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ABSTRACT

Total, free and complexed prostate-specific antigen: relationships among the different measure-
ments

Measurement of the free portion of serum prostate spcific antigen (fPAS), generally reported as free to total PSA ratio
(f/t PSA), is widely used for modulating the medical decision in the presence of moderately increased levels of total
serum PSA. Alternatively, the complexed portion of serum PSA (cPSA) can be measured. In order to evaluate possible
differences in patients’ classification resulting from the two different measurements, we assayed fPSA, cPSA and tPSA
in 298 serum samples selected indipendently from the clinical diagnosis, covering the 2.0-25.9 ng/mL interval of total
PSA concentration. 206 of such samples had PSA levels in the "grey-zone" interval (4.0-10.0 ng/mL). The sum (fPSA
+ cPSA) agreed with measured tPSA values, both in the whole group (n=298) and in the grey-zone subgroup of sera
(n=206), pointing out at equimolarity of measurements. The f/t PSA ratios were caculated either from fPSA and tPSA
results or from cPSA and tPSA results. In the grey-zone subgroup the two sets of calculated ratios agreed: taking 0.20
as the ratio’s cut-off value for the ratio, patient's classification agreed in 168 (82%) case and disagreed in 38 (18%)
cases. in most cases, however, different classification was due to small variations among the ratio values.

RIASSUNTO

La misura della porzione libera dell'antigene prostata-specifico del siero (fPSA), generalmente refertata come rapporto
PSA libero/totale (f/t PSA), & ampiamente usata per modulare la decisione medica in presenza di livelli moderatamente
aumentati di PSA totale del siero. In via alternativa & possibile misurare la porzione complessata (cPSA) del marcatore
del siero. Ai fini di valutare le possibile differenze nella classificazione dei pazienti derivanti dalle due differenti misure,
abbiamo determinato fPSA, cPSA e tPSA in 298 campioni di siero selezionati indipendentemente dalla diagnosi clinica,
coprenti I'intervallo di valori di tPSA da 2,0 a 25,9 ng/mL. 206 di tali campioni avevano valori di PSA compresi nella
cosiddetta "zona grigia" (4-10 ng/mL). | valori della somma (fPSA + cPSA) sono risultati in accordo con quelli del tPSA
misurato, nell'intero gruppo (n=298) e nel sottogruppo di zona grigia (n=206), indicando la equimolarita delle differenti
misure. |l rapporto fPSA/tPSA & stato calcolato sia dalle misure di fPSA e tPSA, sia dalle misure di cPSA e tPSA come:
rapporto = (tPSA - cPSA)/tPSA. Nei campioni del sottogruppo di zona grigia i valori di rapporto calcolati con i due modi
erano in buon accordo: prendendo il valore di 0,20 come valore soglia per il rapporto, la classificazione dei 206 pazienti
di zona grigia coincideva in 168 casi (82 5 %) e non coincideva in 38 casi (18%). Nella massima parte dei casi, tuttavia,
la differente classificazione era dovuta a piccole differenze tra i valori di rapporto calcolati nei due modi.

INTRODUZIONE Considerando che il PSA, in prima approssimazione,
e presente nel siero in tre forme principali (libero, 18%
circa; legato alla o-1-anti-chimotripsina, 60% circa; legato

alla o-2-macroglobulina, 20% circa) (4), e che 'ultima

Da quando la misura dell'Antigene Prostata-Specifico
(PSA) del siero & stata introdotta nell’'uso clinico ai fini del

riconoscimento e della sorveglianza del carcinoma della
prostata, si sono seguite diverse vie nel tentativo di miglio-
rarne la predittivita, come il calcolo del rapporto tra la
concentrazione del marcatore nel siero ed il volume della
ghiandola prostatica (1), la velocita di aumento della sua
concentrazione nel siero (2), l'utilizzo di intervalli di riferi-
mento specifici per fascia di eta (3). Un ulteriore approccio,
rivolto al medesimo scopo, & stato quello di misurare
separatamente le diverse "isoforme" o le differenti specie
chimiche secondo cui la molecola immunoreattiva & pre-
sente nel siero.

porzione non & riconosciuta dagli anticorpi impiegati per la
misura del PSA totale, si & adottata ai fini clinici la conven-
zione di dividere il PSA totale del siero (tPSA) in due
frazioni principali, il "PSA libero" (fPSA) ed il PSA comples-
sato (cPSA), questa ultima considerata corrispondente
sostanzialmente alla porzione di PSA legato alla ¢-1-anti-
chimotripsina (PSA-ACT) (5) e liberamente reagente con
gli anticorpi anti-PSA.

In realta la situazione & pill complessa. Oggi si ricono-
sce che fPSA del siero comprende in realta almeno tre
forme distinte (6), caratterizzate da diversa integrita della
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catena polipetidica efo differente conservazione della atti-
vita enzimatica specifica. Di esse, una denominata antige-
ne prostata-specifico benigno (BPSA), non si modifiche-
rebbe nel corso di carcinoma prostatico (PCa) ma darebbe
indicazioni per I'esistenza di iperplasia prostatica benigna
(BPH) (7). Anche il legame proteico del PSA nel siero &
pitl complesso. Una porzione minore ma significativa del
PSA di sieri con elevate concentrazioni del marcatore si
lega ad altre proteine, tra cui I a-1-inibitore delle proteasi,
API): la proporzione del complesso PSA-API risulta mino-
re nei portatori di PCa nei confronti della BPH (8).

Per una serie di motivi, includenti le disponibilita offerte
dai sistemi commerciali e la difficolta alla misura specifica
delle differenti forme libere o complessate, nel laboratorio
clinico ordinario si adotta tuttora la approssimazione con-
venzionale di misurare le forme tPSA, fPSA e cPSA come
sopra accennato. Gia dal momento della descrizione del
complesso PSA-ACT si era osservato che tale frazione &
il principale responsabile degli aumenti di PSA del siero,
e che la proporzione del complesso aumenta in presenza
di carcinoma prostatico (9). Ciononostante, e nonostante
che fPSA rappresenti la frazione minore del totale e che
tale frazione tenda a diminuire in presenza di PCa, la
misura ditale frazione & stata la prima ad essere introdotta
nel laboratorio clinico ordinario, con una scelta apparen-
temente irrazionale ma dettata da ragioni analitiche (10).
La misura del fPSA (in genere espressa come rapporto
fPSA/tPSA) & cosi diventata un approccio "standard" per
modulare la decisione clinica in presenza di valori di PSA
moderatamente aumentati (11), soprattutto in quell'inter-
vallo di valori dubbi (generalmente indicati come "zona
grigia") di PSA totale, per lo piu considerato come com-
preso tra 4 e 10 ng/mL, anche se viene avanzata qualche
cautela sull'utilizzo di tale misura ai fini di screening (12).

Piu recentemente é stata resa disponibile la misura di
¢PSA con sistemi commerciali automatizzati. Esperienze
relative alla valutazione dei vantaggi/svantaggi della misu-
ra di cPSA nei confronti di fPSA sono riportate nella
letteratura, con risultati non sempre univoci, derivanti ve-
rosimilmente da differenze dei diversi sistemi valutati e
dalla "equimolarita” con cui le differenti frazioni vengono
misurate.

In vista di cio abbiamo valutato, su una serie abbastan-
za ampia di sieri indipendentemente dalla diagnosi clinica
dei singoli pazienti, e con l'uso di uno specifico sistema
analitico, quale grado di concordanza/discordanza era da
attendersi nelle conclusioni derivanti dalla misura di cPSA
nei confronti di fPSA. Questo anche in conseguenza del
fatto che motivi di tipo organizzativo ci inducevano a
sostituire un strumento in grado di misurare fPSA con uno
in cui la disponibilita di fPSA era annunciata essere ad
esaurimento in vista della disponibilita della misura di
cPSA. | risultati qui riportati sono stati comunicati in via
preliminare al Congresso Nazionale SIBioC 2002 (13).

MATERIALI E METODI

Dal carico di lavoro giornaliero si sono selezionati 298
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sieri con valori di tPSA compresi tra 2,0 e 25,9 ng/mL. |
campioni sono stati selezionati senza nessun riferimento
alla diagnosi clinica, avendo cura che i 298 campioni
selezionati derivassero da altrettanti pazienti differenti e
che, nell'ambito dellintervallo di valori prescelti, una por-
zione consistente dei campioni medesimi fosse rappre-
sentata da sieri di "zona grigia" di tPSA (4,0 - 10,0 ng/mL)
(14). Questi ultimi sono risultati 206 (69 % del totale). |
campioni sono stati analizzati in 7 serie analitiche, nel
giorno del prelievo o dopo un massimo di 30 giorni di
conservazione a -20°C. In tutti i campioni & stata misurata
la concentrazione di tPSA, fPSA e cPSA con strumento
Advia Centaur (Bayer Spa, Milano) seguendo le istruzioni
ed i procedimenti di calibrazione suggeriti dal produttore.

Brevemente, i metodi per la misurazione completa-
mente automatica del marcatore e delle sue frazioni sono
basati su analisi immunochimica in formato "sandwich",
con marcatore chemiluminescente (estere di acridinio) e
con particelle magnetiche come fase solida. Per la deter-
minazione di tPSA si utilizza un anticorpo anti-PSA poli-
clonale legato al marcatore ed un anticorpo anti-PSA
monoclonale legato alla fase solida; per fPSA si utilizza un
sistema analogo basato su due anticorpi anti-PSA libero;
per cPSA il sistema provvede automaticamente a pretrat-
tare il campione con un anticorpo anti-PSA libero in grado
di bloccare la reattivita di fPSA, prima di eseguire la
misurazione del PSA residuo reattivo con un sistema
analogo a quello della determinazione di tPSA. | limiti di
rivelazione indicati dal costruttore sono: tPSA, 0,01 ng/mL;
fPSA, < 0,1 ng/mL; cPSA, 0,03 ng/mL. La imprecisione
analitica per le tre misure (dal sistema di controllo di qualita
interno, come valori di CV globali mensili) & risultata com-
presatra 2,5 % e 4,0 %.

Dai valori di tPSA, fPSA e cPSA misurati come su
indicato si & ricavato: "tPSA calcolato" come somma [fPSA
+ cfPSA]; ‘"rapporto f/t misurato" come rapporto
[fPSA/tPSA];, "rapporto f/t calcolato” come rapporto
[(tPSA-cPSA)tPSA].

| risultati sono stati analizzati con tecniche statistiche
usuali, in modo da avere valutazioni del grado di accordo
e di associazione tra i valori (15), includenti: media; devia-
zione standard; analisi della regressione lineare non-pa-
rametrica di Passing e Bablok (16); calcolo del coefficiente
di correlazione "r"; t di Student per dati non appaiati per la
significativita delle differenze tra valori medi.

RISULTATI

La figura 1 mostra la relazione tra valori di tPSA,
rispettivamente misurati e calcolati (come somma
fPSA+cPSA) nell'intero gruppo di campioni (n = 298). |
parametri della analisi statistica di questo confronto sono
riportati nella tabella 1, prima riga. Il buon livello di accordo
e di associazione tra queste due misure & documentato
graficamente dall'allineamento dei singoli punti sulla retta
di equivalenza (y = x) e dai valori assunti dai differenti
parametri statistici. Nella figura 2 viene evidenziato I'ac-
cordo/associazione tra le due misure relativamente al
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Tabella 1

Parametri statistici nei confronti "tPSA calcolato"/"tPSA misurato” (intero gruppo, n=298, e sottogruppo di "zona grigia", n=206) e nel

confronto "rapporto f/t calcolato/ rapporto ft misurato” (sottogruppo di "zona grigia*, n=206)

Confronto Campioni Media+D.S. Regressione di P. & B. R
y X Pendenza Intercetta
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
PSA totale Tutti 7,62+3,79 7,75(*)+3,68 0,99 0,23 0,994
calc.(y)/mis.(x) (n=298) (0,87/1,00) (0,20/0,35)
PSA totale tPSA=4-10 ng/ml 6,55+1,45 6,72(")+1,49 1,01 0,13 0,974
calc.(y)/mis.(x) (n=206) (0,98/1,04) (-0,08/0,32)
Rapporto f/t PSA tPSA=4-10 ng/ml 0,243+0,116  0,216(#)*+0,106 1,06 0,014 0,886
calc. (y)/mis.(x) (n=2086) (1,00/1,04) (0,00/0,03)
(*) Differenze tra le medie non significative (P = 0,671 e P = 0,409 rispettivamente)
(#) Differenza tra le medie significativa (P = 0,016)
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Relazione tra i valori di tPSA calcolato (come somma fPSA+PSA,
da misure dirette della due frazioni) e valori di tPSA misurato,
nell'intero gruppo di campioni (n = 298). Per i parametri statistici
del confronto vedi tabella 1, prima riga. La linea continua é la linea
di equivalenza (y = x).

sottogruppo di campioni di "zona grigia" (valori di tPSA
nell'intervallo 4-10 ng/mL; n = 206), accordo ed associa-
zione confermati dai parametri statistici del confronto ripor-
tati nella tabella 1, seconda riga.

Nella figura 3, per il sottogruppo di campioni di "zona
grigia", i valori del "rapporto f/t calcolato" sono confrontati
con quellidel "rapporto f/t misurato" con la modalita grafica
del "grafico delle differenze” (17). Si osserva un discreto
accordo tra le due valutazioni del rapporto fit, pur in
presenza di un certo numero di aberranti. | parametri
statistici di questo confronto sono riportati nella tabella 1,
terza riga. Il valore medio + deviazione standard delle
differenze (calcolato - misurato) é risultato 0,028 + 0,053
per l'intero gruppo di campioni (n = 206). 7 di tali differenze
sono risultate esterne all'intervallo media + 2DS. Esclu-
dendo tali valori la media + DS delle differenze assume il

Relazione tra i valori di tPSA calcolato (come somma fPSA+PSA,
da misure dirette della due frazioni) e valori di tPSA misurato, nel
sottogruppo di campioni di zona grigia (n = 206). Per i parametri
statistici del confronto vedi tabella 1, seconda riga. La linea
continua é la linea di equivalenza (y = x).

valore di 0,022 + 0,044: nella figura 3 sono riportate le linee
corrispondenti a tale valore medio e quelle corrispondenti
am+2DS.

Assumendo per il rapporto f/t il valore di 0,20 come
discriminante, e confrontando le percentuali di classifica-
zione dei 206 pazienti appartenenti al sottogruppo "zona
grigia" in base alle due differenti modalita di valutazione di
tale rapporto (rispettivamente, "misurato” e "calcolato") si
osserva concordanza in 168 casi (82%) e discordanza in
38 casi (18%), come illustrato nella tabella 2. Spostando
il valore discriminante a 0,10 le percentuali di concordan-
za/discordanza non si modificano sostanzialmente. Per-
centuali identiche di concordanza/discordanza si ottene-
vano confrontando la classificazione dei 206 pazienti sulla
base del rapporto f/t misurato, con quella basata sul rap-
porto ¢/t anch’esso misurato, ed assumendo per questo
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Tabella 2
Percentuali di accordo/disaccordo classificativo tra le due modalita di stima del rapproto f/t ("misurato” e "calcolato”) per un valore di
cut-off di 0,20. Dati riferiti al sottoruppo di campioni di "zona grigia" (n=206)
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Rapporto ft misurato (*)

Rapporto f/t calcolato (#)

Valore di f/t Numero di campioni Valore di f/t Numero di campioni
<,
<0,20 77 37.0) <0,20 (‘accordo) 70 (34,0%)
=0,20 (disaccordo) 7 (3,4%)
=0,20 20,20 (accordo) 98 (47,6%)
129 (82,8%)

<0,20 (disaccordo) 31 (15,0%)

(*) dai valori di fPSA e tPSA misurati, come: rapporto f/t = fPSAPSA

(#) dai valori di cPSA e tPSA misurati, come: rapporto it = (IPSA-cPSA)IPSA

0,3

Rapporto fPSA/tPSA (differenza)

0 0,2 0,4 0,6
Rapporto fPSA/tPSA (media)

0,8

Figura 3

Rapporto f/t nei campioni del sottogruppo di zona grigia (n = 206).
Le differenze tra i valori di rapporto "calcolati" e quelli "misurati"
sono riportate contro i valori medi. Le linee orizzontali corrispon-
dono a (dallalto al basso) m+2DS, m e m-2DS, calcolate dopo
rimozione di 7 valori aberranti.

ultimo rapporto un valore discriminante di 0,80.

DISCUSSIONE

Per quanto concerne I'accordo tra tPSA misurato e
tPSA calcolato (come somma fPSA+cPSA, entrambi mi-
surati separatamente) i nostri risultati (figure 1 e 2) sono
sostanzialmente simili a quelli riportati da altri, ottenuti da
altri con metodi analitici differenti (18, 19), rispetto ai quali
l'accordo € lievemente migliore. Questi dati dimostrano
I'equimolarita delle tre misure indipendenti (20). La possi-
bilita di effettuare misure equimolari & stata anche recen-
temente rimarcata come un importante fattore di attendi-
bilita clinica dei risultati, in relazioni al problema di diffe-
renziare PCa da PBH (20-22).

Stante la menzionata consuetudine clinica di modulare
la decisione clinica in presenza di valori di tPSA modera-
tamente aumentati (11) sulla base della misura addiziona-
le di fPSA espresso come rapporto fPSA/tPSA ci & sem-
brato opportuno verificare I'impatto del cambiamento della
misura (da fPSA a cPSA) e quindi di calcolo del rapporto
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sulla classificazione dei pazienti. | nostri dati sono riferiti
ad un gruppo-campione di sieri da pazienti di cui eraignota
la diagnosi clinica; abbiamo comunque riscontrato accor-
do classificativo nell'82% dei casi, mentre nel 18 % restan-
te la differente classificazione era basata su differenze
modeste tra i due valori di rapporto ft.

Decidendo di misurare cPSA invece di fPSA I'approc-
cio piu razionale sarebbe peraltro di esprimere la misura
come rapporto cPSA/fPSA. E’ stato riportato che sia |l
rapporto fPSA/tPSA sia il rapporto cPSA/tPSA sono po-
tenzialmente in grado di ridurre il ricorso alla biopsia (23).
E’ significativamente in accordo con i nostri dati che un
valori di cut-off vicino a 0,20 per il rapporto f/t si accompa-
gni a sensibilita e specificita corrispondenti ad un valore
vicino a 0,80 per il rapporto cff (23).

Indipendentemente dal sostanziale accordo tra i due
rapporti (f/t e ¢/t) comungue calcolati, ai fini della migliore
significativita medica dei valori misurati si deve considera-
re: la migliore stabilita in vitro di cPSA (24); la minore
variabilita biologica del rapporto cPSA/tPSA (25); la pos-
sibilita che la sola determinazione di cPFA, esprimendone
i valori misurati in concentrazione anziché come rapporto,
fornisca risultati di adeguata attendibilita clinica (26).
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