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Povzetek

Prostatitni specifiéni antigen (PSA) je glikoprotein z molekulsko maso okrog
34000 D in pripada skupini serumskih proteinaz iz druzine kalikreinov. Po letu
1980, ko so ugotovili njegovo povezanost z rakom prostate, se PSA mnoZzi¢no
uporablia kot tumorski oznacevalec za spremljanje bolnikov s to boleznijo.

Odkritja med leti 1984 in 1994, da je mogoce PSA dolocati z imunohistokemij-
skimi in ultra obdutljivimi tehnikami tudi v drugih tkivih, so ovrgla trditve, da je
PSA tkivno in spolno specificni oznadevalec. Vse vec je spoznanj, da bi bil
PSA v dologljivih koncentracijah v tumorskem tkivu dojk lahko tudi dober napo-
vedni dejavnik pri raku dojke.

Uvod

Prostaticni specifiéni antigen so odkrili v 70-ih letih. Ze porogila iz leta 1960
opisujejo proizvodnjo protiteles proti enemu ali veC prostaticnim antigenom.
Neka $tudija opisuje antigen, ki so ga opazili v serumu bolnikov z benigno pro-
statiéno hipertrofijo (BPH) in rakom prostate. To bi lahko bil PSA. Zaradi po-
manjkanja okarakterizacije tega in drugih opaZenih potencialnih prostaticnih
antigenov niso nobenega od teh raziskovalcev spoznali za odkritelja PSA.
Hara iz Japonske je iskal specificni oznacevalec za spermo in identificiral PSA
v semenski plazmi leta 1966. Imenoval ga je g-seminoprotein. Leta 1973 sta Li
in Beling identificirala isto molekulo in jo poimenovala Protein E na osnovi
njene elektroforezne mobilnosti. Leta 1978 je Sensabaugh bolj popolno oka-
rakteriziral PSA in ga po njegovi velikosti poimenoval Protein p30. Dandanes
vemo, da so y-seminoprotein, Protein E, Protein p30 in PSA ena in ista mole-
kula (1). PSA je prvi¢ opisal pod dana$njim imenom Wang s sod. leta 1977 in
ga dokon&no okarakteriziral leta 1979 (2). Izolirali, ocistili in identificirali so ga
iz prostatinega tkiva in semenske plazme. Isto€asno in neodvisno je Graves
s sod. s pomocjo akrilamidnega gela izoliral in okarakteriziral enako beljakovi-
no v semenski plazmi.

V zadnijih petnajstih letih je bilo objavljenih mnogo ¢lankov o biokemiji PSA, po
letu 1980 pa tudi povezanosti PSA z rakom prostate. Tega leta so namre¢ ugo-
tovili, da je PSA v serumu bolnikov z rakom prostate povisan in od takrat se
testi na PSA mnozicno uporabljajo za spremljanje bolnikov s to boleznijo.

BIOSINTEZA

PSA gen se nahaja na kromosomu 19 in vsebuje 4 introne in 5 eksonov (6 kb).
Gen hKLK3, ki kodira PSA, so klonirali in mu dolo¢ili sekvenco. Ugotovili so, da
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ima homologijo z geni, ki kodirajo proteinaze kalikreinske druzine. PSA gen
zaradi tega pripada ¢loveski glandularni kalikreinski genski druzini. Do istega
zakljucka so prisli na podlagi podobnih aminckislinskih sekvenc predstavnikov
kalikreinske druzine serinskih proteinaz in PSA. PSA ima 57% sekventno
indentiteto s kalikreini in 56% z y-Zivénim rastnim faktorjem. Zanimivo je, da so
geni vseh treh Clanov Cloveske kalikreinske druzine (Cloveski pankreaticni/
renalni kalikrein, cloveski glandularni kalikrein-1 in PSA) locirani na daljSem
kraku 19 kromosoma (1,2).

Za PSA so do nedavno mislili, da ga ekskluzivno proizvajajo epitelijske celice,
ki obdajajo acine in duktuse prostate. PSA so zaznali v endoplazmatskem reti-
kulumu celic prostaticnega epitelija, v sekretnih Zlezah in na luminalni povrsini.
V stebrastih (kolumoidalnih) in kockastih (kuboidalnih) celicah acinov se naha-
ja v citoplazemskih granulah in veziklih, v grobem endoplazmatskem retikulu-
mu (RER), v vakuolah in izloCevalnih granulah ter v lizosomskih gostih telesih.
V bazalnih celicah acinov PSA niso zasledili. Celi¢na lokalizacija PSA je enaka
pri normalnem, malignem in BPH tkivu. Na podiagi nahajanja molekule so
domnevali, da se verjetno sintetizira v RER prostati¢nih epitelijskih duktusnih
celicah, shranjuje v veziklih in vakuolah ter spro$&a v lumen Zleze z eksocito-
zo. PSA se torej sintetizira v epitelijskih celicah Zleze prostate in se nato izlo€i
v semensko tekocino (1). Stalna sekvenca Gly-Trp-Gly, ki jo najdemo v vecini
serinskih proteinaz (140-142 v kimotripsinu), se nahaja na homologni poziciji
tudi v PSA (132-134). Za to sekvenco so ugotovili, da lezi na zaetku avtolizne-
ga loka v kimotripsinu. Menijo, da igra pomembno viogo v pretvorbi fleksibilne
zimogene strukture v fiksno, togo orientacijo v aktivirani proteinazi (3).

Na osnovi cDNA sekvence se zdi, da se PSA sintetizira kot proencim, ki vse-
buje aktivacijski peptid, vendar se izloCa v semensko tekoc€ino kot aktiven
encim. Proencima $e niso indentificirali (4).

FIZIOLOSKA VLOGA PSA

Dokazano je, da predvsem PSA povzro€a raztopitev gelske strukture Cloveske
sperme. PSA raztopi gel, ki je ujel spermo, tako da proteolizira beljakovine,
odgovorne za tvorbo gela. Glavni strukturni beljakovini gela sta semenogelin |
in Il (Sgl in Sgll), fibronektin pa predstavlja manjsi del. UtekoCinjenje ejakulata
je kon€ano v nekaj minutah, takoj po cepitvi Sgl, Sgll in fibronektina na man-
jSe, topne fragmente in sprostitvi progresivho mobilnih spermatozojev. PSA
torej pripomore k aktivaciji mobilnosti sperme. N-terminalni konci fragmentov
so v skladu z omejeno kimotripsinu podobno aktivnostjo PSA. Glavni fiziolo$ki
substrati za indentifikacijo PSA so beljakovine, ki tvorijo gel. Proizvajajo in
izloCajo se iz semenskih veziklov (1, 8).

Fiziologka vloga PSA v tkivu in tumorjih neprostati¢nega izvora ni znana. Ce
ima PSA kak8no pomembno biolo§ko viogo v neprostaticnem tkivu, kot je npr.
dojka, je neznano. Razumno bi bilo sklepati, da PSA encimsko deluje na
enega ali ve¢ substratov in modificira njihovo delovanje v obliki, ki je podobna
funkcioniranju drugih proteinaz kalikreinske druzine. Te substrate bo treba Se
indentificirati. Trenutno razpoloZljivi podatki o prostatiénem tkivu podpirajo
idejo, da je PSA vpleten pri regulaciji rasti tkiv dojke in drugih tkiv. Zdi se, da je
PSA ali rastni faktor ali regulator rastnih faktorjev in da ima vlogo v fetalnem
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razvoju. Substrata ali substratov za PSA v teh tkivih do sedaj 8e niso indentifi-
cirali. Yu in Diamandis sta ugotovila, da s pomocjo sedanjih tehnik nismo
sposobni zaznati encimske aktivhosti PSA pri ultra nizkih koncentracijah
(<1pg/L). Ce ne bodo nasli mnogo vegjih koli¢in PSA v teh neprostatiénin
tkivih med nosecnostjo in embriogenezo, lahko dvomimo, da igra proteolizna
aktivnost PSA pomembno viogo pri reguliranju rasti teh tkiv (5, 6, 7).

Slika 1. Shematski prikaz moskega reprodukcijskega sistema (8).

Serumski PSA:

< 4ng/ml {< 0.1 nmol/l)
=60-95% PSA-ACT kompleks
=5-40% nevezan PSA

PSA semenske tekoine:
0.3-3 mg/ml

60-70% aktiven
30-40% neaktiven

< 5% PSA kompleksi

[Semencgelin 1l
(Fbn) m [Fon] [Fen] [Fbr)

V vseh tkivih in tekoCinah neprostatiCnega izvora, ki so bile pregledane, je pre-
vladujoCa oblika PSA nekompleksiran, 33 kDa, prost PSA monomer, ki je
encimsko aktivna oblika tega encima. Obstajajo tudi kompleksi s proteinaznimi
inhibitoriji, vendar v mnogo nizjih koncentracijah (7).

REGULACIJA ENCIMSKE AKTIVNOSTI PSA

Aktivnost proteolitinih encimov je v telesu kontrolirana, da bi se prepredili
mogodi Skodljivi u€inki njihovega prekomernega delovanja. Poznamo tri glav-
ne nacine kontrole:

- izlo€anje neaktivnih encimskih prekurzorjev, zimogenov
- proteolititna deaktivacija aktivnih encimov in
- inhibicija encimske aktivnosti z inhibitorji

45



Pri analiznem delu za kliniéno uporabo je gotovo najpomembnej$a inhibicija
encimske aktivnosti encima PSA.

60-70% delez encimsko aktivnega PSA v semenski tekocini lahko delno prip-
iSemo dejstvu, da je nivo inhibitorjev serinskih proteinaz v mogkem genitalnem
traktu prenizek, da bi zagotovil regulacijo PSA aktivhosti na ekvimolarnem
nivoju. To je mogoce ponazoriti z nedavno opisanim PCI, ki je v relativno visok-
ih koncentracijah navzol v semenski tekocini. PCl je ~57-kDa glikoprotein, ki
ima eno verigo in pripada superdruZini inhibitorjev ekstracelularnih serinskih
proteinaz, med katere spadata tudi al-antitripsin in o,-antikimotripsin (ACT).
Izvor izlo€anja PCl v semensko tekoéino so predvsem semenski mesgicki,
lahko pa sta tudi prostata in epididimis. V semenski tekoCini se priblizno 40%
PCI pojavlja v kompleksu s PSA. Kompleksi med PSA in PCl v semenski plaz-
mi ustrezajo deaktivaciji manj kot 5% encimsko aktivnega PSA. Nezadostnost
za regulacijo aktivnostne zmogljivosti PSA na ekvimolarnem nivoju lahko
razloZimo s koncentracijo PCl v semenski tekocini (~3-4 pmol/L), ki je manj$a
0d desetine koncentracije encimsko aktivnega PSA (~30 umol/L). Zanimivo je,
da se kompleksna formacija med PSA in ACT "in vivo” lahko pojavi Ze v pro-
stati, ker epitelijske celice, ki proizvajajo PSA, proizvajajo tudi ACT. Kljub temu
je pricakovana koncentracija PSA v semenski tekogini v obliki kompleksa z
ACT mnogo manj$a kot koncentracija PSA v kompleksu s PCI, ker domneva-
jo, da je pogostnost transkripcije ACT v normalni prostati 1% le-te od PSA (8, 9).

Formacijo kompleksa med PSA in dvema glavnima proteinaznima inhibitorje-
ma v serumu oq-antikimotripsinom (ACT) in a,-makroglobulinom (a,M) so
proucevali “in vitro” in ugotovili, da z obema tvori stabilne komplekse. Zanimivo
je, da PSA “in vitro” tvori komplekse z o,M pogosteje kot z ACT, zaradi ¢esar
domnevajo, da morda znadilna frakcija kataliticno aktivhega PSA tvori kom-
pleks z a,M. Rezultat reakcije med PSA in ACT je deaktivacija PSA s tvorbo
~90 kDa kompleksa v molarnem razmerju 1:1 (PSA-ACT) in razcep notranje
peptidne vezi za Leu-358 v ACT molekuli. Nastali kompleks z ACT e vedno
dopusca PSA, da izpostavlja nekaj antigenskih determinant, ki jih prepoznajo
dolocena PSA protitelesa. V nasprotju s tem pa po tvorbi kompleksa med PSA
in a,M “in vitro” ni nezavarovanih PSA epitopov. Vsi PSA epitopi so namre¢
skriti znotraj o, M molekule, ki obda PSA. Na ta nacin je ciljni protein zas€iten
pred interakcijami s proteinskimi substrati visokih molekulskih mas (protitelesa
proti PSA), aktivhost PSA pa 8e vedno lahko zaznamo ob uporabi nizko-
molekularnih sintetiénih substratov. Zaradi inkapsulacije PSA in popolnega
prekritja PSA epitopov je pomembnost tega kompleksa “in vivo” nejasna (5).

BIOLOSKA IN ANALITSKA STABILNOST PSA

BioloSka stabilnost (1). Intra-individualna spremenljivost PSA je priblizno 6.2%
v obdobju 3 dni in ne kaZe vsakodnevne spremenljivosti. Opazili so, da pri hos-
pitaliziranih bolnikih pade PSA koncentracija za 18 - 50 % v 24 urah po priho-
du. Mogoc€ vzrok je leZze poloZaj bolnikov.

Znano je, da povpreéna vrednost PSA pri mogkih naraséa z leti. Babaian s
sod. je ugotovil, da ima 10.7% moskih mlajsih od 60 let, in 40 % moskih starej-
8ih od 60 let, vrednosti PSA nad 4 pg/L. Haare in Alexander sta objavila, da

46



ima PSA vrednosti nad 4.2 pug/l. 3 % moskih med 40 -49 letom starosti, 9.7 %
mosgkih med 50 - 59 letom starosti, 10.5 % moskih med 60 - 69 letom starosti
in 15.3 % moskih med 70 - 86 letom starosti.

PSA kaze tudi etni¢no spremenljivost. Kuriyama s sod. je dolocil zgornjo nor-
malno mejo za Japonce (1.2 ug/L, n =158) in AmeriCane (2.5 ng/L, n = 68).
Martin s sod. pa je ugotovil, da se tudi v normainem tkivu koncentracija PSA na
volumen prostate razlikuje v razli¢nih etnicnih skupinah.

Analitska stabilnost (1). Stabilnost PSA “in vitro” je $e vedno predmet razpra-
ve. Ugotovljeno je bilo, da je PSA v serumu stabilen 24 - 48 ur, Ce je shranjen
na sobni temperaturi brez regulacije pH. Celo po 4 dneh na sobni temperaturi
je bil izkoristek 96 %. Pri 4 °C je PSA stabilen 14 dni, ¢e pa je zmrznjen pri -
20 °C, je stabilen od 6 mesecev do 12 let.

Simm in Gleeson svarita, da lahko ve€ kot eno zamrzovanje in odmrzovanje
povzroci napacno dolocCitev dejanske koncentracije PSA (vi§jo ali nizjo). Na-
sprotno pa trdi van Dieijen-Visser s sod. (10), da niso zaznali vpliva zamrzo-
vanja in odmrzovanja na doloCitev PSA.

TKIVNA SPECIFICNOST PSA

Od odkritja pred ve€ kot desetimi leti so PSA imeli za semensko specifi¢en,
tkivno specificen in spolno specifiten oznacevalec. Zaradi navidezne speci-
ficnosti so ga intezivno preucevali in dokazali, da je odliCen antigenski oznace-
valec za razli¢ne klini¢ne in sodne potrebe. LogiCno je namre¢, da bolj kot je
oznacevalec tkivno specifiCen, bolj je tudi ob&utljiv za zaznavanje rasto¢ega
tumorja (1,5).

PSA ni specifiten za raka, ker ga najdemo v normalnem, hiperplasti¢nem in
malignem prostaticnem tkivu ter v metastaticnih prostaticnih karcinomih.
LocCevanje BPH od raka prostate je velik izziv (1).

V zadnjih nekaj letih so Stevilna porocila nasprotovala absolutni tkivni speci-
ficnosti PSA. Odkritje leta 1984, da lahko PSA dolotamo z imunchistokemi-
jskimi metodami v Zenskih periuretralnih Zlezah, je spodbilo predstavo, da je
PSA absolutno specifi¢en za prostato, spermo in spol. Z uporabo podobnih
metod so kasneje odkrili PSA tudi v drugih tkivih, kar nadalje spodbija absolut-
no tkivno in spolno specificnost PSA. Papotti s sod. je leta 1989 dognal, da so
nekateri karcinomi apokrinih zlez znojnic in nekateri redki apokrini karcinomi
dojke pozitivni na PSA, ¢e uporabimo poliklonska protitelesa v imunochis-
tokemiji. Nobeden od teh tumorjev ni bil pozitiven na PSA, Ce so uporabili
monoklonska protitelesa, zato so zakljudili, da so bili pozitivni rezultati posted-
ica navzkriznega reagiranja poliklonskih protiteles. Pummer s sod. je pisal o
povi$anih nivojih imunoreaktivhega PSA v serumu Zensk s karcinomom renal-
nih celic (1992), toda tudi to najdbo so razlozili kot posledico uporabe poliklon-
skih protiteles v imunoanalizi, ker ob uporabi metode z monoklonskimi protite-
lesi niso dobili tak$nih interferenc. Nedavno (1992) sta Mclachlin in Srigley
opisala dva primera zrelega cistiCnega teratoma jajénikov, ki sta vsebovala
tkivo, pozitivno na PSA. PSA so dolodili tudi v anainih (1990) in periuretralnih
(1992) moskih Zlezah. Z zasleditvijo PSA v urinu moskih, ki so prestali cisto-
prostatektomijo, so odkrili, da je moska uretra dodaten, majhen, a merljiv vir
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PSA (1993). Pred kratkim (1993) je Van Krieken predstavil dokaze o redki pro-
dukciji PSA v neoplazmah Zleze slinavke (5,7).

Tezko se je bilo sprijazniti z dejstvom, da PSA ni absolutno tkivno specificen in
Ce se je le dalo, so rezultate, ki so spodbijali tkivho specifiCnost, razloZili kako
drugaCe. V letu 1994 in v zaCetku naslednjega leta pa so si porolila o
nenavadnih in zanimivih odkritjih kar sledila. Pionirsko delo na tem podrocju
sta gotovo opravila Yu in Diamandis. Se vedno domnevno tkivno specifiden
antigen PSA sta v loCenih Studijah nadla v zelo nizkih koncentracijah v 30%
citosolov tumorjev dojke in v manjSem odstotku v drugih tumorjih, vstevsi
pljuéne, Crevesne, jajcne, jetrne, ledviCne, adrenalne in parotidne (obusSesne).
Dokazala sta ga tudi v normalni dojki, clove§kem mileku, cistiéni teko€ini dojk
in v amnijski tekoCini. V vseh teh Studijah sta uporabljala visoko obcutljivo
kemiluminescentno metodo (11). Normalna Zenska dojka lahko proizvaja
velike koli¢ine PSA pri Zenskah, ki dobivajo progestin vsebujoCo oralno kon-
tracepcijo. Tudi po porodu proizvajajo normalne dojke PSA in ga izloCajo v
velikin koiicinah v mieko dojecin zensk. V amnijski tekoCini Kot tudi v serumu
nosecih Zensk koncentracije PSA narascajo z noseénostjo od 11 do 21 tedna
in po tem izginejo ali poasi padajo. Nedavno so opazili povezavo med fetusi
z razli¢nimi prirojenimi abnormalnostmi in abnormalnimi PSA koncentracijami
v amnijski teko&ini. Clements in Mukhtar, ki sta dokazala (1994), da je PSA
prisoten v normalnem endometrijskem tkivu, se ukvarjata z idejo, da ima PSA
vlogo lokalnega regulatorja materni€ne funkcije, toda substrat za to delovanje
je trenutno 8e neznan (6,12,13,14).

Vsi ti podatki kaZejo na to, da lahko dolo¢eni tumorii in tkiva, drugacna od
prostate, proizvajajo nizke koncentracije PSA. Treba je priznati, da PSA ne
moremo ve¢ imeti za absolutno tkivno specifiéen oznacevalec.

Trenutno je tudi veliko vpradanje, ¢e te majhne koli¢ine PSA neprostatiCnega
izvora interferirajo s klini€no uporabnostjo PSA pri ugotavijanju in spremijanju
raka prostate. Studije, ki so bile narejene na tem podrogju, kazejo, da ti zelo
nizki neprostati¢ni viri serumskeaa PSA ne oviraio dosedanie uporabe PSA.
Koncentracije PSA neprostati¢nega izvora, doloCene z uitraobcutljivo metodo
pri bolnikih po radikalni cistoprostatektomiji, so bile namre¢ < 0.1 pg/L. Te vred-
nosti so zanemarljive pri odkrivanju rezidualnega raka prostate v ekstremno
zgodnjem stadiju (5).

V serumu zdravih moskih so vrednosti PSA pod 4 pg/L. Prostaticni epitelij v
zleznih duktusih izlo€a PSA in ulinkovito prepreCuje uhajanje proteinaze v
krvotok. Vseeno pa manj$e koli¢ine PSA vstopajo v krvotok in razmerje med
koncentracijo PSA v semenski plazmi (0.5 - 3 g/L) ter koncentracijo PSA v
serumu (<4 pg/l) je priblizno 106 (8).

Serumski PSA je prisoten v dveh molekulskih oblikah: kot prosti PSA z
molekulsko maso Z 33 kDa in kot PSA, vezan na proteinazne inhibitorje, pred-
vsem na ACT z molekulsko maso Z 100 kDa in a.,M z molekulsko maso Z 800
kDa. PSA-ACT kompleks prevladuje v serumu (70 - 95%), Ceprav je tvorba
kompleksa “in vitro” med gistimi beljakovinami po&asna, preostali del pa je v
prosti obliki (4, 7, 9). Lahko re¢emo, da je razmerje med PSA in PSA-ACT v
serumu priblizno 1 : 4, Ceprav nekateri strokovnjaki trdijo, da je 90 % PSA v
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kompleksu z ACT, preostalih 10 % pa predstavija prosti PSA (8). Na osnovi
tega razmerja domnevajo, da aktivha oblika PSA izgine iz duktusov, ker je za
tvorbo PSA-ACT kompleksa, preteZno detektiranega v krvotoku, potrebna
aktivna proteinaza. Ni podrobnih podatkov o tem, ali je prosta oblika PSA v
serumu zimogen ali je notranje cepliena, in na ta nacin deaktivirana oblika zrel-
ega PSA, ali je to encimsko aktivni PSA, ki $e ni tvoril kompleksov. Mogoce je,
da prosti PSA predstavlja vse tri oblike, je pa malo verjetno. Ce je PSA, splav-
lien v krvotok, aktiven, lahko pri¢akujemo, da bo tvoril komplekse z ACT in
a,M, ki deaktivirajo kataliticno aktivhost PSA. Ker oba ACT in a,M v serumu
obstajata v 104 - 105- kratnem molarnem presezku v primerjavi s PSA, je torej
malo verjetno, da je prosta oblika PSA v serumu encimsko aktivna.

V Eloveski semenski tekoCini ga najdemo v visoki koncentraciji (0.5 - 3 g/L). Je
ena od treh najbolj pogostih iz prostate izlo€enih beljakovin. Dve tretjini PSA je
encimsko aktivnega in sposobnega tvoriti komplekse s proteinaznimi inhibitor-
ji, preostalih 30 - 40 % PSA pa je neaktivnega zaradi notranjih cepitev. Pojavija
se predvsem v prosti obliki, nekaj odstotkov (1 -2 %) pa ga je v kompleksih s
proteinaznimi inhibitorji (PCI, ACT ali a,M) (4, 8).

Ker Zenske nimajo prostate, so mnogo let domnevali, da Zenske ne proizvaja-
jo PSA v nobenem tkivu in da PSA ni prisoten v Zenskem krvotoku. Tako tudi
ni bilo posebnega razloga, da bi pri Zenskah merili PSA ali pri¢akovali, da ga
bodo pri njih dologili. V mnogih $tudijah, povezanih s PSA, so prav zaradi
prepri¢anja, da so koncentracije PSA pri Zenskah nedologljivo nizke, vkljuée-
vali Zenske kot referenéno populacijo. Nekateri znanstveniki so na ta nadin
zaznali dolocljive vrednosti PSA pri Zenskah. Chan s sod. (15) je dobil pri treh
zdravih Zenskah nepriCakovano visoke koncentracije PSA, vendar jih je prip-
isal nespecificni vezavi v RIA. Tudi Rock s sod. (18) je pri 2 Zenskah od 91
izmeril koncentraciji, ki sta presegali 0.1 pg/L, vendar je tudi on zakljugil, da gre
za za napako, zaradi roéno izdelanih rezultatov.

Zanimivo je, da imajo Zenske Zlezo, ekvivalentno prostati. Te parauretralne
duktuse in Zlezo je prvi¢ opisal Graaf Ze leta 1672, ponovno pa jih je odkril
Skene leta 1880 in jih danes poznamo kot Skenejevo Zlezo. Le-ta kaze prece-
j8njo individualno spremenljivost. Pri nekaterih Zzenskah je dobro razvita in vse-
buje visoko aktivnost kisle fosfataze (PAP), pri drugih pa ne (1).

PSA so imunohistokemijsko lokalizirali prav v zenski periuretraini Zlezi. Ta
najdba je navedla Wernert-a in sod. k predlogu, da naj bo “Zenska prostata”
periuretralna Zleza, ker jih je 67 % pozitivnih na PSA in imajo histoloski videz
podoben prostati pred puberteto. Z novo razvito, zelo obcutliivo metodo za
PSA (11) so ugotovili, da imajo nekatere Zenske merljive vrednosti
serumskega PSA. Tkivni izvor tega PSA e vedno ni znan. Diamandis s sod.
trdi, da Zenski serumski PSA izvira iz dojk. Pri preuCevanju 1061 serumov
zdravih in hospitaliziranih Zensk je dokazal, daima 1.5% Zensk serumske PSA
vrednosti enake 0.01 pg/L ali visje. Ugotovil je, da so ti PSA pozitivni vzorci
povezani z Zzenskami nad 50 letom starosti. Logi¢no je sklepal, da steroidni
hormoni (androgeni, progestini ali glukokortikoidi) stimulirajo taréni organ
(2ensko dojko, periuretralno Zlezo ali neznan organ) za proizvodnjo in izplav-
lienje PSA v krvotok (7).
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Testiranje mladih zdravih Zensk iz razlicnih etnicnih skupin je pokazalo, da tudi
pri Zenskah koncentracija PSA etnino variira. Pri belkah in &rnkah so se PSA
vrednosti gibale med 0.0 in 0.36 pg/L, pri §pankah pa med 0.0 in 2.2 pg/L. (1).

RAK DOJKE IN PSA

Z uporabo ultraobcutljive imunske metode za PSA je Diamandis s sod. ugo-
tovil, da je PSA zelo pogost v Zenskih citosolnih ekstraktih tumorjev dojke. Pri
“cutoff’ nivoju 0.015 ng PSA/mg beljakovin je bilo 50% tumorjev dojke pozi-
tivnih na PSA, pri “cutoff’ nivoju 0.030 ng/mg beljakovin pa jih je bilo pozitivnih
30%. Nekateri tumorji dojke so vsebovali celo ve¢ kot 50 ng/mg beljakovin
(slika 2). Molekulska masa PSA v Zenskih tumorjih dojke je identi¢na molekul-
ski masi semenskega PSA in prostega serumskega PSA (€33 kDa). Ta oblika
PSA je domnevno encimsko aktivna, toda aktivnosti niso testirali v ekstraktih
tumorjev dojk.

Slika 2. Porazdelitev koncentracii PSA v 1275 tumoriih doike (7).
S puscico je oznaCena koncentracija PSA, ki predstavlja lonico med
PSA pozitivnimi in PSA negativnimi tumorji (0.03 ng/mg beljakovin).
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Preucevanje povezav med koncentracijami PSA in koncentracijami progeste-
ronskih in estrogenskih receptorjev pri Zenskem raku dojke je jasno pokazalo,
da je PSA povezan s prisotnostjo progesteronskih, ne pa estrogenskih recep-
torjev. Predmenopavzne Zenske ali zenske v zgodnjem stadiju bolezni so po-
gosteje PSA pozitivne kot pomenopavzne Zenske ali Zenske v poznem stadiju
bolezni. Prezivetvene analize so pokazale, da bolnice s tumorjem dojke, ki
proizvaja PSA, Zivijo dlje in imajo manj pogosto ponovitev bolezni kot bolnice
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s tumorji, ki ne proizvajajo PSA. V primeru raka dojke bi bil lahko PSA ugoden
prognosticni indikator. Tkivna koncentracija PSA bi lahko imela napove-
dovalne lastnosti pri doloCanju prognoze raka, podobno kot jo imajo estrogen-
ski in progesteronski receptorji pri tej bolezni.

Ugotovitve Diamandisove skupine o obstajanju PSA v dojkinih, ¢revesnih,
jajénih, obusesnih, jetrnih, ledvicnih in pljuénih tumorjih, stimuliranih normalnih
dojkah, amnijski teko€ini in mieku dojke ter podatki ostalih raziskovalcev
napeljujejo na to, da PSA ne moremo ve¢ obravnavati kot specificen prosta-
ticni oznacevalec in fizioloSko molekulo, ki je povezana le z utekoginjenjem
sperme. Namesto tega bi morali reci, da je PSA molekula, ki jo lahko pod
pogoji steroidne hormonske stimulacije proizvajajo celice, ki vsebujejo
steroidne hormonske receptorje. Z novimi ugotovitvami, da je PSA mogoce
rastni faktor ali citokin ali regulator rastnih faktorjev, utegne biti biclogka vioga
PSA v normalnem tkivu, tumorjih in med nose¢nostjo mnogo bolj kompleksna,
kot so mislili (7).

METODE ZA KVANTITATIVNO DOLOCANJE PSA

Za merjenje PSA so razvili razliéne imunske tehnike. Pri imunskih tehnikah na
splo§no merimo imunskoreaktivne molekule, imunska reaktivnost pa je v vedi-
ni primerov identi¢na z iskano biologko aktivnostjo molekul. Osnova vsem
imunskim metodam je reakcija med antigenom (Ag) in protitelesom (Ab).

Razlike med metodami so v uporabljenem protitelesu (monoklonsko, poliklon-
sko, njihov izvor), v Stevilu protiteles (eden, dva ali trije), v zaznamovalcu (izo-
top, encim,...), v tem, kaj zaznamujemo (protitelo ali antigen) in v nadinu mer-
jenja nastalega kompleksa, ki je seveda dolo€en z izbranim indikatorjem.

Sedanji komercialni imunski testi za PSA merijo le prosti PSA in PSA-ACT
kompleks. Koli¢ina PSA v kompleksu z a,M ni znana, ker inkapsulacija PSA v
aoM molekuli preprecuje imunodetekcijo PSA. PSA-a,2M kompleksa protite-
lesa proti PSA ne prepoznavajo. Ce ustvarimo denaturacijske pogoje za razvit-
je PSA-a,M kompleksa z natrijevim dodecilsulfatom (SDS), lahko ta kompleks
odkrijemo v serumu z “immunobilotting”. Poleg omenjenih oblik fahko dologimo
tudi manjge koli¢ine PSA v kompleksu z drugimi proteinaznimi inhibitorji kot sta
a-antitripsin in inhibitor inter-a-tripsina, vendar te koncentracije ne predstav-
liajo pomembnega prispevka h koncentraciji imunodetektiranega PSA (4, 6, 8,
9, 11).

Velika tezava v analitiki PSA je pomanjkanje univerzalnih sprejemljivin stan-
dardnih preparatov. Glavni namen standarizacije imunoanaliz je, da so stan-
dardi podobni analitu, ki ga dolo¢amo, kolikor je le mogoCe. Zaradi odsotnosti
skupnega standarda in heterogenosti PSA v serumu se standardizacije trenut-
no razpoloZljivih PSA metod znatno razlikujejo. Za imunoanalize splono velja,
da je ugodno, da uporabljamo Cloveski serum kot matriks za standarde, toda
PSA metode so izjema. Ce so standardi narejeni tako, da je isti PSA dodan
Cloveskemu serumu, vecina intaktnih PSA molekul tvori komplekse z a,M in
manjsi del z ACT. Ker je kompleks z a,M nemerljiv, pride do izgube imunore-
aktivnosti PSA in doloCene koncentracije standardov so previsoke. S tem
fenomenom lahko razloZzimo visoke vrednosti, dobljene z nekaterimi metoda-
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mi. Da bi preprecili tvorbo kompleksa z a,M, je koristno pripraviti standarde za
dolo¢anje PSA v umetnih, na beljakovinah temeljecih pufrih. Veljavni standar-
di komercialnih referenénih kompietov temeljijo na &love$kem serumu ali sin-
teticnih matriksih z govejim serumskim albuminom (BSA), ki vsebuje PSA iz
Sloveske semenske plazme. Potemtakem so podfrakcije PSA v standardih
drugaéne od tistih v serumu, kar lahko vodi do razliénih rezultatov zaradi Ze
omenjenega razloga (monoklonska in/ali poliklonska protitelesa prepoznajo
razliéne podfrakcije PSA z raziiéno afiniteto).

Eden od naginov za minimalizacijo tega problema, ki ga Ze uporabijajo, je, da
razliéne analizne metode prilagodimo in umerimo na enc samo metodo.
Navadno so standardi novih metod take umerjeni, da se ujemajo z reagencn-
im kompletom Hybritech Tandem-R, ki se vsesplosno uporablja in je odobren
od FDA. Pri tej metodi so standardi preparirani v serumu, v katerem je aZM
inaktiviran, torej PSA tvori komplekse le z ACT. Ker ta metoda meri PSA in
PSA-ACT precej enako, se zdi, da meri vsoto PSA in PSA-ACT precej tocno,
e upostevamo le koncentracijo PSA. Seveda so koncentracije PSA oziroma
rezultati, dobljeni s temi metodami, v zelo dobri korelaciji z rezultati metode
Hybritech Tandem-R. Dobra korelacija med metodami pa ge ne pomeni, da
smo merili enake oblike PSA (17).

Prav dejstvo, da dajo razliéne tehnike dologanja PSA pogosto zelo razli¢ne
rezultate zaradi detekcije razliénih oblik PSA, je pripeljalo raziskovalce do
zakljuka, da je posamezna oblika PSA lahko povezana z doloCeno vrsto
bolezni.

Mnogi avtorji so se trudili, da bi z upostevanjem vet parametrov in PSA izradu-
nali razmerje, ki bi lahko dovolj zanesljivo razlikovalo maligno od benigne
oblike bolezni prostate (18,19,20).

Za klini¢no uporabo bo zelo uporabna ugotovitev, da je v podro¢ju zmernega
povedanja celokupnega PSA med 4 in 10 pg/L mogoce loCiti med BPH in kar-
cinomom prostate z dologitvijo deleza proste frakcije PSA. V ta namen so Ze
razvili protitelesa, ki zaznajo v vzorcu seruma samo prosto obliko PSA. S tem
se bosta zanesljivost in uporabnost dolocitev razli¢nih oblik prostate specifi¢-
nega antigena $e povecali.
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