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ABSTRACT

Polymorphisms of KLK3, RASA1 and NAALADL2 genes: prostate cancer risk, aggressiveness of neoplasia
and serum PSA levels.

Background: prostate cancer (Pca) is the second most common cancer among men and the sixth leading cause of
death due to cancer among men worldwide. We aimed to verify if serum PSA levels and PCa risk/aggressiveness are
modulated by polymorphisms of KLK3, RASA1 and NAALADL?2 genes.

Methods: 1058 men have been studied; they consecutively underwent prostate biopsy for clinical suspicion of PCa.
PCa was histologically diagnosed in 401 and ruled out in 657 men. Gleason score in PCa patients was <6 in 261, 7
in 83 and >7 in the remaining 57 PCa. tPSA and f/tPSA levels were determined. Four polymorphisms were studied:
rs35148638 (RASAT), rs78943174 (NAALADL?2), rs2735839 and rs17632542 (KLK3).

Results: PCa diagnosis was significantly predicted by the KLK3 rs17632542 polymorphism (p<0.001), tPSA (p<0.001)
and f/tPSA (p<0.001). Carriers of the KLK3 rs17632542C rare allele had a significantly higher risk of PCa (p<0.001)
(OR 2.1, 95% CI 1.40-3.19). Gleason score >7 was associated with increased tPSA (p<0.001), decreased f/tPSA
(p=0.003) and the KLK3 rs2735839 A rare allele (p= 0.004). In controls, tPSA was significantly lower in subjects
bearing NAALADL?2 rs78943174T rare allele (p=0.029). f/tPSA was higher in subjects with the KLK3 rs17632542C
rare allele (p<0.001) and with the RASA1 rs35148638 C/C genotypes (p=0.009). In PCa subjects, tPSA was not
associated with the polymorphisms studied.

Conclusions: KLK3 rs17632542 and rs2735839 polymorphisms were significantly associated with the risk and
aggressiveness of PCa respectively. NAALADL2, KLK3rs17632542 and RASA1 polymorphisms were correlated with
tPSA and f/tPSA serum levels, suggesting a genetically-based PSA expected values in absence of tumor. These
results suggest a potential role of these polymorphisms as biomarkers for PCa in association with the diagnostic and
prognostic indexes currently recognized.

INTRODUZIONE

Nel 2019, sono stati registrati negli Stati Uniti
1762450 nuovi casi di cancro e 606880 morti per
carcinoma della prostata (PCa) (1). | Registri Tumori
rilevano un aumento dell’incidenza di PCa che
attualmente rappresenta il tumore piu frequente nel
sesso maschile in molti paesi occidentali (1-3).

In ltalia il PCa € ad oggi la neoplasia piu frequente tra
i maschi e costituisce oltre il 20% di tutti i tumori
diagnosticati a partire dai 50 anni di eta (4).

L'antigene prostatico-specifico (PSA) rappresenta il
marcatore  biochimico principalmente utilizzato
nellambito della diagnostica del tumore prostatico e |l
suo impiego nella pratica clinica ha portato ad un
aumento del tasso di tumori resecabili ed alla riduzione
di diagnosi di carcinomi negli stadi pit avanzati. Restano
ancora discutibili gli effetti della sua determinazione sul
tasso di mortalita e sul rischio di diagnosi non corrette e
trattamenti non adeguati (5-7). Il PSA presenta
limitazioni in termini di sensibilita e di specificita (8) in
parte migliorabili con la valutazione della frazione del
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PSA (fPSA) che circola libera rispetto al PSA totale
sierico (tPSA). Non tutti i PCa secernono PSA e livelli
elevati di PSA non necessariamente indicano la
presenza di tumore.

Nella popolazione generale, la variabilita dei livelli
sierici del PSA dipende per il 40% da fattori ereditari (9).
Numerosi polimorfismi del gene KLK3, codificante per il
PSA, sono associati con variazioni dei livelli di PSA e/o
rischio di tumore alla prostata (10-13). E stato dimostrato
come la determinazione combinata di parametri
biochimici, rapporto f/APSA, parametri genetici, e analisi
del gene KLK3, permetta di aumentare sensibilita e
specificita diagnostiche (14).

L’aggressivita del PCa viene valutata mediante
l'indice istologico di Gleason, non essendo ad oggi
disponibili parametri biochimici non invasivi in grado di
affiancare nella pratica clinica la valutazione bioptica. In
letteratura, uno studio di associazione dell'intero
genoma ha individuato I'associazione di ulteriori due
polimorfismi con il Gleason score: il primo, rs35148638,
localizzato sul braccio lungo del cromosoma 5 (5914.3)
parte del gene RAS p21 protein activator 1 (RASAT) e il
secondo, rs78943174, localizzato sul braccio lungo del
cromosoma 3 (3g26.31) parte del gene N-Acetylated
Alpha-Linked Acidic Dipeptidase Like 2 (NAALADL?2). 1l
gene RASA1 codifica per la proteina Ras GTPase-
activating protein 1 (RasGAP) mentre il gene
NAALADL? codifica per la proteina N-acetylated-alpha-
linked acidic dipeptidase-like protein 2 (NAALADase L2)
appartenente alla famiglia delle glutammato
carbossipeptidasi Il (15).

Nel presente lavoro si & voluto verificare se i livelli del
PSA sierico, il rischio e I'aggressivita del PCa siano
modulati dai polimorfismi dei geni KLK3, RASA1 e
NAALADL?2.

METODI

Pazienti

Sono stati studiati 1 058 maschi italiani, con un’eta
mediana di 67 anni [range interquartile (IQR) 61-72],
sottoposti ad agobiopsia della prostata per sospetto
clinico di PCa. All'istologia, il tumore era presente in 401
soggetti con un’eta mediana di 69 anni (IQR 64-74) e
assente in 657 soggetti (gruppo di riferimento) con
un’eta mediana di 65 anni (IQR 60-71).

Il Gleason score era G3 in 6 casi, G4 in 28, G5 in 30,
G6in 197, G7 in 83, G8 in 44 e G9 in 13. In accordo con
la dichiarazione di Helsinki rivista nel 2013, ogni
paziente ha firmato un consenso informato scritto e |l
comitato etico locale ha approvato il protocollo di ricerca.

Marcatori sierici

Prima di ogni manipolazione prostatica, ciascun
paziente ha effettuato un prelievo di sangue raccolto in
EDTA K2 per I'analisi del DNA e senza anticoagulante
per le analisi biochimiche. Il siero ottenuto dopo
centrifugazione per 10 minuti a 1600 rpm & stato
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utilizzato per misurare i livelli di tPSA e fPSA mediante
immunodosaggio chemiluminescente (Architect, Abbott
S.R.L., Germany). Lindice derivato f/tPSA & stato
ottenuto calcolando il rapporto fra fPSA e tPSA.

Analisi genetica

Sono stati studiati quattro polimorfismi a singolo
nucleotide (SNP): rs35148638 (gene RASAT),
rs78943174 (gene NAALADL?2), rs2735839 e
rs17632542 (gene KLK3). Il DNA genomico & stato
estratto dal sangue periferico mediante lo strumento
King Fisher (ml-Thermo Lab systems, Finlandia) usando
il kit BioSprint® 15 DNA Blood Kit (Qiagen, Hilden,
Germania). | polimorfismi sono stati studiati mediante
saggio di discriminazione allelica TagMan® e sistema di
rilevamento di sequenza ABI| Prism® 7900 HT:
rs35148638 (assay ID C_3298775_10), rs78943174
(assay ID C_100181755_10), rs17632542 (assay ID
C_25602481_20), rs2735839 (16). Per tutti gli SNP
I'analisi € stata eseguita utilizzando 50-100 ng di DNA in
un volume finale di reazione pari a 15 pL con 2X di
TagMan® Universal PCR Master Mix e 40X TagMan®
SNP Genotyping Assays (Applied Biosystem, Foster
City, California, Stati Uniti) contenente i primer e la
sonda specifici. Il ciclo di amplificazione era il seguente:
50°C per 2 minuti e 95°C per 10 minuti seguiti da 40 cicli
a 95°C per 15 secondi e 60°C per 1 minuto.

Analisi statistica

Per l'analisi dei dati € stato utilizzato il programma
Stata® 10 and SPSS® for Windows®, version 9. La
valutazione statistica dei risultati € stata effettuata
mediante il test del chi quadro di Pearson, il test di
Fisher, il test di Kruskal-Wallis, il test di Wilcoxon e
'analisi di regressione logistica. Per [I'analisi di
regressione logistica multivariata € stato utilizzato il test
di ipotesi lineari di Wald.

L’equilibrio di Hardy-Weinberg e il calcolo del
“linkage disequilibrium” sono stati valutati con il software
Arlequin, version 2.000 (http://cmpg.unibe. ch/software/
arlequin3/).

RISULTATI

I polimorfismi dei geni KLK3, RASA1 e
NAALADL2 sono in equilibrio di Hardy-Weinberg

Le frequenze genotipiche e alleliche dei polimorfismi
dei geni KLK3, RASA1 e NAALADLZ? rilevate nelle serie
dei casi e dei controlli studiati sono riportate nella Tabella
1. Tutti i polimorfismi risultano essere in equilibrio di
Hardy-Weinberg.
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Tabella 1
Frequenze genotipiche e alleliche dei polimorfismi dei geni KLK3, RASA1 e NAALADL?2. Le frequenze sono state valutate nei pazienti
con tumore della prostata (casi) e nei controlli, considerati sia separatamente che complessivamente.

KLK3 Genotipo Alleli Eduillbriodi
rs2735839 (frequenza) (frequenza) (Testyesatto di Igisher)
Controlli + casi G/IG G/A A/A G A p=0,271

(n=1058) (0,756) (0,232) (0,012) (0,872) (0,128)

Controlli G/IG G/A A/A G A p=0,852

(n=657) (0,776) (0,209) (0,015) (0,880) (0,120)

Casi G/G G/A A/A G A p=0,394

(n=401) (0,724) (0,269) (0,007) (0,858) (0,142)

KLK3 Genotipo Alleli Eq“g‘bc\j’ ?“b
rs17632542 (frequenza) (frequenza) (T?e;tye;sa?tlg deirlgisher)
Controlli + casi TIT T/IC c/C T C p=0,508

(n=1058) (0,904) (0,095) (0,001) (0,952) (0,048)

Controlli TIT T/IC c/C T C p=0,574

(n=657) (0,930) (0,068) (0,002) (0,964) (0,036)

Casi T/T T/IC C/C T C p=0,240

(n=401) (0,863) (0,137) ) (0,931) (0,069)

RASAT Genotipo Alleli Eg‘;é';tf\r}\j’e?;berg
rs35148638 (frequenza) (frequenza) (Test esatto di Fisher)
Controlli + casi A/A A/IC C/C A C p=0,249

(n=1054) (0,557) (0,388) (0,055) (0,751) (0,249)

Controlli A/A A/IC C/IC A C p=0,139

(n=655) (0,556) (0,395) (0,049) (0,754) (0,246)

Casi A/A A/IC C/C A C p=1,000

(n=399) (0,557) (0,378) (0,065) (0,745) (0,255)

NAALADL2 Genotipo Alleli Eg‘r’cij';tf\r}\j’e?riberg
rs78943174 (frequenza) (frequenza) (Test esatto di Fisher)
Controlli + casi C/C C/IT TT C T p=1,000

(n=1054) (0,978) (0,022) ) (0,989) (0,011)

Controlli C/C CIT TT C T p=1,000

(n=655) (0,979) (0,021) ) (0,989) (0,011)

Casi C/IC CIT T/T C T p=1,000

(n=399) (0,977) (0,023) ) (0,989) (0,011)

Il polimorfismo rs17632542 del gene KLK3 univariata solo il polimorfismo rs17632542 del gene
aumenta il rischio di carcinoma prostatico KLKS3 risultava essere significativamente associato alla

diagnosi di PCa, mentre il polimorfismo rs2735839 dello
stesso gene non risultava essere significativo. | pazienti
portatori dell’allele raro C del polimorfismo rs17632542
presentano un rischio significativamente piu elevato di

E stata valutata la possibile associazione tra i singoli
polimorfismi dei geni KLK3, RASA1 e NAALADL? e la
diagnosi di PCa. Allanalisi di regressione logistica
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sviluppare il tumore (p<0,001) (OR 2,1; 95% CI 1,40-
3,19) (Tabella 2).

Polimorfismi dei geni KLK3, RASA1 e
NAALADL?2 e variabilita del PSA

E stata valutata la possibile associazione tra i
marcatori biochimici di PCa, tPSA e ftPSA con i
polimorfismi dei geni KLK3, RASA1 e NAALADL?.

Per ciascun polimorfismo sono stati valutati i tre
possibili modelli di trasmissione genetica del tratto:
dominante, co-dominante e recessivo. Nell'intera
popolazione studiata non & stata registrata alcuna
associazione significativa.

Nel gruppo dei soggetti di controllo i livelli sierici di
tPSA risultavano essere significativamente inferiori tra
portatori dell’allele raro T del polimorfismo rs78943174
del gene NAALDAL2 (p=0,029). Il rapporto f/tPSA
risultava invece significativamente associato con i
polimorfismi del gene KLK3 e del gene RASA1. Tale
rapporto era piu elevato nei soggetti portatori dell’allele
C del polimorfismo rs17632542 del gene KLK3
(p<0,001) mentre era piu basso nei portatori dell’allele C
in omozigosi del polimorfismo rs35148638 del gene
RASA1 (p=0,009) (Figura 1).

Nel gruppo dei soggetti con diagnosi di PCa né i
livelli del tPSA né il rapporto f/APSA risultano associati ai
polimorfismi studiati.

Tabella 2

Diagnosi di cancro della prostata, PSA sierico e
variabilita dei geni KLK3, RASA1 e NAALADL2

Poiché i livelli sierici del tPSA totale e del rapporto
ftPSA risultano associarsi ad alcuni polimorfismi dei
geni studiati, & stata valutata la predittivita diagnostica
combinata dei parametri biochimici e genetici. In modelli
di regressione logistica multivariata la diagnosi di PCa
risultava significativamente correlata dal tPSA e f/iPSA e
dal solo polimorfismo rs17632542 C del gene KLKL3
(Tabelle 3 e 4).

Aggressivita del tumore, livelli di PSA sierico e
variabilita dei geni KLK3, RASA1 e NAALADL2

La definizione della classe di rischio del paziente e la
corretta scelta terapeutica si avvalgono della valutazione
dello score di Gleason.

Ai fini delle successive valutazioni statistiche, in
accordo con la proposta validata dallo Scandinavian
Prostate Cancer Group Study, i 401 casi sono stati
raggruppati in tre classi: Gleason score <6 (n=261);
Gleason score = 7 (n=83) e Gleason score >7 (n=57).

I livelli di tPSA risultavano progressivamente e
significativamente crescenti all’aumentare dello score di
Gleason (p<0,001). | wvalori di f/tPSA erano
significativamente piu bassi nei pazienti con Gleason =7

Analisi di regressione logistica univariata. Variabile di esito: diagnosi di tumore della prostata. Variabili predittive: polimorfismi
rs17632542 e rs2735839 del gene KLK3, rs35148638 del gene RASA1 e rs78943174 del gene NAALADL?2. | valori di significativita

sono stati corretti con il metodo di Bonferroni.

362

KLK3 rs17632542 OR (95% IC) p<0,001
Portatore allele C 2,11 (1,40-3,19)
KLK3 rs2735839 OR (95% IC) p=0,208
Portatore allele A 1,33 (0,99-1,77)
RASA1 rs35148638 OR (95% IC) p=0,999
Portatore allele C 1,00 (0,78-1,29)
NAALADL2 rs78943174 OR (95% IC) p=0,999
Portatore allele T 1,06 (0,45-2,46)
OR, odds ratio; 95% IC, intervalli di confidenza al 95%.
NAALADL2 KLK3 RASA1
Conrolli Controlli Controlli
10 35 25
5 8 l 30 - 20 !
£ g ";j‘
£ <
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Figura 1

rs17632542

rs35148638

Livelli sierici di PSA totale (tPSA) e rapporto PSA libero/PSA totale (fAPSA) e variabilita dei geni KLK3, RASA1 e NAALADL?2 nei
soggetti di controllo. | grafici riportano la media e la deviazione standard dei parametri. Le numerosita dei gruppi sono: NAALADL?2
C/C=641, C/T + T/T=14; KLK3 T/T= 611, T/C + T/T= 46; RASA1 A/A + A/C=623, C/C=32. Gli assi delle ordinate nei grafici di KLK3

e RASA1 sono interrotti.
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Tabella 3
Analisi di regressione logistica multivariata. Variabile di esito: diagnosi di tumore della prostata . Variabili predittive: PSA totale, eta
e polimorfismo rs78943174 del gene NAALADL?2.

OR (95% IC) Significativita
PSA totale (ng/mL) 1,02 (1,01-1,03) p<0,001
eta (anni) 1,05 (1,03-1,07) p<0,001
NAALADL?2 rs78943174 1,19 (0,50-2,83) p=0,689

Portatore allele T

OR, odds ratio; 95% IC, intervalli di confidenza al 95%.

Tabella 4
Analisi di regressione logistica multivariata. Variabile di esito: diagnosi di tumore della prostata . Variabili predittive: rapporto PSA
libero/PSA totale (ftPSA), eta, e polimorfismi rs17632542 del gene KLK3 e rs35148638 del gene RASAT.

OR (95% IC) Significativita
ftPSA (%) 0,92 (0,90-0,93) p<0,001
eta (anni) 1,08 (1,06-1,10) p<0,001
KLK3 rs17632542 3,21 (1,79-5,76) p<0,001
Portatore allele C
RASA1 rs35148638 1,28 (0,71-2,32) p=0,413

Omozigoti C/C

OR, odds ratio; 95% IC, intervalli di confidenza al 95%.

(p=0,003) (Figura 2). risultava significativamente associato allo score di
Successivamente  sono  state prese in Gleason: i pazienti portatori dell’allele raro A

considerazione le possibili associazioni tra polimorfismi  presentavano piu frequentemente un PCa aggressivo

dei geni KLK3, RASA1 e NAALADL2 e lo score di  (Gleason 27) (p=0,004) (Figura 3).

Gleason. Il solo polimorfismo rs2735839 del gene KLK3

tPSA

152735839 del gene KLK3

100%
90%
80%
70% 51.45% 63.16%
60%

50%
40%
30% 22.30%
20%
10%
0%

77.70%

38.55% 36.84%

uG/G G/A + ATA

Figura 2 Figura 3
Correlazione fra i livelli sierici di PSA totale (tPSA), rapporto PSA Distribuzione dei genotipi del polimorfismo rs2735839 del gene
libero/PSA totale (f/tPSA) e lo score di Gleason. Gli asterischi KLK3 in associazione allo score di Gleason.

indicano la significativita statistica rispetto al gruppo di
riferimento rappresentato dai pazienti con Gleason <6. In figura
sono riportate la media e la deviazione standard.
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DISCUSSIONE

La diagnosi di PCa prevede I'approccio combinato
della valutazione clinica e della determinazione dei livelli
sierici del PSA trovando la sua definizione finale
nell'indagine istologica da parte dell’anatomopatologo.
Poiché le caratteristiche diagnostiche della
determinazione sierica del tPSA presentano limiti di
sensibilita e specificita (8), ampi spazi di miglioramento
sono possibili e auspicabili nella diagnostica di
laboratorio del PCa come ad esempio la definizione e
validazione di nuovi biomarcatori non invasivi che
singolarmente o insieme al PSA possano migliorare
complessivamente il riconoscimento della patologia e il
miglioramento delle caratteristiche diagnostiche del PSA
stesso.

Interessante ¢ la definizione di assetti genetici che da
un lato possono determinare la variabilita
interindividuale dei livelli sierici del PSA e dallaltro
possono predire il rischio di PCa.

Va nuovamente sottolineato che il 40% della
variabilita interindividuale del PSA sierico nella
popolazione generale & geneticamente determinata (9) e
come in letteratura siano stati descritti numerosi
polimorfismi genici che risultano associarsi ad un
aumento significativo del rischio di insorgenza del PCa
(17-18).

Il presente studio ha valutato alcuni polimorfismi dei
geni KLK3, RASA1 e NAALADL2 precedentemente
descritti essere associati al rischio di PCa in generale o
alle sue forme piu aggressive (17).

L’analisi genetica nelle serie dei casi e dei controlli ha
evidenziato una associazione tra i polimorfismi del gene
KLK3 (codificante per il PSA) e la diagnosi di PCa. Tale
associazione era altamente significativa per il
polimorfismo rs17632542 e non significativa per |l
polimorfismo rs2735839. Questi risultati confermano in
parte quanto descritto precedentemente in letteratura
(19,20) ma si contrappongono a osservazioni
successive (21). Nel nostro studio i soggetti portatori, in
omozigosi o eterozigosi, degli alleli rari rs17632542 C e
rs2735839 A presentavano un rischio relativo di avere
una diagnosi di PCa rispettivamente pari a 2,1 e 1,33. |l
polimorfismo rs2735839 cade in una regione non
codificante al 3’ del locus KLK3 (19,22,23) mentre il
polimorfismo rs17632542 si trova nella regione
codificante del gene e determina la sostituzione di una
isoleucina con una treonina in posizione 179 del PSA
(1e179Thr). | due polimorfismi sono in stretto “linkage”
essendo associati tra loro gli alleli rari rs2735839A e
rs17632542C. Allo stato attuale non & possibile
formulare ipotesi sul nesso causale tra tali polimorfismi e
I'aumentato rischio di adenocarcinoma della prostata, né
in letteratura sono presenti ipotesi al riguardo.

Successivamente, € stato verificato se i polimorfismi
oggetto di studio concorrano nella definizione della
variabilita interindividuale dei livelli di PSA. Tale analisi &
stata condotta separatamente nel gruppo dei casi e in
quello dei controlli per poter definire eventuali effetti
genetici specifici per 'una o I'altra popolazione.
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Nel gruppo dei soggetti di controllo i livelli sierici di
tPSA risultavano essere significativamente inferiori tra i
portatori dell’allele raro rs78943174 T del polimorfismo
del gene NAALDALZ2. Tale osservazione non risulta
essere mai stata descritta prima in letteratura.

Il gene NAALDAL? si localizza nel braccio lungo del
cromosoma 3 e codifica per la proteina N-acetylated-
alpha-linked acidic dipeptidase-like protein 2
(NAALADase L2) appartenente alla famiglia delle
glutammato carbossipeptidasi. I NAALADL2 promuove
un microambiente pro-migratorio e pro-metastatico: una
sua aumentata espressione nell’lambito tumorale & stata
associata ad un piu elevato punteggio di Gleason e ad
una scarsa sopravvivenza in seguito a prostatectomia
radicale (15). Il polimorfismo rs78943174 si trova a livello
dellintrone 22 del gene e non & stata descritta ad oggi
alcuna variazione funzionale dello stesso. Non &
possibile pertanto avanzare ipotesi circa i meccanismi
causali di tale osservazione. E possibile ipotizzare anche
che questo polimorfismo non sia funzionalmente
rilevante ma sia prossimo e in “linkage” con un’altra
variante genetica funzionale ad oggi non nota.

Il rapporto f/tPSA risultava essere piu basso nei
soggetti omozigoti rs35148638C/C del gene RASAT.
Questo gene si localizza nel braccio lungo del
cromosoma 5 e codifica per la proteina Ras GTPase-
activating protein 1 (RasGAP). RASA171 sopprime la
funzione RAS, aiuta a regolare la proliferazione e la
differenziazione cellulare e controlla la crescita dei vasi
sanguigni. Le mutazioni rare nel gene RASA1 portano a
malformazioni capillari, arterovenose e linfatiche che
potrebbero fornire una spiegazione all'aggressivita del
cancro (15). Il polimorfismo rs35148638 si trova a livello
dellintrone 1 del gene e non & stata descritta ad oggi
alcuna variazione funzionale dello stesso. Non &
possibile pertanto avanzare ipotesi circa i meccanismi
causali di tale osservazione. E possibile anche che
questo polimorfismo non sia funzionalmente rilevante
ma sia prossimo e in ‘linkage” con un’altra variante
genetica funzionale.

Il rapporto f/tPSA risultava essere piu alto nei
soggetti portatori degli alleli rari rs2735839A e
rs17632542C del gene KLK3. Tale osservazione € in
accordo con quanto descritto da Klein et al. (24). | due
polimorfismi sono in stretto “linkage” essendo associati
tra loro gli alleli rari rs2735839A e rs17632542C. Sulla
base di tali considerazioni & possibile ipotizzare, in
accordo con altri autori (25,26), che il polimorfismo
rs2735839 sia solamente un marcatore del polimorfismo
rs17632542 che causativamente determina un aumento
del f/tPSA. La sostituzione 1le179Thr potrebbe
determinare un cambiamento conformazionale della
proteina a cui si associa una ridotta affinita del fPSA per
le proteine sieriche in grado di complessarlo o, in
alternativa, una aumentata affinita verso gli anticorpi
monoclonali utilizzati per la sua determinazione su siero.

Contrariamente a quanto descritto per i controlli, nel
gruppo dei soggetti con diagnosi di PCa i livelli del tPSA
e i valori di fAPSA sembravano essere svincolati dai
fattori genetici considerati. Poiché i livelli di tPSA e
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fAPSA risultavano associarsi alla diagnosi e ai
polimorfismi rs78943174 di NAALADL?2, rs17632542 di
KLKL3 e rs35148638 di RASA1, & stata valutata la
predittivita diagnostica combinata dei parametri genetici
e biochimici. La diagnosi di PCa risultava
significativamente e indipendentemente predetta dai
livelli di tPSA e ftPSA e dal solo polimorfismo
rs17632542 di KLKL3.

A seguito della prima diagnosi, il percorso
diagnostico del PCa prevede la stratificazione dei
pazienti in classi di rischio diverse che si associano a
schemi di monitoragio/trattamento specifici. La
definizione del rischio di recidiva riconosce come fattori
predittivi i livelli di PSA, il Gleason Score sulla biopsia
prostatica e lo stadio clinico (27). Lintroduzione nella
pratica clinica della determinazione del PSA con
funzione di screening mirato ha aumentato il tasso di
identificazione di cancri in stadio iniziale, tuttavia
'impatto sul tasso di mortalita & stato inferiore alle attese
aumentando al contempo il rischio di sovra-diagnosi e di
trattamento clinico non necessario (28,7).

Questi fenomeni trovano una valida spiegazione
nella eterogeneita biologica del PCa che riconosce
un’ampia variabilita nell’aggressivita della neoplasia che
va dai tumori altamente aggressivi alle forme indolenti.
Pur di estrema rilevanza, la valutazione dello score di
Gleason non € in grado di definire completamente tale
variabilita biologica. Molte attese sono riposte nello
sviluppo di nuove indagini molecolari utilizzabili come
valutazioni aggiuntive agli score prognostici in uso (29-31).

In questo studio & stata presa in considerazione la
possibile associazione tra i polimorfismi genetici dei geni
KLK3, RASA1 e NAALADL2 e l'aggressivita della
neoplasia determinata mediante lo score di Gleason. Il
solo polimorfismo rs2735839 del gene KLKS3 risultava
associarsi significativamente alle forme piu aggressive
del tumore. | soggetti portatori dell’allele raro rs2735839
Arisultavano essere il 22,3% e il 36,84% dei pazienti con
Gleason score =6 e Gleason score 27 rispettivamente.
Questa osservazione risulta in accordo con precedenti
pubblicazioni (32) ma in contrasto con successive
valutazioni (33). | polimorfismi dei geni RASA17 e
NAALADL?2 non risultavano associarsi alle classi di
Gleason score. Questo risultato non conferma quanto
descritto inizialmente in letteratura per questi due
polimorfismi (15) ma € in accordo con i risultati di un
successivo studio di associazione dell'intero genoma
(GWAS) (33).

Una limitazione di queste valutazioni & costituita dalla
mancanza di dati di monitoraggio clinico per i pazienti
selezionati e pertanto non € stato possibile utilizzare
come esiti clinici nelle valutazioni statistiche né il rischio
di recidiva né la sopravvivenza.

In conclusione, il presente lavoro dimostra come il
rischio di sviluppare cancro della prostata e la sua
aggressivita presentino una variabilita interindividuale su
base genetica legata rispettivamente ai polimorfismi
rs17632542 e rs2735839 del gene KLKS.
Analogamente, in assenza della neoplasia, i livelli sierici
del tPSA e ftPSA risultano geneticamente modulati

rispettivamente dal polimorfismo rs78943174 del gene
NAALADL?2 e dai polimorfismi rs17632542 del gene
KLKL3 e rs35148638 del gene RASA1. Questi risultati
inducono a procedere ad ulteriori studi al fine di valutare
la possibile utilita clinica di tali marcatori possibilmente in
associazione con gli indici diagnostici e prognostici
attualmente riconosciuti.
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