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ZNACAJ SERUMSKE IZOFORME PROSTATA SPECIFICNOG ANTIGENA I
NJEGOVIH DERIVATA U RANOM OTKRIVANJU KARCINOMA PROSTATE

Sazetak

Karcinom prostate (CaP) je najces¢i malignitet kod muskaraca preko 70 godina u zemljama
Severne i Zapadne Evrope, kao i SAD. U Srbiji, CaP je na treCem mestu po ucéestalosti i na
tre¢em mestu po mortalitetu. Na globalnom nivou, CaP je drugi po ucestalosti od svih karcinoma
i Sesti uzrok smrti od karcinoma. Svi ovi epidemioski podaci pokazuju koliko je CaP veliki
zdravstveni 1 ekonomski problem, kako u celom svetu, tako i u Srbiji. Povecanje incidence CaP
posledica je Siroke primene prostata specificnog antigena (PSA) testiranja koje je kasnih
osamdesetih godina dovelo do revolucionarnih promena u dijagnostici CaP. Medutim, kako je
PSA organ specifi¢an, ali ne i karcinom specifi¢an marker, on se ne moze smatrati idealnim

markerom.

Kako bi se poboljsala specificnost PSA za detekciju CaP, vremenom su uvodeni novi derivati
PSA, kao $§to su dinamika rasta PSA u funkciji vremena (eng. PSA velocity, PSAV), odnos
ukupnog PSA i zapremine prostate (eng. PSA densitiy, PSAD), udvostruéenje bazi¢ne vrednosti
PSA tokom vremena (eng. PSA doubling time), procentualni odnos slobodnog prema ukupnom
PSA (%fPSA). Pokazano je da jedino %fPSA donekle poboljsava specifiénost PSA za rano
ve¢om sigurno$¢u mogli da ukazu na CaP. Pokazalo se da su serumska izoforma prostata
specificnog antigena p2PSA i njegovi derivati %p2PSA, PHI (eng. prostate health index),
najbolji novi biomarkeri koji znacajno povecavaju specificnost PSA za detekciju karcinoma
prostate. Sto je vaznije, ovi biomarkeri mogu da naprave razliku izmedu klinicki
nesignifikantnog, nisko-rizicnog tumora i njegove agresivne forme. Njihovom primenom
znacajno S€ smanjuje broj pacijenata koji podlezu suvisnim dijagnostickim 1 terapijskim
procedurama (eng. overdiagnosis & overtreatment) kao i svim komplikacijama koje ih prate.

Medusobni matematicki odnosi p2PSA, fPSA 1 ukupnog PSA dat je formulom c¢iji rezultat



oznacava PHI (PHI = [p2PSA / fPSA] x PSA1/2), a medusobni odnos p2PSA i fPSA, odnosno
%p2PSA formulom (p2PSA/fPSA x 100).

Cilj ove studije bio je da se utvrdi senzitivnost, specificnost, pozitivna i negativna prediktivna
vrednost p2PSA i njegovih derivata PHI i %p2PSA za ranu detekciju CaP kod pacijenata sa
vrednostima PSA od 2 do 10 ng/mL kao i da se utvrdi prediktivni znacaj p2PSA i njegovih
derivata, %p2PSA i PHI, u prognozi agresivnije forme CaP (Glison skor > 7). | na kraju, cilj je
bio da se proceni znacaj vrednosti PHI > 55 u otkrivanju agresivnije forme CaP (Glison skor >
7).

U Kilinici za urologiju Klinickog centra Srbije sprovedena je studija preseka. Studijom su bili
obuhvaceni svi konsekutivni pacijenti koji su pregledani u periodu od januara 2012. do januara
2014., a koji su zadovoljili inkluzione kriterijume studije. Inkluzioni kriterijumi bili su: pacijenti
starosti 50 i viSe godina, bez prethodne istorije karcinoma prostate, sa urednim digito-rektalnim
pregledom (DRE), vrednostima PSA od 2-10 ng/mL, patohistoloskim nalazom dobijenim sa 12 i
viSe iseCaka prilikom transrektalne ultrazvuéno vodene biopsije prostate (TRUS biopsija
prostate). Kriterijumi za isklju¢ivanje iz studije bili su: pacijenti koji su uzimali lekove koji uticu
na vrednosti PSA (inhibitori 5 alfa reduktaze, antiandrogena terapija), hirur§ke intervencije na
prostati (transuretralna resekcija prostate, biopsija prostate), akutni prostatitis, infekcija

urinarnog trakta i PSA van opsega 2-10 ng/mL.

Pre u¢injene TRUS biopsije prostate, odredivane su vrednosti PSA, free PSA i p2PSA
primenom Hybritech testa prema uputstvima proizvodaca testova na Beckman Coulter Access 2
Immunoassay analizatoru. Vrednosti %p2PSA i PHI su dobijene matemati¢ckom formulom.

Statisticka analiza prikupljenih podataka uradena je metodama deskriptivne statistike (srednja
vrednost, medijana, interval poverenja, minimalne i maksimalne vrednosti). Prediktivna vrednost
PSA, fPSA i p2PSA u detekciji CaP ispitivana je univarijantnom i multivarijantnom regresionom
analizom. Odredivanje grani¢nih vrednosti ispitivanih biohemijskih markera koji daju najbolji
odnos specifi¢nosti i senzitivnosti u cilju ranog otkrivanja CaP ispitivana je ROC analizom. Za

sve testove odreden je nivo znacajnosti od p<0,05.



Studijsku populaciju ¢inilo je 129 pacijenata koji su u odnosu na patohistoloski nalaz podeljeni u
dve grupe, sa CaP i sa benignim bolestima prostate. Prose¢na starost pacijenata je bila slicna u
obe grupe pacijenata (65,29 vs 64,03 godina). Vrednosti PSA su bile neSto nize u grupi
pacijenata sa CaP (5,81 vs 6,24 ng/ml), bez statisticki znacajne razlike. Vrednosti slobodnog
(FPSA) su bile statisti¢ki znac¢ajno nize u grupi pacijenata sa karcinomom (p < 0,01), kao i njihov
medusobni odnos (%fPSA). Vrednosti p2PSA bile su veée u grupi pacijenata sa CaP (19,55 vs
18,68) bez statisticki znacajne razlike. Vrednosti %p2PSA i PHI bile su statisticki zna¢ajno vece
(p < 0,01) u grupi pacijenata sa CaP. ROC analizom je odredivana senzitivnost, specifi¢nost i
grani¢ne vrednosti ovih markera da bi procenili njihove performanse u smislu diskriminacije
pacijenata sa CaP. Pokazalo se da najvecu povrsinu ispod krive (AUC) ima %p2PSA (0,723),
fPSA (0,707), %fPSA (0,693) i potom PHI (0,68) sa statisticki znac¢ajnom razlikom. Pri
senzitivnosti od 90,06%, grani¢na vrednost za %fPSA iznosila je 11,4%, a specificnost 40%. Za
istu senzitivnost grani¢na vrednost za PHI bila je 27,4 i specifi¢nost 26,6%, a najoptimalnija
grani¢na vrednost bila je 41,67 pri senzitivnosti 64% 1 specifi¢nosti 65,2%. Grani¢na vrednost za

%p2PSA bila je 1,25%, pri senzitivnosti 90,8% i specifi¢nosti 34,4%.

Takode smo odredivali koji od ovih markera moze da ukaze na agresivnu formu CaP. Statisticku
znacajnost smo dobili u slu¢aju %2PSA (AUC 0,63) i PHI (AUC 0,654). Grani¢na vrednost za
%p2PSA bila je 1,35%, za senzitivnost 92% i specificnost 20%, a za PHI pri istoj senzitivnosti

grani¢na vrednost iznosi 31,33 1 specifi¢nost 22,5%.

Univarijantnom regresionom analizom dobijeno je da su signifikantni prediktori CaP %p2PSA,
PHI, fPSA i %fPSA, dok su signifikantni prediktori agresivnosti CaP %p2PSA (p=0,024) i PHI
(p=0,052). Multivarjantna logisticka regresiona analiza je ucinjena kako bi se utvrdilo koja
kombinacija markera moZze da predvidi postojanje CaP. Koristili smo bazi¢an model sacinjen od
standardnih markera (PSA, fPSA i %PSA), a potom sa njim kombinovali p2PSA, %p2PSA i
PHI. Najbolje se pokazao bazi¢ni model u kombinaciji sa %p2PSA a potom model sa p2PSA i
PHI. Takode, ista analiza je ucCinjena po pitanju predikcije agresivnosti karcinoma gde se
najboljim pokazao model sa %p2PSA ali se kao prihvatljivim pokazao i model sa p2PSA i PHI
koji su bili vrlo blizu konvencionalnog nivoa znacajnosti. Studija je pokazala da sa povecanjem

vrednosti PHI znacajno raste i broj pacijenata sa CaP. Takode, sa porastom vrednosti PHI raste i



procenat pacijenata sa agresivnom formom CaP, ali to nismo statisticki dokazali verovatno kao
kao posledicu malog uzorka.

Ovim ispitivanjem pokazali smo da se koris¢enjem p2PSA testiranja, kao 1 njegovih derivata
%p2PSA i PHI, moze napraviti bolja diskriminacija pacijenata sa i bez CaP, u odnosu na
standardno testiranje sa PSA. Takode smo pokazali da se njihovom upotrebom moze napraviti
razlika izmedu pacijenata sa niskorizicnom i pacijenata sa agresivnijom formom CaP (Glison
skor>7).

Kljuéne reci: karicnom prostate, PSA, p2PSA, %p2PSA, PHI
Nauéna oblast: Medicina
UZa naucna oblast: Urologija

UDK broj:



THE ROLE OF THE SERUM ISOFORM OF THE PROSTATE SPECIFIC-ANTIGEN
AND ITS DERIVATIVES IN EARLY DETECTION OF PROSTATE CANCER

Abstract

Prostate cancer (PC) is the most common malignancy in men aged >70 in Western and Eastern
European Countries, as well as in the US. In Serbia, PC is the third most common incidence rate
and has the third most common mortality rate. On a global scale, PC takes second place of most
common incidence in all malignancies, and sixth place for most common reason of mortality on
all Carcinomas. All these epidemiological data indicate that PC is a significant health and
economic issue, not only globally, but also in Serbia. The increase of PC is a consequence from
high use of prostate specific antigen (PSA) assessment, which led to revolutionary changes in the
diagnostics of PC in the late eighties. However, as the PSA is organ specific, but not also

carcinoma specific marker, it cannot be considered as an ideal marker.

Overtime, in order to improve the specificity of PSA for PC detection, new derivates of PSA
were introduced, such as PSA velocity (PSAV), PSA densitiy (PSAD), PSA duobling time, the
percentage of free versus total PSA (%fPSA). Only %fPSA has been proved to in some extent
increase the specificity of PSA in regards to early discovery of PC. In a short time, the search for
a better and more sensitive marker appeared, which would be able to indicate PC with a higher
determination. It was shown that the serum isoform of the prostate specific antigen p2PSA and
its derivates %p2PSA, PHI (Prostate health index), are the best of newer biomarkers that
significantly increase the specificity of PSA in detecting PC. More importantly, these biomarkers
can make the difference between the indolent, clinically non significant tumor and it's aggressive
form which needs to be treated. Including these in diagnostic procedures significantly decreases
number of patients that are undergoing unnecessary diagnostic and therapeutic procedure
(overdiagnosis and overtreatment) as well as complications due to the same. The mathematic
algorithm incorporating p2PSA, fPSA and total PSA is given by the formula which results in
PHI (PHI = [p2PSA / fPSA] x PSA1/2), whereas the correlation between p2PSA and fPSA, e.g.
%p2PSA formula (p2PSA/fPSA x 100) .



The purpose of the study was to determine the relationship between PC and PSA, e.g. it's
derivates fPSA, %fPSA, p2PSA, %p2PSA i PHI. Second end points were to investigate their
possibilities in clinical use in differentiation of low risk PC from the aggressive form of PC with
Gleason score >7. The primary objective for the study was to determine the performances of new
biomarkers p2PSA and it's derivates %2PSA and PHI in regards to standard biomarkers PSA,
fPSA, %fPSA.

At the Clinic for Urology at the Clincial Center of Serbia a cross-sectional study was conducted.
The study included all consecutive patients that had been examined in the period from January
2012. until January 2014., and who fulfilled inclusion criteria of the study. Inclusion criteria
were patients aged >50, no previous history of PC, no findings of digito-rectal examination
(DRE), PSA values between 2-10 ng/mL, patohistology report received with >12 biopsies during
transrectal ultrasound guided biopsy of the prostate (TRUS biopsy). Exclusion criteria for the
study were patients that had been treated with drug that have an effect on PSA values (inhibitors
of 5 alfa reductase, antiandrogenic therapy), previous surgical procedures of the prostate
(transuretral resection of the prostate, prostate biopsy), acute prostatitis, urinary tract infection

and PSA out of given range 2-10 ng/mL.

Prior to prostate TRUS biopsy performance, values of markers were determined: PSA, free PSA
and p2PSA using Hybritech essey according to manufacturer’s instructions of the tests of
Beckman Coulter Access 2 Immunoassay analyzer. Values of %p2PSA and PHI obtained were
calculated mathematically.

The statistic analysis performed with data collected was done using methods of descriptive
statistics (mean value, median, confidence interval, minimal and maximal values). The predictive
value of PSA, fPSA and p2PSA in detection of PC was determined using univariate and
multivariate regressive analysis. Determination of range values for investigated biochemical
markers that give the best correlation between specificity and sensitivity in early detection of PC
was tested with the ROC analysis. For all tests, a level of significance was determined to p <
0.05.



Study population included 129 patients in total, divided in two groups based on pathohistology
findings - with PC and benignat diseases (BPH). Mean age was slimilar in both groups (65.29 vs
64.03 years). Values of PSA were slightly lower in the patient group with PC (5.81 vs 6.24
ng/ml), without any significant difference. Values of free PSA (fPSA) were significantly lower
in the patient group with PC (p < 0.01), as well as their ratio (%fPSA). Values of p2PSA were
higher in the group of PC patients (19.55 vs 18.68) but without significant difference. %p2PSA
and PHI were significantly higher (p < 0,01) in the group of PC patients. ROC analysis was used
to determine sensitivity, specificity and cut off for these markers in order to assess their
performances and ability to discriminate patients with and without PC. The largest area under the
curve (AUC) was %p2PSA (0.723), fPSA (0.707), %fPSA (0.693), followed by PHI (0.68) with
significant differences. At the sensitivity of 90.06% cut off for %fPSA was 11.4% and specificity
of 40%. For the same sensitivity cut off for PHI was 27.4 and specificity 26.6% whereas the
most optimal cut off was 41.67 at sensitivity of 64% and specificity of 65.2%. Cut off for
%p2PSA was 1.25% at sensitivity of 90.8% and specificity of 34.4%.

In addition, we saught to determine which of these markers could indicate to the agressive form
of PC. Significant difference was noted in case of %2PSA with AUC (0.63) and PHI (0.654).
Range values of %p2PSA were 1.35% for sensitivity of 92% and specificity of 20% whereas for
PHI at the same sensitivity, cut off was 31.33 and specificity 22.5%.

Univariate regression analysis showed that significant predictors fo PC were %p2PSA, PHI,
fPSA i %fPSA. On the other hand, significant predictors of aggressive PC were defined as
%p2PSA (p=0.024) and PHI (p=0.052). Multivariate logistic regression analysis was done to
determine what combination of markers could predict presence of PC. For this the basic model of
standard markers was combined (PSA, fPSA i %PSA), and thereafter another model combining
p2PS, %p2PSA and PHI. The basic model included standard markers (PSA, fPSA i %PSA),
whereas it was later combined with p2PSA, %p2PSA i PHI.The best result was noted using the
basic model combined with %p2PSA and thereafter the model with p2PSA i PHI. Further, the
same analysis was used in regards to determine predictivness for the aggressive PC, in which
case the best model showed to be the one with %p2PSA, however the model with p2PSA i PHI

was also acceptable, with results very close to the conventional level of significance. The study



indicated that an increase of PHI significantly increases also the number of patients with CaP.
Further more, with the increase of PHI level there is also an increase of the aggressive form of

CaP (Gleason scor > 7), but this was not statistically confirmed due to a small sample size.

In conclusion, this study showed that by including p2PSA tests, as well as it's derivates %p2PSA
and PHI, it is possible to make a better discrimination of patients with and without PC, in
comparison to standard testing with PSA. It was also showed that using these markers a
difference can be noted between patients with low-risk and aggressive form of PC (Gleason scor
> 7).

Keywords: prostate cancer, PSA, p2PSA, %p2PSA, PHI.
Scientific field: Medicine

Special topics: Urology

UDC number:
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1. UVOD

1.1. Karcinom prostate

1.1.1. Epidemiologija karcinoma prostate

Karcinom prostaste (CaP) je jedna od najces¢ih malignih bolesti u muskoj populaciji.
Drugi je po ucestalosti i Sesti uzro¢nik smrti od malignih bolesti u svetu. U jednoj godini
dijagnoza CaP postavi se kod skoro 900000 muskaraca, a od njega u svetu, umire priblizno
258000 musakaraca godisnje. Procene bazirane na osnovu ocekivanog rasta svetske
populacije, kao i ¢injenice da je svetska populacija sve starija, govore da ¢e 2030. godine
biti dijagnostikovano 1,7 miliona pacijenata sa CaP, dok je oc¢ekivani mortalitet oko
500000 slucajeva (Center M. i sar, 2012).

U Evropi je CaP bolest prevashodno starijeg zivotnog doba, na prvom mestu po
ucestalosti od svih maligniteta, sa najve¢om incidencijom od preko 200 na 100000
stanovnika u njenim zapadnim i severnim, industrijsko-tehnoloski najrazvijenijim
delovima. U manje razvijenim zemljama JuZne 1 Isto¢ne Evrope, incidencija je znatno niza,
varira od zemlje do zemlje, ali se poslednjih godina i ovde belezi permanentni porast
(Arnold M. i sar, 2015). Ovakve razlike u incidenciji izmedu pojedinih zemalja Evrope,
posledica su razli¢itog stepena razvijenosti zdravstvene zaStite, ali 1 svesti 0 moguc¢nosti
njegove prevencije. U loSije razvijenim sistemima zdravstvene zastite, pacijenti se javljaju
mahom u uznapredovalom stadijumu bolesti pa je zapazeno znacajno nize prezivljavanja
pacijenata sa CaP u Isto¢noj Evropi naspram pacijenata u ostatku Evrope (De Angelis R. i
sar, 2014). Ipak, poslednjh godina beleze se bolji rezultati u preZivljavanju, pa je tako
tokom poslednje decenije karcinom specificno petogodiS$nje prezivljavanje u porastu sa
73,4% (1999-2001) na 83,4% (2005-2007) (De Angelis R. i sar, 2014).

U centralnoj Srbiji, prema poslednjim podacima Instituta za zastitu zdravlja Srbije “Dr

Milan Jovanovi¢ Batut” iz 2013. godine, CaP bio je na trecem mestu po ucestalosti



(11,0%), posle karcinoma pluca i bronha (20,3%) i kolona i rektuma (12,8%). U pogledu
starosti, najveca stopa incidence i mortaliteta zabelezena je kod muskaraca posle 75 godina

starosti (Institut za javno zdravlje Srbije).
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Slika 1. Incidenca (a) i mortalitet (b) malignih bolesti. Ljubi¢astom bojom obelezen
karcinom prostate (Center MM et al., 2012).



U Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama (SAD), CaP je poslednje tri decenije na prvom
mestu po ucestalosti (27%) od svih karcinoma (Siegel R. i sar, 2014). Procene su pokazale
de ¢e se kod svakog Sestog muskarca u SAD dijagnostikovati CaP, §to predstavlja 16,2%
muske populacije, a da ¢e 1 od 33 muskaraca (3%) umreti zbog ove bolesti (Brawley OW.,
2012).

Poveéanje incidence u poslednje dve decenije zabelezeno je u mnogim slabije
razvijenim delovima sveta, dok je stabilizovano u bogatim zemljama SAD, Kanadi,
Australiji, Severnoj i Zapadnoj Evropi (Center M. i sar, 2012). Objasnjenje leZi u ¢injenici
da su standardizovani dijagnosticki postupci u zapadnom svetu dostigli svoj plato, dok se u
slabije razvijenim regionima ove procedure tek uzimaju zamah. Popularizacija, pre svega
prostata specifi¢nog antigena (PSA) ima za posledicu ¢injenicu da sve ve¢i broj muskaraca
podvrgava ovoj analizi, vrlo €esto i samoinicijativno. Takode, uroloSka udruzenja, Sirom
sveta, kroz medije masovne komunikacije, stalno uticu na podizanje svesti i ukazuju na
potrebu rane dijagnostike, kako bi se postavila dijagnoza u ranom stadijumu bolesti i

omogucio veci procenat potpunog izlecenja.

1.1.2. Faktori rizika za karcinom prostate

Glavni etioloski faktori rizika za nastanak CaP su godine starosti, rasna pripadnost i

nasledna predispozicija (Glass AS. i sar, 2013).

Godine zivota nesumnjivo predstavljaju najznacajniji faktor rizika za pojavu
karcinoma. EpidemioloSke studije ukazuju da sa staroS¢u progresivno raste njegova
incidencija kao klinicki manifestnog karcinoma. U mladoj Zivotnoj dobi, ispod 50 godina
zivota, CaP je izuzetno redak (Jani AB. i sar, 2008). Nasuprot tome, ispitivanja na
autopsijskom materijalu su pokazala da se kod jedne cetvrtine do cak jedne trecine
muskaraca, u Cetrdesetim i pedesetim godinama Zzivota, mogu detektovati mikroskopski
fokusi karcinoma u prostati. Sa starenjem, procenat CaP linearno raste i u osmoj decenijii

se moze naci u cak tri Cetvrtine sluc¢ajeva (Yin M. i sar, 2008). Da li ¢e se karcinom uopste



razviti u svoj manifestni oblik i kada, zavisi pre svega od njegove biologije, ali i od drugih
faktora rizika koji mogu biti odgovorni za njegov dalji razvoj.

Znacaj rasne pripadnosti kao i promena Zivotne sredine odnosno stila zivota na
razvoj CaP najbolje se sagledavaju u razlikama incidencije izmedu pojedinih etnic¢kih
grupa. Davno je uoceno da Afro-Amerikanci imaju 59% vecu stopu incidencije CaP od
Amerikanaca evropskog porekla (Siegel R. i sar, 2014) (Grafikon 1). Sa druge strane, CaP
je mnogo ¢es¢i kod Afrikanaca, pogotovu u zemljama subsaharske Afrike, gde je pet puta
¢es¢i nego kod Afro-Amerikanaca (Grongebr H. i sar, 2003; Rebbek TR. i sar, 2013). Sa
druge strane, najmanja incidencija CaP zabeleZena je kod pripadnika zute rase (Shimitsu H.
I sar, 1991).
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Grafikon 1. Incidenca CaP kod razli¢itih etni¢kih grupa (crvena linija - Afro-
Amerikanci, zuta - Amerikanci evropskog porekla, a ljubicasta -Hispano-Amerikanci)
(Grafikon dostupan na URL.: http://www.cdc.gov/cancer/prostate/statistics/race.htm)



Od ranije je poznato da muskarci azijatskog porekla koji zive u SAD imaju nizu
incidenciju CaP nego belci i Afro-Amerikanci, ali da je kod njih rizik od nastajanja CaP
veéi nego kod sunarodnika koji Zive u Aziji (Yu H. i sar, 1991). Shimitsu i sar. su pokazali
da Japanski emigranti u SAD imaju sli¢nu incidenciju CaP kao i Japanci rodeni na tlu
Amerike, ali da je incidencija znatno veéa u poredenju sa muskarcima koji zive u Japanu
(Shimitsu H. i sar, 1991). I pored ovako izrazenih razlika u incidenciji, Hass i sar. pokazali
su da je ucestalost akcidentalnog CaP i CaP otkrivenog na autopsijskom materijalu
priblizno ista u razli¢itim delovima sveta. Nasuprot tome, incidencija klinicki manifestnog
CaP pokazuje znaCajne varijacije izmedu razli¢itih geografskih podrucja i menja se sa
migracijom stanovnistva iz podrucja niske incidencije u podrucja sa visokom incidencijom

(Hass GP. i sar, 2008).

Dosadasnja epidemiolosko-geneti¢ka ispitivanja pokazala su da mali broj
muskaraca, oko 9% ima pravi nasledni CaP (Hemminki K., 2012). Ukoliko otac ima
karcinom prostate, verovatnoca da ¢e ga imati i Sin je 2 puta veca, a ako i brat i otac imaju
karcinom, relativni rizik je pet puta veéi (Zeggers MP. i sar, 2003). Studija u kojoj je
ispitivan rizik od nastanka karcinoma kod jednojaj¢anih blizanaca utvrdila je da ukoliko
jedan od brace ima karcinom, kod drugog blizanca rizik da se razvije isti iznosi blizu 40% u

odnosu na pojavu neke druge maligne bolesti (Lichenstein P. i sar, 2000).

Kada su nasledni karcinomi u pitanju, rezultati studija pokazuju da se oni javljaju u
proseku 6 do 7 godina ranije u odnosu na karcinome bez nasledne predispozicije. Po pitanju
njihove agresivnosti i duzine prezivljavanja izmedu ove dve grupe CaP nije utvdena

znacajna razlika (Hemminki K., 2012).

Brojna molekularno-bioloska istrazivanja za temu su imali molekularnu osnovu
CaP. Danas je poznata da brojne geneticke 1 epigeneticke izmene imaju ulogu u inicijaciji 1
progresiji CaP. Poslednjih nekoliko godina pored protein kodiraju¢ih gena istrazuje se i
uloga gena koji kodiraju za regulatorne molekule RNK (mikroRNK) u molekularnoj
patogenezi CaP. I pored napretka u ovoj oblasti do sada nisu utvrdeni geni kandidati koji bi

se doveli u direktnu vezu sa razvojem CaP. To je i razlog Sto se CaP smatra jednim od



najheterogenijih malignih tumora u humanoj populaciji (Netto GJ., 2015; Bertoli G. i sar,
2016).

Zahvaljujuéi napretku u istrazivanu genoma coveka, istrazivanja su danas usmerena
na alele sa niskom penetrabilnos¢u koji mogu imati kumulativni efekat na razvoj CaP. To
su pre svega odnosi na polimorfizme u jednom nukleotidom (tackaste polimorfizme) ¢ija se
uloga istrazuje U okviru studija asocijacije na ¢itavom genomu (eng. Genome-Wide
Association Study, GWAS). Do sada je identifikovano preko 100 tackastih polimorfizama
(engl. Single nucleotide polymorphism, SNP) asociranih sa rizikom za razvoj CaP (Chen H.
i sar, 2015) (slika 2). U toku je izrada brojnih studija slucajeva i kontrola koji za temu
imaju proveru rezultata dobijenih GWAS studijama u razli¢itim Evropskim i ne Evropskim
populacijama. Do sada su radene Cetiri studije slucajeva i kontrola u populaciji Srbije u
kojima je pokazana asocijacija SNP u regionima 8q, 179 i u genima za mikroRNK sa

rizikom za razvoj i progresiju CaP (Nikoli¢ Z, i sar, 2016).
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Slika 2. Pozicije lokusa u genomu ¢oveka koji su asocirani sa CaP (Nikoli¢ Z. i sar,
2016)



Egzogeni faktori imaju znacajan uticaj na rizik od progresije tzv. latentnog CaP ka
klinicki manifestnom CaP. Medutim, brojne studije koje su pokusale da ukazu na
povezanost CaP sa nekim od mogucéih faktora rizika imale su negativan rezultat. Wu i sar.
nisu dokazali da nacin ishrane karakteristican za Azijate, sa viSe voca, povréa, ribe, ceralija,
a manje zivotinjskih proteina i masti moze da smanji rizik od nastanka CaP (Wu K. i sar,

2006).

Dugo se razmatralo da promiskuitet zbog povecanog rizika od seksualno
transmisivnih bolesti moze da budu jedan od faktora rizika za CaP, ali ni ova pretpostavka
nije dokazana (Huang WY. i sar, 2008). Ispitivanje pacijenata sa metabolickim sindromom
nije pokazalo znacajnu korelaciju sa rizikom od CaP, ali su hipertenzija i povecanje obima

struka navode kao moguc¢i faktori rizika (Esposito K. i sar, 2013).

S obzirom na hormonsku zavisnost CaP, dugo se spekulisalo da li supstitucija
testosteronom moze imati uticaj na razvoj CaP. Ova dilema je reSena studijom Haider i sar.
koji su dokazali da terapija testosteronom kod hipogonadalnih muskaraca ne uti¢e na
povecanje rizika od CaP i da je njihova upotreba potpuno bezbedna (Haider A. i sar, 2015).
Takode, postoje kontradiktorni podaci o upotrebi inhibitora 5 alfa reduktaze, statina,
aspirina, nesteroidnih anti-inflamatornih lekova, i povecanog rizika za CaP (Thompson IM.
I sar, 2003; Esposito K. i sar, 2013; Bhindi B. i sar, 2014).



1.1.3. Klasifikacija karcinoma prostate

Za svakodnevnu klini¢ku, urolosku praksu danas je u primeni TNM Kklasifikacija,
predlozena od strane Internacionalne unije za borbu protiv raka (UICC) i Koristi se za
odredivanje stepena anatomskog razvoja tumora (eng. staging) kod pacijenata sa CaP
(Sobin LH. & Wittekind C., 2009) (Tabela 1).

Za procenu stepena maligniteta (eng. grading). danas se koristi koncept Glisona i
saradnika uveden 1974 godine, a koji se zasniva na stepenu diferencijacije zlezda i nacinu
njihovog rasta u odnosu na stromu. Histoloski preparat se posmatra na malom uveli¢anju
40-100x. Histopatoloska slika koja dominira naziva se primarna struktura i ocenjena je sa
gradusom (eng .grade) od 1-5. Struktura koja je manje zastupljena definiSe se kao
sekundarna struktura, takode se ocenjuje sa 1-5. Njihov zbir oznacava Glison skor (eng.
Gleason score). Ako postoji samo jedna histoloska forma, ona se duplira da bi se dobio
njen zbir. Ukoliko postoje tri razli¢ita uzorka zbrajaju se najée$¢i uzorak i najvisi razred.

(Epstein JI. i sar, 2005).



Tabela 1. TNM Kklasifikacija karcinoma prostate

T Primarni tumor

Tx Primarni tumor se ne moze proceniti
To Nema dokaza primarnog tumora
T1 Klini¢ki ne-manifestan tumor, nepalpabilan
T1a Incidentalni histoloSki nalaz u 5% ili manje resektovanog tkiva
T1b Incidentalni histolo$ki nalaz u -vise od 5% -resektovanog tkiva
T1c Tumor -dijagnostikovan iglenom biopsijom zbog poviSene vrednosti PSA
T2 tumor ogranicen na prostatu
T2a Tumor zahvata polovinu jednog lobusa ili manje
T2b Tumor zahvata viSe od polovine jednog lobusa ali ne oba lobusa
T2c Tumor zahvata oba lobusa
T3 tumor sa lokalnom ekstraprostaticnom ekstenzijom
T3a ekstrakapsularna ekstenzija (unilateralna ili bilateralna)
ukljucujuéi i mikroskopsko zahvatanje vrata mokraéne besike
T3b zahvatanje semenih kesica
T4 tumor je fiksiran ili vrsi invaziju okolnih struktura (osim semenih kesica),

spoljasnji sfinkter, rektum, m. levator ani, pelvi¢ni zid.

N - Regionalne limfne Zlezde

N Regionalne limfne Zlezde (ispod bifurkacije zajednicke ilija¢ne arterije)
Nx Regionalne limfne Zlezde se ne mogu proceniti
No Bez metastaza u regionalnim limfnim Zlezdama

N1 Metastaze u regionalnim limfnim zZlezdama

M - Udaljene metastaze

Mx Udaljene metastaze se ne mogu proceniti
MO Bez udaljenih metastaza
M1 Udaljene metastaze

M1a Ne-regionalne limfne Zlezde

M1b kosti

M1c ostali organi




Prema konsenzusu Internacionalnog Udruzenja Uroloskih Patologa (eng.
International Society of Urological Pathology, ISUP) iz 2014. godine, nova revizija koja je
uvedena, odnosi se na GS 7 koji je podeljen u dve posebne kategorije na (3+4) i (4+3).
Zbog agresivnije prirode CaP oznaCenih kao GS (4+3), a samim tim i njegove loSije
prognoze uvedena je podela u 5 grupa prema vrednostima i karakteristikama Glison skora
(Epstein JI. i sar, 2016) (Tabela 2).

Tabela 2. Klasifikacija razrednih grupa prema ISUP 2014

Glison zbir (GS) Razredna grupa

2-6 1
7 (3+4) 2

7 (4+3) 3

8 (4+4) ili (3+5) ili (5+3) 4
9-10 5

CaP je heteroechogena neoplazma, Sto se vidi iz njegove evolucije, histoloSkih
osobina, bioloske agresivnosti i klinickog ispoljavanja. Ocigledno je da su maligni
potencijal i stepen agresivnost pojedinih CaP razliciti, $to svakako uti¢e na izbor metode
lecenja 1 prognozu bolesti. U odnosu na njihovo bioloSko ponasanje, klinicki tok bolesti 1
prognozu, data je klasifikacija rizi¢nih grupa pacijenata (za progresiju bolesti) koja se
zasniva na vrednostima PSA, Glison skora i klinickog stadijuma bolesti, na 3 grupe:
pacijenti sa tumorima niskog, umerenog i visokog rizika (Tabela 3) (EAU, Vodi¢ za

karcinom prostate, 2016).
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Tabela 3. Modifikovana D’Amico-va Klasifikacija rizi¢nih grupa pacijenata za

biohemijski recidiv i lokalno uznapredovali CaP (EAU vodi¢ 2016)

CaP niskog rizika CaP umerenog rizika CaP visokog rizika
(eng. low-risk) (eng.intermediate risk)  (eng. high-risk)

PSA < 10 ng/ml PSA 10- 20ng/ml PSA > 20ng/ml

iGS<7 iliGs 7 iliGS>7 Bilo koji GS,

icTl-2a ilicT2b ilicTc cT3-4ili cN+
Lokalizovani CaP Lok. uznapredovali CaP

PSA-prostata specificni antigen, GS-Gleason Score, c-klinicki stadijum bolesti, CaP - karcinom prostate

1.2. Dijagnostika karcinoma prostate

Danas, dijagnostika CaP podrazumeva digito-rektalni pregled (DRE), odredivanje
serumske vrednosti prostata specifi¢nog antigena (PSA) i transrekatalnu ultrasonografiju
prostate. Definitivna dijagnoza CaP postavlja se patohistoloSkom analizom tkiva prostate

dobijenog transrektalno vodenom biopsijom prostate.

1.2.1. Digito-rektalni pregled

Dugo vremena unazad, pre PSA ere, digito-rektalni pregled (eng. digito - rectal
examination, DRE) bio je jedini na¢in da se postavi sumnja na CaP (Conner WH. i sar,
1990). Naime, najveci broj CaP lokalizovan je u perifernoj zoni prostate, pa je dostupan
digito-rektalnom pregledu ukoliko je njegov volumen ve¢i od 0,2ml (Richie JP i sar, 1993).
Prezentuje se kao indurativna, tvrda, neravna lezija u jednom ili u oba lobusa prostate.
Probijanjem kapsule, granice prostate postaju nejasne, pa se Cesto moze palpirati tvrd
infiltrat koji zahvata semene kesice i vrat mokraéne beSike. Na osnovu DRE kao
samostalne dijagnosticke procedure, dijagnoza CaP moze se postaviti kod samo 18%
pacijenata (Richie JP. i sar, 1993).
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Diferencijalno dijagnosticki, suspektan nalaz na prostati moze se javiti i kod
tuberkuloze prostate, granulomatoznog prostatitisa i kalkuloze prostate. Suspektni DRE
predstavlja apsolutnu indikaciju za TRUS vodenu biopsiju prostate. Uvodenjem novih
dijagnostickih metoda, pre svega PSA, kojima se CaP moze dijagnostikovati u svojoj ranoj
fazi razvoja, DRE kao samostalna metoda je izgubio na svom znacaju. Medutim u
kombinaciji sa PSA testiranjem povecava se njegova pozitivna prediktivna vrednost (PPV)
prema CaP. Pri nivoima PSA 0-2,9ng/mL, PPV DRE se krece u rasponu 4-11%, a pri PSA
3-9,9% i vise, PPV iznosi 33-83% (Schroder FH. i sar, 1998).

U danasnje vreme vecina CaP prezentuje se kao nepalpabilni karcinom (stadijum
T1c) pri nivoima PSA 2,5-10ng/mL (Stephenson RA. i sar, 1997), i kao takav prisutan je
kod 60-75% de novo dijagnostikovanih slucajeva (Gallina A. i sar, 2008). | pored
umanjenog znacaja DRE u danasnje vreme, ovaj pregled je i dalje nezaobilazan u
svakodnevnoj uroloskoj praksi. Naime, brojni nomogrami, odnosno kalkulatori rizika koji
sluze za individualno procenu rizika postojanja CaP imaju inkorporirani DRE kao jedan od
faktora rizika (Thompson IM. i sar, 2006).

1.2.2. Transrektalna ultrasonografija

Transrektalna ultrasonogafija (TRUS) postala je standardna dijagnosticka metoda u
svakodnevnoj uroloskoj praksi. Koristi se u proceni benignih stanja prostate, izracunavanja
volumena prostate, kao i u evaluaciji suspektnih promena na CaP. TRUS-om se sagledavaju
konture prostate, odnosno postojanje eventualnih nepravilnosti, kao i semene kesice i vas
deferens. Tradicionalna zonalna podela prostate na fibromuskularnu stromu i Zlezdano
tkivo koje saCinjavaju tri zone (tranzitorna zona (TZ), centralna zona (CZ) i periferna zona
(PZ)), ne mogu se ultrazvu¢no sagledati kao jasni entiteti. Posteriorno lokalizovana
centralna i periferna zona prostate, u kojoj nastaje najveéi procenat karcinoma, pokazuje
homogeniji, hiperehogeni izgled, dok je anteriorno lokalizovana tranzitorna zona vise
heterogena. Optimalno podeSavanje kontrasta odgovara srednje sivoj nijansi, Sto je

prezentacija nornalne periferne zone. Ova nijansa sive boje sluzi kao referenca za
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procenjivanje lezija kao hipoehogenih (tamnije nego normalna prelazna zona), izoehogenih
(slicna prelaznoj zoni) i hiperehogenih (svetlija od normalne prelazne)(McNeal JE., 1984,
Pinthus JH., 2007).

U ranijim studijama hipoehogene lezije u prostati su se tradicionalno smatrale
patognomonic¢nim znakom za CaP. Shinohara i sar. su u svojoj studiji pokazali da se 39%
svih CaP prezentuju kao izoehogena, a 1% kao hiperehogena lezija na konvencionalnoj
sivoj skali TRUS-a (Shionara K. i sar, 1989). Velika studija Onura iz 2004 godine na 4000
pacijenata pokazala je da je kod 25,5% pacijenata sa prisutnim hipoehogenim promenama
detektovan CaP, a da od 25,4% pacijenata kod kojih nije detektovan karcinom 9,3%
pacijenata je imalo hipohogene promene, dok je izoehogene promene imalo 10,4%
pacijenata (Onur R. i sar. 2004). Studija Toi i saradnika iz 2007. godine pokazala je da je
verovatnoc¢a detekcije karcinoma prostate duplo veca kada je na TRUS-u uocena i potom
bioptirana hipoehogena lezija. Zakljucili su da je identifikacija hipoehogenih lezija na

TRUS-u znacajna za detekciju CaP (Toi A. i sar, 2007).

Meditim i druga patoloska stanja na prostati se mogu prezentovati kao hipoehogena
lezija kao $to su granulomatozni prostatitis (Terris MK. i sar, 1997), infarkt prostate
(Purohit RS. i sar, 2003) ili limfom (Varghese SL. & Grossfeld GD., 2000). To je razlog
zasto se TRUS nije pokazao kao pouzdana metoda za otkrivanje CaP (Smeenge M. i sar,
2012). Noviji ultrazvuc¢ni modaliteti kao §to su sonoelastografija i kontrastno pobolj$ani
ultrazvuk mogu imati izvestnu ulogu u detekcije CaP, ali za sada nisu dovoljno ispitani i ne
koriste se za rutinsku dijagnostiku (van Hove A., 2014). Multiparametricna magnetna
rezonanca (MmpMRI) kao najsavremenija dijagnosticka metoda, pokazala je odli¢nu
senzitivnost za detekciju i lokalizaciju CaP, naro¢ito Glison skora >7, sto je i dokazano
poredenjem nalaza na definitivnim preparatima posle radikalne prostatektomije (Selnaes
KM. i sar, 2012).
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1.2.3. Biopsija prostate

Indikacija za biopsiju prostate postavlja se na osnovu nivoa PSA i/ili suspektnog
nalaza na DRE. Pri donoSenju odluke o biopsiji moraju se uzeti u obzir i mnogi drugi
faktori. Pre svega godine starosti pacijenta, ofekivana duzina prezivljavanja, opste
zdravstveno stanje, familijarna istorija bolesti i eventualne terapeutske opcije koje bi potom
usledile. Treba se rukovoditi i samom zeljom pacijenta, ali uz procenu eventualnog
morbiditeta biopsije. Svrstavanjem pacijenta u rizi¢ne grupe koji bi mogli imati CaP, a koji
bi imali najvise koristi od postavljanja dijagnoze predstavlja jedan od nacina de se smanji

broj nepotrebnih biopsija (Roobol MJ. i sar, 2010).

Prva tehnika biopsije prostate bila je aspiraciona biopsija iglom (eng. fine-needle
aspiration biopsy) transperinealnim putem uz pomoc¢ igala od 16 gauga koja je davala
relativno dobre rezultate. Tehika je dalje evoluirala u transrektalnu aspiracionu biopsiju sa
zakrivljenim iglama i vodi¢em na kaziprstu koji se uvode u rektum. Palpacijom sumnjivog
mesta, vrsi se punkcija iglom kroz sluzokozu rektuma, a aspiracijom se uzima materijal za
citolosku analizu (Franzen S. i sar, 1960). Uvodenje TRUS-a krajem Sezdesetih godina
proslog veka zamenilo je digitalno vodenu biopsiju prostate. TRUS je i uveden prvenstveno
sa ciljem da se usmeri igla za biopsiju, a tek potom kori$¢en za identifikaciju hipoehogenih
promena na prostati. Primenom originalne tehnike sekstantne TRUS biopsije prostate (po
jedan uzorak iz apexa, sredine i baze prostate, bilateralno) signifikantno je povecéana
detekcija CaP (Hodge KK. i sar, 1989).

Pri inicijalnoj biopsiji prostate uzorci se uzimaju bilateralno od apeksa prema bazi
prostate $to viSe posterolateralno, u periferni deo prostate. Dodatni uzorci uzimaju se sa
sumnjivih mesta videnih na TRUS-u ili palpiranih na DRE. Ukoliko je prostata ve¢a od 30-
40 ml neophodno je uzeti najmanje 8 uzoraka. Uobi¢ajeni broj uzoraka koji se preporucuje
iznosi 10-12 (Donovan J. i sar, 2003). TRUS biopsija sa 12 isecaka danas se smatra
standardnom dijagnostickom procedurom (Bjurlin MA. i sar, 2013). Naime, uzima se po 6
uzoraka iz periferne zone svakog lobusa prostate. Po tri uzorka se uzimaju iz lateralnih

delova lobusa i po tri uzorka u srednjoj sagitalnoj liniji, od baze do apeksa prostate.
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Povecanje broja uzetih uzoraka na 18 ili 21 predstavlja takozvanu saturacionu
biopsiju prostate, ali ona ne dovodi do znacajnog povecanja stope detekcije CaP tokom
inicijalne biopsije prosate. Pored toga, ako je CaP otkriven u ponovljenjoj biopsiji, posle
incijalne saturacione biopsije, veca je verovatno¢a da se radi o klini¢ki nesignifikantnom

karcinomu (Li YH. i sar, 2014).

Ukoliko pri inicijalnoj biopsiji nije detektovan karcinom porebno je ponoviti

biopsiju nakon 3-6 meseci. Indikacije za ponovljenu biopsiju su sledece:

- Rastuéi ili permanentno poviseni PSA,

- Suspektni DRE (Richie JP. i sar, 1993);

- Nalaz atipi¢nih proliferacija malih acinusa (eng. Atypical small acinar proliferation,
ASAP) (Epstein JI. i sar, 2006);

- Ekstenzivna (preko 3 uzorka) Prostati¢na Intraepitelijalna Neoplazija Visokog Gradusa -
HGPIN (Merrimen JL. i sar, 2009);

- Nekoliko atipi¢nih zlezda neposredno pored HGPIN-a (Kronz JD. i sar, 2001);

- Intraduktalni karcinom kao solitarni nalaz (Guo CC. & Epstein JI., 2006); i

- Pozitivni nalaz na multiparametrichom MRI.

TreCa i1 Cetvrta biopsija indikovana je kod strogo selektovanih pacijenata kod kojih
postoji opravdana sumnja na CaP sa loSim prognostickim faktorima na prvoj i drugoj
biopsiji (Djavan B. i sar, 2005).

Pri ponavljanim biopsijama mora se obratiti posebna paznja na apeks prostate koji
mozda nije bio adekvatno uzorkovan na predhodnim biopsijama. Sigurno je da c¢e
koris¢enje drugih nacina biopsije kao §to su mpMRI i TRUS sa kontrastnim pojacanjem

uticati na dalje dijagnosti¢ke procedure posle negativne biopsije (Volkin D. i sar, 2014).

Kao najcesc¢a komplikacija biopsije javlja se hematospermia u 37,4%, potom
hematurija koja traje duze od 1 dana u 14,5%. Sve ostale komplikacije su prisutne u malom
procentu i obi¢no su blagog do umerenog stepena tezine. To su krvarenje iz rektuma koje

traje manje od dva dana, prostatitis, temperatura preko 38,5, epididimitis, krvarenje iz
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rektuma duze od dva dana sa ili bez hirurske intervencije, retencija urina i ostale
komplikacije koje zahtevaju hospitalizaciju. Ozbiljnije infekcije posle biopsije zastupljene
su sa manje od jedan posto, ali zbog razvoja antibiotske rezistencije pokazuju trend rasta
(Loeb S. i sar, 2013).

1.3. Prostata specifi¢ni antigen (PSA)

Od otkrivanja PSA u serumu 1979 godine i pocetka njegove klini¢ke primene, PSA
je postao nezamenljivo sredstvo za dijagnozu CaP, odredivanje stadijuma njegovog razvoja

i pracenje rezultata razli¢itih metoda leCenja pacijenata sa CaP (Stamey TA. i sar, 1987).

1.3.1. Sinteza i hemijska struktura PSA

Prostata specifi¢ni antigen (PSA) poznat i kao humana kalikrein peptidaza 3 (hK3)
¢lan je kalikreinske genske grupe. Prvobitno su identifikova samo tri gena iz ove familije
kalikreina: pankreati¢ni/bubrezni kalikrein (hKLK1), humani kalikrein 2 (hKLK2) i PSA
(hKLK3) (McCormack RT. i sar, 1995). Danas je identifikovano jos 12 kalikreinskih gena.
Proteinski produkti ove familije gena smestene u lokusu q13.2-q13.4 dugog kraka humanog
hromozoma 19 su serin proteaze (Yousef GM. & Diamandis ER., 2001).

PSA je enzim koji se oslobada iz prostaticnog epitela u formi zimogena koji se
naziva preproPSA koja sadrzi vodecu sekvencu od 17 amino-kiselina. Proteolitickom
degradacijom vodece sekvence nastaje inaktivni proenzim proPSA duzine od 244 amino-
kiselina. ProPSA ili (-7) proPSA (p7PSA) takode sadrzi vodeci lanac od 7 amino-kiselina.
Degradacijom ove vodece sekvene nastaje zreli molekul PSA ¢ija je duzina 237 amino-
kiselina (Meng FJ. i sar, 2002) (slika 3). Nepotpuna degradacija vodeéeg lanca proPSA
rezultuje nastajanjem drugih skrac¢enih formi: (-2)proPSA (p2PSA), (-4)proPSA (p4PSA) i
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(-5)proPSA (p5PSA) koje su predominantno prisutne u perifernoj zoni prostate (Ljilja H. &
Weiber H., 1984, Ljilja H. i sar., 1985).

leader
sequence  propeptide

v ¥ ¢
[ 1reproPSA
22 -7 1 237

co-translational cleaving l

I (- 7)proPSA

cleavage by hK2 l

I octive PSA

Slika 3. Sazrevanje molekula PSA proteolitickom degradacijom preproPSA.
(Modifikovano Jansen FH et al.,2009)

Molekulska masa PSA iznosi 34 kDa. Molekul PSA sadrzi oko 92% peptida i oko
8% ugljenih hidrata (slika 4). Kao i vecina serin proteaza, molekul PSA je u najvecoj meri
vezan za endogene inhibitore proteaza od kojih je najznacajni antihimotripsin. | hK2, kao i
hK3, obzirom na strukturalnu homolognost kao i sintezu u prostati¢nom epitelu, mogu da

formiraju komplekse sa endogenim inhibitorima (Lilja H. i sar, 1997).

PSA je u serumu zastupljen u viSe molekulskih formi (izoformi). Od totalnog PSA,
60-95% u serumu sacinjava kompleksni PSA (cPSA), koji se nalazi u konjugovanoj formi.
Od toga, 70-80% PSA je vezano za alfa-1-antihimotripsin (ACT) u ireverzibilnoj formi,
5%-10% vezano je za alfa-2 makroglobulin (AMG), 1-2% za alfa-1 proteinaza inhibitor
(API), a za inter-alfa-tripsin inhibitor manje od 0,1%. U nevezanoj formi, kao slobodni
PSA (eng. freePSA, fPSA) nalazi se u oko 10-15% (McCormac RT i sar, 1995). Molekul

fPSA ne pokazuje proteoliticku aktivnost i verovatno je ucinjen inaktivnim u epitelijalnim
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¢elijama prostate, pre nego S§to se otpusti u cirkulaciju. Pored toga, fPSA ne formira
komplekse sa antiproteazama, cirkuliSe slobodan u serumu, i moguée ga je detektovati

postojecim esejima (Ljilja H. i sar, 1991; Vegvari A. i sar, 2010).

Slika 4. Hemijska struktura PSA.
(Slika dostupna na URL.: https://en.wikipedia.org/wiki/Prostate-specific_antigen)

1.3.2. Bioloska uloga prostata specificnog antigena

Molekul PSA kao serin proteaza katalizuje hidrolizu brojnih proteina. Fizioloski,
glavna uloga PSA je likvefakcija semenog koaguluma proteolitickim dejstvom na
semenogelin i fibronektin, proteine zaduzene za formiranje gela u spermi, odmah nakon
ejakulacije (Ljilja H. & Weiber H., 1984). Na ovaj nacin omogucava se bolja pokretljivost
spermatozoida u semenoj te¢nosti, §to ima znacajan uticaj na fertilitet (Peehl D., 1995).
Takode, predpostavlja se i da ima znacajnu ulogu u rastvaranju sluzi grlica materice ¢ime
se olakSava prodor speramozoida u matericu. PSA deluje i na druge supstrate, kao npr. na
protein vezan za faktor rasta sli¢an insulinu (eng. insuline-like growth factor binding
protein-3, IGFBP-3) (Cohen P. i sar, 1992). Takode, poznata je uloga PSA u katalitickoj
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degradaciji proteina vancelijskog matriksa, fibronektina i laminina. Inhibicija proteoliticke
aktivnosti PSA rezultira smanjenjem invazije na bazalnu membranu ¢elija karcinoma. Ovi

nalazi ukazuju da PSA kao 1 njoj sli¢ne proteaze imaju znacajnu ulogu u invaziji karcinoma

i pojavi metastaza (Webber MM. i sar, 1995).

Kod zdravih muskaraca, ¢vrsta i tesno povezana prostaticna glandularna arhitektura
ima funkciju da ograni¢i enzimski aktivni PSA unutar prostate. Zbog toga, samo minimalna
koli¢ina PSA prelazi u cirkulaciju gde se nalazi u milion puta manjoj koncentraciji nego u
semenoj te¢nosti (Sensabaugh GF., 1978; Stephan C. i sar, 2007). Meng i sar. pokazali su
da je na ¢elijskom nivou ekspresija PSA sli¢na i u benignim i u malignim ¢elijama prostate.
Poveéanje nivoa PSA u serumu nastaje kao posledica OSteéenja Celijske arhitekture u

Zlezdanom tkivu (Meng FJ. i sar, 2002).

Izmerene koncentracije PSA u semenoj te¢nosti su kre¢u u opsegu 0,5-5mg/mL, au
serumu muskaraca preko 50 godina starosti i bez oboljenja prostate, izmedu 1-4ng/mL
(Catalona WJ. i sar, 1991; Beede-dimer JL. i sar, 2008). Imunohistohemijskim metodama,
moguce je detektovati ekspresiju proteina PSA u tkivu prostate kod novorodencadi do
Sestog meseca starosti, a potom, posle desete godine zivota. Ovi nalazi govore u prilog
direktne korelacije PSA sa povecanjem nivoa testosterona u serumu. Naime, PSA postaje
detektabilan u serumu tek u pubertetu sa znacajnijim porastom nivoa luteinizirajuceg

hormona i testosterona (Stamey TA. i sar, 1987).

1.3.3. Serumske vrednosti prostata specificnog antigena

Kako ga predominantno produkuju epitelne Celije Zlezdanog tkiva prostate, PSA se
moze smatrati markerom specificnim za prostatu, ali kako ga produkuju i maligne 1
neizmenjene c¢elije, ne moze se smatrati markerom za karcinom (Catalona WJ. i sar, 1991).
Sem toga, pojedina patoloSka stanja na prostati mogu da dovedu do povecanja njegove
koncentracije u serumu, od kojih je velina tranzitorna, dok npr. operacije na prostati
(Stamey TA. i sar, 1987) i koris¢enje pojedinih lekova znacajno menjaju njegove vrednosti

(Guess HA. i sar, 1993). U malim koncentracijama, PSA je prisutan u endometrijumu,
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tkivu dojki, humanom mleku, serumu Zena sa karcinomom dojke, pluéa i grliéa materice,

kao i kod karcinoma bubrega (Monne M. i sar, 1994).

Koncentracije PSA, kod zdravih muSkaraca, bez CaP, variraju u zavistnosti od
godina starosti, rase i volumena prostate. Kod muskaraca koji nemaju benignu hiperplaziju
prostate (BPH), registruje se promena nivoa PSA od 0,04ng/mL na godi$njem nivou.
Nasuprot tome, kod pacijenata sa BPH porast PSA je znatno vedi i iznosi 0,07- 0,27ng/mL
godi$nje (Carter HB. i sar, 1992). Kirkali i sar. pokazali su da sa porastom volumena
prostate, rastu i vrednosti PSA i to za 4% po mililitru prostati¢nog tkiva. Takode, isti autori
navode da je 30% razlike u serumskoj koncentraciji PSA zavisno od volumena prostate, a
samo 5% razlike zavisno od godina starosti (Kirkali Z. i sar, 1995). PSA vrednosti se
menjaju sa godinama starosti, sa tendencijom povecanja naroc¢ito izmedu Seste i sedme
decenije zivota. Zbog toga se referentne vrednosti korigovane godinama starosti mogu
primenjivati u dijagnostici CaP naroc€ito kod osoba starijih od 60 godina (Kirollos MM. i
sar, 1997).

Od ranije je poznata ¢injenica da Afro-amerikanci imaju viSe nivoe PSA u serumu
od svih drugih rasa. Fowler je u svom radu pokazao da benigno prostati¢no tkivo kod
muskaraca crne rase oslobada znatno viSe PSA u serum nego $§to je to slucaj kod muskaraca

bele rase (Fowler JE. i sar, 1999).

Na promenu nivoa PSA u serumu moZe uticati i povecanje indeksa telesne mase
(eng. body mass index, BMI). Pokazalo se da pacijenti sa ve¢im BMI imaju nize vrednosti
PSA u odnosu na pacijente sa uobicajenom telesnom teZinom. S obzirom na ove nalaze,
kod gojaznih osoba, rano otkrivanje CaP moze biti otezano i uobicajne grani¢ne vrednosti

PSA treba uzimati sa rezervom (Fowke J. i sar, 2006).

Na serumske vrednosti PSA uticu i manipulacije na prostati kao §to su masaza
prostate pri rektalnom pregledu, kojom se vrednosti PSA mogu povecati i do dva puta.
Biopsija prostate, a naro¢ito hirurSke intervencije na prostati (transuretralna resekcija
prostate - TURP) mogu povecati vrednosti PSA i do 60 puta u odnosu na bazi¢nu vrednost

(Stamey TA. i sar, 1987). Ejakulacija moze da dovede do tranzitornog povecanja vrednosti
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PSA, kod muskaraca starijih od 50 godina (Tchetgen MB. i sar, 1996). Za razliku od
starijih osoba, kod muskaraca izmedu 30 i 40 godina starosti, ejakulacija ne utie bitno na

promene u nivou PSA (Kirkali Z. i sar, 1995).

Bavljenje pojedinim sportovima takode moze da dovede do prolaznog porasta nivoa
PSA. Primeceno je da dugotrajne voznje biciklom mogu da povecéaju koncentraciju PSA u

serumu i do 10% (Mejak SL. i sar, 2013).

Razlike u vrednostima PSA mogu se javiti i u zavisnosti od godiSnjeg doba. Simsek
1 sar. su u svom istrazivanju pokazali da postoje sezonske varijacije PSA sa najveéim

poveéavanjem vrednosti u prolece (Simsek U. i sar,1992).

Na vrednosti PSA moze da se odrazi i interakcija alfa-2-makroglobulina i PSA, gde
visoke koncentracije alfa-2-makroglobulina mogu da maskiraju poviSene koncentracije
PSA i daju lazno nize vrednosti PSA (Honda SAA. i sar, 1996).

lako svi ovi faktori mogu da dovedu do malih promena nivoa PSA u serumu, pri
¢emu su vec¢inom tranzitorni, bolesti prostate (BPH, CaP, prostatitis) kao i njihovo lecenje,
ostaju najvazniji faktor koji dovode do znacajnijih promena PSA (Wang MC. i sar, 1981).
HirurSko lecenje CaP i BPH, dovode do smanjenja nivoa PSA, smanjenjem volumena
prostati¢nog epitela koje produkuje PSA (Ercole CJ. i sar, 1987). Inhibitori 5 alfa reduktaze
kao $to su Finasterid i Dutasterid snizavaju nivo PSA i do 50% posle 12 meseci upotrebe
(Guess HA. i sar, 1993).

1.3.4. PSA kao biohemijski marker karcinoma prostate

Proslo je vise od 25 godina od uvodenja PSA u rutinsku klinicku praksu, kao
markera za ranu detekciju. Nema sumnje da je PSA doveo do revolucionarnih promena u
dijagnostici CaP. Velike randomizovane klinicke studije pokazale su znac¢ajno smanjenje
smrtnosti od CaP kao posledicu Siroko primenjivanog PSA testiranja i sledstveno ranog

otkrivanja CaP (Huggoson J. i sar, 2010; Schroder FH. i sar, 2012).
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Medutim, PSA nije idealan marker i ima svoja ogranienja kao skrining test.
Primarno ograni¢enje PSA ogleda se u nemoguénosti jasnog razlikovanja benignog i
malignog oboljenja prostate (Stamey TA. i sar, 1987). Ovo se naro¢ito odnosi na opseg 2-
10ng/mL gde benigna i maligna stanja Cesto ko-egzistiraju tzv. dijagnosticka siva zona.
Davno je postalo jasno da pri vrednostima PSA do 4ng/mL, Sto se nekad smatralo
grani¢nom vrednos¢u, znacajan broj ljudi ima CaP (Thompson IM. i sar, 2004). Ovakva
grani¢na vrednost od 4ng/mL, bazirana je na studijama u kojima su ispitivane vrednosti
PSA kod zdravih musSkaraca posle 40 godina starosti. Pokazalo se da 97% ispitanih
muskaraca ima vrednosti PSA ispod 4ng/mL. (Nogueira L. i sar, 2009). Mystri i sar. su u
sv0joj meta analizi ukazali na nisku specificnost PSA u detekciji CaP. Utvrdena je
pozitivna prediktivna vrednost PSA oko 25%, $to dovodi do velikog broja lazno pozitivnih
rezultata (Mystri K. i sar, 2003). Ovako niska pozitivna prediktorna vrednost PSA dovodi
do 75% nepotrebno uradenih biopsija prostate sa svim komplikacijama koje je prate

(Postma R. i sar, 2005).

Dalji nedostatak PSA je njegova nemoguénost razlikovanja klini¢ki nesignifikantne
od agresivnije forme CaP §to za posledicu ima suvi$ne dijagnosticke procedure i dalje
nesvrsishodno lecenje (eng. overdetection and overtreatment). Zbog ovog glavnog
nedostatka PSA, procenjuje se da je 50% pacijenata ukljuenih u Evropski skrining
program nesvrsishodno le¢eno zbog nalaza nesignifikantnog tumora (Draisma G. i sar,
2009). Nomogram prikazan na tabeli 4 pokazuje rizik od postojanja CaP kao i njegove
agresivnije forme, pri niskim vrednostima PSA (ispod 4ng/mL), Sto ukazuje da ne postoji
optimalna grani¢na vrednosti za detekciju nepalpabilnog, ali klinicki signifikantnog CaP
(Dong F. i sar, 2008).
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Tabela 4. Rizik od postojanja CaP i GS > 7 pri vrednostima PSA < 4ng/mL

Nivo PSA(ng/mL) Rizik od CaP (%) Rizik od GS > 7 (%)
0,0-0,5 6,6 0,8
0,6-1,0 10,1 1,0
1,1-2,0 17,0 2,0
2,1-3,0 23,0 4,0
3,1-4,0 26,9 6,7
14. Derivati prostata specificnog antigena

U cilju povecana prediktivne vrednosti PSA prema CaP pocetkom devedesetih
godina proslog veka uvedeni su pomoéni derivati PSA kao $to su PSA gustina (eng. PSA
Density), dinamika rasta PSA u funkciji vremena ( eng. PSA Velocity), udvostrucenje
bazi¢ne vrednosti PSA tokom vremena (eng. PSA Doubling time), procentualni odnos

slobodnog prema ukupnom PSA (%PSA) kao i izoforme slobodnog PSA.

1.4.1. PSA-Gustina (PSA Density)

PSA-Gustina (PSAD) definiSe se kao odnos vrednosti serumskog PSA i volumena
prostate izmerenog pomocu transrektalnog ultrazvuka. Ovaj derivat PSA prvi put je uveden
1992. godine od strane Benson i saradnika. Autori su pokazali da je prose¢na vrednost
PSAD kod lokalizovanog CaP bila 0,58 ng/mL/ccm, a kod pacijenata sa BPH 0,04
ng/mL/ccm. Najveca korist ovog parametra prisutna je pri vrednostima PSA 4-10ng/mL.
Ako je vrednost PSAD veca od 0,15 verovatnoc¢a da pacijent ima CaP je 82%. Ukoliko su
vrednosti manje od 0,10 ng/mL/ccm preporucuju se samo redovne kontrole (Benson MC. i
sar, 1992).
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Medutim, po pitanju njegove granicne vrednosti nije bilo konsenzusa. Seaman i sar.
su pokusali da ukazu na povezanost povecanih vrednosti PSAD i rizika od postojanja CaP.
Predlozene su grani¢ne vrednosti izmedu 0,10-0,18ng/mL/ccm kad bi trebalo razmotriti
odluku o biopsiji prostate (Seaman EK. i sar, 1994). Bazinet i saradnici istakli su da je
verovarno¢a postojanja CaP manja od 1% ukoliko je PSAD manji od 0,15 ng/mL/ccm
(Bazzinet M. i sar, 1994). Nasuprot tome, Catalona i saradnici su u svojoj multicentri¢noj
studiji zakljuéili da kori$¢enje grani¢ne vrednosti >0,15 nije pouzdano i ako bi se ona
koristila za odluku o biopsiji, polovina karcinoma bi ostalo neotkriveno (Catalona WJ. i sar,
1994 god.).

Pored nedostatka konsenzusa oko njegove grani¢ne vrednosti, kao njegov glavni
nedostatak navodi se nedovoljna preciznost merenja volumena prostate koja zahteva
primenu transrektalnog ultrazvuka, kao i zbog invazivnosti same procedure (Loeb S. i sar,
2005).

1.4.2. Dinamika rasta PSA u funkciji vremena (PSA Velocity)

Dinamika rasta PSA u funkciji vremena (PSAV) definiSe se kao promena nivoa
PSA vrednosti tokom pracenja u duzem vremenskom periodu. Carter 1 saradnici su pokazali
da je ovaj parametar znacajan prediktor za CaP sa senzitivnoS¢u od 72 % 1 specifi¢nos¢u od
95 %, pri vrednostima PSA 4-10 ng/mL. Godisnji porast PSAV veci od 0,75 ng/mL moze
da ukaze na postojanje nepalpabilnog karcinoma 1 viSe godina pre njegove detekcije, pa je

neophodna biopsija prostate (Carter HB. i sar, 1992).

Medutim, upotreba ovog parametra za detekciju CaP joS uvek je diskutabilna tema.
Studije su ukazale na limitirani dokaze da PSAV ima znacajnu prediktivnu vrednost u
detekciji CaP u odnosu na sam PSA (Vickers AJ. i sar, 2009; Etzioni RD. i sar, 2007).
Carter i sar. su u studiji iz 2006. godine pokazali da pacijenti sa vrednostima PSAV ve¢im
od 0,35 ng/mL na godi$njem nivou, imaju veéu Sansu od smrtnog ishoda u narednih 10-15

godina u odnosu na pacijente sa vrednostima PSAV manjim od 0,35 ng/mL. (Carter HB. i
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sar, 2006). D’ Amico i sar. navode njegov veéi znacaj kao prediktora agresivnosti tumora.
Pokazali su da pacijenti sa preoperativnim vrednostima PSAV preko 2ng/mL imaju 9.8
puta veci relativni rizik od smrtnog ishoda usled CaP (D’Amico AV. i sar, 2005 god).

1.4.3. Udvostru¢enje bazicne vrednosti PSA tokom vremena (PSA

Doubling time )

Udvostrucenje bazicne vrednosti PSA tokom vremena (PSADT) predstavlja
udvostrucenje vrednosti bazi¢nog nivoa PSA posmatranog tokom odredenog vremenskog
perioda (meseci ili godina). Ovaj parametar moze se koristiti u praéenju pacijenata pre i
posle terapije CaP. Dokazano je da je povecanje njegovih vrednosti tokom pracenja
pacijenata posle radikalnog lecenja udruzeno sa progresijom bolesti, ucestalijom pojavom
biohemijskih recidiva, razvojem udaljenih metastaza i povecanjem ukupnog mortaliteta

(Freedland SJ. i sar, 2005).

PSADT se pokazao kao mnogo bolji parametar u odredivanju agresivnosti tumora u
odnosu na njegov znacaj za detekciju tumora. Paund i saradnici su dokazali da je PSADT
znacajan u predvidanju rizika i vremena za razvoj metastatske bolesti od CaP (Pound CR. i
sar, 1999). Loeb 1 saradnici su, poredivsi znacaj PSAD 1 PSAV u predvidanju prisustva
agresivne forme karcinoma, dokazali da je PSAV mnogo bolji parametar za predikciju

agresivne forme bolesti (Loeb S. i sar, 2008).

1.5. Slobodni PSA

S obzirom da se PSA testiranjem nije uspelo napraviti jasna razliku izmedu
pacijenata sa CaP i1 BPH, svi dalji napori bili su usmereni ka pronalaZzenju novih
biomarkera koji bi mogli da povec¢aju specificnost PSA za detekciju CaP. Slobodna forma
PSA (fPSA), odnosno njegov odnos prema totalnom PSA (%fPSA), prepoznat je kao
najbolji kandidat. Slobodni oblik PSA sainjava 5-45% totalnog PSA. Prisutan je u
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nevezanoj formi jer ne pravi komplekse sa inhibitorima proteaze u serumu (Ljilja H. i sar,
1991).

Kod muskaraca sa CaP, PSA produkovan od strane tumorskih ¢elija ucestalije
stvara kompleks sa ACT, ¢ime se smanjuje mogucénost njegove proteoliticke aktivnosti. Na
ovaj nacin dolazi do povecanja njegove koncentracije kao kompleksne forme (PSA-ACT) i
procentualnim smanjenjem totalnog PSA kao slobodne forme, za razliku od muskaraca koji
nemaju CaP (Ljilja H. i sar, 1991). Ova saznanja dovela su do razvoja imunoeseja kojim se
moze detektovati fPSA, ¢ime bi se povecala specificnost PSA u detekciji CaP i time

smanjio broj nepotrebno uradenih biopsija prostate.

1.5.1. Odnos slobodnog prema totalnom PSA (%fPSA)

Americka agencija za hranu i lekove (eng. Food and Drug Administration, FDA) je
1998. godine odobrila upotrebu %fPSA, kao biohemijskog markera, kod muskaraca sa
nivoom PSA od 4-10ng/mL i negativnim nalazom na DRE (Partin AV. i sar, 1998). Toj
odluci su najvise doprineli Catalona i sar. koji su U svojoj studiji zakljucili da se
koris¢enjem %fPSA moze smanjiti broj nepotrebnih biopsija za 20%, koriste¢i grani¢nu
vrednost od 25%, pri ¢emu se detektuje 95% karcinoma sa minimalnim gubitkom
senzitivnosti. Snizavanjem grani¢ne vrednosti na 22% pri senzitivnosti od 90%,
specificnost testa je iznosila 29%, pri ¢emu je moguce izbec¢i jednu tre¢inu nepotrebno
uradenih biopsija. NiZe vrednosti %fPSA bile su u korelaciji sa povecanjem rizika od
postojanja CaP, ali je odabir odgovarajue grani¢ne vrednosti otezan pre svega zbog
delimi¢ne zavisnosti %fPSA od godina starosti, volumena prostate 1 vrednosti tPSA

(Catalona WJ. i sar, 1998).

Ustanovljeno je da postoji direktna korelacija %fPSA sa godinama i da je zbog
rastuceg trenda potrebno korigovati njegovu grani¢nu vrednost da bi se odrzala konstantna
senzitivnost od 95%. Ukoliko je grani¢na vrednost fiksirana na 25%, detektovace se 98%
CaP u grupi pacijenata od 50-59 godina, u starijoj grupi pacijenata od 60-69 godina
detektovace se 94% CaP i u grupi pacijenata preko 70 godina 90% CaP. Od ukupnog broja
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pacijenata kod kojih je dijagnostikovan CaP, 71% je radikalno operisano. Patohistoloski
nalaz pokazao je da su ti pacijenti imali manje agresivan oblik bolesti ukoliko su vrednosti
%fPSA bile iznad zadate grani¢ne vrednosti od 25%. Studija je pokazala da je rizik od
karcinoma visok (55%) kada su vrednosti %fPSA bile u rangu od 0-10% i da je rizik
opadao sa porastom vrednosti %fPSA. Pri vrednostima %fPSA preko 25%, rizik od
postojanja karcinoma iznosio je 5-9%. Time su pokazali da je moguce individualno
svrstavanje pacijenata u grupe sa niskorizi¢nim i agresivnim formama karcinoma, $to moze
da olaksa odluku o potrebi za biopsijom. Generalno gledano, stariji pacijenti su imali veci
rizik od postojanja karcinoma u odnosu na mladu populaciju. Korisé¢enje grani¢ne vrednosti
od 25%, preporu¢eno je bez obzira na godine pacijenta i volumen prostate. U
multivarijantnom modelu koji su koristili u studiji, dokazali su i da je %fPSA nezavisni

prediktor CaP za razliku od godina starosti i nivoa tPSA (Catalona WJ. i sar, 1998).

| drugi autori su pokuSali da utvrde koja je to grani¢na vrednost koja bi
optimizovala %fPSA testiranja. Christensson i sar. su 1993. godine Kkoriste¢i grani¢nu
vrednost 18%, ukazali na znac¢ajno poboljSanje u razlikovanju pacijenata sa i bez CaP, u
poredenju sa koris¢enjem samo PSA testiranja (Christensson A. i sar, 1993). Koris¢enjem
grani¢nih vrednosti od 14% do 28%, pri senzitivnosti od 70-95%, pokazalo se da se moze
izbeci 20-65% nepotrebnih biopsija prostate, u rangu PSA od 4-10ng/mL (Pound CR. i sar,
1997; Partin AW. i sar, 1998; Vassela RL. i sar, 2000). lako ni jedna apsolutna grani¢na
vrednost za %fPSA nije uspostavljena, veéina studija navodi da su vrednosti ispod 10% u
korelaciji sa CaP, a da vrednosti preko 25% ukazuju na manju verovatnocu postojanja CaP
(Roddam AW. i sar, 2005). U poredenju sa drugim derivatima PSA, kao $to su PSA
gustina, PSA brzina, PSA gustina tranzitorne zone, studije su pokazale da je %fPSA znatno
bolji marker za detekciji CaP (Djavan B. i sar, 1999; Fuzery AK. i sar, 2013).

Pojedini autori su ukazali na moguénost koris¢enja %fPSA za procenu agresivnosti
tumora. Serijskim merenjem %fPSA iz zamrznutih seruma ranije bioptiranih pacijenata u
svojoj retrospektivnoj studiji, Carter i sar. su dosli do zaklju¢ka o postojanju znacajne
razlike u vrednostima %fPSA izmedu agresivnih i indolentnih tumora (Carter HB. i sar,

1992). Ukazali su da promena nivoa %fPSA tokom vremena moze da pruzi uvid u prirodu
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CaP. Gotovo dekadu i po kasnije, Masieri i sar. su takodje istakli da niske vrednosti %fPSA

mogu da ukazu na klinicki agresivniju formu tumora (Masieri L. i sar 2012).

Pored znacaja u proceni agresivnosti CaP, %fPSA moze ukazati i na rizik od
biohemijskog relapsa, na $ta su ukazali Shariat i sar. prate¢i 402 bolesnika posle radikalnog
operativnog le¢enja. Pokazano je da postoji nezavisna korelacija izmedju niskog %fPSA i
biohemijskog recidiva bolesti. (Shariat SF. i sar, 2006). Nalazi njihove studije bili su u
suprotnosti sa radom Grafena i sar. koji su deceniju ranije na neSto vecoj seriji bolesnika
(ukupno 698 bolesnika) dosli do suprotnog zakljucka. Ova studija nije uspela da pokaze da
je %fPSA prediktivni marker agresivnosti CaP i biohemijskog recidiva bolesti (Grafen M. i
sar, 2002).

Sliéno kao i kod tPSA, na vrednosti %fPSA uti¢u manipulacije na prostati. Zbog
toga pojedini autori preporucuju merenje koncentracije %fPSA posle operativnih

manipulacija na prostati tek nakon nekoliko nedelja (Lein M. i sar, 1997).

Takode, razlike u standardizacijama razli¢itih imunoeseja, kao i rukovanje uzetim
uzorcima, ima reperkusije na koncentraciju %fPSA. Cak i minimalnie promene u
koncentracijama tPSA, mogu biti praene znafajnim promenama nivoa fPSA, Sto se
posledi¢no odrazava na promene u kalkulaciji %fPSA. Piironen i sar. su ukazali na
¢injenicu da se oko 1% slobodnog PSA gubi po satu ukoliko serum nije centrifugiran,
odnosno oko 3% slobodnog PSA gubi na dan, ukoliko se serum ¢uva na sobnoj
temperaturi. 1z tih razloga danas se smatra standardom promptno zamrzavanje seruma na -
70 °C i dalje ¢uvanje na ovoj temperaturi. (Piironen T. i sar, 1996). Sli¢no kao i kod tPSA,
na koncentraciju fPSA moze da utice i upotreba pojedinih lekova, kao $to su inhibitori 5
alfa reduktaze, dovode¢i do smanjenja njegove koncentracije u serumu (Pannek J. i sar,

1998).
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1.5.2. 1zoforme slobodnog PSA

Uprkos pocetnom uspehu slobodnog PSA, odnosno %fPSA u smislu uspesnije
Sva istrazivanja su bila usmerena ka daljem ras¢lanjivanju slobodnog PSA kao tada novog
markera, koji je donekle povecao specificnost PSA u detekciji CaP. Vrlo brzo su studije
potvrdile hipotezu da se slobodni PSA sastoji od najmanje tri razliCite vrste enzimski
inaktivnog PSA: benigni PSA (BPSA), intaktni PSA i pro PSA (Mikolajczyk SD. i sar,
2002).

BPSA je degradirana subforma PSA koja je identi¢na nativnom, zrelom PSA. BPSA
sadrzi 237 amino kiselina kao i PSA, ali ima dva unutrasnja peptidna lanca na pozicijama
Lys 182 i Lys 145. Imunohistohemijska analiza je pokazala da se BPSA predominantno
nalazi u prostati¢noj tranzitornoj zoni, u kojoj nastaje nodularna hiperplazija povezana sa
nastankom BPH (Mikolajczyk SD. i sar, 2000 a,b). Sam po sebi, serumski BPSA ne moze
da napravi diferencijaciju izmedju BPH i CaP, ali u kombinaciji sa p2PSA moze da
doprinese razlikovanju karcinoma od BPH (Rhodes T. i sar, 2012 b). De Vries i sar. su
pokazali da je BPSA u tesnoj korelaciji sa prostaticnim volumenom, ali da verovatno nema
nikakav prognosticki kapacitet za razlikovanje indolentnih karcinoma od agresivnih formi
(de Vries SH. i sar, 2005).

Intaktni PSA ¢ini 39% slobodnog PSA i predominantnio je prisutan u tranzitornoj
zoni prostate, kao i BPSA. Komponente intaktne forme fPSA, nisu sasvim razjasnjene, ali
se zna da mogu imati neke manje varijacije, tako da je ova forma dosta slicna nativnom,
aktivnom PSA. Pojedine strukturalne i konformacijske promena u njegovoj strukturi ¢ine
ga enzimski neaktivnim (Nurmikko P. i sar, 2001). Preliminarne studije su pokusale da
ukazu na klini¢ki znacaj odnosa intaktnog PSA i fPSA u cilju poboljsanja pouzdanosti
detekcije CaP (Steuber T. i sar, 2002). Medutim, ova istrazivanja su koristila imunoeseje
intaktnog PSA u koji je ukljucen i proPSA, $to je otezalo utvrdivanje prediktivne vrednosti

samog intaktnog PSA (Peltola MT. i sar, 2011). Kao samostalni marker nije nasao mesto u

29



klinickoj praksi i prvenstveno se koristi kao deo multikalikreinskg panela (Vickers AJ. i
sar, 2008).

ProPSA (pPSA) je jedna od identifikovanih formi, koja ¢ini 33% fPSA, za koju se
pokazao veliki interes kao moguceg markera za detekciju CaP. Otkriveno je nekoliko
izoformi proPSA u serumu koje se razlikuju po broju aminokiselina u vodeéem lancu.
Teoretski, postoji 7 izoformi proPSA iako ih je do danas identifikovano 5. Za sada postoje
dokazi za izoforme sa 7 predvode¢ih amino-kiselina (p7PSA), sa 5 amino-kiselina
(p5PSA), sa 4 amino-kiseline (p4PSA), sa dve amino-kiseline (p2PSA) i jednom amino-
kiselinom (pIPSA). Izoforme sa 3 i 6 predvodecih amino-Kiselina jo§ uvek nisu
identifikovane (Peter J. i sar, 2001). Sve ove skra¢ene forme su enzimski inaktivne i ne
prave komplekse sa serumskim inhibitorima proteaza (Jansen FH. i sar, 2009). Postoje¢im
imunoesejima mogu se detektovati p2PSA, p4PSA i p5,7PSA od kojih je p2PSA
najstabilnija serumska forma (Mikolajczyk SD. i sar, 2002). Istrazivanja su pokazala da je
p2PSA znacajno povisen u perifernoj zoni prostate kod pacijenata sa CaP, kao i njegove
serumske koncentracije, §to ga ¢ini dobrim markerom za razlikovanje pacijenata sa i bez
CaP (Mikolajczyk SD. i sar, 2001).

1.6. ProPSA kao bioloSki marker karcinoma prostate

ProPSA prisutan je skoro isklju¢ivo u perifernoj zoni prostate, u kojoj nastaje
najveéi procenat CaP, dok je u tranzitornoj zoni prostate prakticno nedektabilan
(Mikolajczyk SD. i sar, 2000c). Skracene forme proPSA su prvi put otkrivene u serumu
pacijenata obolelih od CaP 1997. godine (Mikolajczyk SD. i sar, 1997). Izlaganjem seruma
pacijenata sa CaP hidrofobi¢noj hromatografiji, Mikolajczyk i sar., uspeli su da razdvoje
proPSA u njegove skracene forme p5, 7PSA, p4PSA, p2PSA (Mikolajczyk SD. i sar,
1997). Redosled amino- kiselina pokazao je da se proPSA sastoji prvenstveno od njegove
skracene forme, koja sadrzi vodeci peptid sastavljen od dve amino-kiseline (nastale
cepanjem izmedu leucina 5 i serina 6 propeptida) (p2PSA). Pri postojanju celijske

destrukcije, ova enzimski inaktivna forma, cirkuliSe u serumu kao fPSA i1 moze
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predstavljati njegov najveéi udeo kod pacijenata sa CaP (Mikolajczyk SD. i sar, 1997).
Time je serumski proPSA skrenuo paznju na sebe kao potencijalno specifi¢niji marker za
CaP, i1 da se njegovom upotrebom mogu prevazici trenutna ogranic¢enja PSA u pouzdanosti

razlikovanja karcinoma od benignih stanja na prostati.

1.6.1. Klini¢ki znacaj proPSA kao markera karcinoma prostate

Sokoll i sar. su prvi procenili potencijalni klini¢ki znacaj proPSA kao novog
markera u ranoj detekciji CaP. U retrospektivnoj studiji sa zamrznutim uzorcima seruma
uzetih od 119 pacijenata pre izvodjenja biopsije, pri nivou PSA 2,5-4ng/mL, analizirali su
vrednosti tPSA, fPSA, i proPSA (gde je proPSA predstavljen zbirno kao p2,4,5,7PSA
izoforma). Nije nadena razlika u prosecnim vrednostima tPSA i %fPSA izmedu pacijenata
sa 1 bez CaP, dok je prosecna vrednost %proPSA (proPSA/fPSAx100) bila veéa kod
pacijenata sa CaP (50,1% vs 35,5%). Da bi procenili klini¢ku korist pojedinih markera,
koris¢enjem ROC analize, pokazali su da %proPSA ima znatno veéu povrsinu ispod ROC
krive (AUC) u odnosu na %fPSA (0,688 vs 0,567) ukazujuéi time na njegovu vecu
specificnost za detekciju CaP. Dostizu¢i senzitivnost od 75%, specificnost za %proPSA
bila je 59%, naspram 33% specifi¢nosti za %fPSA. Time su pokazali da se koris¢enjem
%proPSA, u rangu PSA 2,5-4ng/ml, moze potencijalno detektovati 75% CaP uz smanjenje
broja nepotrebnih biopsija za 59%, za razliku od %fPSA, gde bi broj nepotrebnih biopsija
bio smanjen za 33% (Sokoll LJ. i sar, 2003).

Ove rezultate potvrdili su Catalona i sar. koji su poredili razli¢ite izoforme proPSA
(p2PSA, p4PSA, p5,7PSA) sa PSA i fPSA, dokazavsi da %2pPSA (p2PSA/fPSAx100) ima
najvecu specificnost od svih drugih varijabli pri PSA 2-4ng/ml (Catalona WJ. i sar, 2003).
U narednoj studiji Catalona i saradnici, su koris¢enjem seruma pacijenata iz prethodne
studije pokazali da %proPSA ne samo da povecava specificnost PSA za ranu detekciju
prostate ve¢ i da je moguce identifikovati pacijente sa agresivnom formom CaP.
Koris¢enjem grani¢ne vrednosti za %proPSA od 1,8% uspeli su da detektuju 90%

karcinoma i to stoprocentno ekstrakapsularnih tumora i 96,6% CaP sa Glison skorom >7.
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Pokazano je da se Kkoris¢enjem ove grani¢ne vrednosti moglo izbe¢i 19% nepotrebnih

biopsija prostate (Catalona WJ. i sar, 2004).

Mikolajcayk i saradnici, dokazali su da komponente fPSA, BPSA i proPSA razli¢ito
koreliraju sa BPH i sa CaP. Tokom 2004. godine, retrospektivno analizirajuci serum od 380
pacijenata, pokazali su da kod pacijenata sa %fPSA preko 25%, %p2PSA ima najvecu
sposobnost razlikovanja pacijenata sa i bez karcinoma. Koriste¢i grani¢nu vrednost od
2.5%, senzitivnost %p2PSA za detekciju CaP (pri PSA 2-4ng/mL i %fPSA vec¢im od 25%)
bila je 90%, $to bi smanjilo broj nepotrebnih biopsija za 36%. Medutim, kod grupe
pacijenata sa %fPSA manjim od 15%, %proPSA ima veci prediktivni znacaj sa
specificnos¢u od 36% pri 90% senzitivnosti, nego %p2PSA sa specificnos¢u od 21%
(Mikolajcayk SD. i sar, 2004).

Khan i saradnici pokazali su da se kod pacijenata kod kojih je %fPSA manji od
15%, %p2PSA i odnos proPSA/BPSA mogu biti korisni dopunski markeri u povecanju
specificnosti %fPSA (Khan MA. i sar, 2003). Multivarijantnom analizom su pokazali da su
proPSA i %fPSA signifikantni prediktori agresivnog CaP pri nivou PSA 4-10ng/mL, ali se
pokazalo da sama veli¢ina prostate (preko 60 ml) moze da smanji njihovu specifi¢nost. Ova
studija ukazala je da bi se koris¢enjem proPSA mogla napraviti razlika izmedu pacijenata

sa klinicki nesignifikantnom i agresivnom formom CaP.

1.6.2. lzoforma p5,7PSA

Razvojem imunoeseja specificnih za p5,7PSA u serumu, zapoceto je i ispitivanje
njihove upotrebne vrednosti za detekciju CaP. Studija Bangma i sar. kod pacijenata sa PSA
1-10ng/mL nije uspela da dokaze da p5,7PSA testiranja mogu poboljati specificnost fPSA
za razlikovanje pacijenata sa i bez CaP. Takode, nije nadena ni korelacija ovih markera sa
agresivnos¢u tumora (Bangma CH. i sar, 2004). Potom su to potvrdili Lein i sar. u
multicentri¢noj studiji na 2055 pacijenata, pri vrednostima PSA 4-10ng/mL. PovrSina ispod
ROC krive nije pokazivala signifikantnu razliku izmedju p5,7PSA, proPSA/fPSA, tPSA,
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%fPSA (Lein M. i sar, 2005). Studija Stephan i sar, takode nije potvrdila da p5,7PSA moze
da poveca specifi¢nost %fPSA u predvidanju ishoda biopsije (Stephan C. i sar, 2006).

Nasuprot ovim studijama, Miyakubo i saradnici su pokazali da p5,7PSA ima
skromno vecu specifi¢nost od %fPSA za predikciju CaP, ali se pokazala manje specifi¢nim
u odnosu na PSA gustinu (Miyakubo M. i sar, 2009). Uprkos limitiranim dokazima o ulozi
p5,7PSA za ranu detekciju CaP, Stephan i sar. su ukazali na potencijalnu ulogu u
razlikovanju agresivnog od nisko-rizi¢nog CaP. Kod 376 pacijenata kod kojih je ucinjena
laparoskopska radikalna prostatektomija, odnos p5,7PSA i %fPSA signifikantno se
razlikovao kod pacijenata sa G2 i G3, pT2 i pT3 i Glison <7 i >7, pri nivou tPSA 1-
25ng/mL. Time su ukazali da bi p5,7PSA mogao imati ulogu u predvidanju agresivne
forme tumora (Stephan C. i sar, 2007). Uopsteno gledano, ve¢ina studija nije dokazala da
p5,7PSA ima bolju prediktivnhu vrednost nego %fPSA ili neki od drugih derivata PSA, za
detekciju CaP pri vrednostima tPSA<10ng/mL.

1.6.3. lzoforma p2PSA

Interesovanje za p2PSA kao boljeg markera za detekciju CaP u odnosu na
prethodno koris¢ene markere, proisteklo je iz radova Mikolajcayka i saradnika. Svojim
inicijalnim istrazivanjem, pokazali su da je ova skra¢ena forma proPSA prevashodno
prisutna u perifernoj zoni prostate gde nastaje ve¢ina CaP, a da je neznatno prisutna u
prelaznoj zoni koja se povezuje sa razvojem BPH (Mikolajcayk SD. i sar, 2000 c). Isti
autori su u narednoj studiji, analiziraju¢i serume pacijenata sa i bez CaP, pokazali da su
serumski nivoi p2PSA znaajno veci kod pacijenata sa CaP nego kod pacijenata bez

karcinoma (Mikolajcayk SD. i sar, 2001).

Ispitujuci klinicki znacaj p2PSA, Sokoll i sar. su retrospektivno analizirali serume
123 pacijenta kod kojih je uradena biopsija prostate. Vrednosti PSA su se kretale u rasponu
0,48-33,18ng/mL. Analizirane su razli¢ite forme PSA (%fPSA, p2PSA, %p2PSA, BPSA,
p2PSA/BPSA) i procenjivan njihov odnos prema CaP. Pokazalo se da su vrednosti %fPSA

bile znacajno nize kod pacijenata sa CaP nego kod pacijenata sa benignim nalazom na
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biopsiji. Nasuprot tome, vrednosti p2PSA i %p2PSA bile su znac¢ajno veée kod pacijenata
sa CaP. Isti rezultat pokazao se i pri umereno povisenim vrednostima PSA 2-10ng/mL, gde
je ROC analizom pokazano da je AUC za %p2PSA (0,73) u poredenju sa %fPSA (AUC
0,53) i drugim markerima bio znatno veéi, ¢ine¢i ga boljim markerom za detekcij CaP.
Uklju¢ivanjem ispitivanih parametara u multivarijantni regresioni logisticki model
pokazalo se da %p2PSA ostaje najznacajni prediktivni marker za CaP sa najve¢om

povrsinom ispod ROC krive (Sokoll LJ. i sar, 2008).

Naredna studija Sokoll i sar, ukazala je na potencijalnu korelaciju izmedju p2PSA i
agresivnosti tumora. Oni su ukazali da %p2PSA ima jednake prediktivne sposobnosti, kao i
PSA i %fPSA, u celokupnoj studijskoj populaciji pri PSA 0,29-310,6ng/ml. U nizim, a za
dijagnozu izazovnijim nivoima PSA 2-4ng/mL, %p2PSA se pokazao signifikantno boljim
od %fPSA. Pored toga, autori su pokazali da povecane vrednosti %p2PSA i1 samog p2PSA
mogu da budu u korelaciji sa pove¢anjem Glison skora (Sokoll LJ. i sar, 2010).

Ukljucivanje p2PSA u razli¢ite matemati¢ke modele, pokazalo se boljom opcijom u
odnosu na pojedinaéne forme PSA za detekciju karcinoma prostate. Stephan i sar. razvili su
Vestacku Neuralnu Mrezu (eng. Artefitial Neural Network - ANN) u koju su ukljuceni
razli¢iti parametri: tPSA, %fPSA, %p2PSA, godine starosti pacijenta i volumen prostate.
Iste parametre ukljucili su 1 u konvencionalni logisticki regresioni model. Oba modela
pokazala su da imaju vecu specificnost za detekciju CaP nego pojedinacni parametri
samostalno. Ukljuc¢ivanjem volumena prostate, i u jedan i u drugi model, specifi¢nost se
nije znacajno promenila. Ovakav nalaz, ukazao je na dodatnu prednost modela obzirom da
su bili zasnovani samo na laboratorijskim parametrima, bez potrebe da se odreduje

volumen prostate (Stephan C. i sar, 2009).

Pra¢enjem promena nivoa p2PSA tokom vremena pojedini autori su ukazali na
mogucnost njegove potencijalne klini¢ke upotrebe u predvidanju razvoja CaP. Rhodes i sar.
proucavali su promene u koncentracijama p2PSA u kombinaciji sa povecanjem broja
godina, povecanjem volumena prostate 1 naknadnim otkrivanjem CaP. Njihova studija je
pokazala da se koncentracija p2PSA u serumu povecava sa godinama, kao i sa povecanjem

volumena prostate. Najvece promene u vrednostima p2PSA zabelezene su kod pacijenata
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kod kojih se vremenom razvio CaP. Porast vrednosti p2PSA iznosio je 8,1% na godisnjem
nivou, u odnosu na 3,5% kod pacijenata bez karcinoma (Rhodes T. i sar. 2012 a). U
narednoj studiji, isti autori su ispitivali povezanost p2PSA, godina Zzivota i volumena
prostate kod dve grupe pacijenata razlicite rasne pripadnosti. Prvu grupu su sacinjavali
belci, a drugu Afro-Amerikanci. Rhodes i sar. su pokazali da Afro-Amerikanci imaju veéi
bazi¢ni nivo p2PSA u serumu u odnosu na pacijente bele rase. Prate¢i pacijente tokom
vremena pokazali su da belci sa ve¢im bazicnim nivoom p2PSA imaju 8 puta veci rizik za
naknadnu dijagnozu CaP u odnosu na pacijente sa nizim bazi¢ni nivoima p2PSA. Autori su
zakljucili da merenje bazi¢nog nivoa p2PSA kao i promene u njegovoj koncentraciji tokom
vremena, mogu biti korisni prediktori razvoja CaP (Rhodes T. i sar. 2012 b).

Sve ove studije pokazale su da je p2PSA najrelevantnija od svih drugih izoformi
slobodnog PSA jer se pokazalo da ima najvecu prediktornu vrednost za dijagnozu CaP u
sivoj zoni PSA 2-10ng/mL.

1.6.4. Prostata zdravstveni indeks (PHI) i %p2PSA

Prepoznavsi ulogu p2PSA u ranoj detekciji CaP, Beckman Coulter Inc. razvio je
matematicki algoritam u koji je inkorporiran tPSA, fPSA i1 p2PSA, a koji predstavlja
Prostata Zdravstveni Indeks (eng. Prostate Health Index-PHI). Definise se formulom:
PHI=(p2PSA/fPSA) x (tPSA)“ U Evropi je upotreba PHI kod pacijenata sa PSA 2-
10ng/mL i nesuspetknim DRE odobrena od samog nastajanja 2010. godine, dok je u
Americi FDA dala odobrenje 2012. godine (Loeb S. & Catalona WJ, 2014).

Za razliku od standardnih markera za detekciju CaP (tPSA. %fPSA i PSAD) koji su
pokazali dosta nepouzdanosti, p2PSA i njegovi derivati, %p2PSA i PHI, u brojnim
studijama u kojima su ispitivane njihove karatkeristike, nametnuli su se kao potencijalno

bolji i specifi¢niji za detekciju CaP (Jansen FH. i sar, 2010).
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Da bi uporedili znacaj %p2PSA i PHI za detekciju CaP u odnosu na standardne
markere, Guazzoni i saradnici su 2011. godine uradili prospektivnu studiju na 268
muskaraca sa vrednostima PSA od 2 do 10 ng/mL. Svi pacijenti su imali negativni DRE i
bili su planirani za inicijalnu biopsiju prostate. Karcinom je detektovan kod 108 pacijenata,
pri ¢emu su vrednosti %p2PSA i PHI bili znacajno vece u odnosu na pacijente kojima nije
detektovan CaP. Univarijantnom analizom takode je dokazano da ovi paramaetri imaju
znaCajno vecu efikasnost u detekciji CaP u odnosu na standardne parametre. U
multivarijantnoj analizi pokazano je da su %p2PSA i PHI znacajno unapredili efikasnost
standardnog dijagnostickog modela u koji su ukljuceni tPSA, %fPSA i PSAD i to za 10 i
11% (Guazzoni G. i sar, 2011).

Jedna od najbitnijih karakteristika svakog kvalitetnog markera jeste odrzavanje
njegove visoke specifiCnosti 1 senzitivnosti uz istovremeno izbegavanje velikog broja
nepotrebnih biopsija. Pored ispitivanja uloge p2PSA i PHI u detekciji CaP na inicijalnoj
biopsiji ispitivan je i njihov potencijal za detekciju u ponovljenim biopsijama (Scattoni V. i
sar, 2013). U multicentri¢noj prospektivnoj studiji, Lazzeri i saradnici ukljucili su 646
pacijenata sa vrednostima tPSA od 2 do 10 ng/mL koji su bili u planu za inicijalnu biopsiju.
Pri grani¢nim vrednostima za PHI od 27,6 i %p2PSA od 1,22%, dijagnostikovano je 90%
CaP uz mogucénost smanjenja broja nepotrebnih biopsija za 15,5% i 17%. Specifi¢nost za
PHI je iznosila 19,4%, a za %p2PSA 22,8%, §to se pokazalo boljim u poredenju sa
standardnim tPSA testiranjem kod koga je specifi¢nost iznosila 15,7% ( Lazzeri M. i sar,
2013 god.).

Sprovedene su i brojne, opsezne studije u cilju identifikacije eventualnog znacaja
%p2PSA i PHI u detekciji agresivnih formi CaP. U prospektivnu multicentri¢nu studiju
Sokolla i saradnika uvrSteno je 566 pacijenata kojima je ispitivana potencijalna korelacija
%p2PSA 1 agresivnosti CaP. Ova studija je dokazala povezanost pove¢ane koncentracije
%p2PSA sa povecanjem Glison skora i pogorSanjem simptoma bolesti (Sokoll LJ. i sar,
2010). Ovi rezultati potvrdeni su i u drugim eksperimentalnim studijama na velikim
grupama ispitanih pacijenata sa CaP (Catalona WJ. i sar, 2011; Stephan C. i sar, 2013;
Guazzoni G. i sar, 2012; Heidegger | i sar, 2014). Iz navedenih studija zakljucuje se da
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%p2PSA i PHI predstavljaju znacajan faktor ne samo u detekciji, nego i u predikciji

agresivnosti CaP.

Aktivno pracene je uvedeno kao strategija za smanjenje rizika od nepotrebne
terapije kod pacijenata sa niskorizicnim CaP. Ovakav pristup leGenju podrazumeva i
ponavljane biospije svake jedne do dve godine, Sto je povecavalo rizik od svih komplikacija
povezanih sa biopsijom (Zaytoun OM. i sar, 2011) Zato je bilo neophodno uloziti napor u
pronalazenju efikasnijih tumorskih markera kako bi se §to bolje predvidela bioloSka priroda
tumora kod pacijenata na programu aktivnog pracenja. Prve studije su pokazale
obecavajuce rezultate u smislu koristi p2PSA i njegovih derivata kod pacijenata na
programu aktivnog pracenja. Rezultati studije Makarova i saradnika pokazali su da je
koncentracija %p2PSA bila znacajno visa kod pacijenata koji su imali pozitivan nalaz na
ponovljenoj biopsiji (Makarov DV. i sar, 2009). Na oshovu ovih rezultata, Makarov i
saradnici su zakljucili da %p2PSA i PHI u kombinacija sa DNK analizama bioptiranog
tkiva imaju 70% vecu efikasnost u predikciji CaP potvrdenih biopsijom na godi$njoj
redovnoj kontroli u sistemu aktivnog pracenja. Ovi rezulati su potvrdeni i u narednim
studijama (Tosoian JJ. i sar, 2012; Hirama H. i sar, 2014).
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2. Ciljevi rada

Ciljevi ovog rada su:
1. Utvrditi senzitivnost, specificnost, pozitivnhu i1 negativnu prediktivnu vrednost
p2PSA i njegovih derivata PHI i %p2PSA za ranu detekciju CaP kod pacijenata sa

vrednostima PSA od 2 do 10 ng/mL.

2. Utvrditi prediktivni znacaj p2PSA i njegovih derivata, %p2PSA i PHI, u detekciji

agresivnih formi CaP (Glison skor >7).

3. Proceniti znacaj vrednosti PHI >55 u otkrivanju CaP i njegove agresivne forme
(Glison skor > 7).
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3. Ispitanici i metode

3.1. Ispitanici

U Klinici za urologiju Klinickog centra Srbije sprovedena je studija preseka.
Studijom su obuhvaceni svi konsekutivni pacijenti koji su pregledani u vremenskom
periodu od dve godine (januara 2012. godine do januara 2014. godine), a koji su zadovoljili
Kriterijume studije:

- Pacijenti starosti 50 i vise godina;

- Pacijenti bez prethodne istorije CaP;

- Uredan nalaz pri DRE;

- Pacijenti sa vrednostima PSA od 2-10ng/mL

- Pacijenti sa patohistoloskim nalazom radenim na materijalu sa 12 i viSe iseCaka

prilikom transrektalne ultrazvu¢no vodene biopsije prostate (TRUS biopsija

prostate).

Takode, u okviru ove studije definisani su i kriterijumi za iskljucivanje pacijenata iz
analizirane grupe, a to su:

- Pacijenti koji su ranije uzimali lekove koji uticu na vrednosti PSA (Finasterid,
Dutasterid);

- Pacijenti koji su ranije imali hirur§ke intervencije na prostati (TURP, biopsija
prostate i sl.);

- Akutni prostatitis;

- Infekcija urinarnog trakta;

- Prethodna terapija anti-androgenima; i

- PSA van opsega 2-10 ng/mL.

Na osnovu anamnesti¢kih podataka proveravana su prva dva kriterijuma za
iskljuéivanje pacijenata iz ove studije. Svim pacijentima je iz periferne krvi odredivana

kompletna krvna slika sa leukocitarnom formulom kao i standardne biohemijeske analize
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(glikemija, urea, kreatinin, elektroliti, jetrini enzimi, lipidni status i sl.). Odredivane su i
vrednosti C-reaktivnog proteina da bi u korelaciji sa DRE i simptomatologijom donjeg
urinarnog trakta iskljucilo postojanje akutnog infektivhog procesa na prostati.
Mikroskopski pregled sedimenta urina i urino kultura radena je zbog procene postojanja
akutne urinarne infekcije. Radi provere da li su pacijenti uzimali anti-androgenu terapiju ili

ne odredivana je i vrednost serumskog testosterona.

Procena koagulacionog statusa (PT, PTT, INR) je bila neophodna zbog planirane

biopsije prostate, a u cilju smanjenja rizika od krvarenja.

Prilikom selekcije, svaki pacijent je bio upoznat sa procedurom i njenim mogucim
komplikacijama, §to je potvrdio sopstvenim potpisom u informisanom pristanku. Na

osnovu zadatih kriterijuma, ova studija obuhvatila je ukupno 129 pacijenata.

3.2. Metode

3.2.1. Odredivanje serumskih vrednosti PSA i njegovih derivata

Svim pacijentima koji su zadovoljili kriterijume za ukljucivanje u studiju
odredivane su serumske vrednosti PSA, fPSA, p2PSA iz uzoraka pune periferne krvi nakon
dvanaesto¢asovnog gladovanja, a pre bilo kakve manipulacije na prostati (DRE, TRUS,
masaza ili biopsija prostate). Uzorkovanje je vrseno u epruvete bez antikoagulanasa. Nakon
koagulacije uzorka i centrifugiranja, serum je odvajan u roku od 2h nakon uzorkovanja,

alikvotiran i skladisten na -20°C.

Uzorci krvi su testirani u biohemijskoj laboratoriji Klinike za urologiju.
Odredivanje tPSA, fPSA 1 p2PSA vrSeno je na aparatu Access® Immunoassay Systems
koriS¢enjem Hybritech PSA, Hybritech FreePSA 1 Hybritech® p2PSA testova firme
Beckman Coulter®. Testovi su zasnovani na koris¢enju hemiluminescentnih metoda uz
primenu paramagnetnih Cestica, Koji se zasnivaju na dvostepenom imunoenzimskom

,sendvic odredivanju. Analit (tPSA, fPSA, p2PSA) iz seruma vezuje se za imobilizovana
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monoklonalna anti-analit antitela kojima su oblozene paramagnetne Cestice. U isto vreme se
za drugo antigeno mesto na analitu vezuju monoklonalna anti-analit antitela konjugovana
sa alkalnom fosfatazom. Nakon inkubacije, materijal vezan za paramagnetne Cestice se
zadrzava u magnetnom polju, dok se slobodan materijal uklanja ispiranjem. U reakcionu
smesu se zatim dodaje hemiluminescentni supstrat Lumi-Phos 530. Reakcija dovodi do
produkcije svetlosti koja se meri luminometrom. Intenzitet svetlosti je direktno
proporcionalan koncentraciji analita u uzorku. Sva procedura vrSena je prema upustvu

proizvodaca.

Odredivanje vrednosti PSA, fPSA, p2PSA, i njegovih derivata je sprovedena po
principu dvostruko slepe probe.

Prostata zdravstveni index (PHI) predstavljen je medusobnim matematickim odnosom
p2PSA, fPSA i ukupnog PSA i izratunava se formulom PHI = (p2PSA / fPSA x PSAY?), a
medusobni odnos p2PSA i fPSA odredivan je formulom %p2PSA = (p2PSA/fPSA x 100).

3.2.2. Digito-rektalni pregled

Pre izvodenja TRUS biopsije, a posle vadenja periferne krvi za odredivanje
vrednosti ispitivanih biomarkera, svakom pacijentu je raden digito rektalni pregled.
Procenjivana je veli¢ina prostate 1 uporedivana sa nekim od poznatih oblika (kesten, orah i
sl.). Ispitivana je ograni¢enost prema okolini kao i postojanje sulkusa, odnosno Zleba
izmedu lateralnih lobusa prostate. Najve¢i akcenat stavljen je na procenu njene

homogenosti i konzistencije.

Normalan nalaz na prostati, podrazumeva da je homogena u celini, glatke povrSine,
elasticna, mekana, uporeduje se sa konzistencijom tenara dlana. Svaka nehomogenost
prostate, prisutnost induracija, tvrdina, ¢vori¢a kao i neograni¢enost prema okolini,
suspektna je na CaP. Pacijenti sa ovakvim nalazom na DRE nisu razmatrani u naSoj studiji.
Takode procenjivana je i prisutnost bola pri palpaciji kao i postojanje eksprimata posle

DRE koji bi mogli da ukazu na postojanje infektivnog procesa.
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3.2.3. TRUS biopsija prostate i patohistoloska analiza bioptiranog

tkiva

Pre samog izvodena TRUS biopsije prostate pacijenti su bili jasno informisan o

svim rizicima i benefitima ove procedure.

Ukoliko su pacijent uzimali antikoagulantnu terapiju (Varfarin i njemu sli¢ni lekovi)
ista je obustavljana 7-10 dana pre procedure. Po normalizaciji INR (<1,5) pristupalo se
intervenciji kod pacijenata sa malim rizikom od nastanka tromboembolijskih komplikacija.
Kod pacijenata sa povisenim rizikom od tromboembolije, kao npr. sa vestackim valvulama

bilo je potrebno preklapanje Varfarina sa nisko-molekularnim heparinom.

Priprema za TRUS biopsiju podrazumevala je zapocinjanje antibiotske oralne
terapije Ciprofloksacinom dva puta dnevno u dozi od 500mg i Metronidazola od 500mg tri
puta dnevno, dan uoci zakazane intervencije. Terapija je nastavljana narednih 9 dana
Ciprofloksacinom i1 4 dana Metronidazolom. No¢ uo¢i intervencije pacijenti su uzimali
laksativna sredstva (Dulkolax 2 tablete) radi ¢iS¢enja creva zbog bolje vizuelizacije tokom
intervencije, odnosno obezbedivanja boljeg akusti¢nog prozora za ultrazvucni pregled.
Neposredno pre izvodenja procedure (45 minuta), svim pacijentima je aplikovana
intramuskularna injekcija Gentamicina u dozi od 120mg i Diklofenak-natrijuma u dozi od
75mg. Kod vecine pacijenata, u cilju smanjenja bolnosti procedure, vrSena je topi¢na

aplikacija 20 ml 2% lidokain gela direktno u rektum.

Sama intervencija izvodena je posle 20 minuta $to se pokazalo kao optimalno vreme
za dejstvo lokalnog anestetika na sluznicu rektuma i smanjenje bola prilikom uzimanja
iseCaka. Kod pojedinih pacijenata intevencija se izvodila u periprostaticnom bloku,
odnosno sa lokalnom infiltracionom injekcijom 2% lidokaina u koli¢ini od 5ml, oko nervih
snopova prostate. Infiltracija je radena u nivou semenih kesica 1 vrata mokra¢ne beSike,
bilateralno, u periprostatiéno masno tkivo, koje se jasno vidi TRUS-om. Pacijenti su

zauzimali levi dekubitulni poloZaj sa savijenim kolenima i kukovima pod 90 stepeni.
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Zadnjica pacijenta bila je u ravni sa krajem stola da bi manipulacija sondom i pistoljem za

biopsiju bila olaksana.

TRUS dijagnostika kao i TRUS biopsija prostate radena je na ultrazvu¢nom aparatu
”Toshiba” model SSA-240A, sa rektalnom sondom od 5MHz, model PVL-516S, koja u

sebi ima inkorporiran kanal za uvodenje igle za TRUS biopsiju.

Pregled je pocinjan sagledavanjem prostate i okolnih struktura. Posteriorno
lokalizovana centralna i periferna zona prostate, u kojoj nastaje najveéi procenat
karcinoma, pokazuje homogeniji, hiperehogeni izgled, dok je anteriorno lokalizovana
tranzitorna zona vise heterogena. Optimalno podesavanje kontrasta odgovara srednje sivoj
nijansi, Sto je slika, odnosno nijansa, normalne periferne zone. Ova nijansa sive boje sluzi
kao referenca za procenjivanje lezija kao hipoehogenih (tamnije nego normalna prelazna
zona), izoehogenih (sli¢na prelaznoj zoni) i hiperehogenih (svetlija od normalne prelazne

zone).

Kompletna TRUS evaluacija prostate podrazumevao je pregled i u sagitalnoj i u
transverzalnoj ravni radi odredivanja volumena prostate. Formule koje se Kkoriste za
izratunavanje volumena prostate zahtevaju merenje tri dimenzije prostate. U aksijalnom
planu, transferzalni i anteroposteriorni dijametar meri se u najve¢em poprec¢nom promeru.
Longitudinalni dijametar se meri u sagitalnoj ravni nedaleko od srednje linije. Vecina
formula izraCunava volumen prostate kao da je u pitanju pravilni geometrijski oblik, elipsa
ili sfera, a potom koristi odgovarajuce korekcije za dobijanje preciznog volumena prostate.
Periferna i centralna zona su detaljno evaluirani u smislu otkrivanja hipoehogenih promena
koje su nam od najveéeg interesa jer mogu biti suspektna na CaP. Sagledavane su konture

prostate, odnosno postojanje eventualnih nepravilnosti.

Koris¢eni ultrazvucéni aparat obezbeduje odlicnu vizualizaciju puta igle jer ima vodic na
ekranu kojim se omogucava precizan ulazak igle na ta¢no Zeljeno mestu u prostati. Za
uzimanje isecaka prostate koristili smo standardne biopsione igle dijametra 16,5mm (16G),

duzine 200mm, kao i automatski pistolj za biopsiju.
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Standardno smo uzimali 12 uzoraka (proSirena Sema biopsije prostate) po tac¢no
odredenoj Semi, ¢ime se postize maksimalna detekcija CaP. Uzimano je po 6 isecaka iz
svakog lobusa prostate, pocevsi od apeksa prema bazi prostate, 1 to $to je moguce dalje
posterolateralno, iz perifernog dela prostate. Dopunske uzorke smo uzimali sa sumljivih,
hipoehogenih mesta koji su detektovani na TRUS-u. Bioptirani uzorci prostate su smatrani
validnim ukoliko su neprekinuti i duzine bar 10mm. Uzeti isecci su skladisteni u posude sa
10% formalinom u Sest odvojenih 1 oznacenih posuda. Po dva uzorka su stavljana u svaku
posudu iz iste regije, posebno apex, baza i srednji deo periferne zone, iz levog i desnog
lobusa prostate. Obelezavanje posuda u kome se nalaze uzorci uzeti iz levog ili desnog
lobus prostate je neophodno, ukoliko se planira operacija prostate sa oCuvanjem nerava

(eng. nerve sparing), da bi znali u kom lobusu prostate se nalazi karcinom.

Priprema biopsijskih iseCaka prostate i mikroskopski pregled preparata obavljen je na
odeljenju patologije Klinickog Centra Srbije (KCS). Iz parafinskih kalupa obradenog tkiva
prostate, na standardnom hematoksilin-eozin (H&E) bojenju odreden je histoloski tip,

gradus tumora, Glison gradus (zbirni od 2 do 10) i patohistoloski stadijum CaP.

U odnosu na patohistoloski nalaz svi pacijenti su podeljeni na pacijente sa CaP i one sa
benignim nalazom oznaéenim kao BPH (ova grupa obuhvatala je sve ne maligne nalaze:
BPH, hroni¢ni prostatitis, ASAP, HG PIN). Grupa pacijenata sa CaP je u zavisnosti od
procenjenog Glison skora na patohistoloSkom nalazu, podeljena na dve grupe: pacijenti sa
GS < 6 1 pacijenti sa GS > 7. Pacijenti sa benignim nalazom, odnosno odustvom CaP,

koriS¢eni su kao kontrolna grupa.

3.2.4. StatistiCka analiza

U ovoj studiji koriS¢ene su deskriptivne i analiti¢ke statisticke metode.

Od deskriptivnih statistickih metoda kori$¢eni su:
- Apsolutni i relativni brojevi (n,%)

- Mere centralne tendencije (aritmeticka sredina, medijana)
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- Mere disperzije (standardna devijacija, interval varijacije, interkvartilni raspon)

Od analitickih statistickih metoda kori$¢eni su testovi razlike i analiza povezanosti. Od
testova razlike, kori§¢eni su parametarski (t test) i neparametarski (Mann-Whitney U test,
Hi-kvadrat test). Navedeni testovi koriS¢eni su za ispitivanje znacajnosti razlike izmedu dve
grupe pacijenata u odnosu na ispitivano obelezje posmatranja. T test je koriS¢en kod
podataka c¢ija je raspodela normalna, dok je Mann-Whitney U test koriS¢en kod obelezja
posmatranja ¢ija raspodela nije normalna. Hi kvadrat test je koriS¢en za atributivna obelezja
posmatranja. ObeleZja posmatranja koja su atributivna i imaju svojstvo gradacije, testirana

su Hi-kvadrat testom za trend.

Za ispitivanje povezanosti, odnosno predikcije, koriS¢ena je binarna logisticka
regresiona analiza. Kao zavisna varijabla uzeto je prisustvo karcinoma prostate ili
agresivnost tumora (merena pomocu Glison skora). Nezavisne varijable ¢inile su vrednosti
PSA i njegovih derivata. Izracunat koli¢nik Sanse predstavljen je zajedno sa 95%

intervalom poverenja. Hosmer-Lemeshow test je koris¢en za kalibraciju modela.

ROC analiza koriS¢ena je za ispitivanje diskriminacione moc¢i ispitivanih parametara i
izraCunavanje potencijalne grani¢ne vrednosti (eng. cut off). ROC analizom prikazana je
senzitivnost, specifi¢nost, pozitivna prediktivna vrednost (PPV), negativna prediktivna
vrednost NPV) i odnos verodostojnosti (LR+ i LR-).

Svi rezultati su predstavljeni tabelarno i graficki. Sve p vrednosti manje od 0,05
koris¢ene su kao vrednosti za odbacivanje nulte hipoteze. Podaci su obradeni u SPSS 20,0

(IBM Kkorporacija).
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4. Rezultati

4.1. Rezultati selekcije pacijenata prema Kriterijumima

studije

U ovoj studiji ucestvovalo je ukupno 129 pacijenata muskog pola. Prosecna starost
ispitanika bila je 64,6+6,6 godina. Najmladi pacijent u studiji imao je 50 godina starosti
dok je najstariji imao 83 godine. Distribucija pacijenata po starosti je prikazana graficki
(Grafikon 2).
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Grafikon 2. Distribucija analiziranih pacijenata po starosti
Pacijenti u ovoj studiji imali su nekoliko razlic¢itih dijagnoza. Distribucija pacijenata

u odnosu na dijagnoze prikazana je u tabeli 5. Ova distribucija prikazana je i graficki
(Grafikon 3).
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Tabela 5. Distribucija analiziranih pacijenata u odnosu na dijagnozu

N %
CaP 65 50,4
BPH 45 34,9
Prostatitis 16 12,4
ASAP, HG 2 1,6
HGPIN 1 0,8
Ukupno 129 100,0

CaP — karicnom prostate, BPH — benigna hiperplazija prostate; ASAP — atipicna proliferacija malih acinusa;
HG — visok gradus, HGPIN — prostaticna intraepitelna neoplazija visokog gradusa

Dijagnoza

Wca

EsrH

O Prostatitis
W ASAP, HG
OHGPIN

Grafikon 3. Dijagram distribucije analiziranih pacijenata u odnosu na dijagnozu

Kao $to se vidi iz tabele 5, kod 50,4% pacijenata dijagnostikovan je CaP, dok su
kod 49,6% pacijenata dijagnostikovane benigne bolesti prostate, od kojih je najcesca
benigna hiperplazija prostate (BPH grupa pacijenata).

Prose¢na starost pacijenata sa i bez CaP je uporedena, da bi se utvrdilo da li je

starost pridruzeni faktor u daljim analizama. Deskriptivna statistika starosti u odnosu na
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navedene grupe prikazana je u tabeli 6. Prosecna starost bila je gotovo identi¢na u obe
grupe. Testirajué¢i ovu razliku t testom utvrdeno je da nema statisticki znacajne razlike
izmedu grupa po starosti (t=1,082; p=0,281). Ovi rezultati ukazuju da starost nije pridruzeni

faktor koji bi se razmatrao u daljim analizama.

Tabela 6. Prose¢na starost pacijenata u grupama sa i bez CaP

BPH 64,03 6,63 65 60,5 66,5 50 83
CaP 6529 6,60 66 60,0 71,0 51 78

X - Aritmeticka sredina; SD — standardna devijacija; Med - Medijana; Perc. — Percentil; Min-minimum;
Maks -maksimum

4.2. Rezultati odredivanja vrednosti PSA i njegovih
derivata i Glison skora

Iz uzoraka periferne kvi pacijenata uradene su laboratorijske analize date u

poglavlju 3.2.1. Deskriptivna statistika ispitivanih parametara prikazana je u tabeli 7.

Tabela 7. Vrednosti analiziranih parametara — PSA i njegovih derivata kao i GS

X SD Med 25perc. 75perc. Min Maks
tPSA 6,03 1,97 6,13 4,58 7,39 1,57 10,04
(ng/mL)
fPSA 1,02 0,58 0,91 0,63 1,29 0,17 3,10
(ng/mL)
%fPSA 16,85 7,69 16,26 11,42 20,31 0,16 41,30
p2PSA 19,12 14,88 14,93 11,19 21,28 4,28 101,21
(pg/mL)
%p2PSA 2,00 1,12 1,73 1,32 2,40 0,49 7,95
PHI 46,96 25,79 41,94 30,63 55,61 14,74 200,25
Glison skor 6,40 0,79 6 6 7 4 9

;-Aritmetiéka sredina; SD — standardna devijacija; Med - Medijana; Perc. — Percentil; Min-minimum;
Maks -maksimum
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4.3. Rezultati analize PSA i njegovih derivata kao markera

za CaP
4.3.1. Rezultati analize tPSA kao markera za CaP

Deskriptivna statistika tPSA u odnosu na CaP je prikazana u tabeli 8. Iz tabele se
vidi da je prose¢na vrednost tPSA manja kod pacijenata sa CaP. Ipak, na osnovu rezultata t
testa utvrdeno je da ova razlika nije statisticki znacajna (t=-1,233; p=0,220). Rezultati su i

grafi¢ki prikazani (Grafikon 4).

Tabela 8. Vrednosti tPSA u grupama bolesnika sa i bez CaP

BPH 6,24 196 6,54 4,72 7,64 2,18 9,79

CaP 581 198 5,63 4,47 7,28 1,57 10,04

X - Aritmeticka sredina; SD — standardna devijacija; Med - Medijana; Perc. — Percentil; Min-minimum;
Maks -maksimum
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Grafikon 4. Grafi¢ki prikaz vrednosti tPSA u grupama pacijenata sa i bez CaP
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Zatim je uradena ROC analiza, da bi utvrdili, odnosno potvrdili nemoguénost tPSA
da diskriminiSe bolesne od zdravih (Grafikon 5). Cut-off vrednosti za mogucu klinicku
upotrebu pri senzitivnosti 90% i specifiénosti 90%, kao i moguci najbolji odnos

senzitivnosti 1 specifi¢nosti prikazani su u tabeli 9.
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Grafikon 5. ROC analiza tPSA u odnosu na prisustvo CaP

Tabela 9. Cut-off vrednosti za mogucu klini¢ku primenu tPSA u detekciji CaP

Povrsina p vrednost  Cut off Sn Sp PPV NPV LR+ LR-

563 347 906 92 500 496 098 1,00

tPSA ’ 0,215 555 625 492 548 571 123 076
(0,464-0,662)

842 156 90,8 625 522 1,69 093

Cut off- Granicna vrednost; Sn — senzitivnost; Sp- specificnost; PPV — pozitivna prediktivna vrednost; NPV-
negativna prediktivna vresnost; LR+ - pozitivni odnos verovatnoéa, LR - negativan odnos verovatnoca.
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Na osnovu dobijenih rezultata utvrdeno je da je nemoguée nac¢i Cut-off vrednost

koja bi bila adekvatna, kao ni ra¢unanje senzitivnosti i specifi¢nosti za datu tacku.
4.3.2. Rezultati analize fPSA kao markera za CaP

Nakon tPSA, analizirali smo fPSA kao moguéeg markera za CaP. Deskriptivna

statistika navedenog markera u odnosu na pacijente sa i bez CaP prikazana je u tabeli 10.

Tabela 10. Vrednosti fPSA u grupama bolesnika sa i bez CaP

BPH 121 062 114 0,74 1,41 0,22 3,10
CaP 0,84 046 0,77 0,53 097 0,17 2,90

;—Aritmetic“ka sredina; SD — standardna devijacija; Med - Medijana; Perc. — Percentil; Min-minimum;
Maks -maksimum

Kao i u prethodnom slucaju, proseéna vrednost fPSA bila je daleko manja kod
pacijenata sa CaP. Ali za razliku od prethodne analize, ova razlika je visoko statisticki

znacajna (Z=-4,066; p<0,001) (Grafikon 6).
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Grafikon 6. Graficki prikaz vrednosti fPSA u grupama pacijenata sa i bez CaP
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Procena kvaliteta analiziranog markera izvrSena je ROC da bi se odredila povrSina
ispod krive, kao i prelomna tacka (,,cut-off) (Grafikon 7). Za razliku od prethodnog
markera, fPSA predstavlja solidan marker. Naime, iz tabele 11 vidi se da postoji odredena
diskriminaciona mo¢, kao i prelomna tacka. Za prelomnu tacku uzeta je vrednost 1,035

ng/mL.
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Grafikon 7. ROC analiza fPSA u odnosu na prisustvo CaP

Tabela 11. Cut-off vrednosti za mogucu klini¢ku primenu fPSA u detekciji CaP

Povrsina p vrednost  Cut off Sn Sp PPV NPV LR+ LR-

0707 0550 906 292 558 760 1,28 032

fPSA ’ <0,001 1,035 609 815 750 67,5 3,05 049
(0,617-0,798)

1520 21,9 908 700 541 237 0,86

Cut off- Granicna vrednost; Sn — senzitivnost; Sp- specificnost; PPV — pozitivna prediktivna vrednost; NPV-
negativna prediktivna vresnost; LR+ - pozitivni odnos verovatnoca; LR- - negativan odnos verovatnoca.
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4.3.3. Rezultati analize %fPSA kao markera za CaP

Dalja analiza obuhvatila je %fPSA kod pacijenata sa i bez CaP. Deskriptivna
statistika ispitivanog parametra u odnosu na odsustvo ili prisustvo CaP je prikazana u tabeli
12. T kada je ovaj marker u pitanju, prosecna vrednost je manja kod pacijenata sa
karcinomom u odnosu na pacijente bez CaP. StatisticCkom analizom je utvrdeno da postoji

visoko statisticki znaCajna razlika izmedu pacijenata sa i bez karcinoma po vrednostima

%fPSA (Z=-3,790; p<0,001). Rezultati su i graficki prikazani (Grafikon 8).

Tabela 12. Vrednosti %fPSA u grupama bolesnika sa i bez CaP

BPH 19,06 752 18,28 13,87 22,47 0,16 40,42
CaP 14,67 7,27 13,87 9,22 18,09 0,19 41,30

X - Aritmeticka sredina; SD — standardna devijacija; Med - Medijana; Perc. — Percentil; Min-minimum;
Maks -maksimum
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Grafikon 8. Graficki prikaz vrednosti %fPSA u grupama pacijenata sa i bez CaP
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I u ovom slucaju radena je ROC analiza, da bi utvrdila diskriminaciona mo¢

analiziranog markera, kao i1 odredivanje prelomne tacke, koja sluzi za razlikovanje zdravih i

bolesnih.
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Grafikon 9. ROC analiza %fPSA u odnosu na prisustvo CaP
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ROC analiza je pokazala da %fPSA predstavlja solidan marker. Naime, iz grafikona

(Grafikon 9) se vidi da postoji odredena diskriminaciona mo¢, kao i prelomna tacka.

Uocena je i mogucnost izbora vise prelomnih tac¢aka u odnosu na odabrani odnos

senzitivnosti i specifi¢nosti (Tabela 13). Za najbolji odnos senzitivnosti (68,8%) i

specificnosti (64,6%) odredena je grani¢na vrednost od 16,050 %.

Tabela 12. Cut-off vrednosti za moguéu klini¢ku primenu %fPSA u detekciji CaP

Povrsina p vrednost  Cut off Sn Sp PPV NPV LR+ LR-

11,410 90,6 40 598 81,3 151 0,23

%fPSA (0,6(())’26-?)?785) <0,001 12,905 81,3 492 612 72,7 160 0,38
22565 250 908 72,7 551 271 0,83

Cut off- Granicna vrednost; Sn — senzitivnost; Sp- specificnost; PPV — pozitivna prediktivna vrednost; NPV-

negativna prediktivna vresnost; LR+ - pozitivni odnos verovatnoéa; LR- - negativan odnos verovatnoca.
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4.3.4. Rezultati analize p2PSA kao markera za CaP

Rezultati deskriptivne statistike kojom je ispitivan marker p2PSA u odnosu na
prisustvo CaP prikazani su u tabeli 13. Analiza je pokazala da je prose¢na vrednost p2PSA
vecéa kod pacijenata sa CaP. Istovremeno, primeéeno je da postoji i daleko veéi varijabilitet
procenjen na osnovu intervala varijacije (min-max). Medutim, uporeduju¢i medijane
pokazano je da se radi o vrlo sli¢nim vrednostima. Na osnovu rezultata Mann-Whitney U
testa utvrdeno je da nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu analiziranih grupa (Z=-0,280;

p=0,779). Rezultati su i graficki prikazani (Grafikon 10).

Tabela 13. Vrednosti p2PSA u grupama bolesnika sa i bez CaP

X SD Med 25pc.  75pec.  Min  Maks
BPH 18,68 12,46 1512 1128 21,76 4,28 73,97

CaP 1955 17,02 1493 10,51 20,97 575 101,21

X - Aritmeticka sredina; SD — standardna devijacija; Med - Medijana; Perc. — Percentil; Min-minimum;
Maks -maksimum
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Grafikon 10. Grafi¢ki prikaz vrednosti p2PSA u grupama pacijenata sa i bez CaP
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ROC analiza je pokazala da gotovo ne postoji diskriminaciona mo¢ ovog markera,
S§to je potvrdeno i na osnovu povrsine ispod krive (Grafikon 11). Na osnovu dobijenih
vrednosti nije bilo moguée odrediti prelomnu tacku. U tabeli 14 prikazane su moguce
prelomne tacke za zadatu Sn 1 Sp (90%) 1 mogué¢ optimalan odnos senzitivnosti i

specifi¢nosti (Tabela 14).
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Grafikon 11. ROC analiza p2PSA u odnosu na prisustvo CaP

Tabela 14. Cut-off vrednosti za moguéu klini¢ku primenu p2PSA u detekciji CaP

Povrsina p vrednost  Cut off Sn Sp PPV NPV LR+ LR-

. 8205 906 134 51,3 625 107 061

p2PSA ’ 0779 13020 609 395 494 500 099 1,02
(0,414-0,615)

32160 94 90,8 50,0 504 1,02 1,00

Cut off- Granicna vrednost; Sn — senzitivnost; Sp- specificnost; PPV — pozitivna prediktivna vrednost; NPV-
negativna prediktivna vresnost; LR+ - pozitivni odnos verovatnoéa; LR- - negativan odnos verovatnoca.
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4.3.5. Rezultati analize %p2PSA kao markera za CaP

Sledeca statisticka analiza odnosila se na % p2PSA kao markera karcinoma
prostate. Rezultati deskriptivne statistike ispitivanog parametra u odnosu nha grupe
pacijenata prikazana je u tabeli 15.

Tabela 15. Vrednosti %p2PSA u grupama bolesnika sa i bez CaP

X SD Med  25pec. 75pec.  Min  Maks
BPH 1,61 0,62 1,51 1,11 2,02 0,49 3,36

CaP 2,39 1,35 2,07 1,68 2,66 0,78 7,95

X - Aritmeticka sredina; SD — standardna devijacija; Med - Medijana; Perc. — Percentil; Min-minimum;
Maks -maksimum

Statistickom analizom, Mann-Whitney U testom utvrdeno je da postoji statisticki

znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa pacijenata kada je vrednost %p2PSA u pitanju

(Z=-4,364; p<0,001) (Grafikon 12).
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Grafikon 12. Grafi¢ki prikaz vrednosti %0p2PSA u grupama pacijenata sa i bez CaP
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U okviru ove studije %p2PSA pokazao se kao solidan marker CaP (Grafikon 13).
Analizirajuéi ovu varijablu utvrdeno je da za prelomnu ta¢ku %p2PSA 1,245%, PPV iznosi
58,4%, dok je NPV 78,6%. Za prelomnu tacku %p2PSA 1,673%, PPV iznosi 68,1%, dok je
NPV 71,9%. Za prelomnu tacku %p2PSA 2,368%, PPV iznosi 82,4%, a NPV iznosi 61,1%
(Tabela 16).
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Grafikon 13. ROC analiza % p2PSA u odnosu na prisustvo CaP

Tabela 16. Cut-off vrednosti za moguéu klini¢ku primenu %p2PSA u detekciji CaP

Cut
Povrsina p vrednost " Sn Sp PPV NPV LR+ LR-
0
0,723 1,245 90,8 344 584 786 138 0,27
%p2PSA (0,635- <0,001 1673 754 641 681 719 210 0,38
0,810) 2,368 43,1 906 824 611 459 0,63

Cut off- Granicna vrednost; Sn — senzitivnost; Sp- specificnost; PPV — pozitivna prediktivna vrednost; NPV-
negativna prediktivna vresnost; LR+ - pozitivni odnos verovatnoéa, LR- - negativan odnos verovatnoca.
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4.3.6. Rezultati analize PHI kao markera za CaP

Ispitivanjem korelacije vrednosti PHI sa prisustvom ili odsustvom CaP pokazalo se
da je prose¢na vrednost PHI daleko veca kod pacijenata sa CaP (tabela 17). Na osnovu
rezultata statistickog testa utvrdeno je da postoji visoko statisticki znacajna razlika izmedu

grupa bolesnika sa i bez CaP uzimajuéi u obzir PHI (Z=-3,519; p<0,001) (Grafikon 14).

Tabela 17. Vrednosti PHI u grupama bolesnika sa i bez CaP

BPH 39,15 15,59 3579 26,66 47,12 14,74 85,75

CaP 54,77 31,21 49,13 35,89 62,68 1857 200,25

X - Aritmeticka sredina; SD — standardna devijacija; Med - Medijana; Perc. — Percentil; Min-minimum;
Maks -maksimum
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Grafikon 14. Graficki prikaz vrednosti PHI u grupama pacijenata sa i bez CaP
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ROC analiza pokazala je da je PHI solidan marker za detekciju CaP (Grafikon 15).
Uoceno je prisustvo odredene povrsine, ali bez jasno definisanih prelomnih tacka. Bilo je
moguce odrediti viSe tacaka i1 to isklju¢ivo na osnovu zeljenog odnosa senzitivnosti i

specificnosti (Tabela 18).
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Grafikon 15. ROC analiza PHI u odnosu na prisustvo CaP

Tabela 18. Cut-off vrednosti za moguéu klini¢ku primenu PHI u detekciji CaP

Povrsina p vrednost  Cut off Sn Sp PPV NPV LR+ LR-

680 27480 90,6 26,6 552 73,9 123 035

PHI ’ <0,001 41670 641 625 631 635 171 0,58
(0,588-0,772)

61,015 281 906 750 558 3,00 0,79

Cut off- Granicna vrednost; Sn — senzitivnost; Sp- specificnost; PPV — pozitivna prediktivna vrednost; NPV-
negativna prediktivna vresnost; LR+ - pozitivni odnos verovatnoca, LR- - negativan odnos verovatnoca.
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Mogu¢i grani¢ne vrednosti, kada je u pitanju optimalan odnos senzitivnosti i

specifinosti je:

- Cut-0ff=47,045 za koju je Sn=0,547 a Sp=0,750
- Cut-0ff=41,670 za koju je Sn=0,641 a Sp=0,625
- Cut-0ff=35,655 za koju je Sn=0,781 a Sp=0,500

4.4. Rezultati

kompleksnog

predikciju CaP

regresionog

modela

Za

Da bi se utvrdilo koji biomarkeri na najbolji mogu¢i nacin predvidaju, odnosno

odreduju prisustvo CaP, uradeni su univarijantni i multivarijantni regresioni modeli.

Zavisna varijabla bila je CaP (dihotomna, sa dve kategorije, da i ne). Nezavisne varijable su

prostata specifi¢ni antigen i njegovi derivati. Rezultati univarijantne analize prikazani su u

Tabeli 19.

Tabela 19. Univarijantna analiza za predikciju karcinoma prostate

Prediktor P vrednost OR (95% IP) Nagelkerke R? H-L?
tPSA 0,219 0,894 (0,749-1,069) 0,016 0,925
fPSA 0,001 0,247 (0,110-0,553) 0,148 0,025
%fPSA 0,002 0,920 (0,872-0,970) 0,111 0,604
p2PSA 0,737 1,004 (0,981-1,028) 0,001 0,548
%p2PSA <0,001 3,016 (1,715-5,305) 0,207 0,574
PHI 0,001 1,037 (1,015-1,060) 0,146 0,993

OR — Odds Ratio (odnos sansi); IP — interval poverenja; R?— objasnjeni variabilitet; *Hosmer and

Lemeshow test p vrednost;

Rezultati ove analize pokazali su da su fPSA, %fPSA, PHI znacajni prediktori CaP.

Medu njima, najveci objasnjeni varijablitet imao je %p2PSA, a veoma sli¢an imali su fPSA
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I PHI, dok je kod %fPSA on bio nesto nizi. Hosmer-LemeSov test ukazuje da su svi modeli

kalibrisani.

Multivarijantna analiza uradena je da bi se otkrilo koja od kombinacija biomarkera
na najbolji moguci nacin predvida CaP. Modelovanje je radeno u nekoliko koraka. Prvo su
uzeti standardni biomarkeri tPSA, fPSA i %fPSA kao bazi¢ni, a zatim su u taj model
dodavani p2PSA, %p2PSA i PHI. Rezultati multivarijante analize prikazani su u tabeli 20.
Na osnovu multivarijantne analize utvrdeno je da je najbolja kombinacija kada se Koristi
bazni model (tPSA, fPSA i %fPSA) u kombinaciji sa %p2PSA a zatim p2PSA ili PHI.

Tabela 20. Multivarijantna analiza za predikciju karicnoma prostate

Prediktor P vrednost OR (95% IP) Nagelkerke R? H-L*®
tPSA 0,394 1,175 (0,811-1,702)
fPSA 0,074 0,152 (0,019-1,198) 0,160 0,247
%fPSA 0,851 1,011 (0,901-1,135)
tPSA 0,385 1,178 (0,814-1,705)
fPSA 0,006 0,042 (0,004-0,407)
%fPSA 0,767 1,018 (0,907-1,142) 0,206 0.118
p2PSA 0,007 1,086 (1,023-1,152)
tPSA 0,939 1,015 (0,689-1,495)
fPSA 0,131 0,208 (0,027-1,598)
%fPSA 0,744 1,019 (0,908-1,145) 0,208 0,358
PHI 0,004 1,037 (1,012-1,064)
PSA 0,396 1,179 (0,806-1,725)
fPSA 0,135 0,211 (0,027-1,623)
96fPSA 0,760 1,018 (0,906-1,145) 0,279 0,404
Y6p2PSA 0,003 2,451 (1,361-4,414)

OR — Odds Ratio (odnos sansi); IP — interval poverenja; R’ — objasnjeni variabilitet; *Hosmer and
Lemeshow test p vrednost;
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Uradena je i analiza vrednosti PHI u odnosu na prisustvo CaP. Distribucija
pacijenata po vrednostima PHI u odnosu na prisustvo CaP prikazana je u tabeli 21. Pri
vrednostima PHI 0-24,9 kod 70,6% pacijenata dijagnostikovane su benigne bolesti prostate.
Porastom vrednosti PHI rastao je i broj pacijenata sa CaP. U kategoriji PHI preko 55,
procenat pacijenata sa CaP iznosio je 70,6%. Daljom analizom je registrovan trend porasta
broja pacijenata sa CaP u odnosu na porast vrednosti PHI (X?=11,675; p=0,001) (Grafikon
16).

Tabela 21. Vrednosti PHI kod pacijenata sa i bez CaP

Ukupno
BPH CaP
N 12 5 17
0-24.9
% 70,6% 29,4%  100,0%
N 18 8 26
25-34,9
oH| % 69,2% 30,8%  100,0%
N 24 27 51
35-54,9
% 47,1% 52,9%  100,0%
N 10 24 34
55+
% 29,4% 70,6%  100,0%
N 64 64 128
Ukupno

% 50,0% 50,0% 100,0%
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Grafikon 16. Grafi¢ki prikaz vrednosti PHI kategorija u odnosu na prisustvo ili

odsustvo CaP
(zelenom bojom oznacen CaP, a plavom bojom BPH)

4.5. Predikcija agresivnog karcinoma prostate (Glison skor

>7) u odnosu na vrednosti PSA i njegovih derivata

Od ukupnog broja analiziranih pacijenata sa CaP, 40 pacijenata (61,5%) imalo je
Glison skor <6, dok je 25 pacijenata (38,5%) imalo Glison skor >7. U tabeli 22 prikazana je
deskriptivna statistika ispitivanih parametara. Na osnovu t testa utvrdeno je da nema
statistiCki znacajne razlike izmedu grupa u odnosu na starost pacijenata. Registrovana
razlika bila je blizu konvencionalnog nivoa znac¢ajnosti. Ipak, klini¢ki posmatrano, razlika

je bila 3 godine u proseku.
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Tabela 22. Vrednosti Glison skor u grupama pacijenata sa CaP formiranih u odnosu

na starost, vrednosti PSA i njegovih derivata

X SD Med  25perc.  75perc. Min Maks
Starost <7 66,42 7,02 67,00 60,00 73,00 53,00 78,00
aros
>7 63,48 5,55 63,00 60,00 67,00 51,00 74,00
<7 5,73 1,86 5,55 4,29 7,01 2,21 10,04
tPSA (ng/mL)
>7 5,95 2,18 6,27 4,48 7,37 1,57 9,78
<7 0,86 0,51 0,76 0,51 1,00 0,29 2,90
fPSA (ng/mL)
>7 0,79 0,38 0,77 0,54 0,96 0,17 1,68
<7 15,25 8,36 13,39 9,19 18,34 0,19 41,30
%fPSA
>7 13,75 5,08 14,58 9,91 17,57 5,51 22,22
7 2,04 0,79 1,90 1,53 2,43 0,78 4,24
%p2PSA
>7 2,95 1,83 2,55 1,83 3,43 1,02 7,95
p2PSA <7 16,69 10,16 13,96 9,12 21,70 5,78 59,91
(pg/mL) >7 24,13 23,85 17,31 12,98 19,91 5,75 101,21
BHI <7 48,18 20,90 4338 3549 58,77 18,57 121,17
>7 65,75 41,55 53,88 42,47 74,23 23,44 200,25

X - Aritmeticka sredina; SD — standardna devijacija; Med - Medijana; Perc. — Percentil; Min-minimum;
Maks -maksimum

Daljom analizom, ispitivana je razlika izmedu grupa pacijenata (formiranih prema

vrednostima Glison skora) u odnosu na vrednosti PSA i njegovih derivata. Na osnovu

Mann-Whitney U testa utvrdeno je da razlike izmedu grupa nisu bile znacajne po tPSA,

fPSA, %fPSA i1 p2PSA, ali je razlika po PHI bila na samoj granici konvencionalnog nivoa

znacajnosti te se ne sme prevideti (p=0,054). Razlika po %p2PSA se pokazala statisticki
znacajna (p=0,020) (Grafikon 17).
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Grafikon 17. Razlike vrednosti PSA i njegovih derivata u grupama pacijenata sa CaP

formiranih u odnosu na vrednosti Glison skora
Rezultati ROC analize prikazani su u Tabeli 23. Na osnovu dobijenih rezultata
zakljucuje se da su samo razlike u vrednostima %p2PSA 1 PHI (koji je na samoj granici

konvencionalnog nivoa znacajnosti) u grupi pacijenata sa Glison skorom <6 u odnosu na
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grupu pacijenata sa Glison skorom >7 bile statisticki znacajne. Naime, jedino ove dve
varijable imale su povrsinu ispod krive (AUC) dovoljno veliku da bi ih proglasili zna¢ajnim
(Grafikon 18).

Tabela 23. ROC analiza za agresivnost tumora

Glison <6 vs>7 (n=65)

Povrsina ispod krive Vredpnost Cut off Sn Sp

3,530 92,0 10,0

tPSA 0,538 (0,389-0,687) 0,608 5,275 64,0 45,0
8,175 16,0 90

0,400 90,0 16,0

fPSA 0,520 (0,375-0,664) 0,793 0,665 67,5 40,0

1,525 10,0 92,0

6,825 90,0 8,0

%fPSA 0,529 (0,386-0,671) 0,701 11,24 65,0 60,0

21,95 15,0 92,0

7,770 92,0 15,0

p2PSA 0,581 (0,436-0,726) 0,275 15,24 64,0 40,0
28,41 16,0 90

31,33 91,7 22,5

PHI 0,645 (0,505-0,784) 0,054 49,13 66,7 60,0
76,38 25,0 90

1,356 92,0 20,0

%p2PSA 0,673 (0,534-0,812) 0,020 2,495 56,0 17,5
3,076 32,0 90

Cut off- Granicna vrednost; Sn — senzitivnost; Sp — specificnost
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Grafikon 18. Graficki prikaz ROC analize za agresivnost tumora

Uradena je i logisti¢ka regresiona analiza sa agresivnijim oblikom CaP (Glison skor

>7) kao zavisnom varijablom (Tabela 24).

Tabela 24. Univarijantna analiza za predikciju Glison skora >7 prema vrednostim

PSA i njegovih derivata

Prediktor P vrednost OR (95% IP) Nagelkerke R H-L?
tPSA 0,663 1,058 (0,820-1,367) 0,004 0,946
fPSA 0,547 0,700 (0,220-2,232) 0,008 0,040
%fPSA 0,419 0,970 (0,902-1,044) 0,014 0,506
p2PSA 0,116 1,028 (0,993-1,063) 0,061 0,185
%p2PSA 0,024 1,880 (1,086-3,256) 0,150 0,869
PHI 0,052 1,021 (1,000-1,042) 0,102 0,983

OR — Odds Ratio (odnos sansi) IP — interval poverenja R?— objasnjeni variabilitet *Hosmer and
Lemeshow test p vrednost
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U ovoj analizi jedino su razlike u vrednostima %p2PSA bila statisticki znacajane
dok su razlike u PHI bila na samoj granici konvencionalnog nivoa statisticke znacajnosti.
Daljom analizom konstruisan je multivarijantni model na nacin koji je koriS¢en i za
predikcija prisustva karcinoma prostate (Tabela 25). Modelovanje je radeno u nekoliko
koraka. Prvo su uzeti standardni biomarkeri tPSA, fPSA 1 %fPSA kao bazi¢ni, a zatim su u
taj model dodavani p2PSA, %p2PSA i PHI. Najbolji model je onaj u kome su vrednosti
%p2PSA inkorporirane u bazi¢ni model. U slu¢ajevima kada su baziénom modelu bile
pridruzivane vrednosti p2PSA i PHI, statisticka znacajnost nije bila dostignuta, ali je bila
vrlo blizu konvencionalnog nivoa znacajnosti. Zbog pokazanog statistickog tredna za
oc¢ekivati je da bi u studiji sa ve¢im brojema analiziranih pacijenata razlike u vrednostima
p2PSA i PHI bile statisticki znacajne.

Tabela 25. Multivarijantna analiza za predikciju Glison skor >7

Prediktor P vrednost OR (95% IP) Nagelkerke R? H-L*®
tPSA 0,589 1,137 (0,714-1,809)
fPSA 0,631 0,505 (0,031-8,201) 0,020 0,932
%fPSA 0,928 1,007 (0,857-1,185)
tPSA 0,583 1,142 (0,711-1,835)
fPSA 0,204 0,131 (0,006-3,013)
%fPSA 0,824 1,019 (0,864-1,202) 0,148 0,949
p2PSA 0,058 1,059 (0,998-1,125)
tPSA 0,879 1,039 (0,636-1,696)
fPSA 0,600 0,461 (0,025-8,358)
%fPSA 0,828 1,019 (0,863-1,203) o110 0,554
PHI 0,065 1,021 (0,999-1,044)
{PSA 0,532 1,165 (0,721-1,882)
PSA 0,614 0,477 (0,027-8,486)
96fPSA 0,808 1,021 (0,864-1,205) 0,163 0,562
Yop2PSA 0,027 1,848 (1,071-3,189)

OR — Odds Ratio (odnos §ansi) IP — interval poverenja R’ — objasnjeni variabilitet *Hosmer and
Lemeshow test p vrednost
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Na kraju, analizirane su vrednosti PHI podeljene u cetiri kategorije izmedu grupe

pacijenata sa Glison skorom < 6 i grupe pacijenata sa Glison skorom > 7 (Tabela 26).

Procenat pacijenata sa Glison skorom > 7 rastao je sa porastom vrednosti PHI. Broj

pacijenata sa vrednostima PHI ve¢im od 55 (Cetvrta kategorija) bio je dva puta veci u

odnosu na broj pacijenata sa vrednostima PHI do 24,9 (prva kategorija). Ipak, statistikom

analizom nije dobijena znalajna razlika u ulestalostima (X?=1,564; p=0,661), kao ni

razlika u trendu (X?=1,148; p=0,322). Distribucija je i graficki prikazana (Grafikon 19).

Tabela 26. Distribucija pacijenata sa CaP podeljenih u grupe prema Glison skoru u

odnosu na vrednosti PHI

Glison skor Ukupno

<7 >7
N 4 1 5
0-249 % 80,0% 20,0%  100,0%
N 5 3 8
oI 25-349 % 62,5% 37,5%  100,0%
N 18 9 27
35549 % 66,7% 33,3%  100,0%
N 13 11 24
o5+ % 54,2% 45,8%  100,0%
N 40 24 64

Ukupno

% 62,5% 37,5%  100,0%
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Grafikon 19. Grafi¢ki prikaz distribucije pacijenata sa CaP podeljenih u grupe prema

Glison skoru u odnosu na vrednosti PHI

Logistickom regresionom analizom procenjivan je rizik postojanja agresivnog CaP

(Glison skor >7) u odnosu na vrednosti PHI. U ovoj analizi prva kategorija (vrednost PHI

do 24,9) korisc¢ena je kao referentna. Ova analiza nije dala statisticki zna¢ajan rezultat, ali

registrovano je postojanje trenda Sansi u odnosu na kategorije PHI (Tabela 27). Rezultati

ove analize pokazali su da je Sansa da pacijent ima Glison skor >7 2,4 puta veca ukoliko je

PHI u granicama 25-34,9 u odnosu na PHI u granicama 0-24,9. Ova $ansa je 3,4 puta veca

ukoliko pacijent ima PHI veéi od 55.

Tabela 27. Odnos $ansi postojanja Glison skor >7 u odnosu na vrednosti PHI

PHI P vrednost OR (95% IP)
0-24,9 0,679 1

25-34,9 0,512 2,400 (0,175-32,879)
35-54,9 0,560 2,000 (0,194-20,614)
55+ 0,306 3,385 (0,328-34,919)
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5. Diskusija

Porast ucestalosti karcinoma prostate, koji se poslednjih decenija registruje u svim
delovima sveta, nesumnjivo su svrstale ovo maligno oboljenje u jedno od najznacajnijih
javno-zdravstvenih problema u muskoj populaciji. Ovaj porast incidencije CaP se pre svega
pripisuje primeni masovnih skrining programa koji ukljucuju testiranje prostata specificnog
antigena (PSA) koji ima vrlo nepouzdanu prediktivnu sposobnost u razgranic¢avanju
malignih od benignih promena prostate (Jaiswal S. i sar, 2015). Ovo je dovelo do niza
pitanja o efektivnosti masovne primene raspolozivih biohemijskih pokazatelja, imajuéi u
vidu visoku ucestalost sporo progresivnih oblika karcinoma prostate. Poslednjih godina sve
su aktuelnija istrazivanja koja se bave identifikacijom najsenzitivnijih prostata-specifi¢nih
tumor markera, kao i pronalazenjem najoptimalnije kombinacije ovih pokazatelja, koja bi

imala visoku pozitivnu prediktivnu vrednost i malu mogucnost lazno negativnih nalaza.

Popularizacijom PSA skrininga, doSlo je ne samo do znacajnog povecanja
incidencije, vec¢ i do istovremenog smanjenja mortaliteta od CaP (Catalona WJ. i sar, 1993).
Pre PSA ere, vecina CaP detektovala se na osnovu abnormalnog DRE, dok se danas ve¢ina
karcinoma (60-75%) prezentuje kao nepalpabilni karcinom pri nivou PSA 2,5 — 10ng/mL
(Diamandis EP., 2000, Gallina A. i sar, 2008). Uvodenjem PSA skrininga, 81% pacijenata
sa de novo otkrivenim CaP imali su lokalizovani stadijum bolesti, uz istovremeneo
smanjenje incidencije metastatske bolesti za 75% (Newcomer LM. i sar, 1997). Detekcija
sve veceg broja lokalizovanog CaP dovelo je i do poboljSanja petogodiSnjeg prezivljavanja
pacijenata sa CaP koje sada iznosi preko 99%. Medutim, kod pacijenata sa uznapredovalim

CaP petogodisnje prezivljanje je i dalje nisko i ono iznosti oko 28% (Siegel R. i sar, 2014).

Uprkos nesumnjivog doprinosa PSA u ranoj detekciji karcinoma, vrlo brzo su se
pojavile polemike o njegovoj sveprisutnoj Sirokoj upotrebi (eng. “mass skreening”) (Loeb
S., 2014). Sve relevantne organizacije i udruZenja koja se bave ovom temom danas ne
preporucuju opsti skrining kod muskaraca bez simptoma koji ukazuju na CaP (Chou R. i

sar, 2011). Pojedini autori navode da jo§ uvek ne postoje dokazi da masovni skrining moze
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da dovede do smanjenja smrtnosti od CaP (Ili¢ D. i sar, 2013, Schroder FH. i sar, 2014).
Medutim, pojedini autori su misljenja da sadasnje preporuke koje ne zagovaraju ovakvu
politiku u pogledu skrininga mogu dovesti do povecanja broja pacijenata sa agresivnom
formom CaP (Aufemberg G. i sar, 2014; Banerji JS. i sar, 2016).

Brojna epidemioloska istrazivanja (Ploussard G. i sar, 2011) koja su se bavila
incidencijom CaP pokazala su da nezanemarljiv broj otkrivenih i le¢enih CaP pripada grupi
klini¢ki nesignifikantnih karcinoma, kod kojih radikalno leenje verovatno nije bilo
neophodno. Procenjeno je da se opStim skriningom suvi$na dijagnoza (eng. overdiagnosis)
uspostavi kod preko trecine pacijenata. Zbog toga se leCenje ovih pacijenata smatra
preteranim (eng. overtreatment), jer ne utice na ishod bolesti, a uzrokuje povecanje
morbiditeta, troSkova lecenja i pogorSanje kvaliteta zivota. Tokom vremena razvili su se
novi terapijski pristupi u cilju smanjenja broja pacijenata koji su nakon radikalnih metoda
lecenja bili suoceni sa posledicama, kao $to su inkontinencija, erektilna disfunkcija i druge
komplikacije. Prevashodno se sve vise isticu moguénosti aktivnog prac¢enja pacijenata (eng.
Active surveillance) kao legitimne terapijske opcije kod dobro selektovanih bolesnika
(Draisma G. i sar, 2009; Pomerantz M., 2015).

Na osnovu dosadasnjih iskustava u detekciji CaP ostaje otvoreno pitanje na koji
nacin najpeciznije identifikovati onu grupu pacijenata koji bi imali najvec¢u korist od
individualne rane dijagnostike CaP uzimajuc¢i u obzir ravnotezu izmedu potencijalnih
posledica i koristi. Muskarci sa povecanim rizikom od CaP su oni preko 50 godina, ili oni
sa porodi¢nom istorijom CaP i po ocevoj i po maj¢inskoj liniji preko 45 godina starosti, kao
i Afro-Amerikanci (Kamangar F. i sar, 2006; Albright F. i sar, 2015). Pored toga muskarci
sa PSA veé¢im od Ing/mL u Cetrdesetim godinama ili PSA preko 2ng/mL u Sezdesetim
godinama su kandidati za ranu dijagnostiku s obzirom na povecani rizik od metastatskog
CaP i smrtnog ishoda nekoliko decenija kasnije (Vickers AJ. i sar, 2013; Carlsson S. i sar,
2014).

Pojedini kalkulatori rizika mogu biti od koristi u identifikovanju pacijenata sa

povecanim rizikom od CaP. Iz pojedinih kohortnih studija razvijeni su razli€iti kalkulatori
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rizika kao $to su: Prostate Cancer Prevention Trial (PCPT), European Randomized Study
of Screening for Prostate Cancer (ERSPC), Sunnybrook kalkulator rizika kanadskog
zdravstveno naucnog centra. Svi oni inkorporiraju slicne parametre kao §to su godine
starosti, nalaz na DRE, rasu, familijarnu istoriju bolesti, eventualno predhodne biopsije,
vrednosti PSA i fPSA i na osnovu ovih podataka proracunavaju koliki je rizik za postojanje
CaP i njegove agresivne forme. Dosadasnja praksa je pokazala da nijedan od njih nije

superioran u odnosu na druge (Louie KS. i sar, 2015).

Distribucija pacijenata sa i bez CaP u na$oj studiji bila je skoro podjednaka kao i u
veéini studija slicnog dizajna (Lazzeri M. i sar, 2013; Boegemann M. i sar, 2016). Prose¢na
starost pacijenata uklju¢enih u nasu studiju bila je sli¢na u obe grupe, sa tim da su pacijenti
sa CaP bili u proseku stariji za godinu dana, ali ova razlika nije bila statisti¢ki znacajna.
Sli¢no kao 1 u naSoj studiji, 1 u drugim studijama prosecna starost pacijenata kretala se u
opsegu od 60 do 69 godina i bez znacajne razlike izmedu grupa sa i bez CaP (Stephan C. i
sar, 2013; Foley RW. i sar, 2016). Medutim, Lazzeri i saradnici su u multicentri¢noj studiji
na 646 pacijenata pokazali da su pacijenti sa CaP bili znacajno stariji (razlika je iznosila
nesto vise od dve godine) (Lazzeri M. i sar, 2013). Generalno, smatra se da je uzrast najaci
nemodifikujuéi faktor rizika za nastanak ovog malignog oboljenja, odnosno da verovatnoca
njegovog nastanka linearno raste sa starosc¢u, a narocito posle 50-te godine zivota. Naime,
podaci iz literature ukazuju da su skoro svi pacijenti stariji od 50 godina, a da je ¢ak 2/3
starije od 70 godina (Ries LAG. i sar, 2008). Ipak rezultati naSeg istrazivanja su u skladu sa
zapazanjima mnogih autora koji su se poslednjih godina bavili ovom problematikom 1 koji
su ukazali da je doslo do pomeranja uzrasne distribucije obolelih “u levo” (Stephan C. i sar,
2013; Foley RW. i sar, 2016). Smatra se da je osnovni razlog znacajne demografske
tranzicije koja se desila u grupi obolelih od CaP Siroka primena PSA, $to se konsekutivno
odrazava na rano otkrivanje tumora kod muskaraca u sve mladoj zivotnoj dobi (Jemal A. i

sar, 2008).

PSA je tumor marker sa najduZom istorijom u skriningu CaP. lako su rezultati
mnogobrojnih istraZivanja pokazali da on nema dovoljnu prediktivhu mo¢ u otkrivanju

CaP, on i dalje ostaje nezaobilazan korak u dijagnostici ovog tumora u rutinskoj uroloskoj
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praksi (Duffy MJ., 2015). Rezultati nase studije pokazali su da su prose¢ne vrednost tPSA
bile nize u grupi pacijenata sa karcinomom U odnosu na pacijente sa benignim bolestima
prostate, ali su ove razlike bez statisticke znacajnosti. Ovaj rezultat je u skladu sa
rezultatom studije Stephan i saradnika koji su pokazali da ne postoji zna¢ajna razlika po
pitanju prose¢nih vrednosti PSA izmedu ispitivanih grupa pacijenata, kao i da PSA ima
najmanju pouzdanost u detektovanju CaP u odnosu na ostale ispitivane tumorske markere
(Stephan C. i sar, 2013). ROC analiza je u svim studijama, kao i u nasoj, pokazala da pri
visokoj senzitivnosti ovaj marker ima izuzetno nisku specifi¢nost i obrnuto. lako ROC
analizom nismo uspeli da odredimo grani¢nu vrednost koja bi bila adekvatna naveli sSmo
grani¢nu vrednost od 3,5 ng/mL za datu senzitivnost od 90%, pri ¢emu je specifi¢nost
iznosila 10%. Vecina autora navodi sli¢ne grani¢ne vrednosti PSA, pri istoj senzitivnosti od
90% (Lazzeri M. i sar, 2012; Ito K. i sar, 2013; Perdona S. i sar, 2013). Znacéajno visa
grani¢na vrednost prijavljena je od strane Guazzonia i saradnika. U njihovoj studiji ona je
iznosila 8,9 ng/ml pri istoj senzitivnosti od 90%. Medutim, Specificnost ovog markera bila
je jako niska i iznosila je samo 5,1% (Guazzoni G. i sar, 2011). Najvecu specifi¢nost u
posmatranim studijama od 20,4% (pri senzitivnosti od 90%) prijavili su Ito i saradnici (Ito
K. i sar, 2013). Ovako mala specificnost PSA pri senzitivnosti od 90%, rezultuje velikim
brojem lazno pozitivnih nalaza i dovodi do 75% nepotrebno uradenih biopsija (Postma R. i
sar, 2005). Takode, u okviru nase studije, ROC analizom pri senzitivnosti od 90%,
pozitivna prediktivna vrednost (PPV) za tPSA iznosila je 50%, dok je negativna prediktivna
vrednosti (NPV) iznosila 49,6%. Lazzeri i saradnici pri istoj senzitivnosti, navode PPV od
42,6% i NPV 70,6% (Lazzeri M. i sar, 2013). Kako su u obe studije identifikovane skoro
identi¢ne grani¢ne vrednosti za tPSA, ovako razli¢iti rezultati procene prediktivne vrednosti

idu u prilog misljenju da je tPSA nedovoljno precizan bioloski marker za detekciju CaP.

Jasno je da ovakvi rezultati poticu iz ¢injenice da PSA nije tumor specifican, nego
prostata specifiCan marker 1 da je odredivanje optimalne grani¢ne vrednosti jako tesko.
Naime, rezultati istrazivanja su pokazali da se kod oko cetvrtine obolelih od CaP registruju
niske vrednosti ovog markera, tj. vrednosti ispod 4ng/mL (Thompson IM. i sar, 2004).

Posebno je u fokusu istrazivaca tzv. “siva zona” koja predstavlja vrednosti ovog markera u

75



rasponu od 4-10 ng/mL, zbog preklapanja sa benignim promenama u tkivu prostate
(Oremek GM et al, 2003). Rezultati istrazivanja su za ove vrednosti PSA pokazale
pozitivnu prediktivnu vrednost od 15%. Ovakav veliki broj lazno pozitivnih nalaza rezultira
u cinjenici da se biopsijom prostate, u ovom rasponu PSA, karcinom dokaze kod tek
svakog Cetvrtog pacijenta. Sa druge strane, uoceno je da ako su vrednosti PSA iznad 10
ng/mL, njegova pozitivna prediktivna vrednost raste do oko 62%, sto i dalje ostavlja veliki

prostor za lazno pozitivne nalaze (Agnihotri S. i sar, 2014).

Imaju¢i u vidu nisku prediktivhu vrednost i pouzdanost PSA, jasno je da postoji
potreba ka iznalazenju novih bioloskih markera PSA koji bi bili senzitivniji i specifi¢niji u
determinisanju malignih promena tkiva prostate. U tom smislu mi smo ispitivali i
prognosti¢ku vrednost fPSA. Naime, PSA u serumu cirkuliSe u slobodnom i vezanom
obliku. Uopsteno, smatra se da je 65-90% PSA vezano za alfa-1-antihimotripsin, a da se
oko 10-35% PSA nalazi u slobodnom obliku (De Angelis G. i sar, 2007). Rezultati
bolesnika sa benignim promenama u odnosu na one sa CaP (Tosoian J. & Loeb S., 2010).
U nasSem istrazivanju ROC analizom dobijena je velika povrsinu ispod krive, koja je
znacajno veca U odnosu na povrsSinu dobijenu za vrednosti tPSA. Pri istoj senzitivnosti kao
kod markera tPSA dobijena je daleko veca specifiénost i obrnuto. U drugim studijama
vrednosti AUC za fPSA se kretao u rangu 0,54-0,61, $to su nize vrednosti u poredenju sa
rezultatima nase studije (Jansen FH. i sar, 2010; Perdona S. i sar, 2013; Ng CF. i sar, 2014).
Sve posmatrane studije pokazale su da fPSA ima ve¢i AUC u odnosu na AUC za PSA, §to
ga ¢ini boljim markerom za detekciju CaP. Izuzetak od ovih rezultata ¢ine rezultati studije
Stephana i saradnika koji nisu detektovali znacajnu razliku u niovu fPSA izmedu pacijenata

sa i bez CaP (Stephan C. i sar, 2013).

Dalji korak u istrazivackim pokusajima identifikacije S§to optimalnijeg tumor
markera prostate bila je analiza bioloSkog markera %fPSA. Prose¢na vrednost %fPSA u
nasoj studiji bila je znatno manja kod pacijenata sa CaP, §to je u saglasnosti i sa rezultatima
drugih studija (Stephan C. i sar, 2013; Lazzeri M. i sar, 2013). Uporedujuci povrsinu ispod

krive koris¢enjem ROC analize, vrednosti AUC za %fPSA bile su slicne kao u
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multicentri¢noj studiji Fillela i saradnika (Fillela X. i sar, 2013). Rezultati ROC analize
pokazali su da je %fPSA znatno bolji marker za detekciju CaP u odnosu na tPSA i fPSA.
Takode, za razliku od tPSA, u okviru naSe studije bilo je moguce odrediti nekoliko
grani¢nih vrednosti. Najoptimalnija grani¢na vrednost bila je 16% pri skoro jednakoj
senzitivnosti i specifi¢nosti od 70%. Brojne studije pokusale se da utvrde prag vrednosti
%fPSA na osnovu kojeg je moguce napraviti razliku izmedu pacijenata sa i bez CaP. Pri
senzitivnosti od 90%, grani¢na vrednost se kretala u rangu 23-32%, uz specifi¢nost od 9 do
22%. (Guazzoni G i sar, 2011; Lazzeri M. i sar, 2013;, Ito K. i sar, 2013; Filella i sar, 2013;
Ng CF. i sar, 2014). Specifi¢nost za ovaj marker u nasoj studiji bila je znatno veca dostizuci
40%, §to je znatno bolji rezultat nego u gore navedenim studijama. Christensson i saradnici
zakljucili su da se pri grani¢noj vrednosti od 18% znacajno poboljsava moguénost
razlikovanja pacijenata sa i bez CaP, koris¢enjem %fPSA u poredenju sa koris¢enjem PSA
testiranja (Christonsen A. i sar, 1993). Istovremeno, drugi autori zakljucuju da se
koris¢enjem grani¢nih vrednosti u rasponu od 14% do 28%, moze izbe¢i 20-65%
nepotrebnih biopsija prostate, uz senzitivnost od 70-95% (Pound CR. i sar, 1997; Partin
AW. i sar, 1998; Vassela RL. i sar, 2000). U prospektivnoj multicentri¢noj studiji Catalona
I saradnika pokazano je da je pri grani¢noj vrednosti od 25% detektovano 95% karcinoma
¢ime je izbegnuto petina nepotrebnih biopsija prostate (Catalona WJ. i sar, 1998).

Pojedine studije su pokazale da je %fPSA u poredenju sa drugim derivatima PSA
(PSAD, PSAV, PSAD tranzitorne zone) pokazao znatno uspe$nijim markerom za detekciju
CaP (Heidegger I. i sar, 2015). Prethodna istrazivanja ukazuju na to da prediktivna vrednost
PSA opada sa godinama dok se prediktivna vrednost %fPSA povecava kod starijih
pacijenata (Vickers AJ. i sar, 2007). Takode, pojedine studije su svojim analizama pokazale
znaaj %fPSA kao prediktivnog markera agresivnosti karcinoma, kao i biohemijskog
markera recidiva bolesti (Shariat SF. i sar, 2006; Masieri L. i sar, 2012;). Ovaj zakljucak
nije potvrden rezultatima nase studije u kojoj nismo uspeli da pokazemo da je %fPSA
pouzadan bioloSki marker za predikciju agresivne forme CaP. | pored toga, ovaj marker
iako nepravedno zanemaren od strane mnogih urologa ima svoj znacaj u detekciji CaP 1

trebalo bi ga koristiti u odluci da li je potrebno preduzimati dalje dijagnosticke procedure.
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Poslednjih godina sve se viSe ispituje prediktivni znacaj izoformnog oblika
slobodnog PSA, oznacenog kao p2PSA, ¢iji su pocetni rezultati pokazali moguéu znacajnu
prognosti¢ku vrednost u diskrimanciji malignih od benignih promena prostate (Abrate A. i
sar, 2014). Rezultati nase studije ne potvrduju ove predpostavke. Naime, u nasoj kohorti
ispitivanih muskaraca prosec¢ne vrednosti p2PSA bile su nesto veée u grupi pacijenata sa
CaP, ali ova razlika nije bila zna¢ajna. Analiza ROC krive za predikciju CaP ukazala je da
ovaj marker nema znacajnu diskriminacionu mo¢. Pozitivna prediktivna vrednost ovog
markera za senzitivnost od 90%, u nasoj studiji, iznosila je 51,3%, dok je NPV iznostila
62,5%. Jo$ nize prediktivne vrednosti imala je studija Lazzeria i saradnika gde je PPV
iznosila 40,3%, a NPV 52,8% (Lazzeri i sar., 2013). Na osnovu ovih rezultata zakljucili
smo da se p2PSA pokazao kao najlosiji od svih ispitivanih bioloskih markera, ukljuéujuci i
tPSA. Ovi rezultati potvrdeni su i u jo$ dve prethodno publikovane studije (Catalona WJ. i
sar, 2011; Lazzeri M i sar, 2013). Nasuprot tome, u studiji Stephan i saradnika navode se
nize prosecne vrednosti p2PSA u obe grupe pacijenata, ali sa znacajnom razlikom izmedu
pacijenata sa i bez CaP (Stephan C. i sar, 2013). Takode, p2PSA predstavlja bolji marker u
odnosu na vrednosti PSA (Perdona S. i sar, 2013; Na R. i sar, 2014, Jansen FH. i sar, 2010).
Ovako opre¢ni rezultati studija opravdavaju i stav da se ovaj marker ne Koristi kao
samostalan prediktor CaP, ve¢ bi njegova uloga bila u izra¢unavanju procentualnog odnosa
prema slobodnom PSA (%p2PSA) i u PHI kao matemati¢koj formuli. Do istog misljenja
dosli su 1 Pecoraro V. i saradnici na osnovu analize rezultata 17 publikovanih studija koje
su ukljucivale gotovo 7000 pacijenata. Oni klinicku primenu p2PSA vide pre kao pomo¢ni
bioloski marker za odredivanje %p2PSA i PHI, nego kao nezavisni bioloski marker za
predikciju CaP (Pecoraro V. i sar.,2015).

Predmet nase analize bila je i vrednost %p2PSA. U okviru nase studije nismo mogli
da odredimo adekvatnu grani¢nu vrednost. Grani¢nu vrednost 1,245%, pri senzitivnosti
90% (Sto se smatra klini¢ki prihvatljivim) koristili smo radi poredenja nasih rezultata sa
rezultatima drugih studija. Rezultati nase studije pokazali su da je %p2PSA bio znacajno
visi u grupi pacijenata sa CaP u odnosu na pacijente sa BPH. Ovi rezultati su u korelaciji sa

rezultatima drugih studija (Stephan C. i sar, 2013, Boegemann i sar, 2016).
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Guazzoni i sar. navode grani¢nu vrednost za %p2PSA od 2,18%, pri senzitivnosti
od 90,7% 1 specifi¢nosti od 32% (Guazzoni G. i sar, 2011), sli¢no kao i rezultati od
Mikolajcyk i saradnika (Mikolajcyk SD. i sar, 2004). Ove registrovane grani¢ne vrednosti
su vise od grani¢ne vrednosti nase studije koja pri senzitivnosti od 90% iznosi 1,245%.
Myakubo i saradnici navode grani¢nu vrednost sliénu nasoj (Myakubo M. i sar, 2011).
Znatno nize grani¢ne vrednost pri istoj senzitivnosti bile su prisutne u studijama radenim u
Azijskoj populaciji. Ito i saradnici u svojoj studiji prijavljuju vrednost od 1,06% (Ito K. i
sar, 2013). Jo§ nizu grani¢nu vrednost od 0,99%, prijavili su Ng i saradnici (Ng CF. i sar,
2014). Meta analiza Filella i sar. (Filella X. i sar, 2013) pokazala je da pri senzitivnosti od
90%, specificnost za %p2PSA iznosi 32% (u rangu 21%-49%) Sto je u saglasnosti sa
rezultatima nase studije (34,4%). Ovaj rezultat potvrden je i u meta-analizi Wang-a i
saradnika (Wang W. i sar, 2014), koja je obuhvatila 16 studija i pokazala da je prose¢na
vrednost AUC za %2PSA bila ista kao i u prethodno navedenim studijama, ukljucujuci i
nasu. Pozitivna prediktivna vrednost za %p2PSA u naSoj studiji, za senzitivnost od 90%
iznosila je 58,4%, dok je NPV iznosila 78,6%, $§to ukazuje na klinicku znacajnost ovog
markera. Do sli¢nih rezultata dosli su 1 Lazzeri 1 saradnici kod kojih je NPV iznosila 77%, a
PPV 44,7% (Lazzeri M i sar, 2013). Ovim je pokazano da je %p2PSA mnogo bolji marker
za detekciju CaP, dostiZzu¢i vecu senzitivnost 1 specifiénost u odnosu na standardno

koris¢ene markere (PSA 1 fPSA).

Slede¢i, multikomponentni korak u otkrivanju moguceg senzitivnijeg pokazatelja
CaP jeste 1 odredivanje PHI, Sto je bio i jedan od ciljeva nasSeg istraZivanja. Prose¢na
vrednost PHI, u naSoj studiji, bila je daleko vec¢a kod pacijenata sa CaP (54,77) nego u
grupi pacijenata sa benignim bolestima prostate (39,15). Stephan i saradnici navode
prosecnu vrednost od 52,1 kod pacijenata sa karcinomom i 34,7 bez karcinoma, $to su nesto
nize vrednosti od naSe studije (Stephan C i sar, 2013). U grupi pacijenata Azijskog porekla
u kome su vrednosti PSA iznosile od 10 do 20 ng/mL (Sto u slu¢aju azijskih populacija
predstavlja sivu zonu PSA) vrednosti PHI bile su znatno vise. Prose¢na vrednost PHI kod
pacijenata sa CaP iznosila je 97,15, dok je prosec¢na vrednost PHI kod pacijenata sa BPH

bila priblizno ista kao i kod pacijenata iz Evrope (Yu GP. i sar, 2016).
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ROC analizom pokazali smo da je PHI znatno bolji marker za detekciji CaP od PSA
I fPSA, ali da je slabiji u odnosu na %2PSA. Ni za PHI nismo uspeli da odredimo jasnu
graniénu vrednost, ali zbog poredenja sa drugim studijama izabrali smo 27,48, pri
senzitivnosti od 90,6% i specifi¢nosti od 26,6%. Pri istoj senzitivnosti Miyakubo i saradnici
prijavili su grani¢nu vrednost od 24,9. Ova odredena vrednost sli¢na je nasoj, pri istoj
senzitivnosti, ali pri nesto visoj specifi¢nosti (33%) (Miyakubo M. i sar. 2011). Catalona
WJ. i saradnici prijavili su ne$to nizu grani¢nu vrednost koja je iznosila 21,1 pri
specificnosti od 26% (Catalona WJ, 2001). Poredenjem sa multicentricnom studijom
Stephanana i saradnika (Stephan C. i sar, 2013) u kojima su se vrednosti AUC za PHI
kretale u rasponu od 0,72 do 0,74, u naSoj studiji vrednosti AUC su se pokazale kao nesto

nize.

Pojedine studije su pokazale da PHI i %p2PSA imaju sli¢ne performanse u detekciji
CaP kod pacijenata sa PSA u granicama 2-10ng/mL (Guazzoni G. i sar, 2011). Guazzoni i
saradnici pokazali su da je AUC za %p2PSA i PHI bio vrlo sli¢an u obe grupe pacijenata u
ovim opsezima PSA. Meta analiza Filella i sar. pokazala je da je diskriminaciona mo¢
%p2PSA u razlikovanju pacijenata sa i bez CaP mnogo veca nego %fPSA i PSA, kao §to je
to slucaj i u naSoj studiji (Filella X. i Gimenez N., 2013). Pokazalo se i da je AUC za
%p2PSA u nasoj studiji bio veéi nego u vecini proucavanih studija obuhvac¢enih ovom meta
analizom. Svi ovi rezultati ukazuju na to da je %p2PSA odli¢an marker i da ima veéu
specifi¢nost od PSA i %fPSA u detekciji CaP u rangu PSA 2-10ng/mL, kao §to smo i mi

potvrdili u naSoj studiji.

Novije studije pokazuju da PHI i %p2PSA mogu da ukazu na postojanje agresivne
forme CaP. Upotreba ovih bioloskih markera omoguéila bi bolju diferencijaciju agresivnih
formi od niskorizi¢nih CaP, a time bi se smanjila suvisna dijagnostika i nesvrsishodno
lecenje (Lazzeri M. i sar, 2014, Fossati N. i sar, 2015; Foley RW i sar, 2016; Le BV. i sar,
2010).

NasSom studijom pokazali smo da sa porastom vrednosti PHI statisti¢ki zna¢ajno

raste i broj pacijenata sa CaP. U prvoj kategoriji PHI kao referentnoj (0-24,9), skoro dve
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tre¢ine pacijenata (70,6%) bilo je sa dijagnozom benignih bolesti prostate. Sa porastom
vrednosti PHI procentualno je rastao i broj pacijenata sa CaP. Pri vrednostima PHI ve¢im
od 55, CaP bio je prisutan kod 70,6% pacijenata. Na ovaj na¢in smo pokazali da postoji
znacajna korelacija poviSenih vrednosti PHI i pojave CaP. Isti dizajn studije koris¢en je i u
multicentri¢noj studiji Catalona WJ i saradnika (Catalona WJ. i sar, 2011). Oni su zakljudili
da za individualnu procenu rizika verovatnoc¢a postojanja karcinoma varira i da zavisi od
PHI. Ukoliko je PHI preko 55 verovatnoca postojanja karcinoma iznosila je 52%, a
relativni rizik od pozitivne biopsije je bio 4,7 puta veéi nego kod pacijenata kod kojih je
vrednost PHI bila ispod 25. Ako je PHI manji od 25, pri senzitivnosti 90%, verovatnoca
postojanja karcinoma iznosila je samo 11%.

Rezultati nase studije pokazali su da su fPSA, %fPSA, %p2PSA i PHI, imali
znacajnu prognosticku vrednost u identifikaciji pacijenata sa CaP, $to je u saglasnosti sa

studijom Lazzeri i saradnici (Lazzeri M. i sar, 2013).

Istovremeno, u cilju kontrolisanja potencijalnih pridruzenih faktora i identifikacije
onith koji imaju nezavisnu prognosticku vrednost za identifikaciju pacijenata sa CaP
koriS¢ena je multivarijantna regresiona jedna¢ina. U multivarijantnoj analizi, bazi¢ni model
saCinjavale su vrednosti PSA, fPSA, %fPSA, a potom su dodavane vrednosti drugih
ispitivanih markera (p2PSA, %p2PSA, PHI), i na taj nadin procenjivana je njihova
nezavisna prediktivna mo¢. Drugim re¢ima, na ovaj na¢in smo sagledavali da li ulazak ovih
varijabli u multivarijantni regresioni model poboljSava njegovu prediktornu vrednost.
Rezultati ovakvog metodoloskog pristupa u naSem istraZivanju su pokazali da se najbolji
rezultati dobiju kada se bazi¢ni model Koristi u kombinaciji sa %p2PSA, a potom p2PSA i
PHI. Ostale studije koje su primenjivale isti bazi¢ni model pokazale su da se ukljucenjem
vrednosti PHI, kao i p2PSA, dobija najbolja prediktivna mo¢ modela u dijagnosti CaP, dok
je nesto losiji rezultat dobijen ukljuc¢ivanjem %p2PSA u model, $to se razlikovalo od nase
studije (Lughezzani G. i sar, 2014; Lazzeri M. i sar, 2013). Ovim se pokazalo da
koris¢enjem p2PSA u multivarijantnim modelima, moze znacajno da se predvidi postojanje
CaP, za razliku od njegove uloge kao samostalnog markera u univarijantnom modelu gde

nije pokazao znacajnu prediktivnu vrednost.
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Kada smo analizirali klinicku vrednost ispitivanih biomarkera u detekciji agresivne
forme CaP (GS >7) pokazalo se da su samo PHI i %p2PSA imali statisticku znac¢ajnost.
Odnosno, upotrebom jedino ova dva markera, od svih drugih ispitanih, moze se napraviti
razlika izmedu pacijenata sa agresivnom formom CaP i klini¢ki nesignifikantnima
karcinomom. Koris¢enjem ROC analize nismo mogli da odredimo njihovu jasnu grani¢na
vrednost, ali zbog poredenja rezultata sa drugim studijama uzeli smo da je pri senzitivnosti
od 92% grani¢na vrednost za %p2PSA 1,3%, a za PHI pri istoj senzitivnosti 31,3. Nasi
nalazi su u saglasnosti sa studijom Lazzeri i saradnika, koji su takode pokazali da samo ova
dva markera mogu da indentifikuju pacijente sa agresivnom formom CaP, s tim $to Se u
njihovoj studiji PHI pokazao nesto boljim markerom u odnosu na %p2PSA (Lazzeri M. i
sar, 2013).

U okviru nase studije, multivarijantna regresiona analiza za predikciju agresivne forme CaP
(bazi¢ni model sa drugim parametrima) pokazala je da samo %p2PSA ima visoku
statisticku znacajnost, a da su modeli koji su ukljucivali PHI i p2PSA bili blizu
konvencialne znaéajnosti. Lazzeri i sar. su takode pokazali ulogu ovako konstruisanih
modela u predikciji agresivnih formi karcinoma (Lazzeri i sar, 2013). Kod njih podjednako
dobro pokazali su se p2PSA i PHI, a nesto losije %p2PSA. Ovim modelima se pokazalo da
se ukljucivanjem p2PSA mozZe povecati prediktivnost agresivnih formi, ali da p2PSA sam
po sebi nema nikakvu dijagnostiCku vrednost, kako za detekciju karcinoma, tako ni za
predvidanje njegove agresivnosti. Naime, on figurira samo kao jedan od parametara u

izraCunavanju PHI i %p2PSA.

U studiji Foley 1 saradnika, u kojoj je u€estvovalo 250 pacijenata, uporedivana su
dva modela kreirana na osnovu multivatijantne logisticke regresije, prvi koji je ukljucivao
PSA i drugi sa PHI (Folye RW i sar, 2016). U oba modela u obzir su uzimane i godine
starosti, nalaz na DRE, porodi¢na istorija CaP i prethodna negativna biopsija prostate.
Svaki model je bio podeSen da moze da predvidi postojanje karcinoma i1 njegovu
agresivnost. Od ukupnog broja pacijenata 45% je imalo CaP, od toga 31% agresivnu formu
(GS 7 1 veti). Pokazalo se da je PHI imao najvecéu prediktornu sposobnost za detekciju CaP

na biopsijskom nalazu. Superiornost PHI u odnosu na PSA pokazala se i u predvidanju
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agresivnosti karcinoma. Svi drugi pojedinacni biomarkeri bili su inferiorniji u predvidanju
karcinoma i njegove agresivnosti u odnosu na kombinaciju koju predstavlja PHI, ali je od
svih nijih %p2PSA imao najve¢éi AUC za predvidanje karcinoma prostate (0,683) i
agresivne forme karcinoma. Da bi procenili klini¢ki zna¢aj PHI, model sa PHI je uporeden
sa PSA modelom i PCPT modelom (kalkulator rizika) koris¢enjem ROC analize gde se
pokazala superiornost PHI modela u odnosu na druga dva u predikciji CaP. Takode
superiornost PHI modela nad PSA i PCPT modelom se pokazala i u predikciji agresivnosti
karcinoma. Pokazalo se i da je PHI model znatno bolji u predikciji karcinoma i agresivnosti

nego PHI kao samostalan marker (Foley RW. i sar, 2016).

Deskriptivna statisticka analiza u nasoj studiji pokazala je da je najvec¢i broj
pacijenata (62%) imalo nesignifikantni karcinim (Glison skor <7), dok je 38% pacijenata
imalo agresivniju formu karcinoma (Glison skor >7). Klasifikacijom pacijenata u grupe na
osnovu vrednosti PHI pokazali smo da je u grupi pacijenata sa PHI od 0 do 24,9, ¢ak 80%
pacijenata imalo nesignifikantni karcinom (Glison skor <7), a samo 20% agresivniji oblik
(Glison skor > 7). Sa rastom PHI kategorije pokazalo se da raste i procenat pacijenata sa
agresivnim oblikom karcinoma, tako da je u kategoriji PHI preko 55, ovaj procenat bio
duplo veéi u odnosu na prvu kategoriju. Odnosno, pokazalo se da sa porastom PHI, raste i
mogucnost postojanja agresivnijee forme karcinoma. Stephan i saradnici su dobili sli¢ne
rezultate, broj otkrivenih agresivnih formi karcinoma rastao je sa porastom vrednosti PHI,
¢ine¢i otprilike 50% svih otkrivenih karcinoma, kada je vrednost PHI bila preko 50.
Klasifikacijom pacijenata u grupe na osnovu PHI, pokazuje se sve veéa verovatnoca za
postojanje CaP. Procenjeno je da je vrednost PHI pri sensitivnosti 90% iznosila 40, a da je
najefikasnija vrednost PHI bila 49,5 $to je u saglasnosti sa naSim rezultatima. Isti autor
zakljuCuje da ovakve prelomne tacke nisu mogle sa sigurno$¢u da naprave razliku Glisona
3+4 i Glisona 4+3. Naime sa izabranom grani¢nom vredno$c¢u od 40, oko 84% tumora sa
Glisonom 4+3 bilo je iznad ove vrednosti, a samo 18% ispod vrednosti 40. Ukoliko se
koristi prelomna tacka od 49,5 za PHI, 76% Glison 4+3 tumora je bilo iznad, a 47% tumora

sa Glison 3+4 ispod ove grani¢ne vrednosti (Stephan C. i sar, 2013).
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Jedan od ciljeva nase studije je bio i da pokusamo da procenimo rizik od postojanja
agresivnijih formi karcinoma (Glison skor > 7), u odnosu na vrednosti PHI koris¢enjem
logisticke regresione analize, ali bez statistiCke znacajnosti zbog malog uzorka. U istim
kategorijama pacijenata gde smo prvu kategoriju PHI od 0-24,9 uzeli kao referentnu,
pokazalo se da ¢e pacijenti imati rastuci relativni rizik od postojanja agresivnog karcinoma
sa porastom kategorija. U sledecoj kategoriji PHI od 25- 34,9 procenjeni rizik bio je skoro
2,5 puta veci, a u kategoriji 35-54,9 2 puta vec¢i. Na kraju, u kategoriji PHI vecoj od 55 rizik
da ¢e pacijenti imati agresivnu formu karcinoma bio je 3,4 puta vec¢i nego u grupi
pacijenata sa PHI manjim od 25. Na osnovu dobijenih rezultata zaklju¢ili smo da ¢e
pacijenti sa PHI manjim od 25 imati 3,4 puta manji rizik od agresivnije forme karcinoma.
Na isti na¢in, procenjen je rizik od postojanja agresivne forme CaP i u studiji Catalona i
saradnika (Catalona WJ. i sar, 2011.). U toj multicentri¢noj studiji je bilo uklju¢eno 892
pacijenta. Catalona i saradnici su dokazali da je sa porastom PHI rastao i relativni rizik od
postojanja karcinoma u istim kategorijama PHI koje smo i mi koristili (1,6 puta u drugoj
kategoriji, za 3 puta u trecoj kategori i 4,7 puta za kategoriju PHI preko 55). U istim
rangovima rastao je i rizik za postojanje agresivnije forme karcinoma (Glison skor > 7) .
Takode, pokazano je da sa porastom PHI raste i procenat karcinoma sa Glison skor > 7
nadenog na biopsiji 1 da porast po rangovima iznosi od 26,2%, na 28,2% zatim na 30,01% 1
na kraju 42,1% za PHI preko 55. Pri senzitivnosti 95% sa manjom grani¢nom vredno$¢u od
21,3 procenjuje se da ¢e biti propusteno 25% karcinoma sa Glison skorom > 7. Svi ovi
rezultati su bili konzistentni za celu ispitivanu populaciju bez obzira na godine starosti i
etni¢ku pripadnost, pa je zaklju¢eno da je PHI koristan marker za detekciju karcinoma i

stepen njegove agresivnosti.
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6. Zakljudcci

Na osnovu dobijenih rezultata moguce je izvesti sledeée zakljucke:

. Prose¢na vrednost fPSA bila je znafajno niza kod pacijenata sa karcinomom
prostate u odnosu na grupu pacijenata bez ovog oboljenja. Takode, rezultati ROC
analize pokazali su viSe prelomnih tacaka u zavisnosti od zeljene senzitivnosti i
specifi¢nosti. Prelomna tacka za vrednost 1,035ng/mL, pri kojoj je senzitivnost
analize (Sn) iznosila 60,9%, a specificnost (Sp) 81,5%, pozitivna prediktivna
vrednost (PPV) iznosila je 75%, a negativna prediktivna vrednost (NPV) 67,5%.

. Prose¢na vrednost %fPSA bila je znacajno niza u posmatranoj grupi bolesnika sa
karcinomom prostate. Rezultati ROC analize pokazali su viSe prelomnih tacaka. Pri
najboljem odnosu Sn (68,8) i Sp (64,6%) grani¢na vrednost iznosila je 16,050%.
Pri Sn od 90% i Sp 40%, grani¢na vrednost bila je 11,4%, a PPV 59,85% i NPV
81,3%.

. Kao najbolji marker u izvedenoj studiji pokazao se %p2PSA ¢ije je prosecna
vrednost bila znac¢ajno visa u grupi pacijenata sa malignim oboljenjem prostate.
Rezultati ROC analize pokazali su tri znacajne prelomne tacke: za vrednost 1,245%,
PPV iznosila je 58,4%, a NPV 78,6%, pri Sn 90,8% i Sp 34,4%; za vrednost
1,673%, PPV iznosila je 68,1%, dok je NPV bila 71,9%, pri Sn75,4% i Sp 64,1%.
Za prelomnu tacku 2,368%, PPV iznosila je 82,4%, a NPV 61,1%, pri Sn 43,1% i
Sp 90,6%.

. Medusobni matematicki odnos tri ispitivana markera PSA, fPSA i p2PSA, odnosno
PHI, pokazao je znaéajno viSe prosecne vrednosti kod pacijenata sa karcinomom

prostate u odnosu na pacijente sa benignim bolestima prostate. Rezultati ROC
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analize pokazali su viSe prelomnih tac¢aka: vrednost 47,045, za koju je Sn 54,7%, a
Sp 75%; vrednost 41,670, za koju je Sn 64,1%, a Sp 62,5%; i vrednost 35,655, za
koju je Sn 78,1%, a Sp 50,0%. Rezultati analize su takode ukazali i na potencijalne
vrednosti uz koje bi se identifikovale i odgovarajuce prediktivne vrednosti ovog
markera: za vrednost PHI 27,480, PPV iznosi 55,2%, dok je NPV 73,9%, dok je za
prelomnu tacku PHI 41,670, PPV iznosi 63,1%, dok je NPV 63,55%. Za prelomnu
tacku PHI 61,015, PPV iznosi 75,0%, a NPV iznosi 55,8%.

. Analiza prediktivnosti prisustva karcinoma prostate pokazala je da su fPSA,

%fPSA, %p2PSA i Phi, imali statisticki znac¢ajnu prognosticku vrednost.

Kod analiziranih pacijenata sa karcinomom prostate podeljenih u grupe prema
vrednostima PHI registovan je statisticki trend porasta njihovog broja u odnosu na
rastu¢e vrednosti PHI. Skoro dve tre¢ine pacijenata (70,6%) sa karcinomom
prostate, imalo je vrednosti Phi > 55 , nasuprot 29,4% pacijenata sa vrednostima
PHI < 25.

U grupama pacijenata sa karcinomom prostate formiranih na osnovu vrednosti
Glison skora (GS < 7 1 GS >7) registrovana je znacajna razlika u vrednostima
%p2PSA. Odnosno, jedino se na osnovu ovog markera moze napraviti
diskriminacija pacijenata sa klinicki nesignifikantnim karcinomom i njegovom
agresivnijom formom (Glison skor > 7) . ROC analizom odredene su tri prelomne
tacke pri zeljenoj senzitivnosti 1 specificnosti. Za Sp 92% 1 Sn 20% prelomna tacka
iznosi 1,356%; za Sp 56% i Sn 20% prelomna tacka je 2,459%; i za Sp 32% i Sn

90% prelomna tacka iznosi 3,076%.

Rezultati univarijantne regresione analize pokazali su da su jedino vrednosti

%p2PSA bile znacajan prediktor karcinoma prostate ¢iji je Glison skor > 7.
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