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POVZETEK

Za zgodnjo diagnostiko karcinoma prostate je Se vedno dale¢ najbolj uporabljen tumorski
oznacevalec PSA in njegova prosta oblika. V zadnjem desetletju pa se pospeseno isce
tumorski oznacéevalec, Ki bi izboljSal delez zgodaj diagnosticiranih bolnikov in delez
bolnikov z dobro diferenciranim lokaliziranim tumorjem. V diplomski nalogi smo se
osredotocili na nov tumorski oznaéevalec [-2]proPSA, ki je ena izmed oblik proPSA in na
njegovo izpeljanko phi (Prostate Health Index). Uporabljali smo meritve skupine pacientov
s karcinomom prostate, skupine pacientov z nemalignimi boleznimi in kontrolne skupine.
Iz meritev smo nato $e izracunali phi. Diagnoza je bila potrjena s histolosko analizo.

V prvem delu smo poskusali ugotoviti, ali obstaja razlika v koncentraciji tumorskega
oznacevalca [-2]proPSA in phi med skupino pacientov s karcinomom prostate in skupino
pacientov z nemalignimi boleznimi. Dokazali smo, da razlika ni statisti¢éno znacilna. Iz
podatkov kontrolne skupine smo nato dolo¢ili referenéno mejo za [-2]proPSA (0,148 ng/l)
in phi (0,319), s pomo¢jo katere smo nadalje izraCunali specifi¢nost in ob¢utljivost pri
razlikovanju med kontrolno skupino in skupino bolnikov s karcinomom. Tumorski
oznacevalec [-2]proPSA se je izkazal kot zelo dober, s specifi¢nostjo 100 % pri 73,9 %
obcutljivosti. S kombiniranjem razli¢nih vrednosti specifi¢nosti in ob¢utljivosti smo
poskusali najiti tudi najbolj optimalno referencno vrednost. Le ta bi po nasih izracunih
znaSala 0,101 ng /L. S tem bi na ra¢un manjse specifi¢nosti lahko povecali ob¢utljivost in
bi tako obe znaSali okrog 80 %. Klini¢na uporabnost [-2]proPSA in phi v lo¢evanju med
skupino bolnikov s karcinomom prostate in kontrolno skupino se je izkazala kot zelo dobra
(AUC=0,821, p<0,05; AUC=0,824, p<0,05).

V drugem delu smo enako ponovili s primerjavo skupine bolnikov s karcinomom in
skupine pacientov z nemalignimi boleznimi, kjer smo prisli do slabsih rezultatov. Tako
tumorski oznacevalec[-2]proPSA kot phi sta z nizko vrednostjo AUC pokazala, da nista
primerna za lo¢evanje med bolniki s karcinomom prostate in bolniki z nemalignimi
boleznimi. Veliko bolj zanesljiv se je pokazal tumorski oznac¢evalec PSA z vrednostjo
AUC 0,817. V tretjem delu smo dolocili AUC za bolnike, katerih koncentracije PSA
spadajo na podlagi meritev PSA v ti. obmocje diagnosti¢ne »Sive cone«. Tudi tukaj se niti
[-2]proPSA niti phi nista izkazala za tumorska oznacevalca, ki bi bila primerna za

locevanje med bolniki s karcinomom in bolniki z nemalignimi boleznimi.

Kljuéne besede: karcinom prostate, tumorski oznaéevalec, [-2]proPSA, phi
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ABSTRACT

For the early diagnosis of prostate cancer is still by far the most used tumor marker PSA
and free PSA. However, in the last decade accelerated search for a new tumor marker
which would improve % of early diagnosed patients and % of patients with good
differentiated localised tumor. In our study we focused on new tumor marker [-2]proPSA
and its derivative phi (Prostate Health Index). We used measurments of group of patinets
with prostate cancer, group of patients with non-malignant diseases and control group.
Diagnosis was confirmed with histological analisys.

In the first part we tried to determine if there is a difference between group 1 and group 2.
We proved there is no statistical significant difference. Futhermore, we used data from
control group to calculate reference value for [-2]proPSA (0,148 ng/l) and phi (0,319).
With this two values we calculated specificity and sensitivity in differentiating between
control group and group of patients with prostate cancer. Tumor marker proPSA has
proved as very good, with 100 % specificity at 73,9 % sensitivity. Combining different
values of specificity and sensitivity we tried to determine optimal reference value. This
value would be 0,1005 ng/l, which would increase sensitivity and lower specificity. Both
would be around 80 %. Clinical usefulness of proPSA and phi in differentiating between
group 1 and control group was proved as very good (AUC=0,8205, p<0,05; AUC=0,824,
p<0,05).

In second part we repeated the same process comparing group of patients with cancer and
group of patients with non-malignant diseases. Here we got worse results. Both [-
2]proPSA and phi showed that they are not suitable for differentiating between this
groups, because AUC was very low (AUC=0,639 , AUC=0,6144 ). PSA has proved to be
much more reliable (AUC= 0,8170). In third part we determined AUC on the basis of PSA
values which belong in a so-called »grey area«. Here neither [-2]proPSA nor phi did not
proved to be suitable for differentiating between patinets with cancer and patients with

non-malignant diseases.

Key words: prostate cancer, tumor marker, [-2]proPSA, phi

viii



1 UVOD

1.1 PROSTATA

1.1.1 Anatomija prostate

Prostata je sekundarni moski spolni organ. Razvije se v pretinu, ki razdeli prvotni
urogenitalni sinus na mehur in debelo ¢revo. V puberteti pod vplivom testosterona dozori,
njena teZza doseZe okoli 20 g (1). Makroskopsko opazimo pri prostati tri, véasih $tiri lobuse:
stranska dva in srednjega, v¢asih tudi zgornjega (2). Po McNealu, ki je utemeljil sodobne
poglede na anatomijo in histologijo prostate, le to delimo na 3 glavne Zlezne regije/cone,
in sicer periferno, centralno in prehodno. Poleg teh pa je sestavljena tudi iz ve¢ nezleznih
regij, zgo$¢enih v anteromedialnem delu prostate. Periferna cona sestavlja 70 % Zleze
prostate. Oblikovana je kot disk tkiva, katerega izvodila vodijo lateralno od uretre ter
lateralno in distalno od verumontanuma. Centralna cona sestavlja 25 % Zzleze prostate.
Oblikovana je kot piramida z bazo na vratu mehurja in vrhom na veromontanumu.
Izvodila centralne cone se pojavijo blizu odprtine ejakulatornega voda in jim sledijo
proksimalno, nato pa se v blizini prostaticnega centra lateralno razvejajo. Lateralni del se
zdruzi s proksimalnim delom periferne cone. Prehodna cona je sestavljena iz dveh enakih
delov postavljenih lateralno na uretro v sredini Zleze. Apikalni del je bogat s
precnoprogastimi miSicami in miSicami pelvicne prepone. Ta del je odgovoren za nehotene
funkcije sfinkterja. Distalni del prehodnega dela prostate pa ima pomembno vlogo pri
hotenih funkcijah sfinkterja. 70 % karcinoma prostate vznikne v perifernem delu, medtem
ko se hiperplazija razvije v centralnem delu Zleze (slika 1) (3).

Celotna prostata je ovita s fibroznim tkivom, ki prostato obdaja v obliki kaspule. Gre za
sloj, ki lo¢uje prostati¢no stromo in zunajprostaticno masc¢obo. Obdaja celotno prostato,
vendar je tanjSa na vrhu prostate in na mestu vstopa ejakulatornih vodov v prostato (4). Ta
ovoj okoli prostate ni povsem jasno anatomsko opredeljen in ga ne moremo primerjati s
kapsulo jeter ali ledvic (3). Pri hiperplaziji prostate preprecuje Sirjenje prostate v okolico,
zato se pritisk prenaSa na prostati¢ni del se¢nice in jo utesnjuje (1). Kapsula je tudi
pomembna pregrada pri Sirjenju karcinoma izven organa, preras¢anje tumorskega tkiva

skozi njo pa je posledi¢no pomemben diagnosti¢en dejavnik (3).
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Slika 1: Anatomija prostate (3)

Osnovna funkcija prostate je transport, ohranitev vitalnosti, gibljivost spermijev in
antibioti¢na zaS$¢ita (2). Prostati¢na tekocina je rahlo kisla s pH=6,4 in predstavlja priblizno
20 % semenske tekocine. Vsebuje spermin, spermidin, prostaglandine, cink, citronsko
kislino, imunoglobuline, fosfataze in proteaze (5). Naloga proteaz je proteoliza, ki je tudi
glavna funkcija prostati¢nih izlo¢kov. Najbolj preiskovana med vsemi proteazami je

prostatno specifi¢en antigen (PSA) (2).
1.1.2 Histologija prostate

Vsako izvodilo prostate je sestavljeno iz dveh slojev celic, luminarnega sekretornega sloja
in spodaj lezecega sloja bazalnih celic. Predvsem pri starejSih moskih najdemo v lumnu
eozinofilne skupke, imenovane tudi corpora amylacea, ki povzrocajo obstrukcijo lumna
prostati¢nih izvodil. Vsako izvodilo je obdano z vezivnim tkivom in gladkimi miSicami
(fibromuskularna stroma). Stroma sestavlja priblizno 70 % celotne mase prostate (slika 2)

(6).

LUMINARNI
SEKRETORNI SLOJ

Slika 2: Prec¢ni prerez izvodila prostate (6)



1.2 BOLEZNI PROSTATE

1.2.1 Benigna hiperplazija prostate

Benigna hiperplazija prostate (BHP) je nemaligno povecanje prostate, za katero so znacilne
teZave pri zadrZzevanju urina, tezave pri zacetku uriniranja, nepopolno praznjenje mehurja,
pogostejse uriniranje, pogosto zaustavljanje pretoka med uriniranjem, no¢no mocenje
postelje (nikturija) (7). BHP se razvije le v prehodni coni kot posledica proliferacije
gladkih misic in epiteljiskih celic (8).

BHP je urinarno stanje, ki zmanjSa kvaliteto Zivljenja in v ve€ini primerov pacient
potrebuje zdravnisko pomoc. A vendar gre za bolezen, ki jo lahko tako preprec¢imo kot
predvidimo (7). Zaradi sploSnega pojava staranja prebivalstva je bolezen vse bolj pogosta
in je ena najpogostejSih bolezni moskih v starosti (9). Prevalenca je ocenjena na 50 %
moskih do 60. leta starosti in 90 % do 90. leta starosti (10).

Za postavitev diagnoze Se niso sprejeti sploSno veljavni epidemioloski ali klini¢ni kriteriji.
V skladu z nacionalnimi smernicami sodijo v osnovni diagnosti¢ni postopek ne glede na to,

ali moskega obravnava osebni zdravnik ali urolog, naslednje preiskave (8):

e anamneza o vrsti in trajanju genitourinarnih simptomov,

e ocena simptomov s pomocjo vprasalnikov,

e usmerjeni pregled spodnjega abdomna, genitalij in digitalni rektalni pregled,
e analiza seca,

e dolocitev vrednosti serumskega kreatinina,

e dolocitev serumske koncentracije prostatinega specificnega antigena,

e ocena zaostalega seca po uriniranju.

Eden od najbolj uporabljenih vprasalnikov je AUASI (angl. American Urological
Association Symptom Index), ki je bil prvi¢ omenjen leta 1992 (11). Ima sedem vprasan;j,
tri od teh se nanaSajo na zmoznost zadrZevanja urina in Stiri na samo uriniranje (12).
Pozneje je nastala lestvica, kateri so dodali vpraSanje, s katerim pacienti ocenijo, kako zelo
jih motijo prisotne tezave v vsakodnevnem zivljenju (11). Ta vprasalnik je poimenovan
IPSS (angl. International Prostate Score System) (slika 3) (9). Skupen sestevek tock do
sedem pomeni blage simptome BHP, seStevek med 8 in 19 tock se ovrednoti kot zmerno

izrazeni simptomi BHP. Vsi rezultati nad skupno 20 tock so ocenjeni kot hudo izrazeni



simptomi BPH (13).

Ceprav so simptomi raka prostate in BHP podobni, sam BHP ne pove¢uje moznosti za raka
prostate (12). Razmerje koncentracij prostega s koncentracijo celotnega PSA v serumu je
vedje pri ljudeh z BHP kot pri tistih z rakom prostate. To je eden od nac¢inov lo¢evanja med

tema dvema boleznima (14).
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Slika 3: Mednarodni vprasalnik o simptomih prostate (IPSS) (13)



1.2.2 Prostatitis

Prostatitis se nanasa na vec¢ klini¢nih sindromov, vkljucujo¢ dobro definirano akutno in
kroni¢no bakterijsko infekcijo, slabo definiran nebakterijski kroni¢ni prostatitis in
asimptomatsko vnetje prostate (15). Prostatitis najveckrat prizadene periferni del prostate,
redko sta prizadeta centralni in prehodni del (16). Gre za tretjo najpomembnejSo bolezen
prostate, ki ve¢inoma prizadene odrasle moske (17). Za razliko od BHP in raka prostate je
prostatitis bolezen, ki jo poznajo vse generacije moskih (15). Po NIH (angl. National
Institutes of Health) klasifikaciji delimo prostatitis v Stiri kategorije (18).

Znacilnost akutnega prostatitisa je bakterijska okuzba z gram negativnimi bakterijami ali
Staphylococcus aureus, ki je gram pozitivna bakterija (1,19). Akutni prostatitis povzroci
povecano izloCanje PSA, Ki traja do Sest tednov (15).

Le 5 % kroni¢nega prostatitisa povzrocajo bakterijske okuzbe (1). Kronicen prostatitis je
direktno povezan z benigno hiperplazijo, ne pa z rakom prostate (20).

Pacienti z asimptomatskim prostatitisom so velikokrat brez preteklih bolecin povezanih z
uriniranjem, v eksprimatu pa najdemo levkocite in povecano $tevilo bakterij (18).
Nebakterijski prostatitis ima znacilnosti prostatitisa s Stevilnimi levkociti v eksprimatu
prostate. V seCu vecinoma ne najdemo patogenih bakterij, le v¢asih bakteriji Chlamydia

trachomatis ali Ureaplasma urealyticum (19).
1.2.3 Rak prostate

Rak prostate je z 18,4 % najpogostejsi rak pri moskih v Sloveniji in ima najvecji odstotni
deleZ po starostnih skupinah v skupini od 65 do 74 let in sicer 21,6 % vseh rakov (slika 4,
slika 5) (21). Rak prostate je v svetu s 13,6 % drugi najpogostejsi rak pri moskih (22).
Letna inciden¢na stopnja v Sloveniji se je dvignila iz 66,4 na 100.000 moskih med leti
1999-2003 na 99,5 na 100.000 moskih med leti 2004-2008. Predvidena incidencna stopnja
s 95 % intervalom zaupanja za leto 2011 je 123-141 na 100 000 moskih (21). Za
primerjavo ve¢ populacij, kjer je starostno razlicna populacija, uporabljamo starostno
standardizirane stopnje incidence (SSS). Ce primerjamo SSS incidence raka prostate v

Sloveniji glede na SSS incidenco v svetu, dobimo sledeée podatke (22):

- SSS incidence v Sloveniji je 62,8 na 100.000 moskih
- SSS incidence v svetu je 27,9 na 100.000 moskih



Pri nobenem drugem raku incidenca s starostjo ne narasca tako strmo kot pri raku

prostate.V zadnjih letih je na registrirano incidenco vplivalo presejanje moskih s testom

PSA. Ker je raba testa v svetu razlicno pogosta, za primerjavo ogrozenosti posameznih

populacij priporocajo dolo¢anje umrljivosti zaradi raka prostate namesto incidence (23).

Vedji delez raka prostate je v razvitih dezelah sveta z dolgo pri¢akovano Zivljenjsko dobo,

manjsi pa v deZelah v razvoju (23). Ocenjeno je, da ima 30 % do 45 % moskih s od PSA 4
do 10 pg/ml rak prostate in da ima 20 % do 30 % moskih s PSA od 2 do 4 pg /ml rak

prostate (24).
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Slika 4: NajpogostejSe lokacije raka in njihov odstotni deleZ po spolu, Slovenija 2008 (21)
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Slika 5: Odstotni deleZi napogostejSih rakov po starostnih skupinah, Slovenija 2004—2008
(21)

1.2.3.1 Dejavniki tveganja

Najpomembnejsi do sedaj znan dejavnik tveganja za razvoj raka je dednost. Ce je za rakom
zbolel en bliZji sorodnik (o¢e ali brat), je 2-krat ve&ja verjetnost za obolenje. Ce sta zbolela
dva ali ve¢ blizjih sorodnikov, pa je tveganje pet- do enajstkrat vecje (25). Poleg tega
vpliva tudi doba, v kateri je bil odkrit rak prostate. Ce je bil rak prostate pri sorodnikih

odkrit zgodaj, je vecja verjetnost, da bodo zboleli ostali sorodniki (16).
1.2.3.2 Klinicno izraZanje raka prostate

Rak prostate se klini¢no pojavlja v stirih oblikah, in sicer klini¢ni, incidentni, latentni in
okultni rak (3).

Klinicni rak

Ugotovimo ga z rektalno digitalno palpitacijo, ki pokaze zatrditev in nepravilno
oblikovanost prostate. Zvisana je tudi vrednost serumskega PSA. Prav tako dobimo
pozitiven rezultat pri ultrazvocni preiskavi. Obvezno je potrebno narediti Se biopsijo, s

katero potrdimo rak (3).



Incidentni rak
Ugotovijo ga naklju¢no pri pregledu biopticnega materiala, najveckrat v prostatah, ki so

bile odstranjene zaradi nodularne hiperplazije (3).

Latentni rak
Naklju¢no ga odkrijemo pri avtopsiji, v ¢asu bolnikovega zivljenja navadno ni bilo

nobenih simptomov (3).

Okultni karcinom

Najprej najdemo metastaze v kosteh ali bezgavkah, tumor v prostati (primarni tumor) pa je
brez simptomov. Nato merimo koncentracijo PSA v serumu, dolocujemo pa PSA tudi v
tkivu metastaz in sicer imunohistokemiéno. Ce pri slednji preiskavi dobimo pozitiven

rezultat, skoraj z gotovostjo sklepamo na prostati¢ni izvor metastaze (3).
1.2.3.3 Opredelitev stopnje razSirjenosti tumorja

Za opredelitev razSirjenosti tumorja uporabljamo TNM Klasifikacijski sistem, s katerim
dolo¢ujemo anatomski obseg raka. Ta sistem temelji na dejstvu, da je izbira zdravljenja in
moznost prezivetja povezana z obsegom raka na primarnem mestu in njegovo
razSirjenostjo drugje v telesu. V tem sistemu nam T opredeli obseg raka na primarnem
mestu, N prisotnost raka v regionalnih limfnih vozli¢ih in M prisotnost metastaz izven
regionalnih limfnih vozli¢ev. Skupina T je razdeljena v Stiri podskupine (26):

-T1,

-T2, ki je naprej razdeljena v 3 podskupine glede na to ali je rak prisoten v enem reznju
prostate ali v obeh (T2a, T2b, T2c),

-T3, ki je razdeljena v 2 podskupini glede na to, ali se karcinom razrasca izven kapsule
in/ali v semenske vezikle (T3a in T3b)

- T4.

N in M, imata navadno vsaj 2 podskupini, ki sta oznaceni z 0, kar pomeni, da rak ni
prisoten in 1, ki pomeni prisotnost raka (26). V zadnjih letih pri nas odkrijejo Ze 60 %
lokaliziranih rakov, po svetu je ta delez ze 70 % in ve¢ (27).

Metastaze raka prostate se navadno pokazejo v kosteh ali v bezgavkah (3). Rak prostate
zaseva pogosto v kosteh zaradi specifi¢ne »angl. seed and soil« lastnosti medsebojnega
vpliva celic kosti in raka prostate, poleg tega pa verjetno celice raka prostate selektivno

prodirajo v kostnino (28).



1.2.3.4 Histoloski tip tumorja

Dolocujemo tudi histoloski tip tumorja, med katerim je z 95 % najpogostejsi
adenokarcinom. Med vsemi adenokarcinomi je najpogostejsi acinarni, ki predstavlja 90 %
do 95 % vseh adenokarcinomov prostate (3). Preostalih 5 do 10 % so posebni tipi raka
prostate in sicer atrofi¢ni adenokarcinom, adenokarcinom prostati¢nih izvodil,
psevdohiperplasti¢ni adenokarcinom, mukozni adenokarcinom, mezenhimski karcinom,

ploscatoceli¢ni karcinom (29).
1.2.3.5 Stopnja diferenciacije tumorja

Stopnjo diferenciacije tumorja dolo¢ujemo s Gleasonovim sistemom. Gleasonov sistem je
bil prvi¢ objavljen leta 1966, danes pa je ze splosno sprejeto, da se stopnjo diferenciacije
raka doloc¢uje v skladu s tem sistemom (30). Uveljavljen je kot mednarodni standard ocene
diferenciacije tumorja (3). V tem sistemu se vsi tumorji razdelijo v pet razredov na podlagi
zgradbe zleznih struktur (slika 6). Tumorju se ne doloc¢a kon¢na ocena diferenciacije glede
na oceno, ki jo dolo¢imo enemu vzorcu, ampak glede na vsoto, ki upoSteva primarni in
sekundarni vzorec glede na obseq (31). Torej seStejemo oceno 2 vzorcev, Ki sta po obsegu
najvecja in zato ocena po Gleasonu ne more znaSati manj kot 2 to¢ki in ne vec¢ kot 10 tock.
Ce v odvzetem tkivu tumorja najdemo le en vzorec, se ta pomnoZi z dva, da dobimo
kon¢no oceno (32).

Glede na Gleasonovo oceno so karcinomi razvrs¢eni v ve¢ skupin (3):

e Gleason 2-4 dobro diferencirani karcinom
e Gleason 5-7 zmerno diferencirani karcinom

e Gleason 8-10 slabo diferencirani karcinom

Tkivo karcinoma prostate je velikokrat bolj heterogeno in zato lahko pri pregledu tkiva
najdemo ve¢ kot dva razliéna vzorca. Ce pri pregledu tkiva odvzetega z radikalno
prostatektomijo opazimo manj kot 5 % delez vzorca, ki spada v razred z Gleasonovo oceno
4 ali 5, je potrebno tudi to omeniti v histoloskem poroc¢ilu, ker vpliva na patolosko stopnjo
in verjetnost napredovanja raka (32).

Pacient s karcinomom z Gleasonovo oceno nizjo od 6 ima dobro prognozo, ocena od 8 do
10 pa pomeni slabo prognozo za pacienta (33). Nekatere Studije so pokazale, da je pri

pacientih z Gleasonovo oceno 7, Kjer je primarna (najvecji vzorec po obsegu) Gleasonova



ocena 4 (4 +3=7) povezana s slabSim izidom zdravljenja kot ¢e je primarna Gleasonova
ocena 3 (3 +4=7) (34).

Normalne celice

J
Nenormalne celice

Slika 6: Gleasonov sistem diferenciacije — standardna slika (32)

1.3 DIAGNOZA KARCINOMA PROSTATE

V diagnozi karcinoma prostate se uporabljajo Stevilne metode, katerih cilj je potrditi tumor
in dolo¢iti njegovo razsirjenost ter na osnovi teh rezultatov dolociti primerno zdravljenje.
V zgodnji diagnostiki se uporabljajo digitalni rektalni pregled (DRE), dolo¢anje serumske
koncentracije PSA, transrektalni ultrazvok (TURP) in biopsija prostate. Kot prva izbira se

najveckrat uporablja kombinacija DRE in dolo¢anje koncentracije PSA v serumu (35).
1.3.1 DRE in doloc¢anje serumske koncentracije PSA

Kadar zaznamo povi$ano vrednost PSA ali opazimo nenormalnosti pri digitalnem
rektalnem pregledu, sumimo na karcinom prostate (33). Za normalno vrednost
koncentarcije PSA je dolga leta Stela vrednost 4 ug /1, v zadnjih letih pa se za zgornjo mejo

Steje 3 ug /1 (35). Pri mlajSih moskih se ta meja spusti na manj kot 2-3 pg/l (37). Razlog za
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napacne rezultate so poleg nizke specificnosti markerja, tudi druga bolezenska stanja. To
so predvsem infarkt zleze, prostatitis, nepravilna presnova antigena in BHP (36). Vpliv na
koncentracijo PSA pa ima tudi cistoskopija, ki lahko povzro¢i celo Stirikratno povisanje
koncentracije PSA v serumu (2). Prav tako lahko transrektalna biopsija prostate dvigne
PSA za povprecno 7,9 pg /l, na vrednost pred biopsijo se vrne Sele po 2 do 4 tednih (35).
Ne glede na vrednost PSA je potrebno vsem z nenormalnim izvidom pri pregledu z DRE
narediti biopsijo (35).

European Urological Association ne postavlja to¢no dolo¢ene dobe za testiranje, ampak
predvideva to kot dogovor med bolnikom in specialistom glede na prednosti in slabosti, ki
jih zgodnje odkrivanje raka prinasa. Predlagana je izhodi$¢na dolocitev PSA pri 40 letih in
glede na te rezultate se doloci interval dolocevanja PSA. Pri osebah z zacetno vrednostjo
manjSo od 1 pg/l je priporocena dolocitev na 8 let, pri pacientih starejSih od 75 let z
vrednostjo PSA pod 3 ug/l pa nadaljnje dolo¢evanje ni potrebno, ker je majhna vrednost da
bo le ta vplivala na prezgodnjo smrt (37).

Organizacija American Cancer Society pa je doloc¢ila navodila za zgodnje odkrivanje raka
prostate, in sicer letno presejanje z DRE in merjenje serumske koncentracije PSA pri

moskih nad 50 let, pri katerih pri¢akujemo, da bodo Ziveli Se vsaj 10 let (33).

Pri postopku DRE je potrebno oceniti obliko prostate, velikost, konzistentnost, omejenost
in bolecino, ki jo povzroca sam postopek (35). Z DRE ne moremo zaznati lezij manjSih od
1,5 cm (38). Prav tako lahko z DRE odkrijemo le rak v periferni coni, raka v prehodni ali
centralni coni pa z DRE ne moremo otipati (2). Ce je pregled konzistentnosti v celoti
negativen, Se ne moremo izkljuciti tumorja. Lahko gre za tumor v prehodni coni, ki je
nedostopen za DRE, ali pa gre za mali tumor v periferni coni, ki ga ne moremo zatipati
(35). Dogovor med urologi je, da je DRE uporabna metoda le za detekcijo malignosti, ni pa
natan¢na za dolocanje stopnje diferenciacije in razsirjenosti tumorja (38). DRE ima nizko
ponovljivost, poleg tega rabimo prostor za izvajanje DRE in izkuSene preiskovalce, kar
prinasa vecje stroske (39). Le pri tretjini do polovici pacientov, ki so imeli pozitiven DRE,
se na koncu z biopsijo potrdi rak prostate. Ta podatek govori o nizki specifi¢nosti metode
in slabi pozitivni napovedni vrednosti (35). Z DRE odkrijemo 18 % rakov prostate pri
moskih z vrednostjo PSA 4 ug/l ali manj (40).

Ce uporabimo DRE kot edino diagnosti¢no metodo spregledamo 23-45 % karcinomov.

Torej niti obcutljivost DRE ne zadovoljuje potreb zgodnje diagnostike (35).
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1.3.2 Transrektalni ultrazvok (TRUZ)

TRUZ se ne sme uporabljati kot samostojna metoda za detekcijo karcinoma prostate,
ampak kot eden iz serije diagnosti¢nih testov (41). TRUZ pokaZe spremenjena mesta in
velikost Zleze, poleg tega omogoca tudi voden odvzem tkiva Zleze (2). Klasi¢en prikaz
raka s TRUZ metodo je hipoehogeno podrocje okrogle ali ovalne oblike, v¢asih
nepravilnega roba in razlicne velikosti z mogoco asimetrijo (35). Sama metoda ima nizko
specificnost pri doloCanju hipoehogenih predelov v periferni coni in izoehogenih rakov. To
predstavlja velik problem, saj je vsaj 25 % klini¢no signifikantnih rakov izoehogenih in
vsaj 40 % hipoehogenih predelov v periferni coni je malignih (41). Relevantnost
ultrazvocnega izvida se spreminja s koncentracijo PSA v serumu. Torej verjetnost, da
bomo zaznali rak prostate s TRUZ metodo je najvecja pri PSA 20 pg/l ali veé. Ve€inoma

se TRUZ uporablja v sklopu biopsije, ker omogoca natan¢nejsi odvzem tkiva prostate (29).
1.3.3 Biopsijski vzorci

Pri sumu na karcinom prostate diagnozo navadno potrdimo s TRUZ vodeno biopsijo.
Zaradi omejene obcutljivosti pri vizualizaciji karcinoma prostate z ultrazvokom, nam ta
veéinoma SluZi le kot orodje za odvzem tkiva. Najbolj uporabljen na¢in odvzema tkiva je

t.i. sekstantni protokol, s katerim odvzamemo 6 vzorcev iz razli¢nih delov prostate (33).

Igelna biopsija

Trenutna standardna metoda za detekcijo karcinoma prostate je s TRUZ vodena igelna
biopsija. Obicajno sledi nenormalnemu izvidu rektalne palpacije prostate, zvisanim
vrednostim PSA v serumu ali patoloskemu TRUZ izvidu. Direktne biopsije lezij najdenih
preko DRE ali ultrazvoka morajo biti kombinirane s sistemsko biopsijo. To pomeni, da
moramo odvzeti 6 ali ve¢ vzorcev, ki morajo zajemati vrh, sredino in bazo prostate, a
vendar le periferni del prostate (42). NovejSe raziskave kazejo, da biopsije z ve¢ kot
Sestimi vzorci odkrijejo do 35 % vec¢ primerov karcinoma prostate v primerjavi z

najveckrat uporabljenim sekstantnim protokolom (2).

Transuretralna resekcija (TURP)
Vecina tumorjev odkritih s TURP je tistih v prehodni coni, ¢e gre za velik tumor lahko tudi
v periferni coni. Vzorec, ki ga odvzamemo s TURP metodo, ima lahko tudi ve¢ kot 100 g

in je zato pogosto potrebno omejiti koli¢ino tkiva za histoloski pregled (42).
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Prostatektomija

Pregled kirurSko odstranjene celotne prostate ni ve¢ namenjen zacetni diagnostiki
karcinoma, pa¢ pa je nujno potreben za dokon¢no dolocitev stopnje razsirjenosti tumorja in
oceni kirurskih robov. To pa je odlo¢ilnega pomena pri nac¢rtovanju morebitnega

nadaljnjega zdravljenja (2).

Aspiracijska biopsija

Uporabljala se je predvsem pred odkritjem s TRUZ vodene biopsije. Najpogostejsa slabost
je potencialen vir lazno pozitivnih rezultatov, ki so posledica vnetne atipije, prostati¢ne
intraepitelne neoplazije ali kontaminacije epitelija semenskih vreck. Ker ima poleg tega
tudi nekaj prednosti, se Se vedno uporablja v nekaterih drzavah. Najvecje prednosti so
poceni tehnologija, dejstvo, da gre za hitro metodo, navadno relativno nebole¢o in z malo

moznosti za zaplete (42).
1.4 TUMORSKI OZNACEVALCI

Tumorski oznacevalci so produkti malignih celic ali snovi, ki so nastale v drugih celicah
pod vplivom delovanja malignih celic. Dolo¢amo jih v telesnih tekoc¢inah, najpogosteje v
serumu ali plazmi. Tumorski oznacevalci so lahko novo sintetizirane snovi, kakrsnih v
zdravem organizmu ne najdemo ali snovi, ki so v zdravem organizmu prisotne, vendar v
veliko manjsih koncentracijah. Dolo¢anje tumorskih oznacevalcev nam lahko pomaga pri
diagnozi bolezni, napovedovanju njenega poteka, pri dolo¢anju stadija bolezni, izbiri
nacina zdravljenja, zgodnjem odkrivanju ponovitve in razsiritve bolezni. Tumorski
oznacevalci so zaradi svoje nizke specifi¢nosti za tkivo, organ, vrsto rakave bolezni in
slabih napovednih lastnosti manj primerni za odkrivanje primarnih rakavih obolenj in jih le
redko uporabljamo kot presejalno metodo. Vseh tumorskih ozna¢evalcev ne uporabljamo z
istim namenom. Nekateri so primernejSi za lazjo diagnostiko bolezni, drugi za zgodnje
odkrivanje bolezni (43). Tumorski oznacevalci nam lahko sluzijo tudi kot napovedni
dejavnik. Spremljanje maligne bolezni pred, med in po zdravljenju nam lahko pove veliko
0 naravi maligne bolezni in s tem o prognozi bolnika (44).

Dolo¢itev tumorskih oznacevalcev za postavitev diagnoze raka ne zadosca. Nujno je, da jo
postavimo z odvzemom tumorskega tkiva (kirurska biopsija) ali tumorskih celic

(aspiracijska biopsija) (45).
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1.4.1 Specificnost in obCutljivost tumorskih oznacevalcev
Lastnosti idealnega tumorskega oznacevalca (43):

e Oznacevalec naj bi bil znacilen za organ in tumor

e Oznacevalec naj bi tvorila samo maligna tumorska tkiva

e Oznacevalec naj bi bil dokazljiv pri vseh bolnikih z istovrstnim tumorjem

e Tvoril naj bi se v zadostnih koli¢inah, ki bi jih lahko zaznali Ze na zacetni
stopnji razvoja malignega tumorja

e Serumske koncentracije naj bi odrazale velikost tumorske mase

Vlogo in vrednost posameznega tumorskega oznacevalca ter metode za doloceno vrsto
rakave bolezni natancno opredelimo s pojmom specifi¢nost in obc¢utljivost. Specifi¢nost
predstavlja delez preiskovancev, ki nimajo rakavega obolenja in imajo normalno
koncentracijo tumorskega oznacevalca. To pomeni, da je tumorski oznacevalec tem bolj
specificen, ¢im manj krat je prisoten pri ljudeh brez tumorja. Pri takem tumorskem
oznacevalcu pri¢akujemo ¢im manj lazno pozitivnih dolocCitev. Obcutljivost tumorskega
oznacevalca pove, pri kolik§Snem delezu bolnikov z nekim tumorjem je raven oznacevalca
povisana. Cim vedji je deleZ bolnikov z istovrstnim tumorjem, pri Katerih je delez
tumorskega oznacevalca povisan, tem bolj obcutljiv je oznacevalec. Pri takem tumorskem
oznacevalcu pri¢akujemo majhno Stevilo lazno negativnih dolocitev. Idealen

tumorskioznacevalec naj bi imel 100 odstotno obcutljivost in referen¢no vrednost 0 (44).
1.4.2 Delitev tumorskih oznacevalcev
Delitev po biokemiénih lastnostih, mestu nastanka in funkcionalnosti (43):

e Onkofetalni proteini

e Hormoni in/ali karcinoplacentarni proteini
e Encimi

e Tumor spremljajoci antigeni

e Posebni serumski proteini

e Mesani oznacevalci
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Delitev glede na mesto dolocitev (43):

e Humoralni tumorski oznacevalci (kri, telesne tekocine) in

e Celic¢ni tumorski oznacevalci (v celicah ali na povrsini celic)
1.4.3 Prostatno specifi¢ni antigen

PSA (prostatno specificni antigen)

PSA je glikoprotein z molekulsko maso 35 kD. Sestavljen je iz preproste verige, ki vsebuje
273 aminokislin. Ima 4 stranske verige, ki jih tvorijo ogljikovi hidrati in ve¢ disulfidnih
povezav med aminokislinami. Genski zapis za PSA je na 19. kromosomu, razpolovni ¢as
antigena je 2,2 do 2,3 dni. Prvi¢ so ga odkrili v semenski tekocini leta 1960. Wang je leta
1979 iz tkiva prostate izoliral tkivno specifi¢no snov, Ki jo je poimenoval prostatno
specificni antigen. PSA je serinska proteaza, ki se v serumu nahaja v ve¢ molekularnih
oblikah, ki so sestavljene tako iz prostega PSA kot kompleksnega PSA (46). Ponavadi je
od 70 % do 90 % PSA v serumu kompleksnega ostali del pripada prostemu PSA (47).
Kompleksen PSA je v obtoku kovalentno vezan z inhibitorji proteinaz (alfa 1
antihimotripsin in alfa 2 makroglobulin) v veliki makromolekularni kompleks (35). PSA
sintetizirajo epitelne celice duktusov in acinusov, kjer se tudi akumulira, le manjsi del se
izlo¢a v semensko tekocino, kjer sluzi za njeno utekocinjenje (36). Do sredine osemdesetih
let je bilo dokazano, da je merjenje koncentracije PSA uporabna metoda za opazovanje
raka prostate po zdravljenju in je bila odobrena s strani Food and Drug Administration za
uporabo v te namene. V zacetku devetdesetih let so mnoge raziskave dokazale, da je PSA
uporabno orodje tudi v testiranju za rak prostate in je bila posledi¢no s strani Food and
Drug Administration uporaba PSA odobrena tudi v te namene, z zgornjo mejo 4 ug/l (48).
Presejalni pregledi res da omogocajo hitrejSo diagnozo, vendar detektirajo tudi rake, ki v
nasprotnem primeru ne bi bili odkriti. Oba dejstva imata vpliv na skupne koristi presejalnih
pregledov (36). Presejalni pregledi se pri nas in drugod po svetu ne izvajajo. S takim
testiranjem bi bilo sicer mozno odkriti ve¢ zgodnjih rakov, vendar pa bi hkrati povecali
Stevilo moskih, pri katerih bi brez potrebe zdravili sicer bioloSko neagresivne rake,torej

rake ki bi verjetno do smrti ostali neaktivni oziroma ne bi bili razlog za smrt (45).
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Prosti PSA

Z dolocevanjem proste oblike PSA ter s pravilnim vrednotenjem deleza prostega glede na
celotni PSA lahko dokaj zanesljivo napovemo, ali gre v prostati za benigno ali za maligno
spremembo (49). Predvsem se to izraza pri koncentracijah PSA med 2 in 10 pg/l, ki veljajo
za diagnosti¢no »Sivo cono«. Pomanjkanje specifi¢nosti PSA v v tem obmocju je Klini¢no
pomembno, saj ima priblizno 30 % bolnikov z rakom prostate, katerih vrednosti PSA so v
tem obmocju, ze lokalno napredovan rak ali celo metastaze v ¢asu dokon¢ne patoloske
dologitve (50). Kljub precej visoki ob¢utljivosti, ki znasa med 79 % in 82 %, je
specifi¢nost slabsa in navadno ne presega 60 % (36). Zaradi tega je bilo narejenih ve¢
izpeljav PSA, ki imajo vec¢jo napovedno vrednost.

Ena od teh izpeljav je dologanje prostega in celotnega PSA. Ce je razmerje prostega in
celotnega PSA 0,2 ali manj, je velika verjetnost da gre za maligen proces, razmerje vecje
od 0,2 pa govori v prid benigne bolezni (49). Uporaba deleza prostega PSA signifikantno
izboljSa odkrivanje raka prostate pri moskih s koncentracijo PSA od 4 do10 ug/l, vendar se
je pokazal za manj uc¢inkovitega v razlikovanju med rakom prostate in BHP, ¢e je

koncentracija PSA manj kot 4 pg/l (24).
Gostota PSA glede na prostato (PSA density)

Gostota PSA je kvocient koncentracije PSA z volumnom prostate, ki jo dolo¢amo s TRUZ
(51). Pomaga pri dolo¢anju potrebe po biopsiji prostate. Ker se ve¢ PSA izloca v obtok iz
rakavih celic prostate, kot iz benignih epitelijskih celic prostate, imajo moski s povisano
gostoto PSA vecjo verjetnost za raka prostate (52). Prehodna cona prostate je primarno
povezana z BHP, zato so mnoge raziskave preucevale moznost prilagajanja PSA volumnu
prehodne cone namesto volumnu celotne prostate. Ta parameter je poimenovan gostota
PSA glede na prehodno cono (PSADTZ) (48). Vecina raziskav je dokazala prednost
doloc¢evanja gostote PSA v primerjavi z dolo¢anjem serumske PSA, le redke Studije so
dokazale prednost v primerjavi z dolo¢anjem deleza prostega PSA. Vecina teh raziskav je
vkljucevala relativno malo pacientov (53).

V eni izmed raziskav so dokazali, da pri pacientih z vmesno vrednostjo PSA (t.i.
diagnosti¢na »siva cona«), PSADTZ boljSe predvidi pozitivno biopsijo kot konvencionalni
PSAD (54). PSAD je najbolj u¢inkovit, ko se uporablja skupaj z ostalimi dejavniki z
namenom dolo¢anja tveganja in moznosti zdravljenja. Ovira pri dolo¢evanju PSAD je

predvsem dejstvo, da je potrebno uporabiti TRUZ, ki pa se ve¢inoma ne uporablja kot
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lo¢en postopek pred biopsijo. Prav tako so omejitve zaradi to¢nosti in razlik v merjenju

velikosti prostate (48).
Kinetika PSA (PSA velocity=PSAV, PSA velocity doubling-time=PSAVDT)

Oba parametra predstavljata spremembe v koncentraciji PSA skozi Cas.

PSAV je definiran kot sprememba koncentracije PSA v dolocenem ¢asovnem obdobju (npr.
v enem letu). Metoda je bila razvita, da bi izboljsala specificnost PSA (55).

PSAVDT je definiran kot cas, ki je potreben, da se serumska koncentracija PSA podvoji
(48).

PSAYV se je izkazal za dober parameter pri locevanju med pacienti z in tistimi brez raka
prostate. Prav tako se je izkazal kot dober napovedovalec ponovnega izbruha bolezni pri
pacientih z lokaliziranim rakom prostate po radikalni prostatektomiji ali radioterapiji (56).
Krajsi je PSAVDT, vedja je verjetnost raka in vecja je verjetnost, da gre za bolj agresivno
obliko raka prostate. Postoperativni PSAVDT manj kot 3 leta kaze, da gre za ogrozeno

skupino bolnikov z manjSo moznostjo preZivetja (2).
1.4.4 Prostatno specifi¢ni proantigen

Pred kratkim so ovrednotili razli¢ne molekularne oblike prostega PSA in ugotovili so, da
so le te razlicno povezane z BHP in rakom prostate (slika 7). Gre za encimsko neaktivne

prekurzorske oblike in sicer (57):

e izoforme proPSA, ki so povecane v rakavem tkivu in serumu
e Dbenigna oblika PSA (BPSA) in
e intaktna PSA, ki je povezana z BHP.
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MOLEKULARNE OBLIKE PSA

PSA pPSA BPSA nPSA

oo GO0

(51 4]
Stevilo AK 237 239-244 237 232-2377
Kompleks DA NE NE NE
Bolezen  swisena RAK BPH BENIGEN

Slika 7: Molekularne oblike PSA (57)

ProPSA je oblika prostega PSA. Gre za proencim PSA (57). ProPSA je prekurzor in ima 7
dodatnih aminokislin glede na kon¢ni PSA. V serumu najdemo Se oblike s pet, Stiri in
dvemi dodatnimi aminokislinami (58). Humani kalikrein 2 in tripsin cepita izoforme
proPSA do aktivnega PSA (59). Cepitev dodatnih aminokislin povzro¢i aktivacijo PSA,
vendar sposobnost cepitve s kalikreinom ali tripsinom upada s krajSanjem
aminokislinskega zaporedja. Kon¢na oblika med izoformami je [-2]proPSA in le ta je
odporna na aktivacijo, torej je omenjeni encimi ve¢ ne morejo cepiti (58).

V serumu osebe brez raka najdemo priblizno 10 % proste oblike PSA, od tega je le 6 % do
19 % prostatno specifi¢nega proantigena z dvema dodatnima aminokislinama
([-2]proPSA). V nasprotju s tem pa predstavlja [-2]proPSA 25-95 % prostega PSA pri
pacientih z rakom prostate (58).

V eni od raziskav so dokazali, da je poviSana vrednost proPSA v serumu pri raku prostate
povezana predvsem s prekurzorji, ki vsebujejo 2 ali 4 dodatne aminokisline, torej obliki
[-2]proPSA in [-4]proPSA (24). Spet v drugi Studiji so dokazali, da je tudi oblika
[-7]proPSA povezana s poviSano vrednostjo proPSA pri raku prostate (34). Ker je
[-2]proPSA koncentriran v rakavem tkivu, v primerjavi z ostalimi izoformami kaze

nadpovpre¢no to¢nost v detekciji raka prostate (57). [-2]proPSA je med vsemi izoformami

najbolj pogosta oblika v tumorskem ekstraktu, poleq tega se pri imunohistokemiénem

dokazovanju tumorske celice vezejo bolj mocno kot benigne (60). Vecina raziskav

opredeljuje klini¢no uporabnost proPSA, kot sestevek vseh prekurzorskih oblik proPSA
([-2]proPSA, [-4]proPSA, [-5]proPSA in [-7]proPSA) ali le kot [-2]proPSA. Spet druge
opredeljujejo uporabnost proPSA v razmerju s prostim PSA, torej [-2]proPSA/prosti PSA
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ali enostavno kot proPSA/prosti PSA (proPSA je tukaj spet seStevek vseh 4 prekurzorskih
oblik) (24, 47, 60).

V eni izmed raziskav je [-2]proPSA pokazal vec¢jo verjetnost za lo¢evanje med bolnimi in
zdravimi kot PSA in delez prostega PSA (60). To so dokazali z izracunom AUC. Vrednost
AUC za obliko [-2]proPSA je bila enaka 0,63, medtem ko je bila vrednost AUC za PSA
enaka 0,52 in AUC za delez prostega PSA enak 0,61 (60). Dejstvo, da z uporabo
tumorskega oznacevalca [-2]proPSA bolje locujemo med bolnimi in zdravimi kot z
uporabo tumorskega oznacevalca PSA in z uporabo deleza prostega PSA, so potrdili v Se
eni razisakvi. Razlika z zgoraj omenjeno raziskavo je bila le, da so AUC dolocevali
tumorskemu oznacevalcu [-2]proPSA v razmerju s koncentracijo prostega PSA. Dolo¢ili
so torej vrednost AUC za kvocient [-2]proPSA/PSA, ki je znaSala 0,645 in je presegla
tako vrednost AUC za delez prostega PSA, ki je znaSala 0,59 in vrednost AUC tumorskega
oznacevalca PSA, ki je znasala 0,555 (37).

Merjenje proPSA v t.i. diagnosti¢ni »sivi coni, ki jo opredeljuje koncentracija PSA med 2
in 10 pg/l so izvedli v eni izmed raziskav (24). Dokazali so, da je delez proPSA v tem
obmocju izkazoval najvecjo specifi¢nost pri dokazovanju raka prostate. Koncetracijsko
obmocje so v tej raziskavi razdelili na dva dela: na skupino pacientov s PSA med 2 in 4
ug/l in na skupino pacientov s PSA med 4 in 10 pg/l. V koncentracijskem obmo¢ju od 2
do 4 pg/l PSA in pri 90 % obcutljivosti se je z dolocevanjem deleza proPSA zmanjsal
delez nepotrebnih biopsij za 19 %, pri skupini pacientov, katerim so dolo¢evali delez
prostega PSA pa so dolocili le 10 % zmanjSanje nepotrebnih biopsij. V koncentracijskem
obmocju PSA od 4 do 10 pg/l in pri isti obcutljivosti je dolo¢anje deleza proPSA
zmanjSalo delez nepotrebnih biopsij za 31 %. V koncentracijskem obmocju od 2 do 10 pg/I
se je torej z dolocevanjem deleza proPSA zmanjSal delez nepotrebnih biopsij za 21 %.
Specifi¢nost za detekcijo raka in zmanjSanje nepotrebnih biopsij se je signifikantno
izboljSalo predvsem v koncentracijskem obmodcju od 2 pg/l do 4 ug/l PSA, Kjer je bil
p<0,001 za razliko od ostalih obmo¢ij, kjer je bil p<0,0001 (24). Te rezultate je potrdila Se
ena raziskava, ki je dolocila isti delez zmanjSanja nepotrebnih biopsij (19 % in 31 %) in v
istih PSA koncentracijskih obmogjih ter z isto obcutljivostjo (90 %). Poleg tega so
ugotovili, da je delez proPSA uporaben oznacevalec za dolo¢anje agresivnosti tumorja.
Delez proPSA je bil signifikantno vecji pri pacientih, katerim so na osnovi z biopsijo

odvzetih vzorcev dolo¢ili stopnjo diferenciacije Gleason 7 ali vec, kot pri tistih, katerim so
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dolo¢ili Gleasonovo oceno 7 ali manj. Ta razlika ni bila signifikantna niti pri dolocevanju
tumorskega oznacevalca PSA niti pri delezu prostega PSA (34).

[-2]proPSA oblika je imela podobno klini¢no vrednost kot delez prostega PSA v vecini
primerov, vendar se je izkazala za edinstven tumorski oznacevalec v raziskavi, kjer so
imeli pacienti delez prostega PSA vecjega od 25 %. Prav tako se je pokazalo, da ima
proPSA vecjo klini¢no vrednost v koncentracijskem obmocju PSA od 4 do 10 pg/l,

medtem ko ima [-2]proPSA vecjo klini¢no vrednost v koncentracijskem obmocju od 2 do 4
ug/l (47).

1.4.5 phi (Prostate Health Index)

Ena od novejSih moznosti, ki zdruzuje celokupno koncentracijo PSA v serumu,
koncentracijo prostega PSA in koncentracijo [-2]proPSA je parameter imenovan phi
(Prostate Health Index). Razvit je bil s strani podjetja Beckman Coulter Inc (Brea, CA,

USA) (59). Matemati¢na formula za izracun phi je prikazana v enacbi 1.

_ [-2]proPsA

phl =—— X VPSA Enachba 1

prosti PSA

Dolocevanje phi je v Evropi odobreno vse od leta 2010, v ZDA pa so ga odobrili pred
kratkim in sicer junija 2012 (61).

V prvi prospektivni raziskavi leta 2011 so vkljuéili moske s koncentracijo PSA med 2,5
pg/l in 10 pg/l in normalnim DRE. 41 % moskih je bilo diagnosticiranih z rakom prostate
in vsi so imeli Gleasonovo oceno 6 ali 7. Ko so primerjali koncentracijo PSA med
osebami, katerim so z biopsijo dokazali prisotnost raka in tistimi, katerim raka niso
dokazali, v serumski vrednosti PSA ni bilo nobene signifikantne razlike. Razlika je bila
signifikantna pri primerjavi deleza [-2]proPSA med osebami s pozitivno in negativno
biopsijo. Delez [-2]proPSA in phi sta pokazala skoraj enako verjetnost za lo¢evanje med
osebami z rakom in osebami brez raka. To sklepamo iz izracunanih AUC, in sicer vrednost
AUC za delez [-2]proPSA je znaSala 0,76 in vrednost AUC za phi je znaSala 0,77.
Pomembno je poudariti, da sta bila tako delez [-2]proPSA in phi v lo¢evanju med zdravimi
in bolnimi signifikantno bolj3a tako od dolocevanja koncentracije PSA in dolo¢evanja
deleza prostega PSA. Regresijska analiza je pokazala, da bi s kombinacijo deleza prostega
PSA in deleza [-2]proPSA zagotovili boljSe razlikovanje med BHP in rakom prostate. 1z
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tega so sklepali, da bi bil phi uporaben za bolj natan¢no napoved pozitivnega izida biopsije
(57). To je bilo potrjeno s strani Se ene Studije, ki je podprla trditev, da se z uporabo phi
zmanjsa Stevilo nepotrebnih biopsij (62).

Po klini¢nih podatkih, ki jih je podjetje Beckman Coulter predalo Food and Drug
Administration lahko z uporabo phi prepre¢imo eno od 7 biopsij in pri tem Se vedno
odkrijemo 95 % primerov raka prostate. Medtem z dolo¢evanjem koncentracije PSA
prepre¢imo le eno od desetih nepotrebnih biopsij (61).

Phi ima tudi vecjo specifi¢nost od deleza prostega PSA ne glede na dolo¢eno obcutljivost.
Vecja kot je vrednost phi, vec¢ja je verjetnost za raka prostate (preglednica 1) (69).
Pomembno dejstvo je, da je bila ta povezava med phi in ve¢jo verjetnostjo za rak prostate
stalna v vseh starostnih obdobjih pacientov, pri vseh koncentracijah PSA in za paciente, Ki
so pripadali razli¢nim etni¢nim skupinam. Zato se ponuja moznost uporabe phi kot

parametra za spremljanje vsakega pacienta (62).

Preglednica I: Verjetnost za raka prostate kot predvideva phi (63)

Verjetnost za rak prostate (5 11,0 18,1 32,7 52,1
% interval zaupanja) (%)
Relativno poveéanje tveganja 1,0 1,6 3,0 4,7
za rak prostate (5 % interval
zaupanja) (%)
DelezZ pacientov 249 32,8 29,5 12,8
diagnosticiranih z rakom

prostate v razlicnih obmoc¢jih

phi vrednosti (%)
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2 NAMEN DELA

Karcinom prostate je vse bolj pogosta bolezen sodobnega ¢asa, ki velikokrat predolgo
ostane brez vidnih kliniénih znakov. Se vedno najbolj uporabljan tumorski ozna¢evalec je
PSA in njegova prosta frakcija. Tumorski oznac¢evalec PSA ima zelo nizko specifi¢nost in
majhno diagnosti¢no oziroma klini¢no uporabnost v zgodnji diagnostiki oziroma ko je
koncentracija PSA $e v obmoc¢ju diagnosti¢ne »Sive cone«. 1z tega razloga bomo v
diplomski nalogi ovrednotili tumorski oznacevalec [-2]proPSA, ki je med vsemi
prekurzorskimi oblikami proPSA do danes pokazal najvec¢jo vrednost pri odkrivanju
karcinoma prostate, in njegovo izpeljanko phi. Oba predstavljata novi moznosti za zgodnjo
diagnostiko, uspesnejSe in hitrejSe zdravljenje ter okrevanje pacientov.

Meritve, katere bomo uporabili pri statisti¢ni analizi, SO bile izvedene v UKC Ljubljana. V
te meritve spada tako serumska analiza vzorcev kot histoloSka analiza tkiva, na osnovi
katere smo bolnike razdelili v skupino bolnikov s karcinomom prostate in na skupino, v

katero spadajo vsi ostali bolniki z nemalignimi spremembami prostate.

Namen diplomskega dela je:

e Izracun in primerjava specificnosti in obcutljivosti tumorskega oznacevalca
[-2]proPSA s tumorskim oznacevalcem PSA in delezem prostega PSA

e Izracun phi

e Izracun in primerjava specifi¢nosti in obc¢utljivosti phi s tumorskim
oznacevalcem PSA in delezem prostega PSA

e Dolocanje diagnosti¢ne uporabnosti tumorskega oznacevalca [-2]proPSA

¢ Dolocanje diagnosti¢ne uporabnosti parametra phi
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 DOLOCANIJE KONCENTRACIJE PSA, PROSTEGA PSA IN
[-2]proPSA

Koncentracije vseh 3 tumorskih oznacevalcev so bile dolo¢ene z Beckman Coulter Access
2 Immunoassay sistemom. Gre za in vitro diagnosti¢no napravo namenjeno
kvantitativnemu, semikvantitativnemu ali kvalitativnemu doloc¢anju razli¢nih analitov,
katere najdemo v ¢loveskih teko¢inah. Pomembno je, da merjenje vseh 3 parametrov
opravimo z istim sistemom in z materiali istega proizvajalca za najbolj realne in

primerljive rezultate.
3.1.1 Princip metode

Access 2 testi so dvostranski imunoencimski (t.i. »sandwich« ) testi. Za vse 3 oznacevalce
je postopek enak, najvecja razlika je le v tem, da je alkalna fosfataza v konjugatu ali s PSA
ali prostim PSA ali [-2]proPSA, odvisno od oznacevalca katerega doloc¢ujemo (65).
Vzorec dodamo v reakcijsko posodo, ki Ze vsebuje konjugat miSjega anti PSA / prosti
PSA / [-2]proPSA in alkalne fosfataze in paramagnetne delce obdane z drugim misjim
monoklonskim anti PSA protitelesom. PSA / prosti PSA /[-2]proPSA v vzorcu se veze na
monoklonski anti PSA, ob istem Casu pa konjugat reagira z drugo antigensko stranjo PSA /
prostega PSA / [-2]proPSA. Nato vse skupaj inkubiramo, snovi vezane na trdo fazo
ostanejo v magnetnem polju, ostalo pa izperemo. Nato dodamo kemiluminiscentni substrat
Lumi-Phos* 530, ki reagira z alkalno fosfatazo vezano v konjugatu. Pri tem pride do
emisije svetlobe, katero merimo z luminometrom. Reakcija, ki potece je prikazana v enacbi

2. Sistem emitirano svetlobo nato pretvori v rezultat (65).
[A] + [B] — [0] — [Produkti] + emitirana svetloba Enacha 2

Emitirana svetloba je direktno proporcionalna koncentraciji PSA / prostega PSA /

[-2]proPSA. 1z dobljenih koncentracij potem izra¢unamo phi.
3.1.2 Materiali

- Reagent Access Hybritech, ki glede na oznacevalec katerega dolocamo vsebuje
PSA / prosti PSA / [-2]proPSA.
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Kalibrator Access Hybritech: kalibriramo pri 6 oziroma 7 razli¢nih tockah.
Raztopine potrebne za izvedbo kontrole kakovosti

Access Hybritech substrat: LumiPhos*530 (puferna raztopina, ki vsebuje dioksan,
Lumigen * PPD in surfaktant).

Pufer za izpiranje sestavljen iz TRIS puferne raztopine, < 0,1% natrijevega azida,
0,5% ProClin** 300.

Vehikel za razredcditev vzorca iz puferne raztopine govejega serumskega
albumina, < 0,1% natrijevega azida, 0,5% ProClin** 300. Uporablja se samo pri
dolocevanju PSA, ker koncentracije le tega v serumu velikokrat prekoracijo mejo
S5 Access Hybritech PSA kalibratorja.

centrifuga

rokavice iz lateksa

pipete in nastavki za pipete

3.1.3 Postopek testiranja

Naprava s katero delamo, nam omogoca skoraj popolno avtomatizacijo postopka. Pred

zaCetkom preskusa je potrebno le pripraviti vzorce in jih namestiti v stojalo. Ostali

reagenti so Ze pripravljeni za uporabo. InStrument ima 6 stojal in vsako od teh lahko drzi
10 vzorcev (65).

1. V epruveto za vzorec odpipetiramo 25 pLvzorca za doloc¢evanje PSA in prostega

PSA ter 50 pLvzorca za dolocevanje [-2]proPSA. Taksna koli¢ina vzorca je
namenjena enkratnemu testiranju, brez upostevanja nefunkcionalnega volumna
epruvete. V primeru veckratnega testiranja moramo koli¢ine pomnoziti. Prav tako
je potrebno upostevati nefunkcionalen volumen epruvete, ki je odvisen od tipa

epruvete. UpoStevati moramo izracun iz slike 8.

VOLUMEN 1 STEVILO NEFUNKCIO SKUPNI
VZORCA PONOVITEV + NALEN VOLUMEN
POTREBNEGA ANALIZ VOLUMEN VZORCA
ZA ANALIZO EPRUVETE

Slika 8: Izracun volumna vzorca potrebnega za analizo
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2. Pregledati je potrebno stanje koli¢ine reagenta, substrata in pufra za izpiranje. Pred
nalaganjem novih vsebnikov z regantom le te nezno premeSamo preden jih
postavimo v inStrument.

3. Nato izberemo analizo, s tem da izbiramo med ponujenimi mozZnostmi na ekranu,
torej testiranje PSA, prostega PSA in [-2]proPSA.

4. Indtrument avtomatsko izra¢una konéne rezultate. Ce je rezultat vigji od 20 pg/l za
prosti PSA in 150 pg/l za PSA, vzorec red¢imo in ponovno analiziramo. Pri
rezultatih nizjih od 0,1 pg/l analizo ponovimo.

5. Na koncu odstranimo vzorce in kontrole. Kontrole vrnemo v hladilnik, vzorce pa

ponovno zamrznemo (64).

3.1.4 Izracun rezultatov

Rezultati se dolo¢ajo avtomatsko s pomocjo programske opreme. 1z zmerjene emisije
svetlobe (RLU) se doloc¢i koncentracija analita s pomocjo shranjene nelinearne umeritvene
krivulje (65).

3.2 STATISTICNE METODE

Statisticno smo meritve obdelali s pomocjo statisticnega programa SPSS.
3.2.1 Mere variabilnosti

Pri vseh meritvah smo najprej izrisali kvartilni diagram z namenon pregleda nad
razprSenostjo nasih meritev in predvsem z namenom dolocevanja vrednosti, ki prevec
odstopajo od ostalih meritev — izstopajoc¢e vrednosti ali osamelci. Te meritve bi prevec
vplivale na srednje vrednosti, predvsem na aritmeti¢no sredino in bi tako popacile realno

sliko.
3.2.1.1 Kvartilni diagram

Kvartilni diagram je neparametri¢na mera za razprSenost oziroma variiranje podatkov.
Kvartilni diagram opredeljuje ve¢ vrst razmikov in sicer centile, decile in kvartile. Kvartili

so 3 in razdelijo podatke na 4 enake dele. Prvi kvartil (Q1) obsega 25 % vseh podatkov z

........

avome

mediana (slika 9) (67).
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Kvartilni diagram nam opredeli tudi osamelce ali izstopajoce vrednosti. Osamelec je

vrednost spremenljivke, ki je zunaj intervala (67):

X < XQ1 - 150 X (XQ3 - XQ1) Enacba 3
X > XQ3 + 1.50 X (XQ3 - XQ1) Enacba 4

Te vrednosti se bistveno razlikujejo od ostalih vrednosti in utegnejo vplivati na pristranost

podatkov.

1 Null_,{».r.1|\.1|n,'"->
vrednosti

Q3—__

700 mediana Interkvartil razpon

- .
1.4 "~J I ‘
- e
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(<]

Slika 9: Prikaz kvartilnega diagrama z oznacemi kvartili in osamelci (67).

3.2.2 Testiranje normalnosti porazdelitve

Normalna porazdelitev je verjetnostna porazdelitev vrednosti statisti¢nih enot v statisti¢ni
populaciji. V grafi¢ni predstavitvi je oblikovana v obliki zvona oziroma normalne krivulje.
Imenujemo jo tudi Gaussova porazdelitev, krivuljo pa Gaussova krivulja (slika 10) (68).
Testiranje porazdelitve je temeljnega pomena za nadaljnjo obdelavo podatkov, saj je
vecina testov razdeljenih na osnovi tega, kako se podatki porazdeljujejo. Ce uporabimo
test, ki je namenjen za obdelavo normalno porazdeljenih podatkov, nasa populacija pa je
porazdeljena nenormalno, bodo rezultati neveljavni in celo zavajajo¢i. Normalnost

porazdelitve lahko preverimo na ve¢ nacinov (68):
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e Temeljen graficen nacin je izris histograma, ki je v veliko pomoc¢, e Ze na pogled
odstopa od normalne porazdelitve. V tem primeru nadaljnja testiranja niti niso
potrebna.

e Med najbolj znanimi statisti¢nimi testi pa je Shapiro-Wilkov test in Kolmogoro-
Smirnov test, Ceprav obstaja Se veliko drugih. To¢no doloc¢enega izberemo na

podlagi razli¢nih meril (velikost vzorca, Stevilo podatkov..).

0,204
0,151
0,104 M=3,0=2

0,05 /4

Slika 10: Prikaz grafa normalne porazdelitve (M=aritmeti¢na sredina, ro=standardni
odklon) (68)

3.2.2.1 Shapiro-Wilkov test

S Shapiro-Wilkovim testom, ki je eden od mnogih testov za dolo¢evanje oziroma
preverjanje normalnosti porazdelitve, testiramo predvsem skupine oziroma populacije z
manj kot 50 meritvami (69). Test deluje na nacin, da testira korelacijo med normalno
porazdeljenimi podatki in nasimi podatki. Pri izvedbi Shapiro-Wilkovega testa dobimo v
rezultatih p vrednost, ki jo potem primerjamo z alfa vrednostjo (stopnja tveganja), katero
definiramo na zac¢etku. Navadno je stopnja tveganja 5 % (69).

Shapiro-Wilkov test izvedemo na nacin, da postavimo ni¢elno in alternativno hipotezo
(69):

Ho: Ni razlike med porazdelitvijo podatkov v nasi populaciji in populaciji z normalno
porazdeljenimi podatki
H,: Obstaja razlika med porazdelitvijo podatkov v nasi populaciji in populaciji z normalno

porazdeljenimi podatki.
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Ce je p vedji od izbrane o vrednosti, ni¢elno hipotezo sprejmemo in lahko re¢emo, da ni
razlike med naso populacijo in normalno porazdeljenimi podatki, torej da gre za normalno

porazdeljen vzorec (69).

3.2.3 Neparametri¢ni testi za ugotavljanje razlik med dvema povpre¢nima

vrednostima za neodvisne vzorce

V ta namen uporabljamo dva razli¢na testa, Mann-Whitneyev test in Wilcoxonov test vsote
rangov. Testa sta primerna za lo¢evanje med dvema povprecnima vrednostima za dva
neodvisna vzorca, kjer so podatki nenormalno porazdeljeni. Teste, ki So namenjeni
obdelavi nenormalno porazdeljenih podatkov, imenujemo neparametri¢ni testi. Zgoraj
omenjena testa sta neparametri¢na ekvivalenta parametri¢nemu t testu za odvisne vzorce

(70).
3.2.3.1 Mann-Whitneyev U test in Wilcoxonov test vsote rangov

Mann-Whitneyev U test temelji na testni statistiki U, opredeljeni za skupino i z (68):

U=nin,,

nl (n1+1)
E—— Ri Enacba 5

kjer je Ri vsota rangov skupine i, n; in n, pa Stevilo meritev v posamezni skupini.

Za izpeljavo tega testa mora imeti vsaka meritev definirani dve spremenljivki, neodvisno
oziroma kategori¢no in odvisno oziroma kvantitativno. Kategori¢na spremenljivka razdeli
podatke v dve skupini oziroma dva ranga ne glede na skupino h kateri pripadajo meritve
(71). Test temelji na predpostavki, da se povpre¢na ranga enega ali drugega vzorca
razlikujeta samo v mejah slucajnosti, ¢e podatke obeh uredimo v skupno ranzirno vrsto
(66). I1zvedemo ga tako, da vsak podatek Xi iz prve skupine primerjamo z vsakim
podatkom Yi iz skupine 2. Skupno Stevilo vseh primerjav, ki jih lahko naredimo je

Nx X Ny (71).

Postavimo dve hipotezi:

Ho : P(Xi > Yi) :é ; verjetnost, da meritev iz skupine X preseze meritev iz skupine Y, je

enaka verjetnosti, da meritev iz skupine Y preseze meritev iz skupine X
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Hy: P(Xi > Yi) ;t% ; verjetnost, da meritev iz skupine X preseze meritev iz skupine Y ni

enaka 0,5.

Pri uporabi programa SPSS nam le ta najprej opredeli range, in sicer vsoto rangov in
povprecno vrednost ranga. Naprej poskusamo ugotoviti ali se povprecna ranga med seboj
statisti¢no znacilno razlikujeta. V rezultatih dobimo Mann-Whitney U vrednost in vrednost
Wilcoxonove vsote rangov W;s (72).

Vrednost statistike W; je statisticno znacilna pri p < 0,05, ¢e je njena absolutna

standardizirana vrednost z vecja od 1,96 (72).

_ Ws-Ws’
SEws

Z

Enacba 6
kjer je Ws' povprecna vrednost testne statistike in SE,s njena standardna napaka. Njuni
vrednosti izraCunamo z (72):

«_ nl1l(ni+n2+1)
2

Ws

Enacba 7

nin2 (n14+n2+1
SEws = \/ ( 2 ) Enacba 8

kjer sta nl in n2 Stevilo meritev v vsaki skupini.
3.2.4 Dolocanje referencnega intervala

Referencni interval je interval, v katerem je 95 % vseh vrednosti, ostalih 5 % vrednosti pa
se porazdeli pod mejo spodnjega referennega intervala in nad mejo zgornjega
referen¢nega intervala. Za dolo¢anje referencnega intervala se najve¢ uporabljata dve
metodi. Locita se na osnovi tega ali imamo normalno porazdeljene podatke ali
logaritemsko normalno porazdeljene podatke (73).

Podatki v skupini, iz katere doloCujemo referencni interval, so porazdeljeni normalno, zato

za izraCun referencega intervala uporabimo enacbo 4 in enacbo 5 (73).
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Spodnja meja=m -1 (0,975, n-1) x /"T“ x SD Enacba 9
Zgornja meja=m +t (0,975, n-1) x f"T“ x SD Enatba 10

Kjer je:

m = povprecna vrednost meritev

n = Stevilo meritev

SD = standardni odklon meritev od povpreéne vrednosti

t = 97,5 % kvantil Studentove t porazdelitve pri stopinjah prostosti n-1. Ce imamo velik
vzorec (n > 30) je t (0,975, n-1) priblizno neka 2 (73).

3.2.5 Specifi¢nost in obcutljivost

Specifi¢nost in obcutljivost sta statisti¢na parametra, s katerima opredeljujemo/ocenjujemo

uspesnost testa v locevanju/klasifikaciji med dvema faktorjema.

Diagnosti¢na obcutljivost (imenovana tudi deleZ resni¢no pozitivnih rezultatov) meri delez
pozitivnih, ki so bili tako tudi diagnosticirani/opredeljeni. Ali povedano drugace, gre za
verjetnost pozitivnega testa pri osebah pri katerih je bolezen prisotna (72).

Diagnosti¢na specifi¢nost (imenovana tudi delez resni¢no negativnih rezultatov) meri
delez negativnih, ki so bili tako tudi diagnosticirani/opredeljeni. Ali povedano drugace, gre

za verjetnost negativnega izida testa pri osebah, ki nimajo bolezni (72).

. v Y i1es __ RP X100 5
Diagnosti¢na obcutljivost = RPILN Enacba 11
. - o RN X 100
Diagnosticna specifiCnost = SNALP Enacba 12

kjer je RP definirana kot Stevilo resni¢no pozitivnih rezultatov, LN kot Stevilo lazno
negativnih rezultatov, RN kot Stevilo resni¢no negativnih rezultatov in LP kot Stevilo lazno

pozitivnih rezultatov (72).

Pomembno je poudariti, da niti specifi¢nost niti obcutljivost nista pogojeni s prevalenco

bolezni v doloceni populaciji (72).

Za boljSe ovrednotenje metode doloc¢ujemo tudi pozitivno in negativno napovedno

vrednost testa.
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Pozitivha napovedna vrednost je verjetnost, da ima oseba bolezen, ¢e je diagnosticni test
pozitiven (72).
Negativna napovedna vrednost je verjetnost, da oseba nima bolezni, ¢e je diagnostien test

negativen (72).

Pozitivnha napovedna vrednost = I Enacba 13
. RN
Negativna napovedna vrednost = N Enacba 14

Tako obcutljivost in specifi¢nost kot pozitivno in negativno napovedno vrednost testa
najlazje izraCunamo, ¢e si pripravimo standardno kontingen¢no tabelo (slika 11).
Kontingenc¢na tabela je vecrazsezZna tabela dveh opisnih spremenljivk. Ta tabela nam
omogoca, da na osnovi izracunane/definirane referenéne vrednosti, meritve opredelimo kot
pozitivne vrednosti ali negativne vrednosti. To velja, ¢e predhodno z drugo metodo

opredelimo, katere meritve spadajo v dolo¢eno kategorijo (73).

PRAVI RAZRED

RESNICNO POZITIVNI LAZNO POZITIVNI
NAPOVEDANI REZULTATI REZULTATI
RAZRED <
LAZNO NEGATIVNI RESNICNO NEGATIVNI
REZULTATI REZULTATI

Slika 11: Primer kontingen¢ne tabele

V primeru diplomske naloge smo z biospijo vzorcev prostate paciente uvrstili v skupino
bolnikov s karcinomom in v skupino bolnikov brez karcinoma (lahko pa s katero drugo
nemaligno boleznijo). Na osnovi izracunane referen¢ne vrednosti smo meritve potem
opredelili v skupino resni¢no/lazno pozitivnih vrednosti in v skupino resni¢no/lazno

negativnih vrednosti.

3.2.6 ROC krivulja in AUC

3.2.6.1 ROC krivulja

ROC krivulja je grafi¢na predstavitev razmerja resni¢no pozitivnih rezultatov

(obcutljivost) na y osi in lazno pozitivnih rezultatov (1- specifi¢nost) na x 0si pri razli¢nih
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referen¢nih vrednostih (slika 12). ROC krivulja ima Stevilne prednosti v primerjavi s
posameznimi vrednostmi za specificnost in obcutljivost pri doloceni referen¢ni vrednosti,

in sicer (73):

1. ROC krivulja prikaze vse mozne mejne vrednosti, optimalno referen¢no vrednost
za loCevanje med osebami z boleznijo in osebami brez bolezni lahko nato izberemo
sami.

2. ROC krivulja je neodvisna od prevalence dolo¢ene bolezni v populaciji, ker temelji
na specifi¢nosti in obcutljivosti, na kateri prevalenca nima vpliv.

3. Vizualno lahko primerjamo dva ali vec testov.

4. Vcasih je obcutljivost bolj pomembna od specifi¢nosti in obratno. ROC krivulja
nam omogoca, da najdemo zahtevano vrednost obcutljivosti pri tocno doloceni

specificnosti.

ROC krivuljo izriSemo na osnovi specificnosti in obcutljivosti, katere definiramo pri

razli¢nih referen¢nih vrednostih.

ROC krivulja

obéutljivost

=

RESNICNO POZITIVNI REZULTATI

1-specificnost
LAZNO POZITIVMI REZULTATI

Slika 12: Primer ROC krivulje (73)
3.2.6.2 AUC

AUC ali povrsina pod ROC krivuljo nam pove verjetnost, da bo nas tumorski ozna¢evalec
lo¢il osebe z boleznijo in osebe brez bolezni, je torej mera za kvaliteto diagnosti¢nega
testa. Dober diagnosti¢ni test bo rezultiral v ROC krivulji, ki se hitro dviga v zgornji levi
kot (71).
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Vedja kot je povrSina pod krivuljo, boljsa bo celokupna uspesnost testa v locevanju med
bolnimi in zdravimi osebami. Enaki povrsini pod krivuljo za dva razli¢na testa nam
povesta, da imata testa podobno uspesnost v lo¢evanju, vendar to nujno ne pomeni, da
bosta krivulji enaki. Taksni krivulji se lahko tudi sekata (71).

Definiramo lahko 3 pogoste nacine interpretacije povrsine pod krivuljo (72):

1. Povprecna vrednost obcutljivosti za vse mozne vrednosti specifi¢nosti.
2. Povprecna vrednost specifi¢nosti za vse mozne vrednosti obcutljivosti.
3. Verjetnost, da bo slu¢ajno izbran bolnik z boleznijo imel pozitiven rezultat testa, ki

oznacuje vecji sum na bolezen kot slucajno izbrana oseba brez bolezni.

Dolocevanje AUC je zelo podobno Mann-Whitneyevemu U testu. Gre za verjetnost, da bo
tumorski oznacéevalec pripisal vi§ji rang naklju¢no izbranemu bolniku z rakom kot

naklju¢no izbrani osebi.

Pri izra¢unu upostevamo formulo (72):

U
nln2

AUC=

Enacba 15

kjer je U, vrednost Mann-Whitneyeve U testne statistike, nl1 in n2 pa sta Stevilo meritev v

posamezni skupini.
3.2.7 Metoda za dolocitev moci povezave med spremenljivkami

Za dolocitev moci povezave med spremenljivkami smo uporabili Spearmanov koeficient
korelacije, ker so spremenljivke uporabljene v diplomski nalogi nenormalno porazdeljene.
Spearmanov koeficient je neparametri¢na alternativa Pearsonovemu korelacijskemu
koeficientu. Z njim ugotavljamo ali sta spremenljivki povezani. Med spremenljivkami gre
lahko za negativno ali pozitivno korelacijo, saj se vrednosti izracunanega r lahko gibljejo
med -1 in +1. Negativna korelacija nam pove, da se ena spremenljivka znizuje, medtem ko
se druga zvisuje. Obratno je pri pozitivni korelaciji, kjer se obe spremenljivki gibljeta v

isto smer, torej ali se obe zviSujeta ali se obe zniZujeta (66).
Rac¢unamo ga po enacbi (66):

di?
p=1—62m Enacba 16
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kjer je d razlika med rangom spremenljivke X in rangom spremenljivke Y za posamezno
enoto. Racunamo ga tako, da vsem enotam v vzorcu dolo¢imo rang glede na
spremenljivko X in glede na spremenljivko Y. N nam oznacuje skupno Stevilo meritev
(66).

4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 TESTIRANJE

Pacientom so bili odvzeti vzorci seruma, Kjer so najprej dologili celotni PSA, prosti PSA in
[-2]proPSA. 1z teh podatkov smo potem izrac¢unali delez prostega PSA in phi. Pacientom
so naredili tudi histolo3ko analizo, na podlagi katere smo jih nato razdelili na dve skupini.
V prvo skupino smo razvrstili vse z HGPIN (angl. High grade prostatic intaepithelial
neoplasia), atrofijo, vnetjem in BHP, v drugo skupino pa bolnike s karcinomom prostate
(pregledica Il; preglednica I1). Za dolocitev referencénega intervala [-2]proPSA in phi so

odvzeli serum tudi 20 zdravim preiskovancem.

Preglednica I1: Skupina 1: Osebe, katerim so po biopsiji dolo¢ili BHP, vnetje, atrofijo,
HGPIN

Zapored Datum Datum Celotni Prosti PSA
rojstva odvzema PSA [90] proPSA
stewlka vzorca [ng/l] [ng/l]

6.8.1956 6.12.2011 7,670 12,650 1,880 5,367
10.1.1942 22.9.2009 4,390 9,570 1,050 5,238
1.5.1943 6.12.2011 3,020 22,520 0,070 0,179
10.8.1950 14.2.2012 4,330 12,470 1,090 4,200
22.4.1944 19.12.2011 4,680 16,450 0,670 1,889
26.4.1947 14.2.2012 3,820 18,850 0,010 0,030
14.9.1958 2.12.2011 2,920 11,300 0,830 4,320
22.4.1946 5.1.2012 4,380 19,630 2,380 5,790

4.9.1937 21.1.2010 4,800 20,420 0,810 1,801
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10. 29.8.1946 23.3.2010 4,840 12,600 0,290 1,050

29.7.1937 12.1.2009 2,770 12,640 0,630 3,009

27.5.1942 19.1.2010 4,810 21,830 4,310 9,010

8.3.1953 9.2.2012 5,080 16,730 0,030 0,090

18.9.1946 16.12.2011 3,130 19,810 0,010 0,029

4.7.1942 19.12.2011 3,900 22,310 0,010 0,020

15.5.1955 13.12.2011 4,090 22,741 0,330 0,720

------

Preglednica I11: Skupina 2: Osebe, katerim so po biopsiji dolo¢ili karcinom prostate

Zaporedna | Datum Datum Celotni | Prosti
Stevilka rojstva odvzema PSA PSA
vzorca [neg/l] [96]
- 20.8.1932  8.12.2011 17,370 5,640 4,580 19,490

12.2.1935 18.1.2010 3,210 9,030 2,800 17,30

- 14.11.1934  12.12.2011 11,170 12,440 1,220
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6.9.1928 12.1.2009 5,220 14,560 0,170

21.12.1941  1.4.2010 6,470 10,970 2,010

10.7.1949 13.2.2012 6,810 6,610 0,010

26.7.1930 9.2.2012 8,620 9,280 0,110

13.3.1960 13.2.2012 8,500 17,530 0,040

15.4.1954 8.12.2011 4,600 13,700 0,880

12.2.1946 1.12.2011 6,890 5,220 1,300

11.1.1942 5.1.2012 8,540 6,560 3,770 19,67

------

Najprej smo obema skupinama dolo¢ili parametre, ki nam dajo boljsi vpogled v skupini
pacientov, s katerimi bomo poskusSali ovrednotiti tumorski oznacevalec [-2]proPSA in
parameter phi. V preglednici IV smo opredelili povpreéno starost pacientov v obeh

skupinah ter mediani za koncentracijo PSA in deleZ prostega PSA.
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Preglednica IV: Osnovni izracuni za skupini pacientov

Celotni PSA (obmotje, 1,29-17,92 (4,33) 3,01-17,37 (6,470)
mediana) [pg/l]

Povp. vrednost deleza 9,57-41,86 (18,850) 5,22-22,59 (12,440)
prostega PSA

(obmocje,mediana) [%0]

4.2  PRIMERJAVA STATISTICNIH PARAMETROV MED
SKUPINAMA

4.2.1 Primerjava srednjih vrednosti in standardnih odklonov meritev

tumorskega oznacevalca [-2]proPSA

Na sliki 13 vidimo, da sta v skupini 1 dva osamelca, in sicer vrednost meritve pod Stevilko
14 in vrednost meritve pod Stevilko 17. Gre za vrednosti, ki preve¢ odstopata od povpre¢ne
vrednosti, zato ju izlo¢imo iz nadaljnje analize. Obe meritvi bi namre¢ moc¢no vplivali na
vse vnaprej doloCene parametre in bi tako dobili sliko, ki ni realna. Skupinama smo nato
dolo¢ili vrednosti deskriptivnih statistik . Primerjali smo srednje vrednosti in standardne
odklone koncentracij [-2]proPSA med skupino 1 in skupino 2. 1z preglednice V vidimo, da
ima skupina 2 vec¢jo vrednost aritmeti¢ne sredine in vecji standardni odklon, kar pomeni,
da so podatki bolj razpreni. Podatkom smo dolo¢ili tudi mediano, Ki je prav tako kot
aritmeti¢na sredina, vecja v skupini 2. Glede na to, da imamo nenormalno porazdeljene
podatke in precej razprsene podatke v skupini 2, nam mediana boljse predstavlja statisti¢ni

vzorec kot aritmeti¢na sredina, na katero so vplivale najvisje vrednosti.
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[-2]proPSA (ng/l)

o —

T

skupina 1 skupina 2

Slika 13: Kvartilni diagram meritev koncentracij tumorskega oznacevalca [-2]proPSA

Preglednica V: Statisti¢ni parametri za tumorski oznacevalec [-2]proPSA
Skupina 1 Skupina 2
Stevilo vzorcev 21 23

Minimum (ng/l) 0,010 0,010
1.kvartil (ng/I( 0,0503 0,129
Mediana (2.kvartil) (ng/l) 0,670 1,221
3.kvartil (ng/l) 1,204 2,801
Maksimum (ng/l) 2,38 4,942
Aritmeti¢na sredina (ng/l) 0,754 1,641
Standardni odklon 0,71041 1,636
Standardna napaka 0,11502 0,3411

4.2.2 Primerjava srednjih vrednosti in standardnih odklonov parametra phi

Za parameter phi smo naredili enako analizo podatkov kot za meritve [-2]proPSA.
IzraCunali smo statistiCne parametre in izrisali kvartilni diagram. 1z preglednice VI
vidimo, da je tudi tukaj aritmeti¢na sredina skupine 2 veliko veéja od aritmeti¢ne sredine
skupine 1. 1z slike 14 in preglednice 1X poleg tega opazimo, da so podatki v skupini 2

veliko bolj razprseni kot podatki v skupini 1.
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skupina 1 skuﬁina 2

Slika 14: Kvartilni diagram za tumorski oznacevalec phi

Preglednica VI: Statisti¢ni parametri za parameter phi

Stevilo vzorcev
Minimum 0,020 0,030

1. kvartil 0,180 0,510

Mediana (2. kvartil) 1,890 2,940

3.kvartil 5,210 12,60

Maksimum 9,010 19,67

Aritmeti¢na sredina 2,767 6,401

Standardna deviacija 2,676 7,034

Standardna napaka 0,558 1,467

4.2.3 Dolocitev porazdelitve podatkov

Z namenom dolocitve porazdelitve podatkov smo analizirali tako podatke v skupini 1 kot v
skupini 2. Iz preglednice VIl razberemo, da so podatki v skupini 1 nenormalno
porazdeljeni. Slika 15 nam grafi¢no prikaZze nenormalnost porazdelitve koncentracij
[-2]proPSA, slika 16 pa nenormalnost porazdelitev podatkov phi. Na obeh slikah vidimo,

da ne dobimo tipi¢ne krivulje normalnosti.
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Preglednica VII: Rezultati Shapiro-Wilkovega testa v skupini 1

Shapiro-Wilkov test

Statistic Stevilo meritev p

[-2]proPSA 0,900 21 0,035
phi 0,892 23 0,017

E &

E o

[=]

3

-

[-2]proPSA(ng/L)

Slika 15: Prikaz porazdelitve podatkov [-2]proPSA v skupini 1

1

=
1

Stevilo bolnikov

400 600 a0 -

phi

Slika 16: Prikaz porazdelitve podatkov phi v skupini 1

Preglednica VI prikazuje rezultate testiranja normalnosti porazdelitve podatkov v skupini
2. Enako kot v prvi skupini so tako koncentracije [-2]proPSA kot phi nenormalno
porazdeljene. Grafi¢no ponazoritev porazdelitve vidimo na sliki 17 za phi in sliki 18 za
[-2]proPSA.
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Preglednica VI1II: Rezultati testiranja normalnosti porazdelitve s Shapiro-Wilkovim testom

v skupini 2.
Shapiro-Wilkov test

_ Statistic Stevilo meritev p
[-2]proPSA 0,869 23 0,006
phi 0,817 23 0,001

=

2 -

o

2

e

phi

Slika 17: Prikaz porazdelitve podatkov phi v skupini 2

Stevilo bolnikow

00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00

[-2]proPSA ing{L}

Slika 18: Prikaz porazdelitve koncentracij tumorskega oznacevalca [-2]proPSA v skupini
2.
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4.3 UGOTAVLJANJE RAZLIK V KONCENTRACHI [-2]proPSA IN V
VREDNOSTIH PARAMETRA phi MED SKUPINO 1 IN SKUPINO 2

Glede na to, da so podatki v obeh skupinah nenormalno porazdeljeni, smo za ugotavljanje
razlik v koncentraciji tumorskega oznacevalca [-2]proPSA in phi uporabili Mann-

Whitneyev test, imenovan tudi Wilcoxonov test vsote rangov.
4.3.1 Ugotavljanje razlik v koncentraciji [-2]proPSA med skupinama

Postavili smo dve hipotezi:

Ho: P(Xi >Yi) = % ; verjetnost, da meritev iz skupine X preseZe meritev iz skupine Y, je
enaka verjetnosti, da meritev iz skupine Y preseze meritev iz skupine X
Hi: P(Xi >Yi) ;é% ; verjetnost, da meritev iz skupine X preseze meritev iz skupine Y ni

enaka 0,5.

Preglednica IX: Povprecni rang in vsota rangov za tumorski oznacevalec [-2]proPSA v
skupini 1in 2

1 21

19,31 405,50
[-2]proPSA B 23 25,41 584,50
Skupaj 44

Iz preglednice IX razberemo, da je povpreéni rang prve skupine manj$i od povpre¢nega

ranga druge skupine. Z nadaljnjo analizo preverimo, ¢e je ta razlika statisticno znacilna.

Preglednica X: Rezultati testiranja z Mann-Whitney testom

-2]proPSA (ng/L

Mann-Whitney U 174,500
Wilcoxon W 405,500
-1,576
0,115

[
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Iz preglednice X razberemo vrednost p, ki znasa 0,115. Ta vrednost je ve¢ja od 5 %
stopnje tveganja, zato lahko nic¢elno hipotezo potrdimo oziroma zavrnemo alternativno
hipotezo. Z gotovostjo lahko potrdimo, da med skupinama ni statisticno znacilne razlike in

torej prihajata iz iste populacije.
4.3.2  Ugotavljanje razlik v vrednostih parametra phi med skupinama

Pri ugotavljanju razlik v vrednostih parametra phi ponovimo zgoraj opisan posotopek.
Najprej postavimo nic¢elno hipotezo, ki pravi, da med skupinama ni statisti¢no znacilne
razlike v izraCunanem phi in alternativno, ki temu nasprotuje. Nato z Mann-Whitney
testom izvedemo analizo podatkov.

Preglednica XI: Povpre¢ni rang in vsota rangov za phi v skupini 1 in 2

skupina Stevilo Povprecni rang Vsota rangov
meritev
23

1,00 20,87 480,00
phi 2,00 23 26,13 601,00
Skupaj 46

Iz preglednice XI razberemo, da je povpreéni rang skupine 2 vecji od povpreénega ranga
skupine 1. S 5 % stopnjo tveganja nato preverimo ali gre za statisti¢no znacilno razliko.
Vrednost izracunanega p je vec¢ja od 0,05, zato lahko reCemo, da razlika ni statisti¢no
znaéilna (preglednica XII).

Med izra¢unanim phi v skupini 1 in izraCunanim phi v skupini 2 ni statisti¢no znacilne

razlike, torej obe skupini prihajata iz iste populacije.

Preglednica XII: Rezultati testiranja z Mann-Whitney testom

phi
Mann-Whitney U 204,000
Wilcoxon W 480,000

-1,329

0,184

4
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4.4 DOLOCANIJE REFERENCNE VREDNOSTI ZA TUMORSKI
OZNACEVALEC [-2]proPSA IN ZA PARAMETER phi

4.4.1 Meritve

Za dolocanje referen¢ne vrednosti smo uporabili rezultate kontrolne skupine, v kateri so
zdravi preiskovanci. Preiskovancem so doloc¢ili koncentracijo PSA, koncentracijo prostega
PSA in koncentracijo [-2]proPSA. Nato smo iz teh podatkov izracunali phi (preglednica
XI11).

Preglednica XIII: Meritve kontrolne skupine z zdravimi preiskovanci

_ PSA [pg/L] PROSTI PSA [pg/L] | [-2]proPSA [ng/L]

0,610 0,220 0,023 0,082

B~ w

2,670 0,150 0,140 1,525

o1

1,290 0,540 0,027 0,057

AN R S S EEE

0,430 0,120 0,019 0,104

1,020 0,340 0,055 0,163

2,810 0,730 0,057 0,131

0,210 0,120 0,050 0,191

0,140 0,070 0,090 0,481

0,050 0,030 0,070 0,523

_ 0,920 0,120 0,120 0,959
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4.4.2 Dolocanje porazdelitve podatkov kontrolne skupine

S Shapiro-Wilkov testom smo v kontrolni skupini testirali normalnost porazdelitve.
Predhodno smo Ze preverili tudi prisotnost osamelcev. Ugotovili smo, da sta med
izraGunanimi vrednostmi phi 2 osamelca. Oba smo izlo¢ili iz analize normalnosti

porazdelitve podatkov.

Preglednica X1V: Rezultati testiranja porazdelitve v kontrolni skupini

[ mmwwmmm
_ Statistic Stevilo meritev p

0,908 20 0,057

phi 0,918 18 0,118

V preglednici X1V vidimo, da je p vrednost za meritve [-2]proPSA vecja od 0,05 in da je p
vrednost za izraGunane phi vecja od 0,05, torej lahko trdimo, da se podatki [-2]proPSA in
phi v kontrolni skupini porazdeljujejo normalno. To nam potrjuje tudi grafi¢ni prikaz

porazdelitve podatkov na sliki 19 in na sliki 20.

Stevilo bolnikov
Stevilo bonikow

= o0 010 EEL 0z 00 0,20 0,40 0,60
[-2]proPsA (ng/L) phi

Slika 19: Prikaz porazdelitev podatkov Slika 20: Prikaz porazdelitve podatkov phi
[-2]proPSA
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4.4.3 Izracun referencnega intervala

Za vse nadaljnje izracune in ugotovitve smo potrebovali tudi mejne/referen¢ne vrednosti,
ki nam bodo pomagale opredeliti diagnosti¢ne zmoznosti tumorskega oznacevalca
[-2]proPSA in parametra phi. Podatki potrebni za izracun referenéne vrednosti za oba
parametra so navedeni v preglednici XV. Meritve v kontrolni skupini so porazdeljene
normalno, zato za izracun referen¢nega intervala uporabimo metodo, ki je podrobno

opisana v poglavju Materiali in metode.

Preglednica XV: Podatki za izracun referen¢nega intervala

. |loproesa
Standardni odklon 0,0382 0,0338

T vrednost pri 97,5 % intervalu J7A{elck] 2,110
zaupanja in stopinjah prostosti
(n-1)=19

Stevilo meritev 20 18

Po vnosu podatkov v formulo dobimo sledece rezultate:

[-2]proPSA: Spodnja meja intervala=-0,016 [ng/l]
Zgornja meja intervala= 0,148 [ng/l]
phi: Spodnja meja intervala= 0,172
Zgornja meja intervala= 0,319

Zgornja meja intervala nam doloca mejo, pri Kateri Stejemo rezultat za pozitiven oziroma
negativen. Spodnjo mejo ne upoStevamo, saj je pri meritvah koncentracije [-2]proPSA
spodnja meja negativna in torej teoreti¢éno ni mozno, da to vrednost uporabimo za
lo¢evanje med pozitivnimi in negativnimi rezultati. Torej vse koncentracije [-2]proPSA in
vsi zracunani phi, ki so nad mejo 0,148 ng /I za [-2]proPSA oziroma 0,319 za phi,

pomenijo pozitiven izid oziroma prisotnost karcinoma prostate.
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[-2]proPSA (ng/L)

o —— a= e

skupina 1 skupina 2 kontrolna skupina

Slika 21: Kvartilni diagram za vse tri skupine za tumorski oznacevalec [-2]proPSA.
Vodoravna ¢érta ponazarja izra¢unano referenéno vrednost.

phi

o —_—

==

kontrolna skupina skupina 1 skupina 2

Slika 22: Kvartilni diagram za vse tri skupine za phi. Vodoravna ¢rta ponazarja izraCunano
referencno vrednost.
Ce pogledamo sliko 21 vidimo, da so meritve kontrolne skupine pod referenéno mejo,
meritve skupine 1 pa vec¢inoma nad referenéno mejo. Pri¢akovali bi, da bodo vse meritve
iz skupine 1 pod referen¢no vrednostjo. V nasprotnem primeru pa bi pri¢akovali, da bodo
vse meritve skupine 2 nad referen¢no vrednostjo, ker gre za osebe s karcinomom prostate.
Razen porazdelitve podatkov kontrolne skupine na sliki 20, se ostalo ne sklada z naSimi
pri¢akovanji. Torej Ze iz tega grafa vidimo, da tumorski oznacevalec oziroma metoda ne
bo ucinkovita v locevanju med karcinomom prostate in nemalignimi boleznimi prostate.
Enako velja za parameter phi, kjer iz slike 22 vidimo, da je v tem primeru celo kontrolna
skupina deloma nad referen¢no vrednostjo. To nikakor ni v skladu z lastnostmi tumorskega
oznacevalca, ki bo dobro lo¢eval med zdravimi pacienti/pacienti z nemalignimi obolenji in

pacienti s karcinomom prostate.
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4.5 DOLOCANIJE SPECIFICNOSTI IN OBCUTLJIVOSTI

4.5.1 Dolocanje specifi¢nosti in obcutljivosti tumorskega oznacevalca

[-2]proPSA in parametra phi glede na kontrolno skupino

Potem, ko smo imeli dolo¢eno referencno vrednost, smo lahko dolo¢ili tudi specificnost in
obcutljivost tumorskega oznacevalca [-2]proPSA in phi. Najprej smo primerjali kontrolno

skupino s skupino bolnikov s karcinomom prostate.

Preglednica XVI: Statisti¢ni parametri za skupino 2 in kontrolno skupino

| [2piopsAgl)
_ Skupina2  Kontrolna Skupina 2 Kontrolna
skupina skupina
Minimum (ng/L) 0,010 0,020 0,03 0,06
Maksimum (ng/L) 4,940 0,140 19,67 0,52
Aritmeti¢na sredina (ng/L) JHEcZxE 0,066 6,401 0,246
Standardna deviacija 1,636 0,038 7,034 0,0338

Iz preglednice XVI vidimo, da je razlika med povpre¢nima vrednostima skupine 2 in
kontrolne skupine tako pri [-2]proPSA kot phi zelo velika. Zelimo ugotoviti, ali je ta

razlika statisti¢no znacilna.
Postavimo hipotezo:

Ho: razlika med povprecjema je statisticno znacilna

Hs: razlika med povprecjema ni statisticno znacilna

Uporabimo Mann-Whitney test glede na to, da so podatki v skupini 2 nenormalno
porazdeljeni. Rezultati analize v preglednici VII pokazejo, da je p < 0,05 tako za
[-2]proPSA kot za phi. Posledi¢no ni¢elno hipotezo sprejmemo in lahko re¢emo, da je
razlika v povprecnih vrednostih koncentracije [-2]proPSA in povprecnih vrednostih
izraCunanega phi med skupinama statisticno znacilna. Iz preglednice XIX vidimo, da sta
povre¢ni vrednosti koncentracije [-2]proPSA in povpre¢ni vrednosti izratunanega phi

statisti¢no ve¢ji v skupini 2 glede na kontrolno skupino. To se sklada z naSimi
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pri¢akovanji, ker pricakujemo da je tumorski oznacevalec povecan v serumu bolnikov s

karcinomom prostate.

Preglednica XVII: Rezultati testiranja z Mann -Whitney testom

I S

Na podlagi izracunane referen¢ne vrednosti smo nato izdelali tudi kontingen¢ni tabeli
(preglednica XVIII, preglednica X1X) , kjer smo podatke razvrstili na resni¢no pozitivne in
resni¢no negativne rezultate ter lazno pozitivne in lazno negativne rezultate. S temi

rezultati smo nato izraCunali diagnosti¢no specifi¢nost in diagnosti¢no obcutljivost.

Preglednica XVIII: Kontingen¢na tabela za koncentracije [-2]proPSA

I N

St. bolnikov s pozitivnim  St. bolnikov z
izidom testa negativnim izidom testa

Stevilo bolnikov s 17 resni¢no pozitivnih 6 laZzno negativnih
BOLEZEN prisotno boleznijo rezultatov rezultatov

Stevilo bolnikov brez 0 lazno pozitivnih 20 resni¢no negativnih

bolezni rezultatov rezultatov

Preglednica X1X: Kontingen¢na tabela za parameter phi

I N R

St. bolnikov s St. bolnikov z
pozitivnim izidom negativnim izidom
testa testa
Stevilo bolnikov s 19 resni¢no pozitivnih 4 laZzno negativnih
BOLEZEN prisotno boleznijo rezultatov rezultatov
Stevilo bolnikov brez 6 lazno pozitivnih 12 resni¢no negativnih
bolezni rezultatov rezultatov
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Vrednosti iz preglednice XVIII in X1X smo uporabili za dolocitev diagnosti¢ne
specifi¢nosti in obcutljivosti ter pozitivne in negativne napovedne vrednost za tumorski

oznacevalec [-2]proPSA in parameter phi.

[-2]proPSA phi

Diagnosti¢na obcutljivost = 73, 9 % Diagnosti¢na obcutljivost = 82,6 %
Diagnosti¢na specifi¢nost = 100 % Diagnosti¢na specifi¢nost = 66,7%
Pozitivna napovedna vrednost = 100 % Pozitivna napovedna vrednost = 61,3%

Negativna napovedna vrednost = 76,9 %  Negativna napovedna vrednost = 75%

Izracuni so za tumorski oznacevalec [-2]proPSA pokazali najvisjo mozno specifi¢nost testa
in pozitivno napovedno vrednost, prav tako zelo visoko obcutljivost in negativno
napovedno vrednost testa. 100 % specifi¢nost testa nam pove, da bo test pokazal negativen
izid, pri vseh osebah pri katerih smo predhodno z biopsijo ugotovili, da karcinom prostate
ni prisoten. Pozitivna napovedna vrednost testa, ki znaSa 100 % , nam pove da bo pri vseh
osebah tudi z biopsijo dokazan karcinom prostate, ¢e je bil test za parameter [-2]proPSA v
serumu pozitiven.Visoka negativna napovedna vrednost testa nam pove verjetnost, da
karcinoma prostate ni, ¢e so meritve [-2]proPSA pod referencno vrednostjo.

Za parameter phi smo dobili nekoliko boljSo obcutljivost, vendar precej slabSo
specifi¢nost. Tudi obe napovedni vrednosti sta precej slabsi. Pozitivna napovedna vrednost
testa, nam pove, da bo pri 61,3 % osebah tudi z biosijo dokazan karcinom prostate, Ce je bil
test za parameter phi pozitiven. Negativna napovedna vrednost testa, nam pove, da pri 75
% oseb z biopsijo ne bo dokazan karcinom prostate, ¢e bo test za parameter phi negativen.
Na podlagi zgoraj pridobljenih podatkov smo s pomogjo statisti¢nega programa nato

izrisali krivuljo ROC.
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Slika 23: Krivulja ROC za tumorski oznac¢evalec phi. Primerjava meritev med kontrolno
skupino in skupino bolnikov s karcinomom prostate
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Slika 24: Krivulja ROC za tumorski oznacevalec [-2]proPSA. Primerjava meritev med
kontrolno skupino in skupino bolnikov s karcinomom prostate

Na podlagi izrisane krivulje in iz podatkov, ki smo jih pridobili iz krivulje (preglednica
XX; preglednica XXI) smo s premikanjem referen¢ne vrednosti poskusali najiti
kombinacijo specifi¢nosti in obcutljivosti, ki nam bo pomagala definirati najbolj optimalno
referen¢no vrednost.

Ce bi referen¢no vrednost tumorskega oznacevalca [-2]proPSA premaknili na 0,101 ng/L,
bi na ra¢un manjsSe specificnosti pridobili na obcutljivosti. V tem primeru bi obcutljivost

znaSala 82,61 % in specifi¢nost 80 % (preglednica XX, slika 24).
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Iz krivulje za phi (slika 23) in iz preglednice XXI pa vidimo, da ¢e bi referen¢no vrednost
za phi dvignili celo na 0,399 bi obdrzali enako obcutljivost (82,6%), specifi¢nost pa bi
dvignili na 83,3%.

Preglednica XX: Resni¢no pozitivni rezultati (obcutljivost), lazno pozitivni rezultati (1-

specifi¢nost) in specifi¢nost pri razli¢nih referen¢nih vrednostih za tumorski oznacevalec

[-2]proPSA.

Resni¢no pozitivni Lazno pozitivni

Mejna . .
rezultati rezultati Specifi¢nost
vrednost(ng/L)
(obcutljivost) (=1-specifi¢nost)
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L I I B

1,658 0,3913 0,000 1,000

2,374 0,3043 0,000 1,000

o2 4]

3,227 0,2174 0,000 1,000

R I I

3,982 0,1304 0,000 1,000

4,763 0,04348 0,000 1,000

Preglednica XXI: Resni¢no pozitivni rezultati (=obc¢utljivost), lazno pozitivni rezultati (1-

specifi¢nost) in specifi¢nost pri razlicnih mejnih/referen¢nih vrednostih za parameter phi.

Mejna Resni¢no pozitivni

. Lazno pozitivni rezultati
vrednost rezultati Specifi¢nost
(1 - specifi¢nost)
(obcutljivost)
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0,3785 0,826 0,222 0,778

Kl o= 000 ow oam
0,783 0,167 0,833
RoEm o= 0 om0 om
0,783 0,056 0,944
REE o= 0 om0 o
0,739 0,000 1,000
el o 0 o 0
0,652 0,000 1,000
Eal o 00 o o
0,565 0,000 1,000
Eam o2 000 o w0
0,478 0,000 1,000
Bel o0 o o
0,391 0,000 1,000
B o 0 o a0
0,304 0,000 1,000

V preglednici XXII in preglednici XXI1I smo zbrali izracunane AUC vrednosti za oba
parametra.

Preglednica XXII: Izra¢un AUC in vrednosti p za tumorski oznacevalec [-2]proPSA.

95% interval zaupanja 0,679 do 0,979

Preglednica XXIII: Izra¢un AUC in vrednosti p za parameter phi

95% interval zaupanja 0,675 do 0,973
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V tem primeru lahko re¢emo glede na visoko vrednost AUC za tumorski oznacevalec
[-2]proPSA (0,821), da vecje koncentracije tumorskega oznacevalca glede na zdrave
preiskovance predstavljajo vecjo verjetnost za prisotnost karcinoma. Koncentracija
[-2]proPSA se statisti¢no znacilno razlikuje od koncentracije [-2]proPSA v kontrolni
skupini (p < 0,05). Rezultati v preglednici XXIII nam enako potrjujejo tudi za parameter
phi, kjer je AUC celo malenkost vecja od vrednosti AUC za tumorski oznacevalec
[-2]proPSA.

4.6 SPECIFICNOST IN OBCUTLJIVOST GLEDE NA NEMALIGNE
BOLEZNI PROSTATE

4.6.1 Specifi¢nost in ob¢utljivost tumorskega oznacevalca [-2]proPSA

Ker nas najbolj zanima sposobnost lo¢evanja naSega tumorskega oznacevalca med skupino
z nemalignimi obolenji in skupino s karcinomom prostate, smo dolo¢ili AUC ter

obcutljivost in specifi¢nost s primerjavo meritev skupine 1 in skupine 2.

Preglednica XXI1V: Izra¢un AUC in vrednosti p za tumorski oznacevalec [-2]proPSA

0,651

Standardna napaka 0,084
95% interval zaupanja 0,486 do 0,816
0,091

AUC

AUC vrednost se je z zamenjavo kontrolne skupine s skupino pacientov z nemalignimi
boleznimi (skupina 1) precej zmanjSala (preglednica XXIV, slika 25). Tudi p vrednost je
vecja od 0,05, kar pomeni da ni statisti¢no znacilne razlike v koncentraciji tumorskega

oznacevalca [-2]proPSA med rakavimi bolniki in bolniki z nemalignimi boleznimi.
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Slika 25: Krivulja ROC za tumorski oznacevalec [-2]proPSA. Primerjava meritev med
skupino bolnikov s karcinomom prostate in skupino bolnikov z nemalignimi boleznimi.

Pri zgoraj doloceni referen¢ni vrednosti (0,148 ng/L) je specificnost 35 %, obcutljivost pa
78,3 %. Pri 90 % obcutljivosti je specificnost 14 %.

4.6.2 Specifi¢nost in obcutljivost celokupne koncentracije PSA

Tudi pri dolo¢evanju specifi¢nosti in ob¢utljivosti celokupne koncentracije PSA najprej
dolo¢imo prisotnost osamelcev, ki jih nato izlo¢imo iz nadaljnje analize. Osamelce

najdemo tako v skupini 1 kot v skupini 2 (slika 26).

L H

PSA (g/l)

skupina 1 skupina 2

Slika 26: Kvartilni diagram meritev PSA za skupino 1 in skupino 2

Vrednosti v preglednici XXV in slika 27 nam predstavljata razmerje med resni¢no
pozitivnimi in lazno pozitivnimi rezultati, ¢e za loCevanje med pacienti uporabimo

tumorski oznacevalec PSA.
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Preglednica XXV: Izra¢un AUC in vrednosti p za tumorski oznacevalec PSA

RESMICNC POZITIVMI REZULTATI (OBCUTUIVOST)
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Slika 27: ROC krivulja za tumorski oznac¢evalec PSA. Primerjava meritev med skupino
bolnikov s karcinomom prostate in skupino bolnikov z nemalignimi boleznimi.

Pri referencni vrednosti 3 pg/l je tumorski oznacevalec PSA pokazal 95,2 % obcutljivost
in 15,8 % specifi¢nost. Prav tako je p vrednost manjSa od 0,05 kar pripomore k ugotovitvi,
da je med pacienti z nemalignimi boleznimi in pacienti s karcinomom prostate statisit¢no

znacilna razlika v koncentraciji PSA. Pri 90% obgutljivosti je specifi¢nost 15,8 %.

4.6.3 Specifi¢nost in obcutljivost deleza prostega PSA

Najprej smo naredili analizo z namenom doloc€itev osamelcev. V skupini 1 sta bila dva in

ta smo nato izkljucili iz nadaljnje analize (slika 28).
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Slika 28: Kvartilni diagram za skupino 1 in skupino 2

Preglednica XXVI: Izra¢un AUC in vrednosti p za tumorski oznac¢evalec deleZ prostega
PSA

AUC 0,269
Standardna napaka 0,076

95 % interval zaupanja 0,120 do 0,418

AUC vrednost za deleZ prostega PSA (preglednica XXVI, slika 29) je precej manjSa od

vrednosti AUC za tumorski oznacevalec PSA in za tumorski oznacevalec [-2]proPSA.
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Slika 29: ROC krivulja za delez prostega PSA. Primerjava meritev med skupino bolnikov s

karcinomom prostate in skupino bolnikov z nemalignimi boleznimi.
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Pri mejni vrednosti 13 % prostega PSA je obcutljivost 40 % in specifi¢nost 57,1 %. Pri_90

% obcutljivosti, je specifiénost enaka 0 %.

4.6.4 Specificnost in obcutljivost phi

Tudi tukaj smo najprej naredili analizo z namenom izlocitve osamelcev. Niti v skupini 1

niti v skupini 2 nismo nasli osamelca (slika 30).

15,00~

;C 10,00

] T
550+

skﬂpina 1 skupina 2

1

Slika 30: Kvartilni diagram za vrednosti phi za skupino 1 in skupino 2

Preglednica XXVII: Izra¢un AUC in vrednosti p za parameter phi

0,614

Standardna napaka 0,085
95 % interval zaupanja 0,449 do 0,780

AUC

p vrednost 0,184

AUC vrednost in p vrednost v preglednici XXV Il nam povesta, da je phi v lo¢evanju med
skupino 1 in skupino 2 nekoliko boljsi od [-2]proPSA in deleza prostega PSA, vendar e
vedno veliko slab$i od PSA. Grafi¢en rikaz razmerja med lazno pozitivnimi rezultati in

resni¢no pozitivnimi rezultati vidimo na sliki 31.
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Slika 31: Krivulja ROC za tumorski oznaéevalec phi. Primerjava meritev med skupino

bolnikov s karcinomo prostate in skupino bolnikov z nemalignimi boleznimi.

Pri mejni vrednosti 0,319 je obcutljivost 80 %, specifi¢nost pa 30,4 %. Pri_90 %

obdutljivosti je specifi¢nost 13 %.

4.7 DOLOCEVANIJE SPECIFICNOSTI IN OBCUTLJIVOSTI NA
SKUPINI BOLNIKOV, KATERIH KONCENTRACIJA PSA SE NAHAJA
V »SIVI CONI«

Iz skupine 1 in 2 smo izbrali le skupino bolnikov, katerih vrednosti tumorskega

oznacevalca PSA se nahajao v ti. obmocju diagnosti¢ne »Sive conex.

Pri vseh meritvah (koncentracija PSA, deleZ prostega PSA, koncentracija [-2]proPSA) in
za izraCunan phi Smo med vsemi meritvami najprej dolo¢ili osamelce, katere smo izlo¢ili iz
nadaljnje analize. Nato smo iz zbranih meritev dolocili AUC. Rezultati z grafi so v dodatku
I. Poleg tega smo iz ROC krivulje vseh 4 parametrov doloc¢ili specifi¢nost pri 90%
obcutljivosti.

Iz preglednice XXVIII razberemo, da ima najve¢ji AUC tumorski oznacevalec PSA,
sledita mu z medsebojno majhno razliko phi in [-2]proPSA. Najslabsi rezultat smo dobili
pri delezu prostega PSA (AUC=0,294). Zadnji oznacevalec torej nikakor ni primeren za

lo¢evanje med nemalignimi in malignimi obolenji.
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Preglednica XXVIII: Vrednosti parametrov v obmoc¢ju diagnosti¢ne »Sive cone« za
tumorski oznacevalec PSA.

[-2]proPSA phi PSA deleZ prostega
PSA

0,560 0,581 0,777 0,294
Standardna napaka [JRUMUEE] 0,093 0,078 0,086
95 % interval 0,377do 0,743  0,400do 0,763 0,624 do 0,930 0,125 do 0,462

zaupanja
p vrednost 0,516 0,379 0,003 0,03

Pri 90% obcutljivosti je specifiénost znaSala (nastevajo¢ po nara$¢ajocih vrednostih):

za prosti PSA 0 %, za [-2]proPSA 8.4 %, za phi 14,3 % in za PSA 24 %.

4.8 MOC POVEZAVE MED SPREMENLIJIVKAMI (KORELACIJA)

Doloc¢ili smo tudi mo¢ povezave med spremenljivkami. Za signifikantno (p < 0,05) se je
izkazala edino povezava med koncentracijo PSA in delezem prostega PSA (preglednica
XXIX).

Preglednica XXIX: Izra¢un Spearmanovega koeficienta pri dolo¢evanju moci povezave

med koncentracijami PSA in med deleZom prostega PSA.

PSA/ delez prostega PSA

-0,3345
95% interval zaupanja -0,5885 to -0,02048
0,0325

Visje absolutne vrednosti nam dolocajo vecjo stopnjo povezave. Glede na to, da smo dobili

negativno korelacijo, nam to pove da se vrednosti ene spremenljivke zmanjSujejo, medtem
ko se vrednosti druge spremenljivke poviSujejo. P vrednost je v tem primeru manjsa od
postavljene 5 % stopnje tveganja, zato lahko reCemo da gre za statisticno znacilno

povezavo med koncentracijo PSA in delezem prostega PSA.



5 SKLEP

Tako tumorski oznacevalec [-2]proPSA kot parameter phi v nasi raziskavi nista potrdila
vloge favoritov med trenutno uporabljenimi tumorskimi oznacevalci v diagnostiki
karcinoma prostate. Prisli smo do sledecih ugotovitev:

1. Tumorski oznacevalec [-2]proPSA in izraGunan parameter phi sta z visoko vrednostjo
AUC dokazala, da dobro locujeta med zdravimi preiskovanci in skupino bolnikov s
karcinomom prostate.

2. Verjetnost locevanja med bolniki s karcinomom prostate in bolniki z nemalignimi
boleznimi (npr. BHP) z uporabo tumorskega oznacevalca [-2]proPSA in phi, pa se ni
izkazala za statisti¢no znacilno. Torej imata tako tumorski oznac¢evalec [-2]proPSA kot phi
majhno vrednost v (zgodnji) diagnostiki karcinoma prostate. Najvecjo verjetnost za
lo¢evanje smo dolocili za tumorski oznacevalec PSA, ki je imel najve¢jo AUC vrednost in
najvi§jo specifi¢nost pri 90 % obcutljivosti.

3. Pri opredelitvi skupine bolnikov z nemalignimi boleznimi in skupine bolnikov s
karcinomom prostate na le tiste, ki imajo vrednost PSA v t.i. diagnosti¢ni »sivi coni«, pa
smo dobili e slabse rezultate za tumorski oznacevalec [-2]proPSA in parameter phi.
Vrednosti AUC sta pri obeh znasali le nekaj ve¢ kot 0,500, kar pomeni da nista primerni
za uporabo v diagnosti¢ne namene. V tem primeru se je presenetljivo za najboljSega
izkazal tumorski oznac¢evalec PSA , ki je imel najve¢jo vrednost AUC in najvecjo
specificnost pri 90% obcutljivosti. Najslabso vrednost AUC smo dobili pri dolo¢evanju
deleza prostega PSA.

Tumorski oznac¢evalec PSA je tako med vsemi $tirimi oznacevalci, katere smo obravnavali
v nasi raziskavi, pokazal najvecjo diagnosti¢no uporabnost in najvisjo specificnost ter

obcutljivost.
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DODATEK 1

Preglednica XXX: Skupina 1: Osebe, katerim so po biopsiji dolo¢ili BHP, vnetje, atrofijo,

HGPIN. Zbrane so le meritve, katerih koncentracije PSA spadajo v diagnosti¢no »sivo

cono«.

Zapored | Datum Datum Celotni Prosti PSA
na rojstva odvzema PSA [96] pro PSA
étevilka vzorca [pg/l] [ng/l]

10.1.1942 22.9.2009 4,3

10.8.1950 14.2.2012 4,3 12,47

26.4.1947 14.2.2012 3,8 18,85

22.4.1946 5.1.2012 4,3 19,63

29.8.1946 23.3.2010 4,84 12,60

29.7.1937 12.1.2009 2,7 12,64

27.5.1942 19.1.2010 4,81 21,83

18.9.1946 16.12.2011 3,1 19,81

------




18. 4.7.1942 19.12.2011 359 22,31 0,01 0,02

15.5.1955 13.12.2011 4,0 22,74

------

Preglednica XXXI: Skupina 2: Osebe, katerim so po biopsiji dolo¢ili karcinom prostate.

Zbrane so le meritve, katerih koncentracije PSA spadajo v diagnosti¢no »sivo cono«

Zaporedna | Datum Datum Celotni | Prosti
Stevilka rojstva odvzema PSA PSA

vzorca [pg/l] [90]
B ------
- 12.2.1935 18.1.2010 3,2 17,30
] ------
- 19.7.1942 17.11.2009 55 12,60
] ------
- 28.10.1949  12.1.2009 3,0 22,59 0,9
[N (S N
_ 14.7.1936 8.3.2010 5,34 13,11 4,2 13,85
v ------
- 20.7.1942 14.2.2012 7.9 12,78 05
s ------
- 11.7.1951 19.12.2011 14,18 4,9

28.1.1951 6.12.2011 3,3

------



[-2]proPSA (ng/L)

1.1.1953 19.12.2012 4,36 20,18 2,18 5,18
12.2.1946 1.12.2011 6,89 5,22 1,30 9,49
9.5.1944 14.2.2012 5,49 13,84 0,01 0,03
11.1.1942 5.1.2012 8,54 6,56 3,77 19,67
8.3.1946 8.12.2011 6,17 13,29 0,38 1,15
20,00 40,00 1?011
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Slika 32: Kvartilni diagram meritev PSA Slika 33: Kvartilni diagram za skupino 1
za skupino 1 in skupino 2. in skupino 2.
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Slika 34: Kvartilni diagram meritev koncentracij  Slika 35: Kvartilni diagram vrednosti
tumorskega oznacevalca [-2]proPSA . phi za skupino 1 in skupino 2.
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Slika 36: Krivulja ROC za tumorski oznacevalec PSA.
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Slika 38: Krivulja ROC za tumorski oznacevalec
[-2]proPSA.
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Slika 37: Krivulja ROC za
deleZ prostega PSA
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Slika 39: Krivulja ROC za
phi.



