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INTRODUZIONE

1.1 1l cancro della prostata: cenni di epidemiologia, diagnosi, prognosi e terapia.

Il cancro della prostata ¢ divenuto nell’ultimo decennio il tumore piu frequente nella
popolazione maschile dei Paesi occidentali (Tab. 1): negli U.S.A. rappresenta quasi il
30% di tutti i tumori di nuova diagnosi nel sesso maschile, mentre in Italia si stima
siano presenti circa 217.000 casi prevalenti (persone con pregressa diagnosi di
carcinoma prostatico), pari a circa il 20% di tutti gli uomini affetti da tumore ed
all’11% di tutti i pazienti oncologici (Fig. 1). E’ la neoplasia che ha registrato negli
ultimi decenni il maggior incremento assoluto nel sesso maschile (dal 3% dei primi
anni ‘90 all’attuale 10%) (Tab. 2), da attribuire, soprattutto, all’effetto dello
screening, che ha determinato la maggiore probabilita di diagnosticare tale patologia,
altrimenti presente in forma latente nel 15-30% degli uomini con piu di 50 anni ed in
circa il 70-80% degli ultraottantenni (1-8).

La forma latente della malattia presenta un'incidenza fino a cento volte superiore
rispetto a quella clinica e si ritiene che la gran parte dei tumori allo stato latente abbia
un comportamento biologicamente poco aggressivo e che solo una ristretta porzione
possa progredire a tumore clinicamente invasivo, dovendo trascorrere dai 10 ai 15
anni prima che la neoplasia si manifesti. Purtroppo le neoplasie dotate di
comportamento aggressivo non sempre sono distinguibili, dal punto di vista
morfologico e/o biologico, da quelle che possono permanere allo stato latente, per
I'inadeguatezza dei mezzi di indagine a nostra disposizione impiegabili a tale scopo.
L’incidenza del carcinoma prostatico ha mostrato negli ultimi anni una sostanziale
stabilita, dopo la fase di notevole crescita iniziata nei primi anni 90, in concomitanza
della maggiore diffusione del test del PSA, quale strumento per la diagnosi precoce di
tale neoplasia (negli ultimi 25 anni il numero di casi diagnosticati &€ aumentato del

30% e si prevede che raddoppi nei prossimi 30 anni).



In Italia nel 2013 sono stati registrati circa 36.000 nuovi casi di cancro prostatico, il
20% dei quali gia allo stadio metastatico, con circa 9000 decessi (35.000 morti/anno
nella sola Comunita Europea). In considerazione della diversa aggressivita delle
differenti forme tumorali, il carcinoma prostatico, pur essendo al primo posto per
incidenza, occupa il terzo posto per mortalita oncologica (prima causa di morte per
tumori dell’apparato urogenitale), che nella quasi totalita dei casi riguarda uomini al
di sopra dei 70 anni (Tab. 3). Si tratta, comunque, di una causa di morte in costante
moderata diminuzione (-1,8% per anno) da oltre un ventennio, con livelli assestati sui
17-20 decessi ogni 100.000 abitanti/anno (Fig. 2) (9). La sopravvivenza dei pazienti
con carcinoma prostatico e attualmente attestata al 91% a 5 anni dalla diagnosi, in
costante e sensibile crescita (Tab. 4) (10). Il principale fattore correlato a questa
tendenza temporale é rappresentato dall’anticipazione diagnostica e dalla progressiva
diffusione dello screening “‘spontaneo”, comportante, evidentemente, una quota di
sovra-diagnosi (11). Data la biologia della malattia, tale neoplasia ¢ tipica dell’eta
avanzata (5.900 casi ogni 100.000 ultrasettantacinquenni), ma calcoli statistici
proiettivi stimano che un uomo su quattro dopo i 50 anni ne sia gia portatore. E’,
infatti, eccezionale la comparsa del carcinoma prostatico prima dei 50 anni, mentre
diventa frequente al di sopra dei 65 anni. L’incidenza aumenta con 1’eta a partire dai
45 anni e, anche se circa il 75% dei nuovi casi viene diagnosticato in uomini di eta
superiore ai 65 anni, 1’eta di insorgenza alla diagnosi € sempre piu bassa: dal *90,
infatti, I’incidenza ¢ aumentata significativamente tra gli uomini nella fascia di eta
compresa tra i 50 ed i 59 anni, aumento attribuibile sempre all’effetto dello screening
(Tab. 5-6). | fattori eziologici che determinano o contribuiscono a determinare
I'insorgenza del cancro della prostata sono ancora in gran parte sconosciuti e,
pertanto, non vi sono, attualmente, possibilita di prevenzione primaria, anche se
alcuni studi hanno dimostrato la fattibilita di una chemio-prevenzione (12-13).
Risulta, quindi, fondamentale la prevenzione secondaria, che ha per obiettivo la
diagnosi precoce della malattia allo stadio pre-clinico, mediante lo screening della

popolazione sana. La diagnosi precoce ha un’importante influenza sulla storia



naturale della malattia e sulla mortalita ad essa correlata. Inoltre, anche se con le
moderne terapie € possibile prolungare la sopravvivenza dei pazienti con cancro della
prostata in stadio avanzato, non esistono, a tutt’oggi, trattamenti che consentano di
guarire tali stadi della malattia. La possibilita, quindi, piu concreta di ridurre la
mortalita da cancro della prostata e rappresentata dalla diagnosi precoce, ovvero dal
riconoscimento della malattia in una fase in cui risulta ancora localizzata alla
ghiandola prostatica e per cui esistono ancora trattamenti efficaci. La prevenzione
secondaria di una malattia attraverso lo screening risulta, pero, vantaggiosa solo nel
caso in cui vengano soddisfatti alcuni requisiti: la storia naturale della malattia deve
essere nota (malattia a lenta progressione); devono esistere cure in grado di
migliorare la prognosi dei casi diagnosticati (ottime possibilita di cura se la diagnosi &
precoce); le terapie devono possedere scarsi effetti collaterali; devono esistere
metodiche diagnostiche facilmente accessibili, rapide, poco costose, ben accettate dai
pazienti e dotate di sufficiente sensibilita e specificita; la convenienza dello screening
in termini di rapporto costo/beneficio deve essere dimostrata. Nel caso del carcinoma
prostatico tali requisiti sono solo in parte soddisfatti: il punto cruciale e rappresentato
dall’esistenza di forme di cancro prostatico che, lasciate a sé, non arrecherebbero
alcun danno alla persona, sia in termini di morbidita che di mortalita. Nell’ultimo
ventennio la diffusione dell’'uso del PSA come test di screening nella diagnosi
precoce del cancro della prostata ha, infatti, profondamente modificato
I’epidemiologia di questo tumore, anche in termini qualitativi, con I’emergere,
sempre piu frequentemente, di forme clinicamente silenti e biologicamente non
aggressive (cancri della prostata indolenti: di basso grado ed a lenta crescita). Per la
sua lunga storia naturale e la sopravvivenza media, in assenza di trattamento, anche di
15-20 anni, molti pazienti moriranno con il cancro piuttosto che per il cancro, a
discapito di un enorme dispiego di risorse economiche per screening e cure (14).

| risultati del’ERSPC (European Randomized Study of Screening for Prostate
Cancer), il piu importante studio randomizzato multicentrico sull’efficacia dello
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2009 sul New England Journal of Medicine (15-16), mettono in evidenza come, a
fronte di una riduzione del 20% della mortalita da cancro della prostata per un
follow-up medio di 9 anni [Rate Ratio (RR)=0,80, IC 95%, 0,67-0,95], con una
riduzione del 31% del rischio di sviluppare una malattia metastatica ed un ritardo
medio di 7 anni nella comparsa di metastasi, si registri una scarsa specificita del PSA
per il cancro della prostata, con il 76% di falsi positivi (in presenza di un PSA
“patologico” in piu dei 2/3 dei casi la biopsia non ha rilevato un tumore), il 75% di
biopsie prostatiche effettuate inutilmente e fino al 50% di “overdiagnosis” e
“overtreatment” (eccesso diagnostico e terapeutico, ovvero diagnosi e trattamento
attivo di tumori scarsamente aggressivi, tanto da non minacciare la vita del paziente
anche se non trattati). E’ stato, inoltre, stimato che per prevenire un decesso da cancro
della prostata sarebbe necessario sottoporre a screening 1.410 soggetti e sottoporre a
trattamento 48 pazienti (15) (Tab. 7-8).

L'utilita clinica del PSA come marker nella diagnosi precoce del cancro prostatico si
é affermata nei primi anni 1990 (16-17): Catalona et al. hanno mostrato che il PSA
sierico con un cut-off di 4,0 ng/ml era utile per lo screening del cancro prostatico
(16). Sei anni piu tardi, lo stesso gruppo ha suggerito un PSA cut-off di 2,5 ng/ml,
ampiamente accettato dopo aver dimostrato un tasso di rilevamento di cancro
prostatico nel range di PSA 2,5-4,0 ng/ml del 22% (18).

| dati del Trial per la prevenzione del cancro della prostata (PCPT) hanno dimostrato
che non vi é alcun cut-off di PSA al quale sensibilita e specificita siano
ragionevolmente abbinati, ma piuttosto un continuum di rischio di cancro della
prostata a tutti i valori di PSA (un cancro aggressivo pu0 essere presente anche a
valori molto bassi di PSA). Se si considera un Gleason score > 7 alla biopsia come
parametro di aggressivita, i valori di cut-off di 4 e 2 ng/ml potrebbero mancare il
59.6% ed il 24.4%, rispettivamente, di queste lesioni (19-20) (Tab. 9-10).

Lo screening mediante PSA puo identificare tumori della prostata allo stadio iniziale
anche anni prima che siano apprezzabili all’esplorazione digito-rettale o che si

associno a sintomi, tuttavia, data la scarsa specificita del dosaggio del PSA,



nonostante la quale continua ad essere comunemente utilizzato come principale
indicazione alla biopsia prostatica, valori elevati di tale marcatore possono essere
ascrivibili a condizioni benigne e diverse dalla neoplasia (BPH, prostatiti...), cosi
come puo anche verificarsi, se pur in una percentuale minore dei casi, che pazienti
affetti da carcinoma prostatico non presentino valori di PSA elevati (circa il 20-30%
dei tumori della prostata non sono associati ad elevati livelli di PSA; il 10% degli
uomini non affetti da tale patologia ha presentato un aumento del PSA, cosi come piu
dei 2/3 di quelli con iperplasia prostatica benigna). Inoltre, le lesioni precancerose
(HG-PIN - High-Grade Prostatic Intraepithelial Neoplasia - e ASAP - Atypical Small
Acinar Proliferation -), di notevole importanza clinica dato 1’alto valore predittivo per
adenocarcinoma prostatico, non si associano ad un innalzamento dei livelli sierici di
PSA ed il solo metodo di rilevamento € rappresentato dalla biopsia (rischio del 25-
79% di successiva diagnosi di cancro della prostata: in caso di prima biopsia negativa
la percentuale di diagnosi di cancro della prostata alla re-biopsia € del 10-20% in
presenza di HG-PIN (21) e del 21-51% in caso di ASAP (22).

L’efficacia di uno screening per malattia tumorale deve essere valutata
principalmente in termini di riduzione della mortalita, ma la determinazione del
rapporto costo/beneficio deve prendere in considerazione anche altri parametri, quali
la qualita di vita, sia dei soggetti sottoposti alle indagini preventive che di quelli
curati per la malattia, ed il costo economico dello screening, in sé e rispetto ai
trattamenti, principalmente chirurgia e radioterapia, con le relative complicanze,
richiesti per curare la malattia, soprattutto nei casi di tumore biologicamente poco
aggressivo (15,23). Infatti, data la natura indolente ed il lento accrescimento nel corso
della vita del paziente di molti tumori prostatici, una terapia specifica non sempre ¢
indicata, di conseguenza esiste il pericolo di sovra-trattamento (10-30% dei cancri
della prostata € sovra-stimato preoperatoriamente) e di esposizione al rischio degli
effetti collaterali delle terapie stesse. | fattori prognostici legati alla neoplasia (stadio
clinico, Gleason score, volume tumorale...), la comorbidita (ASA Index e Charlson
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life years) rappresentano fattori fondamentali nella scelta del miglior trattamento per
Il carcinoma prostatico. Nei pazienti con tumore della prostata localizzato esistono
diverse opzioni terapeutiche (24): sorveglianza attiva, chirurgia o radioterapia. La
sorveglianza attiva comporta il semplice monitoraggio del decorso della malattia, con
la possibilita di intervenire in caso di progressione tumorale. Si tratta di un approccio
che puo essere proposto a pazienti che hanno una malattia a basso rischio ed una
aspettativa di vita breve (Epstein Criteria for Very Low Risk Disease) (25,26-30)
(Tab. 11). Con 8 milioni di dollari, il cancro della prostata rappresenta 1’11% dei costi
per il trattamento di tutti i tipi di tumore negli Stati Uniti con una spesa per paziente
affetto da cancro della prostata, dalla diagnosi alla morte, pari a $81.658 (31-32). La
scelta del trattamento iniziale del cancro della prostata localizzato impatta
notevolmente sulla spesa economica a breve e lungo termine (33). In Italia, sulla base
di stime dei costi dei trattamenti riprese dal NICE (National Institute for Health and
Care Excellence), ente inglese che detta linee guida in Gran Bretagna, e considerati
validi anche nel contesto italiano, € stata calcolata, senza prendere in considerazione i
costi dell’incontinenza urinaria e della disfunzione erettile tra le complicanze dei
trattamenti, una spesa di 1.550.300 euro per vita salvata, pari a 77.515 euro per anno
di vita salvato (ipotizzando il caso di un uomo di 55 anni che si sottoponga al test del
PSA e che grazie ad esso non muoia per tumore della prostata, vivendo in media 75
anni); considerando che un intervento di screening e considerato costo-efficace se ha
un costo massimo di 50.000 euro per anno di vita salvato, lo screening basato sul
PSA non risulta costo efficace (Fig. 3). Uno dei modi per valutare se si sta facendo un
buon uso delle risorse economiche (good value for money) & quello di rapportare i
benefici clinici agli aspetti economici. Gli economisti chiamano questo tipo di analisi
“valutazione economica”, che esprime il rapporto fra le differenze dei costi e le
differenze dell’efficacia di un nuovo intervento rispetto a quello standard. | due studi
economici esistenti sullo screening con PSA sono concordi nel definire questo
intervento non costo efficace, cosa che, in sintesi, significa che sull’intera

popolazione i costi legati al processo che si avvia una volta eseguito il PSA di



screening (dovuti a biopsie, trattamenti ed eventuali complicanze) superano i
benefici, quantificati economicamente (34-35).

Allo stato attuale delle conoscenze non vi sono, pertanto, indicazioni tali da
raccomandare uno screening di massa per la diagnosi precoce del cancro della
prostata, che, sebbene possa ridurre la mortalita cancro-associata, utilizzando gli
strumenti al momento disponibili, principalmente il test del PSA, comporta un_rischio
di effetti collaterali indesiderati, quali la sovra-diagnosi ed il conseguente sovra-
trattamento, considerevolmente alto (25, 36-38) (Tab. 12).

Si e, pertanto, piu propensi verso una strategia di screening opportunistico, basata
sulla valutazione del rischio individuale di sviluppare il cancro della prostata, per
applicare la quale, pero, bisognerebbe prima identificare i fattori di rischio predittivi
della presenza di cancro prostatico. Vi €, pertanto, la necessita di uno sviluppo della
ricerca per identificare biomarkers piu specifici per il cancro della prostata, sia dal
punto di vista diagnostico che, soprattutto, prognostico, che contribuiscano a
realizzare un “algoritmo ottimale” di screening, che mantenendo la capacita di ridurre
la mortalita cancro-specifica, non comportino sovra-diagnosi e sovra-trattamento ed
abbiano il miglior rapporto costo/beneficio.

Molti markers PSA-derivati [PSA density, PSA density of the transition zone, PSA
Velocity, PSA age-specific reference ranges, PSA doubling time, Pro-PSA (precursor
isoforms of PSA) ed altre PSA-isoforme (c-isoforms: complex PSA)...] sono stati
studiati per migliorare la specificita del PSA nella rilevazione del cancro della
prostata (38-40), specialmente nel range 4-10 ng/ml [il PSA ratio (=PSA
libero/totale) € ampiamente usato nella pratica clinica per differenziare il cancro della
prostata dall’ipertrofia prostatica benigna negli uomini con livelli di PSA nella “zona
grigia”, ma questo non ha dimostrato sufficiente specificita per ridurre il numero di
biopsie inutili], ma nessuno di essi puo, attualmente, essere preso in considerazione
per un uso di routine nella pratica clinica.

In quest’ottica il PCA3 test ha mostrato recentemente promettenti risultati nella

diagnosi e nella prognosi del cancro della prostata.



1.2 PCABS test: significato, metodica e studi clinici.

Il PCAS3 test e il primo test genetico, effettuato sulle urine, specifico per il tumore
della prostata. Il test & basato su un marker molecolare, il PCA3 (Prostate Cancer
Antigene 3), identificato per la prima volta come DD3 (Differenzial Display code 3),
utilizzando un metodo di analisi differenziale per comparare i livelli di espressione
del’mRNA tra tessuti benigni e maligni, nel 1999 da Bussmaker e dai suoi
collaboratori, grazie allo sforzo congiunto dei ricercatori della Radboud University di
Nijmegen nei Paesi Bassi e del Johns Hopkins University negli Stati Uniti. Il PCA3 é
un mMRNA non codificante, presente sul cromosoma 9 e sovra-espresso nelle cellule
del cancro prostatico (60-100 volte piu espresso in oltre il 95% delle cellule tumorali
prostatiche, con un livello mediano di 66 volte superiore alla norma rispetto alle
cellule della prostata sana o affetta da patologia benigna) (41-44) (Fig. 4-5).
L'espressione del gene del PSA e, invece, simile nelle cellule cancerose e in quelle
benigne e, pertanto, 1 livelli di PSA-mRNA possono essere utilizzati per
standardizzare la quantita di mMRNA specifico della prostata nei campioni per analisi
molecolari. L'attuabilita di analisi molecolari quantitative basate sul PCA3 é stata
dimostrata utilizzando sia sedimenti di urina (42) che urina intera (45).

Da quando é stato introdotto, sono state sviluppate tre generazioni di PCA3 test, di
cui ’ultima, disponibile in commercio, con il nome di Progensa PCA3 (46), della
Gen Probe Inc. (San Diego,CA,USA), da quando nel novembre 2006 ha ricevuto
I’approvazione CE (Conformité Européenne), e quella attualmente utilizzata in
quanto presenta, rispetto alle precedenti versioni, la maggior informative rate (94-
100%). Il Progensa PCAS test viene effettuato, utilizzando un apposito kit, sulle urine
intere (20-30 ml del primo getto di urina; almeno 2-3 ml sono richiesti per eseguire il
test) raccolte dopo esplorazione digito-rettale, eseguita secondo il metodo descritto da
Groskopf nel 2006 (3 “spremiture” per ciascun lobo, andando dalla base all’apice e
dalla superficie laterale verso la linea mediana della prostata ed esercitando una

pressione tale da determinare una depressione di circa 1 cm del parenchima
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prostatico) (45). Il contenitore in cui sono state raccolte le urine, privo di qualunque
conservante, viene chiuso e capovolto 5-10 volte per mettere le cellule in
sospensione. Nella provetta di trasporto viene trasferito, mediante una pipetta
monouso, un campione di 2.5 ml dell’urina raccolta. Il giusto volume di urina sara
stato aggiunto quando il livello del liquido si trovera fra le righe di riempimento nere
stampate sull’ctichetta della provetta di trasporto. La provetta di trasporto, dopo esser
stata ben richiusa, va capovolta 5-10 volte per miscelare bene il contenuto. Il tubo di
trasferimento va inserito nell’apposito spazio del contenitore allegato al kit. Il
contenitore prevede due spazi, ma uno solo & utilizzato, nel caso si tratti di un solo
paziente. Nella provetta di trasporto, il campione d’urina ¢ stabile a temperatura
ambiente (massimo 30°C) e deve arrivare al laboratorio entro 5 giorni dalla raccolta.
Se I’urina deve essere conservata prima del trasferimento nella provetta di trasporto,
bisogna conservare 1’urina non trattata ad una temperatura compresa tra 2 e 8°C. Il
trasferimento dell’urina non trattata nella provetta di trasporto deve avvenire entro 4
ore dalla raccolta. | campioni di urina non trattati non vanno congelati. La provetta di
trasporto va etichettata con cognome e nome del paziente e messa nell’astuccio di
protezione; il tutto va poi inviato al laboratorio Gene Predictis® via corriere (Fig. 6).

Il PCA3 test misura la concentrazione di PCA3-mRNA e PSA-mRNA e da come
risultato un punteggio definito PCA3 score, che viene calcolato utilizzando la
formula: [(PCA3MRNA)/(PSAMRNA)x1000] (i livelli di PSA-mRNA, misura
indiretta del materiale nucleare delle cellule epiteliali prostatiche presenti nel
campione urinario, sono usati per standardizzare il segnale del PCA3, ovvero
normalizzare i livelli di PCA3-mRNA alla quantita totale di RNA prostatico presente
nel campione, garantendo che la resa di RNA sia sufficiente per I'analisi, generando
un risultato valido). Il Progensa PCA3 test € composto da due prove quantitative di
amplificazione degli acidi nucleici. L'urina viene trattata mediante I'aggiunta del
mezzo di trasporto dell'urina (UTM), che provoca la lisi delle cellule e stabilizza
I'RNA. Il dosaggio degli acidi nucleici combina le tecnologie del target capture,

dell'amplificazione mediata dalla trascrizione (TMA) e del dosaggio con protezione
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dell'ibridizzazione (HPA) per, rispettivamente, sveltire I'analisi dei campioni di urina,
amplificare I'mRNA target e rilevare I'amplicon. In laboratorio, le molecole di mMRNA
target vengono isolate dai campioni di urina mediante target capture. Gli
oligonucleotidi ("oligonucleotidi di cattura"), che sono complementari alle regioni
specifiche della sequenza dei target, vengono ibridizzati ai target presenti nel
campione di urina. Per ciascun target viene usato un oligonucleotide di cattura
separato. Il target ibridizzato viene, quindi, catturato su microparticelle magnetiche
che vengono separate dal campione di urina in un campo magnetico. Processi di
lavaggio vengono utilizzati per rimuovere i componenti estranei dal tubo di reazione.
| procedimenti di separazione magnetica e lavaggio vengono eseguiti con un sistema
di target capture. L'amplificazione del target si verifica mediante TMA, che é un
metodo di amplificazione degli acidi nucleici basato su trascrizione che utilizza due
enzimi, la transcrittasi inversa del virus della leucemia murina di Moloney (MMLYV)
e la polimerasi dell'/RNA T7. Per ciascun target viene usata una serie univoca di
primer. La transcrittasi inversa viene usata per generare una copia di DNA della
sequenza target, contenente una sequenza promotrice per la polimerasi dellRNA T7.
La polimerasi dell'RNA T7 produce copie multiple di amplicon di RNA dal modello
della copia di DNA. Il rilevamento viene ottenuto mediante HPA, usando sonde di
acido nucleico con filamento unico e marcatura chemiluminescente, che sono
complementari all'amplicon. Per ciascun amplicon di target vengono usate sonde
separate. Le sonde di acido nucleico marcate si ibridizzano specificamente con
I'amplicon. Il reagente selection si differenzia fra sonde ibridizzate e non ibridizzate,
inattivando la marcatura sulle sonde non ibridizzate. Durante il processo di
rilevamento, il segnale chemiluminescente prodotto dalla sonda ibridizzata viene
misurato in un luminometro e viene refertato come unita relativa di luce (Relative
Light Unit o RLU). Gli mRNA di PCA3 e PSA vengono quantificati in tubi di
reazione separati e viene determinato il PCA3 Score. | calibratori contenenti quantita
note di trascrizione di RNA di PCA3 o PSA vengono inclusi in ogni seduta di

dosaggio e usati per generare una curva standard. | controlli di PCA3 e PSA vengono
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anch'essi inclusi per verificare I'accuratezza dei risultati interpolati in base alla curva
standard.

Il PCA3 é un marcatore tumorale specifico per il cancro della prostata, a differenza
del PSA che é solo un marcatore organo-specifico. | dati della letteratura hanno
evidenziato che il PCA3 score non é influenzato né dal volume prostatico né dal PSA
e correla con la probabilita di biopsia positiva [un PCA3 test positivo (PCA3 score >
valore soglia) indica una maggiore probabilita di biopsia positiva, un risultato
negativo (PCA3 score < valore soglia) indica, invece, una probabilita ridotta di
biopsia positiva] (43,47-49). Molti studi hanno dimostrato che il PCA3 test é
superiore al PSA ed ai vari markers PSA-derivati nel predire la presenza di cancro
prostatico alla biopsia, potendo essere utilizzato come test diagnostico per selezionare
I pazienti da candidare alla biopsia (43,45,47-48)

Quando analizzato in parallelo al PSA ha dimostrato, infatti, sensibilita e specificita
superiori con massima accuratezza diagnostica ad un cut-off di 35 [specificita 85%,
range 66-89%; sensibilita 68%, range 54-82%; VVP 68%; VPN 81% (VPN 63% per
PSA cut-off >4 ng/ml); falsi negativi 10-26%] (50-51).

Questi risultati hanno suggerito che il PCA3 score potrebbe essere usato per
migliorare I’identificazione degli uomini a rischio di sviluppare un cancro della
prostata e ridurre il numero di biopsie non necessarie (52), trovando la sua principale
indicazione negli uomini con una o piu biopsie prostatiche negative e persistenti
elevati livelli di PSA, per fornire informazioni utili a prendere una decisione
appropriata in merito all’opportunita o meno di eseguire una re-biopsia. Inoltre,
alcuni studi hanno dimostrato che il PCA3 score correla con le caratteristiche di
aggressivita biologica del tumore (volume >T2 - Gleason >6, estensione
extracapsulare), risultando significativamente (p=0,007, Nakanishi H. et al.) superiore
nei tumori di alto grado rispetto ai tumori di basso volume/basso grado (44). In tal
caso potrebbe anche contribuire a cambiare 1’indicazione terapeutica dei pazienti
affetti da cancro prostatico, evitando terapie inutili o eccessive. Pertanto, potrebbe

essere opportuno includerlo in nomogrammi per il calcolo non solo del rischio di

13



sviluppare il cancro della prostata, in base al quale wvalutare I’indicazione
all’esecuzione della biopsia/re-biopsia prostatica, ma anche, nel caso di cancro
diagnosticato alla biopsia, per il calcolo del rischio di progressione clinica pre-
trattamento, sulla base del quale porre 1’indicazione al trattamento piu appropriato,
quale, ad esempio, I’eventuale inclusione in programmi di sorveglianza attiva.

Da non sottovalutare, poi, il risvolto economico di tutto cio: il costo del PCA3 test e
maggiore rispetto a quello del PSA, ma il suo utilizzo ridurrebbe di una percentuale
superiore al 67% il numero di biopsie effettuate inutilmente, con i conseguenti casi di
“overtreatment” ¢ le relative complicanze, comportando, al netto, un conseguente

beneficio economico.
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SCOPO DELLA RICERCA

Negli anni ‘90 il PSA ¢ stato adottato in tutto il mondo come test di screening nella
diagnosi precoce del cancro della prostata, rivoluzionandone la strategia diagnostica
(1). La determinazione del rischio di sviluppare il cancro della prostata basata solo
sul PSA pone, pero, numerose problematiche in quanto il PSA e un marcatore
d’organo, specifico per il tessuto prostatico, ma non € un marcatore tumorale
specifico per il cancro della prostata: elevati valori sierici di PSA sono riscontrabili in
molte condizioni benigne (4-7) ed i livelli di PSA non correlano con il livello di
aggressivita della malattia (allo stato attuale non esiste un valore di PSA che escluda
la presenza di cancro prostatico: PSA > 2,5-4 ng/ml predice solo il 24-37% dei tumori
della prostata ed il 20-30% dei pazienti affetti da tale patologia ha normali livelli di
PSA). Cio comporta numerosi risultati falsi positivi e, di conseguenza, un elevato
numero di biopsie eseguite inutilmente, essendo, a tutt’oggi, la principale indicazione
alla biopsia prostatica proprio un incremento dei livelli di PSA (cut-off 4 ng/ml). La
strategia di prevenzione secondaria, effettuata mediante il PSA-screening, ha,
pertanto, determinato una tendenza nella pratica clinica alla sovra-diagnosi (20-40%
dei cancri della prostata diagnosticati sono indolenti, di basso volume < 0,5 ml e
basso grado Gleason < 6 (53-55), e non incidono né su morbidita né su mortalita) ed
al conseguente sovra-trattamento dei pazienti affetti da cancro della prostata
(trattamento di cancri della prostata indolenti, che in molti casi non avrebbero avuto
una progressione clinica per tutta la durata della vita del paziente, senza determinare,
quindi, né incremento dell’aspettativa di vita né miglioramento della qualita di vita).
A causa del basso valore predittivo positivo (VPP) del PSA, piu del 75% degli
uomini con un PSA compreso nel range 2,5-10 ng/ml (“zona grigia”) e/o sospetta
esplorazione digito-rettale, ha una prima biopsia negativa e solo il 10-35% di questi
ha una diagnosi di cancro della prostata alla re-biopsia (2-3). Agli uomini con prima
biopsia negativa, ma persistente sospetto di cancro prostatico, le linee guida

dell’EAU raccomandano di ripetere la biopsia (4), ma, comunque, nell’80% degli
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uomini queste re-biopsie sono negative. Non solo 1’aspetto economico, ma anche
ansia, discomfort e talora severe complicanze sono associate alla biopsia (2-3). Tutto
cio ha un notevole impatto sia sul singolo paziente, che viene sottoposto ad uno,
spesso evitabile, stress fisico (metodiche diagnostiche e terapeutiche invasive con le
relative complicanze) ¢ psichico (“PSA Syndrom” nei numerosi pazienti con
cronicamente elevati livelli di PSA e biopsia negativa per cancro prostatico), che
sulla collettivita, per la forte incidenza sulla spesa sanitaria (33-35). Sebbene la
biopsia resti il "gold standard” per il rilevamento del cancro della prostata [una
biopsia negativa puo creare un falso senso di sicurezza in quanto, campionando meno
dell’1% di tutto il tessuto prostatico, esiste una possibilita del 15-20% che il cancro
venga mancato (56) e circa il 10-25% dei cancri prostatici non vengono diagnosticati
alla prima biopsia (57)], test piu accurati, con una maggiore specificita, sono
necessari per aiutare a guidare la decisione di eseguire 0 meno una biopsia prostatica.
Da tutte queste considerazioni si evince quanto sia necessario individuare test
diagnostici e, soprattutto, prognostici piu specifici per il cancro della prostata che,
migliorando la capacita di identificare i pazienti a rischio di sviluppare il cancro
prostatico (incrementando la probabilita di diagnosi di cancro prostatico alla prima
biopsia ed essendo d’ausilio, in caso di persistente dubbio diagnostico, nel decidere
se ripetere 0 no la biopsia dopo una prima biopsia negativa), soprattutto nelle sue
forme aggressive, che possono, perd, ancora beneficiare della diagnosi precoce, eviti
procedure bioptiche invasive ed inutili, minimizzando il rischio di mancare cancri
significativi, mantenendo, cosi, elevata la sensibilita diagnostica. Rispetto a tutto
questo, tra i nuovi biomarkers tumorali che stanno emergendo, il PCA3, un test non
invasivo, effetuato sulle urine e basato sul PCA3 gene (MRNA non codificante
altamente sovra-espresso nelle cellule del tessuto canceroso prostatico), sta
mostrando promettenti risultati. Numerosi studi clinici ne hanno dimostrato, infatti,
I’utilita diagnostica, superiore rispetto al PSA e ad altri markers PSA-correlati del
cancro prostatico, ed alcuni studi ne hanno messo in evidenza, addirittura, il valore

prognostico (44). 1l suo utilizzo, in combinazione con il PSA ed altre informazioni
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cliniche, nel contesto, ad esempio, di nomogrammi o calcolatori di rischio, potrebbe
migliorarne 1’accuratezza diagnostica ed aiutare 1 medici a prendere decisioni
“meglio informate™ sui pazienti a rischio di sviluppare il cancro della prostata (52)
(Tab. 13-14).

Il principale obiettivo di questo studio &, pertanto, valutare la performance del PCA3
test come esame di screening nella diagnosi precoce del cancro prostatico e la sua
utilita clinica nella gestione del paziente a rischio di sviluppare un cancro della

prostata.
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PARTE SPERIMENTALE

Materiali e metodi

Nello studio sono stati presi in esame 700 uomini di eta media 67 anni (mediana 68,
range 52-85), che sono stati sottoposti al PCAS3 test tra gennaio 2010 e novembre
2013 presso I’Ospedale Militare “Celio” di Roma e la Casa di Cura Pio XI di Roma.
| criteri di inclusione dei pazienti nello studio sono stati: presenza di fattori di rischio
per carcinoma prostatico, alterazione dei valori del PSA (PSA totale >4 ng/ml ¢ PSA
ratio <16%), riscontro di anomalie all’esplorazione digito-rettale e precedente
diagnosi bioptica di HGPIN e/o ASAP.
| criteri di esclusione sono stati: storia di cancro prostatico, precedente chirurgia
prostatica per ipertrofia prostatica benigna, inadeguata procedura di raccolta del
campione di urina per PCA3 test o inadeguata procedura bioptica, assunzione di
terapie farmacologiche che modificano i livelli di PSA ed infezioni del tratto urinario.
Dei 700 pazienti sottoposti a PCA3 test, 694 (informative rate 99,1%) avevano
campioni di urina con concentrazioni di PSA-mRNA e PCA3-mRNA adeguate a
calcolare un PCAS3 score valido.
Di tutti i pazienti inclusi nello studio sono stati raccolti i seguenti dati:

- Eta;

- Familiarita per cancro della prostata;

« Sintomatologia minzionale;

- Terapia prostatica in atto (farmaci che alterano i valori di PSA come gli

inibitori della Sareduttasi: finasteride e dutasteride)

- PSA pre-DRE/TRUS (PSA totale cut-off >4 ng/ml; PSA ratio cut-off <16 %);

- PCAS3 score (Progensa Gen Probe, cut-off > 35);

- DRE (esplorazione digito-rettale normale o sospetta);

- TRUS (ecografia prostatica transrettale);
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* Volume prostatico (calcolato alla TRUS usando la formula dell’ellissoide di
Eskew: 0,523 x spessore x lunghezza x larghezza);

- Storia di precedenti biopsie prostatiche [biopsia a schema esteso (58-60) >8
prelievi alla prima biopsia (12-18 prelievi indicati in caso di volume
prostatico >50 cm?) e saturation biopsy (SPBXx) (61-63) > 20 prelievi alla re-
biopsia];

- Gleason Score su campioni bioptici e pezzi operatori di cancro prostatico
(classificazione ISUP 2005, modificata per biopsia) (64);

« TNM su pezzi operatori di cancro prostatico (Union Internationale Contre le
Cancer TNM 2009 classification) (65);

- RMN endorettale/ PET con colina;

« Scintigrafia ossea.

Di ogni paziente e stato raccolto un campione (20-30 ml) del primo getto di urina
emessa dopo DRE, eseguita secondo la procedura descritta da Groskopf (45). |
campioni di urina sono stati analizzati tutti presso un unico laboratorio (Casa di Cura
Malzoni “Villa Platani” di Avellino), usando la stessa procedura per quantificare le
concentrazioni di PCA3-mRNA e PSA-mRNA con il Progensa PCAS test (Gen Probe
Inc, San Diego, CA). L’'mRNA bersaglio e stato isolato dal campione di urina per
target capture (cattura di microparticelle magnetiche rivestite con una specifica
sequenza di oligonucleotidi), amplificato per TMA (transcription mediated
amplification) e rilevato con sonde di DNA chemiluminescenti; il numero di copie di
PCA3-mRNA e PSA-mRNA ¢ stato calcolato mediante calibratori di trascrizione,
dando come risultato il PCA3 score secondo la formula: [(PCA3-mRNA)/(PSA-
mMRNA)x1000]. I campioni bioptici sono stati analizzati da esperti anatomopatologi

delle diverse sedi.
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Risultati

Dei 694 pazienti arruolati in questo studio 564 (81,27%) avevano un PSA totale >4
(range 4-102 ng/ml) ed un PSA ratio <16% (range 16-4%) e 130 (18,73%) avevano
un PSA totale <4 ng/ml. Prima di aver effettuato il PCAS3 test 310 (310/694=44,67%)
pazienti erano gia stati sottoposti a biopsia prostatica sulla base principalmente del
riscontro di un’alterazione del PSA e/o di un’anomalia all’esplorazione rettale. In
particolare 254 (81,94%) dei 310 pazienti sottoposti a biopsia pre-PCA3 test erano
negativi per cancro, 49 (15,80%) avevano una diagnosi di HGPIN/ASAP e 7 (2,26%)
avevano una diagnosi di cancro prostatico [Gleason score: 2 (28,57%) >6 ¢ 5
(71,43%) <6]. Il valore di cut-off per il PCA3 test e stato fissato a 35, in accordo alla
letteratura corrente (41), ed i pazienti sono stati suddivisi in PCA3 score positivi
(=35) e negativi (<35). Abbiamo trovato che 335/694 pazienti (48,27%) avevano un
PCA3 score superiore o uguale al cut-off (PCA3 positivi) e 359/694 pazienti
(51,73%) avevano un PCA3 score inferiore al cut-off (PCA3 negativi). Quando
abbiamo incrociato i risultati del PCA3 score con quelli del PSA totale e ratio
abbiamo trovato che 36 pazienti avevano valori negativi di entrambi, 323 pazienti
erano negativi per PCAS3 e positivi per PSA, 94 pazienti erano positivi per PCA3 e
negativi per PSA, 241 pazienti erano positivi per entrambi.

| 94 (94/335=28,06%) pazienti con PCA3 score positivo e PSA negativo sono stati
sottoposti a biopsia/re-biopsia post-PCAS3 test, risultando: 8/94 (8,51%) negativi per
cancro, 37/94 (39,36%) positivi per HGPIN/ASAP e 49/94 (52,13%) positivi per
cancro [Gleason score: 47 (95,92%) >6 e 2 (4,08%) <6]. Per il persistere del sospetto
di neoplasia prostatica, anche 43 (43/359=11,98%) pazienti con PCA3 score negativo
e PSA positivo sono stati sottoposti a biopsia/re-biopsia (137 pazienti sottoposti
complessivamente a biopsia/re-biopsia) post-PCA3 test, risultando: 38 (82,61%)
negativi per cancro, 3 (7,5%) positivi per HGPIN/ASAP e 2 (3,92%) positivi per

cancro (Gleason score: 1=6 ed 1<6).
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Abbiamo, poi, indagato la correlazione tra PCA3 score e la diagnosi di cancro nei
pazienti sottoposti a biopsia. Le caratteristiche dei pazienti che sono stati sottoposti a
biopsia post-PCA3 test sono riassunte nella tabella 15.

L’eta media dei pazienti € di 67 anni (mediana 68, range 52-85); il valore medio del
PSA € di 9 ng/ml (mediana 7 ng/ml; range: 0,67-66,5); DRE € sospetta in 21 pazienti
(15,33%) e negativa in 116 pazienti (84,67%); il volume medio della prostata € di
53,8 cm3 (mediana 57 c¢cm3; range 21-108 cm3); 58 pazienti (42,33%) avevano > 1
precedenti biopsie negative. Il valore medio del PSA, il numero di DRE sospette ed il
volume prostatico medio hanno valori simili nei 3 gruppi di pazienti (pazienti con
biopsia negativa, pazienti con diagnosi di HGPIN/ASAP, e pazienti con biopsia
positiva per cancro). Al contrario, media e mediana del PCA3 score sono
significativamente maggiori nel gruppo di pazienti con biopsia positiva (n=51)
rispetto al gruppo di pazienti con biopsia negativa (n = 46) (141,6 e 97 vs 54,9 e 48
rispettivamente) (p = 0,0002; two-tailed t-student test). Inoltre, media e mediana del
PCA3 score (79,6 e 66 rispettivamente) nel gruppo di pazienti con diagnosi di
HGPIN/ASAP alla biopsia (n = 40) hanno valori intermedi tra quelli del gruppo di
pazienti con biopsia negativa e quelli del gruppo di pazienti con biopsia positiva.
L'analisi statistica ha mostrato anche che la differenza in PCA3 score tra i pazienti
con biopsia negativa e quelli con diagnosi di HGPIN/ASAP e significativa (p=0,002;
two-tailed t-student test), mentre la differenza in PCA3 score tra pazienti con
diagnosi di HGPIN/ASAP e pazienti con biopsia positiva non € risultata significativa.
Il grafico in Figura 8 riassume la relazione tra PCA3 score e risultati della biopsia
prostatica. Tutti i pazienti sottoposti a biopsia post-PCAS3 test (n = 137) sono stati
suddivisi in 4 classi con diverso range di PCA3 score: <35 (n = 43), 35-49 (n = 17),
50-100 (n =45), > 100 (n = 32). | risultati sono mostrati in Tabella 16.

Solo il 3,92% dei pazienti (2/51) con biopsia positiva rientra nel gruppo con PCA3
score <35, mentre il 9,80% (5/51) cade nel gruppo con PCAS3 score 35-49, il 37,26%
(19/51) nel gruppo con PCAS3 score 50-100 ed il 49,02% (25/51) nel gruppo con
PCAS score > 100.
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Questi dati dimostrano una correlazione diretta tra il valore quantitativo del PCA3
score e la probabilita di biopsia prostatica positiva, piu € alto il PCA3 score piu €
predittivo di un risultato positivo alla biopsia. E’ interessante notare come la maggior
parte dei pazienti (24/40 = 60%) con diagnosi di HGPIN/ASAP alla biopsia sia
concentrata nel gruppo con PCAS3 score 50-100.

Inoltre, 11 PCA3 ha dimostrato maggiore specificita nell’identificare e non mancare
cancri prostatici significativi con Gleason score > 6, differenziandoli da quelli
indolenti con Gleason score <6: cio indica che il PCA3 score potrebbe essere
indicativo del grado di aggressivita della neoplasia con applicabilita nella selezione

dei pazienti candidabili alla sorveglianza attiva.

Discussione
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In questo studio abbiamo determinato il PCA3 score ed il PSA totale e ratio in un
gruppo di 694 pazienti e in 137 di questi abbiamo correlato i valori del PCA3 score e
del PSA totale e ratio con il risultato della biopsia prostatica.

Nei pazienti sottoposti a biopsia pre-PCA3 test, sulla scorta di un’indicazione data
principalmente dai valori di PSA (PSA totale > 4 ng/ml e PSA ratio <16%), 1’81,94%
delle biopsie sono risultate negative per cancro, mentre nei pazienti sottoposti a
biopsia/re-biopsia post-PCA3 test positivo (PCA3 score >35) solo 1I’8,51% delle
biopsie sono risultate negative per cancro (95,92% delle biopsie positive ha Gleason
score >6), mentre solo il 4,65% delle biopsie post-PCA3 test negativo (PCA3 score
<35) sono risultate positive per cancro (Gleason score 1=6 e 1<6).

Nei pazienti sottoposti a biopsia o re-biopsia post-PCA3 test abbiamo indagato la
correlazione tra PCA3 score e risultato della biopsia (Tab. 15), suddividendo i
pazienti in 3 gruppi rispetto al risultato della biopsia (biopsia positiva per cancro;
biopsia con diagnosi di HGPIN/ASAP; biopsia negativa per cancro) ed in 4 gruppi
rispetto al valore del PCA3 score (<35; 35-49; 50-100; >100), ed abbiamo verificato
che, mentre i livelli di PSA, la % di DRE sospette ed i valori di volume prostatico
erano simili nei 3 gruppi con differente risultato bioptico, media e mediana del PCA3
score erano significativamente piu alte nel gruppo di pazienti con biopsia positiva per
cancro rispetto al gruppo con biopsia negativa ed, inoltre, cosa ancor piu interessante,
avevano valori intermedi nel gruppo con HGPIN/ASAP alla biopsia rispetto agli altri
due gruppi. La differenza in PCA3 score tra gruppo con biopsia negativa e gruppo
con biopsia positiva per HGPIN/ASAP e risultata, poi, statisticamente significativa,
diversamente dalla differenza in PCA3 score tra gruppo con biopsia positiva per
cancro e gruppo con bhiopsia positiva per HGPIN/ASAP. 1l 49,02% dei pazienti con
biopsia positiva per cancro rientra nel gruppo con PCA3 score >100, mentre la
maggior parte dei pazienti con biopsia positiva per HGPIN/ASAP & concentrata nel
gruppo con PCAS3 score 50-100 (60%). Nel presente studio la re-biopsia € risultata
positiva nel 34,48% dei casi, percentuale simile ai dati riportati in letteratura (59). |

nostri risultati, in accordo con quelli della maggior parte della letteratura corrente,
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dimostrano, innanzitutto, la superiorita del PCA3 rispetto al PSA nel predire ’esito
della biopsia/re-biopsia, con una diretta correlazione tra il valore quantitativo del
PCAS score e la probabilita di positivita per cancro alla biopsia prostatica, potendo
un PCA3 score maggiore essere predittivo di un risultato positivo per cancro in
pazienti da sottoporre a biopsia/re-biopsia prostatica (PCA3 score migliora la
specificita diagnostica e rappresenta uno spettro di rischio per cui gli score ad
entrambe le estremita hanno maggior accuratezza diagnostica rispetto agli score piu
vicini al cut-off). Il PCA3, inoltre, pud avere un importante ruolo nell’identificazione
di uomini a rischio di sviluppare il cancro della prostata (il PCA3 score e
significativamente pit alto in pazienti con HGPIN/ASAP alla biopsia/re-biopsia
rispetto a quelli con biopsia negativa), conclusione supportata da altri lavori
scientifici che hanno dimostrato I’esistenza di una relazione tra volume tumorale e
PCAZ3 score (44) e che HGPIN/ASAP sono associati ad un incrementato rischio di

cancro prostatico alla re-biopsia (68).

Conclusioni
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In conclusione, i risultati di questo studio confermano il ruolo del PCA3 come valido
e potente strumento nella diagnosi precoce del cancro della prostata (il PCA3 score
correla in maniera direttamente proporzionale con la probabilita di biopsia/re-biopsia
positiva), potendo contribuire, nell’ambito di una strategia di screening
opportunistico, alla valutazione del rischio individuale di sviluppare il cancro
prostatico (la media del PCA3 score e significativamente piu alta nei pazienti con
diagnosi bioptica di HGPIN/ASAP rispetto a quelli con biopsia negativa), sulla base
del quale prendere decisioni piu appropriate € “meglio informate” circa la necessita o
meno di eseguire una biopsia/re-biopsia prostatica, discriminando tra pazienti che
devono essere sottoposti a biopsia e pazienti che necessitano solo di essere
attivamente sorvegliati.

Inoltre, il PCAS3 test ha dimostrato maggior specificita ed accuratezza diagnostica
rispetto al PSA totale e ratio, che attualmente costituiscono la principale indicazione
all’esecuzione della biopsia prostatica, nel predire I'esito di una biopsia/re-biopsia.

Il PCAS3 score, in questo studio, correla anche con le caratteristiche di aggressivita
biologica del tumore, come gia evidenziato da precedenti studi [Nakanishi H. et al.: il
PCA3 score risulta significativamente (p=0,007) superiore nei tumori di alto grado
rispetto ai tumori di basso volume/ basso grado (44) ed é predittivo dello stadio
clinico della neoplasia (volume >T2, Gleason >6, estensione extracapsulare) (47)]. Il
suo valore prognostico, se ulteriormente confermato, potrebbe anche cambiare
I’indicazione terapeutica di molti casi di cancro prostatico (20-40% dei cancri
diagnosticati sono indolenti), evitando terapie inutili o eccessive. Nel caso in cui alla
biopsia venisse diagnosticato un cancro della prostata di basso grado ed il PCA3
score risultasse negativo, con il conforto di altre informazioni cliniche, sarebbe
possibile prospettare come prima opzione soluzioni meno invasive della chirurgia
radicale e della radioterapia, come la sorveglianza attiva, con minori conseguenze
sulle funzioni urinaria e sessuale (il cancro della prostata rappresenta la terza causa di
deficit erettile ed il 75% dei pazienti con cancro della prostata sviluppa un deficit

erettile iatrogeno) e maggior rispetto della qualita di vita dei pazienti (69-70).
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L’ applicazione del PCAS3 test nella pratica clinica potra, quindi, non solo ridurre il
numero di biopsie effettuate inutilmente (35-67%), ma anche modificare
I’indicazione terapeutica nei pazienti affetti da cancro prostatico (sorveglianza attiva
per tumori a basso rischio), scongiurando la preoccupazione principale dell’EAU,
rappresentata dal fatto che nel mondo occidentale alle moltissime diagnosi di cancro
prostatico, una ogni 12 minuti, segua sempre, con rare eccezioni, la proposta di un
trattamento curativo, anche quando il tumore mostra caratteristiche di non
aggressivita, con un notevole impatto economico (a fronte di un costo del PCA3 test
superiore rispetto al test del PSA, vi sarebbe un netto beneficio economico derivante
dalla riduzione del numero di biopsie inutili nonché dei casi di “overtreatment” con le
relative complicanze) e sociale (riduzione dello stress psico-fisico cui & sottoposto il
paziente con miglioramento della sua qualita di vita).

Sono, pertanto, auspicabili ulteriori studi prospettici che valutino, in futuro, il valore
prognostico del PCAS3, il suo potenziale utilizzo nel follow-up di pazienti a rischio di
sviluppare un cancro della prostata clinicamente significativo (monitoraggio ad
intervalli regolari di uomini con persistenti livelli elevati di PSA ed una o piu biopsie
negative, condizione che costituisce ’attuale principale indicazione all’esecuzione
del PCA3 test, e di uomini con diagnosi bioptica di cancro indolente inclusi in
programmi di sorveglianza attiva) e 1’opportunita di includerlo in nomogrammi o
calcolatori di rischio [attualmente 1’unico ad includere il PCA3 score ¢ il calcolatore
di rischio di cancro della prostata basato sull’US Prostate Cancer Prevention Trial
(PCPT), che valuta il rischio di biopsia positiva e di tumore di alto grado] che
diffondano informazioni corrette circa il rischio individuale di sviluppare il tumore,
di diagnosticarlo alla biopsia e di progressione clinica pre-trattamento, sulla base
delle quali valutare se ci sia 0 meno 1’indicazione all’esecuzione della biopsia/re-
biopsia e quale sia I’approccio terapeutico piu adeguato per ogni singolo paziente,

senza alimentare I’eccesso diagnostico e terapeutico.

ICONOGRAFIA
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Tabella 1

Rango Maschi Femmine
1® Prostata (20%) Mammella (25%)
20 Polmone [15%) Colon-ratto [14%)
3° Colon-retto [14%) Polmane (6%
4° Vescica* [10%] Utero corpo [5%]
e Stormaco [5%) Tiroide [5%]

| Tutta la popolazione
Colon-retto (14%)
Mammella [13%]
Prostata [11%]
Polmone [11%]
Vescica [7%]

Primi cinque tumori pit frequentemente diagnosticati e proporzione sul totale dei tumori (esclusi i

carcinomi della cute) per sesso. Pool Airtum 2006-2009. * comprende sia tumori infiltranti che non

infiltranti.
Figural
mammella 23,3% Tutti | tumori** % | Pazienti invita
mammella 23,3% 22.235
altri 32,0% colon-retto 13,2% 296.687
vescica* 10,0% 223.533
colon-retto13,2% prostata 9.7% 216714
utero corpo 4.1% 91.689
pancreas 0,4% polmone 3,4% 75.345
fegato I'U%J%I vescica® 10,0% stomaco 3,1% £9.230
stomaco 3,1 :
polmone E,WJ ‘ fegato 1,0% 21.816
utero corpo 4,1%  prostata 9,7% pancreas 0,6% 9.634
altri 32,0% T17.446

**accetto turmnor cutanei non melanomatosi

Numero di italiani con precedente diagnosi di tumore, divisi per sede di neoplasia (in ordine

decrescente). *comprende sia tumori infiltranti che non infiltranti.

Tabella 2
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Sede neoplasia

Mammella [femmine]
Colon-retto

Vescica*

Testa-collo

Corpo dell'utero
Fene evie urinarie**
Stomaco

Linfomi non-Hodgkin
Polmone

Prostata

Tiroide

Melanoma

Cervice uterina
Ovaio

Testicolo

Linforna di Hodgkin
Leucemie

Tessuti molli
Cervello

Mielorna multiplo
Labbro

1992

22%
12%
11%
8%
5%
4%
4%
4%
4%
3%
3%
3%
3%
2%
2%
2%
1%
1%
1%
1%
1%

Sede neoplasia

Mammella [femmine]
Colon-retto
Vescica*

Prostata

Testa-collo

Lintormni non-Hodgkin
Corpo dell'utero
Rene e vie urinarie**
Tiroide

Melanoma

Polmone

Stomaco

Cervice uterina
Leucemie

Linforna di Hodgkin
Ovaio

Testicolo

Cervello

Tessuti molli

Fegato

Mieloma multiplo

2006

23%
13%
10%
10%
5%
4%
4%
4%
4%
4%
3%
3%
2%
2%
2%
2%
2%
1%
1%
1%
1%

Confronto tra il 1992 e il 2006 tra le sedi e i tipi di tumore piu frequenti in maschi e femmine.(cf.

AIRTUMWorking Group. | tumori in Italia, rapporto 2010. La prevalenza dei tumori in Italia.
Epidemiol Prev. 2010;34 suppl. 2. - Micheli A, Francisci S, Krogh V, Rossi AG, Crosignani P.
Cancer prevalence in italian cancer registries areas: the ITAPREVAL study. ITAPREVALWorking

Group. Tumori 1999; 85).* comprende sia tumori infiltranti che non infiltranti.** comprende rene,

pelvi e uretere.

Figura 2
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M I-APC: 1006-1008: 3,0(-1,3;: 0,2) 1008-2003: 0,7% (7,9; 11,4) 2003-2010: -0,8(-2,4; 0,8)
A M-APC: 19096-2010: -1,8% (-2.8: -0.8)

AIRTUM: stima dei trend tumorali di incidenza e mortalita 1996-2010. Tassi standardizzati pop.

europea. APC = Annual Percent Change (Variazione percentuale media annua), | = incidenza, M =
mortalita
Tabella 3
Maschi
Rango anni 0-49 anni 50-69 anni 70+
° Folrmone Folmone
70 Sist. nervoso Colon-retto Colon-retto
centrale [11%] [10%] (11%]
o _ Fegato Frostata
c Vie aerodigestive
4 superiori (7% Pancreas [7%] Stomaco [7%]
5° Stomaco [7%]  Stomaco [6%]  Fegato (7%l

Prime cinque cause di morte oncologica e proporzione sul totale dei decessi per tumore per sesso e
fascia di eta. Pool Airtum 2006-2009.

Tabella 4
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1990- 1993- 1994- 1999- 2002- 2005-
1992 1995 1998 2001 2004 2007

Sede

Uomini: sopravvivenza (%) relativa 5 anni dopo la diagnosi per alcune delle principali sedi tumorali
e per periodo di incidenza (pool Airtum). Da AIRTUMWG. | tumori in ltalia, rapporto 2011:
Sopravvivenza. Epidemiol Prev 2011; 26(5-6): Suppl. 1*comprende sia tumori infiltranti che non

infiltranti.

Tabella 5
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Ec-

Maschi |

Prostata (20%]
Polmone [15%]

Colon-retto [14%)

Vescica* [10%]

Stormaco [59%]

Femmine

Mammella(29%)
Colon-ratto [14%)

Polmone [6%]

Utero corpo [5%]

Tiroide [5%]

| Tutta la popolazione
Colon-retto [14%]

Mammella [13%)
Prostata [11%]
Polmone [11%)]

Vescica [T%]

Primi cinque tumori piu frequentemente diagnosticati e proporzione sul totale dei tumori (esclusi i

carcinomi della cute) per sesso. Pool Airtum 2006-2009. * comprende sia tumori infiltranti che non

infiltranti.
Tabella 6
Maschi= Eta
Rango 0-4% 50-69 70+
1= Testicolo Frostata Frostata
[11%] [239] [21%]
o Linfoma nan- Colan-retto Folmane
Hodgkin [9%] [15%%5] [17%)
3= Cute Polmone [14%] Colon-retto
[melanomil [15%)
[8%)
&4° Colon-retto Vescica* Wescica*
[89%] (10%] [11%]
T Tiroide Vie Stomaco
[7%) aerodigestive (%]

superiori [5%]

Primi cinque tumori in termini di frequenza e proporzione sul totale dei tumori incidenti (esclusi i

carcinomi della cute) per sesso e fascia di eta. Pool Airtum 2006-2009. * comprende sia tumori

infiltranti che non infiltranti.

Tabella 7
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| due studi a confronto

_ PLCO

tipo di studio multicentrico randomizzato  multicentrico randomizzato
partecipanti 9 centri (8 Paesi europei) 10 centri (USA)
campione * numerosita 162.387 76.693
e eta 55-69 55-74
metodo * gruppo intervento test PSA ogni 4 anni test PSA una volta /anno per 6 anni;

PSA = 3 ng/ml = biopsia PSA =3 ng/ml = biopsia
esame rettale per 4 anni

¢ gruppo controllo cure usuali cure usuali
soggetti precedentemente sottoposti a screening <5% 44%
contaminazione da PSA spontaneo nel braccio di controllo <5-10% 52%
tasso di biopsie eseguite nei soggetti positivi >86% 40%
follow-up 9 anni 7-10 anni
esito primario ¢ mortalitd per cancro prostatico -20% no diff. significative
OR = 0,80 (0,65-0,98) OR =1,13 (0,75-1,70)

698.642 (0,31) 330 839.319 (0,39) 0,79 (0,65-0,98)

340.230 (0,27) 338.083 (0,24) 1,11(0,83-1,50)

Atti Congresso Europeo di Urologia Marzo 2011; Journal Clin Oncol Published on line March
28,2011

Tabella 8

ERSPC | Goteborg | ERSPC - MISCAN
(9 anni) | (14 anni) (30 anni)
Riduzione mortalita -27 % - 44 % =27 %
Eccesso incidenza +39% + 64 % +42 %
NTS 1.410 293 108
NTT 48 12 4

NTS = da screenare per vita salvata
NTT = da trattare per vita salvata

Atti Congresso Europeo di Urologia Marzo 2011; Journal Clin Oncol Published on line March
28,2011

Tabella 9
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PSA level (ng/mL) Risk of PCa Risk of Gleason > 7 PCa
0-0.5 6.6% 0.8%
0.6-1 10.1% 1.0%
1.1-2 17.0% 2.0%
2.1-3 23.9% 4.6%
3.1-4 26.9% B.7%

Risk of PCa in relation to low PSA values. Guidelines for the diagnosis of prostate cancer (20,34)

Tabella 10

undergoing prostate biopsies.

GR
1 An abnormal DRE result or elevated serum PSA measurement could indicate PCa. The exact cut-off level of what is considered C
a normal PSA value has not been determined, but values of approccimately < 2-3 ng/ml are often used for younger mern
2 The diagnosis of MCa depends on histopathologic {or oytologic) confirmation. B
Biopsy and further staging investigations are only indicated if they affect the management of the patient [
3 TRUS-guided systemic biopsy is the recommended method in most cases of suspected PCa. A minimum of 10 systemic B
laterally directed cores are recommended, with perhaps more cores in prostates with a volume =40 ml.
Transition zone biopsies are not recommended in the first set of biopsies due to low detecton rabes. [
One set of repeat biopsies is warranted in cases with persistent indication (abnormal DRE, elevated PSA, or histopathologic B
findings suggestive of malignancy at the initial biopsy) for prostate biopsy.
Overall recommendations for further (three or more) sets of hiopsies cannot be made; the decision must be made C
based on an individual patient
4 Transrectal periprostatic injection with a local anaesthetic can be offered to patients as effective analgesia when A

DRE = digital rectal examination; GR = grade of recommendation; PCa = prostate cancer; PSA = prostate-specific antigen; TRUS = transrectal ultmsound.

Guidelines for the diagnosis of prostate cancer (31)

33




Figura 3
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15.000 € totali

Fonte dei dati: US Preventive Task Force (USPTF) o,
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al trattamento

48 pessuna
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massimo
1 vita
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grazie allo
screening

Test PSA

Dopo 10 anni di osservazione

17

77.515 € per anno di vita salvato

PSA-SCREENING NON COSTO-EFFICACE

Valutazione economica

Test PSA 15.000
Biopsia 11.500

Complicanze
dopo biopsia 3.800
Ricovero dopo biopsia 20,000
Trattamento 1485 000

Complicanze
dopo trattamento 15.000
1.550.300
COSTITOTATI per una vita salvata™

il deficit erettile).

Tabella 11

Fonte: raccomandazioni della US Preventive Task Force (USPTF) - gruppo indipendente
statunitense composto da esperti in prevenzione e medicina basata sulle prove, che valuta studi
scientifici su argomenti come gli screening, producendo revisioni sistematiche e raccomandazioni
per i sistemi sanitari. | dati sono frutto di stime riprese dal NICE (National Institute for Health and
Care Excellence) e considerati validi anche nel contesto italiano (tra le complicanze dei trattamenti

non sono stato presi in considerazione ai fini della valutazione economica I’incontinenza urinaria ed




Stage Traatmant Comment GR

T1a Watchful waiting Standard treatment for Gleason score < 6 and 7 B
adenocarcinomas and < 10-year |ife expectancy.

Active surveillance | In patients with = 10-year life expectancy, re-stagingwith TRUS and | B
biopsy is mcommendead.

Radical Optional in younger patients with a long life expactancy, especialy | B

prostatectony for Gleason score = 7 adanocarcinomas

Radictharapy Optional in younger patients with & long life expactancy, in particular | B
in poory differentiated tumours. Higher complication risks aftar
TURR especially with intarstitial radiation.

Hommaral Mot an option. A

Combination Mot an option.

T1b-T2b | Active surveillance | Treatment option in patients with cT1c-cT2a, PSA < 10 ngfmL, B
bicpsy Gleason score < &, < 2 biopsies positive, < 50% cancer
involvemeant of each biopsy.

Patients with a life expectancy < 10 years.

Pafients with a life expectancy = 10 years once they are informed
about the lack of survival data beyond 10 years.

Patients who do not accept treatment-ralated complications.

Summary of guidelines on primary treatment of Pca. Guidelines for the diagnosis of prostate cancer (31)

Tabella 12
Organizaton Year Recommendation Nobes
European Association 2011 » Widespread screening is not appropriate. Updates previous
of Urology [111] » Offer early detection to well-informed men recommendation of 2008,
» Baseline PSA determination at age 40 yr has been suggested on which which predates the ERSPC and
subsequent screening interval may then be based. PLCO publications.
= Screening interval of 8 yr might be enough in men with initial PSA <1 ng/ml.
= Further P5A testing is not necessary in men =75 yr of age and a haseline P5SA
<3 ng/ml because of their very low risk of dying from PCa.
American Urological 2009 = Offer early detection to asymptomatic men =40 yr of age who wish to be Updates previous
Assodation [112] screened and who have an estimated life expectancy =10 yr. recommendation by lowering
» Future screening intervals should be based on this baseline PSA level. age to screening from 50 to
» A physician should assess the individual patient’s health status to determine the A0 yr (to obtain haseline ).
appropriateness of PSA testing at any given age.
American Cancer 2010 » fsymptomatic men who have at least a 10-yrlife expectancy should have an Updates previous
Society [113] opportunity to make an informed decision with their health care provider about recommendation emphasizing
whether to be screened. informed and shared decision
= Men at average risk should receive this information beginning at 50 yr of age. making.
« African American men and men who have a fimt-degree relative diagnosed with
PCa before age 65 yr should receive this information beginning at age 45 yr.
» Men with multple family members diagnosed with PCa before age 65 yr should
receive this information beginning at age 40 yr.
Mational Comprehensive 2010 » Offer haseline digital rectal examination and PSA testing at age 40 after Updates previous

Cancer Network [114]

providing counseling on the pros and cons of early detection

» If African American, if there is a family history of PCa, or if the PSA level is
=1.0 ngfml, repeat annually.

» Otherwise, repeat at age 45 and annually starting at 50. 5creening in men = 75 yr
should be considered individually.

recommendation by lowerng
age to screening from 50 to
40 yr (to obtain baseline).

ERSPC = European Randomized Study of Screening for Prostate Cancer; PSA = prostabe-specific antigen; PLOO = Prostate, Lung, Colorectal, and Owvary Trial;
["(a = prostate cancer.

Summary of recommendations for prostate cancer screening (25, 69-72).
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Figura 4
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The PCA3 gene is mapped to chromosome 9921-22. As originally described in Bussemakers et al.,

the PCAZ3 transcription unit consisted of 4 exons (red boxes 1, 2c, 3 and 4) and 3 polyadenylation

sites in exon 4 (orange boxes 4a, 4b, and 4c). Exon 2, often skipped by alternative splicing, is

absent from the 3 transcripts shown in the Northern blot. Clarke et al. indentified 2 new exons (2a

and 2b), 4 new polyadenylation sites (vertical lines in exon 4), and 4 new transcription start sites

(exon 1, pink and light pink boxes) (70).

Figura 5
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PCA3-mRNA expression in prostatic tissue. Box plots representing the expression of PCA3 mRNA
comparing (A) benign prostatic tissue (median: 2.4 T 105; range: 0.2 T 105 to 10.1 T 105); (B) prostate
tumour containing =10% PCa cells (median: 25.3 T 105; range: 66.0 T 105 to 166.0 T 105), and (C) prostate
tumour containing >10% PCa cells (median: 158.4 T 105; range: 7.0 T 105 to 994.0 T 105). Reprinted with

permission from Elsevier: Hessels et al., European Urology, copyright 2003 (70).
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Figura 6

Raccolta delle urine post DRE e traferimento del campione per test PCA3 nella provetta di trasporto

£ B
Y
{
Base
!.c?bo Lobo
sinistro destro
Apice -
DRE Raccogliere le urine Prelevare un campione di urine
(3 Spremiture per Lobo) post DRE (20-30 mL} e trasferirlo nella provetta di trasporto.
k _/

Procedura di raccolta dei campioni di urina.

Tabella 13

Hessels et al [2] 108 24 =30 n2 200 = 1072 533 67 83 38 (375) 072

Van Gils et al [5] ] 16 =25 with or 35 50 = 1073 50.0 =] 70 Mot known 074
without DRE

Kranse et al [11] 534 174 =3.0-150 33 58 481 65 ] Mot known 066

Marks et al [7] 37 60 »25 pord 15 422 58 72 Mot known™ (.68

Deras et al [9] 570 206 =25 with ar 36 35 542 54 74 Mot known™ 0.70/0.68"
without DRE

Van Gils et al [13] 463" 128 PEA with or 28 35 0.0 47 72 27 of 60 missed 0LE5/ 067
without DRE PCa (45%)

AUC = area under the curve; DRE = digital rectal examination; PCa = prostate cancer; PCA3 = prostate cancer antigen 3 gene; PPV = positive predictive value,

?ﬂl-pmm{puiﬁ:migen.

Men with previous negative biopsy.

“ PCA3Z scores not significantly different between Gleason 6 and Gleason score 7.

Performance characteristics of PCA3: Literature overview (73).
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Tabella 14

Clinical scenariofend points Reference Fatients, n Risk factors Results
Early detection

Initial, repeat Bx Deras et al. [23] 570 PSA, DRE, age, PV AUC-PSA: 055

Prediction of PCa at Bx PCA3 AUC-PCA3: 0692

AUC-PSA+ PV + DRE+ PCAZ = 075
Initial, repeat Bx Chun et al. 28] B9 PSA, DRE, age ALC-PSA: 053
Prediction of PCa at Bx PV, Bx-history AUC-PCA3: 068
PCA3 AUC-PSA+DRE +age + PV + Bx-history + PCA3-17 = 0.73

Repeat Bx Marks et al. [15] 226 PSA AUC-PSA; 052

Prediction of PCa at Bx PCA3 AUC-PCA3: 068

Repeat Bx Haese et al. [14] 463 PSA, DRE, age, 5PSA, PV AUC-PSA: 060

Prediction of PCa at Bx PCA3 AUC-%fPSA: 0.58

AUC-PCA3: 066
AUC-age + PSA +XfPSA+ PV + DRE+ PCA3 -0.71

Screening Roobal et al. [31] 721 PSA, DERE, age, 5PSA, PV AUC-PSA: 058

Prediction of PCa at Bx PCA3 AUC-PCA3: 064

Active surveillance Taosoian et al [17] 294 PSA, age, TfPSA, PV Progression at Bx (yes vs no):
Prediction of Bx progression PCA3 PSA: 50 vs 40; p- 0051

XfPSA: 18 vs 21; p=-0013
PCA3; 47 vs 33; p= 0131
Preoperative staging

Prediction of pathologic features  Makanishi et al. [34] 8 PSA, DRE, age, mce, PV, PPC Prediction of tumour volume <05 ml
PCA3 AUC-PSA: 063
AUC-PPC: 0.73
AUC-PCA3: 076
Prediction of pathologic features  Whitman et al. [35] 2 PSA, DRE, age, mce, PV, Prediction of extracapsular extension:
Bx-CS PPC, PCA3 AUC-PSA: 073

AUC-PCA3: 073
AUC-PSA+ PCA3 + Bxe-GS =090
Correlation to pathologic features  Hessels et al. [36] 70 PSA, DRE, age, PV, Bx-GS Correlation of PCA3 to pathologic features:
PCA3 Tumour volume <0.5 ml: p= 0680
Insignificant PCa: p= 0496
Extracapsular extension: p = 0.765
Prostatectomy GS =7: p= 0,199
Prediction of pathologic features  Auprich et al. [38] 305 PSA, DRE, age, mce, PV, Prediction of tumour volume <05 ml:
Bx-GS PPC, PCAZ AUC-PSA+ PPC+Bx-G5 + PCA3 - 084
Prediction of insignificant PCa:
AUC-PPC+ Bx-GS + PCA3 =092

PCa = prostate cancer; Bx = biopsy; PSA = prostate-specific antigen; DRE = digital rectal examination; PV = prostate volume; PCA3 = prostate cancer antigen 3;
ALC = area under the cunve; Bx-hist. = biopsy history; £fPSA = percent free PSA; PPC = percent positive cores at hiopsy; GS = Gleason score.

Selected prostate cancer antigen 3 studies stratified according to their clinical scenario (74).

Tabella 15

Bx - Bx HGPIN/ASAP BX+ Totale
(n=46) (n=40) (n=51) (n=137)
Media:SD i Media:SD i MediatSD i Media:SD
(n) (%) (n) (%) (n) (%) (n) (%)
Eta (aa; range 52-85) 68 66,9 + 6,5 66 66,4 + 6,4 68  68,55+7,1 68 67,4:6,8
2 1 precedente Bx - (%) 27 (58,69%) 11 (27,5%) 20 (39,21%) 58 (42,33%)
PSA (ng/ml; range 0,67-66,5) 7 86,4 7,23 8,8:6,2 6,95 9,9:10,4 7 9:81
PSA totale
<4ng/ml (%) 8 (17,39%) 37 (92,5%) 49 (96,08%) 94  (68,61%)
4-10 ng/ml (%) 26 (56,52%) 2 (5%) 1 (1,96%) 29 (21,17%)
>10 ng/ml (%) 12 (26,09%) 1 (2,5%) 1 (1,96%) 14 (10,22%)
PSA ratio (free/tot) (n; %)
<16% 38 (82,61%) 3 (7,5%) 2 (3,92%) 43 (31,39%)
216% 8 (17,39%) 37 (92,5%) 49 (96,8%) 94 (68,61%)
Volume prostatico 58 60 + 13,9 67 60,3+29 40 40,6 + 11 57 53,8 +23,1
(ml; 21-108 cm3)
DRE sospetta (n;%) 6 (28,58%) 7 (33,33%) 8 (38,09%) 21 (15,33%)
PCA3 score (range 2-391) 48 54,9:26,2 66  79,6:44,4 97  141,6:120,1 70 97,4:88,5
<35 38 (82,61%) 3 (7,5%) 2 (3,92%) 43 (31,38%)
235 8 (17,39%) 37 (92,5%) 49 (96,08%) 94 (68,62%)

Caratteristiche dei pazienti sottoposti a biopsia/re-biopsia post- PCAS3 test.



Figura 8

CORRELAZIONE PCA3 SCORE E PROBABILITA' DI BX POSITIVA

50 - 49,02%

40 -

37,26%

30 -

20

% UOMINI CON BX POSITIVA

9,80%
10 - 2

3,92%

<35 35-49 0-100 >100
(n=5) n=19) (n=25)

PCA3 SCORE RANGES

Correlazione tra PCA3 score e probabilita di biopsia positiva.
Tabella 16

Biopsie post-PCA3 test vs. PCA3 score gruppi

<35 35-49 50-100 >100 Totale
Pca 2 (3,92%) | 5(9,80%) | 19 (37,26%) | 25 (49,02%) | 51 (100%)
HGPIN | 3 (7.5%) 7 (17,5%) 24 (60%) 6 (15%) | 40 (100%)
/ASAP
Neg. |38 (82:61%)| 5(10,87%) | 2 (4,35%) 1 (2,17%) | 46 (100%)
Totale |43 (31,38%) | 17 (12,41%) | 45 (32,85%) | 32 (23,36%) | 137 (100%)

Biopsie post-PCA3 test vs gruppi di PCA3 score.
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