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Uvod

Karcinom prostate je vrlo zna~ajan uzrok smrt-
nosti kod mu{karaca. Pore|enjem  rezultata dobijenih
poslednjih dvadesetak godina pro{log veka uo~en je
porast smrtnosti izazvan karcinomom prostate za
37%, a stopa otkrivanja karcinoma je porasla za 90%
(1). Razlog za ovakav skok u~estalosti je prirodno sta-
renje mu{ke populacije kao i primena testa PSA za
rano otkrivanje karcinoma u okviru raznih skrining
programa. 

Prostati~ni specifi~ni antigen (PSA) spada u naj-
zna~ajnije tumorske markere koji se koriste u ranom
otkrivanju bolesti, utvr|ivanju stadijuma bolesti, kao i
pra}enju u~inka terapije kod mu{karaca sa karcino-

mom prostate. PSA se mo`e smatrati tumorskim mar-
kerom specifi~nim za prostatu. Kako ga produkuju i
maligne i nemaligne }elije prostate, PSA se ne mo`e
smatrati markerom za karcinom.

Molekulske forme PSA

PSA se u serumu mu{karaca nalazi u vi{e mo-
lekulskih formi. Gen za  PSA je sme{ten na 19q hro-
mozomu i 80% je homolog sa genom za kalikrein
(PSA je poznat i kao humani kalikrein – hK3).  Sadr`i
5 egzona i 4 introna (2). PSA je proteinaza sa molekul-
skom masom oko 30 kDa (3). Molekul PSA sadr`i oko
92% peptida i oko 8% ugljenih hidrata. PSA postoji u
najmanje 5 izoformi sa izoelektri~nom ta~kom (pI)
izme|u 6,8 i 7,5.

Razlika koja se javlja me|u izomerima poti~e od
razli~itog sadr`aja sijalinske kiseline (4). Kao i ve}ina
proteaza, molekul  PSA je u najve}oj meri vezan za
endogene inhibitore proteaza (5). Glavni inhibitor je
alfa-1-antihimotripsin (ACT). Manje koli~ine molekula
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PSA su vezane za  inhibitore alfa-1-proteinaza inhibi-
tore, alfa-2-makroglobuline i alfa-tripsin inhibitor. Ma-
le koli~ine PSA se nalaze u slobodnoj, nevezanoj for-
mi.

Biolo{ka funkcija PSA

PSA katalizuje hidrolizu brojnih proteinskih sup-
strata. Fiziolo{ki, glavna uloga PSA je likvefakcija
semenog koaguluma (6). PSA deluje i na druge sup-
strate, kao npr. na protein vezan za faktor rasta sli~an
insulinu (insuline-like growth factor binding protein-3
(IGFBP-3). IGFBP-3 je jedan od brojnih serumskih pro-
teina vezanih za faktor rasta, sli~an insulinu (insuline-
like growth factor IGF I i II). IGF je faktor rasta za razne
}elije. Tako hidroliza IGFBP-3 nastala pod dejstvom
PSA mo`e da promeni vrednosti IGF i na taj na~in pre-
usmeri }elijsku proliferaciju (7). Tako|e je poznata
uloga PSA u kataliti~koj degradaciji ekstarcelularnih
matriks proteina fibronektina i laminina (8). Inhibicija
proteoliti~ke aktivnosti PSA pomo}u antitela za pro-
teaze rezultira smanjenjem invazije na bazalnu mem-
branu }elija karcinoma. Ovi nalazi ukazuju da PSA kao
i njoj sli~ne proteaze imaju zna~ajnu ulogu u invaziji
karcinoma i pojavi metastaza.  

Odre|ivanje PSA

Danas postoji vi{e od trideset komercijalnih
imuno testova za odre|ivanje ukupnog PSA i desetak
testova za odre|ivanje slobodnog PSA kao i nekoliko
testova za odre|ivanje PSA-ACT kompleksa zasno-
vanih na razli~itim principima.

Pomo}u ovih testova odre|uju se obe najzastu-
pljenije forme PSA molekula: kompleksiran PSA-ACT
i slobodan PSA (9).  Zbir obe frakcije ozna~ava se kao
ukupan PSA. Kompleks PSA-ACT, kao i molekula slo-
bodnog PSA imaju antigene determinante koje
omuga}avaju da se PSA odredi imunolo{kim meto-
dama (10, 11). Molekul PSA vezan za alfa-2-makroglo-
bulin nema antigene determinante, tako da se ova izo-
forma PSA ne mo`e odrediti pomo}u imunolo{kih
postupaka. Testovi za odre|ivanje PSA, se me|usob-
no razlikuju po antitelima koja se koriste, po obele`i-
va~u, standardima i po vrednostima PSA koje se dobi-
jaju. Da bi se dizajnirao dobar imunolo{ki test neop-
hodno je standardizovati kalibratore i odabrati odgo-
varaju}a antitela, pri ~emu se mora voditi ra~una o
ostalim karakteristikama testa kao npr. osobini ~vrste
faze, kinetici reakcije itd. (12).   

Klju~ni elementi u merenju PSA su uporedivost
metoda i stabilnost seruma pre testiranja. Poku{aj da
se merenje PSA, ~ime bi se isklju~io uticaj kori{}enja
ne-uniformnih standarda i ne-ekvimolarne detekcije
razli~itih formi PSA, standardizuje poti~e jo{ iz 1992.
godine posle prve Stanford konferencije koju je orga-
nizovao Stamey. Na Drugoj Stanford konferenciji o
Internacionalnoj standardizaciji odre|ivanja PSA
(1994) Stamey je predlo`io da primarni (osnovni) kali-
brator sadr`i 90% pre~i{}enog PSA-ACT i 10 % slo-
bodnog PSA (90:10) u molarnim odnosima. Zatim je
Institut za klini~ke i laboratorijske standarde (CLSI,
ranije NCCLS) iza{ao sa preporukom o kori{}enju tri
posebna materijala koja sadr`e 100% slobodnog PSA,
100% PSA-ACT kompleksa i me{avinu PSA-ACT i slo-
bodnog PSA  u odnosu 90:10 (13). Ovaj dokument je
bio osnova za budu}e aktivnosti u harmonizaciji odre-
|ivanja PSA. 

1999. godine Robert Nakamura, ~lan internacio-
nalnog konsultativnog komiteta za karcinom prostate
sa kolegama (14) predlo`io je, u cilju pove}anja kva-
liteta merenja, a u saglasnosti sa preporukom Svetske
Zdravstvene Organizacije, standardizaciju imuno odre-
|ivanja prema referentnom standardu. Preporuka je
uklju~ivala slede}e:

a. Slobodan PSA bi trebao da bude primarni standard
za slobodni PSA i ukupni PSA; 

b. Test treba da poka`e ekvimolarni odgovor na slo-
bodni PSA i PSA-ACT kompleks;

c. Antitela kori{}ena u testu ne smeju pokazivati ukr{-
tenu reakciju sa kalikreinom 2 (hK2);

d. Referentne vrednosti za odnos slobodni/ukupni
PSA treba da se ustanove za svaki test i

slobodan
PSA

vezani
PSA

A2M

PSA

ACT

PSA

PSA

Mesto vezivanja antitela

Slika 1   Razli~ite forme PSA

Tabela I  Molekulske forme PSA u serumu

Molekulske forme Molekulska
masa (kDa)   

% od
ukupnog PSA

Slobodan PSA                      30 10–40

PSA-alfa-1-antihimotripsin
(PSA-ACT)       100 60–90

PSA-alfa-1-proteinaza
inhibitor                    190 <1

PSA alfa-2-makroglobulin      800 <0,1

PSA-inter-alfa-tripsin
inhibitor                     250 <0,1
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e. Klini~ka laboratorija mora da nazna~i u svom iz-
ve{taju kojim testom je analiza izvo|ena. 

Thomas Stamey i tim Stanford univerziteta su
predlo`ili pripremu pre~i{}enog standarda PSA (koji
sadr`i 90% PSA-ACT i 10% slobodnog PSA) po meto-
di Sensabaugh i Blake (15). Po preporuci ove grupe
da bi komercijalni standard bio dobar mora da zado-
volji slede}e kriterijume:
1. Standard  treba da sadr`i slobodni i vezani PSA u

odnosu kao u serumu,
2. Koeficijent varijacije za preciznost  za takav stan-

dard meren iz dana u dan treba da bude  manji od
12%, a meren u jednom danu treba da bude manji
od 8%,

3. Analiti~ki detekcioni limit za standard ozna~en kao
»nula« mora da bude manji od 0,2 ng/mL,

4. Diluciona linearnost treba da bude manja od 3% za
uzorke razbla`ene 10–100 puta i

5. Korelacija sa referentnom metodom treba da bude
0,95 za raspon od 2–20 ng/mL.

Stephan i saradnici (16) su u toku 2005. godine
ispitivali uporedivost pet naj~e{}e primenjivanih ko-
mercijalnih testova za odre|ivanje ukupnog i slobod-
nog PSA pri ~emu su koristili testove: Abbott (AxSIM),
Beckman Coulter (Access), DPC (Immulite 2000),
Roche (Elecsys 2010) i Bayer (ADVIA). Proizvo|a~i
testova su se izjasnili da su njihovi testovi kalibrisani
prema WHO PSA referentnom materijalu i da u testo-
vima primenjuju odre|ivanja u ekvimolarnim odnosi-
ma. Dobijene vrednosti PSA u serumima pacijenata
su se znatno razlikovale {to mo`e da ima ozbiljan uti-
caj na odluku klini~ara da li da pristupi biopsiji
prostate ili ne. 

Dobijeni rezultati su se kretali od 87% (ADVIA i
AxSYM) do 115% (Immulite) u odnosu na Access
(Beckman), koji je uzet kao etalon za pore|enje
(100%), jer je u ovom testu ekvimolarni odnos dobro
okarakterisan. 

Detekcioni limiti

Odre|ivanje analiti~kih i biolo{kih detekcionih li-
mita ima prakti~nog zna~aja za rano otkrivanje recidi-
vnih karcinoma posle radikalne prostatektomije. Teo-
retski, posle otklanjanja celokupnog tkiva prostate u
serumu ne treba da se nalazi PSA. Prakti~no se u za-
visnosti od osetljivosti razli~itih metoda za odre|ivanje
PSA, u serumu nalaze vrednosti PSA ~ija dinamika
kretanja mo`e da poslu`i za rano otkrivanje recidivnih
karcinoma.

Analiti~ka osetljivost predstavlja srednju vrednost
PSA (⎯x ± 2SD)  dobijenu 10 puta ponovljenim odre-
|ivanjem PSA u standardu ozna~enom kao »nula«
standarda. Biolo{ki detekcioni limit predstavlja donju
granica vrednosti PSA koju test  detektuje u slu~ajevi-
ma kada se PSA ne nalazi u serumu jer je prostata

hiru{kim zahvatom otklonjena. Vrednosti za BDL su
definisane kod svakog komercijalnog testa.

Odre|ivanje biolo{kog detekcionog limita po-
ma`e klini~aru da rano odredi momenat kada je do{lo
do promene vrednosti PSA kao rezultat recidiva karci-
noma.  

Referentne vrednosti

Konsenzusom usvojena grani~na referentna
vrednost za PSA je 4,0 ng/mL. Me|utim, mnogi autori
navode zna~ajan procenat otkrivenih karcinoma me-
|u pacijentima sa vrednostima PSA < 4,0 ng/mL.
Zbog toga je ova grani~na vrednost bila predmet pre-
ispitivanja. Prema nalazima multicentri~ne vi{egodi{-
nje studije Craforda (17) sa Kolorado univerziteta i
grupe saradnika sa Floride na kongresu urologa u
maju 2002. god, a na osnovu nalaza ura|enih kod
27 863 osobe starosti od 50 do 75 godina dat je pred-
log da se vrednost PSA od 2,6 ng/mL usvoji kao
grani~na. Istovremeno je predlo`ena i strategija skri-
ninga na osnovu baznih vrednosti PSA. Ukoliko je PSA
manji od 1,0 ng/mL u 98,6% slu~ajeva }e se normalne
vrednosti PSA zadr`ati i u narednih 4 godine. Kod
vrednosti izme|u 1,0 i 2,0 ng/mL 98,8% osoba }e
imati negativan nalaz slede}ih 2 godine. Zbog toga se
preporu~uje da se skrining radi svakih 5 godina kod
osoba s vrednostima PSA manjim od 1,0 ng/mL, ako
su vrednosti PSA izme|u 1,0 i 2,0 ng/mL svake dve
godine, a ako su vrednosti PSA izme|u 2,0 i 4,0 ng/mL
svake godine (17).

^uvanje uzoraka

Pri odre|ivanju PSA u serumu pacijenata treba
imati na umu faktore koji mogu uticati na krajnji rezul-
tat odre|ivanja. Tu spadaju preanaliti~ke, analiti~ke i
biolo{ke varijacije PSA u uzorku pacijenta. Analiti~ke
varijacije uklju~uju analiti~ku nepreciznost izazvanu
primenom razli~itih reagenasa i procedura. Preanali-
ti~ke varijacije mogu da poti~u od varijacija nastalih
pre va|enja krvi pacijenta ili od ~uvanja uzorka.

Varijacije koncentracija PSA u serumu mogu da
poti~u i od godina, rase, sezonskih razlika. Ove razlike
treba uzimati u obzir pri pra}enju vrednosti PSA kod
pacijenata. PSA vrednosti se menjaju sa godinama sta-
rosti, sa tendencijom pove}anja naro~ito izmedu {este
i sedme decenije `ivota. Zbog toga se referentne vred-
nosti korigovane godinama starosti mogu pimenjivati
u dijagnozi karcinoma prostate naro~ito kod osoba
starijih od 60 godina (18). Evidentirana je razlika u PSA
vrednostima koja poti~e od razli~itosti rasa. Ameri~ki
afrikanci generalno imaju vi{e vrednosti od belih mu{-
karaca (19). Tako|e je prime}eno da postoje i sezon-
ske varijacije PSA prema kojim se vrednosti PSA pove-
}evaju u prole}e (20). Razli~ite dijagnosti~ke procedure
tako|e mogu da budu uzrok razlike u vrednostima
PSA. Na vrednosti PSA uti~u i manipulacije sa prosta-
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tom kao {to su masa`a prostate pri rektalnom pregle-
du, kojom se vrednosti PSA mogu pove}ati i do dva
puta, i biopsija prostate ili druge hirur{ke intervencije
na prostati koje mogu pove}ati vrednost PSA i do 60
puta u odnosu na baznu vrednost PSA. Ejakulacija
mo`e tako|e da dovede do pove}anja vrednosti PSA
{to je potvr|eno u vi{e radova, pri ~emu se preporu-
~uje da se pre odre|ivanja PSA apstinira najmanje 24
sata (21, 22). Na vrednosti PSA mo`e da se odrazi i
interakcija alfa-2-makroglobulina i PSA, gde visoke
koncentracije alfa-2-makroglobulina mogu da maski-
raju povi{ene koncentracije PSA i tako daju la`no ni`e
vrednosti PSA. Honda i sar. (23) su na{li da je alfa-2-
makroglobulin in vivo u negativnoj korelaciji sa PSA.
Ovakva korelacija ukazuje na mogu}nost da pacijenti
sa visokim vrednostima alfa-2-makroglobulina mogu
imati la`no niske vrednosti PSA. 

Pravilno uzimanje i ~uvanje uzorka za odre|ivan-
je PSA je od velike va`nosti, posebno za odre|ivanje
slobodne frakcije PSA. Pokazano je da se oko 1% slo-

bodnog PSA gubi po satu ukoliko serum nije odvojen
od koaguluma. Takode se oko 3% slobodnog PSA gu-
bi na dan ukoliko se serum ~uva na sobnoj tempera-
turi, 0,4% mese~no ako se ~uva na –20 °C a 0,4% me-
se~no ako se ~uva na –70 °C. Mo`e se smatrati prih-
vatljivim ~uvanje seruma za odre|ivanje slobodnog i
ukupnog PSA u fri`ideru do 24h, a ukoliko se ~uva
du`e serum se mora zamrznuti na –70 °C  (24). 

Zaklju~ak

Standardizacija PSA testova je limitirana ~injeni-
com da nije postavljen referentni merni sistem koji bi
uklju~io kori{}enje referentnog materijala i referentnu
mernu proceduru. Ispitivanjem uporedljivosti metoda
kori{}enjem samo primarnog referentnog materijala
(WHO referentni materijal) jo{ uvek nije usagla{ena
ta~nost izme|u primarnih puferovanih standardnih
materijala  i seruma pacijenata, {to je krajnji cilj stan-
dardizacije.

THE SIGNIFICANS OF PSA ASSAY STANDARDIZATION

Nata{a Lali}
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Summary: Prostate specific antigen (PSA) is one of the most significant specific tumor markers. It serves
for detection and follow-up of prostatic carcinoma. The standardisation of PSA assays is complicated, because
PSA is present in serum in several isoforms. In serum about 75–90%  of PSA is bound to the two main
inhibitors: alpha-1-antichimotrypsin and alpha-2-macroglobulin, and about 10 –15% is free. There are another
two molecular forms of PSA: PSA alpha-1-proteinases-inhibitor (<1%) and PSA inter-alpha-tripsyn inhibitor
(<0,1%) wich cannot be obtained with commercial test for PSA determination. PSA-ACT complex, as well as
molecules of free PSA, have antigenic determinants enabling PSA determination by immunologic methods.
PSA molecules bound to alpha-2-macroglobulin have no antigenic determinants. Therefore, this PSA isoform
cannot be determined with immunologic techniques. There is a number of immunologic methods for determi-
nation of PSA. They differ according to antibodies, markers, standards and PSA values obtained. A good
immunologic test needs standardized calibrators and appropriate antibodies. At the same time, the other test
characteristics should be taken into account: solid phase, kinetic reaction, etc. The choice of a test is very
important in determination of PSA values, because they are usually followed-up in a patient for several months
or years. In order to obtain values of different tests which would be comparable and usuful to a clinician, should
be for each method determined: lower limit of detection (LLD) and biological detection limit (BDL). The deter-
mination of analitical and biological detection limits can be useful in early detection of relapsing cancer after
radical prostatectomy.

Key words: PSA, PSA-ACT, free PSA, standardization of methods
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