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POPIS KRATICA

BHP — benigna hiperplazija prostate

PSA - prostata specifi¢ni antigen

PAP (engl. Prostatic acid phosphatase) — prostati¢na kisela fosfataza
LUTS (engl. lower urinary tract symptoms) - simptomi donjih mokraénih puteva
TCDD - tetraklorobenzo-p-dioksin

DNK - deoksiribonukleinska kiselina

AR — androgeni receptor

ESR1- estrogen receptor 1 gen

ESR2 — estrogen receptor 2 gen

CDA44 (engl. Cluster of differentiation 44) — klaster diferencijacije
CDHL1 (engl. Cadherin-1) - kadherin

LAMAS3 (eng. laminin subunit alpha 3)

CAGE (eng. cancer-associated gene-1) — gen promotor hipometilacije
HPSE (engl. Heparanase) - heparanaza

PHD — patohistoloska dijagnoza

TNM (tumor, nodus, metastaze)

CT (engl. Computed tomography) - kompjuterizirana tomografija

MR - magnetska rezonancija

DRP - digitorektalni pregled
PHI (engl. Prostate Health Indeks) - indeks zdravlja prostate

TRUZ - transrektalni ultrazvuk



p2PSA- prekursor prostata specificnog antigena

cPSA (engl. Complexed PSA) — kompleksirani oblik PSA

fPSA (engl. free PSA) — slobodni PSA

FDA (engl. Food and Drug Administration) — agencija za hranu i lijekove
IPSA (engl. intact PSA) — intaktni oblik PSA

BPSA (engl. benign PSA) — benigni oblik PSA

tPSA (engl. total PSA) — ukupni PSA

AUC (engl. Area Under the Curve) — povrsina ispod krivulje



1. UVOD

Prostata ili predstojna Zlijezda muska je spolna Zlijezda koja ima znacajnu ulogu u stvaranju
sjemene tekuéine koja je izvor mnogih enzima i proteina. Prostata je, kako starimo, podlozna

raznim bolestima poput benigne hiperplazije (BHP) ili karcinoma.

1.1. Prostata

1.1.1. Anatomija prostate

Prostata je smjeStena u subperitonealnom prostoru izmedu dijafragme zdjelice 1
peritonealne Supljine, ispod simfize, a ispred rektuma. Oblika je 1 veli¢ine kestena. Prosjecne je
dimenzije 3,5 cm visine, 4,5 cm duzine 12,5 cm debljine. Masa prostate u prosjeku je od 16 do 22
grama. Na prostati je moguce razlikovati bazu, vrh (apeks), prednju, straznju i bo¢ne povrsine.
Proksimalnim dijelom okruzuje vrat mokra¢nog mjehura, a distalnim prostaticnu uretru.
Fibromuskularne je grade, a najve¢i udio ¢ine Zljezdani i stromalni elementi. S obzirom na
embrionalni nastanak zlijezde, prema McNealu prostata se dijeli u tri zone: srediSnja ili centralna
zona, prijelazna ili tranzicijska zona i periferna zona. S prednje strane prostate i uretre nalazi se
dorzalni venski kompleks ili Santorinijev pleksus. Sa straznje su strane prostata i sjemenski
mjehuri¢i prekriveni rektoprostati¢cnom ili Denonivillierovom fascijom. Prednji dio apeksa
prostate vezan je parnim puboprostatiénim ligamentom za pubicne kosti, a donji dio apeksa u
kontaktu je s urogenitalnom dijafragmom. Prostata prima arterijsku krv od donje vezikalne,
unutarnje pudendalne i srednje rektalne arterije. Venska se krv drenira u periprostati¢ni venski
pleksus koji je povezan s dorzalnim pleksusom, i zajedno se dreniraju u unutarnju ilijacnu venu

1, 2).
1.1.2. Fiziologija

Glavna funkcija prostate povezana je s proizvodnjom kiseloga sekreta (pH ~ 6) koji sadrzi
cink i citrat, a pored toga izlucuje prostati¢ni specifi¢ni antigen (PSA) i prostati¢nu kiselu fosfatazu
(PAP) koja razgraduje sjemeni ugrusak. Prostata je jedini organ koji stvara citrate, a za regulaciju
sekrecije odgovoran je testosteron. Pored toga, sekret prostate sadrzi kolesterol, magnezij,

fosfolipide te fibrinolizin. Prostata izluCuje enzime koji su u interakciji s fibrinogenom iz sjemenih



vezikula tvoreci fibrin. Fibrin tvori mrezicu ugruska i tako je odgovoran za koagulaciju sjemene
teku¢ine u zenskom reproduktivnom traktu izravno nakon ejakulacije. Medutim, kako bi se
omogucilo brzo oslobadanje spermatozoida, potrebno je razgraditi sjemenu tekuéinu. Prostata
sintetizira proteoliticki enzim fibrinolizin koji djeluje na razgradnju fibrina i tako dovodi do

oslobadanja spermatozoida unutar 5 do 15 minuta (3, 4).

1.2.  Benigna hiperplazija prostate

Benigna hiperplazija prostate (BHP) uvecanje je prostate uzorkovano stani¢nom
hiperplazijom. Pogada vise od 40 % pojedinaca starijih od 60 godina. BHP uzrokuje simptome
donjih mokraénih puteva (engl. lower urinary tract symptoms, LUTYS), §to je Cesta dijagnoza kod
starije muSke populacije gdje je prevalencija u porastu. Mnogo je rizi¢nih ¢imbenika koji dovode
do razvoja i progresije BHP-a i LUTS-a. Simptomi mogu biti opstruktivni (Sto rezultira
smanjenjem brzine protoka mokrace ili dugotrajnim praznjenjem) ili iritativni (Sto rezultira
ucestaloS¢u mokrenja te nokturijom). BHP nastaje kada epitelne i stromalne stanice u prijelaznoj
zoni prostate proliferiraju. Smatra se da je proces uzrokovan upalom ili pove¢anom sekrecijom
spolnih hormona. Pacijenti s LUTS-om prolaze nekoliko dijagnostickih ispitivanja prije
postavljanja dijagnoze BHP-a. Stani¢ni rast kod BHP-a takoder moZe uzrokovati kvrzice u
periuretralnoj regiji prostate, koje mogu djelomic¢no ili u potpunosti opstruirati uretru. BHP dovodi
do niza poremecaja medu kojima je deregulacija razine hormona u cirkulaciji i abnormalna
pregradnja tkiva. Ti procesi ukljuéuju i izmijenjenu ekspresiju citokina i kemokina, poremecaj
imunoloSkog nadzora i prepoznavanja. Poznato je da u genezi karcinoma prostate neravnoteza
izmedu stani¢ne proliferacije 1 stanicne smrti igra znacajnu ulogu. Apoptoza ili programirana
stani¢na smrt sloZen je proces koji ukljucuje razvoj 1 stani¢nu stabilnost. UoCavanje apoptotskih
putova koji ukljucuju stanice prostate koje prolaze hiperplaziju moze pruziti nove podatke o

kancerogenezi, pruzajuci tako nove terapijske ciljeve (5).

1.3. Karcinom prostate

Karcinom prostate drugi je po ucestalosti dijagnosticiran karcinom i Sesti vode¢i uzrok
smrti od karcinoma kod muskaraca u svijetu, s oko 900 000 novih slu¢ajeva godiSnje. Karcinom

prostate obi¢no raste sporo i u pocetku je ogranicen na prostatu, gdje mozda nece nanijeti ozbiljnu



Stetu. Karcinom prostate ima vise zariSta. Medutim, dok neke vrste karcinoma prostate rastu sporo
i trebaju minimalno ili ¢ak nikakvo lijeCenje, druge su vrste agresivne i mogu se brzo Siriti.

Karcinom koji je rano otkriven ima vecu vjerojatnost za uspjesno lijecenje.
1.3.1. Etiologija i patogeneza

Karcinom prostate naj¢es¢i je dijagnosticirani karcinom muske populacije u razvijenim
zemljama s procjenom oko 1,6 milijuna slucajeva u 2015. godini te drugi karcinom po ucestalosti

medu Americkom populacijom (22).

U 2012. g. procjenjuje se da je otkriveno oko 1,1 milijun novih slu¢ajeva karcinoma
prostate, Sto ¢ini 15 % malignih slucajeva Sirom svijeta te oko 307 000 smrtnih slucajeva. U
Sjedinjenim Americkim Drzavama 2015. g. zabiljezeno je 220 800 novih slucajeva, Sto ¢ini 26 %

malignih slu¢ajeva kod muskaraca, od toga 27 540 smrtnih slucajeva (9).

U zapadnoj Europi incidencija je 97 sluajeva na 100 000 muskaraca, ¢ime nadmasuje

karcinom pluca i kolorektalni karcinom (9).

2017. godine u Hrvatskoj je od karcinoma prostate oboljelo 2794 muskaraca, $to je 21 %
od ukupnog broja muskaraca oboljelih od karcinoma. U istoj godini od karcinoma prostate umrlo

je 785 muskaraca (8).

Procjene su da ¢e broj novooboljelih do 2030. porasti na 1,7 milijuna novih slucajeva, od

toga smrtnih slucajeva na 499 000, a uzrok tomu sve je starija svjetska populacija (6).

Rizicni Cimbenici za karcinom prostate su starija Zzivotna dob, rasa 1 genetska
predispozicija. Odredeni egzogeni Cimbenici, poput prehrambenih navika, unosa alkohola,
pusenja, rizinog spolnog ponasanja, izloZenosti UV-zracenju te kroni¢nih upala, takoder mogu

biti ukljuceni u doprinos navedenim rizicima.

Karcinom prostate uglavnom pogada starije muskarce, uz medijan dobi pri dijagnozi od 67
godina (9). Sest od deset slu¢ajeva dijagnosticirano je nakon 65. godine i kasnije. Rjeda je pojava
karcinoma prije 40. godine, a nakon 50. godine Zivota veca je vjerojatnost oboljenja. Od 2007. do
2011. g., otprilike 0,6 % karcinoma prostate dijagnosticirano je izmedu 35. 1 44.; 9,7 % izmedu

45.154., 32,7 % izmedu 55.164., 36,3 % izmedu 65. 1 74., 16,8 % izmedu 75. 1 84. 13,8 % iznad



85. godine (6). Siroka upotreba PSA-a znalajno je doprinijela ranom otkrivanju karcinoma

prostate te se globalno biljezi porast incidencije.

Rasa je takoder jedan o rizicnih ¢imbenika. Tako Afroamerikanci imaju najvecu stopu
porasta oboljenja od karcinoma prostate u svijetu (223 na 100 000 muskaraca). Incidencija kod
Afroamerikanaca visa je 60 % u odnosu na pripadnike bijele rase (139,9 na 100 000 muskaraca).
Od 2007. do 2011. g. stopa smrtnosti Afroamerikanaca bila je 2,4 puta veéa nego li u bijelaca 1

Latinoamerikanaca. Najniza je incidencija medu azijskom populacijom (6, 7).

Nekoliko studija ukazuje na povezanost genetskih nasljednih ¢imbenika s karcinomom
prostate. Muskarci kod kojih netko iz obitelji prvog koljena (otac, brat) ima dijagnosticiran
karcinom prostate imaju dvostruko vecu vjerojatnost od oboljenja. Nasljedni oblik karcinoma ¢ini

9 % od ukupnog broja slu¢ajeva karcinoma prostate (6).

Prehrana je takoder jedan od rizi¢nih ¢imbenika za nastanak karcinoma prostate, posebno
u zapadnim zemljama gdje je uzrok tomu povecana konzumacija masti, crvenog mesa i mlijecnih
proizvoda (6). Nedostatak vitamina D ima znacajnu ulogu u nastanku karcinoma prostate. Vitamin
D nalazi se u mnogim prehrambenim proizvodima kao $to je riblje ulje, jaja i mlijecni proizvodi,
no ponekad je unos kroz prehrambene proizvode nedostatan da pokrije dnevne potrebe. Glavni
izvor vitamina D nastaje sintezom u kozi pretvorbom prekursora (7-dihidroksikolesterola) u
vitamin D, do pretvorbe dolazi djelovanjem ultraljubiastog zracenja od strane sunceva svjetla.
Vitamin D hidroksilira se u jetri, a zatim u bubrezima i tako nastaje njegov aktivni oblik. Vitamin

D ima antiproliferativna svojstva (6, 7).

Pored navedenih rizicnih ¢imbenika, pojedina zanimanja povezuju se s pove¢anim rizikom
nastanka karcinoma prostate. Tako muskarci koji su izloZeni radu s herbicidima 1 pesticidima te
tetraklorobenzo-p-dioksinom (TCDD) imaju povecan rizik nastanka karcinoma prostate iako

trenutno ne postoje ¢vrsti dokazi o tome (10).

Takoder, utjecaj na nastanak karcinoma mogu imati i androgeni, koji imaju vaznu ulogu u
kancerogenezi prostate, a njih ¢ine testosteron, dihidroepiandrosteron te dihidroksitestosteron
(ireverzibilno se katalizira iz testosterona pomocu enzima 5 alfa-reduktaze). Kod muskaraca s
nedostatkom 5 alfa-reduktaze tkivo prostate nerazvijeno je, a biopsijom je vidljiva stroma, ali ne i

epitel. Samim time manjak enzimske aktivnosti i manjak testosterona moze djelovati zastitnicki



protiv razvoja karcinoma prostate, to je i vidljivo u slucaju atrofije prostate kod muskaraca nakon
kirurske kastracije. Laboratorijska istrazivanja pokazuju da primjena testosterona poti¢e nastanak
karcinoma prostate kod miSeva te da androgeni potic¢u proliferaciju stanica i inhibiraju apoptozu

stanica (6, 10, 11).

Epigenetske promjene utjeCu na ekspresiju gena, a da se ne promjeni sekvenca
deoksiribonukleinske kiseline (DNK). Mehanizmi ukljucuju hipermetilaciju, hipometilaciju,
modifikaciju histona itd. Razli€iti geni sudjeluju u nastanku karcinoma prostate ukljucujuci
hipermetilaciju hormonski odgovornih gena (AR, ESR1, ESR2), gena izgradnje i invazije tumora
(CD44, CDH1, LAMAZ3), gena za hipometilaciju (CAGE, HPSE), gena za receptor vitamina D i
mnogi drugi (11).

1.3.2. Klasifikacija tumora

Patohistoloski stupanj 1 stadij bolesti klini¢ki su vazni zbog odredivanja bioloske
agresivnosti karcinoma, procjene lokalne invazije te udaljenih metastaza, kao 1 odredivanje
terapijskog postupka. Za odredivanje stupnja karcinoma prostate koristi se Gleasonov zbroj koji
dobro korelira s prosirenoS¢u bolesti i prognozom. Mikroskopski se svaki tumor ocjenjuje prema
diferenciranosti od 1 do 5. Gleasonov zbroj sastoji se od najzastupljenije i najagresivnije
komponente tumora te stoga moze imati vrijednost od 2 do 10. Nizi Gleasonov zbroj oznacava
dobro diferencirane tumore, dok suprotno tomu visi zbroj oznacava slabo diferencirane tumore s
visokim rizikom od razvoja metastaza. Patoloska podjela temelji se na podatcima dobivenim

tijekom operacije, uz patohistolosku dijagnozu (PHD) uzorkovanog tkiva.

Odredivanje stadija karcinoma temelji se na procjeni veli¢ine tumora prostate 1 njegovoj
prosirenosti. U odredivanju stadija preporucuje se procjena primarnog zariSta tumora (T),
zahvacenosti limfnih ¢vorova (N) te prisutnost metastaza (M). Takav sustav klasifikacije iz 2010.
naziva se TNM sustav. Za TNM stupnjevanje potrebna nam je vizualna tehnika poput
kompjuterizirane tomografije (CT) ili magnetske rezonancije (MR). Klinic¢ki stadij bolesti
odreduje se digitorektalnim pregledom (DRP) te magnetskom rezonancijom zdjelice 1

scintigrafijom kosti (12, 13).



1.4. Dijagnostika karcinoma prostate

Lijecnici koriste mnoge testove kako bi otkrili karcinom te utvrdili njegovu prosirenost, a
u svrhu pravovremenog i odgovarajuceg terapijskog izbora. Lokalizirani karcinom prostate rijetko
je povezan sa simptomima pa se njegovo uocavanje temelji na kombiniranju klinickog pregled
pacijenta, DRP-a, vrijednosti PSA-a, indeksa PSA-a, izracunu indeks zdravlja prostate (engl.
Prostate Health Index, PHI) vizualnim metodama poput CT-a, MR-a te transrektalnom ultrazvuku

(TRUZ) u kombinaciji s biopsijom.
1.4.1. Klinicki pregled

Kompletna anamneza i DRP nuzni su za procjenu rizika kod pacijenta sa sumnjom na
karcinom prostate. Digitorektalno tvrda, ¢vorasta i bezbolna prostata postavlja sumnju da se radi
o karcinomu prostate. Takoder neki od simptoma kao Sto su uvecani limfni ¢vorovi /ili bol u

ledima, mogu ukazivati da se radi o karcinomu.

Vizualnim metodama mozemo, osim potvrde, utvrditi 1 stadij karcinoma prostate te
njegovu prosirenost. Samim time moze se odrediti u kojem ¢e smjeru i¢i daljnje lijeCenje. Vizualne
metode koje se koriste pri evaluaciji bolesti su TRUZ, CT, MR, a ako se utvrdi da su stanice
karcinoma metastazirale provodi se i scintigrafija kostiju. Biopsijom prostate utvrduje se kona¢na
dijagnoza karcinoma prostate, a inicijalno je indicirana kod povisenih vrijednosti PSA-a i/ili
suspektnog digitorektalnog pregleda. Biopsija se izvodi pod kontrolom TRUZ-a uz uzimanje 10 —

12 cilindri¢nih uzoraka (14).
1.4.2. Biokemijski biljezi

Biokemijski biljezi mogu pomo¢i pri dijagnostici i lije¢enju karcinoma prostate. Jedan je
takav biljeg PSA koji je glikoproteinska serinska proteaza veli¢ine 34 kDA, a takoder je poznat 1
kao humani kalikrein I1I. Ne zna¢i nuzno svaka poviSena vrijednost PSA-a da je karcinom prisutan.
PSA mozZe biti poviSen i kod prostatitisa, BHP-a te nakon manipulacije prostate (kateterizacija,
endoskopski zahvat). Uredna vrijednost PSA-a u krvi muskarca uglavnom je od 0 — 4 pg/L, no
ovisi 0 dobi. Omjer slobodnog i ukupnog PSA-a (vrijednost F/T) koristan je parametar u nejasnim
sluajevima, pa se njegovom primjenom smanjuje broj nepotrebnih biopsija. U pacijenata s F/T >
25 % rizik od karcinoma je 8 %, dok je u slucaju F/T < 10 % taj rizik 56 % (15).



PSA se u pocetku sintetizira iz epitelnih stanica kao proenzim koji sadrzava 261
aminokiselinu. U duktusu prostate nastaje prekursor (-7) proPSA koji sadrzi 244 aminokiseline
nakon uklanjanja 7-amino N-terminalnog-pro-peptida. Aktivni oblik PSA-a nastaje konverzijom
iz prekursora proPSA uz pomo¢ humanog kalikreina-2 te aktivni oblik moze postati inaktivan
nakon proteolize. PSA se u serumu nalazi u slobodnom i kompleksiranom obliku (engl. complexed
PSA, cPSA). Slobodni PSA (engl. free PSA, fPSA) ima tri razli¢ita molekularna oblika. Prvi je
oblik proPSA, koji je ujedno i najstabilniji oblik, eksprimiran je uglavnom u perifernoj zoni
prostate i ima nekoliko skrac¢enih oblika. Djelomi¢nim cijepanjem (-7) pPSA-a dolazi do
skracivanja pro-peptida u (-5) pPSA, (-4) pPSA i (-2) pPSA. Biomarker proPSA odobren je 2012.
od strane organizacije za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration — FDA) kao pomo¢
pri odlu¢ivanju potrebe za biopsijom kod muskaraca Cije su vrijednosti PSA-a izmedu 4,0 1 10,0
ug/L, a DRP je negativan. Drugi je oblik intaktni (iPSA) koji je sli¢an izvornom aktivnom obliku
PSA-a, ali je enzimski neaktivan. Tre¢i je oblik benigni PSA (BPSA) koji je eksprimiran u

prijelaznoj zoni prostati¢ne zlijezde te je povezan s benignom hiperplazijom prostate (15, 16).

Kompleksirani PSA nastaje kada se enzimski aktivni PSA oslobodi u serum, nakon ¢ega
dolazi odmah do neutralizacije proteoliti¢ke aktivnost vezanjem za serinske antiproteaze kao §to

su a.l-proteaza inhibitor, al-antikimpotripsin te a2-makroglobulin (15).



2. HIPOTEZA

Hipoteza ovog istrazivanja je da je PHI zbroj bolji dijagnosticki biljeg u razlikovanju
benignih od malignih promjena prostate od % PSA, te da bi se njegovom uporabom smanjio broj
nepotrebnih biopsija kod pacijenata sa sumnjom na karcinom prostate.



3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Glavni cilj: Ovim istrazivanjem koje obuhvaca analizu razli¢itih molekularnih oblika PSA-
a (ukupni PSA, fPSA i p2PSA) trebalo bi procijeniti potencijal p2PSA-a u razlikovanju pacijenata
s karcinomom prostate u odnosu na pacijente s benignim promjenama kod kojih postoji sumnja

neoplasti¢ne promjene.

Specifiéni ciljevi:
1. Ispitati postoji li razlika u vrijednostima p2PSA-a u pacijenata s karcinomom prostate u
odnosu na kontrolnu skupinu.
2. lzracunati PHI iz vrijednosti pojedinacnih parametara.
3. Odrediti specificnost i osjetljivost PHI-a u odnosu na % PSA u razlikovanju pacijenata s

benignim promjenama od pacijenata s karcinomom.



4. ISPITANICI 1| METODE

4.1. lIspitanici

Za istrazivanje su se koristili preostali uzorci venske krvi prikupljeni venepunkcijom u
epruvetu bez antikoagulansa, pacijenata sa sumnjom na karcinom prostate, a koji su zaprimljeni u
Zavodu za urologiju KBC-a Osijek te su tamo ujedno podvrgnuti postupku biopsije prostate.
Istrazivanje se provodilo tijekom dva mjeseca. PSA 1 fPSA rutinski su se mjerili u sklopu obrade
takvih pacijenata, a u ostatnom su se uzorku naknadno izmjerile koncentracije p2PSA-a. Mjerenja
su provedena u Klinic(kom zavodu za laboratorijsku dijagnostiku KBC-a Osijek. Patohistoloska
analiza bioptata prostate napravila se u Klinickom zavodu za patologiju i sudsku medicinu. Ustroj
studije je presje¢no istrazivanje. Iz istrazivanja su se iskljucili pacijenti kojima su vrijednosti PSA-
a bile vece od 15 ili manje od 2 pg/L. Ispitanici su bili podijeljeni u dvije skupine:

1. pacijenti s karcinomom prostate
2. ispitanici s povec¢anim PSA-om 1/ili patoloskim nalazom digitorektalnog pregleda, ali bez

potvrdenog karcinoma prostate.

4.2. Metode

4.2.1. Laboratorijski postupci

Uzorci venske krvi dobiveni venepunkcijom u epruvete bez antikoagulansa centrifugirali
su se 10 minuta na 3500 rpm. Tim postupkom odvojio se serum od stanica koji je posluzio za
mjerenje koncentracija PSA-a i fPSA-a. Nakon testiranja ostatni uzorci seruma pohranili su se u
hladnjak na -20 °C s ciljem naknadnog mjerenja koncentracije p2PSA-a. Sustavi za imunolosko
testiranje Access Hybritech PSA, Access Hybritech free PSA i Access Hybritech p2PSA
proizvodaca Beckman Coulter-a koriSteni su za mjerenje koncentracije PSA-a, fPSA-a i p2PSA-
a. Mjerenje se izvelo kemiluminiscentnom imunoanalizom na UniCel DxI 600 imunokemijskom
analizatoru (Beckman Coulter Inc., Brea, USA). Access Hybritech analiza je dvodijelna
imunoenzimska (,,sendvi¢“) analiza. 1z vrijednosti koncentracija PSA-a i fPSA-a racunski se
izracunao % PSA prema formuli indeks PSA (%) = fPSA / tPSA x 100, a iz vrijednosti svih triju
parametara izratunao se PHI zbroj prema formuli PHI = (p2PSA / fPSA) x (VPSA). Kona¢na
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dijagnoza i prema tome podjela pacijenata temeljila se na patohistoloskom nalazu bioptata prostate

dobivenom tijekom rutinske obrade pacijenta.

Metoda odredivanja ukupnog PSA (Access Hybritech PSA):

Uzorak se dodaje u reakcijsku posudu s konjugatom monoklonskih antitijela anti-PSA-
alkalnom fosfatazom, i paramagnetskim cesticama obloZenim sa sekundarnim monoklonskim
antitijelima misa anti-PSA. PSA se u uzorku veze na imobilizirana monoklonska antitijela anti-
PSA na krutoj fazi dok, istovremeno, konjugat monoklonskih antitijela anti-PSA alkalne fosfataze
reagira s razli¢itim mjestima za antigen na uzorku PSA. Nakon inkubacije u reakcijskoj posudi,
materijali vezani na krutu fazu se drze u magnetskom polju dok se nevezani materijali ispiru. Zatim
se u posudu dodaje kemiluminiscentni supstrat Lumi-Phos* 530, a svjetlo generirano reakcijom se
mjeri luminometrom. Proizvodnja svjetlosti je direktno proporcionalna koncentraciji PSA u

uzorku. Koli¢ina analita u uzorku je odredena sa pohranjene kalibracijske krivulje.

Metoda odredivanja fPSA (Access Hybritech free PSA):

Uzorak je dodan u reakcijsku posudu s konjugatom misjih monoklonskih antitijela anti-
free PSA-alkalna fosfataza i1 paramagnetskim Cesticama obloZzenim sa drugim misjim
monoklonskim antitijelima, anti-PSA. Slobodni PSA u uzorku se veZe na imobilizirana
monoklonska antitijela anti-PSA na krutoj fazi dok istovremeno konjugat monoklonskih antitijela
anti-free PSA-alkalna fosfataza reagira s razli¢itim antigenskim mjestima na molekuli slobodnog
PSA. Nakon inkubacije u reakcijskoj posudi, materijali koji su vezani na krutu fazu postavljaju se
u magnetsko polje dok se nevezani materijali ispiru. Zatim se dodaje kemiluminiscentni supstrat
Lumi-Phos* 530 u reakcijsku posudu, a zbog reakcije nastalo svjetlo mjeri se luminometrom.
Proizvodnja svjetlosti je proporcionalna koncentraciji slobodnog PSA u uzorku. Koli¢ina analita

u uzorku se odreduje iz pohranjene kalibracijske krivulje .
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Metoda odredivanja p2PSA (Access Hybritech p2PSA):

Uzorak je postavljen u reakcijsku posudu s konjugatom monoklonskih antitijela miSa anti-
PSA-alkalna fosfataza, paramagnetskim cesticama oblozenim s mi§jim monoklonskim antitijelima
anti-[-2] proPSA i blokiraju¢im ragensom. [-2] proPSA u uzorku se veze na imobilizirana
monoklonska antitijela anti-[-2] proPSA na krutoj fazi dok istovremeno, konjugat monoklonskih
antitijela anti-PSA-alkalna fosfataza reagira s razliitim mjestima za antigen na molekuli [-2]
proPSA. Nakon inkubacije u reakcijskoj posudi, materijali vezani za krutu fazu se drze u
magnetskom polju dok se nevezani materijali ispiru. Zatim se dodaje kemiluminiscentni supstrat
Lumi-Phos* 530 koji je dodan u reakcijsku posudu, a svjetlo koje nastaje reakcijom mjeri se
luminometrom. Proizvodnja svjetlosti je direktno proporcionalna koncentraciji [-2] proPSA u

uzorku. Koli¢ina analita u uzorku se odreduje iz pohranjene kalibracijske krivulje.

4.2.2. StatistiCke metode

Rezultati su se obradili statistiCkim testom MedCalc (MedCalc Software, Mariakerke,
Belgium). Deskriptivna statistika uz odgovarajuce srednje vrijednosti i standardne devijacije ili
medijane i interkvartilne raspone (ovisno o normalnosti raspodjele) koristila se za prikaz podataka.
Kolmgorov-Smirnov testom ispitala se raspodjela podataka. Ovisno o normalnosti raspodjele,
razlika izmedu grupa se testirala odgovaraju¢im parametrijskim ili neparametrijskim testom (t-test
ili Mann — Whitney U test). ROC analiza napravljena je za % PSA i PHI zbroj kako bi se utvrdila
njihova specifi¢nost i osjetljivost u razlikovanju benignih od malignih promjena prostate. P < 0,05

predstavljala je razinu znacajnosti koja se koristila za ocjenu znacajnosti dobivenih rezultata.
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5. REZULTATI

Rezultati mjerenja prikazani su u Tablici 1. iz koje je vidljivo je da nema statisticki

znacajne razlike u koncentraciji p2PSA-a izmedu ispitivanih skupina za razliku od p2PSA/fPSA i

PHI-a, gdje je ta razlika vidljiva.

Tablica 1. Rezultati biokemijskih biljega u ispitivanim skupinama

Kontrolna skupina Karcinom p*
Medijan; 1Q Medijan ; 1Q
PSA pg/L 7,91 (6,49 —-10,38) 7,06 (3,97 — 11,93) 0,415
fPSA pg/L 1,39 (1,05 — 1,96) 1,00 (0,87 — 1,18) 0,032
p2PSA pg/L 0,012 (0,008 —0,019) 0,016 (0,013 —0,024) 0,126
% PSA 82,24 (77,81 — 86,31) 85,40 (79,33 — 90,95) 0,126
% fPSA 17,77 (13,70 — 22,19) 14,60 (9,05 — 20,67) 0,126
p2PSA/PSA 9,86 (8,476 — 12,06) 14,82 (13,18 — 20,48) 0,002
PHI 25,93 (20,908 — 35,01) 41,25 (28,62 — 54,48) 0,020

*Mann — Whitney U test

1Q — interkvartilni raspon

Usporedba vrijednosti svih parametara izmedu ispitivanih skupina prikazana je graficki (Slike 1.

~7).
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Slika 1. Usporedba vrijednosti koncentracija PSA-a izmedu kontrolnih ispitanika i ispitanika s

karcinomom prostate
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Slika 2. Usporedba vrijednosti koncentracija fPSA-a izmedu kontrolnih ispitanika i ispitanika s

karcinomom prostate
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Slika 3: Usporedba vrijednosti koncentracija p2PSA-a izmedu kontrolnih ispitanika i ispitanika s

karcinomom prostate
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Slika 4: Usporedba vrijednosti koncentracija % PSA-a izmedu kontrolnih ispitanika i ispitanika s

karcinomom prostate
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Slika 5: Usporedba vrijednosti koncentracija % fPSA-a izmedu kontrolnih ispitanika i ispitanika

45

40

35

30

25

20

p2PSA/fPSA

15

10

s karcinom

om prostate

Kontrolni ispitanici

Ispitanici s karcinomom prostate

Slika 6: Usporedba vrijednosti koncentracija p2PSA/fPSA izmedu kontrolnih ispitanika i
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Slika 7: Usporedba vrijednosti koncentracija PHI-a izmedu kontrolnih ispitanika i ispitanika s

karcinomom prostate

Sredi$nja linija u grafickom prikazu oznacuje medijan, éetverokut oznacuje interkvartilni raspon,
vodoravne linije ispod Cetverokuta i iznad ¢etverokuta oznacavaju najmanju i najvecu vrijednost
bez strSe¢ih i ekstremnih vrijednosti, kruzi¢i oznacuju strSec¢e vrijednosti, crveni kvadrati¢i

oznacuju ekstremne vrijednosti. Crveni kvadrati¢i unutar ¢etverokuta oznacuju srednju vrijednost.
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Prikaz osjetljivosti i specificnosti % PSA i PHI zbroja
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Slika 8. ROC usporedna analiza % PSA i PHI

Prikaz osjetljivosti i specifi¢nosti svih ispitivanih parametara
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Slika 9. ROC usporedna analiza svih parametara.
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Tablica 2. Prikaz osjetljivosti, specificnosti 1 AUC vrijednost ispitivanih parametara.

Grani¢na

Osijetljivost % Specifi¢nost % vrijednost AUC
PSA ug/L 45,5 93,7 5,68 0,406
fPSA ug/L 90,9 68,7 1,25 0,253
p2PSA pug/L 90,9 56,2 0,012 0,676
% PSA 45,5 93,7 87,72 0,676
% fPSA 45,5 93,7 12,06 0,324
p2PSA/fPSA 81,8 81,2 13,01 0,852
PHI 63,6 87,5 38,15 0,767

19



6. RASPRAVA

Lose zivotne navike (pusenje, alkohol), neadekvatna prehrana i nedovoljna tjelesna
aktivnost su faktori koji povecavaju rizik od nastanka karcinoma prostate kao i mnogih drugih
bolesti. Teznja pronalasku biokemijskih pokazatelja koji bi omoguéili §to ranije otkrivanje
karcinoma prostate i kvalitetnije pracenje terapijskog ucinka od velikog je znacaja (20).

U ovom istrazivanju je napravljena analiza i usporedba parametara koji su znacajni za
procjenu rizika karcinoma prostate. Istrazivanje je pokazalo da pri grani¢noj vrijednosti PHI zbroja
od 38,15 PHI ima vecu osjetljivost 1 specificnost od uobicajeno primjenjivanog % PSA.

Pravovremeno otkrivanje karcinoma prostate iznimno je znacajno za uspjeSnost lijecenja.
Idealno bi bilo kada bi biljeg razlikovao zdrave od bolesnih te korelirao s prosireno$¢u karcinoma
i njegovom agresivno$¢u. Danas, medutim, jo§ uvijek ne postoji takav biljeg, pa su brojna
istraZzivanja usmjerena na njegov pronalazak. Konacna dijagnoza karcinoma prostate postavlja se
na temelju citoloskog nalaza bioptata prostate. Postupak biopsije je invazivan i moze rezultirati
hematurijom, infekcijom urinarnog trakta te u rjedim slucajevima sepsom. Indikacija za biopsiju
uglavnom se temelji na klinickom pregledu 1 vrijednostima biokemijskih biljega i njihovih omjera,
¢ijom se uporabom s odredenom pouzdanoscu mogu izbjeci biopsije kod nekih pacijenata.

Istrazivanje koje su proveli Lazzeri i suradnici (17) na 1026 pacijenata pokazalo je da su
p2PSA, p2PSA/fPSA i PHI zbroj najbolji prediktori karcinoma prostate jer su vrijednosti tih
parametara bile znacajno vise u osoba s karcinomom prostate. Najvecu osjetljivost i specificnost
imali su p2PSA/fPSA 1 PHI (AUC: 0,733 1 0,733). Nadalje, u istrazivanju koje su proveli Park 1
suradnici (18) postoji statisticki znacajna razlika u vrijednostima p2PSA-a izmedu kontrolne
skupine i pacijenata s karcinomom prostate te su one 57 % vise u pacijenata s karcinomom prostate.
Takva razlika u koncentracijama p2PSA-a izmedu ispitivanih skupina nije dobivena u nasem
istrazivanju. Medutim, u njihovo je istrazivanje bilo ukljuceno 246 ispitanika te je prisutna razlika
izmedu ustroja studije u odnosu na nase istrazivanje. Yung-Ting Cheng i suradnici (19) dobili su
slicne rezultate u istrazivanju (n = 121) koje je pokazalo da veéu osjetljivost i specifi¢nost ima
p2PSA/fPSA i PHI (AUC: 0,732 0,772) u odnosu na ukupni PSA, fPSA i % fPSA (AUC: 0,544,
0,538, 0,593). Da bi se smanjio broj nepotrebnih biopsija, potrebno je naci najbolji prediktor koji
bi omogucio razlikovanje pacijenata s karcinomom prostate u odnosu na one s benignim

promjenama. lako su provedena mnoga istrazivanja s velikim brojem ispitanika, i dalje ne postoji
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biokemijski biljeg koji sa sigurno§¢u moze ukazati na prisutnost, tj. odsutnost karcinoma prostate.
Mohan Adhyam i Anish Kumar Gupta (20) navode da mnogi ¢imbenici poput dobi, rase, indeksa
tielesne mase (viSi indeks povezan s nizom vrijedno$¢u PSA), ali i neki lijekovi, utjeCu na
vrijednosti svih tih parametara. Jedan je od poznatijih inhibitor 5-alfa-reduktaze koji utjece na
smanjenje serumskih vrijednosti PSA. U istrazivanju koje su proveli I. Vukovi¢ i suradnici (21)
na 129 pacijenata, pokazalo je da p2PSA/fPSA omjer ima obecavajuéu prediktivnu vrijednost 1
pokazuje statistiCki znacajnu razliku izmedu ispitivanih skupina. Takoder, navode da se
dijagnosticka osjetljivost pove¢ava kombinacijom vrijednosti p2PSA-a, p2PSA/fPSA i PHI-a.
OgraniCenje naSeg istrazivanja je mali broj ispitanika. Takoder, nedostaju podatci o
mogu utjecati na rezultate nekih parametara. Moguce je da bi ustroj studije s ve¢im brojem
ispitanika te koriStenje isklju¢nih ¢imbenika poput loSih zivotnih navika (pusenje, alkohol)

rezultiralo drugacijim vrijednostima ispitivanih parametara.
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7. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Nije nadena statistiCki znacajna razlika u vrijednostima p2PSA-a izmedu kontrolne skupine i

skupine ispitanika s karcinomom prostate.

2. Postoji znacajna razlika u vrijednostima PHI zbroja izmedu ispitivanih skupina gdje je
vrijednost PHI zbroja znatno veca u pacijenata s karcinomom prostate u odnosu na kontrolnu

skupinu.

3. PHI zbroj je imao vecu osjetljivost i specifi¢nost u odnosu na % PSA u razlikovanju pacijenata

s karcinomom prostate u odnosu na kontrolne ispitanike.

4. PHI zbroj i p2PSA/fPSA su korisni pokazatelji u razlikovanju ispitanika s benignim

promjenama prostate u odnosu na ispitanike s karcinomom prostate.
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8. SAZETAK
Cilj istrazivanja

Cilj istrazivanja bio je ispitati postoji li znacajna razlika u vrijednostima p2PSA-a izmedu
ispitanika kontrolne skupine i skupine s karcinomom prostate te je li PHI zbroj osjetljiviji i

specifi¢niji pokazatelj od % PSA u razlikovanju pacijenata s benignim promjenama od pacijenata

s karcinomom.

Ispitanici i metode

U istrazivanje je bilo ukljueno 27 ispitanika koji su na temelju dijagnoze podijeljeni u
dvije skupine: 1) 11 ispitanika s karcinomom prostate; I1) 16 kontrolnih ispitanika. Koncentracije
PSA-a, fPSA-a i p2PSA-a su izmjerene kemiluminiscentnom imunoanalizom na UniCel DxI 600
imunokemijskom analizatoru (Beckman Coulter Inc., Brea, USA). 1z vrijednosti koncentracija
PSA-a i fPSA-a racunski se izra¢unao % PSA a iz vrijednosti svih triju parametara izra¢unao se
PHI zbroj. Rezultati su obradeni statistickim testom MedCalc (MedCalc Software, Mariakerke,
Belgium). Za ispitivanje osjetljivosti i specifi¢nosti koristila se ROC analiza, a za usporedbu medu

skupinama Mann — Whitney U test.
Rezultati

Istrazivanje je pokazalo da ne postoji statistiCki znacajna razlika u vrijednostima p2PSA-a
izmedu pacijenata s karcinomom prostate i kontrolnih ispitanika. Pri grani¢noj vrijednosti od 38,15
PHI zbroj ima vecu osjetljivost i specifi€nost od uobic¢ajeno primjenjivanog % PSA (AUC = 0,767
vs. AUC = 676).

Zakljucéak

Rezultati istrazivanja pokazali su da je PHI zbroj bolji parametar za procjenu rizika od

karcinoma prostate u odnosu na indeks PSA.

Kljucéne rijeci: p2PSA, PHI, PSA, % PSA
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9. SUMMARY
Diagnostic value of p2PSA determination in detection of prostate cancer
Research Objectives

The aim of the study was to investigate whether there is a significant difference in p2PSA
values between control subjects and patients with prostate cancer and whether the PHI score is a
more sensitive and specific indicator than % PSA for differentiating patients with benign changes

from patients with cancer.

Patients and Methods

A total of 27 patients, who were classified into two groups according to the diagnosis, were
included in the research: 1) 11 patients with prostate cancer; I1) 16 control subjects. Concentrations
of PSA, fPSA and p2PSA were measured by chemiluminescent analysis on UniCel DxI 600
immunoassay analyzer (Beckman Coulter Inc., Brea, USA). The % PSA was calculated from the
values of PSA and fPSA concentrations and all three parameters were used to calculate the PHI
score. Statistical analysis of the results was done using MedCalc statistical software (MedCalc
Software, Mariakerke, Belgium). ROC analysis was performed to test the sensitivity and

specificity whereas the Mann-Whitney test was used for comparing the two groups.

Results

The study has not shown a significant difference in p2PSA values between patients with
prostate cancer and the control subjects. With a cut-off level of 38,15, the PHI score has a higher
sensitivity and specificity than the usually applied %PSA (AUC=0,767 vs AUC=676).

Conclusion

The study results have shown that the PHI score is a better parameter for assessing the risk

of prostate cancer compared to the PSA index.

Keywords: p2PSA, PHI, PSA, %PSA
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