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1. EL CÀNCER DE PRÒSTATA 

1.1	 Característiques	 generals	 del	 càncer	 de	 pròstata:		
epidemiologia,	classificació	
	

El càncer de pròstata (CaP) és actualment el segon càncer més freqüent en els homes després 

del càncer de pulmó (sense tenir en compte els càncers de pell no melanoma) i la cinquena 

causa de mort per càncer entre els homes a tot el món (1). En els països desenvolupats, ocupa 

el primer lloc en freqüència, sobrepassant el càncer de pulmó.  A Catalunya, el CaP és el 

tumor més freqüent en els homes, seguit del de pulmó i el colorectal, segons les últimes dades 

contrastades que són de l’any 2007 (2). El pronòstic del CaP ha millorat en els darrers anys, 

ja que es diagnostica en estadis més inicials (3), en bona part, a causa de la introducció de la 

mesura de l’antigen específic de la pròstata (PSA) en la seva detecció. 

El CaP és un tumor de creixement lent, i del qual és vital diferenciar-ne els tumors confinats 

a la glàndula prostàtica dels tumors localment avançats. El sistema de classificació TNM 

valora l’extensió local del tumor (T), l’afectació ganglionar (N) i la presència de metàstasis, 

segons les dades obtingudes mitjançant les proves diagnòstiques, que inclouen tacte rectal, 

PSA i proves d’imatge (ecografia, gammagrafia òssia, ressonància magnètica, TAC i PET). 

Cal diferenciar entre l’estadi clínic, que es basa en les proves esmentades, i l’estadi patològic, 

obtingut a partir de l’estudi de la pròstata extirpada en la cirurgia. La taula 1 presenta la 

classificació TNM. 

El grau de Gleason és el sistema més utilitzat per valorar la diferenciació del CaP. A cada 

tumor, segons la seva diferenciació, se’l puntua en una escala de l’1 al 5. A les cèl·lules 

tumorals amb una semblança a les cèl·lules normals se’ls assigna una puntuació baixa, mentre 

que a les cèl·lules més indiferenciades se’ls assigna una puntuació alta. En cada tumor es 

considera el patró més freqüent i el segon patró més freqüent, de manera que a cada tumor 

se li assigna un grau entre 2 i 10. 
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 Taula 1. Classificació del càncer de pròstata: TNM. 

	
 

Un grau de Gleason de 7 es considera un tumor amb una diferenciació mitjana, mentre que 

puntuacions superiors a 7 es consideren tumors més indiferenciats i agressius. A més a més, 

els tumors amb grau de Gleason 7 es poden subclassificar en dos grups, amb pronòstics 

diferents: 3+4 i 4+3, segons que el patró més freqüent sigui 3 o 4. Els tumors amb un grau 

de Gleason menor a 7 tenen un creixement lent i per tant un millor pronòstic. Finalment, cal 

diferenciar entre el grau de Gleason obtingut en la biòpsia i el grau de Gleason que resulta 

de l’estudi de la pròstata obtinguda en la prostatectomia radical. 

La prostatectomia radical i la radioteràpia són els tractaments d’elecció en el CaP localitzat i 

tenen una intenció curativa. En tumors amb un baix risc de progressió (PSA < 10 µg/L, grau 

de Gleason de la biòpsia < 7, i estadi clínic T1c–T2a) es pot optar per una estratègia de 

vigilància activa, que consisteix a diferir el tractament fins al moment en què es detecta la 

T: Tumor primari
N: Ganglis limfàtics 

regionals
M: Metàstasis a distància

Tx :  No es pot avaluar el tumor primari. Nx:   No es poden 

avaluar els ganglis 

limfàtics regionals.

Mx:   No es poden avaluar les 

metàstasis a distància.
T0:   No hi ha evidència de tumor primari.

T1: Tumor no evident clínicament, no palpable ni visible per

mitjà de tècniques d’imatge.

T1a:  Tumor detectat com una troballa en una extensió menor o 

igual al 5% del teixit ressecat.

T1b:  Tumor detectat com una troballa en una extensió major del 

5% del teixit ressecat.

T1c:  Tumor identificat per mitjà d’una biòpsia. 

M0:   No hi ha metàstasis a 

distància.N0: No es demostren 

metàstasis ganglionars 

regionals.

T2:    Tumor limitat a la pròstata.

T2a:  El tumor abasta la meitat d’un lòbul o menys.

T2b:  El tumor abasta més de la meitat d’un lòbul però no ambdós

lòbuls.

T2c:  El tumor abasta ambdós lòbuls.

M1:    Metàstasis a distància

M1a:  Gangli/s limfàtic/s no 

regionals.

M1b:  Ossos.

M1c:   Altres localitzacions

N1:     Metàstasis a 

ganglis limfàtics 

regionals.

T3:    Tumor que s’estén a través de la càpsula prostàtica.

T3a:  Extensió extracapsular unilateral o bilateral.

T3b:  Tumor que envaeix les vesícules seminals.

T4:   Tumor fix o que envaeix estructures adjacents diferents de les 

vesícules seminals: coll vesical, esfínter extern, recte, músculs 

elevadors de l’anus i/o paret pèlvica.
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progressió del tumor. L’hormonoteràpia i la quimioteràpia es reserven per tumors més 

avançats. 

Segons l’American Cancer Society, la majoria de CaP (92%) són detectats en un estadi local o 

regional, amb una supervivència als 5 anys propera al 100%. En el curs dels darrers 25 anys, 

segons dades d’aquesta societat, la supervivència als 5 anys ha augmentat del 68% al 99%, en 

gran part a causa de la detecció de CaP indolents. La supervivència als 10 i 15 anys del CaP 

és del 98 i 95%, respectivament (4). 

El PSA segueix sent actualment el biomarcador més usat en la detecció precoç del CaP, 

malgrat els coneguts inconvenients inherents al seu ús (5). Un d’aquests inconvenients és la 

seva falta d’especificitat, ja que diverses patologies prostàtiques benignes (hiperplàsia benigna 

de pròstata –HBP- o la prostatitis aguda) es relacionen amb una concentració elevada de 

PSA. La biòpsia de la pròstata, de fet, tan sols és positiva en el 25% dels malalts amb PSA 

entre 2 i 10 µg/L (6). D’altra banda, l’ampli ús del PSA ha derivat en la detecció d’un nombre 

creixent de tumors de baix risc, de manera que el sobrediagnòstic i el sobretractament del 

CaP afecten entre el 27 i el 56% dels nous diagnòstics que es realitzen (7,8). 

En conseqüència, és necessari identificar nous biomarcadors més precisos que permetin la 

detecció del CaP en una etapa inicial i poder distingir els tumors agressius dels clínicament 

insignificants. 

En el curs dels darrers anys s’han descrit nous biomarcadors, amb l’objectiu d’augmentar 

l’especificitat diagnòstica obtinguda amb l’ús del PSA i de diferenciar entre tumors agressius 

i tumors clínicament insignificants (9-10). Entre aquests nous biomarcadors hi ha el prostate 

health index (PHI) -calculat a partir de les concentracions sèriques de PSA total, PSA lliure 

(fPSA) i [-2] proPSA-, i el perfil de 4 cal·licreïnes,  que inclou PSA total, fPSA, PSA intacte i 

cal·licreïna humana de tipus 2 (hk2). Paral·lelament, l’estudi del gen PCA3 constitueix una 

altra via per millorar l’eficàcia diagnòstica del CaP. Encara més recentment, l’estudi dels 

microARNs (miARNs) constitueix un altre intent per descriure nous biomarcadors amb 

utilitat en la detecció i pronòstic del CaP.  
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1.2	 Càncer	 de	 pròstata	 agressiu	 versus	 càncer	 de	 pròstata	

insignificant	
	

L’augment en la incidència de CaP en els països occidentals podria ser explicat per la 

introducció del PSA, tant en relació a la seva àmplia difusió com per l’ús de valors 

discriminants cada vegada més baixos. Un gran nombre de tumors de pròstata són detectats 

en etapes inicials, amb un grau de Gleason baix (<7) i amb una molt baixa probabilitat de 

progressió.  El percentatge de CaP de baix risc ha estat estimat per Klotz (11) entre el 50% i 

el 60% dels nous casos diagnosticats. Des d'un punt de vista terminològic, hi ha dues 

definicions que s'utilitzen àmpliament per definir conceptes similars, encara que no idèntics: 

CaP indolent i CaP insignificant. El càncer indolent es defineix per les seves característiques 

patològiques, sense tenir en compte les circumstàncies del pacient (com l'edat i les 

comorbiditats), mentre que el càncer insignificant inclou, a més a més dels càncers indolents, 

els casos de càncer diagnosticats en pacients d'edat avançada o amb comorbiditat 

significativa. Tot i la distinció terminològica abans esmentada, els termes càncer indolent i 

insignificant sovint s'utilitzen indistintament. 

Epstein et al. (12) el 1994 definiren uns criteris per predir aquells càncers que podrien ser 

considerats insignificants per tal d'evitar un tractament radical innecessari. Aquest estudi 

incloïa 157 homes amb CaP no palpable (T1c), diagnosticat per biòpsia i tractats amb 

prostatectomia radical entre 1989 i 1992. El millor model per predir CaP insignificant fou el 

definit de la manera següent: densitat de PSA (PSAD) <0,1 µg/L/g, grau de Gleason de 6, 

menys de 3 cilindres afectats, cap nucli amb més del 50% de positivitat. Els criteris d'Epstein 

van oferir un valor predictiu positiu del 95%, un valor predictiu negatiu del 66% i una precisió 

del 73%. Els criteris d’Epstein foren posteriorment validats per Bastian et al. (13) l’any 2004, 

aplicant-los a pacients tractats entre els anys 2000 i 2003, confirmant així la seva utilitat.  

D’altra banda, D'Amico et al. (14) van proposar una classificació del CaP en grups de risc. 

La classificació de D'Amico segueix sent avui dia la més aplicada. Aquesta es basa en el grau 

de Gleason, la concentració de PSA en sèrum i l’estadi clínic, i segons aquests paràmetres 

classifica els pacients en 3 grups: baix risc (grau de Gleason < 7, PSA ≤ 10 µg/L i estadi clínic 
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T1-T2a), risc intermedi (grau de Gleason = 7, PSA entre 10-20 µg/L o estadi clínic T2b), i 

alt risc (grau de Gleason > 7, PSA > 20 µg/L o estadi clínic T2c). Els autors no suggereixen 

que el baix risc impliqui l'abstinència terapèutica, malgrat que es van trobar grans diferències 

en l'evolució dels pacients.  

El sobrediagnòstic del CaP és perillós quan va seguit d'un tractament radical, ja que s’aplica 

un tractament potencialment perjudicial a pacients amb càncers clínicament insignificants. 

The Prostate Cancer Outcomes Study (15), on van participar 1291 pacients que havien estat 

sotmesos a prostatectomia radical i a un seguiment durant 2 anys, va trobar que el 60% dels 

pacients presentaven disfunció erèctil; el 43%, problemes en l'esfera sexual; el 42%, 

incontinència eventual d'orina; el 7%, incontinència freqüent; i l’1,6%, incontinència urinària 

total. Pel que fa als efectes adversos atribuïts a la radioteràpia, s'han d'esmentar els pacients 

amb impotència (del 40% al 50%), els pacients amb proctitis (del 2% al 39%), i els pacients 

amb síndrome de micció irritant (5%). La braquiteràpia, especialment indicada per a tumors 

de baix risc, també implica certs efectes adversos, com la fístula prostatouretral-rectal (2,7%) 

o el sagnat rectal intermitent (6,6%). 

La vigilància activa està considerada actualment com una estratègia molt valuosa en el maneig 

del CaP de baix risc, ja que disminueix els efectes negatius del sobrediagnòstic i el 

sobretractament. Molts d’aquests tumors no interferiran mai en la vida del pacient i poden 

ser derivats a vigilància activa, la qual consisteix a diferir el tractament i fer controls al pacient 

cada cert temps, realitzant el tractament quan es detecta una progressió del CaP. Els 

protocols de vigilància activa inclouen la realització regular d’un tacte rectal i la biòpsia de la 

glàndula prostàtica, així com mesures seriades de la concentració de PSA en sèrum per 

valorar-ne l’evolució.   

Òbviament, un dels temes més importants en la investigació del CaP és com distingir entre 

càncer insignificant i càncer potencialment agressiu que posa en perill la vida del pacient. Si 

els investigadors poguessin predir amb seguretat un CaP insignificant, seria possible un 

estalvi considerable per als sistemes de salut pública i una millora en el benestar del pacient. 

Això és particularment important per pacients amb tumors amb graus de Gleason 

intermitjos, dels quals és molt difícil establir-ne el pronòstic basant-se només en les troballes 

histopatològiques i clíniques. 

Els criteris per la selecció de pacients per a vigilància activa inclouen diverses variables, com 

són la concentració de PSA en sèrum inferior a 10 µg/L,  un grau de Gleason inferior a 7 i 
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un nombre de cilindres afectats pel tumor baix (16). No obstant, la caracterització del CaP 

basada en aquests criteris no és ideal (17). La disponibilitat de criteris d’inclusió més precisos 

milloraria el maneig de pacients amb CaP en estadis inicials.  

La disponibilitat de noves tecnologies ha creat una expectativa creixent en la identificació de 

nous marcadors capaços d’establir una subclassificació molecular del CaP i de distingir-ne els 

més agressius. En els últims anys, s’han suggerit perfils d'expressió de gens específics per 

classificar els diferents grups de risc de CaP.  Rubin et al. (18) identificaren perfils genòmics 

específics relacionats amb el grau de Gleason, que mostraven que un nombre menor de 

mutacions i la falta de poliploïdia estaven associades amb tumors amb un grau de Gleason 

inferior a 7. En aquest sentit, alguns autors han posat en dubte si és adequat etiquetar com a 

càncer els pacients amb grau de Gleason inferior a 7 (19, 20). D’altra banda, el grau de 

Gleason s’ha relacionat amb determinats perfils d’expressió de gens, com ara FOXO1 i 

ATG5/GLUT1, que s’expressen de manera significativament diferent en els patrons 3 i 4. 

Georgescu et al. (21) analitzaren els perfils d'expressió gènica en el teixit estromal circumdant 

de càncer de 20 mostres amb patró de Gleason 3 i 21 mostres amb patró de Gleason 4 de 

pacients amb CaP i graus de Gleason 3+3 i ≥4+3, respectivament. Els perfils d’expressió es 

van analitzar mitjançant NanoString amb 102 sondes dirigides a gens relacionats amb 

processos biològics associats a l'efecte Warburg revers (RWE). El RWE és la glicòlisi aeròbica 

que té lloc als fibroblasts associats al càncer (CAFs) i que dóna com a resultat una alta energia 

obtinguda de subproductes, com el lactat i les cetones, que es transporten a les cèl·lules 

tumorals, utilitzant-ho aquestes com a combustible per obtenir l’ATP necessari per al 

creixement anabòlic. En el CaP agressiu, el microambient tumoral exhibeix un fenotip 

metabòlic recíproc pro-tumorigènic constant amb RWE entre els CAFs i les cèl·lules 

epitelials canceroses. Els autors suggeriren que l’expressió diferencial de gens associats a 

RWE es pot utilitzar per classificar el patró de Gleason, distingint el patró de Gleason 3 del 

patró de Gleason 4. En aquest estudi s’identificaren dos classificadors potencials associats a 

RWE: el gen FOXO1, amb una AUC de 0,884, el qual s'expressa de manera significativament 

diferent en l’estroma de patrons de Gleason 3 i 4, i ATG5/GLUT1, capaç de classificar el 

patró del Gleason amb una AUC de 0,774. Així doncs, aquests classificadors poden distingir 

entre formes agressives i indolents de CaP. 

Recentment, Ross-Adams et al. (22), en un estudi amb 482 mostres de tumors, mostres 

benignes i de la línia germinal de 259 homes amb CaP, analitzaren conjuntament les 

alteracions del nombre de còpies i els resultats d’un array d’expressió de gens per tal 
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d’estratificar els pacients en subgrups associats amb el comportament clínic del tumor. Es 

van identificar 5 subgrups de pacients amb diferents alteracions genòmiques i perfils 

d'expressió basats en 100 gens discriminants en dues cohorts independents de descobriment 

i validació. Aquests subgrups van ser capaços de predir la recidiva bioquímica i van ser 

validats en una tercera cohort amb seguiment a llarg termini. Els autors confirmaren les 

alteracions en sis gens prèviament associats amb el CaP (MAP3K7, MELK, RCBTB2, 

ELAC2, TPD52, ZBTB4), i també identificaren 94 gens no vinculats anteriorment a la 

progressió del CaP. Es confirmaren una sèrie de canvis moleculars publicats prèviament 

associats amb el CaP d'alt risc, incloent l'amplificació de MYC, i les delecions en NKX3-1, 

RB1 i PTEN, així com sobreexpressió de PCA3 i AMACR, i la pèrdua de MSMB en el teixit 

tumoral. Aquest perfil de 100 gens superà els predictors clínics de mal pronòstic típics (PSA, 

grau de Gleason), així com els perfils de gens publicats anteriorment. 

De manera similar, els investigadors de la xarxa de recerca del Cancer Genome Atlas (TCGA) 

realitzaren el 2015 una anàlisi molecular global de 333 CaP primaris (23). Els resultats van 

revelar 7 nous subtipus moleculars de CaP basats en alteracions genètiques conegudes o 

noves. Dels 7 subtipus, 4 estan caracteritzats per fusions de gens implicant membres de la 

família ETS de factors de transcripció (ERG, ETV1, ETV4, FLI1), i els altres 3 grups estan 

definits per mutacions en els gens SPOP, FOXA1 i IDH1. El 74% dels tumors analitzats es 

podien classificar en un dels 7 subtipus moleculars. El 26% restant no es va poder classificar 

perquè no es van identificar les alteracions moleculars que conduïen al creixement anòmal 

del tumor. Entre els subtipus de tumors amb mutacions, els que tenen mutacions en SPOP i 

FOXA1 comparteixen patrons similars de metilació de l’ADN, d’alteració del nombre de 

còpies i de l’expressió de l’ARNm. D’altra banda, els tumors amb mutació en SPOP i FOXA1 

mostraren els nivells més alts de transcripció induïda per AR. El 25% dels CaP tenia una 

alteració en les vies de senyalització PI3K o MAPK, i els gens de reparació de l'ADN estaven 

inactivats en el 19% dels casos. Aquesta anàlisi revela la gran heterogeneïtat molecular 

existent en el CaP primari. 

D’altra banda, You et al. (24), en un estudi amb una gran cohort virtual (n = 1.321) de perfils 

d’expressió de gens de CaP procedent de 38 cohorts diferents, desenvoluparen un sistema 

de classificació nou que consisteix en tres subtipus diferents de pacients amb CaP, designats 

com PCS1, PCS2 i PCS3. Aquest sistema fou validat en 10 cohorts de pacients independents 

i 19 models de laboratori de CaP, incloent línies cel·lulars i ratolins. L'anàlisi dels perfils 

d'expressió de gens específics de cada subtipus de CaP mostrà que els tumors PCS1 i PCS2 
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reflecteixen subtipus luminals, mentre PCS3 representa un subtipus basal. Els autors 

demostraren que els tumors del subtipus PCS1 (que inclou també tumors de baix grau de 

Gleason) progressen més ràpidament a malaltia metastàsica i tenen pitjor pronòstic en 

comparació amb PCS2 o PCS3. Finalment, els autors desenvoluparen un classificador de 37 

gens que assigna cada tumor a un dels tres PCS amb precisió. Aquest classificador s’aplicà 

també a cèl·lules tumorals circulants, mostrant que PCS1 està associat a la resistència a 

enzalutamida. En resum, aquesta classificació pot millorar la precisió en la predicció de 

progressió clínica i permet estratificar el tractament en estadis inicials i avançats de la malaltia. 

El CaP és, per tant, una malaltia biològicament heterogènia amb alteracions moleculars 

variables subjacents a la iniciació del càncer i la seva progressió. Per aquest motiu, són 

necessaris nous mètodes per classificar el CaP, per millorar la predicció del pronòstic i 

seleccionar el tractament més adequat. En aquest sentit, en els últims anys s’han introduït 

nous biomarcadors per al maneig del CaP, amb l’objectiu de diferenciar CaP agressiu i CaP 

insignificant. En parlarem amb més detall en els capítols posteriors. Així, per exemple, l’índex 

4K identifica amb gran precisió el risc d'un pacient individual de patir CaP agressiu. Per altra 

banda, alts valors de PHI estan associats amb l'agressivitat del tumor. A més, segons la 

bibliografia disponible, ambdós tests superen l'especificitat del PSA total  i del percentatge 

de fPSA (%fPSA). Així mateix, malgrat que el valor discriminant més adequat per a l’índex 

de PCA3 encara s’ha d’establir, el seu rendiment diagnòstic també supera el del PSA i el del 

%fPSA, encara que la seva relació amb l'agressivitat del tumor és objecte de controvèrsia. 

Finalment, són necessaris més estudis per identificar la utilitat dels biomarcadors basats en 

tècniques moleculars, com són els microARNs exosomals i no exosomals. També és 

necessària l'estandardització dels mètodes per tal d’avaluar amb més precisió aquests nous 

biomarcadors moleculars.  
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2. L’ANTIGEN ESPECÍFIC PROSTÀTIC (PSA) 

2.1	Característiques	generals		
 

El PSA és una glicoproteïna serín-proteasa d’aproximadament uns 33.000 daltons que forma 

part de la família de les cal·licreïnes que també, a més a més del PSA, inclou la hK2, també 

proposada com a marcador tumoral per al CaP. El gen responsable de la síntesi del PSA, 

anomenat KLK3, està localitzat en el cromosoma 19 (19q13). El PSA fou identificat l’any 

1979 per Wang et al. (25), si bé anteriorment altres grups havien identificat diverses 

substàncies, anomenades gamma seminoproteïna, p30 i E1, que actualment són reconegudes 

com una mateixa substància (26). La determinació de la concentració de PSA en sèrum 

s’utilitza en el diagnòstic, pronòstic i seguiment del CaP. 

El PSA és produït per part de les cèl·lules epitelials de la pròstata a través d’un procés afavorit 

per l’acció dels andrògens. La seva funció primordial és promoure la liqüefacció del coàgul 

seminal després de l’ejaculació. A causa de la seva activitat enzimàtica ha de circular en el 

plasma unit a diverses proteïnes inhibidores de les proteases, com són l’alfa-1-

antiquimotripsina i l’alfa-2-macroglobulina. Tan sols un petit percentatge del PSA, 

prèviament inactivat, circula en el plasma en forma de fPSA.   

El PSA fou descrit inicialment com un antigen expressat específicament per part de les 

cèl·lules epitelials de la pròstata, però més endavant es va observar que també podia ser 

produït tant per les glàndules periuretrals i perirectals com per molts altres teixits (27). Yu i 

Diamandis van posar de manifest la presència de PSA tant en diversos tipus de tumor -com 

en el càncer de mama, en el qual la seva expressió és un signe de bon pronòstic-, com en 

diferents líquids biològics (secrecions mamàries, líquid amniòtic o els rentats 

broncoalveolars) (28-30).  
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Myrtle et al. (31) l’any 1986 van ser els primers a proposar la coneguda concentració de 4 

µg/L com a valor discriminant del PSA, emprant l’assaig Tandem-R d’Hybritech. L’estudi, 

però, contenia alguns errors metodològics, ja que mesurava la concentració de PSA en una 

població de 860 homes aparentment sans, en els quals no s’havia descartat per cap 

procediment la presència de malaltia prostàtica. Tot i això, aquest valor discriminant fou 

posteriorment ratificat per Catalona et al. (32) en un estudi multicèntric realitzat en 6 centres 

universitaris i que va incloure 6.630 homes majors de 50 anys, als quals, a més a més de la 

mesura de PSA en sèrum, se’ls va realitzar un tacte rectal. 

L’any 1999 l’Organització Mundial de la Salut (OMS) va introduir l’estàndard 96/670 com a 

material de referència certificat per a la mesura de la concentració de PSA, cosa que ha permès 

disminuir les diferències en funció de l’assaig utilitzat.  

Progressivament, els diversos fabricants han anat substituint el seu propi calibrador per 

calibradors traçables al material de referència de l’OMS. Malgrat tot, persisteixen certes 

diferències entre els diferents assaigs tot i l’ús de l’estàndard 96/670 (33). Un cas particular 

és el de Beckman Coulter que per mesurar la concentració de PSA en la seva plataforma 

Access® ofereix, juntament amb el calibrador preparat a partir del material de referència 

96/670 de l’OMS, l’antic calibrador d’Hybritech, al qual, de fet, estan referits els valors 

discriminants d’aquesta magnitud usats en la pràctica clínica. 

Beckman Coulter comunicà que un nou valor discriminant de 3,1 µg/L hauria de ser utilitzat 

en substitució del tradicional de 4 µg/L quan s’utilitza el calibrador de l’OMS (34). Aquests 

resultats han estat corroborats per Jansen et al. (35) mitjançant un estudi on subratllen que 

els valors de 3 µg/L i 4 µg/L usats freqüentment per indicar la realització d’una biòpsia, 

haurien de ser substituïts per 2,4 µg/L i 3,2 µg/L, respectivament, quan el reactiu de 

Beckman Coulter es calibra amb l’estàndard de l’OMS. 

La Food and Drug Administration (FDA) va aprovar l’any 1994 l’ús del PSA en el diagnòstic 

precoç del CaP i va establir la concentració de 4 µg/L com a valor discriminant per 

recomanar la biòpsia de la pròstata. Malgrat tot, una concentració de PSA inferior a 4 µg/L 

no exclou l’existència d’un CaP. Catalona et al. (36) informaren que el 22% dels pacients amb 

PSA entre 2,6 i 4 µg/L tenen un CaP. Així mateix, la European Urological Association quantifica 

la presència de CaP en pacients amb PSA inferior a 4 µg/L en un percentatge que va des del 

6,6% quan el PSA és menor a 0,5 µg/L i del 26,9% quan el PSA està entre 3,1 i 4 µg/L (37). 

La introducció de l’estandardització promoguda per l’OMS requereix que calgui ajustar 
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convenientment per a cada assaig els diferents valors discriminants indicats en aquest apartat 

i que són referits al tradicional estàndard d’Hybritech. 

La biòpsia de pròstata i, en menor mesura, el tacte rectal poden causar l’elevació de la 

concentració de PSA. Per aquest motiu, es recomana esperar 6 setmanes entre la biòpsia de 

la pròstata i l’extracció de sang i 3 dies entre la realització d’un massatge prostàtic i la 

corresponent extracció. En canvi, el tacte rectal, segons indica la majoria dels estudis, causa 

únicament una elevació lleugera i transitòria de la concentració de PSA. Malgrat això, és 

aconsellable realitzar l’extracció de sang prèviament a la realització d’un tacte rectal. 

Igualment, encara que els resultats publicats no són concloents, hi ha autors que aconsellen 

un període d’abstinència sexual de 48 hores previ a l’extracció per mesurar aquesta magnitud, 

cosa que pot ser particularment útil en cas de dubtes sobre la necessitat o no de practicar una 

biòpsia en un pacient concret (38-39). D’altra banda, els tractaments amb efecte 

antiandrogènic disminueixen la concentració de PSA a causa de la pèrdua de l’estímul que 

tenen els andrògens sobre la seva producció. Els fàrmacs inhibidors de la 5-alfa-reductasa, 

els quals impedeixen la conversió de la testosterona en dihidrotestosterona, disminueixen la 

concentració de PSA al voltant d’un 50% (40). 

2.2	Ús	del	PSA	en	el	cribratge	del	càncer	de	pròstata	
	

Actualment, no hi ha unanimitat entre els experts sobre si el PSA és útil en el cribratge del 

CaP. Certament, des de la introducció de la mesura del PSA, els malalts són diagnosticats 

amb més freqüència quan la malaltia està clínicament localitzada. Així mateix, com indica 

l’American Cancer Society, s’ha observat que la supervivència als 5 anys ha augmentat des del 

76% en els anys 1984-86, corresponents encara a l’era pre-PSA, fins al 99% en els anys 1999-

2006 (41). 

Les dades preliminars publicades el 2009 a New England Journal of Medicine, dels estudis 

europeu (European Randomized Study of Prostate Cancer, ERSPC) i nord-americà (Prostate, Lung, 

Colorectal and Ovary screening trial, PLCO) sobre la validesa del PSA en el cribratge del CaP 

ofereixen resultats discordants. Així, mentre l’estudi europeu mostra una disminució del 20% 

en la mortalitat del CaP quan es realitza el cribratge (42), l’estudi nord-americà indica que la 

realització del cribratge no ofereix cap benefici (43). Els resultats oposats de tots dos estudis 

podrien ser explicats en relació a certes diferències en el seu disseny. Així, l’estudi europeu 
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utilitza un valor discriminant de PSA de 3 µg/L, mentre que l’estudi nord-americà considera 

la concentració de 4 µg/L. Addicionalment, la contaminació amb mesures de PSA en la 

branca control és superior en l’estudi nord-americà que en l’europeu, fet que posaria en 

qüestió les conclusions obtingudes per part del PLCO. 

Aquestes diferències han justificat un editorial que dos membres de l’estudi europeu han 

signat a European Urology per defensar la pràctica del cribratge en atenció a les dades de 

l’ERSPC (44). Malgrat tot, una revisió publicada l’any 2011 a Annals of Internal Medicine 

(45) subratllava que el cribratge del CaP amb PSA ofereix una reducció en la mortalitat per 

CaP escassa o nul·la, mentre que, per altra banda, està associat a perjudicis relacionats amb 

el tractament que, en alguns casos, pot ser innecessari. El 2012 es publicaven resultats 

actualitzats dels estudis europeu (46) i nord-americà (47) que ratificaven amb un major 

seguiment els resultats prèviament publicats. I l’any 2014 el grup europeu publicava nous 

resultats a Lancet (48), confirmant la reducció en la mortalitat en els pacients sotmesos a 

cribratge amb PSA i subratllant el fet que el percentatge de pacients que són diagnosticats 

amb metàstasis o PSA > 100 µg/L era superior en el grup control que en el grup sotmès a 

cribratge (9,6% vs 3,4%). 

2.3	Estratègies	per	millorar	l’especificitat	del	PSA	
	

La prostatitis aguda i la HBP són les principals causes de falsos positius de PSA (49). En els 

malalts amb prostatitis aguda es poden observar concentracions molt elevades de PSA que 

disminueixen un cop resolta la malaltia al cap d’unes 6-8 setmanes. Per altra banda, entre el 

25 i el 50% dels malalts amb HBP tenen una concentració de PSA en sèrum superior a 4 

µg/L. També s’han observat elevacions de PSA en malalts amb pancreatitis aguda, càncer de 

pàncrees i xoc cardiogènic, mentre que no hi ha unanimitat sobre els efectes de les 

membranes d’hemodiàlisi en la concentració en sèrum de PSA, encara que s’ha descrit la seva 

elevació amb l’ús de membranes de baix flux (50).  

L’elevat nombre de falsos positius de PSA en malalts amb HBP ha impulsat el disseny de 

diferents estratègies encaminades a millorar l’especificitat d’aquest marcador tumoral per tal 

d’evitar biòpsies innecessàries. L’any 1992, Carter et al. (51) descrivien la utilitat de la velocitat 

de PSA en el diagnòstic del CaP i suggerien que un augment anual superior a 0,75 µg/L seria 

indicatiu de la presència d’un tumor. Altres autors, en base a l’augment fisiològic del volum 
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de la pròstata en relació a l’edat, han proposat la utilització d’un valor discriminant de PSA 

ajustat a l’edat del pacient (52) que aniria dels 2,5 µg/L per homes amb una edat d’entre 40 i 

49 anys i els 6,5 µg/L per homes amb una edat compresa entre els 70 i 79 anys. No obstant, 

aquesta opció tindria l’inconvenient de disminuir la sensibilitat per diagnosticar tumors d’alt 

grau en homes grans, mentre que, per altra banda, podria augmentar el sobrediagnòstic en 

homes joves (53). 

D’altra banda, la PSAD -que consisteix en el càlcul del quocient entre la concentració de PSA 

en sèrum i el volum de la pròstata determinat per ecografia transrectal- podria resultar un 

test útil per disminuir el nombre de falsos positius de PSA (54). En general, s’estima que un 

valor de PSAD superior a 0,15 µg/L per gram de teixit és suggestiu de càncer, encara que 

aquest valor varia segons el procediment utilitzat per mesurar el PSA.  

La utilitat del %fPSA en la detecció del CaP s'ha descrit en diversos estudis (6, 55). El %fPSA 

és menor en els malalts amb CaP que en els subjectes sans o en els malalts amb HBP (56-

58). Aquest test té un particular interès a l’hora de decidir la necessitat d’efectuar una biòpsia 

en la zona grisa de PSA, definida per concentracions en sèrum d’aquest marcador tumoral 

entre 4 i 10 µg/L. Tanmateix, també s’han posat de manifest les limitacions del %fPSA. Així, 

una metaanàlisi publicada el 2006 subratllava que el percentatge de fPSA només proporciona 

informació addicional quan els seus nivells assoleixen valors extrems (59). 

D’altra banda, l’ús del complexed PSA (concentració de PSA unit a proteïnes) s’ha proposat 

com una alternativa al PSA total i al %fPSA en el diagnòstic precoç del CaP, tot i que sense 

resultats concloents (60).  

Més recentment, diversos estudis han demostrat que els polimorfismes de nucleòtid únic 

(SNPs) en el gen KLK3 o altres gens relacionats poden influir en la concentració sèrica de 

PSA. Gudmundsson et al. (61) van detectar una associació significativa entre la concentració 

sèrica de PSA i SNPs en sis loci, trobant l'associació més forta per als SNPs situats a prop o 

en el gen KLK3. A més, alguns d'aquests SNPs podrien estar associats amb la predisposició 

al CaP i amb l’agressivitat d’aquest (62). L’efecte genètic sobre l'expressió del PSA suggereix 

que una correcció genètica de la concentració sèrica de PSA permetria millorar l’especificitat 

del test. Es podrien evitar biòpsies innecessàries en els pacients productors de PSA, mentre 

que s’evitarien biòpsies negatives en els pacients que genèticament són poc productors de 

PSA. Helfand et al. (63) han suggerit una interpretació genèticament personalitzada de la 

concentració sèrica de PSA per tal d’obtenir resultats més precisos. Segons aquests autors, la 
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correcció genètica de la concentració sèrica de PSA podria reduir el nombre de biòpsies 

potencialment innecessàries, millorant l'ús del PSA com a eina de cribratge. 

D’altra banda, per tal d’augmentar l’especificitat del PSA i predir la probabilitat d'una biòpsia 

de pròstata positiva amb precisió, s’han desenvolupat models estadístics que combinen PSA 

i altres variables (edat, tacte rectal, fPSA, volum prostàtic...), com són els nomogrames, les 

xarxes neuronals artificials (ANN, artificial neural network), les anàlisis d’arbres de regressió o 

els sistemes de classificació per grups de risc. En estudis comparatius, es va suggerir que de 

les eines de predicció disponibles fins al moment, els nomogrames són els que tenen la 

precisió més alta i les millors característiques discriminants per a la predicció de resultats en 

pacients amb CaP. Un nomograma és una representació gràfica d'una fórmula matemàtica o 

algoritme que incorpora diverses variables contínues per predir un resultat específic basat en 

mètodes estadístics com la regressió logística o l’anàlisi de riscs proporcionals Cox (64,65). 

Els nomogrames que poden predir la probabilitat de CaP en la biòpsia es basen freqüentment 

en les següents variables: els antecedents familiars, l'edat, el tacte rectal, les troballes de 

l'ecografia transrectal i la concentració sèrica de PSA en sèrum. Carlson et al. (66) 

desenvoluparen l’any 1998 un dels primers models de predicció del resultat de la biòpsia 

basat en una regressió logística i en el qual les variables d’entrada eren l’edat del pacient, el 

PSA total i el fPSA. Dels 3773 pacients inclosos (amb PSA entre 4 i 20 µg/L), 1234 tenien 

un càncer, mentre que en 2539 pacients la biòpsia fou negativa. La validació es féu en 525 

pacients, observant que amb una sensibilitat del 95%, el valor discriminant calculat del 18% 

per la RL tenia una especificitat del 34%. Entre els nomogrames més utilitzats hi ha el Prostate 

Risk Indicator de l’ERSPC (SWOP-PRI; www.prostatecancer-riskcalculator.com), el 

calculador de risc de CaP del North American Prostate Cancer Prevention Trial (PCPT-CRC; 

http://deb.uthscsa.edu/URORiskCalc/Pages/calcs.jsp), i el desenvolupat per Karakiewicz 

et al. (Universitat de Montreal). Tots ells han estat objecte de validació interna i externa, amb 

l'obtenció de les següents AUCs en la validació externa: SWOP-PRI: 0,68; PCPT-CRC: 0,72; 

Montreal: 0,79 (67-69). 
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3. NOUS BIOMARCADORS EMERGENTS PER AL 

DIAGNÒSTIC I PRONÒSTIC DEL CÀNCER DE PRÒSTATA 

3.1	Prostate	Cancer	Gene	3	(PCA3)	

	

3.1.1	Biologia	de	PCA3		

 

El gen PCA3 - prèviament anomenat DD3 (differential display clone 3)- va ser descobert l’any 

1999 per Bussemarkers et al. (70) com un gen sobreexpressat entre 10 i 100 vegades en el 

CaP. L’expressió de l’ARN missatger (ARNm) de PCA3 està restringida a la pròstata i no 

s’expressa en cap altre teixit normal de l’organisme ni cap altre tumor (71,72). Bussemarkers 

et al. van descobrir el gen PCA3 mitjançant una tècnica anomenada differential display analysis, 

amb què van comparar perfils d’expressió d’ARNm del tumor i de teixit no neoplàsic 

adjacent en teixits de prostatectomia radical. No es veié expressió en altres teixits normals 

humans, ni en tumors de mama, cèrvix, endometri, ovari, testicle, bufeta de l’orina o ronyó. 

A través de l’anàlisi per Northern Blot, el gen es trobà altament sobreexpressat en tumors de 

pròstata comparats amb teixit prostàtic sa del mateix pacient. 

Aquest gen està localitzat en el cromosoma 9q21-22 i conté 4 exons i 3 introns. El trànscrit 

més comú està format pels exons 1, 3, 4a i 4b (Figura 1), encara que l’exó 2 ha estat descrit 

com a específicament amplificat en mostres de CaP, però no en teixit hipertròfic (73). 

Des del seu descobriment, l’estructura del gen PCA3 ha estat àmpliament investigada i 

recentment s’han descrit quatre nous llocs d’inici de la transcripció així com un splicing 

alternatiu a l'exó 2 i 4 llocs de poliadenilació addicional (73). Els exons contenen múltiples 

codons stop i el marc de lectura és curt, per tant el gen no codifica per cap proteïna i transcriu 

un ARN no codificant (non-coding RNA). Ferreira et al. (74) van trobar que el silenciament de 

PCA3 amb ARNs silenciadors (siARN) disminueix el creixement cel·lular i indueix la mort 

cel·lular per apoptosi, cosa que suggereix la relació entre PCA3 i l'agressivitat del tumor. 
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Figura 1. Estructura del gen PCA3. PCA3 consta de 4 exons. El transcrit més freqüent conté els exons 1, 
3, 4a i 4b. L’exó 2 només està present en el 5% dels transcrits, però s’ha descrit específicament amplificat 
en mostres amb CaP.  

 

	

3.1.2	Utilitat	diagnòstica	de	PCA3	

	

El gen PCA3 es troba altament sobreexpressat en el 95% dels tumors comparat amb teixit 

prostàtic normal o amb HBP, fet que suggeria la seva utilitat en la detecció del CaP. Anys 

després de la identificació del gen PCA3, es desenvolupà un assaig per detectar l’ARNm de 

PCA3 en orina (71). La seva quantificació en orina podria permetre reduir el nombre de 

biòpsies negatives i per tant augmentar l’especificitat dels actuals algoritmes diagnòstics del 

CaP. 

L’anàlisi del gen PCA3 es realitza mitjançant la determinació de l’ARNm del gen PCA3 en 

orina obtinguda després d'un massatge de pròstata, el qual es realitza per alliberar cèl·lules 

de la pròstata en el tracte urinari. La mesura de l’ARNm de PCA3 s'ha de fer simultàniament 

amb la de l'ARNm del gen del PSA (KLK3), per tal de normalitzar la quantitat d’ARNm de 

PCA3 en les mostres estudiades, ja que KLK3 no se sobreexpressa en el CaP. 

Els primers treballs publicats que avaluaven el rendiment diagnòstic de PCA3 en la detecció 

del CaP utilitzaven la tècnica de la reacció en cadena de la polimerasa (PCR) quantitativa en 

temps real (qRT-PCR) (71,75,76). Groskopf et al. (77) l’any 2006 introduïren una nova prova 

que incloïa l'aïllament, amplificació i quantificació de l’ARNm de PCA3 i KLK3 utilitzant el 

sistema de Gen-Probe GTS400. Aquest test va obtenir la Conformité européenne (CE) el 

novembre de 2006 i fou aprovat per la FDA el 2012 per decidir la repetició de la biòpsia de 
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pròstata en homes majors de 50 anys d'edat amb una o més biòpsies prèvies negatives. La 

guia clínica 2015 de la National Comprehensive Cancer Network per a la detecció precoç del CaP 

(78) considera l’índex de PCA3 un test útil per decidir la repetició de la biòpsia en pacients 

amb una biòpsia prèvia negativa, suggerint l'ús del valor discriminant de 35. La companyia 

Gen-Probe va promoure l'automatització i l’estandardització d'aquest test, de manera que el 

nombre d’estudis augmentà ràpidament. La metanàlisi publicada el 2010 per Ruiz-Aragón i 

Márquez-Peláez (79), basada en 14 estudis de moderada a alta qualitat, va concloure que la 

determinació de l’índex de PCA3 en l'orina és útil en la detecció de CaP. D'acord amb aquesta 

metanàlisi, la sensibilitat va oscil·lar des del 46,9% al 82,3%, l’especificitat va variar del 56,3% 

al 89%, el valor predictiu positiu del 39% al 75,8%, i el valor predictiu negatiu del 61,4% al 

89,7%. 

La revisió comparativa publicada per Bradley et al. (80) identifica 34 estudis observacionals i 

conclou que el rendiment diagnòstic de l’índex de PCA3 és superior que el del PSA total, 

però també assenyala que l’evidència no és suficient per concloure que la determinació de 

l’índex de PCA3 permeti obtenir resultats globals millors. La sensibilitat de l’índex de PCA3 

en aquest estudi va ser de 94,3% per al valor discriminant de 10%, 61,1% per al valor 

discriminant de 35%, amb un percentatge de càncers deixats de diagnosticar del 6% i el 39%, 

respectivament. El percentatge de biòpsies estalviades va ser del 22% i del 70%, 

respectivament. 

Els resultats de dues metanàlisis recents publicades per Luo et al. (81,82) són consistents amb 

les dades publicades anteriorment, destacant que el PCA3 pot ser utilitzat per al diagnòstic 

precoç del CaP amb l’objectiu d’evitar biòpsies innecessàries, tot i que també se subratlla 

l’heterogeneïtat dels estudis publicats. Luo et al. (81) van trobar una sensibilitat d’entre el 

46,9% i el 82,3%; l'especificitat era del 55% al 92%; el valor predictiu positiu tenia un rang 

entre el 39% i el 86%; i el valor predictiu negatiu va ser del 61% al 89,7%. 

En resum, els resultats disponibles (71,75-77, 79, 81-96) suggereixen que l’índex de PCA3 és 

útil en la detecció precoç del CaP, especialment per pacients amb biòpsia prèvia negativa 

(taula 2). No obstant això, un dels assumptes més controvertits pel que fa a l’índex de PCA3 

es refereix a la definició del valor discriminant utilitzat per detectar CaP amb una sensibilitat 

i especificitat apropiada. Haese et al. (83) en un estudi amb 463 homes programats per repetir 

biòpsia, indicaren que un índex de PCA3 de 35 proporcionava el balanç òptim entre la 

sensibilitat (47%) i l’especificitat (72%), malgrat que un 21% dels tumors d'alt grau es 
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deixaven sense diagnosticar. S’han reportat resultats similars recentment en una metaanàlisi 

publicada per Hu et al. (97) incloent 16 estudis que utilitzaren 35 com el valor discriminant 

per decidir quan fer una biòpsia. Aquests autors van documentar una sensibilitat global del 

57% i una especificitat global del 71%. 

El nombre de càncers deixats de diagnosticar es podria reduir amb l'ús de valors 

discriminants inferiors. Crawford et al. (84) mostraren una reducció dels càncers deixats de 

diagnosticar d'un 21,6% a un 5,6% quan el valor discriminant es canviava de 35 a 10. La 

FDA, per la seva banda, ha recomanat l'ús d'un valor discriminant de 25 per al test de PCA3 

de Progensa™ per indicar la repetició de biòpsia, tot i que el valor discriminant més 

àmpliament utilitzat és 35, tal com Ruiz-Aragón i Márquez-Peláez van explicar en la seva 

metanàlisi (79). 

D’altra banda, un índex de PCA3 elevat, fins i tot superior a 100, no assegura l'existència d'un 

tumor. Segons Haese et al. (83), la taxa de detecció de CaP va ser només del 47% en pacients 

amb índex de PCA3 superior a 100. Aquest és un punt que no està clar a causa de 

l'especificitat tissular de PCA3 i l'expressió diferencial d'aquest biomarcador en cèl·lules 

normals i de la pròstata cancerosa. Un índex elevat de PCA3 en pacients sense CaP podrien 

explicar-se per l'existència de tumors que no són diagnosticats en la biòpsia. En aquest sentit, 

Roobol et al. (98) indicaren que després d'un període de seguiment de 19 mesos, el 

percentatge de CaP detectat va ser més gran en pacients amb índex de PCA3  ≥ 100 (30% 

vs 18,8%). No obstant això, els autors van concloure que els resultats no ofereixen una 

explicació directa de per què l’índex de PCA3 pot estar excessivament elevat malgrat 

l'absència de CaP detectable a la biòpsia (98, 99). 

	

3.1.3	Relació	de	l’índex	de	PCA3	amb	l’agressivitat	del	CaP	

	

La relació entre l’índex de PCA3 i l'agressivitat del CaP és també objecte de controvèrsia. Hi 

ha estudis que suggereixen aquesta relació (85-87), mentre que altres conclouen que no hi ha 

cap relació entre l’índex de PCA3 i el grau de Gleason o l’estadi clínic o patològic (88-90). 

Així per exemple, Merola et al. (100) en un grup de 114 pacients amb CaP observaren una 

associació significativa entre l’índex de PCA3 i el grau de Gleason (p=0.02). Igualment, un 

estudi recent realitzat en una cohort de 3073 homes, incloent 1341 homes amb CaP, va 
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arribar a la conclusió que l’índex de PCA3 estava significativament associat amb el grau de 

Gleason de la biòpsia (91), tot i que l'anàlisi de corbes ROC va mostrar que l’índex de PCA3 

no superava significativament al PSA en la predicció de CaP d'alt grau (AUC: 0,682 vs 0,679, 

respectivament, p = 0,702). Wei et al. (92) conclogueren que l’índex de PCA3 podria ser 

suggerit com un factor pronòstic útil en un estudi realitzat el 2015 en 207 pacients sotmesos 

a biòpsia prostàtica. En aquest estudi es trobà que un índex elevat de PCA3 en orina estava 

estretament correlacionat amb indicadors de mal pronòstic, incloent un grau de Gleason alt, 

un percentatge elevat de cilindres afectats per CaP en la biòpsia, o un estadi clínic avançat. 

Per altra part, de la Taille et al. (101) van mostrar en un estudi prospectiu multicèntric que 

en els homes amb CaP localment avançat o metastàsic, un índex de PCA3 ≥ 35 en el moment 

d'iniciar la teràpia de deprivació androgènica predeia un risc més baix de desenvolupar CaP 

resistent a la castració (CRPC) en els següents 3 anys. 

Contràriament, Hessels et al. (88) no trobaren una associació significativa entre l’índex de 

PCA3 i el grau de Gleason de la biòpsia i l’estadi clínic en una cohort de 336 pacients amb 

CaP sotmesos a biòpsia. Tampoc es trobà correlació amb el volum tumoral, el grau de 

Gleason de la peça quirúrgica ni amb l’estadi patològic en una subcohort de 70 pacients 

sotmesos a prostatectomia radical. Vlaeminck-Guillem et al. (102) avaluaren l’índex de PCA3 

per predir el resultat de la biòpsia de pròstata en 1015 pacients. En aquest estudi, l’índex de 

PCA3 no correlacionava amb el grau de Gleason, però sí amb el volum del tumor.  

D’altra banda, Wei et al. (103) suggeriren que, en el grup de pacients programats per repetició 

de biòpsia de pròstata, amb un valor discriminant de 20 de l’índex de PCA3, s’estalviarien el 

46% de les biòpsies, però es deixaria de diagnosticar el 3% de CaP d'alt grau. No obstant, en 

el cas dels pacients que s’anaven a sotmetre a biòpsia inicial amb el mateix valor discriminant, 

es deixaria de diagnosticar el 13% de CaP d’alt grau. Això suggereix que un valor discriminant 

més baix de l’índex de PCA3 o altres biomarcadors addicionals són necessaris per descartar 

la realització d’una primera biòpsia.  

De la mateixa manera, PCA3 fallà en la predicció dels càncers d'alt grau en la biòpsia inicial 

amb grau de sospita de CaP elevat en ressonància magnètica (96). Aquests estudis subratllen 

les limitacions de la utilització de PCA3 en orina com un biomarcador de diagnòstic i 

suggereixen que alguns pacients amb un índex de PCA3 baix poden tenir un CaP agressiu en 

la biòpsia inicial. 
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De moment no existeix una explicació clara per aquestes discordances. Tot i així, Auprich et 

al. (104) intentaren aclarir per què els tumors avançats no donen sempre un resultat elevat de 

l’índex PCA3. D'acord amb aquests autors, els tumors indiferenciats perdrien la seva 

diferenciació glandular, fet pel qual PCA3 difícilment passa a l'orina. Per tant, l’índex de 

PCA3 mesurat en l'orina podria ser baix, tot i ser un tumor avançat. 

Aquesta falta d’unanimitat suggereix la necessitat de realitzar més estudis per tal de 

comprendre millor els mecanismes biològics de PCA3, i confirmar la seva utilitat per a la 

selecció de pacients amb tumors insignificants que podrien beneficiar-se de la vigilància 

activa. 
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3.2.	[-2]proPSA	i	prostate	health	index	(PHI)	

	

3.2.1.	Isoformes	de	PSA	lliure.	Definició	de	PHI	

	

La descripció de diverses isoformes de fPSA (BPSA: benign PSA; iPSA: intact PSA; proPSA) 

ha introduït una millora en la detecció del CaP (105, 106). De les tres isoformes, 

particularment proPSA s'associa amb la presència de CaP. La forma nativa del proPSA és [-

7] proPSA, que conté a l’extrem N-terminal un pèptid prolíder de 7 aminoàcids. A través de 

l'escissió proteolítica d’aquest pèptid, mediada per les cal·licreïnes hK2 i hK4, es formen les 

altres fraccions de proPSA conegudes com [-2], [-4] i [-5] proPSA (Figura 2). 

 

Figura 2. Formes moleculars del PSA. BPSA: benign PSA; iPSA: intact PSA; cPSA: complexed PSA; 
ACT: Alpha 1-antichymotrypsin. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Per tal d’augmentar l'especificitat del PSA total s’ha proposat un assaig per mesurar [-2] 

proPSA, la isoforma més estable de proPSA. Diversos estudis (107-119) han suggerit el valor 

clínic de dos tests derivats de [-2] proPSA (taula 3). Per una banda, el percentatge de [-2] 

proPSA en relació a fPSA (%[-2] proPSA), i d'altra banda, PHI, que combina la concentració 

de [-2] proPSA, fPSA, i PSA total segons la fórmula ([-2] proPSA/fPSA)*√tPSA. Aquest 

índex, que el 2012 va rebre l'aprovació de la FDA, estaria indicat en homes majors de 50 
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anys, amb una concentració sèrica de PSA entre 4 i 10 µg/L i tacte rectal negatiu, grup de 

pacients en el qual ajudaria a reduir el nombre de biòpsies negatives. Malgrat l'alt cost de la 

prova per a la determinació de [-2] proPSA, hi ha estudis que assenyalen que l'ús de PHI en 

la detecció del CaP disminuiria els costos globals (120). 

	

3.2.2.	Utilitat	diagnòstica	de	[-2]proPSA	i	PHI	

 

En el curs dels darrers anys, s’ha suggerit que [-2]proPSA i PHI podrien distingir el CaP de 

les malalties prostàtiques benignes millor que el PSA o el %fPSA. Una metaanàlisi publicada 

al 2013 (107) en relació a 12 articles rellevants que avaluaven aquests tests,  revelà valors 

d'AUC d’entre 0,635 i 0,78 per %[-2] proPSA i d’entre 0,703 i 0,77 per PHI. Aquest 

rendiment diagnòstic va ser més gran que l'observat per a PSA total (AUCs entre 0,50 i 0,585) 

o per a %fPSA (AUCs entre 0,58 i 0,77). Una metanàlisi publicada al 2014 va obtenir 

conclusions similars (108), aportant una sensibilitat, especificitat, i AUC de 0,86, 0,40 i 0,72, 

respectivament, per %[-2] proPSA i de 0,85, 0,45 i 0,70, respectivament, per PHI. Una 

metaanàlisi posterior que comparava PHI i %fPSA en pacients amb concentracions de PSA 

total entre 2 i 10 µg/L (121), confirma que els resultats de PHI superen els de %fPSA, 

mostrant AUCs de 0,74 i 0,63 per PHI i %fPSA, respectivament. 

Entre els articles publicats fins al moment, destaquen dos estudis multicèntrics que han 

avaluat la utilitat de PHI per la detecció de CaP en pacients amb PSA entre 2 i 10 µg/L. Així, 

Stephan et al. (109), en un estudi amb 1362 pacients, van mostrar valors d’AUC de 0,72 i 

0,74 per %[-2] proPSA i PHI, respectivament. Per una altra banda, Lazzeri et al. (110) van 

publicar un estudi prospectiu europeu incloent 646 pacients amb valors d'AUC de 0,67 per 

ambdós biomarcadors.  

 

 



INTRODUCCIÓ 

	

	
	

28	

 

  

T
au

la
 3

. R
en

di
m

en
t 

di
ag

nò
st

ic
 d

e 
PH

I 
i 

%
[-

2]
pr

oP
SA

 e
n 

la
 d

et
ec

ci
ó 

de
l 

C
aP

. C
aP

: 
cà

nc
er

 d
e 

pr
òs

ta
ta

; 
A

U
C

: à
re

a 
so

ta
 la

 c
or

ba
; T

R
: t

ac
te

 re
ct

al
; t

PS
A

: P
SA

 to
ta

l. 

	
A

ut
or

s
C

oh
or

t
B

io
m

ar
ca

do
r 

o 
m

od
el

 m
ul

tiv
ar

ia
t

A
U

C
R

el
ac

ió
 a

m
b 

l’a
gr

es
si

vi
ta

t

Fi
le

lla
 e

t a
l, 

20
13

 

(1
07

)
m

et
aa

nà
lis

i

%
[-

2]
pr

oP
SA

0,
63

5-
0,

78

N
o 

di
sp

on
ib

le
PH

I
0,

70
3-

0,
77

tP
SA

0,
50

-0
,5

85

%
fP

SA
0,

58
-0

,7
7

W
an

g
et

 a
l, 

20
14

 

(1
08

)
m

et
aa

nà
lis

i

%
[-

2]
pr

oP
SA

0,
63

8-
0,

78

N
o 

di
sp

on
ib

le
PH

I
0,

69
-0

,7
81

tP
SA

0,
50

-0
,6

0

%
fP

SA
0,

52
-0

,7
7

St
ep

ha
n 

et
 a

l, 
20

13
 

(1
09

)

13
62

 p
ac

ie
nt

s d
e 

4 
es

tu
di

s d
ife

re
nt

s 

am
b 

PS
A

 1
,6

-8
,0

 µ
g/

L

%
[-

2]
pr

oP
SA

0,
72

Sí
, a

m
b 

el
 g

ra
u 

de
 

G
le

as
on

PH
I

0,
74

La
zz

er
i e

t a
l, 

20
13

 

(1
10

)

Es
tu

di
 d

e 
co

ho
rts

 p
ro

sp
ec

tiu
 d

e 
64

6

pa
ci

en
ts

 d
e 

5 
ce

nt
re

s e
ur

op
eu

s 
am

b 

PS
A

 2
-1

0 
µg

/L

%
[-

2]
pr

oP
SA

0,
67

Sí
, a

m
b 

el
 g

ra
u 

de
 

G
le

as
on

PH
I

0,
67

So
ko

ll 
et

 a
l, 

, 2
01

0 

(1
11

)

Es
tu

di
 m

ul
tic

èn
tri

c 
pr

os
pe

ct
iu

 a
m

b 

56
6 

pa
ci

en
ts

 so
tm

es
os

 a
 b

iò
ps

ia

M
od

el
 m

ul
tiv

ar
ia

t (
ed

at
, r

aç
a,

 T
R

, h
is

tò
ria

 

fa
m

ili
ar

 d
e 

C
aP

 +
 P

SA
+ 

%
fP

SA
+ 

%
[-

2]
pr

oP
SA

),
PS

A
  2

-1
0 
µg

/L

0,
76

Sí
, a

m
b 

el
 g

ra
u 

de
 

G
le

as
on

St
ep

ha
n 

et
 a

l, 
20

09
 

(1
12

)

58
6 

pa
ci

en
ts

 a
m

b 
bi

òp
si

a 
pr

os
tà

tic
a 

po
si

tiv
a 

o 
ne

ga
tiv

a

M
od

el
 m

ul
tiv

ar
ia

t (
ed

at
, v

ol
um

 p
ro

st
àt

ic
, T

R
, 

PS
A

, %
fP

SA
 +

 P
H

I o
 %

[-
2]

pr
oP

SA
)

0,
75

Sí
, a

m
b 

el
 g

ra
u 

de
 

G
le

as
on

 d
e 

la
 p

eç
a 

i l
’e

st
ad

i p
at

ol
òg

ic

G
ua

zz
on

i, 
20

11
 

(1
13

)

Es
tu

di
 d

e 
co

ho
rts

 p
ro

sp
ec

tiu
 d

e 
26

8 

pa
ci

en
ts

 a
m

b 
PS

A
 2

-1
0 
µg

/L
 i 

TR
 

ne
ga

tiu

M
od

el
 m

ul
tiv

ar
ia

t (
ed

at
, v

ol
um

 p
ro

st
àt

ic
, P

SA
, 

%
fP

SA
+ 

%
[-

2]
pr

oP
SA

)
0,

82
Sí

, a
m

b 
el

 g
ra

u 
de

 

G
le

as
on

M
od

el
 m

ul
tiv

ar
ia

t (
ed

at
, v

ol
um

 p
ro

st
àt

ic
, P

SA
, 

%
fP

SA
+ 

PH
I)

0,
83



INTRODUCCIÓ 

	

	
	

29	

 

	
	

	

	 	

Ta
ul
a
3
(c
on
tin
ua
ci
ó)

A
ut

or
s

C
oh

or
t

B
io

m
ar

ca
do

r 
o 

m
od

el
 m

ul
tiv

ar
ia

t
A

U
C

R
el

ac
ió

 a
m

b 

l’a
gr

es
si

vi
ta

t

Fo
ss

at
ie

t a
l, 

20
15

 (1
14

)
23

8 
pa

ci
en

ts
 m

en
or

s d
e 

60
 a

ny
s d

el
 

pr
oj

ec
te

 P
R

O
M

Et
he

us

M
od

el
 m

ul
tiv

ar
ia

t (
ed

at
, v

ol
um

 

pr
os

tà
tic

, P
SA

, f
PS

A
, %

fP
SA

 +
 P

H
I)

0,
77

Sí
, a

m
b 

el
 g

ra
u 

de
 

G
le

as
on

Lu
gh

ez
za

ni
 e

t a
l, 

20
14

 

(1
15

)

88
3 

 p
ac

ie
nt

s  
pr

og
ra

m
at

s p
er

 

bi
òp

si
a 

de
 5

 c
en

tre
s e

ur
op

eu
s

M
od

el
 m

ul
tiv

ar
ia

t (
ed

at
, v

ol
um

 

pr
os

tà
tic

, T
R

, h
is

tò
ria

 d
e 

bi
òp

si
a 

+P
H

I)
0,

80
N

o 
di

sp
on

ib
le

A
br

at
e 

et
 a

l, 
20

15
 (1

16
)

Es
tu

di
 d

e 
ca

so
s i

 c
on

tro
ls

 a
m

b 
14

2 

pa
ci

en
ts

 o
be

so
s d

el
 p

ro
je

ct
e 

PR
O

M
Et

he
us

M
od

el
 m

ul
tiv

ar
ia

t (
ed

at
, v

ol
um

 

pr
os

tà
tic

, P
SA

, f
PS

A
, %

fP
SA

+ 
%

[-

2]
pr

oP
SA

)

0,
88

6
Sí

, a
m

b 
el

 g
ra

u 
de

 

G
le

as
on

N
or

ds
trö

m
 e

t a
l, 

20
15

 

(1
17

)

53
1 

pa
ci

en
ts

 a
m

b 
PS

A
 3

–1
5 
µg

/L
 

so
tm

es
os

 a
 b

iò
ps

ia
 in

ic
ia

l d
ur

an
t 

20
10

–2
01

2

PH
I

0,
70

4
Sí

, a
m

b 
el

 g
ra

u 
de

 

G
le

as
on

La
zz

er
i e

t a
l, 

20
16

 (1
18

)

Es
tu

di
 d

e 
ca

so
s i

 c
on

tro
ls

 a
m

b 
26

2 

pa
ci

en
ts

 d
el

 p
ro

je
ct

e 
PR

O
M

Et
he

us
, 

so
tm

es
os

 a
 b

iò
ps

ia
, P

SA
 >

10
 µ

g/
L

M
od

el
 m

ul
tiv

ar
ia

t (
ed

at
, v

ol
um

 

pr
os

tà
tic

, h
is

tò
ria

 d
e 

bi
òp

si
a 

+P
H

I)
0,

83
5

Sí
, a

m
b 

el
 g

ra
u 

de
 

G
le

as
on

To
so

ia
n 

et
 a

l, 
20

17
 (1

19
)

34
5 

pa
ci

en
ts

, 1
35

 d
el

s q
ua

ls
 

so
tm

es
os

 a
 b

iò
ps

ia
 se

go
ns

 re
su

lta
t 

de
 P

H
I

PH
I

0,
72

2

Sí
, a

m
b 

el
 g

ra
u 

de
 

G
le

as
on

de
 la

 

bi
òp

si
a 

i d
e 

la
 p

eç
a 

i 

am
b 

l’e
st

ad
i 

pa
to

lò
gi

c



INTRODUCCIÓ 

	

	
	

30	

	

	

3.2.3.	Relació	de	[-2]proPSA	i	PHI	amb	l’agressivitat	del	CaP 

 

Els estudis publicats mostren que %[-2] proPSA i PHI estan relacionats amb l’agressivitat 

del CaP, amb resultats d'aquests tests més alts en pacients amb grau de Gleason ≥ 7 i en 

pacients amb tumors localment avançats (111-113, 122). Així,  Loeb et al. (123) en un estudi 

amb 658 homes candidats a biòpsia amb valors de PSA entre 4 i 10 µg/L, van observar que 

l’AUC per identificar un CaP clínicament significatiu era de 0,698 per a PHI, mentre que per 

al %fPSA era només de 0,654. A més, Fossati et al. (114) indicaren que tant PHI com  %[-2] 

proPSA predeien un estadi patològic T3 i un grau de Gleason ≥ 7 a la peça quirúrgica després 

de l'avaluació d'una sèrie de 489 pacients tractats amb prostatectomia radical. La 

disponibilitat de biomarcadors d'agressivitat és un punt rellevant ja que una proporció 

substancial de nous tumors diagnosticats són candidats a vigilància activa, per les seves 

característiques de CaP clínicament insignificant. Així, Tosoian et al. (124) suggereixen que 

PHI proporciona una millor predicció de la reclassificació de la biòpsia en el seguiment dels 

pacients en vigilància activa. Per una altra banda, de la Calle et al. (125) avaluaren la utilitat 

de PHI per discriminar el CaP agressiu (grau de Gleason ≥ 7) versus CaP indolent (grau de 

Gleason <7) o absència de CaP en dos cohorts independents de 561 i 395 pacients sotmesos 

a biòpsia inicial. L’AUC fou de 0,815 en la primera cohort per detectar càncer agressiu. 

Segons els autors, el valor discriminant òptim a una sensibilitat del 95% seria 24 i s’evitarien 

el 41% de biòpsies innecessàries. Aquests resultats es van confirmar a la cohort de validació. 

En aquest estudi, PHI detectà CaP agressiu amb major especificitat que PSA total i %fPSA. 

	

3.2.4.	Inclusió	de	[-2]proPSA	i	PHI	en	models	multivariats	

	

Mikolajczyk et al. (126) han suggerit la utilitat de la combinació de diversos biomarcadors en 

un model multivariat per a la detecció de CaP. La inclusió de %[-2] proPSA en un model 

multivariat fou suggerida inicialment per Sokoll et al. (111), obtenint una AUC de 0,76 per 

als pacients amb PSA total entre 2 i 10 µg/L. Aquest model incloïa PSA total, %fPSA i %[-
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2] proPSA, juntament amb diversos factors clínics i demogràfics. Posteriorment, diversos 

estudis han avaluat la inclusió de %[-2] proPSA i PHI en un model multivariat per detectar 

CaP. Stephan et al. (109) milloraren el rendiment diagnòstic en la detecció de CaP afegint % 

[-2] proPSA o PHI (AUC de 0,75, en ambdós casos) a un model multivariat basat en l'edat 

del pacient, el volum prostàtic, tacte rectal, PSA total, %fPSA, el qual presentava una AUC 

de 0,69. 

De manera semblant, un model multivariat descrit per Guazzoni et al. (113) mostrava un 

augment en el rendiment diagnòstic de 0,10 o 0,11, respectivament, quan %[-2] proPSA 

(AUC 0,82) o PHI (AUC 0,83) s’afegien a un model base que incloïa l'edat del pacient, el 

volum de la pròstata, PSA total, i el %fPSA (AUC 0,72). 

D’altra banda, Lughezzani et al. (127) van desenvolupar un nomograma basat en PHI per 

ajudar a la decisió de realitzar una biòpsia. En incloure PHI en un model multivariat de 

regressió logística basat en l'edat del pacient, el volum de la pròstata, tacte rectal, i la història 

de biòpsia, el rendiment diagnòstic predictiu augmentà significativament de 0,73 a 0,80. 

Aquest nomograma fou validat externament per un estudi multicèntric europeu basat en 833 

pacients, obtenint una AUC de 0,752 (115). Roobol et al. (128) van mostrar més recentment 

resultats anàlegs validant aquest nomograma en 1185 homes procedents de quatre centres 

europeus i obtenint una AUC de 0,75 per al CaP i de 0,69 per al CaP clínicament significant 

(estadi clínic superior a T2b i/o un grau de Gleason de la biòpsia Gleason ≥7). En aquest 

estudi es van trobar resultats similars mitjançant l'addició de PHI al calculador de risc de 

l’ERSPC, obtenint una eficàcia diagnòstica de 0,72 per a tots els CaP i 0,68 per al CaP 

clínicament significant. Malgrat aquests resultats positius, els autors van concloure que les 

possibles reduccions en la taxa de biòpsies innecessàries són limitades quan s’afegeix PHI als 

models. Més optimistes són les conclusions d'un estudi recent de cost-efectivitat de la 

detecció del CaP utilitzant PHI (129). Els autors van utilitzar un model de microsimulació 

basat en els resultats de l'assaig ERSPC per comparar els efectes de cribratge utilitzant PHI i 

els que utilitzen només PSA. El model prediu una reducció del 23% en les biòpsies negatives 

per als homes amb PSA entre 3 i 10 µg/L, arribant a la conclusió que PHI és un 11% més 

rendible que el cribratge basat només en el PSA. 
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3.3.	Perfil	de	4	cal·licreïnes.	Índex	4K	
	

El perfil de 4 cal·licreïnes valora la concentració de PSA total i fPSA conjuntament amb les 

concentracions d’iPSA (una fracció del fPSA) i de la hK2, una cal·licreïna amb una elevada 

homologia amb el PSA. L’índex 4K és un calculador del risc de detectar CaP a la biòpsia, 

basat en la mesura d’aquestes 4  cal·licreïnes juntament amb l’edat del pacient, el tacte rectal 

i l’existència d'una biòpsia prèvia negativa. El test ofereix informació del risc de tenir un CaP 

d'alt risc i per tant introdueix un canvi en la filosofia seguida fins al moment. L'objectiu ja no 

és indicar una biòpsia per diagnosticar CaP, sinó que es pretén detectar únicament tumors 

agressius, amb un grau de Gleason ≥ 7 (CaP d’alt grau). Tot i que l’índex 4K no té l'aprovació 

de la FDA, al juny de 2015, la National Comprehensive Cancer Network recomanà l'ús d'aquesta 

prova per a la detecció de CaP d'alt grau per als pacients que mai han estat sotmesos a biòpsia 

o després d'una biòpsia negativa (78).  

L'assaig ha estat desenvolupat arran dels estudis realitzats pel grup liderat per Lilja i Vickers, 

del Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, els quals van realitzar una extensa investigació 

en col·laboració amb diversos centres europeus, la majoria corresponents a l’ERSPC. Les 

AUCs pel perfil de 4 cal·licreïnes reportades en tots aquests estudis (130-136) (taula 4) són 

superiors a la d’un model basat en PSA tant per detectar qualsevol tipus de CaP com per 

detectar CaP d'alt grau. Les AUC per al perfil de 4 cal·licreïnes obtingudes en aquests estudis 

per a la detecció del CaP d’alt grau oscil·laren entre 0,793 i 0,870, mentre que per al model 

basat en PSA oscil·laren de 0,658 a 0,816. En comparar els corresponents models clínics per 

predir CaP d'alt grau es van observar diferències similars. Així, el rang d’AUCs per al model 

clínic que combinava PSA, edat del pacient i tacte rectal fou de 0,709 a 0,868, mentre que pel 

model basat en el perfil de 4 cal·licreïnes més tacte rectal les AUC oscil·laren de 0,798 a 

0,903. 

D’altra banda, malgrat que el volum prostàtic (calculat mitjançant ecografia transrectal) sol 

ser un factor clau inclòs en els calculadors de risc de CaP, no sembla que la seva incorporació 

al test de l’índex 4K aporti un augment apreciable en la seva eficàcia. Un estudi realitzat per 

Carlsson et al. (137) valorà el perfil de 4 de cal·licreïnes en dues cohorts de 2914 i 740 pacients 
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amb PSA ≥ 3 µg/L. A la primera cohort, l’addició del volum prostàtic al perfil de 4 

cal·licreïnes augmentà l’AUC de 0,856 a 0,860, mentre que a la segona cohort l’AUC era 

idèntica tant si s’incloïa el volum prostàtic com si no (0,802). 

Un estudi multicèntric prospectiu del 2015 dut a terme als EUA amb 1012 pacients sotmesos 

a biòpsia ratifica els resultats observats en estudis previs (138). L'AUC obtinguda per al test 

de l’índex 4K en la detecció de CaP d'alt risc fou de 0,82. L'estudi documentava que es 

podrien estalviar un 58% de les biòpsies emprant un valor discriminant del 15%, si bé, però, 

es deixaria de detectar un 4,7% de CaP d'alt risc. Usant un valor discriminant del 6% la 

reducció en el nombre de biòpsies era del 30%, però, en canvi, només es deixaven de 

diagnosticar l’1,3% dels tumors d'alt risc. 

D'altra banda, un estudi amb 12.561 homes seguits durant més de 15 anys i en el qual es van 

recollir mostres als subjectes inclosos als 40, 50 i 60 anys, mostra el valor predictiu de l’índex 

4K (139). El resultat d’aquest índex valorat als 50 i 60 anys permetia classificar els pacients 

en dos grups segons la probabilitat de desenvolupar metàstasis a distància als 20 anys. Els 

pacients amb PSA ≥ 3 µg/L als 60 anys es classificaren en dos grups els quals, depenent de 

si el valor de l’índex 4K era <7,5 o ≥7,5, tenien un risc significativament diferent de 

desenvolupar metàstasi a distància als 20 anys d’haver-se realitzat les determinacions. De la 

mateixa manera, l’índex 4K era també predictiu utilitzant un valor discriminant de 5 

considerant els pacients amb PSA ≥ 2 µg/L als 50 anys d'edat.  
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Taula 4. Rendiment diagnòstic del perfil de 4 cal·licreïnes en la detecció precoç del CaP. AUC: àrea 
sota la corba; TR: tacte rectal; CaP: càncer de pròstata. Model base de laboratori: edat del pacient, PSA 
total. Model base clínic: edat del pacient, PSA total, tacte rectal  

Autors Cohort

Augment en AUC: Model 

base de laboratori vs. Perfil 

4 cal·licreïnes 

Augment en AUC: Model 

base clínic vs. Perfil 4 

cal·licreïnes + TR

Vickers et al, BMC 

Medicine, 2008 

(130)

740 homes no cribrats, Goteborg, 

ERSPC

CaP: 0,680 vs. 0,832

CaP alt grau: 0,816 vs. 0,870

CaP: 0,724 vs. 0,836

CaP alt grau: 0,868 vs. 0,903

Vickers et al, J Clin 

Oncol, 2010 (131)

2914 homes no cribrats, Rotterdam, 

ERSPC

CaP: 0,637 vs. 0,764

CaP alt grau: 0,776 vs. 0,825

CaP: 0,695 vs. 0,776

CaP alt grau: 0,806 vs. 0,837

Vickers et al, Clin 

Cancer Res, 2010 

(132)

1501 prèviament cribrats, Rotterdam, 

ERSPC

CaP: 0,557 vs. 0,713

CaP alt grau 0,669 vs. 0,793

CaP: 0,585 vs. 0,711

CaP alt grau: 0,709 vs. 0,798

Vickers et al, Cancer, 

2010 (133)

1241 homes sotmesos a biòpsia per 

concentració de PSA elevada en ≥2 

visita, Gothenburg, ERSPC

CaP: 0,564 vs. 0,674

CaP alt grau: 0,658 vs. 0,819

CaP: 0,622 vs. 0,697

CaP alt grau: 0,717 vs. 0,828

Gupta et al, Br J 

Cancer, 2010 (134)

925 homes amb una biòpsia prèvia 

negativa i PSA ≥ 3 µg/L, Rotterdam, 

ERSPC

No avaluat
CaP: 0,584 vs. 0,681

CaP alt grau: 0,764 vs. 0,873

Benchikh et al, BMC 

Cancer, 2010 (135)

262 homes, la biòpsia es va basar en

el criteri clínic, i TR o PSA addicional, 

Tarn, ERSPC

No avaluat
CaP 0,628 vs. 0,782

CaP alt grau: 0,767 vs. 0,870

Vickers et al, Cancer 

Epidemiol 

Biomarkers Prev, 

2011 (136)

792 homes amb PSA ≥ 3 µg/L, Malmö 

Diet and Cancer cohort

CaP: 0,654 vs. 0,751

CaP palpable: 0,708 vs. 0,803
No avaluat
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3.4.	Gen	de	fusió	TMPRSS2:ERG	

	

Les fusions de gens són freqüents en els tumors hematològics (BCR-ABL en la leucèmia 

mieloide crònica) però no s'havien identificat en tumors epitelials sòlids fins a l’aparició de 

les tecnologies de seqüenciació més sofisticades. El primer gen de fusió descrit en CaP per 

Tomlins et al. l’any 2005 (140) estava format pel promotor de la proteasa transmembrana 

serina 2 (TMPRSS2) fusionat amb la seqüència codificant dels membres de la família del gen 

del virus E26 de l'eritroblastosis (ETS). El gen TMPRSS2 és regulat per andrògens i codifica 

una serín proteasa transmembrana específica de la pròstata. Els membres de la família ETS 

són factors de transcripció oncogènics que contenen una regió d'unió Ets a ADN altament 

conservada i un domini regulador N-terminal (141,142). Per tant, la fusió d'aquests gens 

condueix a la producció de factors de transcripció ETS sota el control del promotor sensible 

a andrògens de TMPRSS2. El resultat és una sobreexpressió dels membres de la família del 

gen ETS, que poden induir l’expressió del gen diana.  La fusió més comú és amb ERG, un 

membre de la família ETS, donant com a resultat la fusió TMPRSS2:ERG. La fusió 

TMPRSS2 amb ERG s’observa en el 15-59% dels CaP (143). TMPRSS2 també s'ha identificat 

en fusions amb altres membres de la família ETS com són ETV1, ETV4, i ETV5 en CaP.  

ERG codifica per múltiples ARNm diferents a causa de l’splicing alternatiu. Aquest  splicing 

alternatiu de transcrits d’ERG dóna com a resultat la traducció de diferents isoformes de la 

proteïna ERG (141,144). Així, s'han identificat també moltes variants diferents de la fusió 

TMPRSS2:ERG, segons quins siguin els exons inclosos en la transcripció de cada variant 

particular. Entre les variants dels transcrits del gen de fusió TMPRSS2:ERG, T1-E4 és el més 

comú (T representa l'últim exó de TMPRSS2 en la fusió i E el primer exó d’ERG). 

La prevalença d'aquestes fusions de gens, en particular TMPRSS2:ERG, les fa especialment 

atractives com a possibles biomarcadors diagnòstics i pronòstics del CaP, així com dianes 

potencials per a tractaments individualitzats. 
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3.4.1 Utilitat diagnòstica i pronòstica del gen de fusió TMPRSS2:ERG 

 

L’expressió del gen de fusió TMPRSS2:ERG s’analitza en les mostres d'orina obtingudes 

després d'un massatge de pròstata per mitjà de qRT-PCR. Per normalitzar el senyal de 

TMPRSS2:ERG es fa servir una raó amb l’ARN missatger del PSA.  

La combinació de l’índex TMPRSS2:ERG juntament amb l’índex PCA3 s'ha proposat com 

una forma de millorar la predicció de CaP a la biòpsia. Un estudi multicèntric publicat per 

Leyten et al. (145) va avaluar prospectivament la utilitat diagnòstica dels índexs PCA3 i 

TMPRSS2:ERG en 443 pacients sotmesos a biòpsia, trobant que els dos índexs junts 

augmentaven significativament el valor predictiu obtingut amb el calculador de risc ERSPC, 

el qual inclou el PSA i diverses variables clíniques. L’AUC va augmentar de 0,799 a 0,833 per 

al calculador de risc ERSPC en afegir l’índex PCA3, i a 0,842 quan els índexs PCA3 i 

TMPRSS2:ERG s’afegiren. A més, TMPRSS2:ERG -però no PCA3- es va associar amb el 

grau de Gleason i l'estadi clínic del tumor. 

Més recentment, Tomlins et al. (146) també proposaren la combinació dels índexs PCA3 i 

TMPRSS2:ERG amb la concentració sèrica de PSA com una eina útil per a la detecció de 

CaP. L'estudi, prospectiu, dut a terme en tres centres i realitzat en 1244 pacients sotmesos a 

biòpsia, va mostrar el valor dels índexs de PCA3 i TMPRSS2:ERG quan s’afegiren al 

calculador de risc PCPT (Prostate Cancer Prevention Trial), basat en PSA i diverses variables 

clíniques. Les AUC van augmentar de 0,639 per al calculador de risc PCPT a 0,739 i 0,762 

mitjançant l'addició de l’índex TMPRSS2:ERG sol o junt amb l’índex PCA3, respectivament. 

També es van avaluar ambdós biomarcadors per predir el CaP d'alt risc, sent els respectius 

valors d'AUC de 0,707 (pel calculador de risc PCPT), 0,752 (afegint TMPRSS2: ERG) i 0,779 

(afegint TMPRSS2: ERG i PCA3). El model que inclou el calculador de risc PCPT i els índexs 

PCA3 i TMPRSS2:ERG, anomenat My Prostate Score (MIPS), permetria evitar el 36% de les 

biòpsies usant un valor discriminant del 15%, tot i que deixaria de diagnosticar l’1,6% de 

tumors d'alt risc. El valor de MIPS ha estat qüestionat per Stephan et al. (147) comparant els 

índexs PCA3, TMPRSS2:ERG, PSA i PHI en una sèrie de 246 pacients, inclosos 110 pacients 

amb CaP. Els autors van obtenir una AUC per a MIPS de 0,748. L’eficàcia diagnòstica més 

alta es va trobar per a un model que incloïa PCA3 i PHI, amb AUCs de 0,757 i 0,752, 

utilitzant una xarxa neuronal artificial i una anàlisi de regressió logística, respectivament. Els 
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autors van argumentar que el potencial clínic de l’índex TMPRSS2:ERG està limitat per la 

seva baixa prevalença en pacients amb CaP. 

Des que el gen de fusió TMPRSS2:ERG fou identificat, no hi ha hagut unanimitat en els 

diferents estudis sobre els seus efectes sobre l’agressivitat i el pronòstic del CaP. Alguns grups 

no trobaren associació entre els càncers amb la fusió TMPRSS2:ERG i l’estadi clínic, el grau 

de Gleason, la recurrència, la progressió i el pronòstic (148-156). Els CaP positius al gen de 

fusió han estat també relacionats amb un pronòstic favorable, millor supervivència i menor 

grau de Gleason (157,158). Hermans et al. (159) trobaren un nou transcrit de TMPRSS2 

involucrat en la fusió que començava en un exó alternatiu -designat com exó 0- el qual quan 

estava involucrat en la fusió s’associava amb un comportament menys agressiu del càncer i 

per tant amb un pronòstic favorable. No obstant, el gen de fusió també ha estat relacionat 

amb un mal pronòstic del CaP. Fitzgerald et al. (156) trobaren que un nombre de còpies del 

gen de fusió augmentat està relacionat amb una supervivència disminuïda. També s’ha 

relacionat la fusió TMPRSS2:ERG amb la recidiva bioquímica (160-162). Rostad et al. (163) 

han trobat fusions TMPRSS2:ERG associades amb concentracions elevades de PSA, estadi 

avançat, i grau de Gleason elevat. Alguns autors han documentat que els càncers amb la fusió 

TMPRSS2:ERG estan associats amb tumors d’alt grau (164), i són més propensos a la 

metàstasi (165). Un altre estudi va demostrar que hi ha relació entre els tumors positius a 

fusió TMPRSS2:ERG i mortalitat específica per CaP (166). 

Diferents variants de transcrits de TMPRSS2:ERG també s'han relacionat amb els indicadors 

de mal pronòstic. Wang et al. (144) trobaren una regió de 72 parells de bases expressada de 

forma variable, que quan està present, fa augmentar la proliferació, la invasió, i la mortalitat. 

Aquest grup també va trobar que la fusió T2-E4 estava associada amb malaltia agressiva. 

També s'ha trobat que una longitud completa d’ERG està associada amb una baixa 

diferenciació del tumor, major grau de Gleason, i l’aparició de recidiva bioquímica (167). A 

més, les fusions T1-E2, T1-E3, i T2-E4 estan associades amb una malaltia més agressiva, 

invasió de vesícules seminals, i recidiva bioquímica (168). 

La pèrdua del gen supressor tumoral PTEN s'observa freqüentment en el CaP, fet que resulta 

en la desregulació de la supervivència cel·lular, el creixement i la proliferació. Estudis previs 

han trobat que PTEN es perd o està mutat en el 30 a 80% de CaP primari, i en el 50% de les 

metàstasis òssies de CaP. La pèrdua de PTEN juntament amb la fusió TMPRSS2:ERG estan 

associats amb un mal pronòstic. Carver et al. (169) van trobar que la pèrdua de PTEN en 
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combinació amb el reordenament d’ERG són predictors independents de recidiva 

bioquímica.  

Sembla que la majoria dels estudis indiquen que la presència de l’expressió del gen de fusió 

TMPRSS2:ERG en pacients de CaP s'associa amb mal pronòstic. No obstant això, es 

requereixen estudis més amplis ja que diverses publicacions (144, 156-168) han revelat 

resultats oposats respecte al valor pronòstic de l’expressió del gen de fusió TMPRSS2:ERG. 

Així doncs, les diferències en el valor pronòstic del gen de fusió TMPRSS2:ERG podrien 

explicar-se en relació amb els exons de cada gen que participen en la fusió (170), la presència 

de múltiples còpies del transcrit, o la forma com s’ha produït el reordenament (deleció o 

translocació intercromosòmica) (171). Una major comprensió dels mecanismes biològics 

emprats per les proteïnes de fusió ERG en la progressió del CaP ajudarà a classificar millor 

els pacients segons el pronòstic.  

 

3.5.	microARNs	
 

3.5.1 Biogènesi i funció dels microARNs 

 

La participació dels gens codificants de proteïnes en el desenvolupament de càncer s'ha 

estudiat àmpliament en els últims anys. Tot i que el 90% del genoma humà es transcriu a 

ARN missatger, només el 2% codifica per proteïnes, de manera que hi ha un gran nombre 

d'ARNs que no codifiquen proteïnes. Les dades recents suggereixen que aquesta porció del 

genoma que no codifica per proteïnes també juga un paper en la carcinogènesi. Aquests ARN 

no codificants inclouen petits ARNs nucleolars, miARNs, petits ARNs d'interferència, 

ARNs piwiinteracting i ARNs llargs no codificants (172), com PTENP1 (173) -un pseudogen 

del supressor de tumors PTEN-, i PCA3.  

Els miARNs són ARNs petits (17-22 nucleòtids) no codificants, d’una sola cadena, que 

regulen negativament l'expressió de gens a través de la unió amb les seves dianes en l’ARN 

missatger. El primer miARN descrit va ser lin-4, identificat al 1993 per Lee et al. (174) en el 

nematode Caenorhabditis elegans. Actualment, d'acord amb la base de dades miRBase.org, s'han 
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identificat 28.645 miARNs en diferents espècies (miRBase, release 21: juny 2014) (175), dels 

quals 2588 miARNs madurs han estat reconeguts en els éssers humans.  

La biogènesi dels miARNs és un procés complex que s’inicia en el nucli de la cèl·lula amb la 

formació del miARN primari de doble cadena (pri-miARN), per l'acció de l'ARN polimerasa 

II. A continuació, els pri-miRNAs són tractats per un microprocessador que conté l'enzim 

Drosha ARNasa III i la proteïna DGCR8, donant lloc a la formació del precursor de miARN 

(pre-miARN). Després d'això, el pre-miARN es transfereix al citoplasma a través de 

l’exportina 5 i el cofactor Ran GTP; allà, el pre-miARN és processat pel Dicer ARNasa, 

donant lloc a la formació d'un ARN de doble cadena d'aproximadament 22 nucleòtids, que 

conté dues cadenes de miARN: una es converteix en el miARN madur i l'altra és el miARN 

passatger o 5p, el qual normalment es degrada encara que en certes patologies es pot detectar. 

El miARN madur s'uneix a la proteïna Argonaut (AGO) i forma el complex silenciador induït 

per ARN (RISC). Després de ser incorporats en el complex RISC, els miARNs poden exercir 

la funció de silenciament dels corresponents ARNm. Els miARNs extracel·lulars poden estar 

en formes diverses per tal d’evitar la seva degradació: empaquetats en micropartícules 

(exosomes, microvesícules i cossos apoptòtics), vinculats a proteïnes d'unió a ARN (AGO-

2, nucleofosmina-1) o associats amb lipoproteïnes d'alta densitat. 

Els avenços en la tecnologia i l'estabilitat dels miARNs en diferents tipus de mostres (176) 

han permès identificar el paper dels miARNs en diverses malalties (177). Mitjançant els 

microarrays es poden identificar perfils de miARNs específics per diferents tipus de càncer. 

La qRT-PCR s'ha utilitzat generalment per validar els perfils de miARNs seleccionats a través 

dels microarrays. El desenvolupament de la PCR digital podria millorar el rendiment de la 

qRT-PCR. La PCR digital és un mètode directe per a la quantificació d'àcids nucleics, útil per 

mostres amb poca abundància de miARNs, i que mostra un alt grau de sensibilitat i precisió 

en comparació amb la qRT-PCR (178,179). Finalment, les plataformes de next generation 

sequencing (NGS) permeten descobrir nous miARNs, generar perfils d'expressió completa, 

distingir miARNs de seqüència similar i identificar mutacions puntuals. 
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3.5.2 Paper dels miARNs en el càncer de pròstata  

 

Diferents articles han reportat l’expressió alterada de miARN en el CaP, mostrant la seva 

desregulació en diversos processos, incloent la proliferació cel·lular, la diferenciació i la 

progressió (180-182). Els miARNs implicats en la patogènesi del CaP i les seves vies de 

senyalització es mostren a la figura següent (figura 3).  

La desregulació del cicle cel·lular condueix a la proliferació cel·lular aberrant que caracteritza 

el càncer. Els miARNs interactuen amb gens diana que codifiquen per proteïnes del cicle 

cel·lular, conferint el potencial per regular la divisió cel·lular i la progressió del cicle cel·lular. 

Així, Lewis et al. (183) van mostrar que miR-888 inhibeix el gen diana retinoblastoma-like 1, 

que bloqueja la progressió de la primera fase gap del cicle cel·lular a la fase de síntesi 

mitjançant la unió i la inhibició dels factors de transcripció E2F. 

També alguns miARNs estan involucrats en la promoció o inhibició de l’stemness de les 

cèl·lules mare canceroses (CSC). Les CSC són una subpoblació de cèl·lules canceroses de la 

massa tumoral que juguen un paper important en la progressió del tumor i la metàstasi en 

diversos tipus de càncers, incloent el CaP. Les CSC del CaP mantenen les propietats d'auto-

renovació i diferenciació i poden donar lloc a més cèl·lules canceroses. Els miARNs 

expressats de forma alterada poden provocar la desregulació de les vies de senyalització 

específiques associades amb les funcions de les CSC. En particular, alguns membres de la 

família de miR-34 o let-7 (184,185) han estat implicats en la regulació de les propietats de les 

CSC del CaP.  

D’altra banda, els miARNs també participen en la resistència a l'apoptosi en el CaP a través 

de diferents mecanismes. Com a exemple d’aquest fet, l’expressió de miR-21 està 

generalment augmentada en CaP i regula directament PTEN donant com a resultat una 

reducció significativa de l'apoptosi en el CaP. MiR-21 també regula el gen MARCKS, 

conduint a una resistència a l'apoptosi i per tant una proliferació aberrant (186,187) (figura 

4). Un altre mecanisme de regulació de l'apoptosi és a través de la regulació dels membres de 

la família Bcl-2. Alguns membres de la família de miR-34 o el supressor de tumors miR-205 

(que té com a diana directa Bcl-2 en el CaP), en són alguns exemples (188,189).  

Per un altre costat, la transició epitelial-mesenquimal (EMT) és un procés biològic que 

permet a una cèl·lula epitelial polaritzada sotmetre’s a múltiples canvis bioquímics per 

assumir un fenotip de cèl·lula mesenquimal, el qual li confereix una major capacitat 

migratòria, invasivitat i propietats de cèl·lules mare (190). Les cèl·lules del CaP se sotmeten 
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als canvis propis de l’EMT, envaint els teixits circumdants i colonitzant diversos teixits a 

través de la sang o la limfa per generar metàstasis. Les cèl·lules metastàsiques poden revertir 

mitjançant la transició mesenquimal-epitelial (MET) per tornar a adquirir característiques 

similars a les cèl·lules epitelials del tumor primari. Alguns miARNs són reguladors d’EMT i 

MET a través de la regulació de l'expressió de proteïnes clau d'aquests processos. Els 

membres de la família miARN-200 (miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 i miR-429) 

tenen un paper fonamental en la regulació del procés d'EMT a través de la repressió de 

marcadors mesenquimals, com la vimentina, i la sobreregulació de marcadors epitelials, com 

ara E-cadherina, regulant directament als gens ZEB1 i ZEB2, aquest últim també diana 

directa de miR-145 (191,192) (figura 4). Segons Ren et al. (193), ZEB2 també reprimeix la 

transcripció de miR-145, creant un bucle de retroalimentació negativa doble entre ZEB2 i 

miR-145, fet que esdevé un element clau en el control de l'EMT en l’aparició de la metàstasi 

òssia del CaP. 

 

Figura 3. Els miARNs regulen la resistència a l’apoptosi, el cicle cel·lular, els processos d’EMT i 
MET, les stem cells derivades de càncer i la via de transducció del senyal per andrògens en el CaP. 
(Figura extreta de l’article: miRNAs as novel biomarkers in the management of prostate cancer. Filella X, 
Foj L. Clin Chem Lab Med. 2016 Jan 9. pii: /j/cclm.ahead-of-print/cclm-2015-1073/cclm-2015-1073.xml. 
doi: 10.1515/cclm-2015-1073) 
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A més, la sobreregulació de miR-21 en el CaP també juga un paper important en el procés 

d’EMT (figura 4) a través de la disminució de l’expressió de BTG2, iniciant així l'adquisició 

de marcadors luminals i l’EMT (194,195). Un altre gen relacionat amb la invasió i regulat per 

miR-21 és RECK, un inhibidor de metal·loproteïnases de la matriu extracel·lular. 

Neutralitzant miR-21 es reprimeix la quantitat de metal·loproteïnases de la matriu i es 

reverteix el fenotip invasiu (196). Recentment, Wang et al. (197) van trobar que l'expressió 

de miR-573 era significativament menor en els teixits metastàtics que en el CaP primari. A 

més, van demostrar que miR-573 modula l'EMT a través del gen diana  fibroblast growth factor 

receptor 1 (FGFR1), promovent el procés de metàstasi de les cèl·lules de CaP, i també van 

suggerir miR-573 com un potencial biomarcador i/o diana terapèutica per al maneig del CaP.  

Una via important a tenir en compte per a la progressió oncogènica del CaP és la via de 

senyalització a través del receptor d'andrògens (AR). Els pacients amb CaP, amb el pas del 

temps, adquireixen resistència al tractament hormonal i el tumor progressa a CRPC. A més, 

les interaccions de miARNs amb el gen AR juguen un paper determinant en la progressió de 

CaP sensible a la castració a un CRPC incurable (198). Diversos miARNs (miR-21, miR-31, 

miR-34 i miR-124) poden regular l'expressió del gen AR, i al mateix temps, AR pot regular 

l'expressió de diversos miARNs (miR-21, miR-27a, miR-34, miR-125b, miR-221 i let-7) 

(199). Goto et al. (200) han demostrat recentment que miR-221 i 222 es troben infraregulats 

significativament en mostres de CRPC, fins i tot quan aquest clúster s'ha descrit anteriorment 

com sobreregulat en CaP (201,202). Aquest fet mostra l'estat dinàmic dels miARNs en el 

desenvolupament del CaP, podent regular els mateixos miARN diferents dianes en funció 

del punt de la progressió del càncer. La pèrdua del clúster supressor de tumors miR-221/222 

intensifica la migració i la invasió en les cèl·lules canceroses del CaP a través de l’oncogen 

Ecm29. 

Per altra banda, Ottman et al. (203), comparant línies cel·lulars de CaP sensibles i resistents 

a andrògens, van identificar 43 miARNs que es troben alterats significativament en les 

cèl·lules canceroses resistents al tractament, fet que suggereix la seva implicació en el 

desenvolupament del CRPC. Els canvis específics en l'expressió dels miARNs en pacients 

amb CRPC es podrien utilitzar com una nova eina de predicció de la susceptibilitat a 

desenvolupar CRPC. A més, les noves estratègies terapèutiques basades en l'ús dels miARN 

com a fàrmacs o dianes de fàrmacs podrien explorar-se en el futur per al tractament de 

pacients amb CRPC.  
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Figura 4. MiR-21, miR-141, miR-143, miR-145, miR-221 i miR-222 en la patogènesi del CaP: papers i 
interaccions amb els gens diana. (Figura extreta de l’article: miRNAs as novel biomarkers in the 
management of prostate cancer. Filella X, Foj L. Clin Chem Lab Med. 2016 Jan 9. pii: /j/cclm.ahead-of-
print/cclm-2015-1073/cclm-2015-1073.xml. doi: 10.1515/cclm-2015-1073)  
 
 

 

3.5.3 Expressió de miARNs en càncer de pròstata  

 

L’estudi de Mitchell et al. (204) fou el primer a documentar la presència de miARNs en el 

sèrum de pacients amb CaP. Els autors van demostrar l’any 2008 que els miARNs originats 

en xenoempelts de CaP humans entren a la circulació i poden ser identificats en plasma. A 

més, també van trobar que miR-141 estava significativament més elevat en els pacients amb 

CaP avançat que en els controls, mostrant una AUC de 0,907.  

Més recentment, diversos estudis han identificat -per mitjà de tècniques de microarrays- 

perfils de miARNs circulants útils per a la detecció i pronòstic de CaP. No obstant, les 

diferències entre els perfils són substancials i només miR-141, miR-375 i miR-21 apareixen 

repetidament en diferents estudis. 
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Witwer (205) subratllà que existeix una superposició limitada entre les troballes de miARNs 

d'estudis similars en la mateixa malaltia, probablement a causa de raons metodològiques. De 

fet, tot i que els miARNs són força estables en plasma i sèrum, es requereix l’optimització i 

l’estandardització de la metodologia utilitzada per l’anàlisi de miARNs per obtenir resultats 

d’alta qualitat. Fins al moment, encara existeixen diferències a causa dels diversos tipus de 

mostra estudiats (amb diferències entre sèrum i plasma, i en el plasma, segons els diferents 

anticoagulants usats); el reactiu específic utilitzat en l'aïllament dels miARNs; la realització 

d’una PCR de preamplificació amb l’objectiu d’obtenir més cADN; i la plataforma utilitzada 

per a la qRT-PCR (AbiPrism, LightCycle, etc.); l'ús de controls endògens o exògens (per 

exemple, cel-miR-39) per tal de normalitzar els resultats, i el mètode de càlcul utilitzat, essent 

el -2ΔΔCT probablement el més freqüent. 

Fins al moment, un dels estudis més amplis sobre la utilitat clínica de miARNs circulants és 

el realitzat per Mihelich et al. (206), que mesuraren l’expressió de 21 miARNs en 50 pacients 

amb HBP i 100 pacients amb CaP en estadis T1-T2, classificats segons el grau de Gleason. 

Els autors proposen un perfil de 15 miARN (let-7a, miR-103, miR-451, miR-24, miR-26b, 

miR-30c, miR-93, miR-106a, miR-223, miR-874, miR-146a, miR-125b, miR-100, miR-107 i 

miR-130b) per distingir amb gran precisió els pacients amb CaP d'alt grau dels pacients amb 

HBP i CaP de baix grau. Set d'aquests miARNs (miR-451, miR-106a, miR-223, miR-107, 

miR-130b, let-7a i miR-26b) també eren significativament inferiors en els pacients amb CaP 

amb recidiva bioquímica després de prostatectomia radical en comparació amb aquells sense 

recidiva bioquímica. Curiosament, d'acord amb una anàlisi de regressió logística, els dos 

perfils de miARNs van ser millors predictors del grau de Gleason o recurrència bioquímica 

que altres factors prequirúrgics com el PSA, l'edat i el percentatge de cilindres positius. De la 

mateixa manera, Shen et al. (207) van trobar un perfil compost per miR-20a, miR-21, miR-

145 i miR-221 en plasma capaç de predir l'agressivitat del CaP, distingint els pacients amb 

CaP de risc baix i alt segons els criteris de D'Amico, amb una AUC de 0,824. No obstant 

això, els perfils proposats per aquests grups no se solapen en la composició dels miARNs.  

Chen et al. (208) avaluaren 1146 miARNs en el plasma de 25 pacients amb CaP (15 no 

metastàtic, 10 metastàtic) i de 17 pacients amb HBP, identificant un grup de cinc miARNs 

(miR-622, miR-1285, let-7e, let-7c, i miR -30c) que podrien diferenciar el CaP de la HBP i de 

controls sans amb una gran eficàcia, mostrant AUCs de 0,924 i 0,860, respectivament.  

Moltzahn et al. (209) identificaren en sèrum un perfil de 12 miARNs per mitjà d'un microarray. 

Les AUCs per a miR-106a, miR-1274, miR-93, miR-223, miR-874, miR-1207 i miR-24 
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oscil·laren de 0,812 a 0,928, mostrant una tendència a la correlació amb l’índex CAPRA, que 

és una avaluació del risc de CaP basada en l'edat del pacient, la concentració sèrica de PSA, 

l’estadi clínic del tumor, el grau de Gleason i el percentatge de cilindres positius en la biòpsia. 

Els autors reportaren una sobreregulació de miR-30c, miR-93, miR-106a, miR-223 i miR-451 

en pacients amb CaP d’alt risc de progressió comparats amb els de baix risc. Aquests resultats 

són oposats als indicats per l’estudi abans mencionat de Mihelich et al. (206) que mostraren 

que aquests miARNs estaven sobreexpressats en els pacients amb HBP i CaP de baix risc 

comparat amb els pacients amb CaP d’alt risc. Aquestes diferències podrien ser atribuïdes a 

la manca d’estandardització en la recollida de la mostra i en la mesura dels miARNs. 

Diversos autors han demostrat el paper dels biomarcadors urinaris en la detecció del CaP. 

L'orina és una manera possible d'obtenir nous biomarcadors del CaP, ja que per la localització 

anatòmica de la pròstata en relació amb la uretra, s’obtenen cèl·lules canceroses exfoliades o 

productes secretats pel sistema ductal prostàtic. Segons Weber et al. (210), la concentració i 

el nombre de miARNs detectables en l'orina és menor que en el plasma, fet que suggereix 

que es depuren en els ronyons o són destruïts a l'orina. No obstant això, l'enriquiment de 

l'orina amb cèl·lules prostàtiques per mitjà d’un massatge de la pròstata és una manera 

d'augmentar la presència de biomarcadors de la pròstata, millorant l’eficàcia dels tests (71). 

A més, el contingut de proteïna en l'orina és menor que en el sèrum i plasma, fet que redueix 

les interferències en l'aïllament de miARNs (211). No obstant, l’anàlisi de miARNs en orina 

té l'inconvenient derivat de la baixa concentració d'àcids nucleics en aquest fluid. Els mètodes 

per obtenir ARN basats en l'enriquiment d’ARNs petits, i una reacció de preamplificació 

abans de la qRT-PCR podrien ser necessaris per mesurar adequadament els miARNs en 

l'orina. La majoria dels estudis existents analitzaren els miARNs en el sediment de l'orina, 

però també n’hi ha que utilitzen orina total i la fracció lliure de cèl·lules, generalment 

obtingudes després d'un tacte rectal o d’un massatge prostàtic. 

Les AUCs dels diferents estudis publicats sobre miARNs en l'orina oscil·len entre 0,639 i 

0,769 (183, 212-222). Per desgràcia, no hi ha un consens en els miARNs seleccionats per a 

aquests estudis ni congruència amb els resultats publicats en sang. Per altra banda, els 

miARNs no s’han associat a recidiva bioquímica (217), concentracions sèriques de PSA (220) 

o grau de Gleason (216,220), tot i que d'acord amb Lewis et al. (183), miR-888 mesurat en el 

sobrenedant -però no en el sediment urinari- s'associa amb CaP d’alt grau. Finalment, dir 

també que el valor de miARNs podria augmentar si s’avaluen en associació amb altres tests 

en la detecció de CaP. Salido-Guadarrama et al. (223) identificaren un perfil basat en miR-
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100/200b en l’orina obtinguda després de massatge prostàtic comparant 73 pacients amb 

CaP d’alt risc i 70 pacients amb HBP.  L’AUC per aquest perfil (0,738) fou superior a 

l’obtinguda per PSA total (0,681) i %fPSA (0,710). Afegint el perfil miR-100/200b a un 

model multivariat basat en edat, tacte rectal, PSA total i %fPSA, l’AUC augmentà de 0,816 a 

0,876. D’altra banda, Egidi et al. (221) obtingueren una AUC de 0,880 amb la combinació de 

l’ARNm de la cal·licreïna humana 3 amb miR-19a-3p, mentre que Yun et al. (222) 

documentaren AUCs de 0,761 i 0,738 per hsv1-miR-H18 i hsv-2-miR-H9-5p, 

respectivament, per pacients en la zona grisa del PSA.  

Els principals estudis que avaluen la utilitat dels miARNs en sang i orina estan resumits a la 

taula 5.  

	

3.6.	Exosomes	i	càncer	de	pròstata	
 

Els exosomes són vesícules petites (30-150 nm) de doble membrana lipídica d'origen 

endocític secretades per la majoria de tipus de cèl·lules, que contenen proteïnes, lípids i àcids 

nucleics. La base de dades ExoCarta (http://exocarta.org/) conté informació sobre les 

molècules identificades en exosomes de múltiples organismes. Actualment, ExoCarta conté 

informació sobre 41.860 entrades de proteïnes, 4.946 entrades d'ARNm i 2.838 entrades de 

miARNs que s'han identificat a partir de 286 estudis d’exosomes. Els exosomes van ser 

descrits inicialment per Trams et al. (224) com vesícules de membrana exfoliades, obtingudes 

a partir de cultius de cèl·lules neoplàsiques. La seva presència s'ha confirmat més tard en el 

sèrum i plasma, així com en altres fluids biològics, incloent orina, saliva, líquid ascític, llet 

materna i líquid amniòtic. L'estudi de nous biomarcadors en exosomes és un camp 

prometedor, ja que són extraordinàriament estables en els fluids corporals i el seu contingut 

està protegit de la degradació enzimàtica per la bicapa lipídica (225,226). 

S’ha demostrat que les cèl·lules canceroses alliberen altes quantitats d’exosomes, els quals 

poden influir en la iniciació del tumor, el creixement i la progressió, així com amb la 

resistència als tractaments. S’ha trobat una quantitat significativament major d’exosomes en 

el sèrum de pacients amb càncer d'ovari en comparació amb dones sanes o amb malalties 

ovàriques benignes. A més, la quantitat d’exosomes s'ha correlacionat amb l'estadi clínic del 

càncer d'ovari, mostrant quantitats elevades en pacients en una fase avançada (227). Duijvesz 

et al. (228) van demostrar que els biomarcadors exosomals CD9 i CD63 en orina recollida 
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després de tacte rectal eren significativament més elevats en homes amb CaP. Resultats 

semblants s'han trobat en altres tumors, incloent càncer de pulmó, càncer colorectal i 

leucèmia limfocítica crònica (229-231). 

La implicació emergent dels exosomes en la carcinogènesi es deu a la seva participació en la 

comunicació intercel·lular. Els exosomes derivats de tumors intercanvien informació amb 

altres cèl·lules canceroses i també amb altres tipus de cèl·lules, incloses les cèl·lules de 

l'estroma i la matriu extracel·lular, establint així les condicions favorables per al creixement 

del tumor i la invasió. Els exosomes poden estimular les cèl·lules diana a través de diferents 

vies, incloent la interacció amb receptors específics de membrana, l’endocitosi i la 

transferència horitzontal de proteïnes i molècules d’ARNm, ARN no codificants grans i 

miARNs (232). Els estudis publicats mostren que els exosomes derivats de cèl·lules 

canceroses contribueixen activament a la progressió de la malaltia (233). Franzen et al. (234) 

demostraren que el procés d’EMT a les cèl·lules urotelials està induït per exosomes derivats 

de càncer de bufeta invasiu. Dades semblants s’han documentat per a CaP. Abd Elmageed 

et al. (235) van demostrar que els exosomes de cèl·lules de CaP poden induir la transformació 

neoplàsica de les cèl·lules mare derivades de teixit adipós a través de la transferència 

horitzontal de diversos factors oncogènics, incloent els oncomiRs miR-125b, miR-130b i 

miR-155. A més, d'acord amb Hosseini-Beheshti et al. (236), els exosomes derivats de 

cèl·lules de CaP poden contribuir a la progressió del càncer, reduint l'apoptosi, augmentant 

la proliferació de cèl·lules canceroses, i induint la migració cel·lular en cèl·lules LNCaP i 

RWPE-1. 

Malgrat el creixent interès en el paper dels exosomes en diverses malalties i el seu ús en 

estudis funcionals i pel descobriment de nous biomarcadors, no existeix encara un mètode 

estàndard per obtenir exosomes purs i ben caracteritzats. El mètode més comú per l'aïllament 

d’exosomes és la centrifugació diferencial, que consta de diverses etapes de centrifugació 

amb l'augment gradual de la força centrífuga per sedimentar seqüencialment les cèl·lules (300 

g), microvesícules (10.000 g) i exosomes (100.000 g) (237). A la pràctica s’utilitzen moltes 

variacions d’aquestes velocitats. L’ús de filtres de 0,45 i 0,2 mm s'utilitza opcionalment abans 

de sedimentar els exosomes. A més, l'aïllament basat en gradients de densitat, mitjançant 

sucrosa o iodixanol, es pot utilitzar per obtenir preparacions d’exosomes més pures. També 

s’han desenvolupat en els últims anys reactius comercials fàcils d’usar, que inclouen solucions 

de precipitació, com ara els kits ExoQuick™ o Total Exosome Isolation™, i mètodes basats 

en columnes, com exoRNeasy® sèrum/plasma. El microscopi electrònic de transmissió o la 
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immunoelectromicroscòpia es fan servir per a comprovar la presència dels exosomes. A més, 

el Western blot i l'ELISA també es poden utilitzar per detectar diversos marcadors exosomals 

(com CD9, CD63 i CD81) amb l’objectiu d'identificar les vesícules aïllades com a exosomes. 

Pocs estudis han avaluat els biomarcadors exosomals per la detecció i el pronòstic del CaP. 

Øverbye et al. (238) estudiaren el proteoma dels exosomes urinaris en 15 subjectes sans i 16 

pacients amb CaP mitjançant espectrometria de masses per identificar-ne les proteïnes. 

Aquest estudi va mostrar que 246 proteïnes estaven alterarades de manera significativa en els 

exosomes urinaris de pacients amb CaP. Els autors van trobar que 17 proteïnes presentaven 

sensibilitats per sobre del 60% amb un 100% d'especificitat. Es registraren les majors 

sensibilitats per a la proteïna transmembrana 256 (TM256) (94%), la proteïna LAMTOR1 

(81%) i la proteïna ADIRF (81%). Els autors obtingueren una AUC de 0,87 per TM256, que 

va augmentar a 0,94 mitjançant la combinació amb LAMTOR1. 

D’altra banda, Dijkstra et al. (239) realitzaren una comparació de PCA3 i TMPRSS2:ERG 

entre el sediment urinari i els exosomes, concloent que els exosomes semblen ser una font 

més robusta de biomarcadors, encara que una proporció significativa de les mostres no es 

pogueren avaluar, ja que no arribaven al límit de detecció analítica. La quantitat de PCA3 i 

TMPRSS2:ERG exosomals van ser significativament més elevats quan l'orina es recollia 

després d'un massatge de pròstata. Més recentment, resultats publicats per aquest mateix 

grup basats en 29 homes sotmesos a biòpsia de pròstata mostraren que PCA3 i ERG donen 

millors resultats en orina total que en el sediment urinari o en els exosomes (240). No es van 

trobar diferències significatives per cap d’aquests biomarcadors en exosomes comparant els 

pacients amb CaP i sense CaP. 

Donovan et al. (241) aportaren resultats oposats a l’estudiar la combinació de l’ARNm 

exosomal de PCA3 i d’ERG en la detecció de CaP d'alt grau. Els autors van estudiar tots dos 

biomarcadors en mostres d'orina obtingudes sense massatge de pròstata de 195 pacients 

sotmesos a biòpsia inicial per la concentració sèrica de PSA en la zona grisa. Van demostrar 

que l’índex EXO106 (obtingut mitjançant la suma de la quantitat normalitzada d’ARNm de 

PCA3 i la quantitat d'ARNm d’ERG en exosomes) es relaciona amb el grau de Gleason, 

existint resultats més elevats en els pacients amb un grau de Gleason ≥7. Els autors 

proposaren combinar l’índex EXO106 juntament amb el PSA, l'edat, l’ètnia i la història 

familiar de CaP per a la detecció de CaP d’alt grau, mostrant valors predictius negatius i 

positius de 97,5% i 34,5%, respectivament (AUC: 0,803). 

Diversos autors han suggerit que els exosomes obtinguts de la sang i l'orina són una font 
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consistent de miARNs per a la detecció de diverses malalties (242-245), tot i que altres 

investigadors subratllen que els exosomes no contenen una quantitat biològicament 

significativa de miARNs en preparacions estàndard (246). Així, segons Arroyo et al. (247), 

els miARNs associats a vesícules només són una minoria, mentre que al voltant del 90% dels 

miARNs en la circulació estan presents en una forma no unida a membrana. En canvi, Gallo 

et al. (248) van mostrar que la majoria dels miARNs detectables en el sèrum i la saliva es 

concentren en exosomes. Igualment, Cheng et al. (242) van observar que la proporció més 

alta de miARN en orina s’extreia dels exosomes. 

Diversos estudis han avaluat la utilitat dels miARNs dels exosomes per la detecció del CaP 

(taula 5). Li et al. (249) trobaren nivells d’expressió de miR-141 significativament més elevats 

en exosomes que en sèrum. A més, aquests autors van informar que el nivells d’expressió de 

miR-141 en els exosomes del sèrum eren significativament més elevats en pacients amb CaP 

en comparació amb els pacients amb HBP i controls sans, trobant la quantitat més alta en 

pacients amb CaP metastàtic. D'altra banda, segons Huang et al. (250) els nivells d’expressió 

de miR-1290 i miR-375 en exosomes del plasma estaven significativament associats amb una 

supervivència global disminuïda. L’addició d'aquests nous biomarcadors en un model de 

predicció del pronòstic clínic millorà el rendiment predictiu amb un augment de l'AUC de 

0,66 a 0,73. D'altra banda, Bryzgunova et al. (251) han demostrat recentment resultats 

prometedors en la detecció del CaP, amb l'anàlisi de miR-19b en exosomes urinaris aïllats 

per centrifugació diferencial. Finalment, Samsonov et al. (252) trobaren sobreexpressats miR-

21, miR-141 i miR-574 en pacients amb CaP en comparació amb els controls sans en 

exosomes urinaris aïllats mitjançant un mètode basat en aglutinació per lectina. No obstant 

això, només miR-141 es va trobar sobreexpressat significativament quan els exosomes 

urinaris s’aïllaven mitjançant centrifugació diferencial. 

En els últims anys, les tecnologies NGS han revelat la presència de variants de la seqüència 

de miARNs, anomenats isomiRs, mostrant la seva utilitat com a biomarcadors. Aquests es 

generen a partir d'un únic locus d’un miARN durant el seu procés de formació i maduració. 

Koppers-Lalic et al. (253) van suggerir que els isomiRs de miR-21, miR-375 i miR-204 

mesurats en vesícules extracel·lulars de l’orina podien distingir els pacients amb CaP dels 

controls. Els autors van trobar una AUC de 0,821 per a aquest conjunt d’isomiRs, mentre 

que l’AUC corresponent al miARN madur era de 0,661. L'existència d'isomiRs podria 

explicar els desacords sobre la utilitat dels miARNs en la detecció del CaP. 

Els resultats preliminars sobre biomarcadors exosomals són prometedors, malgrat els 
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resultats contradictoris publicats. Es requereixen estudis clínics més amplis i nous avenços 

en l'estandardització dels procediments d'aïllament i caracterització per tal d’avaluar amb 

precisió la utilitat clínica dels exosomes. 
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La hipòtesi principal dels estudis inclosos en aquesta memòria és que els nous 

biomarcadors de CaP avaluats en aquesta tesi: %[-2]proPSA, PHI, gen PCA3, miARNs són 

útils per millorar l’eficàcia en el diagnòstic del CaP basat en la mesura plasmàtica del PSA i 

PSA lliure, permetent així reduir el nombre de biòpsies negatives obtingudes amb l'algoritme 

utilitzat actualment. D’altra banda, aquests biomarcadors s’associen amb l’agressivitat del 

tumor, cosa que permet distingir els CaP de baix risc dels d’alt risc de progressió.  

 

Per provar aquesta hipòtesi, s’han dut a terme tres estudis. A continuació es presenten les 

hipòtesis i els objectius globals de cada un dels estudis inclosos en aquesta memòria.  

 

Estudi 1. L’estudi 1 comprèn els següents subestudis realitzats en la mateixa cohort:  

ü Utilitat clínica de %[-2]proPSA i PHI en la detecció del càncer de pròstata  

ü La influència del volum prostàtic en el rendiment diagnòstic de PHI en pacients amb PSA< 10 

µg/L 

 

Hipòtesi: La mesura de [-2]proPSA i PHI pot contribuir a la reducció del nombre de 

biòpsies negatives i, per altra banda, permetria identificar malalts amb CaP d’alt risc, 

disminuint així el sobrediagnòstic de CaP de baix risc de progressió. 

 

Objectius de l’estudi: 

- Avaluar la utilitat de %[-2]proPSA i PHI en la detecció del CaP. 

- Estimar la relació de %[-2]proPSA i PHI amb l’agressivitat del CaP.  

- Desenvolupar un model multivariat incorporant %[-2]proPSA i PHI per predir el 

CaP en pacients amb PSA<10 µg/L. 

- Avaluar la influència del volum prostàtic en el rendiment diagnòstic d’aquests 

models. 

 

Estudi 2. L’estudi 2 comprèn el següent estudi:   

ü Utilitat de la tècnica de real-time PCR per la determinació de PCA3 orina en la 
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detecció del CaP.  

 

Hipòtesi: La mesura del gen PCA3 en orina recollida després de massatge prostàtic 

esdevé una tècnica útil per millorar l'eficàcia en el diagnòstic del CaP. A més, l’índex de 

PCA3 pot contribuir a distingir entre pacients amb CaP de baix o alt risc, reduint el 

sobrediagnòstic de càncers de baix risc de progressió. 

 

Objectius de l’estudi: 

- Avaluar la utilitat de l’índex de PCA3 en la detecció del CaP. 

- Estimar la relació de l’índex de PCA3 amb l’agressivitat del CaP.  

 

Estudi 3. L’estudi 3 comprèn el següent estudi:   

ü miARNs urinaris exosomals i no exosomals en la detecció i pronòstic del CaP. 

 

Hipòtesi: La detecció de certs microARNs en sediments i en exosomes en orina 

recollida després de massatge prostàtic esdevé una tècnica útil per millorar l'eficàcia en el 

diagnòstic del CaP. A més, els microRNAs poden contribuir a distingir entre pacients 

amb CaP de baix o alt risc, reduint el sobrediagnòstic dels càncers de baix risc de 

progressió. 

 

Objectius de l’estudi: 

- Estudiar el potencial de 5 miARNs associats a CaP: miR-21, miR-141, miR-214, miR-

375 i let-7c en els sediments i exosomes urinaris com a biomarcadors per la detecció 

del CaP. 

- Estudiar el potencial de 5 miARNs associats a CaP: miR-21, miR-141, miR-214, miR-

375 i let-7c en els sediments i exosomes urinaris com a biomarcadors pronòstics del 

CaP. 
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La detecció precoç del CaP en l'era del PSA ha comportat nous reptes per a l'avaluació clínica 

i la selecció del tractament. El U.S. Preventive Services Task Force va presentar noves 

recomanacions controvertides sobre l'ús de PSA en el cribratge del CaP,  explicant una 

mínima o nul·la reducció en la mortalitat específica per CaP, i els danys relacionats amb 

l'avaluació i tractaments posteriors, alguns dels quals serien innecessaris (254). Certament, la 

detecció del CaP té dos reptes en relació amb l'elevat nombre de biòpsies negatives i l’elevada 

proporció de pacients diagnosticats amb tumors poc agressius. En el curs dels últims anys 

s'han introduït nous biomarcadors per a la detecció precoç del CaP, oferint una millora en la 

detecció i essent alguns d’ells útils en la diferenciació entre CaP agressiu i no agressiu. En 

aquesta tesi presento  resultats referents als biomarcadors analitzats en sèrum (PHI, [-2] 

proPSA) i en orina (PCA3, en sediments; miARNs, en sediments i exosomes). 

En el primer estudi d’aquesta tesi es presenten resultats sobre la utilitat de %[-2] proPSA i 

PHI en 354 pacients, dels quals 175 amb CaP. Els resultats obtinguts confirmen els resultats 

publicats prèviament relacionats amb aquests dos biomarcadors, demostrant que el 

rendiment diagnòstic en la detecció del CaP de %[-2] proPSA i PHI és superior al del PSA 

total i %fPSA. Així per exemple, l’estudi multicèntric de Stephan et al. va mostrar AUCs de 

0,72 i 0,74 per %[-2] proPSA i PHI, respectivament (109). També l’estudi multicèntric i 

prospectiu de Lazzeri et al. (110) va obtenir una AUC de 0,67 per ambdós biomarcadors. 

El rendiment diagnòstic de PHI i %[-2] proPSA obtingut en el nostre estudi fou molt similar, 

mostrant AUCs de 0,732 i 0,723, respectivament, per a les dues proves. Malgrat això, en el 

nostre estudi, el guany en el rendiment predictiu de %[-2] proPSA i PHI no fou significatiu 

en comparació amb %fPSA (AUC: 0,705). Lazzeri et al. (110) tampoc trobaren diferències 

entre els valors d’AUC de %[-2] proPSA (0,67) i PHI (0,67) i l’AUC de % fPSA (0,64). En 

canvi, segons Stephan et al. (109), les AUCs obtingudes per %[-2] proPSA (0,72) i PHI (0,74) 

superaren significativament la del %fPSA (0,61). La comparació de l’especificitat obtinguda 

per un valor discriminant corresponent al 90% de sensibilitat revela que l'especificitat de PHI 

en el nostre estudi és més alta que l'especificitat dels altres tests, incloent %[-2] proPSA i 

%fPSA (27,4% per PHI; 16,2% per %[-2] proPSA; i 17,9% per %fPSA). En conseqüència, 

el percentatge de biòpsies estalviades fou del 19% per PHI, del 12,7% per %[-2] proPSA i 

del 13,8% per %fPSA utilitzant valors discriminants de 31,94, 1,21 i 26,41, respectivament. 

Els nostres resultats van ser similars als reportats per Lazzeri et al. (110), els quals obtingueren 

una reducció de les biòpsies del 17% i 15,5% amb l'ús de %[-2] proPSA (valor discriminant: 

1,22) i PHI (valor discriminant: 27,6), respectivament. Vam trobar resultats comparables 
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analitzant els pacients amb concentracions de PSA en la zona grisa (1,6-8 µg/L de PSA), 

encara que amb una especificitat menor per PHI, %[-2] proPSA i %fPSA en aquest grup de 

pacients (22,1, 11,8, i 11,8, respectivament). Les AUCs per PHI (0,729) i %[-2] proPSA 

(0,715) foren només lleugerament més baixes en aquests pacients que en el grup global (0,732 

i 0,723 per PHI i %[-2] proPSA, respectivament). 

La reducció de les biòpsies és un punt clau que justifica l'ús de %[-2] proPSA i PHI per tal 

de reduir la morbiditat així com per reduir els costos econòmics relacionats amb la biòpsia. 

Segons Nichol et al. (120), tot i que el cost de la mesura de %[-2] proPSA és 2-3 vegades més 

gran que el de la mesura de PSA total i fPSA, l'ús de %[-2] proPSA i PHI per a la detecció 

del CaP disminueix els costos globals, ja que el cost de la prova de sang addicional es 

compensa amb l’estalvi en els costos de les visites al consultori mèdic i l'estalvi de biòpsies 

innecessàries.  

En el primer estudi d’aquesta tesi, també vam avaluar %[-2] proPSA i PHI en pacients de la 

mateixa cohort que el primer estudi però amb concentracions sèriques de PSA inferior a 10 

µg/L mitjançant una anàlisi univariada i multivariada, aquesta última incloent un model de 

regressió logística i una xarxa neuronal artificial. L’anàlisi univariada mostrava resultats 

similars als dels estudis publicats, obtenint la major AUC per PHI (0,748). A més, vam trobar 

una associació de %[-2] proPSA i PHI amb el grau de Gleason de la biòpsia, com s’havia 

descrit en estudis previs (109,110,113,255). Segons les nostres dades, PHI no està relacionat 

amb el volum prostàtic en pacients amb biòpsia negativa, mentre que aquesta associació sí 

que s’observà per als altres biomarcadors. En contrast, en pacients amb CaP, es trobaren 

diferències significatives per a tots els biomarcadors, exceptuant el PSA total. Per tant, els 

nostres resultats remarquen diferències en el rendiment diagnòstic per aquests biomarcadors 

en relació al volum prostàtic. El rendiment diagnòstic de PHI varià en relació al volum 

prostàtic, amb AUCs de 0,818, 0,716 i 0,654 per pacients amb volums prostàtics petits (≤35 

cm3), mitjans (36-50 cm3) i grans (>50 cm3), respectivament. Aquests resultats no concorden 

amb resultats reportats prèviament per Catalona et al. (255), els quals indicaren que PHI no 

està associat amb el volum prostàtic, amb AUCs similars per pacients amb volum prostàtic 

≤38 cm3 (0,693), 39–53 cm3 (0,707) i  ≥54 cm3 (0,642). No tenim explicació per aquests 

resultats discordants, encara que la mediana del volum prostàtic en pacients amb biòpsia 

negativa fou superior en el nostre estudi (64,25 vs 51 cm3). Recentment, Stephan et al. (256) 

avaluaren la densitat de PHI (incloent el volum prostàtic) en un estudi amb 118 pacients. 

Comparat amb el PSA (AUC 0,52), la densitat de PSA (AUC 0,70), %fPSA (AUC 0,75), i 
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PHI (AUC 0,76), la densitat de PHI demostrà la major capacitat de distingir el CaP 

clínicament significant amb una AUC de 0,84. Tot i així, són necessaris més estudis per 

confirmar el rendiment més alt de PHI en pacients amb volums prostàtics petits. En tot cas, 

com veurem, diversos models multivariats inclouen el volum de la pròstata en el seu càlcul. 

La combinació de múltiples biomarcadors per a la detecció del CaP fou proposada per 

Mikolajczyk et al. (126) el 2004, tenint en compte que això reflecteix la naturalesa 

multidimensional de la malaltia de la pròstata, que va des del càncer metastàtic a la HBP i la 

inflamació. Els nostres resultats demostren aquest fet, amb la millora del rendiment 

diagnòstic en la detecció de CaP a l’emprar un model multivariat, en particular quan s’inclou 

el volum prostàtic.  

Mitjançant corbes de decisió analítica, hem demostrat que l’ús de models que incloguin PHI 

i %[-2] proPSA pot millorar de forma important la precisió obtinguda amb un model base. 

Sokoll et al. (111) suggeriren l'ús d'un model multivariat, obtenint una AUC de 0,76 per als 

pacients amb concentracions sèriques de PSA entre 2 i 10 µg/L. Aquest model incloïa PSA 

total, %fPSA i %[-2] proPSA, juntament amb diversos factors clínics i demogràfics, però no 

el volum de la pròstata. També, Stephan et al. (112) van proposar un model multivariat, 

construït per mitjà de regressió logística i xarxes neuronals artificials, indicant que no hi havia 

millora quan el volum prostàtic s’incloïa en el model. No obstant, un segon estudi realitzat 

per Stephan et al. (109) millorava el rendiment diagnòstic de la detecció del CaP afegint %[-

2] proPSA (AUC: 0,75) o PHI (AUC: 0,75) a un model multivariat basat en l'edat del pacient, 

el volum de la pròstata, el tacte rectal, el PSA total i %fPSA (AUC: 0,69). També es va 

incloure el volum prostàtic en el model multivariat descrit per Guazzoni et al. (113) mostrant 

un guany en la precisió predictiva de 0,10 o 0,11, respectivament, quan %[-2] proPSA (AUC: 

0,82) o PHI (AUC: 0,83) s’afegien a un model base que incloïa l'edat del pacient, el volum de 

la pròstata, PSA total i  %fPSA (AUC: 0,72). 

En el nostre estudi s'observen algunes diferències en relació amb resultats publicats 

anteriorment. Nosaltres obtinguérem una major AUC per al model base, el qual incloïa l'edat 

del pacient, el volum de la pròstata, PSA total i % fPSA (0,762), probablement perquè l’AUC 

per al %fPSA és major en el nostre estudi: 0,70 enfront de 0,61 reportat per Stephan et al. 

(109), i 0,58 reportat per Guazzoni et al. (113). No obstant, els nostres resultats són 

comparables amb els resultats publicats quan %[-2] proPSA i PHI s’afegiren al model base, 

obtenint un guany similar (0,053 i 0,040, utilitzant regressió logística i xarxa neuronal artificial, 
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respectivament) als reportats per Stephan et al. (109) (0,06, incloent %[-2] proPSA o PHI) i 

Guazzoni et al. (113) (0,10 i 0,11, incloent %[-2] proPSA i PHI, respectivament). El nostre 

estudi posa en relleu el significat del volum prostàtic en la interpretació dels biomarcadors 

del CaP. Les AUC obtingudes mitjançant una anàlisi multivariada foren inferiors per a tots 

els models quan s’excloïa el volum prostàtic. A més, observàrem diferències en les corbes 

ROC segons el volum de la pròstata, obtenint el major rendiment per a tots els biomarcadors 

en pacients amb volum prostàtic petit. Els resultats remarquen la relació de PHI amb el 

volum de la pròstata en pacients amb CaP, però no en pacients amb biòpsia negativa. Aquest 

és un tret característic de PHI oposat als altres biomarcadors avaluats en aquest estudi, en 

concret PSA total, %[-2] proPSA i %fPSA. D'altra banda, en pacients amb CaP, els valors de 

PHI van ser significativament superiors en els pacients amb un volum de la pròstata petit 

que en els pacients amb pròstates mitjanes o grans.  

En conclusió, la precisió per detectar CaP millorava quan s’incloïa PHI o %[-2] proPSA en 

el model multivariat, obtenint AUCs de 0,802 i 0,815 utilitzant una anàlisi de regressió 

logística o una xarxa neuronal artificial, respectivament. No obstant, el volum prostàtic és un 

factor clau en la interpretació dels biomarcadors utilitzats per detectar CaP.  

El valor de %[-2] proPSA i PHI és particularment important per la relació d'aquests 

biomarcadors amb el CaP agressiu. La disponibilitat de biomarcadors d’agressivitat  és un 

punt clau ja que una proporció substancial de nous tumors diagnosticats són clínicament 

insignificants i aquests pacients poden ser candidats a vigilància activa (257). L’estudi PIVOT 

(Prostate Cancer Intervention versus Observation Trial) (258) es realitzà en 731 homes amb 

CaP localitzat que foren assignats aleatòriament a un tractament de prostatectomia radical o 

a observació i seguits durant 12 anys. No es trobaren reduccions significatives de la mortalitat 

entre els pacients tractats amb prostatectomia radical en comparació amb els pacients 

sotmesos a observació. Els resultats reportats en l'estudi PIVOT posen de manifest la utilitat 

dels factors de risc en el maneig de pacients amb CaP per tal de seleccionar apropiadament 

si s’han de sotmetre a tractament radical o a vigilància activa. Tosoian et al. (124) suggeriren 

que en els homes en vigilància activa, PHI sembla proporcionar una millor predicció de la 

reclassificació de biòpsia durant el seguiment.  

Diversos autors han demostrat que %[-2] proPSA i PHI estan relacionats amb l'agressivitat 

del CaP, amb resultats superiors d'aquests biomarcadors en pacients amb un grau de Gleason 

de 7 o superior i en pacients amb tumors localment avançats (111-113, 122). En el nostre 
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estudi advertírem que %[-2] proPSA i PHI estan en quantitats significativament més elevades 

en pacients amb grau de Gleason de la biòpsia igual o superior a 7. En canvi, no es van 

observar diferències entre aquests grups de pacients en relació amb %fPSA. També hi hagué 

associació entre quantitats elevades de %[-2] proPSA i PHI i estadis clínics T2-3. Resultats 

similars foren publicats per Stephan et al. (109) i Lazzeri et al. (110). Per tant, %[-2] proPSA 

i PHI són útils particularment en la detecció de CaP agressiu, mostrant el millor rendiment 

diagnòstic en la detecció d’aquests tumors. En la població estudiada, les AUCs obtingudes 

en la comparació de pacients amb biòpsia negativa i CaP amb grau de Gleason ≥ 7 van ser 

de 0,833 i 0,813 per PHI i %[-2] proPSA, respectivament. Aquest és un punt important tenint 

en compte els dubtes sobre si els pacients amb CaP amb grau de Gleason de 6 haurien de 

considerar-se realment càncers (19). A causa de l’associació de %[-2] proPSA i PHI amb el 

grau de Gleason de la biòpsia, és necessari remarcar que els resultats obtinguts en el nostre 

estudi podrien estar influenciats per l’elevat percentatge de pacients amb grau de Gleason 

inferior a 7. El guany en les AUCs per %[-2]proPSA (de 0,723 a 0,813) i PHI (de 0,732 a 

0,833) fou superior al guany en les AUCs per %fPSA (de 0,705 a 0,753) quan comparàrem 

l’anàlisi de corbes ROC considerant tots els pacients, amb l’anàlisi de corbes ROC 

considerant els pacients amb biòpsia negativa enfront els pacients amb CaP i un grau de 

Gleason de la biòpsia ≥ 7.  

En resum, PHI resultà ser el millor paràmetre per predir CaP en el nostre estudi basat en 

resultats de 354 pacients, amb associació entre %[-2] proPSA i PHI i l’agressivitat del tumor. 

Els nostres resultats confirmen resultats d’estudis previs, amb AUCs i resultats de sensibilitat 

i especificitat similars, encara que el rendiment diagnòstic de %fPSA és lleugerament superior 

que en altres estudis. Nosaltres suggerim l’ús d’un valor discriminant de 32 per PHI i 1,21 

per %[-2] proPSA, corresponents a una sensibilitat del 90% en la nostra cohort. Malgrat que 

altres autors han indicat valors discriminants similars, són necessaris estudis multicèntrics per 

tal de definir el valor discriminant més adequat per ambdós biomarcadors. La implementació 

d’aquests biomarcadors a la pràctica clínica milloraria la precisió en la detecció del CaP, 

reduint així el nombre de biòpsies innecessàries i millorant la predicció de l’agressivitat del 

tumor.  

L’estudi de nous biomarcadors en orina s’ha intensificat en els últims anys amb l’objectiu de 

millorar l’eficàcia del diagnòstic del CaP i la predicció del pronòstic. L’orina presenta 

avantatges respecte al sèrum o al plasma, ja que els biomarcadors produïts per les cèl·lules 

canceroses van directament a l’orina, on estan diluïts en un volum més petit. La mesura 
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d’aquests biomarcadors és particularment interessant quan la mostra s’obté després d’un 

massatge prostàtic, per tal d’augmentar la quantitat de material prostàtic (259). Segons Sokoll 

et al. (260), les mostres obtingudes després d’un massatge prostàtic proporcionen una taxa 

informativa del 95,5%, mentre que les orines de primera hora del matí i les mostres 

obtingudes abans del massatge prostàtic tenen taxes marcadament més baixes (80,4% i 

74,4%, respectivament). 

En el tercer estudi d’aquesta tesi, analitzàrem la capacitat de l’índex PCA3 de predir el resultat 

de la biòpsia en mostres d’orina obtingudes després d’un massatge prostàtic de 122 pacients 

amb concentracions sèriques de PSA d’entre 4 i 20 µg/L. Trobàrem que la probabilitat de 

CaP estava relacionada amb l’índex PCA3, amb resultats que anaven des del 36,8% quan 

l’índex de PCA3 era ≤0,90, al 96,4% quan l’índex de PCA3 era >1,04.  

En el nostre estudi, obtinguérem un rendiment diagnòstic elevat, amb una AUC de 0,804. 

Els valors d’AUC publicats per a PCA3 oscil·len entre 0,60 i 0,90 (261, 262), sense diferències 

entre el test semiautomatitzat de Progensa™, aprovat per la FDA, i les tècniques de qRT-

PCR. Diversos estudis publicats en els darrers anys mostren el valor clínic de PCA3 en la 

detecció del CaP, que supera l’especificitat del PSA i també del %fPSA en la majoria dels 

casos. El nostre estudi subratlla que l’índex de PCA3 té un rendiment diagnòstic superior al 

del PSA (AUC: 0,587) i del %fPSA (AUC: 0,697), malgrat que només es trobaren diferències 

significatives entre PCA3 i PSA total. Aquests resultats estan en concordança amb la major 

part dels estudis publicats (83, 263-266), però difereixen dels resultats publicats per Auprich 

et al. (267) que mostraren un millor rendiment diagnòstic del %fPSA en el grup de pacients 

amb dos o més biòpsies prèvies negatives. En la nostra experiència, el rendiment de l’índex 

de PCA3 fou independent de la concentració sèrica de PSA, essent les AUCs molt similars 

en el grup de pacients amb concentracions de PSA entre 4 i 10 µg/L (0,793) i en el grup de 

pacients amb PSA entre 10,1 i 20 µg/L (0,821). D’altra banda, no vam trobar diferències 

significatives per pacients sotmesos a primera biòpsia (AUC: 0,764), o biòpsia repetida a 

causa d’un resultat negatiu previ (AUC: 0,816). Ambdós punts coincideixen amb les 

conclusions reportades per Bradley et al. (80) en una revisió comparativa, en què analitzaren 

24 estudis observacionals adreçats a avaluar l’eficàcia diagnòstica de l’índex de PCA3. 

Com hem explicat a la introducció d’aquesta tesi, un dels punts més controvertits sobre 

l’índex de PCA3 és la definició del valor discriminant que s’ha d’utilitzar per detectar el CaP 

amb una adequada sensibilitat i especificitat. Quan s’usa el test comercial de Progensa™, el 
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valor discriminant més comú és 35, malgrat que el recomanat per la FDA és 25. Tot i així, 

Capoluongo et al. (85) obtingueren el millor rendiment diagnòstic utilitzant un valor 

discriminant de 20, amb una sensibilitat del 95,4% i especificitat del 30,9%. El principal 

inconvenient de fer servir una tècnica manual per mesurar l’índex de PCA3, com en l’estudi 

que es presenta, és que el valor discriminant ha de ser definit sense cap referència sobre 

l'experiència obtinguda amb la mesura de PCA3 pel reactiu comercial de Progensa™. En 

aquest estudi vam escollir un valor discriminant de 0,90 per tal de reduir al mínim el nombre 

de resultats falsos negatius. Amb l'ús d'aquest valor discriminant, la sensibilitat va ser del 

92,5% i l’especificitat del 41,4%. Resultats similars en especificitat han estat reportats per 

altres autors usant valors discriminants corresponents a una sensibilitat del voltant del 90% 

(84,268,269). Mitjançant  qRT-PCR, amb una sensibilitat del 90%, Rigau et al. (270) van 

trobar una especificitat del 25%, mentre que Salami et al. (268), per a una sensibilitat del 93%, 

van trobar una especificitat del 37%. D'altra banda, Crawford et al. (84) i Rubio-Briones et 

al. (271), utilitzant la prova de PCA3 de Progensa™, documentaren especificitats de 36,6% i 

33% per a sensibilitats de 86,5% i 85%, respectivament. També, Chun et al. (269), utilitzant 

la prova de PCA3 de Progensa™, van trobar una especificitat del 45% per a un valor 

discriminant de 17, corresponent a una sensibilitat del 81,3%. 

Per tal de seleccionar millor els pacients amb CaP candidats a un programa de vigilància 

activa, és necessari disposar de biomarcadors d'agressivitat. Ferro et al. (265), avaluaren el 

rendiment de la prova PCA3 Progensa™ en 300 pacients, i suggeriren que els pacients amb 

CaP candidats a vigilància activa tenien valors d’índex de PCA3 significativament més baixos. 

No obstant, i com ja hem explicat a la introducció d’aquesta tesi, la relació de l’índex de 

PCA3 amb l'agressivitat del tumor és un punt controvertit, amb estudis que suggereixen 

aquesta relació (85-87), i altres que conclouen que no existeix relació de l’índex de PCA3 amb 

el grau de Gleason o l’estadi clínic o patològic (88-90). Els nostres resultats no mostren 

evidència de la correlació de l’índex de PCA3 amb el grau de Gleason ni amb l’estadi clínic o 

el patològic.  

Els resultats presentats en aquest estudi són encoratjadors, però tenen diverses limitacions. 

És important assenyalar que les nostres dades, i la de la majoria dels estudis publicats sobre 

PCA3, són realitzats en pacients seleccionats per biòpsia d'acord amb la concentració sèrica 

de PSA. En el nostre estudi es van analitzar pacients amb concentracions de PSA entre 4 i 

20 µg/L. Les diferències en les AUCs entre l’índex de PCA3 i PSA probablement serien 

menors si els pacients se seleccionessin minimitzant el biaix causat per la influència de PSA 
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en la seva selecció. D'altra banda, tot i que els resultats inicials suggereixen que PCA3 se 

sobreexpressa en el teixit amb CaP, es detectaren resultats falsos negatius en el nostre estudi, 

incloent entre ells dos pacients amb grau de Gleason de la biòpsia de 9. 

Els resultats presentats en aquest estudi utilitzant una tècnica de qRT-PCR són comparables 

als resultats publicats utilitzant la tècnica de Progensa™ per mesurar PCA3 aprovada per la 

FDA. La tècnica de qRT-PCR és de fàcil realització i baix preu amb un ús potencial per la 

detecció del CaP, mostrant els pacients amb un índex de PCA3 elevat una probabilitat alta 

de càncer. En conclusió, l’índex de PCA3 podria millorar la predicció de CaP i ajudar a 

seleccionar millor els pacients candidats a biòpsia. Tanmateix, la seva discutida relació amb 

l’agressivitat del tumor, tal i com apunten els resultats obtinguts en aquesta tesi, constitueix 

un punt de dubte sobre la seva utilitat. 

En el quart estudi d’aquesta tesi, s’analitzà l’expressió de 5 miARNs en sediments urinaris de 

60 pacients amb CaP i 10 controls sans. A més a més, aquests miARNs també els vam 

estudiar en exosomes aïllats de l’orina de 52 d’aquests pacients amb CaP i de tots els controls 

sans. Vam observar que miR-21, miR-141 i miR-375 es trobaven significativament 

sobreexpressats en els sediments dels pacients amb CaP mentre que miR-214 estava 

significativament infraexpressat. Suggerim un perfil combinat de miR-21 i miR-375 com la 

millor combinació per distingir els pacients amb CaP i els controls sans, amb una AUC de 

0,872. Quan estudiàrem l’expressió dels mateixos miARNs en els exosomes urinaris, vam 

confirmar que l’expressió de miR-21 i miR-375 també estava significativament elevada en els 

pacients amb CaP. No es trobaren diferències significatives per miR-141 i miR-214 en 

exosomes comparant ambdós grups, però sí una tendència a la sobreexpressió per miR-141. 

Let-7c, per altra banda, estava significativament sobreexpressat en exosomes, però no en els 

sediments.  

Els miARNs urinaris amb potencial diagnòstic per la identificació del CaP s’han reportat en 

diversos estudis previs, i en diverses fraccions de l’orina (272,273). Les nostres dades 

concorden amb els resultats publicats recentment per Stuopelytė et al. (274), que mostraren 

quantitats de miR-21 majors en sediments urinaris de pacients amb CaP que en pacients amb 

HBP. També concorden amb els resultats obtinguts per Srivastava et al. (212), els quals 

trobaren que miR-214 estava infraexpressat en mostres d’orina total en pacients amb CaP 

comparat amb controls sans. Segons Ahumada-Tamayo et al. (215), let-7c està 

sobreexpressat en sediments urinaris de pacients amb CaP respecte pacients amb HBP. En 
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l’estudi que es presenta, en canvi, només es trobaren diferències significatives per let-7c en 

exosomes urinaris i no en sediments. Contràriament als nostres resultats, Bryant et al. (214) 

no van trobar diferències significatives per miR-375 ni per miR-141 en sediments urinaris 

comparant pacients amb CaP i controls benignes. Les diferències en la metodologia podrien 

explicar els resultats contradictoris entre els diversos estudis (205). 

En realitat són pocs els investigadors que han estudiat els miARNs en exosomes urinaris en 

pacients amb CaP fins al moment. Per una banda, Bryzgunova et al. (251) han mostrat 

recentment resultats prometedors per la detecció del CaP amb l’anàlisi de miR-19b en 

exosomes urinaris aïllats per centrifugació diferencial. Per una altra banda, Samsonov et al. 

(252) van trobar que miR-21, miR-141 i miR-574 estaven sobreexpressats en pacients amb 

CaP en comparació amb controls sans en exosomes urinaris aïllats per mitjà d’un mètode 

d’aglutinació basat en lectina. No obstant, només miR-141 es va trobar significativament 

sobreexpressat quan els exosomes urinaris s’aïllaren per mitjà de la centrifugació diferencial. 

Els nostres resultats suggereixen el valor dels exosomes urinaris per la detecció del CaP, 

malgrat que les AUCs foren en general inferiors a les obtingudes en els sediments urinaris. 

Els nostres resultats confirmen les dades mencionades sobre miR-21 i subratllen el valor de 

miR-21 i miR-375, amb AUCs de 0,713 i 0,799, respectivament. Les diferències 

metodològiques en l’aïllament dels exosomes podrien explicar els resultats discordants en 

relació a dades prèviament publicades sobre miR-141. A més, és necessari realitzar estudis 

multicèntrics en orina basats en tècniques de microarrays o NGS per tal de seleccionar millor 

els miARNs implicats en la patogènesi del CaP. 

D'altra banda, els miARNs analitzats en aquest estudi s’han trobat significativament 

desregulats en estudis previs tant en el sèrum/plasma com en exosomes circulants de pacients 

amb CaP. Per exemple, Cheng et al. (275) van observar una sobreexpressió significativa de 

miR-141 i miR-375 circulants amb AUCs de 0,842 i 0,660, respectivament, comparant 

pacients amb CRPC i els controls sans. De la mateixa manera, Mitchell et al. (204) van trobar 

una sobreexpressió significativa de miR-141 en sèrum de pacients amb CaP metastàtic en 

comparació amb controls sans, amb una AUC de 0,907. Yaman Agaoglu et al. (276) van 

obtenir una AUC de 0,88 per miR-21, trobant quantitats més altes en plasma de pacients 

amb CaP enfront dels controls sans. Selth et al. (277) també trobaren nivells més alts de miR-

141 i miR-375 en plasma de pacients amb CRPC comparat amb els d’individus sans. Li et al. 
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(278) van estudiar miARNs en exosomes de sèrum de pacients amb CaP i controls sans i van 

trobar que miR-375 i miR-21 estaven sobreexpressats en CaP.  

Les dades publicades en relació amb el valor de miARNs per predir l'agressivitat del CaP són 

contradictòries. Stephan et al. (220) no trobaren associació de miR-183 i miR-205 amb el 

grau de Gleason ni la concentració sèrica de PSA. En canvi, Sapre et al. (213) van mostrar 

que diversos miARNs, incloent miR-21 i miR-375, es trobaven sobreexpressats en pacients 

amb CaP d'alt risc. Els autors van seleccionar un perfil de miARNs que combina miR-16, 

miR-21, i miR-222 per predir CaP d'alt risc. No obstant, els resultats no es van confirmar 

quan aquest perfil es va validar en una cohort independent de pacients. D'altra banda, Lewis 

et al. (183) van trobar diferències significatives comparant els pacients amb un grau de 

Gleason superior a 8, i els pacients amb graus de Gleason més baixos per miR-888, miR-34a, 

miR-205, let-7c, let-7d, miR-200b, miR-92a, miR-99a, miR-141 i miR-375. En el nostre estudi 

observàrem una associació significativa de l'expressió de miR-141 en sediment urinari amb 

el grau de Gleason, mentre que en exosomes urinaris, let-7c mostrà nivells significativament 

més baixos en pacients amb estadi clínic T2-3. No obstant, no es van trobar diferències 

significatives per a altres miARNs. També vam estudiar si hi havia associació entre l’expressió 

dels diversos miARNs i els grups de risc de D'Amico, comparant els pacients amb risc 

intermedi i alt enfront dels pacients de baix risc juntament amb els subjectes sans. Trobàrem 

diferències significatives en els sediments urinaris entre ambdós grups per miR-21, miR-141 

i miR-214, mentre que per miR-375 hi havia certa tendència encara que no significativa 

(p=0,098). En els exosomes, es va observar que l’expressió de miR-21 i miR-375 fou superior 

en els grups amb CaP de risc intermedi/alt, i la mateixa tendència per miR-141 (p=0,055). 

Finalment, observàrem un patró irregular dels nivells d’expressió de let-7c, mostrant nivells 

superiors en el grup de CaP de baix risc que en els altres grups.  

Els nostres resultats preliminars suggereixen que els miARNs en orina poden distingir el CaP 

agressiu del no agressiu. Huang et al. (250) van demostrar que nivells d’expressió elevats de 

miR-375 i miR-1290 en exosomes aïllats de plasma estaven associats significativament amb 

una supervivència disminuïda en pacients amb CRPC. Wang et al. (279) proposaren un perfil 

de miARNs que combinava miR-19, miR-345 i miR-519c-5p en sèrum per predir la patologia 

adversa en pacients amb CaP candidats a vigilància activa. No obstant, són necessaris més 

estudis per demostrar el valor dels miARNs de predir l'agressivitat del CaP.  
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D'acord amb les nostres dades, miR-21 i miR-375 tenen valor diagnòstic i pronòstic, fet que 

suggereix la seva utilitat per avaluar els pacients amb CaP. MiR-21 es troba normalment 

sobreexpressat en CaP en estadis inicials i també en càncer metastàtic (280,281), i juga un 

paper crucial en la carcinogènesi. Contribueix al creixement del tumor, la invasivitat, la 

resistència als andrògens i la metàstasi a través de diverses vies (194,281,282). D’una banda, 

miR-21 regula directament el gen PTEN, reduint significativament l'apoptosi i promovent 

l'angiogènesi a través de la via de senyalització HIF-1a (283,284). A més, la sobreexpressió 

de miR-21 en el CaP també participa en la transició epiteli-mesenquimal, disminuint els 

nivells de BTG2 i la afavorint l’adquisició de marcadors luminals (194,285). També s’ha 

demostrat que miR-21 i el gen del receptor d'andrògens (AR) es regulen mútuament en un 

bucle de retroalimentació positiva. Ribas et al. (286) van reportar que AR actua com un 

regulador directe de la transcripció i s'uneix a un promotor definit de miR-21, miPPR-21, 

donant com a resultat la sobreexpressió de miR-21, fet que intensifica el creixement del CaP 

dependent d'andrògens. Per altra banda, l'expressió anormal de miR-375 en el CaP s'ha 

implicat en un augment de la migració i la invasió del tumor. Recentment, Pickl et al. (287) 

identificaren CBX7 (Polycomb repressive complex I member) com una diana de miR-375 clau per 

la progressió del CaP. La inhibició de CBX7 per miR-375 condueix a l’activació dels 

programes de transcripció relacionats amb la progressió maligna. A més, el miR-375 també 

té un paper en la transició epiteli-mesenquimal, a través d'una xarxa formada per ZEB1-miR-

375-YAP1, afavorint la invasió i la metàstasi (288). La participació de miR-21 i miR-375 en 

vies de senyalització claus remarca, per tant, la seva utilitat com a biomarcadors de CaP. 

D'acord amb els nostres resultats, tots dos biomarcadors es troben sobreexpressats en 

pacients amb CaP de risc intermedi i alt, fet que suggereix la seva participació en la progressió 

del CaP.  

En resum, les dades presentades en aquest últim estudi són optimistes. Els miARNs tenen la 

particularitat -a diferència de la resta de biomarcadors avaluats en aquesta tesi- de participar 

en la patogènesi del CaP. No obstant, són necessàries l’optimització i l’estandardització de la 

metodologia utilitzada per a la seva anàlisi per tal d’obtenir resultats d'alta qualitat. A més, es 

requereixen mètodes més eficaços per l'aïllament d’exosomes en fluids corporals. Els 

exosomes urinaris i la seva càrrega són una font de biomarcadors que reflecteixen la 

comunicació intercel·lular en relació amb el tumor. Els miARNs, especialment miR-21 i miR-

375, emergeixen com biomarcadors per la detecció i el pronòstic del CaP.  

Per valorar conjuntament la utilitat dels biomarcadors estudiats en aquesta tesi seria necessari 
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disposar de resultats de tots ells en una mateixa població. Malauradament, no disposem 

d’aquestes dades i aquesta és probablement una limitació important per oferir conclusions 

amb un major grau de validesa. Tampoc, per altra banda, no hi ha estudis que comparin tots 

aquests biomarcadors i tan sols disposem de comparacions parcials que, per altra banda, no 

ofereixen resultats concloents. 

Així, per exemple, Scattoni et al. (289) van comparar la utilitat de l’índex de PCA3 i PHI en 

211 pacients sotmesos a biòpsia de pròstata inicial (n=116) o de repetició a causa d’una 

biòpsia negativa prèvia (n=95), trobant que PHI tenia un rendiment diagnòstic 

significativament superior a l’índex de PCA3 per predir CaP (AUC 0,70 vs 0,59). No obstant, 

Stephan et al. (266) van avaluar 246 pacients, i no trobaren diferències significatives en el 

rendiment diagnòstic entre l’índex de PCA3 i PHI (AUC 0,74 vs 0,68), mentre que el gen de 

fusió TMPRSS2:ERG en orina no va millorar significativament la capacitat de detectar CaP. 

D'altra banda, només el PSA i PHI correlacionaren amb el grau de Gleason, mentre que 

l’índex de PCA3, %fPSA i TMPRSS2:ERG no mostraren correlació. Contràriament, en un 

altre estudi, Tallon et al. (290) van concloure que PHI, PCA3 i el gen de fusió TMPRSS2: 

ERG són predictors complementaris de l'agressivitat del càncer en el moment de la 

prostatectomia radical. Segons aquest grup, l’índex de PCA3 es relaciona amb un volum del 

tumor ≥ 0,5 cm3 i amb la multifocalitat del tumor, mentre que PHI es relaciona amb un 

volum del tumor ≥ 0,5 cm3, el grau de Gleason ≥ 7 i l’extensió extracapsular. Finalment, el 

gen de fusió TMPRSS2: ERG només estava relacionat amb l’estadi patològic. 

Una comparació entre l’índex 4K i PHI el proporcionaren Nordström et al. (117) avaluant 

el rendiment diagnòstic d'aquests biomarcadors en una sèrie de 531 homes amb 

concentracions sèriques de PSA d’entre 3 i 15 µg/L. No es van trobar diferències 

significatives entre ambdós biomarcadors en la detecció de CaP, ni tampoc en la detecció de 

CaP d’alt grau (AUCs: 0,69 i 0,718, respectivament, per l’índex 4K; i 0,704 i 0,711, 

respectivament, per PHI ). D'altra banda, Vedder et al. (291) compararen PCA3 i l’índex 4K 

en 708 pacients en els quals la biòpsia es realitzà quan la concentració de PSA era ≥3 µg/L 

o l’índex de PCA3 era ≥ 10. L’índex 4K supera l’índex de PCA3 (AUC 0,78 vs 0,62) en els 

homes amb concentracions de PSA elevades, tot i que el rendiment de l’índex de PCA3 fou 

superior en la població global (AUC 0,63 per PCA3 vs 0,56 per l’índex 4K). A més, els autors 

van mostrar que les dues proves augmentaren el valor d'un model base multivariat (de 0,70 

a 0,73 afegint l’índex de PCA3, i a 0,71 afegint l’índex 4K), encara que només hi havia 

diferències significatives quan s’afegia l’índex de PCA3 (p = 0,02). 
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Per una altra banda, Cantiello et al. (292) van realitzar un estudi comparatiu de la precisió 

pronòstica de PHI i el gen PCA3 per a la predicció de característiques patològiques en una 

cohort de pacients amb CaP sotmesos a prostatectomia radical. PHI resultà significativament 

millor que l’índex de PCA3 per predir la presència de CaP agressiu i disseminat. Els autors 

van trobar que tant PHI com PCA3 milloraven significativament la precisió per predir 

l'extensió extracapsular en comparació amb el model base (el qual incloïa l’edat del pacient, 

PSA total, PSA lliure, % cilindres positius, estadi clínic, volum prostàtic, índex de massa 

corporal, grau de Gleason de la biòpsia). En el subgrup de pacients amb grau de Gleason 

inferior a 7 , PHI millorava significativament el rendiment diagnòstic predictiu per predir 

CaP agressiu en comparació amb el model base (AUC de 0,973 enfront de 0,897). L’índex 

de PCA3 no va afegir cap augment significatiu en el valor predictiu en aquest cas. 

En resum, en els últims anys, s'han identificat nous biomarcadors de CaP, alguns d’ells 

relacionats amb l'agressivitat del tumor. Estudis prospectius multicèntrics han demostrat la 

utilitat de PHI, de l’índex 4K i de l’índex de PCA3 per reduir el nombre de biòpsies 

prostàtiques innecessàries. Els resultats presentats en aquesta tesi coincideixen amb aquestes 

conclusions. De fet, aquests biomarcadors han estat recomanats per diverses guies 

(78,293,294). Tot i així, per disposar d’un major grau d’evidència seria necessari realitzar 

estudis prospectius que no tan sols incloguin una sèrie àmplia de pacients, sinó que també 

evitin el biaix causat per la preselecció dels pacients segons les concentracions sèriques de 

PSA. A més a més, també cal estandarditzar la metodologia per la mesura dels miARNs 

exosomals i no exosomals amb l’objectiu d’analitzar amb precisió la seva utilitat en l’avaluació 

dels pacients amb CaP. Finalment, cal estudiar a fons el valor diagnòstic i pronòstic d'aquests 

biomarcadors combinant els resultats de laboratori amb les dades d'imatge obtingudes per 

ressonància magnètica (295-297). Malgrat tot, tant els resultats aportats en aquesta tesi com 

els resultats publicats fins al moment per diversos grups mostren que tots aquests 

biomarcadors emergents poden ser una eina eficaç per detectar CaP i per distingir els pacients 

amb CaP agressiu i no agressiu. 
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1. %[-2]proPSA i PHI són útils en la detecció del CaP i superen el rendiment diagnòstic de 

PSA total i %PSA lliure. 

2. El percentatge de [-2]proPSA i PHI mostren associació significativa amb l’agressivitat del 

tumor. 

3. La implementació d’aquests biomarcadors en la clínica milloraria la precisió en la detecció 

del CaP, reduint el nombre de biòpsies innecessàries i millorant la predicció de 

l’agressivitat del tumor. 

4. La introducció de PHI i %[-2]proPSA millora el rendiment diagnòstic per la detecció del 

CaP d’un model multivariat que inclou PSA total, %PSA lliure, edat del pacient, volum 

prostàtic. 

5. El volum prostàtic és un factor clau en la interpretació dels biomarcadors per detectar 

CaP. 

6. L’índex de PCA3 és útil en la detecció de CaP, superant el rendiment diagnòstic de PSA 

total i %PSA lliure. 

7. No es va trobar associació significativa de l’índex de PCA3 amb l’agressivitat del tumor. 

8. MiR-21, miR-141, miR-214 i miR-375 analitzats en els sediments urinaris presenten 

diferències significatives comparant els grups de pacients amb CaP versus controls sans.  

9. MiR-21, miR-375 i let-7c en exosomes urinaris presenten diferències significatives 

comparant els grups de pacients amb CaP versus controls sans. 

10. MiR-21, miR-141 i miR-214 en sediments urinaris són capaços de distingir de manera 

significativa els grups de pacients amb CaP d’alt risc i intermedi versus els de baix risc i 

controls sans.  

11. MiR-21, miR-375 i let-7c en exosomes urinaris són capaços de distingir de manera 

significativa els grups de pacients amb CaP d’alt risc i intermedi versus els de baix risc i 

controls sans. 
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Xavier Filella*, Laura Foj, Josep Maria Augé, Rafael Molina and Joan Alcover

Clinical utility of %p2PSA and prostate health 
index in the detection of prostate cancer

Abstract

Background: %p2PSA and prostate health index (phi) has 
shown valuable results in the detection of prostate cancer 
(PCa), improving the prediction of the aggressiveness of 
the tumor. The goal of the present study was to evaluate 
%p2PSA and phi in the detection of PCa, estimating their 
relationship with the aggressiveness of PCa.
Methods: A total of 354 patients with positive or negative 
prostatic biopsy were included. Prospectively, 150 were 
enrolled and 204 were enrolled retrospectively proceeding 
from our serum bank.
Results: The best performance was observed for %p2PSA 
and phi, obtaining an AUC of 0.723 and 0.732, respectively. 
The highest specificity at sensitivity around 90% was 
obtained for phi (27.4%). Using the cut-off of 31.94 for phi, a 
reduction of 19% biopsies could be obtained, while 17 PCa 
would have been missed, including only four patients with 
a Gleason score   ≥  7. Similarly, using a cut-off of 1.21 for 
%p2PSA, a reduction of 12.7% biopsies could be obtained, 
while 16 PCa would have been missed, including only four 
patients with a Gleason score   ≥  7. Moreover, among patients 
with PCa, phi (median: 69.75 vs. 48.04) and %p2PSA 
(median: 2.60 vs. 1.98) values are significantly higher 
(p < 0.0001) in patients with a biopsy Gleason score   ≥  7.
Conclusions: Our results confirm previous evaluations, 
showing similar AUCs and results in sensitivity and speci-
ficity to other studies.%p2PSA and phi raise the accuracy 
in the detection of prostate cancer, reducing the number 
of unnecessary biopsies and improving the prediction of 
the aggressiveness of the tumor.

Keywords: active surveillance; prostate cancer; p2PSA; 
prostate health index; prostate-specific antigen (PSA).
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Introduction
Prostate cancer (PCa) is one of the most common male 
cancers in Europe, and the third most common cause of 
cancer death in men in Europe, after lung cancer and 
colorectal cancer [1]. Diagnosis of PCa is controversial 
because of the low positive predictive value of total pros-
tate-specific antigen (tPSA), the test used in the detection 
of this tumor. Therefore, biopsy is positive in approxi-
mately only 25% of patients with PSA in the range between 
2 and 10 μg/L. The percentage of free PSA (%fPSA) was 
proposed to differentiate benign from malignant prostate 
disease, improving specificity while maintaining sen-
sitivity, especially for patients with tPSA between 2 and 
10 μg/L [2]. However, a meta-analysis published in 2006 
concluded that the %fPSA improves clinical information 
only when levels reach extreme values [3]. Overdiagnosis 
and overtreatment is the major problem associated with 
the early diagnosis of PCa, with rates between 27% and 
56% [4, 5]. Biomarkers currently used, as tPSA, can not 
identify aggressive PCa and therefore new biomarkers 
are needed in order to distinguish between patients with 
clinically significant and clinically insignificant PCa.

The fPSA is composed by three different fractions: 
benign PSA, intact inactive PSA, and proPSA [6]. The sub-
fraction of proPSA is composed by various molecular iso-
forms, [–2], [–4] and [–5, –7] proPSA. More recently, several 
summaries [7–9] showed significant improvement in PCa 
detection by measuring [–2] proPSA (p2PSA), especially 
considering the derivatives %p2PSA (%p2PSA/fPSA) and 
prostate health index (phi), a mathematical combination 
of tPSA, fPSA and p2PSA according to the formula p2PSA/
fPSA × √tPSA. Also, according to recent investigations, 
%p2PSA and phi are better than tPSA or %fPSA to predict 
PCa aggressiveness [10, 11].

The purpose of this study was to evaluate the value of 
p2PSA and its derivatives (%p2PSA and phi) in the detec-
tion of PCa, estimating their assessment in the reduction 
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of unnecessary biopsies. Also, we evaluated the relation-
ship between these tests and the aggressiveness of PCa.

Materials and methods

Patients
We included in our study 354 patients with positive or negative pro-
static biopsy. In total 150 of these patients were enrolled prospec-
tively between February 2012 and May 2013, and 204 were enrolled 
retrospectively proceeding from our bank serum. Samples proceed-
ing from our serum bank were recruited between January 2011 and 
January 2012. The prospective study includes patients selected for 
biopsy because of an elevated serum PSA level and/or abnormal 
digital rectal examination, as well as patients diagnosed of prostate 
cancer and referred to our hospital for treatment. In all cases blood 
samples were obtained before any treatment. Exclusion criteria were 
medical therapy known to affect serum PSA serum levels, acute pros-
tatitis or symptoms of urinary tract infection, and invasive treatment 
for benign prostatic hyperplasia. Transrectal ultrasound-guided 
biopsies were performed with   ≥  10 cores of prostatic tissue obtained. 
Prostate volume was available in 131 patients with negative biopsy 
and in 152 patients with PCa.

The study was specifically approved by the hospital Ethics Com-
mittee.

Samples
A blood sample was drawn before any prostatic manipulation. After 
the blood was allowed to clot for 1 h at room temperature, the sam-
ples were centrifuged at 1600 g for 15 min. The sera were aliquoted 
and frozen at –80 °C until they were analyzed, according to the rec-
ommendations for preanalytic management of tPSA and fPSA [12] 
and p2PSA as previously published [13].

Laboratory methods
PSA, fPSA, and p2PSA serum levels were measured on Access 2 (Beck-
man Coulter, Brea, CA, USA) using WHO standard calibrated Access 
tPSA and fPSA immunoassays or the automated p2PSA assay. The 
analytical performance of the measurements assessed with control 
materials (Immunoassay Plus Bio-Rad, CA, USA, for tPSA and fPSA 
and Beckman Coulter for p2PSA) showed values within the recom-
mended limits.

%p2PSA was calculated using the formula [(p2PSA pg/mL)/
(fPSA ng/mL × 1000)] × 100, and phi using the formula [(p2PSA pg/
mL)/(fPSA ng/mL] × √tPSA.

Statistical analysis
The Kolmogorov-Smirnov test was used to assess the normal distribu-
tion of variables. The Student’s t-test and the Mann-Whitney U-test 

Table 1 Characteristics of patients included in the study.

  Retrospective  Prospective  All patients

Number   204  150  354
Negative biopsy   109  70  179
Prostate cancer   95  80  175
Biopsy Gleason score      
   ≤  6   41  41  82
 7   30  29  59
   ≥  8   11  10  21
 No available   13  0  13
Clinical stage      
 T1c   57  60  117
 T2   14  15  29
 T3   0  5  5
 No available   24  0  24
Total PSA, μg/L      
 All patients   204  150  354
 0–3   3  7  10
 3.1–8   143  107  250
 8.1–20   52  34  86
  > 20   6  2  8

were used for comparisons of parametric and non-parametric con-
tinuous variables, respectively. Patients were stratified according to 
the presence or absence of PCa at biopsy.

Predictive accuracy was quantified as the area under the ROC 
curve (AUC). ROC curves were used to compare specificities at given 
sensitivities. Statistical differences between AUCs were compared 
using the DeLong method [14].

The Kruskall-Wallis test was used to compare laboratory tests in 
relation to prostate volume. Finally, the relationship between p2PSA 
(and its derivatives) and a Gleason score at biopsy and clinical stage 
was tested by the Mann-Whitney U-test.

Statistical analyses were performed using SPSS statistics ver-
sion 18.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA). A two-sided p-value  < 0.05 
was considered significant. AUCs comparisons were performed using 
the software Epidat 3.1 (Santiago de Compostela, Spain).

Results
The characteristics of the patients included in our study 
are listed in Table 1, including information about biopsy 
Gleason score and clinical stage for patients with PCa. 
Table 2 shows the results obtained for all the biomark-
ers measured in this study and age. Statistical differences 
between patients with negative biopsy and patients with 
PCa were observed for fPSA, %fPSA, %p2PSA and phi, but 
not for tPSA and p2PSA. Median %p2PSA serum levels 
(2.22 vs. 1.64) and phi values (52.69 vs. 40.34) were signifi-
cantly higher (p < 0.0001) in patients with PCa. When com-
paring patients included in prospective and retrospective 
study, no significant differences were found for all tests 
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Table 2 Age and results of biomarkers in patients with negative biopsy and in patients with PCa.

  Men with negative biopsy 
n = 179

  Men with positive biopsy 
n = 175

  p-Value  All evaluable men n = 354

Range  Median Range  Median Range  Median

Age   38–88  68  45–88  68  0.242a  38–88  68
tPSA, μg/L   2.10–26.86  6.00  1.92–36.90  6.24  0.082b  1.92–36.90  6.17
fPSA, μg/L   0.26–8.22  1.15  0.20–10.18  0.84   < 0.0001b  0.20–10.18  1.00
%fPSA   3.85–38.5  19.17  3.86–50.83  13.09   < 0.0001b  3.85–50.83  16.26
p2PSA, pg/mL  4.25–87.83  17.86  3.57–280.57  18.16  0.605b  3.57–280.57  17.98
%p2PSA   0.32–3.34  1.64  0.41–10.71  2.22   < 0.0001b  0.32–10.71  1.85
phi   16.20–119.90  40.34  5.69–252.77  52.69   < 0.0001b  5.69–252.77  45.53

aStudent’s t-test; bMann-Whitney U-test.
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Figure 1 Receiver operating characteristic curves in all patients included in the study (A), in the retrospective study (B) and in the prospec-
tive study (C).
CI 95%: p2PSA [0.455–0.576]; %fPSA [0.650–0.760]; fPSA [0.572–0.689]; tPSA [0.493–0.613]; %p2PSA [0.670–0.777]; phi [0.680–0.785].
Retrospective study, CI 95%: p2PSA [0.451–0.611]; %fPSA [0.624–0.774]; fPSA [0.522–0.681]; tPSA [0.510–0.666]; %p2PSA [0.652–0.795]; 
phi [0.670–0.808].Prospective study, CI 95%: p2PSA [0.403–0.589]; %fPSA [0.629–0.795]; fPSA [0.575–0.748]; tPSA [0.424–0.610]; 
%p2PSA [0.638–0.802]; phi [0.643–0.805].

neither in the group of patients with negative biopsy nor 
in the PCa the group of patients with PCa.

The AUCs obtained for the tests evaluated in this 
study are shown in Figure 1. The best results were for 
the derivatives of p2PSA, obtaining AUCs of 0.732 and 
0.723 for phi and %p2PSA, respectively. AUCs for phi 

and %p2PSA significantly outperformed than tPSA 
(p < 0.0001), but not in comparison with %fPSA (Figure 
1A). Figure 1B and C show the AUCs for patients included 
in the retrospective and prospective studies, respectively. 
Similar results in AUCs for all tests were obtained in both 
studies.
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Table 3 shows results in terms of sensitivity, specific-
ity, positive predictive value and negative predictive value 
at different cut-offs, corresponding approximately to 90% 
sensitivity, 90% specificity and the optimum balance 
between sensitivity and specificity. The highest specificity 
at 90% sensitivity was obtained for phi (27.4%) that cor-
responds to the cut-off of 31.94. Specificity for %fPSA was 
slightly higher than specificity for %2pPSA at 90% sensi-
tivity (17.9% vs. 16.2%, respectively).

Using a cut-off of 31.94 for phi, a reduction of 19% 
biopsies could be obtained, while 17 PCa would have 
been missed, including only four patients with a Gleason 
score   ≥  7 [3 with 7 (3+4) and 1 with 7 (4+3)], one of which 
with a clinical stage T2b. Similarly, using a cut-off of 1.21 for 
%p2PSA, a reduction of 12.7% biopsies could be obtained, 
while 16 PCa would have been missed, including only four 
patients with a Gleason score   ≥  7 [3 with 7 (3+4) and 1 with 
7 (4+3)], one of which with a clinical stage T2b. Tables 4 
and 5 list the characteristics of missed cancers in both 
cases, showing the biopsy Gleason score and the clinical 
stage of these patients. A reduction of 13.8% of biopsies 
could be obtained using %fPSA at a cut-off of 26.41, while 
17 PCa [biopsy Gleason score:  < 7: 8; 7 (3+4): 4; 7 (4+3): 2; 
9: 1; no available: 2] would have been missed.

Results of patients with PSA between 1.6 and 8 μg/L 
(corresponding to 2–10 μg/L using Hybritech calibration) 

Table 3 Sensitivity, specificity, positive predictive value and negative predictive value for different biomarkers at several cut-offs.

Cut-off   % Sensitivity (95% CI)  % Specificity (95% CI)  PPV,%  NPV,%

Phi        
 31.94   90.3 (84.9–93.9)  27.4 (21.4–34.4)  54.9  74.2
 46.89   66.3 (59.0–72.9)  71.5 (64.5–77.6)  69.5  68.4
 56.96   45.1 (38.0–52.5)  90 (84.6–93.6)  81.4  62.6
p2PSA, pg/mL       
 9.41   90.3 (84.9–93.9)  6.1 (3.4–10.8)  48.5  39.3
 18.03   51.4 (44.1–58.7)  52.5 (45.2–59.7)  51.4  52.5
 35.6   15.4 (10.8–21.6)  90 (84.6–93.6)  60  52.1
%p2PSA        
 1.21   90.9 (85.5–94.3)  16.2 (11.5–22.4)  51.1  61.7
 2.02   58.9 (51.4–65.9)  81.0 (74.6–86.1)  75.2  66.8
 2.28   44.6 (37.4–52.0)  90 (84.6–93.6)  81.3  62.4
tPSA, μg/L        
 4   90.3 (84.9–93.9)  12.8 (8.7–18.6)  50.3  57.5
 6.23   50.3 (43.0–57.6)  53.1 (45.8–60.2)  51.2  52.2
 10.78   13.1 (8.9–19)  90 (84.6–93.6)  56.1  51.4
fPSA, μg/L        
 2.36   90.3 (84.9–93.9)  11.2 (7.3–16.7)  49.8  54.1
 0.89   52.0 (44.6–59.3)  66.5 (59.3–73.0)  60.3  58.6
 0.66   33.1 (26.6–40.4)  90 (84.6–93.6)  76.3  57.9
%fPSA        
 26.41   90.3 (84.9–93.9)  17.9 (12.9–24.2)  51.8  65.3
 14.91   61.1 (53.7–68.0)  73.7 (66.8–79.6)  69.5  66.0
 11.85   40.6 (33.6–48)  90 (84.6–93.6)  79.8  60.8

PNV, predictive negative value; PPV, predictive positive value.

Table 4 Characteristics of missed cancers at a phi cut-off of 31.94.

%p2PSA  phi  tPSA, 
μg/L

  %fPSA  Age  Biopsy 
Gleason score

  Clinical 
stage

0.41  5.69  1.92  45.31  80  6  T1c
1.09  21.88  4.02  26.12  62  6  T1c
0.70  22.38  10.21  20.37  74  7 (3+4)  T2b
1.08  22.83  4.46  24.89  62  6  T1c
1.18  23.30  3.87  14.73  66  6  T1c
1.06  24.33  5.28  25.19  65  6  T1c
0.92  24.91  7.27  25.45  76  6  T1c
1.16  25.16  4.72  40.89  82  NA  T1c
0.99  25.44  6.66  23.27  64  6  T1c
1.21  26.24  4.68  27.78  73  NA  T1c
1.14  26.80  5.52  36.23  78  7 (4+3)  T1c
1.16  27.8  5.76  12.85  62  6  T1c
1.19  29.14  6.02  16.28  68  7 (3+4)  T1c
0.97  30.77  10.08  16.96  73  6  T1c
1.81  30.79  2.89  21.8  63  6  T1c
1.76  31.52  3.19  24.76  71  6  T1c
1.32  31.54  5.75  12.35  68  7 (3+4)  T1c

NA, not available.

are shown in Table 6. AUCs for phi, %p2PSA and %fPSA 
were 0.729, 0.715 and 0.705, respectively. No significant dif-
ferences were observed between these areas. Specificity of 
phi (22.1%) at 90% sensitivity in this group of patients was 
higher than specificity obtained for %p2PSA or %fPSA 
(11.8% for both tests).
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biopsy Gleason score   ≥  7 than in patients with a biopsy 
Gleason score  < 7 (p < 0.0001). Also, tPSA (median: 7.07 
vs. 5.71) was significantly higher (p < 0.0001) in patients 
with a biopsy Gleason score   ≥  7, but we did not find sig-
nificant differences between both groups for %fPSA 
(median: 12.32 vs. 14.21). Figure 3 shows the relationship 
between the tests and the clinical stage. Phi (median: 
50.89 vs. 47.13) and %p2PSA (median: 2.10 vs. 1.97) values 
were significantly higher in patients with clinical stage 
T2-3 than in patients with clinical stage T1c (p < 0.0001 
and 0.018, respectively). Also, we found significant dif-
ferences between both groups for tPSA (median: 6.12 vs. 
5.99; p < 0.0001) and for %fPSA (median: 12.26 vs. 17.25; 
p = 0.014).

The ROC curves for phi and %p2PSA values compar-
ing patients with negative biopsy and PCa patients with 
a biopsy Gleason score   ≥  7 are shown in Figure 4, obtain-
ing an AUC of 0.833 and 0.813, respectively. AUCs for 
phi and %p2PSA significantly outperformed than tPSA 
(p < 0.0001), but not in comparison with %fPSA. Simi-
larly, the AUCs for %p2PSA and phi were 0.835 and 0.866 
(Figure 5), respectively, when we compared patients with 
negative biopsy and patients with PCa and clinical stage 
T2 or T3. However, we only found significant differences 
between the AUCs for phi and tPSA (p = 0.03).

Results corresponding to the relationship between 
tests and prostate volume are shown in Table 7, classify-
ing patients in relation to the result of the biopsy. Signifi-
cant differences between patients with negative biopsy 
and patients with PCa in all volume prostate groups were 
found only for phi and %p2PSA. In the group of patients 

Table 5 Characteristics of missed cancers at a %p2PSA cut-off of 1.21.

%p2PSA  phi  PSA, 
μg/L

  %fPSA  Age, 
year

  Biopsy 
Gleason score

  Clinical 
stage

0.41  5.69  1.92  45.31  80  6  T1c
0.70  22.38  10.21  20.37  74  7 (3+4)  T2b
0.92  24.91  7.27  25.45  76  6  T1c
0.97  30.77  10.08  16.96  73  6  T1c
0.99  25.44  6.66  23.27  64  6  T1c
0.99  36.42  13.58  38.44  77  NA  NA
1.06  24.33  5.28  25.19  65  6  T1c
1.08  22.83  4.46  24.89  62  6  T1c
1.09  21.88  4.02  26.12  62  6  T1c
1.12  32.98  8.68  17.97  61  7 (3+4)  T1c
1.14  26.80  5.52  36.23  78  7 (4+3)  T1c
1.16  27.80  5.76  12.85  62  6  T1c
1.16  25.16  4.72  40.89  82  NA  T1c
1.18  23.30  3.87  14.73  66  6  T1c
1.19  29.14  6.02  16.28  68  7 (3+4)  T1c
1.20  37.34  9.63  16.1  73  NA  NA

NA, not available.

Table 6 Results in patients with PSA between 1.6 and 8 μg/L.

Cut-off   AUC  Cut-off at 90% 
sensitivity

  % Specificity 
(95% CI)

  PPV,%  NPV,%

Phi   0.729  30.77  22.1 (15.4–30.0)  51.4  71.4
%p2PSA  0.715  1.21  11.8 (6.9–18.4)  48.3  57.1
%fPSA   0.705  28.51  11.8 (6.9–18.4)  48.3  57.1

AUC, area under the curve; PNV, predictive negative value; PPV, 
predictive positive value.
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Figure 3 Box plots comparing phi, %p2PSA, %fPSA and tPSA in 
relation to clinical stage.

As described in Figure 2, among patients with PCa, 
phi (median: 69.75 vs. 48.04) and %p2PSA (median: 2.60 
vs. 1.98) values are significantly higher in patients with a 
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Figure 4 Receiver operating characteristic curves comparing 
patients with negative biopsy and prostate cancer patients with a 
biopsy Gleason score   ≥  7.
CI 95%: p2PSA [0.532–0.687]; %fPSA [0.684–0.823]; fPSA [0.535–
0.695]; tPSA [0.566–0.709]; %p2PSA [0.750–0.877]; phi [0.775–0.892]

with negative biopsy significant differences in relation to 
prostate volume were found for all tests, except for phi, 
that remains without statistical differences when we com-
pared patients with small ( < 36), medium (36–50) or large 
prostates ( > 50). In the group of patients with PCa, phi and 
%p2PSA were significantly (p < 0.0001) higher when pros-
tate volume was lower than 36 cm3.
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Discussion

PSA is widely used in the detection of PCa, although that it 
is difficult to predict the presence of PCa and the biological 
behavior of the tumor. The earlier detection of PCa cancer 
has two challenges in relation to the high number of nega-
tive biopsies and the high proportion of patients diag-
nosed with low aggressive tumors (overdiagnosis). The 
introduction of %p2PSA and phi in the detection of PCa 
has been shown to increase the specificity of tPSA for PCa 
detection and they are associated with aggressive disease. 
This study investigated the usefulness of %p2PSA and 
phi in 354 patients, 150 of them prospectively recruited. 
Our study confirms previous results regarding both bio-
markers, showing that the performance in the detection of 
PCa for %p2PSA and phi is higher than tPSA and %fPSA. 
According to a meta-analysis published in 2013 concern-
ing 12 relevant articles evaluating these tests, the AUCs 
were between 0.635 and 0.78 for %fPSA and between 0.703 
and 0.77 for phi [8]. More recently, a multicenter evaluation 
with patients prospectively and retrospectively recruited, 
conducted by Stephan showed AUCs of 0.72 and 0.74 for 
%p2PSA and phi, respectively [11]. Furthermore, a mul-
ticenter and prospective study reported AUCs of 0.67 for 
both biomarkers [15]. The performance of %p2PSA and phi 
obtained in our study was very similar, showing an AUC of 
0.732 and 0.723 (0.724 and 0.720, in the prospective study), 
respectively, for both tests. However, the gain in predictive 
accuracy of %p2PSA and phi compared with %fPSA (AUC: 
0.705) was not significant. Similarly, Lazzeri et al. [15] did 
not find differences between the AUCs for %p2PSA (0.67) 
and phi (0.67) and the AUC for %fPSA (0.64). However, 
according to Stephan et  al. [11] %p2PSA (0.72) and phi 
(0.74) significantly outperformed %fPSA (0.61).

ROC comparison at 90% sensitivity reveals that speci-
ficity of phi in our study is higher than specificity of other 
tests, including %p2PSA and %fPSA (27.4% for phi, 16.2% 
for %p2PSA, and 17.9% for %fPSA). Consequently, the per-
centage of avoided biopsies was 19% for phi, 12.7% for 
%p2PSA and 13.8% for %fPSA using cut-offs of 31.94, 1.21 
and 26.41, respectively. Our results were slightly different to 
those reported by Lazzeri et al. [15] showing that 17% and 
15.5% of biopsies could have been avoided with the use of 
%p2PSA (cut-off: 1.22) and phi (cut-off: 27.6), respectively.

Comparable results were found in our study when we 
analyzed patients with PSA in the gray area (1.6–8 μg/L), 
even when a lower specificity was found for phi,%p2PSA 
and %fPSA in these group of patients (22.1, 11.8, and 11.8, 
respectively). AUCs for phi (0.729) and %p2PSA (0.715) 
were only slightly lower in these patients than in the 
global group of patients.

Results of phi and %p2PSA were higher in patients 
with PCa and small prostate volume ( < 36 cm3). However, 
according to our results, phi is not related to prostate 
volume, because results obtained in patients with nega-
tive biopsy were similar in patients with small ( < 36 cm3), 
medium (36–50 cm3) or large prostates ( > 50 cm3). Because 
of these results, phi may be particularly useful in the 
detection of PCa in patients with small prostate volume. 
Furthermore, it is remarkable that maximum differences 
between patients with negative biopsy and PCa in all three 
prostate volume groups were found for phi.

The reduction of biopsies is a key point that justifies 
the use of %p2PSA and phi in order to reduce morbidity 
as well as to reduce the economic costs related to biopsy. 
According to Nichol et al. [16, 17], even when the unit cost 
of the measurement of p2PSA is 2–3 times higher than the 
measurement of tPSA and fPSA, the use of %p2PSA and 
phi for the detection of prostate cancer decreases global 
costs, because the additional blood test cost is compen-
sated by the savings on the costs of physician office visits 
and the avoidance of unnecessary biopsies. The savings 
on expected 1-year cost for prostate cancer detection in 
a hypothetical health plan with 100,000 male members 
aged 50–75 years old has been calculated in $356,647 or 
$94,219 lower when using phi rather than a PSA cut-off of 
2 μg/L or 4 μg/L, respectively [17].

The value of %p2PSA and phi is particularly relevant 
due to the association of these biomarkers with aggressive 
prostate cancer. The availability of aggressiveness’ bio-
markers is a relevant point because a substantial propor-
tion of new diagnosed tumors have features of clinically 
insignificant prostate cancer and these patients can be 
candidates to active surveillance [18]. In fact, the Prostate 
Cancer Intervention versus Observation Trial (PIVOT) study 
[19] showed absolute reductions in all-cause mortality with 
radical prostatectomy in patients with PSA higher than 10 
μg/L, but not in patients with low-risk prostate cancer.

The results reported in the PIVOT study highlights the 
usefulness of risk factors in the management of patients 
with early prostate cancer to select appropriately radical 
treatment or active surveillance. Interestingly, Tosoian 
et al. [20] suggested that in men on active surveillance phi 
appears to provide improved prediction of biopsy reclas-
sification during follow-up. However, several authors 
showed that %p2PSA and phi are related to prostate 
cancer aggressiveness, with higher levels of these bio-
markers in patients with Gleason score 7 or higher and in 
patients with locally advanced tumors [21–24]. In our study 
we found that %p2PSA and phi are significantly higher 
in patients with biopsy Gleason score   ≥  7. No differences 
among these groups of patients were found in relation to 
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%fPSA. Also, we found a good association between ele-
vated levels of %p2PSA and phi and clinical stage T2-3. 
Similar results were recently published by Stephan et al. 
[11] and Lazzeri et al. [15]. So,%p2PSA and phi are particu-
larly useful in the detection of aggressive prostate cancer, 
showing the better performance in the detection of these 
tumors. In fact, the AUCs obtained in the comparison of 
patients with negative biopsy and PCa patients with a 
biopsy Gleason score   ≥  7 were 0.833 and 0.813 for phi and 
%p2PSA, respectively. This is an important point consid-
ering the doubts around if patients with a Gleason score 6 
PCa should be really labeled as cancer [25].

Due to the relationship of %p2PSA and phi with a 
biopsy Gleason score, it is necessary to remark that results 
obtained in our study may be influenced by the high 
percentage of patients with a Gleason score lower than 
7. The gain in AUCs for %p2PSA (0.723–0.813) and phi 
(0.732–0.833) was higher than the gain in AUC for %fPSA 
(0.705–0.753) when we compare ROC analysis consider-
ing all patients with the ROC analysis between patients 
with negative biopsy and patients with PCa and a biopsy 
Gleason score   ≥  7 (Table 4).

In summary, we found that phi was the best parameter 
to predict PCa in our study based on results of 354 patients, 
showing a relationship between %2pPSA and phi with the 
aggressiveness of the tumor. Our results confirm previous 
evaluations, finding similar AUCs and results in sensitiv-
ity and specificity to other studies, although the perfor-
mance of %fPSA is slightly better than in other studies. We 
suggest the provisional use of the cut-offs around 32 for 
phi and 1.21 for %p2PSA, corresponding to the 90% sensi-
tivity in our cohort. Certainly, even when similar cut-offs 
have been suggested by other authors, multi-institutional 
efforts are necessary in order to define the most appropri-
ate cut-offs for both biomarkers. The implementation of 
these biomarkers in the clinical practice may improve the 
accuracy in the detection of prostate cancer, reducing the 
number of unnecessary biopsies and improving the pre-
diction of the aggressiveness of the tumor.
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Prostate health index (phi), a measure calculated as p2PSA/fPSA × √tPSA, has shown valuable results in the
detection of prostate cancer (PCa), improving the prediction of the aggressiveness of the tumor. The aim of our
study was to test whether prostate volume influences phi performance using univariate andmultivariate models.
220 patients with PSA b 10 μg/L (102 with negative biopsy and 118 with PCa) were included in the study. Serum
concentrations of tPSA, fPSA and p2PSA were measured on Access2 analyzer. The higher accuracy was found for
phi, obtaining an AUC of 0.748. Bigger AUCs were obtained for phi, %p2PSA, %fPSA and tPSA in patients with
small prostate volume (≤35 cc); meanwhile, the lowest AUCs were found in patients with large prostate volume
(N50 cc). Including phi and %p2PSA in a multivariable analysis based on patient age, prostate volume, tPSA, and
%fPSA accuracy increased from 0.762 to 0.802 (logistic regression model) or 0.815 (artificial neural network).
Accuracy excluding prostate volume in these models was 0.762 and 0.775, respectively. The inclusion of phi and
%p2PSA in a multivariate model identifies better menwith PCa. Prostate volume remains a key factor in the inter-
pretation of biomarkers used to detect PCa.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Prostate cancer (PCa) is the most frequent cancer among males in
Western countries. In Europe, an incidence of 416,700 new cases and a
mortality of 92,200 cancer deaths per year have been reported in 2012
[1]. Total prostate-specific antigen (tPSA) remains as the most used bio-
marker in the management of early PCa. However, false positive results
have been reported in patients with benign prostatic hyperplasia.
Furthermore, because of its low specificity, its use as single biomarker is
questionable. Biopsy is negative in approximately 75% of patients
with tPSA between 2 and 10 μg/L. Moreover, the widespread use
of tPSA screening has led to earlier detection, but with a high rate of
overdetection, showing prolonged survivalwithout significantly reducing
mortality.

New strategies to increase the specificity of tPSA have been described
since the description of a new assay for themeasurement of [−2] proPSA
(p2PSA), the most stable proPSA isoform. Several studies showed that
prostate health index (phi), a mathematical combination of tPSA, fPSA

and p2PSA according to the formula p2PSA/fPSA × √tPSA, may improve
the detection of PCa, reducing false negative biopsies and distinguishing
patients with aggressive PCa. According to a meta-analysis published in
2013 concerning 12 relevant articles evaluating these tests, the AUCs
were between 0.635 and 0.78 for %p2PSA and between 0.703 and 0.77
for phi [2]. In addition, more recent studies have confirmed these results
[3,4].

The combination of several clinical and laboratory variables has been
proposed to improve the sensitivity and specificity to detect PCa in pa-
tients with intermediate levels of tPSA. Logistic regression models and
artificial neural networks have been developed to integrate these vari-
ables to predict biopsy outcomes. Recent studies remark that the inclusion
of phi in a multivariate model increases the accuracy in the prediction of
prostate biopsy outcome [3–5].

The purpose of our study was to develop a multivariate model incor-
porating %p2PSA and phi to predict PCa in patients with tPSA lower
than 10 μg/L, as well as to study the influence of prostate volume in the
accuracy of these models.

2. Patients and methods

2.1. Patients

220 subjects with PSA lower than 10 μg/L were enrolled in our study
between January 2011 and June 2013. Patients were selected for biopsy
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because of an elevated serum PSA level and/or abnormal digital rectal ex-
amination. 102 subjects had a negative biopsy and 118 had PCa, including
60 patients with biopsy Gleason score lower than 7 and 50 patients with
biopsy Gleason score equal or higher than 7. Therewas no available infor-
mation related to the Gleason score of 8 patients. In all cases blood sam-
ples were obtained before any treatment. Exclusion criteria were
medical therapy known to affect tPSA serum levels, chronic renal failure,
acute prostatitis or symptoms of urinary tract infection, and invasive
treatment for benign prostatic hyperplasia. Transrectal ultrasound-
guided biopsies were performed with ≥10 cores of prostatic tissue ob-
tained. Prostate volumes were calculated by ultrasound measurement,
using the ellipsoid formula. The studywas approved by the hospital ethics
committee.

2.2. Samples

A blood sample was drawn before any prostatic manipulation. Serum
was centrifuged within 3 h of phlebotomy and frozen at −80 °C until
tests were analyzed, according to the recommendations for preanalytic
management of tPSA and fPSA [6] and published data about p2PSA [7].

2.3. Laboratory methods

tPSA, fPSA, andp2PSAserum levelsweremeasuredonAccess2 analyz-
er (Beckman Coulter, Brea, CA). WHO standards were used in the mea-
surement of tPSA and fPSA. %p2PSA was calculated using the formula
[(p2PSA pg/ml)/(fPSA μg/L × 1000)] × 100. Phi was calculated using the
formula [(p2PSA pg/ml)/(fPSA μg/L)] × √tPSA (μg/L).

2.4. Statistical analysis

TheKolmogorov–Smirnov testwas used to assess the normal distribu-
tion of variables. The Student t test and the U Mann–Whitney test were
used for comparisons of parametric and nonparametric continuous vari-
ables, respectively. Predictive accuracy was quantified as the area under
the ROC curve (AUC). Statistical differences between AUCs were com-
pared using the DeLong method [8].

To test the ability of phi and %p2PSA to improve the accuracy in de-
tecting PCa at biopsy, these variableswere used together in amultivariate
logistic regression (LR) model and an artificial neural network (ANN)
model with patient age, PSA, %fPSA and prostate volume.

Table 1
Descriptive characteristics of the study population.

Patients with negative biopsy Patients with PCa All patients

Median (range) p Median (range) Median (range)

Number of patients 102 – 118 220
Patient age 67 (38–78) 0.617a 65 (45–82) 66 (38–82)
Prostate volume 64.25 (19–170) b0.0001b 41.0 (15.4–137) 49 (15.4–170)
tPSA (μg/L) 5.65 (2.10–9.77) 0.838b 5.91 (2.72–9.91) 5.76 (2.10–9.91)
%fPSA 18.25 (7.51–38.16) b0.0001b 13.3 (3.86–50.83) 15.34 (3.86–50.83)
p2PSA (pg/mL) 16.7 (4.25–50.66) 0.767b 17.37 (6.16–74.97) 17.15 (4.25–74.97)
%p2PSA 1.60 (0.87–2.86) b0.0001b 2.22 (0.99–10.71) 1.88 (0.87–10.71)
Phi 38.35 (19.23–72.63) b0.0001b 50.96 (21.88–252.77) 44.57 (19.23–252.77)

a t Student.
b U Mann–Whitney.

Table 3
AUCs for tPSA, %fPSA, %p2PSA and phi.

Prostate volume (cc) ≤35
AUC (95% CI)

36–50
AUC (95% CI)

N50
AUC (95% CI)

All patients
AUC (95% CI)

Phi 0.818 (0.704–0.933) 0.716 (0.577–0.855) 0.654 (0.543–0.766) 0.748 (0.684–0.812)
%p2PSA 0.767 (0.637–0.897) 0.678 (0.523–0.833) 0.646 (0.531–0.760) 0.743 (0.678–0.807)
tPSA (μg/L) 0.678 (0.529–0.827) 0.554 (0.359–0.748) 0.524 (0.402–0.646) 0.508 (0.431–0.585)
%fPSA 0.717 (0.568–0.865) 0.657 (0.504–0.810) 0.518 (0.396– 0.639) 0.700 (0.631–0.768)

Table 2
Results of biomarkers according to prostate volume.

Prostate
volume (cc)

≤35 36–50 N50

PSA b 10 Negative biopsy
(median/range)

p PCa
(median/range)

Negative biopsy
(median/range)

p PCa
(median/range)

Negative biopsy
(median/range)

p PCa
(median/range)

n 11 48 18 34 73 36
Phi 41.32 (31.30–64.23) 0.001 64.93 (23.30–252.76) 35.38 (20.69–49.80) 0.011 44.56 (21.88–132.72) 38.34 (19.23–72.63) 0.009 46.28 (24.33–80.34)
%p2PSA 2.01 (1.55–2.82) 0.006 2.75 (1.18–10.71) 1.46 (1.01–2.62) 0.036 1.94 (0.99–5.26) 1.53 (0.87–2.86) 0.014 1.83 (1.06–3.65)
p2PSA (pg/mL) 12.31 (6.72–20.58) 0.243 14.52 (6.16–74.97) 14.70 (6.37–28.46) 0.590 13.84 (7.53–35.60) 18.03 (4.25–50.66) 0.048 20.32 (10.01–71.98)
tPSA (μg/L) 4.61 (2.1–6.51) 0.067 5.60 (2.72–9.64) 5.08 (2.23–9.77) 0.526 5.87 (3.52–8.07) 6.21 (3.32–9.38) 0.680 6.01 (3.19–9.91)
%fPSA 12.75(9.54–23.81) 0.026 9.86 (4.12–21.80) 17.44 (10.37–30.74) 0.065 13.39 (3.86–32.96) 19.07 (7.51–38.16) 0.767 18.24 (9.97–50.83)
fPSA (μg/L) 0.61 (0.39–0.89) 0.448 0.53 (0.20–1.44) 0.87 (0.41–2.25) 0.172 0.75 (0.28–2.04) 1.19 (0.26–3.11) 0.782 1.26 (0.49–3.97)

Significant differences in relation toprostate volume in the group of patientswith PCawere found for: phi (p b 0.0001), %p2PSA (p b 0.0001), p2PSA (p = 0.001), %fPSA (p b 0.0001), fPSA
(p b 0.0001). No differences were found for PSA (p = 0.429).
Significant differences in relation to prostate volume in the group of patients with negative biopsy were found for: %p2PSA (p = 0.004), p2PSA (p = 0.006), tPSA (p = 0.01), %fPSA
(p = 0.01), fPSA (p b 0.0001). No differences were found for phi (p = 0.127).
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Multivariable models were complemented by decision curve analysis
(DCA) [9].

Statistical analyses were performed using IBM-SPSS® version 20.0
(IBM Corp., Armonk, NY, USA, 2011). A two-sided p value b0.05was con-
sidered to indicate statistical significance. ANN models were constructed
with NeuroXL predictor-software (OLSOFT, Moscow, Russia). Decision
curves were plotted using R (www.r-project.org).

3. Results

Patient characteristics are shown in Table 1. tPSA ranged from 2.1 to
9.77 μg/L in the group of patients with negative biopsy and from 2.72 to
9.91 μg/L in the group of patients with PCa. Median tPSA did not differ
between both groups of patients. Significant statistical differences be-
tween patients with negative biopsy and patients with PCa were ob-
served for prostate volume, %fPSA, %p2PSA and phi.

Median serum levels and ranges for all biomarkers classifying pa-
tients according to prostate volume in three groups are shown in
Table 2. Significant differences between patients with negative biopsy
and patients with PCa were found for %fPSA, %p2PSA and phi in the
group of patients with small prostate volume (≤35 cc). Furthermore,
in the groups of patients with medium prostate volume (36–50 cc)
and with large prostate volume (N50 cc) we found significant differ-
ences between patients with negative biopsy and patients with PCa
for %p2PSA and phi. When we compared patients with negative biopsy
according to prostate volume, statistical differences between the three
groups of patients were found for all biomarkers, with the exception
of phi. Similarly, comparing patients with PCa according to prostate vol-
ume, significant differences were found for all biomarkers, except for
tPSA.

The AUCs obtained for the tests evaluated in this study are shown in
Table 3. The best results were found for phi and %p2PSA, obtaining
AUCs of 0.748 and 0.743, respectively. AUCs for phi and %p2PSA signifi-
cantly outperformed tPSA (p b 0.0001), but not %fPSA. The AUCs for the
study subjects based on prostate volume can be also seen in Table 3.
Bigger areas were obtained for all biomarkers in patients with small
prostate volume; meanwhile, the lowest areas were found in patients
with large prostate volume.

Table 4 shows the results of the multivariate analysis. The AUC ob-
tained using a logistic regression analysis for a base model including
tPSA, %fPSA, patient age and prostate volume was 0.762. This value

Table 4
Multivariate analysis in the prediction of PCa.

With prostate
volume

Without prostate
volume

AUC
(95% CI)

AUC
(95% CI)

Base model (LR) 0.762
(0.700–0.825)

0.695
(0.626–0.765)

Base model + %p2PSA (LR) 0.792
(0.733–0.851)

0.760
(0.696–0.823)

Base model + phi (LR) 0.796
(0.738–0.855)

0.762
(0.699–0.825)

Base model + phi + %p2PSA (LR) 0.802
(0.744–0.859)

0.762
(0.700–0.825)

Base model + phi + %p2psa (ANN) 0.815
(0.759–0.870)

0.775
(0.715–0.836)

Base model: tPSA, %fPSA, patient age, with or without prostate volume.
LR: logistic regression model; ANN: artificial neural network model.
AUC: area under the curve; CI: confidence interval.

ANN
LR
BM

A

LR
LR w

B

LR: Logistic regression (Base model + phi + %p2PSA)
LR w: Logistic regression (Base model without prostate volume + phi + %p2PSA)

ANN
ANN w

C

ANN: Neural Network (Base model + phi+%p2PSA)
ANN w: Neural Network (Base model without prostate volume + phi+ %p2PSA)

BM: Base model (Volume + age + %fPSA + tPSA)
LR: Logistic regression (Base model + phi + %p2PSA)
ANN: Neural Network (Base model + phi+ %p2PSA)

Fig. 1.Decision curve analysis. A:DCA comparing the basemodelwith the completemodel
(adding %p2PSA and phi using LR and ANN). B: DCA comparing the LR model including or
not the prostate volume. C: DCA comparing the ANN model including or not the prostate
volume.
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increased by adding %p2PSA (0.792), phi (0.796) or both (0.802) to the
basemodel. Finally, an AUC of 0.815 was found using an artificial neural
network including all variables. This table also includes the AUCs
observed for the samemodels excluding prostate volume in the assess-
ment, finding that predictive accuracy decreased in all cases.

A DCA was performed comparing the base model with the same
model but adding %p2PSA and phi (Fig. 1A). We obtained a net benefit
when %p2PSA and phi were included using a logistic regression analysis
aswell as using an artificial neural network. Fig. 1B and C shows respec-
tively the DCA obtained for the LR and ANN model, including or not
including the prostate volume. Net benefit increasedwhen prostate vol-
ume was included in the models.

The relationship between biomarkers and biopsy Gleason score is
shown in Fig. 2. Significant higher levels of tPSA, %p2PSA and phi were
found in patients with biopsy Gleason score ≥7 in comparison with
patients with biopsy Gleason score b7, while no significant differences
were found for %fPSA. This figure also shows the relationship between
biomarkers and prostate volume classifying patients in relation to biop-
sy Gleason score. Significant differences in relation to prostate volume
were found for phi and %p2PSA in patients with Gleason score ≥7
(p = 0.003 and p b 0.001, respectively) aswell as in patientswith biop-
sy Gleason score b7 (p = 0.014 and 0.007, respectively). Also, signifi-
cant differences were appreciated in both groups of patients for %fPSA
(p b 0.001, in both cases).

4. Discussion

Earlier detection of PCa in the PSA era has brought new challenges
to clinical assessment and treatment selection. The U.S. Preventive
Services Task Force presented new controversial recommendations
about the use of tPSA in the screening of PCa, citing small or no reduc-
tion in prostate cancer-specific mortality, and harms related to

subsequent evaluation and treatments, some of whichmay be unneces-
sary [10]. Despite its deficiencies, tPSA remains as the most used bio-
marker for PCa. However, results published in last years concerning
%p2PSA and phi, two derivatives of p2PSA, demonstrated superior spec-
ificity than tPSA, showing their potential use reducing unnecessary bi-
opsies and improving the prediction of the aggressiveness of the
tumor. AUCs for %p2PSA and phi have been reported respectively from
0.635 to 0.780 and from 0.703 to 0.770 [2]. A recent multicenter evalu-
ation, including 1362 patients with tPSA between 1.6 and 8 μg/L,
showed AUCs of 0.72 and 0.74 for %p2PSA and phi, respectively [3]. Fur-
thermore, a prospective European study including 646 patients with
tPSA between 2 and 10 μg/L showed AUCs of 0.67 for both biomarkers
[4].

Our group in a previous study including patients with tPSA between
1.92 and 36.90 μg/L obtained similar results, showing AUCs of 0.723 and
0.732 for %p2PSA and phi, respectively [11]. In the present study, we
evaluated the derivatives of p2PSA in patients with tPSA lower than
10 μg/L using a univariate and multivariate analysis, which included a
logistic regression model and an artificial neural network. The univari-
ate analysis showed similar results than those of published studies,
demonstrating the biggest AUC for phi (0.748). Also, we obtained an as-
sociation of phi and %p2PSA with biopsy Gleason score, as described
previously in other studies [3,4,12,13].

Interestingly, phi is not related to prostate volume in patients with
negative biopsy, while this association was observed for the others bio-
markers. In contrast, in patients with PCa significant differences were
found for all biomarkers, with the exception of tPSA. As a consequence,
our results remark differences in accuracy for these biomarkers in rela-
tion to prostate volume. So, the performance of phi changed in relation
to prostate volume, finding AUCs of 0.818, 0.716 and 0.654 for patients
with small, medium and large prostate volume, respectively. These data
disagreewith previous results reported by Catalona et al. [12] indicating
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that phi is not associated with prostate volume, and showing similar
AUCs for patients with prostate volume ≤38 cc (0.693), 39–53 cc
(0.707) and≥54 cc (0.642). We have not explanation for these discrep-
ant results, although the median of prostate volume in patients with
negative biopsywas higher in our study (64.25 vs 51 cc). Further studies
are necessary to confirm the higher accuracy of phi in patients with
small prostate volume.

The combination of multiple biomarkers for the detection of PCa has
been proposed byMikolajczyk et al. [14] in 2004, considering that this re-
flects themultidimensional nature of prostate disease which ranges from
metastatic cancer to benign hyperplasia and inflammation. Our results
demonstrated this approximation, improving the accuracy in the detec-
tion of PCa when amultivariate model was used, particularly when pros-
tate volume was included.

Using a decision analytic approach, we have demonstrated that the
use ofmodels including phi and%p2PSA can importantly improve accura-
cy obtained with a base model. The use of a multivariate model including
%p2PSA was suggested initially by Sokoll [15], obtaining an AUC of 0.76
for patients with tPSA from 2 to 10 μg/L. This model included tPSA,
%fPSA and %p2PSA, together with several clinical and demographic fac-
tors, but not prostate volume. Also, Stephan et al. [16] proposed a multi-
variate model, constructed using LR and ANN, indicating that no
improvement was obtained when prostate volume was included into
the model.

However, a second study conducted by Stephan [3] improved accura-
cy in detection of PCa adding %p2PSA (AUC: 0.75) or phi (AUC: 0.75) to a
multivariate model based on patient age, prostate volume, digital rectal
examination, tPSA and %fPSA (AUC: 0.69). Prostate volume was also in-
cluded in the multivariate model described by Guazzoni et al. [13] show-
ing a gain in the predictive accuracy of 0.10 or 0.11, respectively, when
%p2PSA (AUC: 0.82) or phi (AUC: 0.83)was added to a basemodel includ-
ing patient age, prostate volume, tPSA and %fPSA (AUC: 0.72).

Some differences are observed in our study in relation to previously
published results.We obtained a bigger AUC for the basemodel, including
patient age, prostate volume, tPSA and %fPSA (0.762), probably because
the AUC for %fPSA is higher in our study: 0.70 versus 0.61 reported by
Stephan et al. [3], and 0.58 reported by Guazzoni et al. [13]. However,
our results are comparable with published results when %p2PSA and
phi were added to the base model, obtaining a similar gain (0.053 and
0.040, using LR and ANN, respectively) to those reported by Stephan
et al. [3] (0.06 as well as including %fPSA or phi) and Guazzoni et al. [13]
(0.10 and 0.11 including %fPSA and phi, respectively).

Our study highlights the meaning of prostate volume in the interpre-
tation of prostate cancer biomarkers. The AUCs obtained using amultivar-
iate analysis demonstrated lower values for all models when prostate
volume was excluded. Also, we observed differences in ROC curves ac-
cording to prostate volume, obtaining the biggest accuracy for all bio-
markers in patients with small prostate volume. The reported results
remark the relationship of phi with prostate volume in patients with
PCa, but not in patients with negative biopsy. This is a characteristic fea-
ture of phi in contrast with the other biomarkers evaluated in this
study. On the other hand, in patients with PCa, Phi values were signifi-
cantly higher in patients with small prostate volume than in patients
with medium or large prostates. This trend was also observed when
patients with PCa were classified according to biopsy Gleason score in
two groups. Results reported in this study agree with previous studies
demonstrating the higher accuracy of %p2PSA and phi to detect PCa,
showing a positive association with the aggressiveness of the tumor.

In conclusion, accuracy for detecting PCa improved including phi
and %p2PSA in a multivariate model, obtaining AUCs of 0.802 and

0.815 using LR analysis or ANN, respectively. Certainly, new efforts are
necessary to discover new tests specifically related to PCa in order to
further increase present day accuracy. However, prostate volume re-
mains a key factor in the interpretation of biomarkers used to detect
PCa. So,we need serumbiomarkers related to prostate volume to substi-
tute transrectal ultrasound.
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Background: The usefulness of PCA3 in the management of early prostate cancer (PCa) is on debate. The aim of
this study was to evaluate PCA3 in the detection of PCa and its relationship with tumor aggressiveness.
Methods and patients: PCA3 score was measured by real time PCR in urinary sediments of 122 patients who
underwent prostate biopsy for PSA N4 μg/L.
Results:Analysis of ROC curves showed an area under the curve (AUC) of 0.804 for PCA3 score, while the AUCswere
0.587 and 0.697 for PSA and % free PSA, respectively. The probability of positive biopsy increased in relation to PCA3
score,with variations from37% to 96% for patientswith PCA3 score lower than0.90or higher than1.04, respectively.
We chose the cut-off value of 0.90, corresponding to a sensitivity of 92.5%, for which we obtained a specificity of
41.5%. No significant differences in PCA3 score were found in relation to Gleason score or clinical stage.
Conclusions: The results show a high probability of PCa in patientswith an elevated PCA3 score, althoughwe did not
find any relationshipwith aggressiveness of the tumor. PCA3 score can help to selectmore precisely which patients
will need to perform a biopsy of the prostate.

© 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Prostate cancer (PCa) is the most frequent cancer among males. In
Europe, an incidence of 416,700 new cases and a mortality of 92,200
per year have been reported in 2012. It is responsible for more male
deaths than any other cancer, with the exceptions of lung cancer and co-
lorectal cancer [1]. Prostate-specific antigen (PSA) is the main test used
in the detection of PCa, but its use remains controversial, because of the
low specificity of this biomarker. Biopsy is negative in approximately
75% of patients with PSA between 4 and 10 μg/L; meanwhile, PCa is de-
tected in 10–35% of patients with a negative first biopsy. Furthermore,
the widespread use of PSA screening has led to earlier detection, but
with a high rate of overdetection, showing prolonged survival without
reducing mortality significantly.

In the last years, several new biomarkers for aiding in the detection
of PCa have emerged and have shown hopeful results. In this regard,
PCA3 assay appears to be promising. This biomarker was described in
1999 by Bussemakers et al. [2] as DD3 gene, showing that this gene is
highly overexpressed (about 70–100 fold) in prostate cancer cells
with respect to normal prostate tissue. The most common transcript
contains exons 1, 3, 4a and 4b [3]. However, exon 2 has been also

described as specifically amplified in PCa samples [4], but not in hyper-
trophic tissue. The PCA3 score (the measurement of PCA3 mRNA nor-
malized by PSA mRNA) appears to be more useful in the detection of
PCa than other biomarkers, including total PSA (tPSA) and free PSA
(fPSA) [5–7]. Recently, Progensa™ PCA3 assay for the measurement of
PCA3 score in post digital rectal exam (DRE) first catchmale urine spec-
imens was approved by the FDA for use in conjunction with other
patient information to aid in the decision for repeat biopsy in men
50 years or older and who have had one or more previous negative
prostate biopsies. More controversial is the relationship between PCA3
score and the aggressiveness of PCa, with contradictory results between
authors [6,7], even when a recent study performed in a wide cohort of
patients showed that PCA3 score correlateswithmore aggressive cancer
[8].

The aim of our studywas to determine the value of PCA3 score in the
detection of PCa, estimating their assessment in the reduction of unnec-
essary biopsies. Also, we evaluated the relationship between this test
and the aggressiveness of PCa.

2. Patients and methods

2.1. Patients

This retrospective study included 122 patientswhounderwent pros-
tate biopsy because of PSA serum levels higher than 4.0 μg/L (93 with
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positive and 29 with negative biopsy). Patients with other known
tumors, medical therapy known to affect PSA serum levels, urinary
infection or acute prostatitis were excluded from the study. Also, we
measured PCA3 score in 10 control subjects, with PSA b4.0 μg/L and
negative DRE.

First catch urine samples were obtained from all participants after
prostate massage, systematically applying severe pressure to the
prostate from the base to the apex, and from the lateral to the median
line of each lobe. Urine was obtained before prostate biopsy. Biopsies
consisting of at least 10 cores were performed. Written informed
consent was obtained from all participants. The protocol was approved
by the Institutional Ethical Research Committee.

Total and free PSA serum levels were measured using the Elecsys
total PSA and free PSA immunoassays (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany), respectively. These are dual monoclonal antibody sandwich
assays, calibrated against WHO standards. Total and free PSA testing
was performed in an average of 4 months before or after urine speci-
men collection.

2.2. Urine sample preparation and procedure

Urine was caught in urine collection cups, containing 2 mL EDTA
0.5 M. Urine samples were kept at 4 °C and processed within 8 h after
collection. The urine samples were centrifuged at 1000 ×g for 15 min
at 4 °C, and then the cell pellets were re-suspended in 1 mL of TRIzol
reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and frozen at −80 °C until
RNA extraction. RNAs from the urinary cell pellets were extracted
using TRIzol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) according to the
manufacturer's instructions and quantifiedwith aNanoDrop (NanoDrop
Technologies, Wilmington, DE, USA).

Single-stranded cDNA synthesis was carried out from 50 ng of total
RNAusing theMultiScribe™Reverse Transcriptase (Applied Biosystems,
Foster City, CA) and stored at −80 °C until preamplification with the
TaqMan® PreAmp Master Mix Kit (Applied Biosystems, Foster City,
CA) was performed.

A total of 6.25 μL of each cDNA sample, 12.5 μL of TaqMan® PreAmp
MasterMix Kit 2× (AB) and 6.25 μL of pooled assaymix 0.2× containing
three Gene Expression Assays (AB) were used for the multiplex pre-
amplification of the target cDNAs following the manufacturer's instruc-
tions (AB). The three assays included in the pooled assay mix were
TaqMan® Gene Expression Assays (Applied Biosystems, Foster City,
CA).

2.3. Quantitative PCR analysis

PCA3, the control transcript PSA (used as housekeeping gene) andβ2
microglobulin (used as a retrotranscription reaction control) (TaqMan®
Gene Expression Assay, Applied Biosystems, Foster City, CA), were
analyzed by quantitative real time PCR (qPCR). The PCA3 probe
(Hs01371939_g1, Applied Biosystems, Foster City, CA) spans the
exons 2 and 3 and the exons 3 and 4. Reactions were carried out in trip-
licate on an ABI Prism-7300 qPCR machine (Applied Biosystems, Foster
City, CA). Only results with a standard deviation (SD) value of b0.38
were accepted (as recommended by the manufacturer). Threshold
levels were set into the exponential phase of the qPCR. Data analysis
was carried out using the ABI Prism-7300 SDS Software-v1.4 (Applied
Biosystems, Foster City, CA) with the same baseline and threshold set
for each plate to generate threshold cycle (Ct) values for all of the
genes in each sample.

The coefficient of variation from the triplicates of the processed
samples was from 0.13 to 7.22% for PCA3, and from 0.23 to 3.37% for
PSA. In 6.5% of the samples, qPCRwas repeated because SD of triplicates
was higher than the recommended SD. The criteria evaluated indicate
that the qPCR technique tomeasure the expression of PCA3 gene fulfills
the quality specifications necessary to accurately quantify the expres-
sion of this gene. The PCA3 score was calculated as 1 / (ctPCA3/ctPSA).

2.4. Statistical analysis

t test and Mann–Whitney U test were used for comparisons of
parametric and nonparametric continuous variables, respectively. Chi
square was used to calculate differences between qualitative results.
Patients were stratified according to the presence or absence of PCa at
biopsy. Receiver operating characteristic (ROC) curves and the area
under the curve (AUC) were used to evaluate the performance of PCA3
score as a measure to discriminate between patients in the PCa group
and the rest. The nonparametric method of DeLong was used to
compare AUCs obtained in the ROC analysis [9].

The relationship between PCA3 score and prostate volume, biopsy
Gleason score, clinical stage, pathological Gleason score, and pathologi-
cal stagewas also assessed. NonparametricMann–Whitney U test or the
Kruskal–Wallis test was used to assess significance levels.

Statistical analyses were performed using the statistical package
SPSS v.15 (IBM Corp., Armonk, NY, USA). All tests were 2-sided at the
0.05 level of significance. AUC comparisons were performed using the
software Epidat 3.1 (Santiago de Compostela, Spain).

3. Results

Table 1 lists the characteristics of the 122 men evaluated in this
study, including 61 patients at initial biopsy and 41 patients subjected
to a repeat biopsy. Data concerning previous biopsieswere not available
in 20 patients. Among PCa patients, biopsy Gleason score was b7 in 46%
(43/93) of patients and≥7 in 54% (50/93) of patients. Data about path-
ologic Gleason score were available in 42 patients treated with radical
prostatectomy (33% b 7; 67% ≥ 7). tPSA serum levels ranged from 4.16
to 17.76 μg/L for men with negative biopsy and from 4.07 to 20 μg/L in
the PCa group. Means of tPSA serum levels were 7.19 ± 0.50 μg/L and
8.62 ± 0.41 μg/L, respectively. Significant differences were not appreci-
ated between both groups of patients. %fPSA was available in 84 pa-
tients, showing significant differences (p = 0.004) between patients
with negative biopsy (20.52 ± 1.55; n = 26) and patients with PCa
(16.03 ± 1.27; n = 67).

We have also analyzed PCA3 score in 10 control subjects, finding a
median of 0.901 and a range from 0.807 to 0.957. 90% of these subjects
had PCA3 score levels lower than 0.90. Significant differenceswere appre-
ciated between control subjects and patients with PCa (p b 0.0001), but
not in relation to patients with negative biopsy.

Menwith PCa (1.009± 0.010)had a PCA3 score higher thanpatients
with negative biopsy (0.912 ± 0.021; p b 0.0001). Additionally, we ob-
tained a good correlation between PCA3 score values and the probability
of cancer that increased from 36.8% for patients with PCA3 score ≤0.90
to 96.4% for patients with PCA3 score N1.04 (Fig. 1). The probability of
cancer for patients with a PCA3 score higher or equal to 0.95 was signif-
icantly higher than the probability of cancer for patients with a PCA3
score lower than 0.95 (p b 0.0001).

Performance values for PCA3 score, tPSA and %fPSA in terms of AUC
are shown in Fig. 2. The area under the curve (AUC) was 0.804 for
PCA3 score, while AUCs for tPSA and %fPSA were 0.587 and 0.697, re-
spectively. Significant differences were observed between AUCs for
PCA3 score and tPSA (p = 0.0035), but not between AUCs for PCA3
score and %fPSA (p = 0.162). We did not find significant differences
in the performance of PCA3 score for patients at initial biopsy (AUC:
0.764; n = 61) or subjected to a repeat biopsy (AUC: 0.816; n = 41).
The specificity of PCA3 score at the cut-off of 0.90, corresponding to a
sensitivity of 92.5%, was 41.4% (Table 2). In comparison, sensitivity
and specificity for %fPSA at the cut-off of 25% were 81% and 26.9%,
respectively. Using a cut-off of 0.90 for PCA3 score, a reduction of 16%
biopsies could be obtained, while 7 PCa would have been missed,
including 2 patients with biopsy Gleason score 7 and 2 patients with
biopsy Gleason score 9.

Table 3 shows results obtained for PCA3 score in relation to tPSA
serum levels. We did not find significant differences in PCA3 score
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between patients with tPSA from 4 to 10 μg/L (0.978 ± 0.012) and
patients with tPSA from 10.1 to 20 μg/L (1.009 ± 0.018). Also, AUCs
obtained for both groups of patients were similar (0.793 and 0.821, re-
spectively). PCA3 score values in relation to biopsy Gleason score and
to clinical stage are reported in Fig. 3. We did not find significant differ-
ences in PCA3 score between patients with biopsy Gleason score b7
(1.009 ± 0.088; n = 42) and those with biopsy Gleason score ≥7
(1.008 ± 0.111; n = 50). Neither we did find significant differences
in PCA3 score between patients with clinical stage T1c (1.002 ± 0.085;
n = 50) and patients with clinical stages T2 and T3 (1.026 ± 0.125;
n = 35). Radical prostatectomy was performed in 42 patients and
no significant differences were found in PCA3 score between patients

with pathological Gleason score b7 (1.010 ± 0.115; n = 14) and
those with biopsy Gleason score≥7 (0.995± 0.046; n= 28). No sig-
nificant differences in PCA3 score were found between different
pathological stages.

4. Discussion

New urinary biomarkers, among them PCA3, have been intensely
studied over the past decade to improve the management of early
PCa. Urine presents advantages over other fluids, as serum or plasma,
because biomarkers produced by PCa cells go directly to urine, and
they are diluted in a smaller volume. The measurement of biomarkers
in urine, like PCA3, is particularly interesting when the specimen is
obtained after a prostate massage in order to increase the quantity of
prostatic material [10], being the informative rate of the sample near
to 100% [11]. In this regard, according to Sokoll et al. [12] specimens
obtained after prostate massage provided a high informative rate of
95.5%, whereas first morning void urine and specimens obtained before
prostate massage provided markedly lower rates (80.4% and 74.4%,
respectively).

In the present study, we investigated the ability of PCA3 score mea-
sured in urine samples obtained after prostate massage to predict the
prostate biopsy outcome in a cohort of 122 patients with PSA between
4 and 20 μg/L. We found that the probability of PCa was in relation to
PCA3 score, with results ranging from 36.8% when PCA3 score was
≤0.90 to 96.4% when PCA3 score was N1.04. The diagnostic perfor-
mance of PCA3 score in our study was high, with an AUC of 0.804.
The published AUC values for PCA3 are between 0.60 and 0.90 [6,7],
with no differences between the FDA-approved Progensa™ PCA3 and
qRT-PCR manual assays [6].

Several studies have been published in the last years showing the
clinical value of PCA3 to improve specificity over PSA and mostly also
over %fPSA in the detection of PCa. Our study underlines that PCA3

Table 1
Characteristics of the study population.

Negative biopsy
Mean ± std err (median)

Positive biopsy
Mean ± std err (median)

p value All evaluable men
Mean ± std err (median)

n 29 93 – 122
Age 65.9 ± 1.4

(67.5)
67.7 ± 0.7
(68)

0.253 67.3 ± 0.7
(68)

First biopsy 11 50 – 61
Repeated biopsy 18 23 – 41
No information available about previous biopsies 0 20 – 20
Biopsy Gleason score 93 93

b7 – 43 – 43
≥7 – 50 – 50

Pathological Gleason score 42 42
b7 – 14 – 14
≥7 – 28 – 28

Clinical stage 85 – 85
T1c – 50 – 50
T2–T3 – 35 – 35

Pathological stage 42 42
T2a – 6 – 6
T2b – 3 – 3
T2c – 28 – 28
T3a – 5 – 5

Serum total PSA 7.19 ± 0.50
(6.90)

8.62 ± 0.41
(7.33)

0.158 8.28 ± 0.34
(7.23)

4–10 μg/L 26 67 – 93
10–20 μg/L 3 26 – 29

Serum % free PSA (%) 20.52 ± 1.55 (18.45) 16.03 ± 1.27 (13.06) 0.004a 17.42 ± 1.02
(15.44)

b10 1 16 – 17
10–25 17 31 – 48
N25 8 11 – 19
Not available 3 35 – 38

PCA3 score 0.912 ± 0.021 (0.918) 1.009 ± 0.0104 (0.999) b0.0001a 0.986 ± 0.010
(0.985)

a Significant differences; age: t test; for the rest of parameters: Mann–Whitney U test.
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Fig. 1. Probability of prostate cancer in relation to PCA3 score.
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score performs better than PSA (AUC: 0.587) and %fPSA (AUC: 0.697),
even though significant differences were found only between PCA3
score and tPSA. These results are in accordance with the majority of
published series [13–17], but differ from results published by Auprich
et al. [18] who showed a better performance of %fPSA for patients
with two or three previous negative biopsies.

In our experience, the performance of PCA3 score was independent
from PSA serum levels, being that AUCs are very similar for patients
with PSA between 4 and 10 μg/L (0.793) and for patients with PSA
between 10.1 and 20 μg/L (0.821). On the other hand, we did not find
significant differences for patients at initial biopsy (AUC: 0.764) or
subjected to a repeat biopsy (AUC: 0.816). Both points agree with
conclusions recently reported by Bradley et al. [19] in a comparative
effectiveness review, analyzing 24 observational studies addressed to
evaluate the diagnostic accuracy of PCA3 score.

Probably, one of themost controversial issues about PCA3 score con-
cerns the definition of the cut-off used to detect PCawith an appropriate
sensitivity and specificity. Using the commercial Progensa™ PCA3 test,
the most common score used is 35, even when FDA recommends the
score of 25. Haese et al. [13], in a multicentre evaluation including 463
patients, indicated that a PCA3 score of 35 provided the optimal balance
between sensitivity (47%) and specificity (72%), even when 27 (21%)
cancers with a Gleason score of 7–9would have beenmissed. The num-
ber of missed cancers may be reduced using lower cut-offs. Crawford

et al. [20], evaluating 1962 men with PSA higher than 2.5 μg/L and/or
abnormal DRE, showed a substantial reduction of missed cancers in re-
lation to the cut-off used, decreasing from 21.6% when the score of 35
was considered to 5.6% when the score of 10 was considered. Similar
findings have been recently reported by Capoluongo et al. [21], showing
the best performance using the cut-off of 20, being the sensitivity 95.4%
and the specificity 30.9%.

The main disadvantage of a manual assay for the measurement of
PCA3 score is that the cut-off must be defined without any reference
about the experience obtained using the commercial Progensa™ PCA3
test. In this study we chose a cut-off of 0.90 in order to reduce at mini-
mum the number of false negative results. Using this cut-off the sensi-
tivity was 92.5% and the specificity was 41.4%. Similar results in
specificity have been reported by other authors using cut-offs corre-
sponding to a sensitivity of around 90% [20,23,24]. Using RT-qPCR
manual assay, with a sensitivity of 90%, Rigau et al. [22] found a spec-
ificity of 25%, while Salami et al. [23], for a sensitivity of 93%, found a
specificity of 37%. On the other hand, Crawford et al. [20] and Rubio-
Briones et al. [25], using the Progensa™ PCA3 test, reported specific-
ities of 36.6% and 33% for sensitivities of 86.5% and 85%, respectively.
Also, Chun et al. [24], using the Progensa™ PCA3 test, found a speci-
ficity of 45% for a cut-off of 17, corresponding to a sensitivity of
81.3%.

The increasing use of PSA within the last 25 years has resulted
in an overall down-staging of newly diagnosed PCa. Currently, a
substantial proportion of new diagnosed patients has features of
clinically insignificant prostate cancer and these patients can be
candidates to active surveillance [26]. For this reason the availability
of biomarkers of aggressiveness is relevant in PCa. Interestingly,
Ferro et al. [27], evaluating the performance of the Progensa™ PCA3
test in 300 patients, reported that patients with active surveillance
compatible PCa had significantly lower PCA3 score values. However,
the relationship between PCA3 score and tumor aggressiveness is a
controversial point, with studies suggesting this relation [8,21,
28–30], and others concluding no relationship of PCA3 score with
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Fig. 2. Receiver-operating characteristic (ROC) curve analysis for PCA3 score, PSA and %fPSA.

Table 2
Sensitivity and specificity of the PCA3 assay and %fPSA.

Sensitivity (%) Specificity (%) PPV (%) NPV (%)

PCA3 score cut-off 0.90 92.5 41.4 83.5 63.2
PCA3 score cut-off 0.95 76.3 74.2 91 50
PCA3 score cut-off 1.00 46.2 87.1 93.5 34.2
%fPSA cut-off 25% 81.0 26.9 71.2 38.9

Abbreviations: PSA, prostate-specific antigen; %fPSA, percent-free PSA.

Table 3
Mean and median PCA3 score and diagnostic accuracy of PCA3 score (cut-off 0.90) at different total PSA levels.

PCA3 score Num of patients AUC PCA3 score Median Mean ± std err pa Sensitivity (%) Specificity (%)

All: tPSA 4–20 μg/L 122 0.804 0.985 0.986 ± 0.010 – 92.5 41.4
tPSA 4–10 μg/L 93 0.793 0.970 0.978 ± 0.012 0.093 92.5 42.3
tPSA 10.1–20 μg/L 29 0.821 0.999 1.009 ± 0.018 – 92.3 33.3

a Mann–Whitney U test.
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Gleason score or with clinical and pathological stages [31–34]. No
explanation has been proposed for this disagreement. Our results
did not show evidence of a correlation of PCA3 score with Gleason
score or with clinical and pathological stages.

The results presented in this evaluation are encouraging, but they
have several limitations. It is important to note that our data, and the
majority of previously reported studies about PCA3, are reported in
patients selected by biopsy according to PSA serum levels. In this evalu-
ation we studied patients with PSA between 4 and 20 μg/L. Differences
in AUCs between PCA3 score and PSA would be lower if patients were
selected minimizing the bias caused by the influence of PSA in their
selection. On the other hand, even when initial results suggested that
PCA3 is overexpressed in cancer tissue, false negative results were
detected in our study, including among them two patients with biopsy
Gleason score of 9.

Results presented in our study using a RT-qPCR assay are compa-
rable to published results using the FDA-approved Progensa™ PCA3.
This RT-qPCR assay is an easy and cheap test with potential use in the
detection of prostate cancer, showing an elevated probability of can-
cer in patients with high levels of PCA3 score. Multicentre evaluation
of PCA3 measurement by Real-time PCR is necessary to validate its
usefulness in clinical practice. In conclusion, PCA3 score could
improve the prediction of PCa and help in selecting better men for
biopsy.
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BACKGROUND. MicroRNAs (miRNAs) are non-coding small RNAs, involved in post-
transcriptional regulation of many target genes.
METHODS. Five miRNAs that have been consistently found deregulated in PCa (miR-21,
miR-141, miR-214, miR-375, and let-7c) were analyzed in urinary pellets from 60 prostate
cancer (PCa) patients and 10 healthy subjects by qRT-PCR. Besides, urinary exosomes were
isolated by differential centrifugation and analyzed for those miRNAs.
RESULTS. Significant upregulation of miR-21, miR-141, and miR-375 was found comparing
PCa patients with healthy subjects in urinary pellets, while miR-214 was found significantly
downregulated. Regarding urinary exosomes, miR-21 and miR-375 were also significantly
upregulated in PCa but no differences were found for miR-141. Significant differences were
found for let-7c in PCa in urinary exosomes while no differences were observed in urinary
pellets. A panel combining miR-21 and miR-375 is suggested as the best combination to
distinguish PCa patients and healthy subjects, with an AUC of 0.872. Furthermore, the
association of miRNAs with clinicopathological characteristics was investigated. MiR-141
resulted significantly correlated with Gleason score in urinary pellets and let-7c with clinical
stage in urinary exosomes. Additionally, miR-21, miR-141, and miR-214 were found
significantly deregulated in intermediate/high-risk PCa versus low-risk/healthy subjects in
urinary pellets. Significant differences between both groups were found in urinary exosomes
for miR-21, miR-375, and let-7c.
CONCLUSIONS. These findings suggest that the analysis of miRNAs—especially miRNA-21
and miR-375- in urine could be useful as biomarkers in PCa. Prostate
# 2016 Wiley Periodicals, Inc.

KEY WORDS: prostate cancer; miRNA; exosomes; urine

INTRODUCTION

Prostate cancer (PCa) is currently the second most
common frequently diagnosed cancer and the fifth
leading cause of cancer-related death among males
worldwide [1]. Prostate-specific antigen (PSA) has been
extensively used in the early detection of PCa despite
the problems related to its low specificity. On the other
hand, PSA screening results in overdiagnosis and
overtreatment of insignificant PCa. Consequently, it is
an imperative to identify new accurate biomarkers that
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allow the detection of PCa at an early stage and can
distinguish aggressive from insignificant tumors.

MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs
that modulate the expression of specific genes at
post-transcriptional level and have emerged as novel
promising biomarkers for PCa detection and prognosis.
MiRNAs have been found involved in multiple biolog-
ical processes and therefore in a variety of oncogenic
pathways [2,3]. MiRNAs can either function as
oncogenes or tumor-suppressors depending on their
target genes [4].

Several profiling studies have already shown that
the expression of miRNAs is commonly altered in
PCa compared with normal tissues [5,6]. Numerous
studies have demonstrated that miR-21, miR-141, and
miR-375 were the most repeated significantly deregu-
lated miRNAs in PCa in tissue as well as in blood [7,8].
On the other hand, let-7c and miR-214 were also
found deregulated in PCa, playing an outstanding
role in tumor progression and metastasis [9,10].

Urine appears as a challenging alternative to
plasma/serum for PCa biomarker discovery. In the
last years, several authors have defined miRNA
profiles of PCa in urine [11–13] but no overlapping
expression pattern exists between the different pub-
lications. Consequently, there is not at the moment
any miRNA urine test for the early detection and
prognosis of PCa. More studies in urine are necessary
to validate those miRNAs that have been found
repeatedly deregulated in tissue.

Moreover, exosomes emerge as a new source of
cancer biomarkers [14]. They are small (30–150 nm)
vesicles released by most cell types that contain
proteins, lipids, and nucleic acids (e.g., miRNAs) that
serve a variety of functions including intercellular
communication [15]. The study of new biomarkers in
exosomes is a promising field because they are
remarkably stable in body fluids and their content is
protected from enzymatic degradation by the exoso-
mal lipid bilayer [16]. The presence of exosomes in
urine was first reported in 2004 [17], and since then
they have been shown to be of interest in several
diseases [18] including PCa [19].

The goal of this work, was to study the potential of
five cancer-associated miRNAs, miR-21, miR-141,
miR-214, miR-375, and let-7c in urinary pellets and
exosomes as biomarkers for PCa detection and
prognosis.

MATERIALS AND METHODS

Patients and Clinical Samples

We collected freshly voided urine samples from 60
patients with PCa. Demographic data and medical

history were obtained at the entry of each patient to
the study. Digital rectal examination (DRE) was
performed in all patients in order to determine the
clinical stage. Patients with other malignancies than
non-melanoma skin cancer and patients who had
undergone any previous treatment related to
PCa or benign prostatic hyperplasia (BPH) with
5-alpha-reductase inhibitors were excluded from the
study. A group of 10 healthy volunteers was also
included. PSA serum levels were lower than 4mg/L
(mean: 1.14mg/L; standard deviation: 0.95) and DRE
was negative in all healthy subjects.

The study was approved by ethical committees of
involved medical centres, and written informed con-
sent was obtained from all study participants.

Urinary Pellets Preparation

Urine samples (30–50ml) were collected in
containers without any preservative after a prostate
massage. Samples were stored at 4°C and centrifuged
within 4hr after collection (2,000g for 20min at 4°C).
The pellet was then washed with 2ml of an ice-cold
phosphate buffered saline solution (PBS) and again
centrifuged (2,000g for 5min at 4°C). Afterwards, 1ml
QIAzol (Qiagen1, Hilden, Germany) was added to the
pellet, mixed, and left at room temperature for 5min.
The pellet with QIAzol was stored at �80°C until
analysis. Sera from all participants were also obtained
before prostate massage for the PSA measurement.

Urinary Exosomes Isolation

Exosomes were isolated by differential centrifugation
from urine of 10 healthy subjects and 52 of the 60 PCa
patients included in the study. After obtaining the
urinary pellet, the supernatant was transferred
to ultracentrifuge tubs (polycarbonate) and centrifuged
at 17,000g for 45min at 4°C. Then the supernatant was
transferred to another tub and again centrifuged at
2,00,000g for 2hr at 4°C. Afterwards, the supernatant
was discarded. The pellet was recovered, reconstituted
with PBS and stored at �80°C until the RNA isolation.
The presence of exosomes in the pelleted sample was
confirmed by electronic microscopy (Fig. 1).

Electronic Microscopy

For transmission electron microscopy, an aliquot of
the pelleted exosomes was fixed in 3% paraformalde-
hyde. A drop of the sample was placed in a formvar
coated grid for 10min and after extracting the excess
of fluid, it was stained with 2% uranyl acetate for
3min. After that, a MilliQ water drop was added for
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3min, then the excess of fluid was extracted and the
sample was dried. Finally, the samples were examined
in a Jeol 1010 transmission electron microscope at
80 kV supplied with CCD Gatan ORIUS camera.

Isolation of miRNAs from Urinary Pellets and
Exosomes

Total RNA was isolated from frozen pellets
and exosomes using miRNeasy serum/plasma kit
(Qiagen1) according to the manufacturer’s instruc-
tions. Previously to the addition of the chloroform, the
spike-in control cel-miR-39 was incorporated. The
concentration of RNA was quantified using NanoDrop
ND-1,000 Spectrophotometer (Thermo Scientific1,
Waltham, MA). RNA was kept at �80°C till its use in
the reverse transcription polymerase chain reaction.

Reverse Transcription and Preamplification PCR

RNA was converted to cDNA using TaqMan1

miRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosys-
tems1, Foster City, CA). Non reverse transcriptase
controls were used to rule out the possibility of
potential genomic DNA contamination. After reverse
transcriptase PCR, a preamplification step using
TaqMan1 Preamp Mastermix (Applied Biosystems1)
was performed in order to increase the amount of
cDNA and to improve the sensitivity of the qRT-PCR.

Measurement of miRNA Expression With
Quantitative Real Time PCR Reaction (qRT-PCR)

The expression of five mature miRNAs namely
hsa-miR-21, hsa-miR-141, hsa-miR-214, hsa-miR-375,
and hsa-let-7c (Table I) was quantified using TaqMan1

single microRNA assays (Applied Biosystems1) in

accordance with the manufacturer’s protocol and the
MIQE guidelines. Quantitative real time PCR (qRT-PCR)
was carried out by Applied Biosystems1 7,300 system
with the following cycling parameters: 95°C for 10 min,
then 40 cycles of 95°C for 15 sec, followed by 60°C for
60 sec.

Relative miRNA expression levels were normalized
against the spike-in control cel-miR-39. Relative gene
expression was calculated using the �2DDCt
method [20] with normalization to RNA input.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed with SPSS
Statistics version 23 (IBM, Somers, NY). MiRNA
expression data were assessed for the distribution of
normality using Kolmogorov–Smirnov test.
Mann–Whitney U or Kruskal–Wallis tests were used to
identify significantly (P< 0.05) deregulated miRNAs
and to compare miRNA expression levels in relation to
clinicopathological characteristics. Receiver operating
curve (ROC) analysis was used to calculate the area
under the curve (AUC) of miRNAs expression levels.
Models including several miRNAs were constructed by
binary logistic regression analysis. AUCs for these
models were calculated using ROC analysis.

RESULTS

Patients’ Characteristics
Demographic and clinical data are summarized

in Table II, including information regarding PSA
serum levels, biopsy Gleason score, and clinical stage.
PCa patients were classified according to the D’Amico
criteria, including four patients with low-risk (clinical
stage T1–T2a, Gleason score <7, and PSA �10mg/L),
19 patients with intermediate risk (clinical stage
T2b or Gleason score ¼7 or PSA 10–20mg/L) and
37 patients with high-risk (clinical stage T2c or
PSA >20mg/L or Gleason score >7). Urinary
exosomes were obtained in 52 of these patients
(Table II).

Fig. 1. Electron micrograph of urinary exosomes isolated by
differential centrifugation. A drop of the pelleted exosomes fixed
in 3% paraformaldehyde was placed in a formvar coated grid and
stained with uranyl acetate. The sections were examined in a Jeol
1010 transmission electron microscope. At the right photo, the
double membrane of exosome is appreciated with more detail.
Scale bar¼ 200 nm.

TABLE I. Sequences of TaqmanW miRNAs Assays
Chosen for Evaluation in the Present Study

miRBase ID Sequence

hsa-miR-21-5p UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
hsa-miR-141-3p UAACACUGUCUGGUAAAGAUGG
hsa-miR-214-3p ACAGCAGGCACAGACAGGCAGU
hsa-miR-375 UUUGUUCGUUCGGCUCGCGUGA
hsa-let-7c-5p UGAGGUAGUAGGUUGUAUGGUU
cel-miR-39-3p UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG
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Comparison of miRNA Levels in Urinary Pellet
Between PCa Patients and Healthy Subjects

We found that miR-21, miR-141, and miR-375 were
upregulated in the urinary pellet of PCa patients in
comparison with healthy subjects (P of 0.001, 0.033,
and 0.038, respectively), whereas miR-214 was signifi-
cantly downregulated in PCa patients (P¼ 0.049). The
expression levels of let-7c showed no significant
differences between both groups (Fig. 2A).

We further analyzed miRNAs by the receiver-
operating characteristic curve, showing 95% confi-
dence intervals. The AUC of urinary miR-21, miR-141,
miR-214, miR-375, and let-7c were 0.817, 0.712, 0.716,
0.707, and 0.636, respectively (Fig. 3 A). In a multivari-
ate study based on binary logistic regression, we
showed that the higher AUC was obtained combining
miR-21 and miR-375 (0.872).

Comparison of miRNA Levels in Urinary
Exosomes Between PCa Patients and Healthy

Subjects

The five miRNAs were also analyzed by qRT- PCR
on the urinary exosomes. We found that miR-21,
miR-375, and let-7c were significantly upregulated
(P of 0.018, 0.001, and 0.048, respectively) in the PCa
group compared with the healthy group (Fig. 2B).
No significant differences for the other studied miRNAs
were found comparing both groups, although miR-141
showed a trend to upregulation (P¼ 0.091).

The AUC of miR-21, miR-141, miR-214, miR-375,
and let-7c in urinary exosomes were 0.713, 0.652,
0.542, 0.799, and 0.679, respectively (Fig. 3B).
No improvement was found combining these
miRNAs in a multivariate study based on binary
logistic regression.

Association of Urinary miRNA Expression With
Clinicopathological Factors

The expression value of each miRNA in tumors
was tested in both urinary pellets and exosomes for
association with clinicopathological parameters.

Urinary pellets. miR-141 was significantly (P¼ 0.034)
differently expressed in relation to Gleason score,
showing higher levels in patients with higher Gleason
score (Fig. 4). No significant differences between
Gleason score groups were found for miR-21,
miR-214, miR-375, and let-7c. On the other hand, no
significant differences were found for any miRNA
comparing T1c versus T2/ T3 patients. MiRNAs
levels in patients classified according to the D’Amico
criteria are shown in Figure 5A. Significant differences
were found comparing results in healthy subjects and
low-risk PCa group versus intermediate and high-risk
PCa groups for miR-21 (P< 0.0001), miR-141
(P¼ 0.016), and miR-214 (P¼ 0.024). No significant
differences were found for miR-375 (P¼ 0.098) and
let-7c (P¼ 0.214).

Urinary exosomes. No significant differences be-
tween Gleason score groups were found for any of the
analyzed miRNA. On the other hand, let-7c levels
were significantly associated with clinical stage
(P¼ 0.023) comparing T1c versus T2/T3 patients
(Fig. 6). No significant differences were found for the
rest of the analyzed miRNAs. MiRNAs levels in
patients classified according to the D’Amico criteria
are shown in Figure 5B. Significant differences were
found comparing results in healthy subjects and low-
risk PCa group versus intermediate and high-risk PCa
groups for miR-21 (P¼ 0.003), miR-375 (P¼ 0.001),
and let-7c (P¼ 0.048). No significant differences
were found for miR-141 (P¼ 0.055) and miR-214
(P¼ 0.833).

DISCUSSION

Previous findings have shown that the different
expression patterns of miRNAs in tissues can be used
to distinguish PCa from normal tissue [6,9]. Also, the
diagnostic and prognostic value of circulating miRNAs
has been suggested by several authors [11,13]. Urine
appears as a challenging alternative to plasma/serum

TABLE II. Demographic and Clinicopathological
Characteristics of the Patients Included in the Study

Number of patients 60 (52)
Age (years)

Median 71 (71)
Range 60–83 (60–83)

PSA serum levels (mg/L)
Median 7.7 (8.3)
Range 2.21–47 (4.18–47)

Biopsy Gleason score
<7 14 (11)
7 34 (29)
>7 12 (12)

Clinical stage
T1c 16 (16)
T2-T3 44 (36)

D’Amico risk groups
Low-risk 4 (3)
Intermediate risk 19 (16)
High-risk 37 (33)

PCa, prostate cancer; PSA, prostate-specific antigen. In brackets
are shown the data of patients in which urinary exosomes were
also analyzed.
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for PCa biomarker discovery. Urine contains exfoliated
PCa cells and other secreted products, especially when
prostate massage is performed. Besides, the protein
content is lower in urine than in serum and plasma,
reducing thus interferences in the RNA-derived bio-
markers isolation [21].

In the present study, the levels of five miRNA in
urinary pellets from 60 PCa patients and 10 healthy
controls were analyzed. Furthermore, these miRNAs
were studied in urinary exosomes from 52 patients of
those PCa patients and from all healthy subjects. We
found that miR-21, miR-141, and miR-375 were

Fig. 2. Boxplots of the five microRNAs relative expression comparing PCa patients and healthy subjects groups in urinary pellets
(A) and in urinary exosomes (B). Statistical test: U Mann–Whitney. RE, relative expression; PCa, prostate cancer.
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significantly upregulated in pellets of PCa patients,
while miR-214 was significantly downregulated. A
panel combining miR-21 and miR-375 is suggested as
the best combination to distinguish PCa patients and
healthy subjects, showing an AUC of 0.872. When we
studied the expression of the same miRNAs in the
urinary exosomes, we confirmed that the levels of
miR-21 and miR-375 were also significantly increased
in PCa patients. No significant differences were
found for miR-141 and miR-214 in exosomes compar-
ing both groups, although there was a trend to

upregulation for miR-141. Let-7c was significantly
upregulated in exosomes, but not in urinary pellet.

Urinary miRNAs showing diagnostic potential
for PCa identification have been reported in several
previous studies analysing different urine frac-
tions [7,8]. Our data are in concordance with results
recently published by Stuopelytė et al. [22], show-
ing that miR-21 levels were higher in urinary
pellets of PCa than in BPH patients. We also agree
with Srivastava et al. [12] who found that miR-214
was downregulated in total urine samples of PCa

Fig. 3. Receiver-operating characteristic curve analysis and area under the curve with 95% confidence interval of miRNAs analyzed in
urinary pellets (A) and in urinary exosomes (B). AUC, area under the curve; CI, confidence interval; LR, logistic regression analysis.
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patients compared with healthy donors. According
to Ahumada-Tamayo et al. [23], let-7c was upregu-
lated in urinary pellets of PCa versus BPH patients,
while we only found significant differences for
let-7c in urinary exosomes. Finally, contrarily to our
results, Bryant et al. [24] did not found significant
differences for miR-375 and miR-141 in urinary
pellets comparing PCa patients and benign controls.
Differences in methodology could explain contradic-
tory results between studies [25].

Faithfully, few authors have studied miRNAs in
urinary exosomes in PCa patients until the moment.
Bryzgunova et al. [19] have recently demonstrated
promising results in the detection of PCa analysing
miR-19b in urinary exosomes isolated by differential
centrifugation. On the other hand, Samsonov et al. [26]
showed that miR-21, miR-141, and miR-574 were
upregulated in PCa patients compared with healthy
controls in urinary exosomes isolated by a lectin-based
exosomes agglutination method. However, in this study,
only miR-141 was found significantly upregulated when
urinary exosomes were isolated by differential centrifu-
gation. Our results suggest the value of urinary
exosomes in PCa detection, although the AUCs were in
general lower than those obtained in urinary pellet. Our
results confirm the aforementioned data about miR-21
and underline the value of miR-21 and miR-375, with
AUCs of 0.713 and 0.799, respectively. Methodological
differences in the isolation of exosomes could explain
discordant results in relation to previous published data
concerning miR-141.

Furthermore, miRNAs analyzed in this study have
been already found significantly deregulated in PCa
patients when they were evaluated in serum/plasma
or in circulating exosomes. For instance, Cheng

et al. [27] observed the significant upregulation of
circulating miR-141 and miR-375 with AUCs of 0.842
and 0.660, respectively, comparing metastatic castra-
tion resistant PCa patients with healthy controls.
Similarly, Mitchell et al. [11] found significant upregu-
lation of miR-141 in serum of metastatic PCa patients
compared with healthy donors, with an AUC of 0.907.
Yaman Agaoglu et al. [28] obtained an AUC of 0.88
for miR-21, showing higher levels in plasma of PCa
patients versus healthy controls. Selth et al. [29] also
found higher levels of miR-141 and miR-375 in
plasma of metastatic castration PCa patients com-
pared with healthy individuals. Li et al. [30] studied
miRNAs in serum exosomes of PCa patients and
healthy controls and found that miR-375 and miR-21
were upregulated in PCa.

PCa is a very heterogeneous disease, including
patients with low-risk of progression, in which
cancer-specific survival rates exceeded 99% at 15-year
follow-up. Specific gene-expression patterns have been
identified for low-risk PCa. Recently, Rubin et al. [31]
have reported specific genomic profiles related to
Gleason score, showing fewer driver mutations and no
polyploidy when Gleason score is lower than 7.
Moreover, several authors argued that the label of
cancer must be put into question for patients with
Gleason score 6 or lower [32,33]. In fact, active surveil-
lance, differing treatment in case of cancer progression,
has been proposed for patients with low-risk of
progression as an alternative to radical treatment.

Published data concerning the value of miRNAs to
predict the aggressiveness of PCa are contradictory.
According to Stephan et al. [34] miR-183 and miR-205
were not associated with Gleason score and serum
PSA. Sapre et al. [35] showed that several miRNAs,
including miR-21 and miR-375, were upregulated in
patients with high-risk PCa. The authors selected a
miRNAs signature combining miR-16, miR-21, and
miR-222 to predict high-risk PCa. However, results
were not confirmed when this signature was vali-
dated in an independent cohort of patients. On the
other hand, Lewis et al. [36] found significant differ-
ences comparing patients with Gleason score higher
than 8 versus patients with lower scores for miR-888,
miR-34a, miR-205, let-7c, let-7d, miR-200b, miR-92a,
miR-99a, miR-141, and miR-375. In our study a
significant association of miR-141 expression in
urinary pellet with Gleason score was shown, while
let-7c in urinary exosomes was significantly lower in
patients with T2-3 clinical stage. However, no signifi-
cant differences were found for other miRNAs.

The D’Amico risk group classification, combining
Gleason score, PSA serum levels, and clinical stage,
was proposed to estimate the risk of biochemical
recurrence for localized PCa [37]. It has been shown

Fig. 4. Boxplots of miR-141 comparing the different Gleason
score groups in urinary pellets. Statistical test: Kruskal–Wallis. RE,
relative expression.
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that the prognosis for patients in the low-risk group is
optimal. For this group of patients, the cancer-specific
survival was 99.7% and local recurrence-free survival
was 97% at 10 years, according to a Mayo Clinic
validation of the D’Amico risk group classification [38].

In our study, we studied the association between the
expression of miRNAs and the D’Amico risk groups,
comparing patients with intermediate and high-risk
against low-risk patients together with healthy sub-
jects. We found that miR-21, miR-141, and miR-214 in

Fig. 5. Boxplots of the five microRNAs relative expression comparing the different D'Amico prostate cancer risk groups and healthy
subjects in urinary pellets (A) and in urinary exosomes (B). Statistical test: U Mann–Whitney. RE, relative expression.
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urinary pellet showed significant differences between
both groups, while a certain trend existed for miR-375
(P¼ 0.098). In urinary exosomes, we observed that
miR-21 and miR-375 levels were higher in intermedi-
ate/high-risk PCa group and that the same trend was
observed for miR-141 (P¼ 0.055). Finally, we encoun-
tered an irregular pattern for let-7c levels, showing
higher levels in low-risk PCa than in the other groups.

Our preliminary results suggest that urinary
miRNAs could distinguish aggressive PCa. Likewise,
Huang et al. [39] showed that higher levels of miR-
375 and miR-1290 in exosomes isolated from plasma
were significantly associated with poor overall sur-
vival in metastatic castration resistant PCa patients.
Notably, Wang et al. [40] proposed a miRNAs signa-
ture combining miR-19, miR-345, and miR-519c-5p in
serum to predict adverse pathology in PCa patients
eligible for active surveillance. Additional studies are
necessary to demonstrate the value of miRNAs to
predict PCa aggressiveness.

According to our data, miR-21 and miR-375 have
diagnostic and prognostic value, suggesting their
usefulness in PCa management. MiR-21 is usually
upregulated in early PCa as well as in metastatic
cancer [41,42], playing a crucial role in prostate
carcinogenesis. It contributes to tumor growth,
invasiveness, androgen insensitivity and metastasis
through various pathways [42–44]. MiR-21 directly
downregulates PTEN, reducing apoptosis signifi-
cantly and promoting angiogenesis through HIF-1a
signaling pathway [45,46]. It also regulates MARCKS,
conferring apoptosis resistance [47]. Furthermore, the
upregulation of miR-21 in PCa also plays an impor-
tant role in epithelial-mesenchymal transition (EMT)

by decreasing the BTG2 levels and promoting the
acquisition of luminal markers [44,48]. Besides, it has
been shown that miR-21 and androgen receptor (AR)
gene regulate each other in a positive feedback loop.
Ribas et al. [49] reported that AR act as a direct
transcriptional regulator and binds to a defined miR-
21 promoter, miPPR-21, resulting in overexpression of
miR-21, which enhances androgen-dependent PCa
growth. Moreover, the abnormal expression of miR-
375 in PCa has been involved in enhanced migration
and invasion of the tumor. Recently, Pickl et al. [50]
identified the Polycomb repressive complex I member
CBX7 as a major target of miR-375 in PCa progression.
The repression of CBX7 by miR-375 leads to the
activation of transcriptional programs related to ma-
lignant progression. Additionally, miR-375 also plays
a role in mesenchymal–epithelial transition (MET),
through a ZEB1-miR-375-YAP1 network, favouring
the invasion and metastatic disease [51]. The involve-
ment of miR-21 and miR-375 in key signaling path-
ways remarks their usefulness as PCa biomarkers.
According to our results, both biomarkers are upregu-
lated in intermediate and high-risk PCa patients,
suggesting their participation in PCa progression.

The small sample size of the control group and the
low-risk PCa group constitutes a limitation of this
study. A larger study would be necessary to confirm
the prognostic and diagnostic value of miR-21 and
miR-375. Furthermore, our conclusions are limited
because biopsy was not performed in the healthy
control group. Additional studies including patients
with negative biopsy and BPH patients would be
necessary to support our data. Because of RNA in
urine is scarce, a prostate massage previous to collect
the urine was performed in our study. Further studies
would be necessary to check if similar miRNAs
results could be obtained collecting urine without a
previous prostate massage.

CONCLUSIONS

Several challenges should be investigated before
the use of miRNAs as PCa biomarkers in clinical
practice. Contradictory results between studies can be
caused by differences in the methodology used to
analyze miRNAs or for the exosomes isolation as well
as by the different urine fraction studied by each
group. Optimization and standardization of the meth-
odology used for miRNAs analysis is a previous
requirement to obtain high quality results. Besides,
more effective methods for isolation of exosomes in
body fluids are required. Nevertheless, the data
presented in this evaluation are encouraging. Urine
obtained after prostate massage represent a reliable
biological sample for a minimally invasive approach

Fig. 6. Boxplots of let-7c comparing the different clinical stage
groups in urinary exosomes. Statistical test: U Mann–Whitney.
RE, relative expression.
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to analyse miRNAs. Because of the anatomical locali-
zation of the prostate in relation to the urethra, urine
appears as an ideal substrate to obtain biomarkers
directly related with prostate carcinogenesis. Urinary
exosomes and their cargo become an emerging source
of biomarkers that reflects the intercellular communi-
cation, which promotes tumorogenesis. MiRNAs, and
especially miR-21 and miR-375, come out as valuable
biomarkers in the detection and prognosis of PCa.
Further studies with larger cohorts are necessary to
confirm the utility of urinary miRNAs as PCa bio-
markers.
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