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SEZNAM OKRAJŠAV 

A2M ……………… �2-makroglobulin 

ACR-RECAF …….. konjugat akridin-RECAF 

ACT ………………. �1-antihimotripsin 

AFP ……………….. alfa-fetoprotein 

AFP-R ……………. receptor za alfa-fetoprotein 

AUC………………. area under the curve (površina pod krivuljo) 

BHP ………………. benigna hiperplazija prostate 

BPSA ……………... benigna oblika PSA 

CA125 ……………. karcinomski antigen 125 

CEA ………………. karcinoembrionalni antigen 

CIA ……………...... chemilumniniscence immuno-assay (kemiluminiscen�ni imunski test) 

cPSA ……………… koncentracija PSA v kompleksu s proteaznimi inhibitorji (vezana oblika 

PSA) 

DNK ……………… deoksiribonukleinska kislina 

DRP ………………. digitalni rektalni pregled 

FDA ……………..... Food and Drug Administration (Ameriška agencija za hrano in zdravila)  

FSH ………………. Folikule-stimulativni hormon 

GnRH ……………... gonadotropin sproš�ujo�i hormon 

HCG ……………… humani horionski gonadotropin 

HER-2 ……………. receptor za humani epidermalni rastni faktor 2 

HGPIN……………. high-grade PIN (prostati�na intraepitelijska neoplazija visoke stopnje) 

HK2 ………………. humani kalikrein 2  

HSA ……………..... humani serumski albumin 

kRECAF enot……... tiso� RECAF enot  

LH ………………… luteinizirajo�i hormon 

MCF-7…………… Michigan Cancer Foundation-7 (celi�na linija adenokarcinoma dojke) 

PIN ………………... prostati�na intraepitelijska neoplazija 

pro-PSA ………….. prekurzor PSA 

PSA ………………. prostatni specifi�ni antigen 

PSA-ACT ……….. kompleks med ACT in PSA 

PSAD ……………… PSA density (gostota PSA) 

PSA-DT ………….. PSA doubling time (�as, ki je potreben, da se vrednost PSA v serumu 

podvoji) 

PSAD-TZ ………… gostota PSA, ki izhaja iz tranzicijske cone prostate 
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PSAV …………....... PSA velocity (letni dvig PSA v serumu) 

RECAF …………… receptor za alfa-fetoprotein 

RIA ……………..... radioimunski test  

ROC………………. receiver operating characteristics (krivulja, ki prikazuje razmerje med 

deležem resni�no pozitivnih od lažno pozitivnih primerov) 

Sg1 ……………….. semenogelin 1 

Sg2 ……………….. semenogelin 2 

Sk1………………... skupina 1 

Sk2………………... skupina 2 

TCEP ……………... tris (2-karboksietil) fosfin 

tPSA ………………. celokupna koncentracija PSA 

TRUZ …………...... transrektalni ultrazvok 

TSG ………………. tumor-supresorski gen 
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POVZETEK 

V klini�ni praksi se za diagnostiko raka prostate od tumorskih markerjev uporablja PSA, 

ki pa ima pomankljivost glede specifi�nosti detekcije raka. Z namenom izboljšanja 

diagnostike potekajo raziskave v smeri odkritja novih markerjev maligne transformacije, 

ki bi presegli u�inkovitost aktualnega. V okviru naloge smo se osredoto�ili na enega 

izmed njih, to je receptor za alfa-fetoprotein ali krajše RECAF, ki mu predpisujejo 

lastnosti vsesplošnega tumorskega ozna�evalca. Za dolo�itev koncentracije proteina v 

serumu smo uporabili kemiluminiscen�no imunsko metodo (CIA). Pri izvedbi smo 

uporabili anti-RECAF protitelesa, ki so vezana na trdnem nosilcu. Za prosta mesta na 

protitelesih tekmuje serumski RECAF z znano koncentracijo konjugata RECAF-akridin. 

Nižji odziv vodi do ve�je vsebnosti RECAF enot v vzorcu. Koncentracijo izra�unamo iz 

umeritvene krivulje z negativnim naklonom, ki jo pridobimo s pomo�jo standardnih 

RECAF raztopin. Koncentracijo proteina dolo�amo v RECAF enotah na mililiter vzorca 

(˝RU/ml˝).   

Za dolo�anje klini�ne uporabnosti novega tumorskega markerja smo v raziskavo vklju�ili 

3 skupine preiskovancev. V prvo skupino smo uvrstili bolnike z diagnosticiranim rakom 

prostate. Diagnoza je bila potrjena s histološko preiskavo tkiva. Druga skupina je 

vklju�evala vse ostale bolnike z drugimi boleznimi prostate. Med druge spremembe tkiva 

smo šteli benigno hiperplazijo prostate, vnetje, atrofi�no spremembo in tiste, ki so po 

histološki preiskavi imeli izražen predmaligni vzorec karcinoma prostate. Pri ve�ini je bila 

prisotna kombinacija zgoraj navedenih oblik. Tretja skupina je bila kontrolna skupina 

desetih zdravih preiskovancev. Prvi in drugi skupini bolnikov je bila izmerjena 

koncentracija celokupnega PSA, odstotek proste frakcije PSA, velikost prostate, izveden je 

bil digitalni rektalni pregled in izmerjena vsebnost RECAF-a. Kontrolni skupini smo 

izmerili le koncentracijo RECAF-a.  

Glede na kontrolno skupino smo pri mejni vrednosti 4,80 kRECAF enot izra�unali 52% 

ob�utljivost in 100% specifi�nost. Med bolniki z rakom in benigno hiperplazijo nismo 

dokazali statisti�no zna�ilne razlike v koncentraciji RECAF enot. Merjenje z metodo CIA 

glede na naše rezultate torej ne lo�i bolnikov z benigno in maligno obliko bolezni.  

V okviru naloge smo primerjali RECAF z aktualnim tumorskim markerjem PSA ter z 

njegovo prosto frakcijo, ki je povišana v primeru hiperplazije tkiva. Pri upoštevanju mejne 
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vrednosti 3 ng/ml smo za PSA izra�unali diagnosti�no ob�utljivost 88 % in specifi�nost 38 

%. Krivulja ROC prikazuje odvisnost diagnosti�ne specifi�nosti od ob�utljivosti, torej  

zmogljivost metode v razlo�evanju med malignim in nemalignim tipom bolezni. Na 

podlagi majhne površine pod krivuljo ROC (0,62) naši rezultati nakazujejo, da je prosta 

frakcija neprimerna za diagnostiko raka prostate. 
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ABSTRACT 

In clinical practice for the diagnosis of prostate cancer, among tumor markers PSA is most 

commonly used; however, it fails to provide the required specificity. With a view to 

cancer detection improvement, the research is planned in a way to discover new markers 

of malignant transformation with enhanced clinical significance. This thesis focuses on 

one of them, namely to alpha-fetoprotein receptor (RECAF), which could prove useful as 

a widespread cancer marker. For measuring the circulating RECAF in serum samples, 

chemiluminiscence imunoassay (CIA) was used. The principle of the assay involves the 

competition of constant amount of labeled RECAF with RECAF in the serum sample for 

binding to the anti-RECAF monoclonal antibody immobilized on the solid phase. A 

reduced signal relatively means a higher concentration of RECAF obtained in the serum 

sample. To calculate the RECAF values from the sample, the calibration curve with a 

negative slope is used. A standard curve is prepared with RECAF Calibrators. The results 

are expressed in RECAF units/ml (RU/ml). 

To clarify the clinical potential of the new tumor marker, three test groups were compared. 

The first group comprised prostate cancer patients. Their diagnosis was determined with 

the histological examination. The second group of patients had other prostate diseases, 

such as benign hiperplasia, prostate atrophy, inflammation, prostatic intraepithelial 

neoplasia or had premalignant patterns of prostate cancer visible after the histological 

examination. Combinations of those conditions were present with the majority of them. 

The control group with ten healthy individuals was the third group of investigation. Blood 

samples of the patients from the first two groups were taken for the measurement of total 

PSA, percentage of free PSA and RECAF. Moreover, digital rectal examinations and 

measurements of prostate volume were also performed. The control group was only tested 

for RECAF.  

Regarding the results of the control group, the reference range was calculated. According 

to the cut-off value, the diagnostic specificity and sensitivity were determined. The 

statistical discrimination of cancer patiens from patiens with non-malignant diseases was 

not proven. This prospective study revealed that the measurement of RECAF with the CIA 

method is not a significant useful predictor in discriminating cancer from non-cancerous 

diseases.  
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RECAF performance was compared to the total PSA and the percentage of fPSA, which is 

raised in benign conditions. In discriminating cancer patients, the cut-off value of 3 ng/ml 

for PSA yielded specificity level of 38% at sensitivity level of 88%. The receiver 

operating characteristic (ROC) curve represents the ability of the test to discriminate 

malignant from non-malignant samples. The results of this research indicated that the free-

to-total PSA ratio did not have a high discriminating power. This finding was supported by 

the relatively low area under ROC curve of 0.62. 
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1  UVOD 

Število obolelih za rakom se naglo pove�uje, kar pove�uje skrb in potrebo po izboljšanju 

rezultatov zdravljenja. Bolezen postaja eden izmed vodilnih vzrokov smrti po svetu. 

Uspešno terapijo omogo�a predvsem zgodnje odkritje bolezni, predvsem tistih tipov, ki so 

znani kot tihi ubijalci in pri katerih se znaki bolezni pokažejo šele v poznih stadijih. 

1.1  KANCEROGENEZA 

Rak je kompleksen patološki proces, ki nastane kot posledica spremenjenega genoma. 

Zaradi okvarjenega nadzora celi�ne delitve in apoptoze pride do nebrzdane delitve celic 

(1). Proces kancerogeneze poteka v ve� stopnjah. Prva stopnja je iniciacija, sledi ji 

promocija ter na koncu progresija bolezni (2). Iniciacija nastopi, ko je celica izpostavljena 

delovanju neke kancerogene snovi, ki jo imenujemo iniciator. Iniciator povzro�i 

nepovratne mutacije DNK. Za razvoj maligne neoplazme je potrebna tudi prisotnost 

promotorja, ki pove�a kancerogenost kemi�nih snovi, toda sam po sebi ni kancerogena 

snov. Posledica delovanja promotorja je pospešeno razmnoževanje spremenjene celice. V 

fazi progresije pride do izražanja pridobljenih malignih lastnosti (1). Kancerogene 

dejavnike razdelimo na fizikalne, kemi�ne in biološke. Vsi spremenijo DNK bodisi tako, 

da izzovejo mutacije (mutageni dejavniki), bodisi da spremenijo izražanje genov brez 

poseganja v strukturo DNK (epigenetski dejavniki) (2). Genetske okvare somatskih celic 

prizadenejo dve vrsti genov, ki sta pomembni za neoplasti�no transformacijo. Prva vrsta 

genov so protoonkogeni, ki se aktivirajo in izzovejo celi�no razmnoževanje. Druga vrsta 

genov so tumor-supresorski geni, ki se med kancerogenezo inaktivirajo in so odgovorni za 

preverjanje podvojene DNK ter nadzor celi�nega cikla (1).  

Onkogeni 

Onkogeni so spremenjeni protoonkogeni in vklju�ujejo gene, ki kodirajo razli�ne rastne 

faktorje, receptorje za rastne faktorje, signalne prenašalce, jedrne transkripcijske faktorje 

in regulatorje celi�nega ciklusa. Onkogeni nosijo zapise za beljakovine, imenovane 

onkoproteini. Delujejo dominantno, kar pomeni, da je za pospešeno delitev celic dovolj že 

en okvarjen alel (2). 
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Tumor-supresorski geni 

V procesu kancerogeneze se tumor-supresorski geni (TSG) inaktivirajo, rezultat je 

odsotnost aktivnega proteina, ki kontrolira celi�ni cikel in preverja pravilnost podvojene 

DNK. Za inaktivacijo gena morata biti mutirana oba alela. En normalni alel gena namre� 

še prepre�uje in zavira kancerogenezo. Produkti TSG so molekule na celi�ni površini, 

proteini, ki zavirajo prenos signalov rastnih faktorjev, ter proteini, ki uravnavajo 

transkripcijo DNK in celi�ni ciklus. 

Klju�en TSG je p53, ki kodira za protein p53. Protein p53 ima pomembno vlogo pri 

preverjanju napak DNK in kontroli celi�nega cikla. V primeru poškodovane DNK ustavi 

delitev celice, toda �e se DNK kljub temu ne popravi, p53 sproži apoptozo celice. Ta 

mehanizem prepre�i, da bi se genetske napake prenašale naprej (2).  

1.2  RAK PROSTATE 

Glede na število obolelih za rakom, pri moških od leta 2007 rak prostate zaseda prvo 

mesto v Sloveniji (Slika 1). Rak prostate je zamenjal plju�nega raka, ki je bil na prvem 

mestu vse od leta 1967 (3). Gre za bolezen, ki najbolj prizadene starejšo populacijo, kar 

pomeni, da je zaradi staranja prebivalstva te bolezni vedno ve� (Slika 2) (4). Raziskave 

nakazujejo, da je za rakom prostate zbolelo že približno 30 % moških nad 50 let in 80 % 

moških nad 80 let, ki ne kažejo nobenih klini�nih znakov (5). Kljub kirurški in radiacijski 

terapiji se bolezen ponovi pri 30 % bolnikov (6).  

Rak prostate je drugi najpogostejši vzrok smrti zaradi raka na svetu (7). Ker se bolezen v 

zgodnjih fazah težko opazi, bolniki pomo�i ne poiš�ejo dovolj zgodaj (8). V primeru 

metastaziranja je bolezen skoraj neozdravljiva, z zdravili le nekoliko podaljšamo 

bolnikovo življenje (9).  

Iz podatkov lahko sklepamo, da je rak prostate postal velik zdravstveni problem moške 

populacije, zato je potrebno izrazito izboljšati diagnostiko in terapijo (4). V prvi vrsti 

potrebujemo tumorske markerje, ki bi natan�no opredelili posameznikovo tveganje za 

nastanek bolezni ter s tem zmanjšali posledice, povezane s pozno odkritim rakom prostate 

(10).  
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Odkritje prostatnega specifi�nega antigena (PSA) in za�etek njegove uporabe v klini�ni 

praksi v zgodnjih 1990-ih letih je pomenilo velik napredek na podro�ju diagnostike raka 

prostate. Za�etek uporabe PSA je prinesel mo�an porast incidence bolezni in mo�no 

zmanjšal število na novo odkritih bolnikov s prisotnimi metastazami, kar je posledi�no 

pripeljalo do upada smrtnosti (11). 

 

Slika 1: Najpomembnejša lokacija raka po spolu, Slovenija 2007 (3) 

 
Slika 2: Groba letna inciden�na stopnja izbranih rakavih obolenj po spolu, Slovenija 

1950–2007 (3)  
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1.2.1  Anatomija prostate 

Prostata je sekundarni moški spolni organ in tehta okrog 20 g (12). Nahaja se v 

subperitonealnem prostoru med medeni�no prepono in peritonealno votlino (13). Prostato 

obdajajo rektum na desni, se�ni mehur na vrhu in sramna kost na levi strani (14). Žleza 

poteka od vratu mehurja vse do za�etnega dela se�nice, ki ga obdaja. Makroskopsko ima 

prostata obliko oreha, in jo lo�imo na bazo prostate, vrh, ter sprednji, zadnji in spodnji del. 

Vrh prostate se nahaja na zgornji površini urogenitalne prepone, baza prostate pa je 

pritrjena na vrat mehurja. V sprednji ozek in izbo�en del vstopa prostatni del se�nice. 

Zadnji del, ki se nahaja pred steno rektuma, je trikoten in raven (13).  

Prostato delimo na vezivno (fibromuskularno anteriorno) cono in na tri glandularne 

(žlezne) cone: centralno, prehodno in periferno cono (14). Med seboj se razlikujejo po 

histoloških, anatomskih, bioloških in patoloških lastnostih (13). Najve�ji delež obsega 

periferna cona (70 %), sledita ji centralna (25 %) in prehodna cona (5 %) (14). Rak 

prostate po ve�ini izvira iz periferne cone (70 %). Nasprotno se v centralni coni rak skoraj 

ne pojavlja (le 5 % primerov). 25 % raka prostate izvira iz prehodne cone, ki ima podoben 

embrionalni izvor kot periferna cona, razlikujeta se le v vezivni komponenti (13). Se�nico 

obdaja že omenjena prehodna cona, v kateri s starostjo pride do hiperplazije (14).  

Proksimalni del se�nice obdajajo gladke mišice preprostati�nega sfinktra. (14). Distalni 

sfinkter se�nice sega v zadnji del periferne cone prostate, zato njegova okvara med 

invazivnimi diagnosti�nimi pregledi lahko vodi do urinske inkontinence (13). Celotna 

žleza je obdana z ovojnico, ki pri hiperplaziji onemogo�a širjenje tkiva v okolico (12).  

Pove�ana koli�ina tkiva, ki nastane pri maligni ali benigni bolezni prostate, pritiska na 

prostati�ni del se�nice, zato povzro�a težave pri uriniranju (12).  

Prostata ima pomembno vlogo pri ohranitvi gibljivosti spermijev. Izlo�a namre� teko�ino, 

ki prispeva 30 % h kon�ni semenski teko�ini (12). Posebne sestavine prostati�ne teko�ine 

so: citrat (vzdržuje osmotsko ravnovesje in predstavlja medij za transport spermijev), cink 

(deluje protibakterijsko), PSA in prostati�na kisla fosfataza (14). Prostata vsebuje encim 

5�-reduktazo, ki pretvori moški spolni hormon testosteron v aktivno obliko 

dihidrotestosteron (12).  
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Slika 3: Anatomija prostate (15) 

1.2.2  Dejavniki tveganja 

Dejavniki tveganja za razvoj raka prostate so – razen starosti in dednosti – nepoznani. 

Znano je, da se z napredovano starostjo ve�a pojavnost bolezni (16). Incidenca raka 

prostate je v razvitem svetu izjemno visoka (17).  

Pomemben dejavnik tveganja je tudi dednost (16). Iz epidemioloških raziskav sklepamo 

na podvojeno tveganje, �e je obolel en bližnji sorodnik (brat ali o�e). �e sta obolela dva ali 

ve� bližnjih sorodnikov, je tveganje za razvoj bolezni od 5-  do 11-kratno (4). Z družinsko 

anamnezo povezujejo 21 % bolnikov (18). Bolniki z družinsko anamnezo naj bi izkazovali 

ve�jo možnost ponovitve bolezni, celo po operativni odstranitvi prostate. Imajo tudi za 10 

% ve�jo možnost za razvoj metastaz, s �imer so deležni slabše prognoze, kar pomeni 

manjšo možnost ozdravitve (19).  

1.2.3  Simptomi 

Simptomov raka prostate v za�etnem obdobju bolezni skoraj ni opaziti; bolezen se v ve� 

kot 80 % primerih kaže kot asimptomatska (20). V poznih fazah simptomi raka prostate 

posnemajo simptome benigne hiperplazije prostate (BHP) (16). Prvi znaki, ki kažejo na 

rak, so ponavadi bole�ine v kosteh (zaradi metastaz) in kri v urinu. Pojavi se lahko tudi 
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po�asnejše odtekanje urina ali pogostejše uriniranje (21). Prisotnost metastaz lahko 

povzro�a tudi simptome, kot so izguba teže, anemija in utrujenost (14). 

1.2.4  Klini�ne manifestacije karcinoma prostate 

V kliniki sre�amo štiri oblike raka prostate: klini�ni, incidentni, latentni in okultni 

karcinom (5). Tkivo prostate se lahko maligno spremeni v razli�ne tipe primarnih 

tumorjev, od katerih je ve�ina majhnih in visoko diferenciranih, ki so klini�no manj 

pomembni (22). Primarni tumorji prostate redko povzro�ijo smrt bolnika, saj je tumor 

prisoten v nevitalnem organu. Problem so predvsem metastaze. Potrebujemo markerje, ki 

bi u�inkovito lo�ili med primarnim in razširjenim karcinomom, ali še bolje, ki bi 

napovedali verjetnost širitve primarnega tumorja (23). 

Klini�ni karcinom zaznamo z digitalnim rektalnim pregledom, pri katerem najdemo 

zatrditev in nepravilno oblikovanost prostate. Zvišanje serumske koncentracije PSA in 

pozitivni izvid ultrazvoka prav tako pove�ata možnost klini�ne oblike karcinoma prostate. 

Diagnozo klini�nega karcinoma vedno potrdimo z biopsijo prostate (5). 

Incidentni karcinom naklju�no odkrijemo pri pregledu materiala za histološke preiskave, 

pri �emer predhodno ne sumimo na karcinom. Pogosto najdemo incidentni karcinom v 

žlezah, ki so bile odstranjene zaradi hiperplazije (5).  

Latentni karcinom prostate je tisti, ki ga naklju�no odkrijemo po bolnikovi smrti. 

Karcinom v bolnikovem življenju ni izkazoval nobenih simptomov (5, 22). Je tip 

karcinoma, ki ponavadi ni smrten (19). 

Okultni ali skriti karcinom je klini�no pomemben, saj se najprej izrazi šele z 

metastazami v kosteh ali bližnjih bezgavkah. Ko je stanje bolezni omejeno na primarni 

karcinom, ni vidnih nikakršnih simptomov. S histološko preiskavo postavimo kon�no 

diagnozo (5).  
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1.2.5  Opredelitev stopnje razširjenosti tumorja (stadij bolezni) 

Stopnjo razširjenosti tumorja nasplošno opredelimo s shemo TNM. S »T« opredelimo 

velikost primarnega tumorja, z »N« razširjenost tumorja na bližnje bezgavke in z »M« 

prisotnost oddaljenih metastaz. Stadij bolezni najbolje ocenimo pri pregledu tkiva prostate, 

ki ga pridobimo z radikalno prostatektomijo (5). Za razvoj premaligne latentne oblike do 

invazivnega karcinoma prostate je potrebnih od 10 do 20 let (24).  

Poznamo štiri stopnje razširjenosti primarnega tumorja: 

o pT1 - naklju�no odkriti karcinom prostate (incidentni karcinom), 

o pT2 - karcinom, ki se nahaja v enem (levem ali desnem) oz. obeh režnjih prostate, 

o pT3 - karcinom, ki je prebil ovojnico prostate in se širi v okolnje tkivo (semenske 

meši�ke), in 

o pT4 - karcinom, ki se širi v se�ni mehur, danko, okolnje mišice in proti stenam  

medenice. 

Matastaze karcinoma prostate najdemo najprej v regionalnih bezgavkah (obturatorne, 

iliakalne) in v kosteh (medenica, hrbtenica, …), �eprav lahko metastazira skoraj povsod po 

organizmu (6). V plju�ih, jetrih in možganih redko najdemo zasevke karcinoma prostate 

(5). 

 

 

Slika 4: Stopnje razširjenosti primarnega tumorja prostate (T1, T2, T3 in T4) (25) 



 22 

1.2.6  Diagnostika raka prostate 

Digitalni rektalni pregled (DRP) 

Do sredine leta 1980 je bil digitalni rektalni pregled edina preiskava namenjena 

diagnostiki raka prostate (26). Danes še vedno velja za temeljno preiskavo na tem 

podro�ju. Z DRP ocenimo velikost prostate in dolo�ene spremembe v njej. Problem 

testiranja je, da veliko oblik raka ne tipamo, zato lahko pride do diagnosti�nih napak (18). 

Karcinom v periferni coni lahko tipamo, v centralni in prehodni coni pa ne. Poleg tega 

spremembe tkiva niso vedno maligne, lahko gre tudi za fibrozo, prostati�ne kamne ali pa 

vnetni proces (14). Znano je, da ima veliko bolnikov z negativnim DRP pove�an volumen 

prostate ali pove�ano koncentracijo PSA v serumu. Negativna lastnost testa je tudi slaba 

napoved stadija bolezni. Ker prihaja do veliko lažno negativnih primerov, testu 

pripisujemo slabo ob�utljivost in ga ozna�ujemo kot nezanesljivo samostojno diagnosti�no 

metodo (26).  

Serumska koncentracija PSA 

Morebitno vlogo PSA za zgodnje odkrivanje raka prostate so za�eli raziskovati po 

odkritju, da ima ve�ina bolnikov z rakom prostate povišano serumsko koncentracijo PSA 

(27). Zaradi uvedbe PSA v klini�no prakso se je incidenca raka prostate v zgodnjih 1990-

ih letih mo�no pove�ala (28). Danes je PSA naju�inkovitejše sredstvo za zgodnjo 

diagnostiko raka prostate (26). Višjo serumsko koncentracijo PSA povezujejo z ve�jo 

verjetnostjo prisotnosti karcinoma prostate (28). Kljub množi�ni uporabi PSA le ni idealni 

tumorski marker (29). 

Vrednosti PSA so lahko povišane tudi zaradi hiperplasti�ne spremembe tkiva, torej BHP. 

Hiperplazija je 3-krat bolj prevalentno stanje kot rak prostate (27, 19). 30–50 % bolnikov z 

BHP ima povišano serumsko koncentracijo PSA (30). PSA je specifi�ni protein za tkivo 

prostate in ni povišan le v primeru raka, zato ga je bolje ozna�iti kot tkivni marker in ne 

kot tumorski marker (31, 32). Povišana vrednost PSA je lahko tudi posledica vnetnega 

procesa, spolne aktivnosti ali pa invazivnih diagnosti�nih pregledov (16). Za ponovno 

merjenje PSA je potrebno po�akati 1–2 meseca po histološkem ali rektalnem pregledu 

(19). Znižane vrednosti PSA v krvi so lahko posledica antibioti�ne ali protivnetne terapije 

kroni�nega prostatitisa (33). 
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Prostatni specifi�ni antigen odlikuje visoka ob�utljivost, saj ima približno 75 % bolnikov z 

rakom prostate serumske vrednosti nad 4 ng/ml (29). Kljub temu je agresivna oblika raka 

prisotna tudi pri bolnikih s PSA pod 4 ng/ml; teh je okoli 15 % (16, 28, 34, 35). 

Problem PSA je njegova specifi�nost (60). Z biopsijo potrjeno bolezen ima samo 25–33 % 

moških z abnormalno vrednostjo PSA, zato veliko moških prestane nepotrebno biopsijo 

prostate (8, 29, 36, 37). Uporaba PSA kot samostojnega sredstva za diagnostiko raka 

prostate zato ni mogo�a (28, 38).  

Mejna koncentracija PSA, ki odlo�a o nadaljnji diagnosti�ni obravnavi s histološko 

analizo, je najpogosteje 4 ng/ml (16, 29). Ker imajo bolniki z vrednostjo PSA manj kot 4 

ng/ml pretežno majhne tumorje (69 % primerov) in ve�jo možnost ozdravitve (94%) kot 

tisti z vrednostjo PSA ve� kot 4 ng/ml (70% verjetnost ozdravitve), je za detekcijo 

potencialno ozdravljive bolezni obveljala meja 4 ng/ml (19). Vendar se v zadnjem �asu 

vse bolj uveljavlja mejna vrednost 3 ng/ml (22). Razlogov za to je ve�. �e upoštevamo 

klasi�no mejno vrednost 4 ng/ml, lahko zgrešimo ve� kot 75 % primerov raka, ki bi ga 

lahko z biopsijo zaznali. Pri tem bi zgrešili ve� kot 50 % primerov z nizko stopnjo celi�ne 

diferenciacije, ki jim predpisujemo najslabšo prognozo (39). 

Starejši moški imajo zaradi hiperplazije ve�ji obseg tkiva, zato serumska koncentracija 

PSA naraš�a s starostjo (40). Z nižanjem mejne vrednosti PSA v serumu bi ve�krat odkrili 

raka v še ozdravljivem stadiju. Toda v nasprotnem primeru, tj. s povišanjem te vrednosti, 

torej z izboljšanjem analitske specifi�nosti, bi zmanjšali število nepotrebnih biopsij 

prostate (16, 27, 29).  

Uporaba PSA v klini�ni praksi lahko vodi do diagnosti�nih napak. To se zgodi v primeru 

bolnikov z življenjsko nenevarnimi oblikami raka, ki nikoli ne bi dosegli faze klini�ne 

pomembnosti (41). Ti bolniki prestanejo nepotrebne komplikacije zaradi kirurških 

posegov, biopsij ali obsevanja (10). Najpogostejši komplikaciji po biopsiji prostate sta 

krvavitev in infekcija (42). 

Z namenom izboljšanja specifi�nosti PSA so raziskovalci predstavili razli�ne modifikacije 

dolo�anja proteina v serumu (38). Prvi na�in izvira iz ugotovitve, da v serumu lahko 

lo�imo ve� encimsko neaktivnih oblik PSA (43, 44). Najdemo ga v prosti obliki (fPSA) ali 

vezanega na proteazne inhibitorje (cPSA) (32, 36, 45). Vsoto obeh oblik poda klasi�ni test 

PSA (45, 46).  
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V serumu najdemo najve� PSA v kompleksu z �1-antihimotripsinom (ACT), v manjših 

odstotkih tudi v kompleksu z �1-antitripsinom in �2-makroglobulinom (A2M) (11, 31, 36, 

44). A2M je zelo velik protein, ki onemogo�a pristop protiteles proti PSA, zato kompleksa 

s klasi�no ELISO ne moremo detektirati (44). �eprav v serumu prevladuje kompleks z 

ACT, predvidevajo, da vezava na A2M predstavlja glavni na�in eliminacije PSA iz 

seruma (49). Vsebnost proste oblike v serumu se giblje v obmo�ju od 5 do 45 % (11). Med 

prosto frakcijo prištevamo izoformo BPSA (benigni PSA), ki izvira iz hiperplasti�ne 

prehodne cone prostate, ter proPSA iz malignih celic periferne cone in predmaligne 

stopnje karcinoma prostate (PIN) (47). Merjenje izoforme proPSA izboljša detekcijo raka 

prostate v obmo�ju pod 4 ng/ml, saj je izoforma proPSA mo�neje povezana z bolj 

agresivno obliko raka kot druge oblike PSA (38).  

Bolniki z benigno spremenjenim organom so nagnjeni k višjim deležem fPSA kot bolniki 

z rakom prostate (8). Za lo�itev med benigno in maligno obliko bolezni je uporaba 

merjenja deleža fPSA zato primerna le za bolnike z majhno prostato (manjšo od 30 cm3) 

(8, 48). Naslednja pomankljivost merjenja deleža fPSA je in vitro nestabilnost pri 4 °C in 

sobni temperaturi, kar zahteva previdno in skrbno ravnanje z vzorci (34, 48). Vsebnost 

proste frakcije v serumu pada hitreje od celokupnega PSA tudi pri temperaturi pod -70 °C 

(49).  

Ameriška organizacija za hrano in zdravila (FDA) je odobrila merjenje deleža proste 

frakcije PSA v klini�ni praksi z namenom dodatnega testiranja posameznikov s celokupno 

koncentracijo v obmo�ju od 4 do 10 ng/ml. Višji delež proste oblike nakazuje na manjšo 

možnost za rak prostate in ve�jo verjetnost za BHP (11). Uporaba mejne vrednosti 25 % 

fPSA je priporo�ljiva za bolnike z celokupnim PSA med 4 in 10 ng/ml (50). Velik 

napredek v specifi�nosti izkazuje tudi merjenje koncentracije PSA v kompleksu. Vezana 

oblika PSA izkazuje visoko stabilnost in detekcijo slabo diferenciranih tumorjev (48, 51, 

52). 

Kako dobro tumorski marker lo�i skupino rakavih bolnikov od zdravih preiskovancev 

izvemo iz ROC krivulje (53). ROC krivulja prikazuje razmerje med deležem resni�no 

pozitivnih primerov in deležem lažno pozitivnih primerov pri razli�nih mejnih vrednostih 

klasifikatorja. Krivuljo dobimo tako, da pri vsaki mejni vrednosti dolo�imo število 

pravilno pozitivnih (ob�utljivost) in število lažno pozitivnih primerov (1-specifi�nost) 

(54).  
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Graf 1: Vrednosti za f/t PSA v skupini 1 (rak prostate) in v skupini 2 (BHP) glede na 

vrednosti celotne koncentracije PSA (31) 

 

 

Graf 2: Krivulja ROC, ki primerja uspešnost tPSA in f/t PSA v razlikovanju med 

zdravimi posamezniki in bolniki z rakom prostate (31) 

 

Drugi poskus izboljšanja uspešnosti PSA temelji na novih analitskih parametrih, ki 

upoštevajo volumen prostate, kinetiko PSA in starost pacientov (18, 29). Ker bolniki z 

rakom prostate izlo�ajo ve� PSA na enoto volumna prostate kot bolniki s hiperplazijo, so 

uvedli parameter gostota PSA (PSAD) (8). Definiramo ga kot kvocient med serumsko 

koncentracijo PSA in volumnom prostate (28). 1 g hiperplasti�nega tkiva dvigne PSA za 

približno 0,3 ng/ml, a ista koli�ina rakavega tkiva za 3,5 ng/ml (55). Vrednost parametra je 

torej višja pri bolnikih z rakom (8).  

Ve�ina volumna prostate se pove�a na ra�un prehodne oziroma tranzicijske cone prostate. 

Uspešnost PSAD lahko izboljšamo s tem, �e upoštevamo le omenjeni del žleze. Gostoto 
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PSA iz tranzicijske cone (PSAD-TZ) lahko dolo�imo le pri moških s prostato, ve�jo od 30 

cm3, saj je volumen cone v primeru majhnih žlez težko dolo�ljiv (34, 48, 56). Za izra�un 

gostote moramo torej pridobiti podatek o volumnu žleze. Ker volumen prostate izmerimo s 

pomo�jo invazivnega ultrazvoka, ni pri�akovati, da bo kadar koli v klini�ni praksi meritev 

PSAD-TZ zamenjala uveljavljene diagnosti�ne metode (8). 

Naslednja dva parametra sta kineti�ne narave. Prvega imenujemo PSAV (PSA velocity), ki 

predstavlja letni dvig koncentracije PSA v serumu (22). Kineti�ne narave je tudi PSA-DT 

(PSA doubling time), torej �as podvojitve koncentracije PSA v serumu (35). V primeru 

hitre podvojitve PSA v krvi (v roku 2 let), sklepamo na bolj agresivne oblike raka (29). 

Uporabnost kineti�nih parametrov vidimo predvsem v spremljanju moških s PSA pod 4 

ng/ml, ki biopsije ne potrebujejo urgentno (34). 

Optimizacija referen�nih vrednosti v posameznih starostnih skupinah prav tako ni dosegla 

najboljših rezultatov. Referen�na vrednost za moške v starostni skupini 70–80 let naj bi po 

nekaterih merilih dosegala 6,5 ng/ml PSA (27). Veliko karcinomov pri tej koncentraciji, ki 

jih ne bi detektirali, odražajo že življenjsko ogrožujo�e stanje, zato tak na�in optimizacije 

testiranja PSA ni najprimernejši (29).  

Sklepamo, da je uporaba PSA smiselna le v kombinaciji z ostalimi diagnosti�nimi 

metodami, rektalnim pregledom in ultrazvokom, toda še vedno težko lo�imo maligno 

obliko bolezni od benigne (57). V primeru kombiniranja teh metod pove�amo ob�utljivost 

detekcije raka (28). Zaradi nezanesljivosti metod se veliko bolnikov napoti na biopsijo 

prostate (58). �eprav je histološka analiza potrebna za diagnozo raka prostate, bi se morali 

tej invazivni in dragi metodi izogniti moški z manjšo možnostjo razvoja omenjene bolezni 

(32). 

Predoperativna vrednost PSA je poleg starosti, klini�ne faze in ocene diferenciranosti 

tumorja predvsem dober prognosti�ni indikator biokemi�nega recidiva po operativni 

odstranitvi prostate (59). Poleg tega je uspešen kazalec progresije bolezni, saj porast PSA 

v serumu opazimo pred klini�no vidnim napredovanjem bolezni (20). 

Rektalni pregled in merjenje serumske koncentracije PSA sta danes prvi in osnovni 

preiskavi pri sumu na rak prostate. Ob patoloških testih nadaljujemo z transrektalnim 

ultrazvokom in biopsijo prostate (16).  
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Transrektalni ultrazvok (TRUZ) 

Transrektalni ultrazvok nam omogo�a oceniti velikost oziroma volumen prostate (49). 

Vidimo lahko rakavo tkivo, ki pri 71,3 % bolnikov predstavlja nepravilno hipoehogeno 

podro�je v periferni coni, pri 27,4 % primerov izoehogeno podro�je ter hiperehogeno pri 

1,3 % bolnikov (18). Hipoehogeno podro�je je lahko tudi posledica vnetja ali drugih 

sprememb v tkivu (14). Metoda je slabo ob�utljiva in specifi�na za dokazovanje lokalno 

napredovanega raka prostate (18, 19). 

Biopsija prostate 

Histološka analiza se izvaja pod nadzorom transrektalnega ultrazvoka (18). Obi�ajno se 

jemlje 6 vzorcev iz razli�nih delov prostate, kar predstavlja standardno sekstantno 

biopsijo. Biopsija detektira od 20 do 35 % bolnikov (15). Pri sekstantni biopsiji jemljemo 

vzorce le iz perifernega obmo�ja brez vklju�itve prehodnega obmo�ja, kjer se razvije do 

25 % raka (18). Veliko pacientov je kljub negativni biopsiji napotenih na ponovni pregled. 

Gre predvsem za bolnike s pozitivnim testom DRP ali PSA, pri katerih gre še vedno za 

sum na rak prostate tudi zaradi histoloških sprememb tkiva, kot je predmaligna stopnja 

raka prostate (15).  

Najpogostejši histološki tip raka prostate je adenokarcinom (ve� kot 95 %). Za oceno 

stopnje diferenciacije karcinoma prostate uporabljamo Gleasonov sistem, ki razvrš�a 

karcinom v pet razredov. V zadnji Gleasonov razred sodijo najmanj diferencirani 

karcinomi z agresivnejšim tipom in slabšo prognozo (5). Stopnjo diferenciranosti 

opredelimo z vsoto dveh biopsijskih vzorcev, ki sta po obsegu najve�ja. Vzorca 

predstavljata oceno po Gleasonu z vrednostmi 2–10 (5, 60). Dobro diferencirani karcinomi 

so ocenjeni z 2–4, zmerno z 5–7 in slabo diferencirani z 8–10 (5). Histološka stopnja 

oziroma ocena po Gleasonu je najmo�nejši samostojni prognosti�ni marker raka prostate 

(19).  

Prostati�na intraepitelijska neoplazija (PIN) 

Prostati�na intraepitelijska neoplazija deli mnogo histopatoloških, morfoloških in 

genetskih lastnosti z rakom prostate, zato jo ozna�ujemo kot predmaligno stopnjo in glavni 

prekurzor invazivnega karcinoma prostate (61, 62). Predstavlja vmesno stopnjo med 

normalnim in malignim prostati�nim epitelijem (17). PIN je morfološko spremenjen žlezni 

epitelij. Kaže se kot intraluminarna proliferacija sekretornih celic z razli�no stopnjo 
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jedrske anaplazije ter s kon�nim stanjšanjem plasti bazalnih celic (5, 62). Majhne 

spremembe žleznega epitelija ozna�imo kot PIN nizke stopnje (low grade), velike 

spremembe pa PIN visoke stopnje (high grade), kjer gre že za adenokarcinom (5).  

PIN lahko odkrijemo le z mikroskopom, zato ga najve�krat sre�amo v biopsijskih vzorcih, 

poslanih na histološko preiskavo (5, 17). Služi nam kot dober prognosti�ni marker (17).  

1.2.7  Zdravljenje raka prostate 

Lokalno omejeni rak prostate zdravimo s kirurško odstranitvijo prostate, obsevanjem in 

hormonsko terapijo. 

Lokalno napredovani rak prostate, razširjen v podro�ne bezgavke, obi�ajno zdravimo s 

hormonsko terapijo, ki ji dodamo še tele- ali brahiradioterapijo.  

Napredovani rak prostate se v prvi vrsti širi v bezgavke ob velikih žilah (retroperitonealne 

bezgavke) in kosti. Ponavadi pristopimo s popolno hormonsko blokado z LHRH agonisti 

in antiandrogeni (14). 

Radikalna prostatekomija 

Uspešno zdravljenje bolnikov z rakom prostate je mogo�e, �e se bolezen odkrije, ko je 

omejena še na primarni organ (63). Operativna odstranitev prostate, oziroma radikalna 

prostatektomija, je glede na dolgoro�ne rezultate trenutno najboljša metoda zdravljenja 

(16, 63). Zdravljenje z radikalno prostatektomijo je indicirano za bolnike, pri katerih je 

pri�akovana življenjska doba ve� kot 10 let in imajo lokalno omejeni rak prostate (16, 64). 

Po operacijskem posegu se bolnikom kontrolira vrednost PSA po treh, šestih in dvanajstih 

mesecih, nato pa enkrat letno, �e ni prisotnih klini�nih znakov napredovanja bolezni (63). 

Po posegu lahko nastanejo dolo�eni zapleti, kot so erektilna disfunkcija, urinska 

inkontinenca, zožitev na mestu anastomoze ali biokemi�ni recidiv, o katerem govorimo, 

kadar PSA po operaciji naraste nad 0,2 ng/ml. Do biokemi�nega recidiva pride ponavadi v 

prvih dveh letih po operaciji (64).  

Teleradioterapija & brahiradioterapija 

Zunanje obsevanje prostate (teleradioterapijo) izvajamo 6–8 tednov, pri �emer pove�amo 

u�inkovitost zdravljenja, �e obsevanje kombiniramo s hormonskimi pripravki (14).  
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Intersticijsko radioterapijo oziroma brahiradiotrapijo izvajamo po kon�anem zunanjem 

obsevanju. Uporabljajo se implantanti radioaktivnih izotopov, kot so iridij-92, paladij-103 

in jod-125 (16). 

Hormonsko zdravljenje  

Namen hormonskega zdravljenja je znižanje koncentracije testosterona pod 50 ng/dl (14). 

Uporabljajo se gonadotropin sproš�ujo�i hormoni (GnRH), znani kot agonisti receptorjev 

GnRH, ter antiandrogeni. Agonista GnRH sta buserelin in goserelin (16). Omenjeni 

u�inkovini aktivirata sproš�anje LH in FSH iz hipofize. Izlo�anje hormonov se po 

dolo�enem �asu iztroši, zato se posledi�no zmanjša sinteza testosterona (14). Med 

antiandrogene prištevamo bikalutamid in flutamid, ki sta oba nesteroidne narave (16). 

1.3  TUMORSKI MARKERJI 

V zadnjih letih so se raziskave raka usmerile predvsem na odkritje novih tumorskih 

markerjev, ki bi bili uporabni v klini�ni praksi in bi pripomogli k zgodnjemu odkrivanju 

raka (10). Merjenje tovrstnih ozna�evalcev v serumu bolnikov je danes eden izmed 

najhitreje razvijajo�ih se podro�ij laboratorijske biomedicine (65).  

Tumorski marker je bil prvi� opisan 160 let nazaj, ko je kemik Henry Bence Jones v 

urinu pacientov z multiplim mielomom opazil prisotnost nenormalnih proteinov. 

Tumorske markerje opišemo kot produkte malignih celic ali snovi, ki so nastale v drugih 

celicah pod vplivom malignih celic (66, 67). Uporabni so za diagnostiko raka, spremljanje 

napredovanja tumorske mase, napovedovanje prognoze in za spremljanje uspešnosti 

terapije (68). 

Idealni tumorski marker predstavlja protein, ki ga tvorijo le maligni tumorji ter je 

zna�ilen za dolo�en organ in tip tumorja. Lahko ga dokažemo pri vseh bolnikih z istim 

tipom tumorja, tvori se v zadostnih koli�inah že na za�etku razvoja maligne bolezni in 

njegove serumske koncentracije odražajo velikost maligno spremenjenega tkiva (66).  

Kljub mnogim raziskavam na tem podro�ju jih v klini�ni praksi uporabljamo le nekaj 

izmed njih (65). Razlog je predvsem v pomanjkanju njihove specifi�nosti in pove�ane 

tvorbe v fizioloških in nemalignih stanjih. K lažno pozitivnim rezultatom lahko prispevajo 

vnetni procesi, benigni tumorji, jetrne bolezni, obsežna tumorska nekroza, posledice 

diagnosti�nih pregledov in terapij, nose�nost ter motnje v delovanju ledvic. Lažno 
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negativne rezultate lahko povzro�i slaba prekrvitev tumorja, nastajanje imunskih 

kompleksov s tumorskimi antigeni ali hitro izlo�anje tumorskih antigenov iz seruma (66).  

Danes znani tumorski ozna�evalci so manj primerni za odkrivanje maligne spremembe, 

toda so potencialno uporabni za paciente z znano diagnozo za napoved njihove prognoze. 

V pomo� so pri izbiri na�ina zdravljenja, služijo za napoved terapevtskih izidov in imajo 

velik pomen pri zgodnjem odkrivanju ponovnega izbruha bolezni (65, 66). 

Klini�no uporabni ozna�evalci maligne transformacije so �-fetoprotein (AFP) za nadzor 

bolnikov s hepatocelularnim karcinomom, karcinoembrionalni antigen (CEA) za 

spremljanje pacientov z diagnosticiranim rakom kolona in rektuma, CA 125 za kontrolo 

terapije pri pacientkah z rakom na jaj�nikih in HCG za nadzor pacientov s trofoblastnimi 

in neseminomskimi germinalnimi tumorji. Pri raku dojke estrogenski receptorji služijo za 

napoved odgovora na hormonsko terapijo, HER-2 pa omogo�a identifikacijo bolnic, ki so 

primerne za zdravljenje s trastuzumabom (65). Toda najve�jo uporabnost izraža prostatni 

specifi�ni antigen (32). 

Prvi tumorski marker raka prostate je bil encim, imenovan kisla fosfataza. Serumska kisla 

fosfataza lahko izvira iz razli�nih organov od kosti, prostate, jeter, ledvic do eritrocitov. 

Bolezni drugih organov torej lahko povzro�ijo povišano vrednost encima v krvi, kar vodi 

v slabo specifi�nost analita. Iz leta 1966 so znani prvi zapisi o gama-semino-proteinu, 

proteinu semenske teko�ine, ki je danes znan pod imenom prostatni specifi�ni antigen 

(69). Leta 1980 so prvi� dokumentirali prisotnost povišane koncentracije PSA v serumu 

bolnikov z rakom prostate (68). V letu 1994 je agencija FDA zabeležila odobritev uporabe 

PSA za zgodnjo detekcijo raka prostate (70).  

Vlogo in uporabnost posameznega tumorskega ozna�evalca ter metode za dolo�eno vrsto 

rakave bolezni opredelimo s statisti�nima pojmoma ob�utljivost in specifi�nost (68). 

Ob�utljivost testa je delež bolnikov z dolo�enim tumorjem, ki imajo pozitivni test. 

Specifi�nost testa predstavlja delež zdravih pacientov z negativnim izvidom (66). 
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 pozitivni test negativni test 

bolni A B 

zdravi C D 

ob�utljivost = A/(A + B) ; specifi�nost = D/(C + D) 

 

Preglednica 1: Ena�bi za izra�un specifi�nosti in ob�utljivosti testa (39) 

 

 

Graf 3: Prikaz vpliva mejne vrednosti na specifi�nost in ob�utljivost analita (66) 

 
Za optimalno zdravljenje raka potrebujemo zanesljive prognosti�ne in predikcijske 

markerje. Prognosti�ni markerji so faktorji, ki napovejo kon�ni bolezenski izid v 

odsotnosti terapije. Predikcijski markerji so povezani z odgovorom ali rezistenco na 

dolo�eno terapijo. Tradicionalni prognosti�ni faktorji za maligno bolezen so velikost 

tumorja, stadij bolezni in število metastaz v regionalnih bezgavkah (65). 

Tradicionalni testi za vrednotenje tumorskih markerjev so ELISA – tip testov za serumske 

kazalce in imunohistokemijske metode za tkivne ozna�evalce maligne tranformacije (65). 
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1.3.1  Alfa-fetoprotein (AFP) 

Alfa-fetoprotein je serumski glikoprotein, ki spada v skupino alfa1-globulinov (71). Kot 

prvi onkofetalni antigen je bil objavljen leta 1963, ko so ga odkrili v serumu miši s 

hepatocelularnim karcinomom (66, 72). Onkofetalni proteini so proteini, ki normalno 

nastajajo med embrionalnim razvojem, toda pri odraslih ljudeh je njihova tvorba omejena 

ali zavrta. Pove�ane koncentracije teh proteinov pri odraslih so posledica ponovne 

aktivacije dolo�enih genov, ki nadzorujejo celi�no rast in so neposredno povezani z 

malignim procesom (66). Do ponovne ekspresije za AFP pride zaradi celi�ne proliferacije 

hepatocitov, ki je posledica okvare ali poškodbe jeter (73).  

Velikost proteina je približno 70 kDa s polipeptidno verigo dolgo 590 aminokislinskih 

ostankov (74). Razpolovni �as proteina je 5 dni (66). Na za�etku embrionalnega razvoja se 

sinteza vrši v rumenjakovem mehur�ku, pozneje se v manjšini sintetizira v epitelnih 

celicah gastrointestinalnega trakta, a pretežno v jetrih fetusa, kjer se formirajo serumski 

proteini (71). Po rojstvu otroka koncentracija proteina v materinem krvnem obtoku strmo 

upade. V serumu novorojen�ka se normalne vrednosti vzpostavijo približno v dveh 

mesecih po rojstvu (75). V tem �asu se AFP skoraj popolnoma nadomesti s serumskim 

albuminom (74). Znana je velika podobnost v strukturi in delovanju med AFP in humanim 

serumskim albuminom (HSA). AFP zato poimenujemo tudi embrionalni albumin (76). 

Molekuli sta si namre� zelo podobni v dolžini polipeptidne verige, v aminokislinskem 

zaporedju, v molekulski masi in tudi izoelektri�ni to�ki (71).  

AFP je povezan z mehanizmi rasti, celi�ne diferenciacije, regeneracije in apoptoze v 

procesu maligne transformacije in ontogenetskega razvoja (77). Opravlja veliko 

pomembnih bioloških funkcij, med katerimi prevladuje transportna funkcija. Prenaša 

molekule, kot so polinenasi�ene maš�obne kisline, estrogeni, bilirubin, tiroksin, triptofan, 

Cu2+ in Ni2+ ioni (74, 78). Opisujejo ga kot potencialni rastni faktor, ki omogo�a 

proliferacijo celic hepatokarcinoma. Njegovi u�inki na rast naj bi bili posredovani preko 

specifi�nih membranskih receptorjev sklopljenih s transmembransko signalno transdukcijo 

preko poti cikli�nega AMP, ki aktivira protein kinazo A, in intracelularnega kalcija. Prek 

teh poti se regulira ekspresija onkogenov (77).  

Nekatere teorije govorijo o AFP kot o imunosupresivu, ki zaš�iti zarodek pred imunskim 

odzivom matere (73). Podobna slika se pokaže pri pacientih z rakom (74). Zavira namre� 

proliferacijo limfocitov, aktivnost limfocitov T in naravnih celic ubijalk ter povzro�a 
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apoptozo limfocitov in dendriti�nih celic. Inducira tudi angiogenezo z aktivacijo 

angiogenih faktorjev, kot je vaskularni endotelijski rastni faktor (VEGF) (75). 

Med nose�nostjo lahko pride do odstopanj od normalne koncentracije AFP v materinem 

serumu. To pogosto nakazuje na zaplete, zato je AFP tudi dober kazalec stanja zarodka. 

Pri Downovem sindromu pride do pomanjkanja proteina v materinem serumu, medtem ko 

so zvišane koncentracije proteina indikatorji za razli�ne anomalije ploda (79).  

Povišane serumske koncentracije (nad 10 ng/ml) pri odraslih zasledimo ob raznih jetrnih 

boleznih, kot je akutni virusni hepatitis, ciroza ali obstruktivni ikterus. Tudi ob 

bolezenskih stanjih, kot sta cisti�na fibroza in kongenitalna motnja, ali pri nekaterih 

rakavih stanjih, kot so rak trebušne slinavke, plju�, kolona in želodca, lahko opazimo 

povišan AFP (80, 81). Povišana vrednost je lahko tudi posledica redke dedne avtosomno 

dominantne bolezni, za katero so zna�ilne trajno povišane koncentracije proteina v krvi 

(80).  

V klini�ni praksi ima poseben pomen za spremljanje bolnikov s hepatocelularnim 

karcinomom (predstavlja 95–100% ob�utljivost in specifi�nost), kjer vrednosti nad 1200 

ng/ml nakazujejo na primarni jetrni karcinom. Uporablja se tudi za nadzor bolnikov z 

neseminomskimi germinalnimi tumorji (66).  
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1.3.2  Receptor za alfa-fetoprotein (RECAF) 

RECAF je receptor, ki omogo�a privzem alfa-fetoproteina v fetalne in tumorske celice 

(82). Igra pomembno vlogo pri razvoju celic zarodka, saj omogo�a dostavo 

polinenasi�enih maš�obnih kislin (83). Normalno se izraža v celicah zarodka skozi 

embrionalni razvoj, toda ne v zdravih celicah odraslih ljudi (53). V ve�ini tumorskih tkiv 

se za�ne ponovno izražati, zato ga uvrš�amo v skupino onkofetalnih biomarkerjev, med 

katere prištevamo tudi AFP in CEA (84). Privzem AFP v zarodne celice poteka v ve�ini 

organov in tkiv, zato ga najdemo v vseh tipih maligne bolezni, kot so rak dojk, debelega 

�revesja, jaj�nikov, prostate in plju� (72, 84, 85).  

Raziskave o obstoju receptorsko-ligandskega sistema segajo še v obdobje pred letom 

1981. Takrat so potrdili prisotnost dveh AFP bogatih ultracentrifugalnih frakcij, in sicer na 

nezrelih podganjih materni�nih celicah. Prva manjša frakcija je frakcija 4S, ki pripada 

AFP, saj je bila pozitivna na testiranje s protitelesi anti-AFP. Druga je frakcija 8S, torej 

kompleks AFP-receptor. Pri tej frakciji je imunološka detekcija pozitivna le s pretvorbo v 

4S obliko po dodatku 0,4 M KCl (85). 

Iz leta 1984 so znani prvi zapisi o privzemu AFP v mišje tumorske celice (86). Vstop AFP 

v maligne celice poteka na osnovi receptorsko posredovane endocitoze (87). Stopnja 

celi�ne diferenciacije regulira privzem AFP in posledi�no pove�ano ekspresijo receptorja. 

Nediferencirane niti popolnoma diferencirane celice nimajo možnosti privzema AFP (87, 

88). Tumorske celice so slabo diferencirane, zato v njih pride do ponovne ekspresije 

receptorja (72, 85). Ko dolo�ena celica dozori in doseže visoko stopnjo diferenciacije, ne 

potrebuje ve� privzema AFP, �eprav je ta v visokih koncentracijah prisoten v serumu (83).  

Nadalje so znani zapisi o privzemu AFP v razne tipe neoplazmatskih celic, kot so celice 

raka dojke, neuroblastoma, hepatoma in limfoma (87, 88, 89). Leta 1984 je bil 

predstavljen privzem AFP v celice tumorja dojke (MCF-7) in s tem dokazan obstoj 

receptorja za AFP. Raziskava je pokazala prisotnost vsaj dveh vezavnih mest za AFP (90). 

Študija na mišjih celicah limfomih T leto kasneje nakazuje na prisotnost treh vezavnih 

mest (91). Receptor je bil prvi� delno izoliran iz celic monocitov leta 1992. Membranski 

receptor monocitov je bil prikazan kot polipeptid z molekulsko maso 65 kDa, pridobljeno 

z metodo SDS-PAGE in avtoradiografijo (92). Pridobitev prvega monoklonskega 
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protitelesa proti AFP-R na membranah celic adenokarcinoma dojke je bila v literaturi 

opisana leta 1993. Takrat je bil receptor prvi� predstavljen kot potencialni onkofetalni 

tumorski marker univerzalnih razsežnosti (89). Leta 1997 je bil izoliran iz embrionalnih 

celic in celic rakavega tkiva dojke. Molekula je sestavljala tri nekovalentno vezane 

podenote, dve podobne velikosti in eno ve�jo (92). Ve�ji fragment receptorja bi lahko bili 

kompleksi z antireceptorskimi avtoprotitelesi (85). Kompleks s tremi podenotami in 

afinitetno konstanto od 2 do 4 x 10-10, ki naj bi bil lokaliziran na površini embrionalnih in 

tumorskih celic, izpolnjuje tudi vse kriterije za AFP receptor. Natan�nejša identifikacija 

trimernega kompleksa do sedaj še ni bila ovrednotena (89).  

Raziskave internalizacije so pripeljale do koncepta o avtokrinem AFP/AFP-receptorskem 

kompleksu na celicah monocitov in T-limfocitov. Proces stimulacije rasti je bil potrjen 

tudi v malignih celicah z endocitolitskim vnosom lipoproteinov in maš�obnih kislin v 

celice. Pri zdravih osebah je nivo AFP nizek, a dovolj visok, da aktivira avtokrini proces v 

mitoti�no aktivnih celicah (89).  

RECAF torej ni samo ena molekula. Vsebuje dve glavni membranski frakciji (18 in 31 

kDa) in dve topni citoplazemski komponenti (50 in 62/67 kDa-dimer) (92, 93). Vse 

frakcije vežejo AFP (94). Ve�ina benignih tumorjev je RECAF negativnih, kar je 

prednostno pri diagnostiki raka prostate, saj je vrednost PSA zvišana tudi v primeru 

benigne spremembe prostate (82).  

Odkritje receptorja za AFP je ponudilo nove možnosti za detekcijo raka (85). Z 

radioaktivnim sredstvom lahko ozna�imo AFP in tako spremljamo njegovo akumulacijo v 

tumorskih celicah ter vizualno odkrijemo, kje se rakava podro�ja nahajajo (membranske 

frakcije proteina) (95). Ker je privzem AFP v celico pogojen s celi�no diferenciacijo, je na 

mestu vprašanje, ali se radiaktivnost kopi�i tudi v zdravih nediferenciranih celicah, kot so 

celice kostnega mozga. Za izklju�itev te možnosti so ¹³¹I-AFP injicirali mišim glede na 

njihovo maso. Pri teh miših ni bilo opaziti nobenih abnormalnosti in tudi naslednje 

generacije potomcev so bile zdrave (85).  

Detekcija z ozna�enim AFP prinaša dolo�ene pomankljivosti. Radioaktivno ozna�eni 

protein ima enako oziroma manjšo afiniteto do receptorja kot nativni protein. Manjša 

afinitetna konstanta ima za posledico nižji odstotek vezave na receptor. Poleg tega je 

o�iš�eni humani AFP težko pridobiti v velikih koli�inah. Zaradi vseh naštetih slabosti 

predstavljajo obetajo�o se alternativo monoklonska protitelesa proti receptorju (85). 
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Receptor je uporaben v že prej opisani tumorski scintigrafiji (membranske frakcije 

proteina) in kot širokospektralni tumorski ozna�evalec (topne citoplazemske frakcije). 

Zaradi visoke specifi�nosti in ob�utljivosti je primeren kandidat za rutinske presejalne 

teste, saj le z enim testom prinaša minimalne stroške (82, 83, 85). 

Histološka detekcija 

Prva razvita metoda dolo�anja receptorja temelji na humanem AFP, konjugiranem z 

encimom (hrenova peroksidaza), ki se veže na receptor. Ta metoda, ki jo izvajamo pod 

mikroskopom, je zaš�itena pod imenom Histo-RECAF in odobrena s strani FDA (Slika 

5). Dodatek substrata (diaminobenzidin) vodi do rjavega obarjanja malignih celic (Slika 

6). Metoda je primerna za iskanje metastaz v limfnih vozli�ih in za histološki pregled 

biopsijskega tkiva. Uporabna je tudi za detekcijo tumorja š�itnice, ki ga z biopsijo težko 

potrdimo. Ve�ina malignih tumorjev je pozitivnih, normalna in benigna tkiva so skorajda 

vsa negativna (82). S to metodo zdravniki lažje dolo�ijo diagnozo ter ocenijo morfologijo 

in gostoto malignih celic (96). Druga metoda, imenovana Cryo-RECAF, še ni bila 

odobrena s strani FDA, zato se uporablja le v raziskovalne namene. Metoda je namenjena 

predvsem kirurgom kot pomo� med operacijo. Pogosto ni jasno, ali so celice benigne ali 

maligne, zato kirurgom omogo�a preiskavo tkiva, medtem ko je pacient pod anestezijo 

(82, 96).  

 

Slika 5: Set Histo-RECAF (96) 
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Slika 6: (A) Razli�na tkiva, obarvana s Histo-RECAF, BHP, 40x; (B) adenokarcinom 

prostate 200x; (C) zdravo debelo �revo, 200x; (D) rak debelega �revesja, 100x (82) 

Serumski testi  

Topne frakcije receptorja se sproš�ajo iz rakavih celic aktivno ali po celi�ni smrti, kar nam 

omogo�a, da jih v serumu dolo�amo z metodo kompetitivne radioimunske tehnike (RIA) s 

poliklonskimi zaj�jimi protitelesi proti topnim frakcijam RECAF (53, 82). Obstajata še 

dve metodi za merjenje koncentracije RECAF-a v serumu, in sicer kemiluminiscen�ni 

imunski test (CIA) ter encimsko imunski test (ELISA) (97, 98).  

Z uporabo imunohistološkega testa lahko detektiramo ve� kot 90 % raka plju� in dojke, ki 

sta prevladujo�a predstavnika te bolezni pri obeh spolih (82). Študije nakazujejo na to, da 

je specifi�nost in ob�utljivost analita visoka tako v poznem, kot tudi v zgodnjem stadiju 

bolezni. To nam omogo�a zgodnjo detekcijo in ve�jo možnost ozdravitve. Povišana 

serumska koncentracija receptorja lahko pomeni, da gre za  rakavo obolenje, toda ni� nam 

ne pove o tipu in lokaciji malignega tumorja. Za lažjo opredelitev bolezni je smiselno 

splošni tumorski marker RECAF uporabiti v kombinaciji s specifi�nimi tkivnimi 

ozna�evalci, kot so PSA za rak prostate ali CA 125 za rak jaj�nikov (82, 83). 

Prednost RECAF-a pred PSA je tudi v tem, da starost ne vpliva na nivo RECAF-a v 

serumu. Za PSA je znano, da z napredovano starostjo v serumu naraš�a (99). 

Najboljše orožje proti bolezni današnjega �asa, kot je rak, je zgodnja detekcija bolezni 

(99). Poznani tumorski markerji, kot so CEA in PSA, zaznajo specifi�en tip raka, kot sta 

rak debelega �revesja in prostate. Ker RECAF najdemo skoraj v vseh tipih malignih 

tumorjev, ga lahko apliciramo na ve�jo populacijo bolnikov. Pri bolnikih z znano 



 38 

diagnozo lahko z njegovo uporabo spremljamo uspešnost terapije oziroma pravo�asno 

zaznamo ponovitev bolezni (84).   

1.3.3  Prostatni specifi�ni antigen (PSA) 

Prostatni specifi�ni antigen ali kalikrein 3 je glikoprotein z velikostjo 34 kDa, ki je 

sestavljen iz 237 aminokislinskih ostankov (40, 44, 100). Uvrš�amo ga v gensko družino 

kalikreinov. Kalikreini so skupina serinskih proteaz, ki cepijo peptidne vezi proteinov 

(44). PSA je himotripsinu podobna serinska proteaza s tipi�no triado His-Asp-Ser in 

kataliti�no domeno, podobno ostalim kalikreinom (100).  

Prvotno se protein nahaja v obliki pre-pro-PSA, ki se modificira v endoplazmatskem 

retikulumu do pro-PSA, neaktivnega prekurzorja PSA (96). Njegovo delovanje aktivira 

humani glandularni kalikrein 2 (HK2), ki ima 80% sekven�no homologijo s PSA (48, 

100). Dokazano je bilo, da se ekspresija za HK2 mo�no pove�a v prisotnosti metastaz in 

med pretvorbo benignega prostati�nega epitelija v primarni rak prostate (48).  

 

Slika 7: Strukturna formula PSA (100) 
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Primarna funkcija PSA je uteko�injenje koagulirane semenske teko�ine za neovirano 

gibljivost semen�ic (52). Najpogostejša substrata za PSA sta semenogelin 1 (Sg1) in 

semenogelin 2 (Sg2), ki nastajata v semenskem meši�ku. Sg1 in Sg2 omogo�ata pripravo 

specifi�nih substratov za merjenje encimske aktivnosti PSA v telesnih teko�inah (44).  

PSA se izlo�a iz epitelnih celic normalnega, benignega in malignega tkiva prostate. 

Ve�ino proteina producira prehodna cona prostate (101). Razvoj nenormalne žlezne 

strukture zaradi vnetja ali displazije vodi do izlo�anja PSA skozi podro�je vezivnih celic v 

vaskularni sistem. Normalno tkivo prostate izlo�a PSA direktno v zbiralne kanale, toda v 

nasprotju z njim ga maligne celice izlo�ajo tako v zbiralne kanale, kot tudi v predel 

vezivnih celic (44).  

PSA je najboljši tumorski marker, ki je bil kadar koli uporabljen za detekcijo raka 

prostate. Serumski test PSA je zadnje desetletje široko uporaben in je prinesel dramati�en 

napredek pri zgodnji detekciji bolezni. Vrednost PSA se v krvi zmanjša na minimalno 

vrednost po kirurški odstranitvi prostate, radikalni prostatektomiji ali po zdravljenju z 

obsevanjem (10). Razpolovni �as proteina je 2–3 dni (57, 102). 

Normalno je vrednost PSA v serumu nizka, referen�ne vrednosti se gibljejo 0–4 ng/ml 

(103). Povišana vrednost  PSA predstavlja sum na rak prostate, a kljub temu zaradi slabe 

specifi�nosti analita klini�na diagnostika še vedno temelji na patohistološkem pregledu 

tkiva (10).  

Kljub množi�ni uporabi PSA v klini�ni praksi nam še vedno primanjkuje uporabnih 

diagnosti�nih markerjev za ve�ino ostalih tipov raka. Potrebujemo nove visoko ob�utljive 

in specifi�ne tumorske markerje, ki bi izboljšali diagnostiko vseh tipov rakave bolezni 

(29).  
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2  NAMEN DELA 

Namen diplomskega dela je statisti�no oceniti klini�no uporabnost novega tumorskega 

ozna�evalca, receptorja za alfa-fetoprotein (RECAF), v diagnostiki raka prostate. Izmerili 

bomo koncentracijo omenjenega markerja z metodo kemiluminiscence (CIA).  

V raziskavo bomo vklju�ili skupino moških bolnikov, ki so prišli v urološko ambulanto 

UKC Ljubljana zaradi težav s prostato. To skupino bolnikov smo na osnovi histološke 

diagnostike razdelili naprej v dve skupini. Prva skupina so bolniki s potrjeno diagnozo 

raka prostate, druga skupina pa vsi ostali, torej z benigno spremembo tkiva, vnetjem, 

atrofi�no spremembo ali predmaligno stopnjo raka prostate.  

Rezultate bomo primerjali s klasi�nim tumorskim ozna�evalcem raka prostate PSA in 

njegovo prosto frakcijo. Na podlagi pridobljenih podatkov bomo izra�unali specifi�nost in 

ob�utljivost receptorja za AFP. S programom SPSS bomo opravili statisti�no analizo 

podatkov, na osnovi katere bomo na koncu ovrednotili klini�no uporabnost novega 

tumorskega ozna�evalca.  
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3  MATERIALI IN METODE 

3.1  DOLO�ANJE KONCENTRACIJE RECEPTORJA ZA AFP 

(RECAF)  

Serumski test CIA RECAF proizvajalca BioCurex je kompetitivni test na trdnem nosilcu 

za detekcijo receptorja za AFP v serumu (104).  

3.1.1  Princip metode 

Serumski test RECAF bazira na principu kemiluminiscence (104). Kemiluminiscenca je 

emisija svetlobe kot posledica kemi�ne reakcije. Pri reakciji nastane vmesni vzbujeni 

produkt, ki po prehodu v osnovno stanje oddaja foton dolo�ene valovne dolžine (105). V 

našem primeru merimo pri valovni dolžini 405 nm (104). 

Pri izvedbi uporabljamo sinteti�ne fragmente proti antigenski determinanti na intaktni 

molekuli RECAF-a, ki so imobilizirani na mikrotitrski ploš�ici. Koli�ina protiteles, ki je 

vezana na trdnem nosilcu je znana. Za vezavna mesta na protitelesih tekmuje RECAF iz 

serumskega vzorca z raztopino znane koncentracije konjugata RECAF-akridin (ACR-

RECAF) (104). 

Za uspešno izveden test je potrebno predhodno ustrezno pripraviti serumski vzorec, in 

sicer z redukcijo z 1 mM TCEP-om (tris (2-karboksietil) fosfinom) (104). TCEP prekine 

disulfidne vezi proteinov (106). Redukcija omogo�a spontano kompeticijo med serumskim 

RECAF-om in akridinskim konjugatom za vezavo na protitelesa. Po 2-urni inkubaciji pri 

37 °C sledi spiranje ploš�ice z vodo z namenom odstranitve nevezanega akridinskega 

konjugata. Na koncu izvedemo detekcijo s kumiluminometrom, ki izmeri koncentracijo 

vezanega ACR-RECAF. Višja koncentracija akridinskega konjugata pomeni nižjo 

koncentracijo serumskega RECAF-a v vzorcu. Pravilno koncentracijo serumskega 

RECAF-a v testiranih vzorcih dolo�imo s pomo�jo umeritvene krivulje. Umeritveno 

krivuljo pridobimo iz standardnih RECAF raztopin (104). 
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Slika 8: Reakcijska shema v odsotnosti RECAF-a v vzorcu (107) 

 

 
Slika 9: Reakcijska shema v prisotnosti RECAF-a v vzorcu (107) 

 
 

Slika 10: Reakcija kemiluminiscence akridinijevega estra (108) 
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3.1.2  Materiali 

- Encimski konjugat RECAF-akridin, 

- protitelesa anti-RECAF, imobilizirana na mikrotitrski ploš�ici,  

- set referen�nih standardov (100–22, 300 RECAF enot), 

- TCEP, 

- prazne mikrotitske ploši�ice (BD Falcon, serijska št.: 8267001), 

- avtomatske pipete, 

- nastavki za pipete, 

- vortex, 

- destilirana voda, 

- pufer za red�enje (0,25 M malonatni pufer, pH = 4,0), 

- kemiluminometer (Beckman Coulter) in 

- inkubator. 

3.1.3  Postopek testa CIA 

1. Vse reagente, vklju�no s serumskimi vzorci, pred uporabo prenesemo na sobno 

temperaturo (18–25 °C). Ponavadi temperiranje na sobno temperaturo traja 

približno 2 uri. 

2. Sledi redukcija vzorcev in RECAF standardov s TCEP-om. Za redukcijo vsebine 

ene ploš�ice pripravimo založno raztopino 5 mM TCEP-a v destilirani vodi iz 100 

mM osnovne raztopine TCEP-a. 5 mM TCEP-a pripravimo po postopku: 

10 �l 100 mM TCEP-a + 190 �l destilirane vode. 

3. Iz pripravljene 5 mM raztopine TCEP-a odpipetiramo 2 �l v vsako vdolbino 

mikrotitrske ploš�ice (BD Falcon, serijska št.: 8267001) na mesta 3A–12H. 

Prenesemo tudi 2 �l TCEP-a v jamico A1 za redukcijo osnovnega RECAF 

standarda. 

4. V vdolbine mikrotitrske ploš�ice, ki vsebujejo 2 �l 5 mM TCEP-a, dodamo 

serumske vzorce ter prenesemo osnovno standardno raztopino RECAF-a na 

pozicijo A1.  

5. Raztopino vzorca in reducenta pustimo od 45 minut do 1 ure na sobni temperaturi, 

da pote�e reakcija.  
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6. Po redukciji sledi red�enje vzorcev (15-krat) na isti ploš�ici, in sicer s 140 �l pufra 

za red�enje (0,25 M malonatni pufer, pH = 4,0). Novo pripravljene raztopine dobro 

premešamo. 

7. Na drugo prazno mikrotitrsko ploš�ico (BD Falcon, serijska št.: 8267001) 

prenesemo 10 �l razred�enega vzorca. Na tej ploš�ici pripravimo kon�no red�ino 

vzorcev (1/150), tako da dodamo še 90 �l pufra za red�enje.  

8. Na prvi ploš�ici pripravimo set RECAF standardov v obmo�ju od 22,300 do 100 

RECAF enot z red�itvijo osnovnega TCEP-reduciranega RECAF standarda iz 

vdolbine A1. 

9. Na novo ploš�ico z imobiliziranimi protitelesi prenesemo 50 �l vsakega RECAF 

standarda v dveh paralelkah v kolono 1 in 2. V pripadajo�e vdolbinice mikrotitrske 

ploš�ice odpipetiramo 50 ul vzorca, red�enega 1/150. 

10. V vsako vdolbinico na ploš�ici nanesemo 50 �l konjugata ACR-RECAF s 

koncentracijo 150 ng/ml. 

11. Mešamo 30 sekund. 

12. Inkubiramo 2 uri pri 37 °C. 

13. Odstranimo vsebino ploš�ice. 

14. Mikrotitrsko ploš�ico 3-krat speremo z destilirano vodo ter jo osušimo. 

15. V roku 10 minut izvedemo detekcijo s kemiluminometrom pri 405 nm. 

3.1.4   Izra�un rezultatov 

Kemiluminometer s pomo�jo fotopomnoževalke izmeri jakost svetlobnega signala. Signal 

je odvisen od koli�ine vezanega akridinskega konjugata (ACR-RECAF). Ve�ja kot je ta 

koli�ina, višji je signal. Signal se podaja v relativnih svetlobnih enotah (˝RLU˝). Glede na 

dobljeni odziv sorazmerno s pomo�jo umeritvene krivulje dolo�imo koncentracijo 

tumorskega markerja v enotah/ml (kU/ml, v našem primeru kRECAF enot/ml) v 

standardnih raztopinah in vzorcih. Obmo�je merjenja sega od 100 do 22,300 RECAF 

enot/ml. Umeritvena krivulja sledi linearni funkciji z negativnim naklonom (Slika 11). 

Vzorcem z nižjim signalom pripada ve�ji delež RECAF enot/ml.  
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Slika 11: Tipi�na oblika umeritvene krivulje 
 
 
Linearno obliko kalibracijske krivulje pridobimo s pomo�jo logit transformacije 

sigmoidne krivulje (krivulja odziva v odvisnosti od logaritma koncentracije) (111). Pred 

logit tranformacijo moramo vrednosti dobljenega odziva za standarde podati v odstotkih 

maksimalnega odziva (% vezave) (110).  

B…..vrednost odziva standarda oziroma vzorca v RLU 

B0……vrednost maksimalnega odziva v RLU 

0/ BBy = ………% vezanega ACR-RECAF (vrednosti se gibljejo v intervalu od 0 do 1) 
 
Ko narišemo umeritveno krivuljo odvisnosti odstotka vezave ali vrednosti RLU od 

logaritma koncentracije, dobimo sigmoidno krivuljo. Izra�unamo logit od B/B0:  
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Z uporabo linearne regresije dobimo premico. Iz podatka o odzivu serumskih vzorcev 

(RLU) izra�unamo % vezanega ACR-RECAF. Z interpolacijo teh vrednosti dobimo 

koncentracijo RECAF-a v vzorcu. 
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3.2  STATISTI�NE METODE 

Obdelava podatkov je potekala s pomo�jo standardnih statisti�nih programov, kot sta 

Microsoft Excel in SPSS. Podatke smo statisti�no ovrednotili s pomo�jo grafov, izra�unali 

smo vrednosti statisti�nih parametrov, kot so standardna deviacija, srednja vrednost, … 

Testirali smo porazdelitev podatkov in na njeni osnovi nadaljevali s statisti�no obravnavo, 

iz katere smo na koncu povzeli zaklju�ke.  

4  REZULTATI 

4.1  VZORCI IN TESTIRANJA 

V skupini s potrjeno diagnozo raka prostate je bilo 27 bolnikov (skupina 1), ki so bili 

diagnosticirani s pomo�jo histološke preiskave. V drugo skupino štejemo bolnike z 

drugimi spremembami tkiva, kot so BHP, atrofija, vnetje in HGPIN. Teh bolnikov je bilo 

37 (skupina 2). Kontrolna skupina je obsegala 10 zdravih preiskovancev. 

 

 

 

Graf 4: Število vzorcev v posameznih skupinah 
 
 

Analizirali smo torej 64 vzorcev bolnikov, ki smo jim dolo�ili koncentracijo PSA, delež 

proste frakcije PSA ter koncentracijo RECAF-a. Poleg vseh teh testov smo pridobili tudi 

podatke o velikosti prostate (TRUZ) in klini�nem stadiju (DRP) ter histološki izvid, na 

podlagi katerega je bila podana diagnoza. Pri bolnikih z rakom smo pridobili tudi podatke 
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o Gleasonovi stopnji razvoja tumorja. Desetim preiskovancem kontrolne skupine smo 

dolo�ili le koncentracijo RECAF-a v serumu. 

4.2 REZULTATI POSAMEZNIH SKUPIN 

 
Preglednica 2: Pridobljeni rezultati za skupino 1: RAK PROSTATE 
 

Zaporedna 
številka 

Datum 
rojstva 

Datum 
odvzema 
vzorca 

Celotni 
PSA 

[ng/ml] 

Prosta 
frakcija PSA 

[%] 

RECAF 
[kRECAF 
enot/ml] 

Klini�ni 
stadij 
(DRP) 

Volumen 
prostate 
(TRUZ) 
(cm3) 

1 1. 1. 1943 6. 10. 2009 4,59 16 1,98 T2a 44 

2 3. 1. 1941 16. 6. 2009 153 13 7,53 T3a 41,5 

3 28. 11. 1946 16. 6. 2009 2,61 22 6,94 T2a 51 

4 2. 2. 1923 17. 11. 2009 8,94 12 3,18 T2a 23 

5 29. 4. 1934 19. 5. 2009 13,3 13 4,52 T2a 29,3 

6 19. 7. 1942 17. 11. 2009 5,57 9 9,29 bp 21 

7 28. 2. 1929 24. 9. 2009 11,9 6 3,39 T2a 36 

8 6. 30. 1932 12. 1. 2009 18,6 11 9,82 T3a 17,8 

9 6. 9. 1928 12. 1. 2009 5,22 15 5,95 bp 28,3 

10 29. 4. 1931 2. 6. 2009 13,7 14 3,97 T2c 38,6 

11 26. 8. 1932 6. 10. 2009 7,73 7 3,74 bp 17 

12 28. 10. 1949 12. 1. 2009 3,01 23 10,14 bp 50,4 

13 8. 1. 1939 12. 1. 2009 4,27 18 18,10 T2a 53,8 

14 2. 3. 1932 6. 10. 2009 11,1 8 9,52 T2a 19 

15 11. 9. 1949 17. 11. 2009 13,2 7 4,26 bp 30 

16 14. 7. 1936 8. 3. 2010 7,71 10 2,38 T2a 32,5 

17 21. 7. 1929 8. 3. 2010 8,28 19 3,04 T3 8,2 

18 25. 1. 1950 29. 9. 2009 15,4 7 3,30 T3 35 

19 20. 8. 1953 29. 9. 2009 2,71 19 3,99 bp 20 

20 23. 12. 1934 26. 1. 2010 6,3 7 5,29 T2a 23,7 

21 7. 9. 1933 26. 1. 2010 4,42 41 4,32 T3b 54 

22 6. 9. 1933 25. 2. 2010 17,2 6 4,72 T3 23 

23 25. 5. 1952 23. 2. 2010 1,97 28 4,91 bp 37 

24 30. 10. 1948 23. 2. 2010 4,57 21 9,55 bp 27 

25 12. 2. 1935 18. 1. 2010 3,21 9 6,54 T2a 28 

26 21. 12. 1941 1. 4. 2010 6,47 11 12,75 T2b 23 

27 13. 7. 1951 19. 5. 2009 169 ni bil dolo�en 4,57 T4 32 
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Preglednica 3: Pridobljeni rezultati za skupino 2: BHP, vnetje, atrofija, HGPIN 
 

Zaporedna 
številka 

Datum 
rojstva 

Datum 
odvzema 
vzorca 

Celotni 
PSA 

[ng/ml] 

Prosta 
frakcija 

PSA 
[%] 

RECAF 
[kRECAF 
enot/ml] 

Klini�ni 
stadij 
(DRP) 

Volumen 
prostate 

(TRUZ) [cm3] 

1 4. 9. 1940 9. 4. 2009 4,25 9 7,36 bp 64,3 

2 29. 7. 1937 12. 1. 2009 2,77 13 4,33 T2c 31,1 

3 18. 9. 1940 9. 4. 2009 2,8 24 3,45 bp 60,6 

4 10. 1. 1942 22. 9. 2009 4,39 10 3,81 bp 37 

5 7. 5. 1950 3. 12. 2009 2,47 21 4,79 bp 56,8 
6 24. 6. 1936 6. 10. 2009 9,91 23 6,31 T2a 86 
7 20. 2. 1951 17. 11. 2009 2,23 6 2,53 T2a 22 
8 5. 1. 1954 9. 3. 2010 5,1 6 4,29 bp 57,3 
9 5. 10. 1952 9. 4. 2009 5,69 18 7,52 T2a 40,3 
10 21. 7. 1952 26. 11. 2009 1,02 33 11,76 bp 28 
11 17. 11. 1951 8. 12. 2009 3,45 7 5,34 bp 45 
12 20. 8. 1943 22. 9. 2009 2,44 24 3,98 bp 86 
13 2. 12. 1947 23. 2. 2010 6,01 13 6,88 bp ni bil dolo�en 
14 6. 11. 1948 28. 5. 2009 5,29 15 7,89 bp 56 
15 26. 3. 1951 19. 5. 2009 7,47 6 1,45 bp 48,1 
16 25. 3. 1947 24. 9. 2009 4,32 10 3,87 bp 46 
17 15. 9. 1948 24. 9. 2009 3,42 11 8,93 bp 43 
18 29. 12. 1949 9. 4. 2009 2,02 25 4,81 T2b 38,2 
19 28. 2. 1941 24. 9. 2009 0,52 58 12,34 T2a 36 
20 5. 2. 1938 8. 3. 2010 7,94 9 4,55 bp 21 
21 23. 10. 1952 17. 11. 2009 5,02 14 13,97 bp 48 
22 28. 6. 1940 2. 6. 2009 0,92 13 2,48 bp 48,9 
23 18. 1. 1931 8. 3. 2010 3,34 21 3,64 T2a 80,4 
24 2. 1. 1930 11. 2. 2010 5,86 27 4,04 bp 47,5 
25 10. 1. 1936 5. 1. 2010 4,25 25 3,09 bp 43 
26 10. 1. 1931 5. 1. 2010 8,85 24 4,33 T2a 119 
27 29. 11. 1942 29. 9. 2009 3,15 13 5,30 bp 51 
28 19. 9. 1948 26. 1. 2010 2,67 6 9,70 T2a 38,5 
29 6. 12. 1939 26. 1. 2010 2,4 14 2,53 T2b 41 
30 29. 8. 1946 23. 3. 2010 4,84 13 10,20 bp 63,8 
31 28. 4. 1940 16. 11. 2009 2,23 22 9,58 T2a 23,6 
32 7. 9. 1946 26. 11. 2009 3,57 15 13,54 T2 35 
33 27. 5. 1942 19. 1. 2010 4,81 22 9,79 bp 48 
34 14. 9. 1946 19. 1. 2010 2,2 44 5,66 bp 38 
35 17. 12. 1946 21. 1. 2010 1,29 42 7,64 bp 45 
36 4. 9. 1937 21. 1. 2010 4,8 2 12,20 T2 53 
37 1. 9. 1951 25. 1. 2010 5,34 3 9,79 bp 20 
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Preglednica 4: Pridobljeni rezultati za kontrolno skupino 
 

Zaporedna številka RECAF [kRECAF enot/ml] 

1 2,19 
2 1,10 
3 2,29 
4 3,94 
5 3,81 
6 3,01 
7 3,14 
8 2,50 
9 3,34 
10 2,67 

4.3  POTEK OBDELAVE PODATKOV 

V prvem delu smo med obema obstoje�ima skupinama bolnikov primerjali koncentracijo 

novega tumorskega markerja RECAF-a. Primerjali smo povpre�ne vrednosti in standardne 

odklone. Ugotovili smo porazdelitev podatkov v obeh skupinah in na osnovi tega testirali 

ni�elno hipotezo o enakosti povpre�ij obeh skupin. 

V drugem delu smo s pomo�jo klini�nih podatkov izra�unali specifi�nost in ob�utljivost 

novega tumorskega markerja. Rezultate smo primerjali s PSA in njegovo prosto frakcijo, 

izra�unali smo korelacijo med njimi ter na podlagi rezultatov podali uporabnost novega 

tumorskega markerja v klini�ni praksi. 

4.4  PRIMERJAVA REZULTATOV MED SKUPINAMA 

BOLNIKOV 

4.4.1  Primerjava srednjih vrednosti in standardnih odklonov 

Pred dolo�itvijo vrednosti deskriptivnih statistik smo preverili prisotnost osamelcev, ki bi 

lahko motili nadaljnjo statisti�no obdelavo (109). Iz grafa 5 lahko razberemo, da je v 

populaciji rakavih bolnikov prisotna osamela vrednost, ki odstopa od ostalih. Vrednost 

osamelca v nadaljnji statisti�ni obravnavi nismo upoštevali. 

Kvartilni diagram spodaj prikazuje primerjavo rezultatov skupine 1 in skupine 2. Iz 

grafi�ne predstavitve obeh vzorcev se vidi, v kakšnem razponu se porazdeljujejo podatki 

posamezne skupine, torej njihove maksimalne in minimalne vrednosti ter vrednosti 
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spodnjega in zgornjega kvartila (Q1, Q3). Spodnji kvartil (Q2) je vrednost od katere je ena 

�etrtina vrednosti slu�ajne spremenljivke manjših in štiri �etrtine vrednosti ve�jih od 

vrednosti kvartila. Za Q3 velja ravno obratno. Q2 je mediana, ki razdeli vzorec na dva 

enaka dela. Sivo obmo�je predstavlja interkvartilno podro�je oziroma kvartilni razmik, s 

katerim pridobimo podatek o razpršenosti podatkov (113). 

 

 
Graf 5: Kvartilni diagram – porazdelitev rezultatov za RECAF v obeh skupinah bolnikov 
 

Povpre�na vrednost za skupino 1 znaša 5,78 kRECAF enot, za skupino 2 pa 6,59 kRECAF 

enot. Povpre�na vrednost in standardna odklona sta med obema skupinama bolnikov zelo 

primerljiva (Preglednica 5).  

 

Preglednica 5: Vrednosti statisti�nih parametrov obeh skupin bolnikov 
 
  Skupina 1 Skupina 2 

Aritmeti�na sredina 5,75 6,59 

Mediana 4,65 5,34 

Maksimum 12,75 13,97 

Minimum 1,98 1,45 

Standardna deviacija 2,84 3,42 

Število vzorcev 26 37 
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4.4.2  Test normalne porazdelitve podatkov v obeh skupinah 

Za preverjanje normalnosti smo uporabili Shapiro-Wilkov test. Test primerja vrednosti 

preu�evane spremenljivke z vrednostmi normalno porazdeljene spremenljivke z enako 

aritmeti�no sredino in standardno deviacijo, kot ju ima preu�evana spremenljivka. Pri 

testiranju smo upoštevali stopnjo tveganja � = 0.05. Vrednost p je bila v obeh skupinah 

manjša od � (Preglednica 6). Ni�elno hipotezo o normalnosti smo zavrnili in sprejeli 

alternativno hipotezo, ki pravi, da vrednosti obeh vzorcev niso normalno porazdeljene 

(Graf 6, Graf 7). 

 

Preglednica 6: Testiranje normalne porazdelitve rezultatov obeh skupin bolnikov 
 
  
  

Shapiro-Wilkov test 

 Stat. df. p 

Skupina 1 0,901 26 0,016 

Skupina 2 0,853 26 0,002 

 

 

 
Graf 6: Nenormalna porazdelitev rezultatov v skupini 1 
 



 52 

 
Graf 7: Nenormalna porazdelitev rezultatov v skupini 2 
 

4.4.3  Ugotavljanje razlik v koncentraciji RECAF-a med obema 

skupinama bolnikov  

Poskušali smo ugotoviti, ali je med obema skupinama bolnikov koncentracija RECAF-a 

statisti�no zna�ilno razli�na. Ker rezultati v obeh skupinah bolnikov niso normalno 

porazdeljeni, smo uporabili Mann-Whitneyjev test, ki je neparametri�en analog testu T 

(3). 

Vrednosti števil�ne spremenljivke obeh vzorcev smo pretvorili v range, torej smo 

vrednosti obeh vzorcev uredili po velikosti. Najmanjši vrednosti smo pripisali rang 1, 

naslednji najmanjši rang 2 in tako naprej. Dobili smo ranžirno vrsto, na osnovi katere smo 

izra�unali vrednosti testne statistike. Na podlagi seštevka smo dobili vsoto rangov za 

posamezen vzorec (Rx, Ry). Povpre�ni rang za posamezen vzorec izra�unamo tako, da 

vsoto rangov delimo z velikostjo vzorca (N). Pri Mann-Whitneyjevem testu vsak rezultat 

iz prvega vzorca primerjamo z vsakim rezultatov iz drugega vzorca. �e vzorca prihajata iz 

iste populacije, kot pravi ni�elna hipoteza, ima vsaka vrednost iz prvega vzorca enako 

možnost, da je ve�ja ali manjša od vsake vrednosti drugega vzorca. 
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0 =>= ji yxpH  (114) 
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1 ≠>= ji yxpH  (114) 

Pri katerem je xi vrednost iz prvega vzorca in yj iz drugega vzorca. Ni�elno hipotezo 

zavržemo, ko so vrednosti enega vzorca statisti�no zna�ilno ve�je od drugega vzorca.  

Pri Mann-Whitneyjevem testu štejemo število primerov,  ko je x iz vzorca A ve�ji od y iz 

vzorca B, in obratno.  Dobimo vrednost testne statistike (U):  
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Nato pogledamo, katera izmed obeh vrednostih U je manjša (Umin). Za majhne vzorce 

kriti�no vrednost (Ukrit) dobimo iz tabele za Mann-Whitneyjev test. Pri ve�jih vzorcih se 

testna statistika U približno normalno porazdeljuje s povpre�no vrednostjo Uµ  in 

standardno deviacijo Uσ . 
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�e uporabimo normalno aproksimacijo (n > 8), testna statistika postane absolutna z-

vrednost: 

U

UU
z

σ
µ−

=  (115) 

ki jo primerjamo s kriti�no z-vrednostjo, ter potrdimo statisti�no zna�ilno razliko, �e je: 

czz ≥exp  (115) 

V preglednici 7 so podane vsote rangov ter povpre�ne vrednosti rangov za obe skupini. �e 

primerjamo povpre�no vrednost rangov obeh vzorcev ugotovimo, da je povpre�je za prvo 

skupino manjše. Zanima nas, ali je ta razlika v povpre�ni vrednosti rangov s 5% stopnjo 

tveganja zna�ilna. To nam odgovori preglednica 8. Potrdimo ni�elno hipotezo, da oba 

vzorca prihajata iz iste populacije (p > 0,05). 
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Preglednica 7: Povpre�ni rang in vsota rangov 
 
 N Povpre�ni rang Vsota rangov 

Skupina 1 26 29,38 764,00 

Skupina 2 37 33,84 1252,00 

 

Preglednica 8: Testne statistike (Mann-Whitneyjev test) 
 
  RECAF 
Mann-Whitney U 413,00 

Z -0,949 

p 0,324 
 

4.5  DIAGNOSTI�NA OB�UTLJIVOST IN SPECIFI�NOST 

4.5.1  Dolo�itev mejne vrednosti RECAF-a (˝cut-off value˝)  

Za izra�un diagnosti�ne ob�utljivosti in specifi�nosti smo najprej potrebovali podatek o 

referen�nih vrednostih parametra. Mejne vrednosti smo dolo�ili z uporabo podatkov, 

pridobljenih iz testiranja zdravih preiskovancev (kontrolna skupina). Porazdelitev 

podatkov v kontrolni skupini se bistveno ne razlikuje od normalne porazdelitve (p > 0.05) 

(Preglednica 9). Na osnovi normalne distribucije podatkov smo izra�unali meje 

referen�nih vrednosti. 

 

Preglednica 9: Test normalne porazdelitve v kontrolni skupini 
 
  Shapiro-Wilkov test 

 Stat. df. p 

Zdravi 0,960 10 0,790 
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Graf 8: Normalna porazdelitev rezultatov v kontrolni skupini 
 
 
Formuli za izra�un spodnje in zgornje meje referen�nega intervala (116): 
 

Spodnja meja [RECAF enot/ml] ( ) SD
n

n
ntm ×+×−−= 1

1,975.0  = 0,80 

 

Zgornja meja [RECAF enot/ml] ( ) SD
n

n
ntm ×+×−+= 1

1,975.0  = 4,80 

 

Pri �emer je m povpre�na vrednost, t (0.975, n-1) kriti�na t-vrednost pri enostranskem 

tveganju s prostostno stopnjo n-1, n je število vzorca in SD je stadnardna deviacija. 

Preglednica 10: Podatki za izra�un spodnje in zgornje referen�ne meje 
 
Povpre�je (m) SD t (0,975, 9) n 
2,80 0,84 2,262 10 
 
 

Referen�ni interval sega od 0,80 do 4,80 kRECAF enot. Torej je 4,80 kRECAF enot 

mejna vrednost, ki odlo�a, ali je test pozitiven ali negativen. 
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Graf 9: Kvartilni diagram – primerjava porazdelitve rezultatov kontrolne skupine, skupine 

1 (rak prostate) in skupine 2 (nemaligne bolezni). Izra�unana mejna vrednost (4,80 

kRECAF enot) je ozna�ena s sivo �rtkano �rto. 

4.5.2  Specifi�nost in ob�utljivost glede na zdrave preiskovance 

Statisti�na parametra, kot sta diagnosti�na ob�utljivost in specifi�nost novega tumorskega 

markerja, smo izra�unali glede na kontrolno skupino zdravih preiskovancev.  

 

 
 
Graf 10: Frekven�ni diagram porazdelitve podatkov med kontrolno in skupino rakavih 
bolnikov 
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Preglednica 11: Vrednosti parametrov deskriptivnih statistik kontrolne skupine in skupine 

rakavih bolnikov 

 
  Zdravi Bolniki z rakom prostate 

Število vzorcev 10 26 

Maksimum 3,94 12,75 

Minimum 1,10 1,98 

Standardna deviacija 0,84 2,84 

Aritmeti�na sredina 2,80 5,75 

 

Najprej smo primerjali vrednosti deskriptivnih statistik med obema vzorcema. Povpre�na 

vrednost kontrolne skupine je manjša od povpre�ne vrednosti bolnikov z rakom 

(Preglednica 11). Zanimalo nas je, ali je ta razlika statisti�no zna�ilna. Na osnovi 

nenormalne porazdelitve podatkov v skupini rakavih bolnikov smo izvedli Mann-

Whitneyjev test. Rezultati so pokazali, da je koncentracija RECAF enot v skupini rakavih 

bolnikov statisti�no zna�ilno ve�ja v primerjavi s kontrolno skupino (p < 0,05) 

(Preglednica 12).  

Preglednica 12: Mann-Whitneyjev test 
 
  RECAF 

Mann-Whitney U 30,000 

Z -3,532 

p 0,000 
 

Na osnovi mejne vrednosti 4,80 kRECAF enot smo rezultate razvrstili na resni�no 

pozitivne, resni�no negativne, lažno pozitivne in lažno negativne (Preglednica 13). 

Preglednica 13: Število pozitivnih in negativnih testov glede na diagnozo (PP – pravilno 

pozitivni test pri bolniku z rakom, PN – pravilno negativni test pri zdravem preiskovancu, 

LP – lažno pozitivni test pri zdravem preiskovancu, LN – lažno negativni test pri bolniku z 

rakom) 

 
 TEST 
 pozitivni negativni 

rak prostate PP = 14 LN = 13 
zdravi LP = 0 PN = 10 
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Diagnosti�no specifi�nost in ob�utljivost smo izra�unali po ena�bah: 
 

Diagnosti�na ob�utljivost [%] = 
LNPP

PP
+
×100

= 52 % 

 

Diagnosti�na specifi�nost [%] = 
LPPN

PN
+
×100

= 100 % 

 

Opazimo, da je diagnosti�na specifi�nost pri mejni vrednosti 4,80 kRECAF enot 100%, 

ob�utljivost pa ravno presega 50 %. Z nižanjem mejne vrednosti bi lahko pridobili na 

ob�utljivosti, a posledi�no zmanjšali specifi�nost. Da bi izvedeli, kolikšni sta specifi�nost 

in ob�utljivost pri razli�nih mejnih vrednostih, smo izvedli analizo ROC. 

Vrednosti obeh skupin skupaj smo razdelili na ve� mejnih vrednosti. Pri vsaki mejni 

vrednosti smo izra�unali diagnosti�no specifi�nost in ob�utljivost (Preglednica 14). Na 

podlagi teh podatkov smo narisali krivuljo ROC (Graf 11). 

Preglednica 14: Ob�utljivost in specifi�nost pri razli�nih mejnih vrednostih 
 
Mejna vrednost Ob�utljivost 1 - Specifi�nost 

0,1030 1,000 1,000 

1,5415 1,000 ,900 

2,0865 ,962 ,900 

2,2430 ,962 ,800 

2,3365 ,962 ,700 

2,4390 ,923 ,700 

2,5830 ,923 ,600 

2,8370 ,923 ,500 

3,0230 ,923 ,400 

3,0875 ,885 ,400 

3,1575 ,885 ,300 

3,2400 ,846 ,300 

3,3180 ,808 ,300 

3,3630 ,808 ,200 

3,5650 ,769 ,200 

3,7765 ,731 ,200 

3,8755 ,731 ,100 

3,9540 ,731 ,000 

3,9800 ,692 ,000 

4,1250 ,654 ,000 
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4,2900 ,615 ,000 

4,4200 ,577 ,000 

4,5450 ,538 ,000 

4,6450 ,500 ,000 
4,8150 ,462 ,000 
5,1000 ,423 ,000 
5,6200 ,385 ,000 
6,2450 ,346 ,000 
6,7400 ,308 ,000 
7,2350 ,269 ,000 
8,4100 ,231 ,000 
9,4050 ,192 ,000 
9,5350 ,154 ,000 
9,6850 ,115 ,000 
9,9800 ,077 ,000 
11,4450 ,038 ,000 
13,7500 ,000 ,000 
 

Površina pod ROC krivuljo je verjetnost, da bo klasifikator (RECAF) pravilno lo�il 

pozitivne od negativnih primerov, v našem primeru, bolnike in zdrave. Torej predstavlja 

verjetnost, da bo klasifikator pripisal višji rang naklju�no izbranemu bolniku z rakom kot 

naklju�no izbrani zdravi osebi. Iz tega sledi, da AUC pod ROC krivuljo povezujemo z 

natan�nostjo klasifikatorja. Vrednosti za AUC se gibljejo med 0 in 1. ROC analiza je zelo 

povezana z Mann-Whitneyjevim U testom, saj pri obeh testih podatke rangiramo. Zvezo 

zapišemo z ena�bo (117): 

21

1
1 nn

U
AUC =  

Na podlagi visoke verjetnosti (0,885) lahko zaklju�imo, da ve�je koncentracije RECAF-a 

glede na zdrave preiskovance predstavljajo ve�jo verjetnost za prisotnost raka. 

Koncentracija RECAF-a v skupini rakavih bolnikov se statisti�no zna�ilno razlikuje (p < 

0,05) od koncentracije RECAF-a kontrolne skupine (Preglednica 15).  

Preglednica 15: Analiza ROC za RECAF (rak prostate/zdravi) 
 
  95% interval zaupanja 

Površina pod krivuljo p Spodnja meja Zgornja meja 
0,885 0,009 0,777 0,992 
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Dolo�ili smo tudi mejno vrednost, pri kateri je izraženo najboljše razmerje med 

specifi�nostjo in ob�utljivostjo (Preglednica 14). To je vrednost 3,36 kRECAF enot, pri 

kateri sta specifi�nost in ob�utljivost okoli 80%.  

 
Graf 11: Krivulja ROC za RECAF (rak prostate/zdravi) 

 

4.5.3  Specifi�nost in ob�utljivost glede na bolnike z nemalignimi 

boleznimi prostate 

Receptor za alfa-fetoprotein (RECAF) 

Rezultati bolnikov z rakom so že na prvi pogled zelo primerljivi z rezultati bolnikov  z 

hiperplazijo prostate in drugimi boleznimi prostate, ki niso maligne narave (Graf 13).  
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Graf 12: Frekven�ni diagram porazdelitve podatkov skupine 1 (rak prostate) in skupine 2 

(nemaligne bolezni). Mejna vrednost (4,80 kRECAF enot/ml) je ozna�ena z rde�o �rto. 

 
Kakšna je uporabnost merjenja RECAF z metodo CIA, preverimo z analizo ROC. Iz 

krivulje ROC in površine pod krivuljo (0,429) sklepamo, da test ne lo�i med maligno in 

benigno boleznijo prostate (Preglednica 16, Graf 13). 

Preglednica 16: Analiza ROC za RECAF (rak/nemaligne bolezni prostate) 
 
  95% interval zaupanja 

Površina pod krivuljo p Spodnja meja Zgornja meja 
0,429 0,342 0,284 0,572 
 

Pri mejni vrednosti 4,80 kRECAF enot je ob�utljivost 46% in specifi�nost 43%. 
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Graf 13: Krivulja ROC za RECAF (rak/nemaligne bolezni) 

Celokupna koncentracija PSA 

Specifi�nost in ob�utljivost smo izra�unali tudi za klasi�ni tumorski marker raka prostate, 

torej PSA. Najprej smo preverili prisotnost osamelcev in jih izlo�ili (Graf 14).  

 

 
Graf 14: Kvartilni diagram – primerjava porazdelitve PSA v obeh skupinah bolnikov z 

izlo�enimi osamelci 
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Na podlagi analize ROC smo ugotovili, da je klini�na uporabnost PSA glede na 

pridobljene rezultate bistveno ve�ja (Preglednica 17 in Graf 15). Pri mejni vrednosti 3 

ng/ml smo izra�unali 88% ob�utljivost in 38% specifi�nost. 

Preglednica 17: Analiza ROC za PSA (rak/nemaligne bolezni prostate) 
 
  95% interval zaupanja 

Površina pod krivuljo p Spodnja meja Zgornja meja 
0,774 0,000 0,652 0,897 
 
 

 
 
Graf 15: Krivulja ROC za PSA (rak/nemaligne bolezni prostate) 
 

Prosta frakcija PSA 

Tudi za prosto frakcijo PSA smo dolo�ili diagnosti�no specifi�nost in ob�utljivost. Ko 

smo na podlagi kvartilnega diagrama eliminirali osamele vrednosti, smo nadaljevali z 

analizo ROC (Preglednica 18). 
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Graf 16: Kvartilni diagram – porazdelitev rezultatov za fPSA v obeh skupinah bolnikov 

brez osamelcev. Mejna vrednost (13 % fPSA) je ozna�ena s �rtkano �rto. 

 
Rezultati za  prosto frakcijo PSA kažejo na malenkost nižji delež fPSA pri bolnikih z 

rakom (Graf 16). Pri mejni vrednosti 13 % fPSA izkazuje prosta frakcija 71% ob�utljivost 

in 52% specifi�nost (Graf 17).   

Preglednica 18: Analiza ROC za delež fPSA (rak/nemaligne bolezni prostate) 
 
  95% interval zaupanja 

Površina pod krivuljo p Spodnja meja Zgornja meja 
0,620 0,123 0,476 0,765 

 
Graf 17: Krivulja ROC za delež fPSA (rak/nemaligne bolezni prostate) 
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4.5.4 Mo� povezave med spremenljivkami (korelacija) 

Mero povezanosti smo testirali med koncentracijo RECAF-a, celokupno koncentracijo 

PSA in njegovo prosto frakcijo. Ker imamo podatke porazdeljene nenormalno, smo mo� 

povezave ovrednotili z neparametri�nim Spearmanovim koeficientom korelacije (3).  

Vrednosti RECAF enot ne korelirajo z vrednostmi celokupne PSA in ne s prosto frakcijo 

PSA (Preglednica 19). 

Preglednica 19: Korelacija med PSA, deležem fPSA in RECAF-om  
 
  RECAF PSA fPSA 
RECAF korelacijski koeficient 1 -0,135 0,163 

 p - 0,305 0,227 

 N 63 60 57 

PSA korelacijski koeficient -0,135 1 0,490 

 p 0,305 - 0,000 

 N 60 61 58 

delež fPSA korelacijski koeficient 0,163 0,490 1,000 

 p 0,227 0,000 - 

 N 57 58 58 
 
Korelacijska analiza kvantificira mo� linearne povezave med dvema spremenljivkama x in 

y. Mo� povezave smo ovrednotili s Spearmanovim koeficientom korelacije (rs), saj naši 

podatki ne sledijo normalni distribuciji. Obmo�je vrednosti koeficienta sega od -1 do +1. 

Višje absolutne vrednosti pomenijo višjo stopnjo linearne povezave. -1 pomeni negativno 

korelacijo, torej se vrednosti ene spremenljivke zmanjšujejo z ve�anjem vrednosti druge 

spremenljivke. Pri pozitivni korelaciji (+1) pa obe spremenljivki isto�asno naraš�ata. 

Absolutnim vrednostim koeficienta nad 0.7 pripisujemo mo�no korelacijo. S pomo�jo 

programa pridobimo tudi podatke o p-vrednostih (verjetnost dobljenega rezultata ob 

predpostavki H0-ni�elna hipoteza). V primeru, da je p < 0.05, zavrnemo ni�elno hipotezo, 

ki pravi, da je korelacija nesignifikantna (r = 0). V našem primeru potrdimo signifikantno 

korelacijo le med PSA in prosto frakcijo, kar je pri�akovano.  
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5  RAZPRAVA 

Serumskim vzorcem rakavih bolnikov in tudi bolnikom z nemalignimi boleznimi prostate 

smo izmerili koncentracijo potencialnega tumorskega markerja, receptorja za alfa-

fetoprotein. Testiranja so bila izvedena z metodo kemiluminiscence (˝CIA˝). V prvem delu 

smo primerjali rezultate med dvema skupinama bolnikov. Prva skupina je sestavljala 

bolnike z rakom prostate. V drugo skupino smo uvrstili bolnike z drugimi spremembami 

tkiva, torej z benigno hiperplazijo, atrofijo, vnetjem, predmaligno stopnjo karcinoma ali 

kombinacijo le-teh. Ob pregledu vrednosti deskriptivnih statistik smo opazili, da so 

rezultati med obema skupinama zelo primerljivi.  

Veliko študij je bilo izvedenih na podlagi radioimunskega testa z radioaktivno ozna�enim 

receptorjem za AFP. V teh študijah so bili benigni tumorji ve�inoma RECAF negativni. 

Visoki rezultati pri teh bolnikih v naši študiji so lahko posledica mote�ih dejavnikov, kar 

bi bilo lahko vnetje, bolezni jeter in ledvic ter hemoliti�ni in hiperlipemi�ni vzorci. V 

skupini bolnikov z benignimi boleznimi so podatki tudi bistveno bolj razpršeni (SD = 

3,42) kot v skupini rakavih bolnikov (SD = 2,84). Razlog je lahko tudi v nenatan�nosti in 

neto�nosti metode, saj podatkov o to�nosti in natan�nosti nismo uspeli pridobiti.  

S pomo�jo Shapiro-Wilkovega testa smo dolo�ili porazdelitev rezultatov v obeh skupinah 

bolnikov. Rezultati se ne porazdeljujejo po normalni distribuciji. Ker imamo dva 

neodvisna vzorca, smo z neparametri�nim Mann-Whitneyjevim testom potrdili, da je 

koncentracija RECAF-a v obeh skupinah enaka. Na osnovi tega lahko re�emo, da test CIA 

ne lo�i med maligno in benigno spremembo prostate. Test CIA-RECAF je bil razvit za 

lo�itev med serumom bolnika z rakom in zdravega posameznika. Mogo�e bi bilo potrebno 

v okviru razvoja metode upoštevati tudi možne povzro�itelje lažno pozitivnih in lažno 

negativnih rezultatov. Ti odkloni so velikokrat posledica raznih fizioloških stanj. Do sedaj 

ni znano, zakaj so nekateri benigni vzorci pozitivni. V tem primeru gre lahko za 

premaligne vzorce in se ekspresija markerja pove�a še pred morfološko spremembo, 

katere proces je zelo po�asen. Patolog v tem primeru ne potrdi morfološke spremembe 

tkiva, poslanega na histološko preiskavo. Vsekakor so potrebne še dodatne raziskave 

biologije molekule RECAF-a, ki bi razložile, zakaj so nekateri benigni vzorci pozitivni, in 

s tem omogo�ile lažjo interpretacijo rezultatov testiranja.  
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V drugem delu smo izra�unali u�inkovitost metode za dolo�anje serumske vrednosti 

RECAF enot. V prvem koraku smo diagnosti�no specifi�nost in ob�utljivost dolo�ili glede 

na kontrolno skupino zdravih preiskovancev. Najprej smo na podlagi rezultatov kontrolne 

skupine izra�unali meje referen�nega intervala. Interval je segal od 0,84 do 4,80 kRECAF 

enot/ml. Mejno vrednost smo torej postavili pri 4,80 kRECAF enot. Na podlagi tega smo 

opredelili lažno pozitivne in lažno negativne rezultate. Specifi�nost je bila 100% in 

ob�utljivost 52%. Glede na podobno študijo na vzorcih pacientk z rakom na jaj�nikih so te 

vrednosti zelo primerljive (11). V študiji so uporabili metodo CIA ter ob upoštevanju 

mejne vrednosti 7,5 kRECAF enot pri 100% specifi�nosti izra�unali 52,5% ob�utljivost. 

Diagnosti�no vrednost smo opredelili z analizo ROC. Površina pod krivuljo (AUC) je 

znašala 0,885. Iz tega lahko zaklju�imo, da serumski test CIA dobro lo�i 10 zdravih 

preiskovancev od 25 bolnikov z rakom prostate.  

Glede na to, da je povpre�na vrednost pri bolnikih z nemalignimi boleznimi višja kot pri 

rakavih bolnikih, sta tudi diagnosti�na specifi�nost in ob�utljivost temu primerni. Površina 

pod krivuljo je posledi�no padla pod 50 %. V okviru klini�nih podatkov smo pridobili tudi 

vrednosti za PSA in delež fPSA za obe skupini bolnikov. Za PSA smo pri mejni vrednosti 

3 ng/ml izra�unali 88% ob�utljivost in 38% specifi�nost. Glede na naše rezultate lahko 

potrdimo, da merjenje PSA pripomore k diagnostiki raka prostate, saj se vrednost 

parametra med obema skupinama bolnikov statisti�no zna�ilno razlikuje (p < 0,05). Na 

koncu smo preverili še primernost proste oblike PSA za diagnostiko raka prostate. 

Rezultati so potrdili malenkost ve�ji delež proste frakcije pri bolnikih z nemalignimi 

boleznimi prostate. Pri mejni vrednosti 13 % fPSA smo dolo�ili 71% ob�utljivost in 52% 

specifi�nost. Površina pod krivuljo ROC je bila majhna (0,620). Obstaja torej majhna 

verjetnost, da bo rezultat za naklju�no pozitivni vzorec presegel rezultat za naklju�no 

negativni vzorec. Uporaba proste frakcije PSA po naših rezultatih ne pripomore k 

diagnostiki raka prostate, saj med skupinama bolnikov ni zna�ilne statisti�ne razlike v 

koncentraciji prostega PSA (p > 0,05).  

Na koncu smo izra�unali korelacijo med RECAF-om in PSA ter RECAF-om in deležem 

fPSA. Korelacije v nobenem primeru nismo potrdili.  
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6  SKLEP 

V okviru diplomske naloge z naslovom ˝Pomen dolo�anja koncentracije receptorja za 

alfa- fetoprotein (RECAF) pri bolnikih z rakom prostate˝  smo prišli do naslednjih 

ugotovitev: 

o S pomo�jo rezultatov kontrolne skupine smo potrdili uporabnost testa za 

razlo�evanje med rakavimi bolniki in zdravimi preiskovanci.  

 

o Na osnovi primerjave rezultatov med obema skupinama bolnikov smo ugotovili, da 

serumski test CIA-RECAF ne lo�i med maligno in benigno spremembo tkiva 

prostate. V tem primeru ne vemo, ali gre res za benigne vzorce ali so že prisotne 

atipi�ne proliferacije, ki so v procesu nastanka malignega vzorca.  

 

o Za boljšo reprezentatitvnost zaklju�kov bi bilo smiselno raziskavo razširiti na ve�je 

število bolnikov in primerjati kemiluminiscen�no metodo s katero drugo metodo 

merjenja RECAF enot v serumu (npr. RIA) z vklju�itvijo malignih ter tudi 

benignih vzorcev. 

 

o Smiselno bi bilo dolo�iti natan�nost in to�nost metode ter dolo�iti faktorje, ki bi 

potencialno lahko motili izvedbo analize ter s tem privedli do dvomljivih in 

potencialno napa�nih rezultatov. 

 

o Mejno vrednost bi bilo smiselno dolo�iti na ve�jem številu zdravih preiskovancev. 

 

o Glede na naše rezultate, PSA izkazuje ve�jo diagnosti�no specifi�nost in 

ob�utljivost kot njegova prosta frakcija.  
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