrov pri skupini preiskovancev z ne-
malignimi obolenji prostate in skupini s potrjenim PCa.

Zdravi Oboleli PCa
Srednja . 95% Srednja : 95%
vrednost Mediana Ci N vrednost Mediana Cl
tPSA 72 4,56 4,31 3,8-4,8 31 5,22 4,39 3,88-5,6
fPSA 72 0,79 0,68 0,6-0,8 31 0,72 0,63 05-0,7

%fPSA 72 18,01 16,31 14,7-18,0 | 31 14,25 13,33 11,3-159
p2PSA 72 11,36 10,27  8,96-12,2 | 31 15,43 13,24 10,4 -16,0

%p2PSA 72 1,62 1,53 1,33-167 | 31 2,29 2,37 1,97 - 2,86

PHI 72 35,55 32,67  29,3-36,5 | 31 51,01 51,40 39,4-62,5
Leto
. 72 19492  1949,0 1948-1950 | 31 19458  1946,0 1942 - 1948
Rojstva
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4.3. TESTIRANJE NORMALNE PORAZDELITVE

Kvantilni diagram

Kvantilni diagram je neparametri¢na mera za razprSenost oziroma variiranje podatkov. V

magistrski nalogi smo uporabljali kvartilni diagram pri katerem prvi kvartil (Q1)

oo

kvartil (Q3) pa 75 % vseh podatkov vrednosti.
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Slika 4: Prikaz kvartilnega diagrama (41).
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Graf 3: Kvartilni diagram za parameter p2PSA.
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Graf 4: Kvartilni diagram za parameter PSAD.
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Graf 5: Kvartilni diagram za parameter %fPSA.
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Temeljnega pomena za nadaljnjo obdelavo podatkov je testiranje porazdelitve, saj so

statisti¢ni testi razdeljeni na osnovi tega kako se podatki porazdeljujejo. Normalno

porazdelitev podatkov lahko preverimo na ve¢ nac¢inov.

- Izris histograma, ki je v veliko pomo¢, v primeru kadar je prisotna nenormalna
porazdelitev, ¢e ze na pogled odstopa od normalne porazdelitve.

- Najpogostejsi statisti¢ni test v biomedicini je Shapiro-Wilkov ( manj kot 50 vzorcev) in
Kolmogorov-Smirnov test (ve¢ kot 50 vzorcev). Katerega izberemo je odvisno od

Stevila vzorcev.

S pomoc¢jo obeh testov ugotavljamo korelacijo med normalno porazdelitvijo podatkov in
naSimi podatki. Pri obeh testih dobimo p oz. signifikantno vrednost, ki jo primerjamo z o
vrednostjo (stopnjo tveganja). Praviloma je stopnja tveganja v biomedicini 5%. Test

izvedemo tako, da testiramo hipotezi:

Ho: Razlike med porazdelitvijo podatkov nase populacije in populacijo z normalno

porazdelitvijo ni.

H;: Obstaja razlika med porazdelitvijo podatkov nase populacije z normalno

porazdelitvijo.

Ce je p oz. signifikanca vedja od 0,05 privzamemo ni¢elno hipotezo (Hp) in so podatki
normalno porazdeljeni. Ce je p oz. signifikanca manjsa od 0,05 sprejmemo alternativno
hipotezo (H) in so podatki nenormalno porazdeljeni. S pomocjo kvartilnih diagramov smo
predhodno preverili prisotnost osamelcev, nato smo s pomoc¢jo SPSS programa dobili

naslednje izracune.
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Preglednica V: Rezultati testiranja normalnosti porazdelitve podatkov.
Kolmogorov-Smirnov Shapiro-Wilk
Statistic N Sig. Statistic N Sig.
tPSA Zdravi 0,093 72 0,197 0,951 72 0,007
PCa 0,174 31 0,018 0,896 31 0,006
fPSA Zdravi 0,127 72 0,006 0,789 72 <0,0001
PCa 0,197 31 0,004 0,865 31 0,001
P2PSA Zdravi 0,112 72 0,025 0,931 72 0,001
PCa 0,199 31 0,003 0,794 31 <0,0001
%fPSA Zdravi 0,137 72 0,002 0,780 72 <0,0001
PCa 0,144 31 0,102 0,952 31 0,179
%p2PSA  Zdravi 0,149 72 <0,0001 0,882 72 <0,0001
PCa 0,128 31 0,200 0,959 31 0,279
PHI Zdravi 0,193 72 <0,0001 0,850 72 <0,0001
PCa 0,076 31 0,200 0,991 31 0,996
PSAD Zdravi 0,165 72 <0,0001 0,758 72 <0,0001
PCa 0,205 31 0,002 0,845 31 <0,0001

29



Magistrska naloga Mitja Bizjak

4.3. TESTI ZA PRIMERJAVO POVPRECJA DVEH NEODVISNIH
VZORCEV

Wilcoxon-ov test vsote rangov oz. Mann-Whitney U test

Ker se skoraj vse skupine porazdeljujejo nenormalno smo uporabili Wilcoxonov test vsote

rangov za primerjavo povprecja dveh neodvisnih vzorcev. SPSS program nam najprej

opredeli vsoto rangov in povprecje rangov. Sprva ugotovimo ali se povprecna ranga med

seboj statisti¢no razlikujeta. Pri izpisku SPSS programa dobimo Mann-Whitney U vrednost

in vrednost Wilcoxonove vsote rangov W.

Rezultat W je statisti¢no znadilen, ¢e je p oz. signifikanca (2 - smerni test) < 0,05.

Postavili smo hipotezi:

- Ho: Razlike v povpreénih vrednostih vzorcev skupine z ne-malignimi obolenji prostate
in skupine s potrjenim PCa niso statisti¢no znacilne oz. so nesignifikantne.

- Hi: Razlike v povpreénih vrednostih vzorcev skupine z ne-malignimi obolenji prostate

in skupine s potrjenim PCa so statisti¢no znacilne oz. so signifikantne.

Preglednica VI: Rezultati Wilcoxonove vsote rangov W.

N Povprecje rangov Vsota rangov
PSA benigni 72 49,5 3565
PCa 31 57,7 1791
%02PSA benigni 72 44,2 3184
(o}
P PCa 31 70,0 2172
JPSA benigni 72 47,4 3413
P PCa 31 62,6 1942
benigni 72 449 3233
PHI
PCa 31 68,4 2123
benigni 72 56,0 4038
%fPSA
PCa 31 42,5 1318
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Preglednica VI1: Reultati Mann-Whitneyvega testa za parametre tPSA, %p2PSA, p2PSA,

PHI in %fPSA.

tPSA %p2PSA p2PSA PHI %fPSA
Mann-
Whitney U 937 556 785 605 822
Z -1,28 -4,02 -2,37 -3,67 -2,11
Sig.(p) 0,198 <0,0001 0,017 <0,0001 0,035

Ce je p oz. signifikanca ve&ja od 0,05 privzamemo ni¢elno hipotezo (Ho). Ce je p oz.

signifikanca manjsa od 0,05 sprejmemo alternativno hipotezo (Hj)

4.4. DOLOCANJE REFERENCNIH INTERVALOV

Za dolocanje referencnih intervalov %fPSA, p2PSA, %p2PSA in PHI smo uporabili

statisti¢ni program MedCalc 14.8. Referencni interval za dolo¢eno meritev smo opredelili

kot napovedni interval med katerimi je 95% vrednosti referenéne skupine, ostalih 5 %

vrednosti se porazdeli nad mejo referen¢nega intervala. Ker smo imeli v kontrolni skupini

79 vzorcev smo uporabili t.i. »Robust method«, ki se uporablja za izracun referen¢nega

intervala ko imamo manj kot 120 vzorcev (42).

Preglednica VII11: Zgornje meje referencnih intervalov za parametre %fPSA, p2PSA,

%p2PSA in PHI.

%fPSA p2PSA PHI %p2PSA
(%) (ng/L) (%)
Zgornja meja
referen¢nega 7,87 19,81 63,8 3,04
intervala
95 % interval 6,8-9.2 17.8-21,8 54,9 - 71,7 2,7- 34

zaupanja
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4.5. DIAGNOSTICNE VREDNOSTI TESTOV

Diagnosti¢no vrednost testov vrednotimo s:

Specifi¢nostjo: odstotek preiskovancev, ki nimajo doloc¢ene bolezni in imajo koncentracijo
spremljenega analita znotraj referen¢nega intervala. (%) = [RN/(RN+LP)] x 100
Obcutljivestjo: odstotek bolnikov z doloceno boleznijo, ki imajo patoloske koncentracije
spremljanega analita. (%) = [RP / (RP + LN)] x 100

Napovedna vrednost pozitivnega testa: Verjetnost, da ima oseba bolezen, e je
diagnosticni test pozitiven. (%) = [RP / (RP + LP)] x 100

Napovedna vrednost negativnega testa: Verjetnost, da oseba nima bolezni, ¢e je
diagnosti¢ni test negativen. (%) = [RN / (RN + LN)] x 100

Ucinkovitost testa: celotni odstotek pravilno pozitivnih in negativnih vrednosti od
celotnega prebivalstva o0z. kaksna je verjetnost, da bomo dobili pravilen rezultat.

(%) =[(RP + RN) / (RP + RN + LP + LN)] x 100

Specifi¢nost pove, kako dobro negativni rezultat testa napove dejansko zdrave oz. delez
negativnih na testu med resni¢no zdravimi. Ob¢utljivost (senzitivnost) pa pove, kako dobro
pozitivni rezultat napove dejansko bolne oz. delez pozitivnih na testu med resni¢no
bolnimi. Specificnost in obcutljivost testa lahko spreminjamo s premikom razmejitvene
vrednosti za pozitiven rezultat. Seveda pa z veCanjem specificnosti zmanjSujemo
obcutljivost testa in obratno. Najobcutljivej$i testi so uporabni za zaznavanje dolocene
bolezni, saj je Stevilo lazno negativnih rezultatov minimalno. Visoka obcutljivost je tudi
dobra lastnost presejalnega testa, vendar je za namene presejanja potrebno, da je test tudi
zelo specificen. V nasprotnem primeru namre¢ s testom najdemo veliko Stevilo oseb s
pozitivnim testom, ki nimajo bolezni, kar nam naredi precej dela z izklju¢evanjem bolezni.
Testi z visoko specifi¢nostjo so uporabni kot potrditveni diagnosti¢ni testi, ker nam dajejo
minimalno $tevilo lazno pozitivnih rezultatov (43).

Z zelo obcutljivim testom bomo z vecjo verjetnostjo ovrgli bolezen, ¢e bo test negativen. Z
zelo specificnim testom bomo lahko z vecjo verjetnostjo potrdili bolezen, ¢e bo test
pozitiven.

Za izracun diagnosti¢nih vrednosti testov smo uporabili 2 X 2 kontingen¢no tabelo. Tabela
nam omogoc¢a, da na osnovi referen¢ne vrednosti, meritve razporedimo na pozitivne ali

negativne. To velja, ko predhodno z drugo referencno metodo opredelimo, katere meritve
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spadajo v doloceno kategorijo. V nasem primeru smo z biopsijo in histopatologijo vzorca
prostate preiskovance razvrstili v skupino s karcinomom prostate ali v skupino brez
karcinoma. Na osnovi zgornjega referen¢nega intervala posameznega tumorskega markerja

smo opredelili skupine kontingencne tabele.

Preglednica I1X: Kontingenc¢na tabela za izracun diagnosti¢ne vrednosti parametra p2PSA.

Rezultat testa p2PSA
Pozitivni Negativni Vsi
) DA RP=6 LN=25 RP+LN=31
Potrjen
NE LP=6 RN=66 LP+RN=72
PCa
Vsi RP+LP=12 LN+RN=91

Legenda: RP - resnicno pozitivni, LN — lazno negativni, RN- resnicno negativni, LP - lazno pozitivni.

Preglednica X: Kontingenc¢na tabela za izracun diagnosti¢ne vrednosti parametra

%p2PSA.

Rezultat testa %p2PSA
Pozitivni Negativni Vsi
. DA RP=7 LN=24 RP+LN= 31
Potrjen
NE LP=5 RN=67 LP+RN=72
PCa
Vsi RP+LP=12 LN+RN=91

Preglednica XI: Kontingenc¢na tabela za izra¢un diagnosti¢ne vrednosti PHI.

Rezultat testa PHI
Pozitivni Negativni Vsi
. DA RP=10 LN=21 RP+LN= 31
Potrjen
NE LP=5 RN=67 LP+RN=72
PCa
Vsi RP+LP=15 LN+RN= 87
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Preglednica XI1: Rezultati izraunov diagnosti¢nih vrednosti parametrov %fPSA, p2PSA,

%p2PSA in PHI pri zgornji meji referencnega intervala.

%fPSA p2PSA %p2PSA PHI
Diagnosti¢na ob¢utljivost 97 193 226 3292
(%) H ) ) H
Diagnosti¢na specifi¢nost 94.4 917 93.0 93.0
(%) k) k) k) H
Napovedna vrednost 42 8 50.0 58 3 66.7
pozitivnega testa (%6) ’ ’ ’ '
Napovedna vrednost 70.8 725 736 770
negativnega testa (%) ’ ’ ’ '
Uctinkovitost testa (%0) 68,9 69,9 71,8 14,7

4.6. ROC KRIVULJE - PRIMERJAVA DIAGNOSTICNIH TESTOV

S pomocjo SPSS programa smo izrisali ROC krivulje in izracunali povrsine pod ROC
krivuljami (AUC). AUC nam daje verjetnost, da bo dolo¢en test pravilno locil pozitivne od
negativnih, v nasem primeru bolnike s PCa od zdravih. S pomocjo povrsine pod krivuljo

lahko dolo¢imo diagnosti¢no zanesljivost in uporabnost testa (44):

AUC 0,90 - 1,00 = izvrsten test
0,80 - 0,90 = dober test
0,70 - 0,80 = srednje dober test
0,60 - 0,70 = slabsi test
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Preglednica XI111: Podatki AUC za vse parametre pri vrednosti tPSA od 2,0 do 10,0 ug/L.

Povrsina pod ROC

. .

krivuljo (AUC) 95% Cl Sig. (p)
tPSA 0,580 0,45 - 0,70 0,198
%fPSA 0,632 051-074 0,035
%p2PSA 0,751 0,64- 0,85 <0,0001
PHI 0,729 0,61 - 0,84 <0,0001
p2PSA 0,648 0,53-076 0,017
PSAD 0,634 0,51-0,75 0,032
Volumen 0,391 0,26 - 0,51 0,081
prostate

Statisti¢no smo primerjali razlike med AUC testa %fPSA napram %p2PSA, PHI in p2PSA.

Postavili smo hipotezi:

- Ho: Razlike med AUC %fPSA in ostalimi testi niso statisticno znaéilne oz. so
nesignifikantne.

- Hi: Razlike med AUC %fPSA in ostalimi testi so statisticno znacilne oz. so

signifikantne.

Preglednica XIV: Statisti¢na primerjava AUC %fPSA napram parametrom %p2PSA, PHI
in p2PSA.

%fPSA ~ %p2PSA %fPSA ~ PHI %fPSA ~ p2PSA
Rgzlik_a med 0,119 0,097 0,016
krivuljama
95% ClI 0,001 - 0,237 -0,01-0,21 -0,16 - 0,19
z statistika 1,97 1,72 0,18
Signifikanca p =0,048 p = 0,084 p = 0,856
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Graf 9: ROC krivulja za parameter %fPSA
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Graf 10: ROC krivulja za parameter PHI.
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Graf 11: ROC krivulja za parameter %p2PSA.
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S pomoc¢jo ROC krivulj smo lahko od¢itali in primerjali razli¢ne vrednosti specifi¢nosti

tumorskih markerjev v odnosu z obcutljivostjo. Iz rezultatov ROC krivulj lahko

razberemo, da je specificnost za parametre PHI in %p2PSA znatno visja od parametrov

%fPSA in tPSA pri 80-90 % obcutljivosti. Pri obcutljivosti vi§ji od 90 %, pa ni vec

bistvenih razlik med specifi¢nostjo PHI , %p2PSA in %fPSA.

Preglednica XV: Specifi¢nost testov pri 95 %, 90 %, 85 % in 80 % obcutljivosti.

Specifi¢nost (%)
Obcutljivost (%) | tPSA %fPSA p2PSA %p2PSA PHI
95 7 12 25 15 11
90 19 29 25 35 26
85 22 32 28 49 29
80 29 33 44 65 48
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Graf 13: Prikaz specifi¢nosti pri razli¢nih mejah obcutljivosti testov.

Preglednica XVI: Obcutljivost testov pri 95 %, 90 %, 85 % in 80 % specifi¢nosti.
Obc¢utljivost (%)

Specifi¢nost (%) PSA %fPSA P2PSA %p2PSA PHI

95 16 10 10 3 10
90 26 10 19 42 42
85 29 19 35 o1 55
80 29 29 39 61 64
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Graf 14: Prikaz obcutljivosti pri razliénih mejah specifi¢nosti.
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Preglednica XVII: Kontingen¢na tabela prikazuje Stevilo preiskovancev razvr$¢enih glede

na rezultate biopsije ob upostevanju 90 % obcutljivosti testov.

Resni¢no Resnicno LazZno Lazno
pozitivni negativni pozitivni negativni
tPSA
cut-off > 3,22 ug/L 28 13 59 3
%fPSA
cut-off < 21,0% 28 21 51 3
PHI
cut-off > 25,2 28 20 52 3
%p2PSA
cut-off > 1,26 % 28 27 45 3
p2PSA
cut-off > 8,00 ng/L 28 18 54 3

Legenda: cut-off je vrednost nad katero smo rezultate $teli za pozitivne pri 90% obcutljivosti.

Preglednica XVII1: Delez lazno pozitivnih biopsij upostevajoc, kot edino merilo za

biopsijo, vrednosti tumorskih markerjev.

St. Pozitivna Negativna  Lazno
preiskovancev  biopsija biopsija  pozitivnih
(n) (n) (n) %
tPSA > 4,0pg/L 61 21 40 65 %
tPSA < 4,0 pg/L 42 11 31
tPSA > 4,0pg/L, %fPSA <25% 53 18 35 57%
tPSA > 4,0ug/L, %fPSA > 25% 8 2 6
tPSA > 4,0ng/L, PHI > 26,9 44 16 28 46%
tPSA > 4,0pg/L, PHI < 26,9 15 4 11
tPSA > 4,0ug/L, %p2PSA > 1,26% 43 18 25 41%
tPSA > 4,0ug/L, %p2PSA <1,26% 18 3 15

Legenda: lazno pozitivni % = $t. negativnih biopsij / §t. preiskovancev s tPSA > 4,0ug/L
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4.7. INTERVALI PHI

V tuji literaturi so navedene tabele verjetnosti za prisotnost raka prostate, glede na razli¢ne
intervalne vrednosti PHI (40). V ta namen smo v magistrski nalogi primerjali, nase podatke

7 7€ znanimi.

Preglednica XIX: Verjetnost za PCa pri razli¢nih intervalih PHI in koncentraciji tPSA od
2,0 do 10,0 pg/L iz literature (40).

PHI interval < 26,9 270-359 36,0-54,9 >55

Verjetnost PCa (%) 9,8 16,8 33.3 50,1
95 % interval zaupanja  5,2-15,5 11,3-22,2 26,8 - 39,9 39,8-61,0

Relativno povecanje 1.0 17 34 51
tveganje za PCa ’ ’ | |

Preglednica XX: Izracun verjetnosti relativnega tveganja za PCa pri razli¢nih intervalih

PHI iz naSe Studije.

PHI intervali < 26,9 27,0-359 36,0 -54,9 >55
Verjetnost PCa (%) 16 15,4 32,2 63,6
Relativno povecanje 10 10 20 39

tveganje za PCa

Preglednica XXI: Razmerje obetov za PCa pri razli¢nih intervalih PHI.

PHI intervali  Pozitivni Negativni Razmerje obetov 95% CI
<26,9 4 21 0,44 0,16 -1,18
27,0-359 4 22 0,42 0,15-1,12
36,0 - 54,9 10 21 1,10 0,59 - 2,06
> 55,0 13 8 3,77 1,74 - 8,18
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4.8. 1ZRACUN OPTIMALNE REFERENCNE VREDNOSTI (CUT-OFF)

Za izraCun optimalne referen¢ne vrednosti »cut-off« posameznega TO smo uporabili
MedCalc program s katerim smo izra¢unali Youden index (J) (ena¢na 4). Maksimalni
Youden index nam pove optimalno referen¢no vrednost »cut-off« pri najboljSem razmerju

obcutljivost in specifi¢nost testa, ki se izracuna iz ROC krivulje.

Enatba 4: Youden index (]) = obcutljivost + speciticnost - 1

Preglednica XXII: Izratun maksimalnega Youden indeksa in optimalne referen¢ne

vrednosti "cut-off" za posamezne parametre.

Youden index Optimalni Obcutljivost Specifi¢nost
J »eut-off« % %
tPSA (ng/L) 0,18 > 6,38 29,0 88,9
%fPSA (%) 0,32 <16,0 77,4 54,2
p2PSA (ng/L) 0,25 >9,41 80,6 44 4
%p2PSA (%) 0,49 > 1,87 74,2 75,0
PHI 0,45 > 40,4 67,7 77,8

42



Magistrska naloga Mitja Bizjak

4.9. KORELACIJA ALI MOC POVEZAVE MED SPREMENLJIVKAMI

Mo¢ povezave oz. korelacijo med spremenljivkami smo testirali s pomoé¢jo MedCalc

programa. lzracunali smo Spearmanov koeficient korelacije (nenormalna porazdelitev

podatkov). Statisticno signifikantno povezavo pri dvostranski stopnji tveganja a < 0,05.

Preglednica XXI11: Rezultati koeficientov korelacije po Spearmanu.

tPSA  %fPSA  p2PSA  %p2PSA PHI Leto
rojstva
tPSA Koef. korel. -0,305 0,338 -0,077 0,240 -0,328
Sig. (p) 0,0018  0,0005 0,4386 0,0146  0,0007
%TfPSA Koef. korel.  -0,305 0,192 -0,406 -0,509 -0,138
Sig. (p) 0,001 0,0521 <0,0001  <0,0001 0,1651
p2PSA Koef. korel. 0,338 0,192 0,539 0,580 -0,399
Sig. (p) 0,0005 0,0521 <0,0001  <0,0001 <0,000
1
%p2PSA  Koefi. korel.  -0,077  -0,406 0,539 0,858 -0,076
Sig. (p) 0,438 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,4448
PHI Koef. korel. 0,240  -0,509 0,580 0,858 -0,243
Sig. (p) 0,0146 <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,0133
Leto Koef. korel.  -0,328  -0,138 -0,399 -0,076 -0,243
Rojstva Sig. (p) 0,0007 0,1651 <0,0001 0,4448 0,0133
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5. RAZPRAVA

Ker se vecina rezultatov porazdeljuje nenormalno smo za testiranje primerjave povprecij
dveh neodvisnih vzorcev uporabili Wilcoxon-ov test vsote rangov 0z. Mann-Whitney U
test. Iz preglednice VII (Mann-Witney test) razberemo signifikanco p > 0,05 pri tPSA, zato
privzamemo nicelno hipotezo, da razlike v povpreéni vrednostih tPSA med skupino
bolnikov s PCa in skupino z drugimi ne-malignimi spremembami prostate ni statisti¢éno
znacilna oz. je nesignifikantna. Pri ostalih parametrih p2PSA (p = 0,017), %p2PSA (<
0.0001), %fPSA (p = 0,035) in PHI (p < 0,001) je signifikanca p < 0.05, zato lahko
sprejmemo alternativno hipotezo in sklepamo, da so razlike v povpre¢nih vrednostih
statisticno znacilne. Povprecne vrednosti parametrov p2PSA, %p2PSA, PHI so znadilno
visje v skupini bolnikov z dokazanim PCa. Povpreéna vrednost parametra %fPSA, pa je
statisticno niZja v skupini bolnikov s PCa v primerjavi s skupino z benigno spremembo
prostate. Pri vseh parametrih smo dobili pricakovane rezultate, ki so bili razvidni ze iz

preglednice IV.

Iz podatkov kontrolne skupine (preglednica XXVI) smo izraCunali zgornje meje
referen¢nih intervalov. Za izraCun smo uporabili MedCalc programa in t.i. »Robust
metode«, Ki jo uporabljamo ko imamo manj kot 120 vzorcev. Izra¢unali smo naslednje
zgornje meje referen¢nih intervalov: za %fPSA (7,87 %), p2PSA (19,81 ng/L), p2PSA
(3,04 %) in PHI (63,80). Zgornji referen¢ni interval nam dolo¢a mejno vrednost za
pozitiven rezultat. To so vrednosti, na podlagi katerih smo se odlo¢ili ali je test pozitiven
ali negativen za PCa.

S pomocjo zgornje meje referenénih intervalov smo izracunali obcutljivost in specifi¢nost
testov. Za izraCun in primerjavo diagnosti¢nih vrednosti Smo uporabili 2 X 2 kontingen¢no
tabelo. 1z preglednice XII lahko razberemo diagnosti¢ne vrednosti posameznih tumorskih
oznacevalcev. Najvi§jo diagnosti¢no obcutljivost smo izracunali za PHI 32,2 %, sledi
parameter %p2PSA 22,6 %, p2PSA 19,3 %, najnizjo pa pri %fPSA 9,7 %. Obcutljivost bi
lahko povecali tako, da bi zniZzali mejno vrednost, vendar bi s tem znizali tudi specifi¢nost
in posledi¢no bi dobili vecje Stevilo lazno pozitivnih rezultatov. Vrednosti za diagnosti¢no
specificnost so znaSale: za parameter %fPSA 94,4 %, %p2PSA 93,0 %, PHI 93,0 % in
parameter p2PSA 91,7 %. Najvi$jo napovedno vrednost pozitivnega testa ima PHI, ki
znasa 66,7 %, najnizjo pa parameter %fPSA 42,8 %. Napovedna vrednost negativnega
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testa je tudi najvisja pri PHI 77,0 %. Izra¢unano najbolj ucinkovit testa je PHI 74,7 %,
medtem ko je za ostale parametre izracunana ucinkovitost nekoliko nizja za parameter
%p2PSA je 71,8 %, p2PSA 69,9% in za parameter %fPSA 68,9%. Z zelo obcutljivim
testom bomo z vecjo verjetnostjo ovrgli bolezen, ¢e bo test negativen. Z zelo specificnim

testom bomo lahko z vecjo verjetnostjo potrdili bolezen, ¢e bo test pozitiven.

S pomocjo SPSS programa smo izvedli ROC analizo in izra¢unali povr$ino pod ROC
krivuljo AUC. Vrednosti AUC nam povedo verjetnost, da bo dolocen test pravilno locil
pozitivne od negativnih. 1z preglednice XIII razberemo, da ima najvecjo AUC parameter
%p2PSA (0,751; p < 0,0001), malo nizjo PHI (0,729; p < 0,0001), p2PSA (0,648; p =
0,017), %fPSA (0,632; p = 0,035), ter najnizjo AUC ima tPSA (0,580; p = 0,198). To
pomeni, da test tPSA pri koncentracijah v t.i. sivi coni med 2,0 do 10,0 ug/L ni uporaben
za loCevanje med zdravimi in bolnimi za rakom prostate. Parameter p2PSA se kot
samostojni tumorski oznacevalec ne uporablja, saj ga je mednarodna organizacija FDA
odobrila samo za izra¢un PHI in %p2PSA pri preiskovancih z nizko koncentracijo tPSA
(2,0-10,0 pg/L) in nesumljivim DRP. S pomocjo programa MedCalc smo dokazali
statisticno signifikantno razliko AUC samo med %fPSA ~ %p2PSA (p = 0,048). Pri
primerjavi razlike med AUC %fPSA ~ PHI smo imeli malenkost manjSo razliko in
signifikanco (p = 0,084). Na podlagi teh rezultatov lahko sklepamo, da sta nova tumorska
oznacevalca %p2PSA in PHI boljsa od parametra %fPSA za lo¢evanje zdravih od obolelih

za rakom prostate, pri preiskovancih z nizko koncentracijo tPSA (2,0-10,0 ug/L).

Eno izmed vprasanj, na katero smo Zeleli odgovoriti, je bilo ali bi se lahko izognili
dolo¢enim Stevilom nepotrebnih biopsij prostate s pomoc¢jo novih tumorskih oznacevalcev.
Primerjali smo stevilo nepotrebnih biopsij, ¢e bi upostevali 90 % obcutljivosti TO kot
merilo o odlo¢itvi ali se preiskovance testira z biopsijo prostate ali ne. Stevilo nepotrebnih
biopsij je enako Stevilu lazno pozitivnih rezultatov. 1z preglednic XVII je razvidno, da je
Stevilo vseh nepotrebnih biopsij ob upostevanju parametra %fPSA (pri 90 % obcutljivosti)
51. S pomocjo parametra %p2PSA bi lahko v nasem primeru zmanjsali §tevilo nepotrebnih
biopsiji za 11 % (pri 90 % obcutljivosti testa). Ce pa bi upostevali PHI (pri 90 %

obcutljivosti) razlike napram %fPSA nismo zaznali.
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Iz preglednice XVIII lahko razberemo Stevilo negativnih biopsij, ¢e smo upostevali kot
merilo za biopsijo samo vrednosti TO. Pri upostevanju, kot merilo za biopsijo samo
vrednost parametra tPSA > 4,0ug/L, bi imeli 65 % negativnih biopsij, ob tem bi zgresili 11
primerov PCa. Ko dodamo tPSA-ju Se vrednost %fPSA < 25 %, kot merilo za biopsijo, bi
imeli 57 % negativnih biopsij, ob tem bi zgresili 2 primera PCa. Pri upostevanju tPSA >
4,0 ug/L skupaj s PHI > 26,9, bi imeli 46 % negativnih biopsij. Ter ¢e upostevamo tPSA >
4,0 ug/L skupaj s %p2PSA > 1,26 %, pa bi imeli 41 % negativnih biopsij, ob tem bi zgresil
3 primere PCa. S prakti¢no enakim uc¢inkom, bi lahko z uporabo merila (tPSA > 4,0 pg/L
in %p2PSA > 1,26 %) za odlocitev o postopku biopsije znizali $tevilo nepotrebnih biopsij
za 16 % v primerjavi z merilom (tPSA > 4,0 pg/L in %fPSA < 25 %).

Za boljso oceno obcutljivost in specifi¢nosti testov, bi morali zbrati veéje Stevilo vzorcev
krvi bolnikov z rakom prostate. Tezava je lahko tudi ta, da v nasi raziskovalni nalogi zaradi
majhnega Stevila pozitivnih bolnikov z rakom prostate, nismo upostevali izvidov DRP, saj
kot sem Ze opisal se novi parameter p2PSA priporoca za izraéun %p2PSA in PHI pri
moskih, ki imajo tPSA med 2,0 do 10,0 pug/L in nesumljiv DRP prostate.

Izracunali smo verjetnost relativnega tveganja, da imajo preiskovanci prisoten rak prostate
pri razli¢nih intervalih PHIL ter ju primerjali z priporo¢ili proizvajalca reagentov (40). Kot
razberemo iz preglednic XIX in XX se izracuni relativhega tveganje in verjetnosti PCa,
kljub majhnemu S$tevilu vzorcev v nasi Studiji, zelo dobro ujemajo s podatki iz literature
(40). Preiskovanci s PHI > 55 so imeli 64 % verjetnost, da so zboleli za PCa, napram tistim
s PHI < 26,9, ki so imeli samo 16 % verjetnost PCa. Relativno tveganje za PCa pri skupini
moskih s PHI > 55 je 3,9- krat visje kot pri skupini, ki je imela PHI < 26,9.

Z MedCalc programom smo izra¢unali maksimalni Youden indeks za optimalno
referenéno vrednost t.i. cut-off. 1z preglednice XXII razberemo, da ima parameter
specificnosti 75%. Parameter %fPSA, ki se sedaj uporablja pri diagnostiki PCa ima pri
optimalni cut-off (< 16,0 %) obcutljivost 77 % ter specificnost 54 %, kar je priblizno 20 %
nizja specifi¢nosti napram testu %p2PSA. Izra¢unane optimalne cut-off vrednosti s
pomoc¢jo Youden indeksa S0 za parametre: p2PSA (> 9,41 ng/L), %p2PSA (> 1,87 %) in
PHI (> 40,37).
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Testirali smo tudi mo¢ povezave oz. korelacijo med testi po Spearmanu (preglednica
XXII1). Korelacijski koeficienti med spremenljivkami so vsi zelo nizki, razen med
parametroma %p2PSA in PHI (r = 0.85, p <0,001), kar je pricakovano saj se oba
izraCunavata iz istih podatkov. Pomembne je izpostaviti, da med letnico rojstva in
parametri p2PSA (r = -0,399, p < 0,0001) , %p2PSA (r = -0,076, p= 0,445) in PHI (r = -
0,243, p = 0,013) nismo dokazali dobre korelacije. To pomeni, da so novi testi uporabni za
celotno proucevano starostno obdobje. Podobne rezultate o mo¢i povezave smo dobili tudi
za podatke med letnico rojstva in parametrom tPSA (r = -0,328, p = 0,0007) in %fPSA (r =
-0,138, p = 0,165).
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6. SKLEP

Namen naSe magistrske naloge je bil, da ocenimo klinicno uporabnost dolo¢anja

prekurzorja prostatno specifiénega antigena p2PSA pri bolnikih z nizko koncentracijo

tPSA. Na osnovi rezultatov lahko postavimo naslednje sklepe:

Parametri p2PSA, tPSA in fPSA morajo biti izmerjeni na istem aparatu z enakim
standardom kalibratorja (WHO ali Hybritech).

V skupini moskih, ki so imeli diagnosticiran rak prostate in koncentracijo tPSA v t.i.
sivi coni med 2,0 do 10,0 ug/L je bila mediana za parametre p2PSA, %p2PSA, PHI
znacilno visja, za parameter %fPSA, pa znacilno nizja v primerjavi s skupino moskih z
negativno biopsijo.

Visoke vrednost AUC (p < 0,05) za parametra %p2PSA in PHI je dokaz, da tumorska
oznacevalca bolje loCujeta zdrave preiskovance od obolelih za rakom prostate, kot
tumorska oznacevalca tPSA in %fPSA.

Dokazali smo, da je vrednost AUC za parameter %p2PSA statisticno visja od
parametra %fPSA ( p = 0,048).

Parameter p2PSA ima statisti¢no ne-signifikantno razliko AUC (p > 0,05) v primerjavi
s parametrom %fPSA, zato se ga kot posamezni test ne priporo¢a za loCevanje
preiskovancev med zdravim in bolnimi, ampak samo v kombinaciji s parametroma
tPSA in fPSA za izracun %p2PSA in PHI.

Specificnost parametrov %p2PSA in PHI so visje od tPSA in %fPSA pri 80 - 90 %
obcutljivosti.

Pri izra¢unu optimalne referenéne vrednosti »cut-off« je imel parameter %p2PSA
najboljSe razmerje med obcutljivostjo in specifi¢nostjo.

Ob upostevanju mejne vrednosti »cut-off« parametra %p2PSA pri 90 % obcutljivosti,
bi lahko zmanjsali Stevilo nepotrebnih biopsij za 11 % v primerjavi S parametrom
%fPSA pri enaki obcutljivosti. Vendar bi pri taki obcutljivosti testov lahko spregledali
10 % bolnikov z rakom prostate.

Pomanjkljivost magistrske naloge je bilo relativno majhno Stevilo vzorcev Krvi
bolnikov z rakom prostate. Z ve¢jim S$tevilom vzorcev bi lahko bolje ocenili
obcutljivost in specificnost novih testov. Pri uvajanju testa v klini¢no prakso bo
potrebno izvesti Se dodatne vecje validacijske Studije, z upostevanjem rezultatov DRP

in stadija raka prostate.
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8. PRILOGA

Preglednica XXIV: Vrednosti parametrov 1. skupine, kjer biopsija ni potrdila PCa.

Z;':S.r' ';sjt:t'\f: (fg?ﬁ) (Lpg?g F(ﬁg/i? PHI \;E%%:: %fPSA | PSAD | %p2PSA
1 1950 | 2,27 | 077 | 1979 | 3880 | 600 0,34 0,04 | 2,57
2 1948 | 2,36 | 055 | 1050 | 29,34 | 253 0,23 009 | 1,90
3 1950 | 2,37 | 044 | 821 | 2861 | 350 0,19 007 | 186
2 1940 | 251 | 057 | 878 | 2443 | 277 0,23 009 | 154
5 1958 | 2,64 | 043 | 862 | 3256 | 296 0,16 0,09 | 2,00
6 1946 | 2,83 | 048 | 322 | 11,19 | 360 0,17 0,08 | 067
7 1949 | 2,84 | 064 | 1253 | 32,78 | 341 0,23 008 | 1,96
8 1957 | 2,86 | 043 | 717 | 2834 | 5L0 0,15 006 | 167
9 1957 | 2,86 | 031 | 899 | 4933 | 350 0,11 0,08 | 2,90
10 | 1941 | 2,95 | 08l | 1502 | 31,86 | 5L0 0,27 006 | 185
11 | 1948 | 312 | 040 | 469 | 2047 | 57.0 0,13 005 | 117
12 | 1940 | 320 | 043 | 96L | 4027 | 300 0,13 011 | 2,23
13 | 1969 | 322 | 057 | 995 | 3150 | 7L0 0,18 005 | 175
14 | 1048 | 324 | 060 | 7,00 | 2082 | 390 0,19 008 | L17
15 | 1950 | 338 | 103 | 811 | 3891 | 350 0,30 010 | 078
16 | 1952 | 340 | 067 | 401 | 11,07 | 6L8 0,20 0,06 | 059
17 | 1042 | 345 | 100 | 11,06 | 2052 | 605 0,29 006 | L1l
18 | 1045 | 345 | 078 | 1452 | 3450 | 700 0,23 005 | 186
19 | 1041 | 347 | 073 | 3904 | 1009 | 977 0,21 004 | 054
20 | 1953 | 347 | 069 | 872 | 2362 | 330 0,20 011 | 126
21 | 1944 | 350 | 038 | 2125 | 10507 | 361 0,11 00 | 559
22 | 1950 | 359 | 060 | 878 | 27.63 | 337 0,17 011 | 146
23 | 1951 | 360 | 052 | 307 | 1113 | 52,0 0,14 007 | 059
24 | 1937 | 368 | 0906 | 1572 | 3154 | 67,0 0,26 005 | 164
25 | 1942 | 374 | 070 | 767 | 21,33 | 512 0,19 007 | 1,09
26 | 1046 | 375 | 086 | 1264 | 2857 | 296 0,23 013 | 147
27 | 1955 | 375 | 025 | 6190 | 4840 | 20,0 0,07 019 | 2,47
28 | 1950 | 380 | 066 | 1023 | 3031 | 540 0,17 007 | 155
20 | 1949 | 386 | 062 | 1280 | 4037 | 40,0 0,16 00 | 2,06
30 | 1049 | 392 | 065 | 1363 | 41,23 | 394 0,17 010 | 2,09
31 | 1048 | 395 | 036 | 853 | 4686 | 254 0,09 016 | 237
3 | 1958 | 409 | 048 | 074 | 312 | 47,0 0,12 009 | 015
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33 1948 4,10 0,59 10,52 36,07 37,0 0,14 0,11 1,78
34 1952 4,17 0,62 18,76 62,04 30,0 0,15 0,14 3,02
35 1950 4,22 3,05 9,07 37,52 41,0 0,72 0,10 0,29
36 1947 4,30 0,63 8,96 29,35 28,9 0,15 0,15 1,42
37 1947 4,32 0,56 6,77 25,28 29,6 0,13 0,15 1,21
38 1949 4,35 0,56 9,33 34,50 29,5 0,13 0,15 1,67
39 1959 4,41 0,72 27,35 79,22 241 0,16 0,18 3,80
40 1953 4,42 0,41 1,66 59,72 23,0 0,09 0,19 0,40
41 1948 4,62 0,34 10,77 68,05 50,0 0,07 0,09 3,17
42 1941 4,67 1,14 19,51 37,04 85,0 0,24 0,05 1,71
43 1931 4,69 1,38 12,51 19,57 31,0 0,29 0,15 0,91
44 1947 4,79 0,24 9,41 87,05 20,6 0,05 0,23 3,92
45 1958 4,81 0,93 10,30 24,33 27,1 0,19 0,18 1,11
46 1951 4,85 0,49 12,23 55,25 29,0 0,10 0,17 2,49
47 1938 4,90 1,11 17,47 34,76 46,0 0,23 0,11 1,57
48 1948 4,91 1,07 13,97 28,94 49,0 0,22 0,10 1,30
49 1951 4,99 1,27 10,72 18,78 67,5 0,25 0,07 0,84
50 1960 5,00 1,08 5,78 11,96 63,0 0,22 0,08 0,53
51 1940 5,17 0,51 7,61 34,18 27,5 0,10 0,19 1,49
52 1946 5,30 0,96 3,65 8,73 37,0 0,18 0,14 0,38
53 1952 531 0,78 10,25 30,41 25,0 0,15 0,21 1,31
54 1949 5,40 0,61 12,73 48,20 55,1 0,11 0,10 2,08
55 1942 5,53 1,68 28,61 40,07 50,0 0,30 0,11 1,70
56 1959 5,55 0,82 13,30 38,18 37,0 0,15 0,15 1,62
57 1949 571 0,53 8,84 39,92 12,3 0,09 0,46 1,67
58 1939 5,77 1,57 24,74 37,82 73,0 0,27 0,08 1,57
59 1949 5,78 1,03 15,14 35,20 51,0 0,18 0,11 1,47
60 1952 5,92 2,17 21,14 23,77 58,1 0,37 0,10 0,97
61 1939 6,13 1,07 14,11 32,80 49,1 0,17 0,12 1,32
62 1949 6,20 0,61 4,47 18,26 46,0 0,10 0,13 0,73
63 1941 6,22 0,87 13,21 37,82 48,7 0,14 0,13 1,52
64 1943 6,38 1,04 11,95 28,94 36,0 0,16 0,18 1,15
65 1948 6,67 0,88 8,79 25,83 60,7 0,13 0,11 1,00
66 1946 6,97 0,53 7,31 36,67 24,0 0,08 0,29 1,40
67 1941 7,27 1,13 12,42 29,65 77,0 0,16 0,09 1,10
68 1953 7,40 1,16 6,72 15,70 47,0 0,16 0,16 0,58
69 1950 7,46 0,96 15,98 45,34 35,6 0,13 0,21 1,66
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70 1942 7,82 0,69 28,32 | 115,00 17,0 0,09 0,46 4,10
71 1957 8,01 0,86 15,95 | 52,36 60,0 0,11 0,13 1,85
72 1954 8,81 0,88 12,23 | 41,18 51,1 0,10 0,17 1,39

Preglednica XXV: Vrednosti parametrov 2. skupine, kjer biopsija je potrdila PCa.

sztzs liﬁrs‘:/z (Lpg‘j'ﬁ) (Lpgs/f) ?g;ﬁj PHI \;E%E%:: %fPSA | PSAD | %p2PSA
1 1954 | 266 | 026 | 824 | 5140 | 27,6 0,10 0,10 3,17
2 1938 | 2,68 | 051 | 10,88 | 3487 | 250 0,19 0,11 2,13
3 1943 | 312 | 063 | 1,25 | 3242 | 52,0 0,20 0,06 1,79
2 1949 | 334 | 053 | 798 | 27,46 | 650 0,16 0,05 151
5 1936 | 344 | 042 | 10,68 | 4683 | 27,7 0,12 0,12 2,54
6 1943 | 351 | 0,67 | 1593 | 4460 | 285 0,19 0,12 2,38
7 1958 | 352 | 026 | 800 | 583L | 213 0,07 0,17 3,07
8 1956 | 360 | 056 | 11,12 | 37,38 | 83,0 0,16 0,04 1,98
9 1943 | 384 | 084 | 1324 | 3088 | 52,0 0,22 0,07 157
10 | 1954 | 387 | 041 | 1600 | 77,04 | 450 0,11 0,09 3,90
11 | 1951 | 390 | 052 | 979 | 37561 | 400 0,13 0,10 1,88
12 | 1959 | 403 | 063 | 811 | 2573 | 32,0 0,16 0,13 1,28
13 | 1965 | 405 | 047 | 948 | 4085 | 239 0,12 0,17 2,02
14 | 1951 | 418 | 044 | 945 | 4412 | 120 0,11 0,35 2,15
15 | 1942 | 437 | 070 | 21,92 | 6549 | 240 0,16 0,18 3,13
16 | 1949 | 439 | 070 | 2028 | 6044 | 450 0,16 0,10 2,89
17 | 1946 | 464 | 047 | 11,16 | 51,44 | 350 0,10 0,13 2,37
18 | 1962 | 495 | 136 | 1015 | 1658 | 558 0,27 0,09 0,75
19 | 1945 | 510 | 061 | 1834 | 6738 | 3L0 0,12 0,16 3,00
20 | 1945 | 535 | 082 | 2363 | 6650 | 340 0,15 0,16 2,88
21 | 1954 | 557 | 053 | 1613 | 71,58 | 26,2 0,10 0,21 3,04
22 | 1953 | 567 | L10 | 31,35 | 68,10 | 56,0 0,19 0,10 2,85
23 | 1950 | 646 | 074 | 1950 | 66,86 | 183 0,11 0,35 2,63
24 | 1950 | 696 | 182 | 1489 | 21,64 | 56,0 0,26 0,12 0,82
25 | 1958 | 7,20 | 071 | 1300 | 52,68 | 22,0 0,10 0,33 1,96
26 | 1942 | 743 | 040 | 876 | 5957 | 485 0,05 0,15 2,19
27 | 1946 | 7.65 | 043 | 1337 | 8538 | 239 0,06 0,32 3,11
28 | 1954 | 806 | 125 | 3528 | 80,13 | 30,0 0,16 0,27 2,82
29 | 1935 | 866 | 006 | 1645 | 50,156 | 774 0,11 0,11 171
30 | 1946 | 984 | 122 | 385 | 9,85 435 0,12 0,23 0,32
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31 1944 9,99 15 49,45 | 98,28 19,3 0,16 0,52 3,11

Preglednica XXVI: Podatki kontrolne skupine za izra¢un referen¢nih intervalov.

Stfi?ka. Lpgs/i‘ Tgs/ﬁ piS/?_A PHI \;(;Litn;f: PSAD | %fPSA | %p2PSA
TRUZ (mL)
1 118 | 0240 4,58 20,46 20,4 0,04 20,34 1,91
2 121 | 0250 6,29 2747 60,0 0,02 20,66 2,52
8 155 | 0410 7,22 2217 493 0,03 26,45 1,76
4 166 | 0170 5,81 43,61 18,4 0,09 10,24 3,42
> 171 | 0450 10,01 29,00 36,5 0,05 26,32 2,22
6 227 | 0770 19,79 38,80 60,0 0,04 33,02 257
’ 236 | 0,550 10,50 29,34 253 0,09 2331 1,01
8 237 | 0440 8,21 28,61 35,0 0,07 18,57 1,87
9 251 | 0570 8,78 24,43 277 0,09 2271 1,54
10 264 | 0430 8,62 32,56 296 0,09 16,29 2,00
11 2,83 0,483 3,22 11,19 36,0 0,08 17,07 0,67
12 284 | 0640 12,53 32,78 34,1 0,08 22,54 1,96
13 286 | 0430 717 28,34 51,0 0,06 15,03 1,67
14 286 | 0,310 8,99 49,33 35,0 0,08 10,84 2,90
15 295 | 0810 15,02 31,86 51,0 0,06 27,46 1,85
16 312 | 0400 4,69 20,47 57,0 0,05 12,82 1,17
7 320 | 0430 9,61 40,27 30,0 0,11 13,44 2,23
18 322 | 0570 9,95 31,50 71,0 0,05 17,70 1,75
19 324 | 0,600 7,00 20,82 39,0 0,08 18,52 1,17
20 338 | 1,030 8,11 38,91 35,0 0,10 3047 0,79
21 340 | 0670 4,01 11,07 61,8 0,06 1971 0,60
22 345 | 1,000 11,06 20,52 60,5 0,06 28,99 1,11
23 345 | 0780 1452 34,59 70,0 0,05 22,61 1,86
24 347 | 0730 3,94 10,09 97,7 0,04 21,04 0,54
25 347 | 0,690 8,72 23,62 33,0 0,11 10,88 1,26
26 350 | 0380 2125 105,07 36,1 0,10 10,86 5,59
27 350 | 0,600 8,78 27,63 337 0,11 16,71 1,46
28 360 | 0520 3,07 11,13 52,0 0,07 14,44 0,59
29 368 | 0,960 1572 31,54 67,0 0,05 26,09 1,64
30 374 | 0,700 7,67 21,33 51,2 0,07 1872 1,10
31 375 | 0860 12,64 2857 206 0,13 22,93 1,47
32 375 | 0250 6,19 48,40 20,0 0,19 6,67 248
33 380 | 0,660 10,23 30,31 54,0 0,07 17,37 1,55
34 386 | 0,620 12,80 40,37 40,0 0,10 16,06 2,06
35 392 | 0650 13,63 4123 39,4 0,10 16,58 2,10
36 395 | 0360 8,53 46,86 25,4 0,16 9,11 2,37
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37 400 | 0480 0,74 3,12 47,0 0,09 11,74 0,15
38 410 | 0590 10,52 36,07 37,0 0,11 14,39 1,78
39 417 | 0620 18,76 62,04 30,0 0,14 14,87 3,03
40 422 | 3,050 9,07 3752 41,0 0,10 7227 0,30
4l 430 | 0,630 8,96 29,35 28,9 0,15 14,65 1,42
42 432 | 0560 6,77 25 28 20,6 0,15 12,96 121
43 435 | 0560 9,33 34,50 205 0,15 12,87 1,67
a4 441 | 0720 2735 79,22 241 0,18 16,33 3,80
45 442 | 0410 1,66 59,72 23,0 0,19 9,28 0,40
46 462 | 0340 10,77 68,05 50,0 0,09 7,36 3,17
a7 467 | 1,140 19,51 37,04 85,0 0,05 24,41 1,71
48 469 | 1,380 1251 1957 31,0 0,15 20,42 0,91
49 479 | 0240 9,41 87,05 20,6 0,23 5,01 3,92
50 481 | 0930 10,30 24,33 271 0,18 19,33 1,11
51 485 | 0490 12,23 55,25 290 0,17 10,10 2,50
52 490 | 1110 17,47 34,76 46,0 0,11 22,65 1,57
53 491 | 1,070 1397 28,94 49,0 0,10 2179 131
54 4,99 1,270 10,72 18,78 67,5 0,07 25,45 0,84
55 500 | 1,080 5,78 11,96 63,0 0,08 21,60 0,54
56 517 | 0510 7,61 34,18 275 0,19 9,86 1,49
57 530 | 0,960 3,65 8,73 37,0 0,14 18,11 0,38
58 531 | 0780 10,25 30,41 25,0 0,21 14,60 1,31
5 540 | 0,610 12,73 48,20 55,1 0,10 11,30 2,09
60 553 | 1,680 28,61 40,07 50,0 0,11 30,38 1,70
61 555 | 0820 13,30 38,18 37,0 0,15 1477 1,62
62 571 | 0530 8,84 39,02 123 0,46 9,28 1,67
63 577 | 1570 24,74 37,82 73,0 0,08 2721 1,58
64 578 | 1,030 15,14 35,20 51,0 0,11 17,82 1,47
65 592 | 2170 21,14 2377 58,1 0,10 36,66 0,97
66 613 | 1,070 14,11 32,80 49,1 0,12 17,46 1,32
67 620 | 0,610 4,47 18,26 46,0 0,13 9,84 0,73
68 622 | 0870 1321 37,82 487 0,13 13,99 152
69 638 | 1,040 11,95 28,94 36,0 0,18 16,30 1,15
70 6,67 | 0880 8,79 25 83 60,7 0,11 13,19 1,00
1 697 | 0530 7,31 36,67 24,0 0,29 7,60 1,38
2 7,27 1,130 12,42 29,65 77,0 0,09 15,54 1,10
3 740 | 1,160 6,72 15,70 47,0 0,16 15,68 0,58
4 7,46 0,960 15,98 4534 35,6 0,21 12,87 1,66
75 782 | 0,690 28,32 1150 17,0 0,46 8,82 4,10
76 801 | 0860 15,95 52,36 60,0 0,13 10,74 1,85
" 881 | 0880 12,23 41,18 51,1 0,17 9,99 1,39
78 1035 | 1,060 17,38 52,50 206 0,35 10,24 1,64
9 1062 | 2,410 10,35 14,01 60,0 0,18 22,69 0,43

57



Magistrska naloga Mitja Bizjak

Prakti¢ne smernice NACB in EGTM pri klini¢ni uporabi tumorskega markerja PSA.

Za diagnozo raka prostate naj se ne uporablja tPSA marker sam, ampak skupaj z DRP
prostate.

Biopsijo prostate ne priporocajo pri preiskovancih z normalnim DRP in koncentracijo
tPSA <4 ugl/L.

NACB priporo¢a uporabo referen¢ne vrednosti tPSA za posamezne skupine glede na
starost in raso. EGTM pa ta priporoéila izkljucuje.

Oboji priporocajo uporabo %fPSA, ¢e je vrednost tPSA med 4-10 pg/L, ter pri
negativnem DRP prostate.

Priporoca se, da se odvzem krvi za meritev tPSA izvaja pred kakr$no koli manipulacijo
na prostati.

V kolikor je izmerjena koncentracija tPSA povisana se priporo¢a ponovitev testa ¢ez 2
do 4 tedne.

Priporocila za rokovanje z vzorci:

Vzorce je potrebno v 3 urah po odvzemu krvi centrifugirati in serume shraniti pri + 4 °C.

Vzorci se lahko hranijo 24 ur pri + 4°C. Vzorce, ki se ne analizirajo v 24 urah je potrebno

zamrzniti pri -20°C ali niZji temperaturi, za dalj$e hranjenje vzorcev je potrebno zamrzniti

pri -70°C ali nizji temperaturi.

Uporabnike je potrebno informirati:

a) O nazivu testa.

b) O analiti¢ni obcutljivosti testa.

c) O veljavnem referen¢nem obmocju, ki je navedeno v uporabi testa.

d) Upostevati je potrebno etni¢ne in regionalne razlike v referencni populaciji.

e) Rezultate tPSA je potrebno interpretirati skupaj z DRP.
V laboratoriju je potrebno dolociti, katera je najnizja merljiva koncentracija. UpoStevati
je potrebno vpliv intraindividualne bioloSke variacije in o tem obvestiti klinicno osebje

ter vpeljati kontrolo kakovosti (45).
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Priporocila evropskega zdruZenja urologov pri uporabi PSA za presejanje in

diagnozo raka prostate.

- Masovnega presejanja za PCa ne priporocajo, vseeno zgodnja diagnoza PCa pri
posameznikih temelji na DRP in meritvi tPSA. Karcinom prostate se potrdi s
histopatoloS§ko analizo vzorca prostate. Biopsijo prostate priporo¢ajo pri bolnikih s
sumljivim DRP skupaj s povisano ali normalno koncentracijo tPSA.

- PSA oznacevalec je organsko specificen, ter nespecificen za diagnostiko raka prostate,
saj je pogosto povisan pri drugih benignih spremembah prostate.

- Pri koncentraciji tPSA med 4-10 pg/L in normalnem DRP priporo¢ajo meritev prostega
PSA za izracun %fPSA za lazjo odlo¢itev o morebitni biopsiji. Ugotovljeno je bilo, da
moskih s %fPSA < 10% imajo 56 % verjetnost, da imajo rak prostate. Skupina, ki je
imela %fPSA > 25 %, pa je imela verjetnost prisotnosti raka prostate samo 8 %. Pri
uporabi %fPSA moramo biti pazljivi, saj lahko predanaliticni dejavniki vplivajo na
rezultate (nestabilnost fPSA pri sobni temperaturi in 4°C ).

- Razlicne modifikacije koncentracije PSA lahko izboljSajo specifi€nost pri zgodnji
diagnostiki raka prostate npr. PSAD, gostota PSA prehodne cone, PSAV, podvojena
koncentracija PSA in uporaba referen¢nih vrednosti glede na starost. Vendar so novejse
raziskave pokazale, da nekatere od teh metod ne izboljSajo napovedne vrednosti
meritve tPSA, zato se ne priporoca uporaba v klini¢ni praksi.

- PHI je novejsi diagnosti¢ni krvni test, ki naj bi zmanjsal Stevilo nepotrebnih biopsij

predvsem pri moskih s koncentracijo tPSA med 2,0 in 10,0 pg/L (46).
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