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1 INTRODUCCIO

1.1 INTRODUCCIO AL CANCER DE PROSTATA
1.1.1 Epidemiologia
1.1.1.1Incidéncia i mortalitat de cancer de prostata en I'actualitat

El cancer de prostata (CaP) és el tumor maligne més freqlientment diagnosticat
entre homes dels paisos industrialitzats®. Representa la segona causa de cancer en
I’'home a nivell mundial, i el quarta si tenim en compte tota la poblacio. S’estima que a
'any 2018 es van diagnosticar 1.276.106 casos nous i es van registrar 358.989 morts
per aquesta causa®®. S'estima que al 2020 continua sent la el cancer més
freqlientment diagnosticat en homes i la tercera causa de mort®. La incidéncia i la taxa
de mortalitat per CaP estandarditzada per edat per paisos al 2018 es mostra a la figura
lialafigura 2 respectivament.

Figura 1: Taxa d’'incidéncia de CaP estandarditzada per edat, per paisos’.

B33 B 423633 [0 304-423 12,8-30,4 <12,8 [ No aplicable No hi ha dades



Figura 2: Taxa de mortalitat de CaP estandarditzada per edat, per paisos®.

B0+ B 139194 B 107139 5,3-10,7 <53 [ No aplicable No hi ha dades

El CaP representa quasi el 70% dels casos en paisos desenvolupats. Les taxes
d’'incidéncia son més altes a Australia / Nova Zelanda i Ameérica del Nord (taxes
estandarditzades per edat de 111,6 i 97,2 per 100.000, respectivament), i en Europa
Occidental i Septentrional, degut a I'is de I'antigen prostatic especific pel diagnostic
(PSA). Les taxes segueixen sent baixes en poblacions asiatiques amb taxes estimades
de 10,5i4,5 a l'est i sud d’Asia Central. En canvi, les taxes de mortalitat no varien tant
en el mén (3 a 30 per 100.000), sent la taxa superior en paisos en vies de

desenvolupament®”’.
1.1.1.2Incidéncia i mortalitat de cancer de prostata: evolucié historica

La incidencia de CaP des de 1992 fins 2014 ha anat disminuint
progressivament. Durant els anys 80 y 90 es va produir un notable augment en el
numero de casos nous, com a consequéncia de la introduccio i generalitzacié d’us de
I'antigen prostatic especific (PSA) pel diagnostic®®. A partir del 2004 el patré d’evolucié
varia en funcié de I'edat: mentre que el percentatge d’augment va ser baix pels dos
grups d’edat (el grup entre 45 i 64 anys i el de superior a 65 anys) fins a 1990,
seguidament va produir-se un augment més pronunciat en ambdés grups i en homes
més joves (en particular de 45-65 anys), amb una disminucié que nomeés es va

observar en els grups de 80-84 i més de 85 anys (veure figura 3).



Figura 3: Taxa d’'incidéncia de CaP ajustada per edat a Espanya de 1975 a 2004°.
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Respecte a la mortalitat per CaP, s’ha observat una evolucié similar a la
incidencia, observant-se un descens des dels anys 90 d’'una taxa de 39 per 100.000
homes a una taxa de 19 per cada 100.000 homes al 2017.

Dos tipus de factors explicarien les tendéncies temporals de la incidéncia i
mortalitat del CaP. Per una banda, 'augment real degut a una major exposicié a un o
més factors de risc’® (sindrome metabolic''*?, diabetis'®, colesterol™* o obesitat*>*¢)*’
per altra banda, un augment en la detecci6 de tumors degut a la introduccié de noves
tecnologies diagnostiques i terapéutiques com la mesura de l'antigen prostatic

especific (PSA) i la prostatectomia radical®.

A Espanya la supervivéncia relativa a 5 anys dels pacients diagnosticats durant
el periode 2000-2007 va ser del 84,6%, la més elevada entre els tumors meés
freqiients’®® mentre que en el periode 1995-1999 va ser del 75,4%". Aquest
increment és el més elevat entre els tumors més frequents i és degut principalment a
la inclusi6 d’'un elevat numero de casos de tumors de bon prondstic com a
conseqiiéncia de I'is del PSA?. Aquest motiu també justifica que aquest cancer

presenti una prevalenca més elevada en homes.



Respecte a la previsié d’incidéncia als propers anys, s’estima que al 2018 hi ha

hagut 1.276.106 nous casos de CaP al mén®,

L’estimacioé de la incidéncia de CaP a Espanya per 'any 2014'® esta subjecta a

una gran dificultat ja que podria esta influenciada per I'is del PSA.

Per interpretar correctament les tendéncies temporals de la incidencia i
mortalitat del CaP, hem de considerar dos factors®. En primer lloc hi pot haver un
augment real de la incidéncia degut a un augment de la exposicié a factors de risc i en
segon lloc hi ha una major deteccio6 pel PSA.

1.1.2 Classificacio i estratificacié del cancer de prostata

L’estratificacio del CaP es regeix pel sistema TNM de la UICC (International
Union Cancer Control), que té en compte la mida i extensié del tumor primari (T); la
preséncia o abséncia d’afectacié adenopatica regional (N); i I'existéncia o no de
metastasis a distancia (M). La classificaci6 TNM del CaP? es reflexa de forma
abreviada a la taula 1 i la classificacio del CaP localitzat i localment avancat de la EAU,
en grups de risc, de la European Association of Urology, basada en el sistema de

classificacio de D’Amico?? a la taula 2.



Taula 1: Classificacié6 TNMY'.

T-Tumor primari
TX No es pot avaluar el tumor primari
TO No hi ha evidencia de tumor primari
T1 Tumor clinicament inaparent no palpable
T1a El tumor és una troballa histologica fortuita en el 5% o menys del teixit
ressecat
El tumor és una troballa histologica fortuita en més del 5% del teixit
ressecat
Tumor identificat en una biopsia per puncié (per exemple, degut a una
concentracio elevada d'antigen prostatic especific (PSA))
T2 Tumor que és palpable i confinat dins de la prostata
T2a Eltumor afecta a la meitat d'un ldbul 0 menys
T2b El tumor afecta a més de la meitat d'un Iobul, perd no als dos lobuls
T2c El tumor afecta als dos Iobuls
T3 Eltumor s’estén a través de la capsula prostatica
T3a Extensi6é extracapsular (uni o bilateral)
T3b EIl tumor envaeix una o ambdues vesicules seminals
T4 El tumor esta fix 0 envaeix estructures adjacents diferents de les vesicules
seminals: esfinter extern, recte, masculs elevadors o paret de la pelvis
N-Ganglis limfatics regionals
NX No es poden avaluar els ganglis limfatics regionals
NO Absencia de metastasis ganglionars regionals
N1 Metastasis ganglionars regionals
M-Metastasis a distancia
MO Absencia de metastasis a distancia
M1 Metastasis a distancia
Mla Ganglis limfatics no regionals
M1b Ossos
M1lc Altres focus

T1b

Tlc

Taula 2: Grups de risc per a recidiva bioquimica del CaP localitzat i localment

avancat®’.
Definicio
Baix risc Risc entremig Alt risc
PSA >20
F)nS A/\r:Llio Pr? A,;E}fo ng/mL i Qualsevol PSA
Glegson <7 Glgason 7 Gleason qualsevol Gleason

(ISUP grau 1) | (ISUP grau > 7 (ISUP (qualsevol grau

i cT1-2a 2/3) 0 cT2b grau 4/5) ISUP)CcT3-4 0 cN+

icT2c

Localitzat Localment avancada

ISUP: International Society for Urological Pathology



1.1.2.1 Puntuacié Gleason i grup de grau de la International Society for Urological
Pathology 2014

La puntuacié Gleason és un sistema per a graduar I'adenocarcinoma de prostata,
introduit per Donald Gleason al 1974%. Només es pot avaluar amb material de bidpsia
i no han d'’utilitzar-se preparacions citologiques. La puntuacié Gleason és la suma dels
dos patrons més frequients (grau 1 a 5) de creixement tumoral observats i oscil-la entre
2 i1 10, sent 2 el menys agressiu i 10 el més agressiu. En la bidpsia per puncio, es
recomana incloure sempre el grau mes alt, encara que sigui menys del 5% del material
de la biopsia®®.

La International Society for Urological Pathology (ISUP) de 2005%°?’ va modificar
la puntuacié Gleason incloent el patré6 més extens detectat per bidopsia, més el segon
patré més comu, si n’hi ha dos de presents. Si hi ha un patré present, s’ha de duplicar
per obtenir la puntuacié Gleason. Per a tres graus, la puntuacié Gleason de la bidpsia
compren el grau més comu més el grau més alt, independentment de la seva extensio.
A més d’informar sobre les caracteristiques del carcinoma per a cada biopsia, es pot
proporcionar una puntuacié Gleason general basada en les biopsies de carcinoma
positius. Aquesta puntuacié general té en compte I'extensioé de cada grau de totes les

bidpsies de prostata.

La ISUP va aprovar el 2014 un nou sistema de classificacié basat en el grau de
Gleason?® que limita el nimero de classificacions de CaP a 5 (veure taula 3) per:
1. Alinear la classificacié de CaP amb la classificacié d’altres carcinomes.
2. Eliminar les puntuacions inferiors a 6 que ja no es consideraven cancer.

3. Definir millor la diferenciacié clinicament significativa entre la puntuacié Gleason 7
(3+4) i 7 (4+3).

Taula 3: Classificacié de International Society for Urological Pathology 2014

Puntuaci6é Gleason Grau ISUP

2-6 1
7 (3+4) 2
7 (4+3) 3
8 (4+4 0 3+5 0 5+3) 4
9-10 5




1.1.3 Diagnostic del cancer de prostata

La majoria dels CaP no son clinicament evidents. A més, molts progressen
lentament, de tal manera que és possible que no apareguin simptomes durant la vida
de 'home. Per tant, avui en dia és important la deteccio preco¢ del CaP clinicament
significatiu i probablement reduir la detecci6 de Cap insignificants o indolents. La
deteccié del CaP té com objectiu la reduccio de la seva mortalitat i el manteniment de
la qualitat de vida, expressada en anys de vida ajustat per qualitat (AVAC). La sospita
del CaP es realitza a través del tacte rectal i la mesura del PSA. Una vegada es
confirma la sospita sera a través de la biopsia prostatica que s’establira el diagnostic
amb certesa. Actualment existeix controversia respecte a I'eficacia del cribratge de
CaP. L’estudi aleatoritzat europeu del cribratge del cancer de prostata (ERSPC)? va
observar una reducci6 significativa de la mortalitat per CaP del 21% en la cohort en la
que es va utilitzar la mesura del PSA, mentre que als EEUU l'estudi del cribratge de
cancer (PLCO, de l'anglés Prostate, Lung, Colorectal and Ovarian)®®no va observar
diferencies significatives en la mortalitat per CAP. Les diferéncies en la selecci6 de les
poblacions i el diferents protocols, incloent les diferéncies en el cribratge previ a
I'analisi, la recepcié de les biopsies, i molt especialment la contaminacié del grup
control del PLCO, poden ser les principals causes de les diferéncies observades entre
els dos estudis®. Recentment s’han actualitzat les dades de l'estudi European
Randomized Study of Screening for Prostate Cancer (ERSPC)*! corroborant els
resultats anteriors de que la deteccié del CaP amb la mesura del PSA redueix la

mortalitat per CaP.

Si bé el cribratge mitjancant la mesura del PSA pot comportar un elevat risc de
sobre-diagnostic, falsos positius i complicacions derivades de la bidpsia, la evidencia

suggereix el seu benefici a llarg termini reduint la mortalitat per CaP3**%,

Les guies de la EAU recomanen el cribratge del CaP amb la mesura de PSA a

pacients de risc de CaP"’, que son:

- Homes de més de 50 anys d’edat.
- Homes de més de 40 anys d’edat i antecedents familiars de CaP.
- Homes de ascendeéncia africana de més de 45 anys d’edat.

- Homes portadors de mutacions BRCA2 de més de 40 anys d’edat.



Les principals eines diagnostiques per sospitar de CaP son el tacte rectal (TR) i la
determinaci6 sérica de PSA. La major part dels CaP es localitzen a la zona periféerica i
poden detectar-se mitjangcant TR quan el volum és d’aproximadament 0,2 mL o més. Al
voltant del 18% de tots els pacients es detecta CaP a partir d'un TR sospitds aillat,
independentment del valor de PSA. L’antigen prostatic especific (PSA) és una serin
proteasa que produeixen quasi exclusivament les cel-lules epitelials de la prostata
mitjangant un procés que ve afavorit per I'accié dels androgens, sent una proteina
especifica d’organ, el que comporta que es pugui elevar en preséncia d’hipertrofia
benigna de prostata (HBP), prostatitis i altres malalties no malignes; no és especific de
tumor (baixa especificitat diagnostica)®’.

El risc de patir CaP augmenta a mesura que augmenta la concentracié de PSA. A
la taula 4 es presenta el risc de CaP a valors baixos de PSA. Molts homes poden

presentar CaP tot i tenir concentracions baixes de PSAY.

Taula 4: Risc de CaP en relacié a valors baixos de PSAY,

(nZ/SrﬁL) Risc de CaP (%) Risc de Gleason 27 CaP (%)
0,0-0,5 6,6 0.8
0,6-1,0 10,1 1,0
1,1-2,0 17,0 2,0
2,1-3,0 23,9 4,6
3,1-4,0 26,9 6,7

Aquestes dades mostren la importancia d’establir el valor discriminant de la
concentracié de PSA, evitant la deteccié de CaP insignificants que per la seva evolucié

natural tingui poques probabilitats de ser potencialment mortal.

L’as del PSA com a marcador de CaP va revolucionar el seu diagnostic®. La seva
utilitzacié en el CaP és un fet clau en el maneig d’aquest tumor®. La mesura de la
concentracio de PSA actualment es realitza mitjancant immunoanalisi. L’any 1999
I'Organitzacié Mundial de la Salut (OMS) va establir el material de referéncia 96/670
com a material de referéncia certificat per als mesuraments de la concentracio de PSA,
després que la Segona Conferéncia d’Estandarditzacié de Stanford, celebrada al 1994,
va recomanar que I'esmentat material tingués una proporcié 90:10 de PSA unit i PSA
liure, respectivament®™. Aquest material havia de permetre superar els problemes

derivats de la resposta no equimolar d’alguns procediments de mesura que, en



mesurar inadequadament la concentraci6 de PSA total comportaven resultats

falsament per sobre o per sota del valor discriminant.

Progressivament els diferents fabricants han anat substituint el seu propi
calibrador per calibradors tracables al material de referéncia de la OMS. La introduccio
de I'estandard de 'TOMS comporta la necessitat d’ajustar el valor discriminant de PSA i
de considerar la variabilitat en la concentracié mesurada d’aquest marcador en relacié
a l'us de diferents procediments de mesura. Aixi, el valor discriminant per a la
concentracio de PSA ha de ser ajustat en cada centre segons el sistema de mesura
utilitzat.

A la practica clinica, per diferencia HBP de CaP s'utilitza el quocient PSA
lliure/PSA total (PSA lI/t) Ens permet estratificar el risc de CAP en homes amb una
concentracié de PSA total entre 4 i 10 ng/mL i amb TR negatiu. Només el 8% dels

pacients amb PSA II/t superior a 0,25 es van identificar CaP en la biopsia®.

En els uUltims anys, diversos estudis han definit la tendéncia a sobrediagnosticar el
CaP que ha donat lloc a I'important niumero de tumors indolents que es diagnostiquen
sense que signifiquin cap risc pel pacient. Aquesta tendéncia es relaciona en bona part
amb la introduccié de la mesura del PSA en la deteccié del tumor i augmenta en

relacio a 'eleccié de valor discriminants cada vegada més baixos.

Els problemes que en deriven han impulsat el desenvolupament de protocols de
vigilancia activa per reservar el tractament Unicament a aquells pacients que, per

I'agressivitat del tumor, ho necessitin®.

Actualment existeixen altres marcadors pel diagnostic. En concret estan
disponibles varis procediments de mesura que mesuren cal-licreines en sérum, com
sén I'index de Salut de la Prostata (PHI) que combina la mesura de PSA lliure i total i
la isoforma (-2)-proPSA, i la prova de puntuacio de quatre cal-licreines (4K). En orina,
la mesura del microARN no codificant del gen de cancer de prostata 3 (PCA3) després
de massatge prostatic esta indicat per determinar si cal repetir bidpsia després d’una

biopsia inicial negativa®’, tot i presentar eficacia clinica incerta.

La biopsia de prostata €s la prova que permet confirmar el diagnostic de CaP. La
necessitat d’'una bidpsia de prostata ha de determinar-se en funcié de la concentracio
de PSA, un TR sospitds o ambdds. També cal tenir en compte I'edat del pacient,
possibles malalties concomitants i les conseqiiéncies terapéutiques®’. Un valor elevat

de PSA hauria de comprovar-se passades unes setmanes en condicions pre-
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analitiques normalitzades, és a dir, sense ejaculacié ni manipulacié i sense infeccié
38,39

urinaria

La ultrasonografia transrectal de prostata permet una mesura adequada del volum
prostatic, pero tradicionalment no ha pogut demostrar lesions per a localitzar el CaP.
Aixi, la forma tradicional de biopsiar ha estat amb assisténcia ecografica per a fer una
presa sistematitzada de mostres. Els esquemes mes recents de biopsies
sistematiques recomanen la presa de 12 puncions de les parts més periferiques de

ambdos lobuls prostatics*®**.

La prova d'imatge de ressonancia magnética multiparamétrica (mpMRI) ha estat
introduida recentment en el diagnostic preco¢ del CaP i ha representat una gran
evolucio, millorant l'eficacia del diagnostic preco¢ del CaP significatiu (csCaP). La
mpMRI proveeix la possibilitat de detectar lesions amb una probabilitat progressiva
d’allotjar csCaP. El PIRADS (Prostate Imaging-Reporting and Data System) és una
puntuacié que oscil-la entre 1 i 5 i permet ubicar en certes arees prostatiques lesions
amb baixa-moderada-alta-molt alta sospita de csCaP*. De la ma d’aquest avang s’han
desenvolupat sistemes per realitzar bidopsies dirigides a aguestes zones de sospita, de
manera que es poden realitzar aquestes bidpsies dirigides amb la RM “in bore”. No
obstant, aquest és un sistema car i que requereix molt temps de maquina pel que
s‘han difés sistemes de fusié cognitiva amb sotfware que fusiona les imatges de la RM
amb les d’ecografia. Inclos certs prototips permeten la direccié de I'agulla mitjancant

sistemes pseudorobotics o guiats amb geolocalitzacié.

La biopsia prostatica actual combina les biopsies dirigides a zones de sospita amb
la biopsia sistematica ja que s‘ha evidenciat la complementarietat d’ambdés esquemes
de biopsia. D’aquesta manera s’ha millorat els programes de diagnostic precog, evitant
biopsies innecessaries quan la mpMRI és negativa o amb molt baixa sospita (PIRADS
<3) i la sobredeteccié de CaP no significatiu, a més d‘'incrementar-se la sensibilitat pels

csCaP'’.
1.1.4 Tractament del cancer de prostata

El tractament del CaP depén del seu estadi clinic, basant-se el tractament local en
cirurgia o radioterapia i el tractament de la disseminacié en la supressié androgénica
(ADT). A principis dels anys 2000 es va demostrar que la hormonoterapia neoadjuvant

a la radioterapia incrementa la supervivéncia dels pacients tractats amb radioterapia®"
a7
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Actualment s’accepta la indicacié de la supressié androgénica en pacients tractats
amb radioterapia, amb una durada que pot oscil-lar entre 6 i 36 mesos segons el seu

risc i en tumors disseminats.

La ADT es basa fonamentalment en la castracid, que pot ser quirdrgica o medica,
majoritariament amb analegs de la LHRH i també amb antagonistes de la LHRH. La
castraci6 basada en [l'administraci6 d’estrogens esta en desus pels efectes
cardiovasculars que produeix*®°.

Els agonistes de 'hormona alliberadora d’hormones luteinitzant s’han convertit en
el tractament d’eleccié en la terapia hormonal. Aquesta terapia presenta I'avantatge
que evita les molésties fisiques i psicoldogiques associades a l'orquiectomia, tenen
menor risc de toxicitat que I'observat amb estrogens, i donen com a resultat una
eficacia oncologica equivalent. Els analegs de la LHRH s’administren com a injeccions
depot en pautes de cada 1, 2, 3 0 6 mesos o anualment’. A diferéncia dels agonistes,
els antagonistes de la LHRH comporten una disminucié rapida de la concentracio de
’lhormona luteinitzant, de la hormona fol-liculoestimulant i de la testosterona, al unir-se
als receptors de la LHRH. Aquesta rapida i efectiva castracié ha resultat un paper
important dels antagonistes de la LHRH. No obstant, la superioritat sobre els agonistes
de LHRH no s’ha demostrat, i la falta de formulacié depot d’accié perllongada els fa

menys practics que els agonistes.

Es pot aconseguir un bloqueig androgénic major amb I'administracié
d’antiandrogens classics com ara bicalutamida, tot i que aquest tipus de bloqueig
presenten un discreta eficacia i no comporta una millora de més del 5% de la
supervivéncia dels pacients amb tumors disseminats®* >3,

Finalment, s’ha observat als ultims anys com l'administracid de quimioterapia
basada en el docetaxel en cancer hormono-sensibles disseminats millora la seva
supervivéncia quan presenten una carrega tumoral alta®, de la mateixa manera que
recentment s’ha observat amb I'administracié associada a castracié d’acetat de

556-57 ;

abiraterona i enzalutamida®®°°,

En pacients amb CaP hormono-sensible metastatic, el tractament d’eleccié és la

ADT. La taula 5 mostra la guia pel tractament de CaP metastatic.
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Taula 5: Guia pel tractament del CaP metastatic'’.

Recomanacioé

Qualificacio

Oferir tractament sistematic immediat amb ADT per pal-liar els
simptomes i reduir el risc de sequieles potencialment greus de
malaltia avancada (compressié de medul-la espinal, fractures
patologiques, obstruccié uretral) a pacients simptomatics M1

Forta

Oferir antagonistes de la LHRH, especialment a pacients amb una
imminent compressio de la medul-la o obstruccio de la bufeta.

Débil

Oferir cirurgia i/o radioterapia local a qualsevol pacients amb
malaltia M1 i evidéncies de complicacions imminents com ara
compressioé de medul-la o fractura patologica

Forta

Oferir tractament sistemic immediat també als pacients M1
asimptomatics

Deébil

Discutir la ADT diferida en pacients M1 ben informats que no es
mostren asimptomatics, ja que redueix els efectes secundaris
relacionats amb el tractament, sempre que el pacient estigui
monitoritzat

Débil

Oferir F'administracié a curt termini d’'un antagonista del receptor
androgénic d’antiga generacio a pacients amb M1 que inicien un
agonista de la LHRH per reduir el risc del fenomen de brot

Débil

No oferir monoterapia amb antagonistes del receptor androgénic a
pacients amb malaltia M1

Forta

Oferir ADT combinada amb quimioterapia (docetaxel) a pacients
que tinguin com a primera presentacié la malaltia M1 i que s6n
aptes per Docetaxel

Forta

Oferir ADT combinada amb acetat de abiraterona més prednisona o
apalutamida o enzalutamida a pacient que tinguin com a primera
presentacié la malaltia M1 i que estiguin en forma per tractament

Forta

Oferir ADT combinada amb radioterapia de prostata a pacients que
tinguin com a primera presentacio la malaltia M1 i que tinguin un
baix volum de malaltia segons els criteris CHAARTED

Forta

No oferir ADT combinada amb cap tractament local
(radioterapia/cirurgia) a pacients amb malaltia d’alt volum (criteris
CHAARED) M1 fora d’assaigs clinics (excepte per control de
simptomes)

Forta

1.1.5 Control de la supressio androgenica

El seguiment dels pacients amb CaP avancat o disseminat amb tractament
hormonal té per objectiu controlar la resposta al tractament, assegurar el seu

compliment, avaluar els efectes secundaris i identificar el desenvolupament de la

resisténcia a la castracié (CRPC)®.

El seguiment clinic i no només el bioquimic és important realitzar-lo periddicament,
de manera especial en situacions de metastasi per a detectar els primers signes de

compressiéo de la medul-la espinal, complicacions obstructives del tracte urinari o

lesions 0ssies que suposen un risc més elevat de fractura.
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La mesura de la concentracié de PSA és un bon marcador pel seguiment del CaP
sensible a androgens i pot utilitzar-se per avaluar la resposta al tractament mitjancant
la variacié de la concentraci6 de PSA.

La mesura de la concentracid de testosterona en sérum també ha de realitzar-se
en la practica clinica del seguiment dels pacients amb CaP tractat amb analegs de la
LHRH. Tot i que no esta establert el periode de temps en el que s’ha de realitzar, es
recomana mesurar-la als 3-6 mesos per avaluar I'efectivitat del tractament i assegurar
que s’aconsegueix la concentracié de castracié'’. En pacient amb PSA creixent i/o
progressio clinica, s’ha de mesurar la concentracio de testosterona per a confirmar un

estat resistent a la castracio.

En els pacients en que s’observi una progressié bioguimica o clinica de la malaltia

hem de diagnosticar I'estat de resisténcia a la castracio.

Segons la EAU-ESTRO-SIOG Guidelines on Prostate Cancer 2020 el cancer de
prostata resistent a al castracio es defineix per concentracié sérica de testosterona de
castracié <50 ng/dL o <1,7nmol/L, que garanteix una adequada castracié, més un dels

seglents criteris de progressio:

e Progressié bioquimica: tres augments consecutius del PSA, amb una setmana
de diferéncia, que donen lloc a increments del 50% respecta al nadir, amb un
PSA>2 ng/mL.

e Progressio radiologica: aparicié de noves lesions: aparicié de dos o més lesions
en l'exploracié ossia o lesions de teixits tous utilitzant els criteris d’avaluacié de

resposta en tumors solids.
1.2 HORMONA ANDROGENICA: TESTOSTERONA

Els androgens actuen fisiologicament a les ceél-lules prostatiques estimulant el seu
creixement, funcio i proliferacid. La testosterona, tot i no ser oncogénica, €s essencial
pel creixement i perpetuacio de les cel-lules tumorals del CaP. Com ha quedat reflectit
anteriorment, la quantificacié de la concentracié de testosterona en serum durant el
tractament és important durant el seguiment dels pacients per a avaluar I'eficacia de la
supressié androgenica i pel diagnostic de la resisténcia a la castracio, mentre que es
disposa d’informacio limitada respecte a la concentracié optima de testosterona durant

el tractament amb ADT.
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A continuacié es descriuran els aspectes bioquimics i del metabolisme dels

androgens.
1.2.1 Formulacié quimica

La testosterona é€s una hormona sexual del grup dels androgens i molecularment
és un esteroide, derivat del ciclopentaperhidrofenentre, que conté quatre anells, amb
un total de 19 atoms de carboni (C), un doble enllag entre el carboni 4 (C4) i el 5 (C5),
un atom d’oxigen al carboni 3 (C3) i un radical hidroxil (OH) al carboni 12 (C12) (veure
figura 4). Aquesta estructura és necessaria pel manteniment de I'activitat androgénica.
La testosterona pot ésser aromatitzada a varis teixits per donar lloc a estradiol (E). El
paper de 'E en homes no esta clar, per0 el seu excés pot donar lloc al

desenvolupament de caracters sexuals secundaris femenins com ara ginecomastia.

Figura 4: Estructura quimica de la testosterona®.

CH3 OH

CH3

1.2.2 Sintesis

En homes, la testosterona és el principal androgen circulant. Més del 95% de la
testosterona és secretada per les cél-lules de Leydig als testicles, mentre que I'escorca
suprarenal també contribueix en la seva produccié (del 2 al 4%)®. La via de sintesis

androgeénica, els metabolits i enzims relacionats es descriuen a continuacio.

Les cellules de Leydig produeixen testosterona en resposta a I'estimul de la hormona
luteinitzant (LH), I'alliberacié de la qual esta controlada per 'hormona alliberadora de

gonadotropines (GnRH), secretada per I'hipotalem de forma pulsativa (figura 5).

Els impulsos alfa-adrenérgics estimulen la secrecié de GnRH, la noradrenalina i les
prostaglandines augmenten la secrecio hipotalamica. Els impulsos beta-adrenérgics i
dopaminérgics tenen acci6é inhibidora de la secreci6 de GnRH. Les endorfines, la
testosterona, la progesterona i la prolactina, secretada en situacions d’estrés,

disminueixen la secrecié de GnRH.
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Figura 5: Control de I'eix hipotalem-hipofisi-testicles®.
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La sintesis de la testosterona (veure figura 6) s’inicia per I'accio de les 17a-hidroxilases
esteroides sobre el colesterol i seguidament per les 17,20-liases esteroides (CYP17A1:
Citocrom P450, familia 17, subfamilia A, polipéptid 1), situades a les membranes del
reticle endoplasmatic de les ceél-lules esteroidogéniques. CYP17A1 catalitza la reaccié
de 17a-hidroxilacido dels esteroides A4-C21 (derivats de la progesterona) i dels
esteroides A5-C21 (derivats de la pregnenolona). Posteriorment es produeix la reaccio
de la 17, 20 liasa que formara els esteroides de 19 carbons (C19), punt clau per a la
sintesis d’hormones esteroides, que dona lloc a la formaci6 de
dihidrooepiandrosterona (DHEA) i androstendiona. El conjunt d’esteroides de C19 que
circulen en sang, inclou el subgrup d’androgens adrenals (C19 sintetitzats a I'escorca

adrenal)®.

L’accié dels enzims 17-hidroxiesteroid deshidrogenasa sobre els androgens C19
generara testosterona. Als teixits diana la testosterona es convertira per I'accié de

I'enzim 5a-reductasa en dihidrotestosterona (DHT), 'hormona androgénica més activa.
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La regulacié de la sintesis d’androgens C19 a I'escorca suprarenal esta regulada per

I'hormona adrenocorticotropa (ACTH)®.

Figura 6: Sintesis suprarenal d’androgens®.
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A part de la via classica de sintesis d’androgens a partir del colesterol, hi ha dos
vies alternatives per sintetitzar directament DHT®® (veure figura 7): la via alternativa
“del darrera” (de I'anglés backdoor) i la via de la 5a-diona, que sintetitzen directament

DHT, sense passar per la testosterona.
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Figura 7: Vies alternatives per a la sintesis de DHT®.
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Estudis recents han demostrat que alguns metabolits derivats de la testosterona,
obtinguts per l'accié dels enzims suprarenals CYP11B1, com soén la 11-ceto-
testosterona i la 11-ceto-5a-dihidrotestosterona, tenen el mateix potencial d’activacié
de AR, el que planteja la possibilitat d’'un paper important d’aquests androgens en la

transmissio de 'accié dels androgens biologics®.
1.2.3 Metabolisme

La testosterona lliure difon passivament cap a les ceél-lules diana on seran
metabolitzades mitjancant la 5a-reductasa donant lloc a la 5a-dihidrotestosterona (5a-
DHT), i mitjangcant I'aromatasa (CYP19A1) donant lloc a 17B-estradiol (figura 8).
Existeixen dos isoenzims de la 5a-reductasa, la tipus | que es troba a la pell i fetge, i la
tipus Il que es troba a la prostata, glandula suprarenal, vesicula seminal, pell genital,

fol-licle pilos i escorga cerebral.

La majoria de DHT circulant, el 80%, és produida per la conversié periférica de

testosterona i el 20% és secretada directament pels testicles®.

Tant la testosterona com la DHT es fixen al mateix receptor AR i els seus efectes
es complementen entre si. No obstant, la DHT presenta més afinitat pel receptor, unes

6 a 10 vegades més, pel que és un androgen més potent que la testosterona.
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Figura 8: Metabolisme de la testosterona®’.
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1.2.4 Transport

La testosterona és una hormona lipofila, pel que en sang el 98% circula unida a
proteines, i només un 2% es troba en forma lliure, sent la bioldgicament activa. El 60%
de la testosterona circulant s’'uneix amb elevada afinitat a la globulina transportadora
d’hormones sexuals (SHBG)®, sintetitzada principalment al fetge. La resta, el 38% de
la testosterona, circula unida laxament a I'albumina. Consequéncia d’aquesta baixa
afinitat, la testosterona pot alliberar-se facilment als capil-lars per entrar a les cél-lules

dels organs diana®®"°.

1.2.5 Excreci6

La testosterona i la DHT es desactivaran mitjancant enzim que hidroxilen les
posicions 6, 7, 15 o 16 i posteriorment es conjuguen, i s’eliminaran per orina i per via

biliar.

19



1.2.6 Concentracio fisiologica

La concentracio fisiologica de testosterona varia segons la fase de la vida sexual

masculina: fetal, neonatal, puberal i adult’.

La sintesis de testosterona s’inicia durant les primeres setmanes de gestacio, i les
concentracions seriques augmenten fins a valors de 300-400 ng/dL i es mantenen
durant el segon trimestre. En néixer les concentracions baixen fins al punt que nens i

nenes presenten concentracions similars.

La concentracio de testosterona augmenta de nou durant la fase neonatal en
nens’® i es manté a concentracions per sota del limit baix de normalitat dels adults, i es
manté durant tres o sis mesos fins a disminuir a concentracions baixes a I'any de vida.
La concentracié de testosterona es mantindra baixa fins a la pubertat, quan augmenta
la concentracié gonadotropina i testosterona, i s’arriben a concentracions normals
d’adults aproximadament als 17 anys. La concentracié de testosterona es mantindra

fins a als 40-50 que comencen a disminuir’%.

Els valors de referéncia per a cada interval d’edat dependran de cada laboratori

clinic, segons el procediment de mesura utilitzat i segons la poblacié atesa.
1.2.7 Accions fisiologiques en homes

Les accions fisiologiques dels androgens estan mitjancades a través de la uni6 de

la testosterona i la DHT al seu receptor.
1.2.7.1 Funcions a nivell reproductiu i sexual

La testosterona exerceix un paper fonamental a nivell sexual sobre el
desenvolupament i el manteniment dels caracters sexuals i sobre el desenvolupament
i funcionament de les glandules sexuals masculines. Com a hormona del desig, els
androgens actuen sobre el sistema nervids central (SNC), estimulant-lo i mantenint el
desig i la motivacié sexual. La testosterona és necessaria pel funcionament normal del
mecanisme d’ejaculacié i el manteniment de les ereccions espontanies. Influeix també
sobre la resposta erectil, estimulant l'activitat de I'enzim Oxid nitric sintetasa que
contribueix en mantenir els nivells adequats d’oxid nitric (ON) al muscul llis dels cossos

cavernosos del penis®.
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1.2.7.2 Funcions a nivell metabolic®

1.2.7.2.1 Teixit adipds i metabolisme lipidic: augmenten la massa magra corporal.
Presenten una distribucié predominant de grassa androide, amb més teixit adipds

visceral i menys subcutani.

1.2.7.2.2 Teixit esquelétic: els androgens milloren la sintesis de proteines del
muscul esquelétic, promouen el creixement muscular i afavoreixen la reparacié del

muscul esquelétic.

1.2.7.2.3 Metabolisme de la glucosa: la concentraci6 de testosterona esta
directament relacionada amb la sensibilitat a la insulina, ja que exerceix regulacio
positiva del receptor de la insulina substrat-2, millora I'expressié de GLUT4 aixi com la
senyalitzacié d’insulina intracel-lular, i la utilitzaci6 de la glucosa a les cél-lules

musculars.
1.2.7.2.4 Estimula la eritropoesis i la produccio d’eritropoetina
1.2.8 Mecanisme d’accidé

L’accio de la testosterona als humans es produeix mitjangant dos mecanismes
principals: I'activacié de 'AR i la conversi6 a estradiol i posterior activacio de receptors

d’estrogens.

La LH hipofisaria estimula la producci6 de testosterona per les cel-lules de Leydig,
situades a linterstici testicular, i sera transportada a les cél-lules del teixit diana on
actuaran mitjangant la unié a AR o es reduira a DHT, la qual s’unira al mateix receptor
AR.

AR és una proteina que forma part de la familia de receptors d’hormones
esteroides. Es un factor de transcripcié depenent de lligand que controla I'expressié de
gens especifics que pertany a la superfamilia de receptor nuclears. La familia de
receptors nuclears inclou receptors d’hormones esteroides, d’hormones tiroides, d’acid
retinoic, de 1,25-dihidroxivitamina D i receptors activats pel proliferador de

peroxisoma’*"®.

El gen AR esta localitzat al cromosoma X al locus Xql1l-Xql2 i consta de vuit
exons (veure figura 9). El gen codifica una proteina de 110 KDa. De la mateixa manera
que la resta de membres de la familia de receptors nuclears, 'AR consisteix en tres
dominis: el domini N-terminal (NTD) (residus 1-555), el domini d’unié a 'DNA (DBD)
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(residus 555-623) i el domini C-terminal d’unié al lligand terminal (LBD) (residus 665-

74,75

919), unit a DBD per una regio bisagra flexible (residus 623-665)

EL DBD esta altament conservat entre els membres de la familia de receptor
nuclear i uneix 'AR a les regions promotores i potenciadores dels gens regulats per
AR mitjangant un enllag¢ directe al DNA per permetre les funcions d’activacié de la NTD
i LBD per estimular la transcripcié d’aquests gens. La funcié d’activacié 1 (AF1) a la
regio NTD és activa mentre que la funcié d’activacié 2 (AF2) situada a la regié LBD és

depenent de lligand.

Figura 9: Estructura del gen del receptor d’androgens i de la proteina AR,

Xq 11-12

Cromosoma X O B

cenaR 5 —— -S>

1 fj e ~. = \

Domini NH2-Terminal Domini d’unié DNA Domini d’unié Lligand
(NTD) (DBD) (LBD)

La testosterona travessa lliurement la membrana plasmatica i entra al citoplasma.
La formacié del complex AR-testosterona lliure o AR-DHT té lloc al citoplasma de la
cél-lula i va seguida d’'una dissociacié de les proteines, alhora acompanyada d’un
canvi conformacional de la proteina receptora resultant en una translocacié al nucli
cel-lular. El receptor es dimeritza i s’'uneix a sequéncies especifiqgues de nucleodtids del
DNA cromosomic anomenades elements de resposta d’hormones (HRE) i recluta
altres proteines addicionals (com ara coactivadors, factors de transcripci6 o RNA
polimerasa Il) que donen lloc a I'activacié especifica de la transcripcié’. El mecanisme

d’acci6 dels androgens s’esquematitza a la figura 10.

En alguns dels principals teixits diana a 'home, com ara els ossos, el cervell, el
sistema cardiovascular o la prostata) el principal efecte de la testosterona és a través
de I'aromatitzacié a 17f-estradiol, modulada directa o indirectament per lligands del
receptor d’estrogens’®, receptor de la mateixa familia que AR, que és un receptor

d’hormones nuclears.
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Figura 10: Mecanisme d’accio dels androgens
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DHT: Dihidrotestosterona; TBP: Proteina d’unio a la caixa TATA; TFIIF: Factor de transcripcid IIF

1.2.8.1 Viano classica

Fa referéncia a aquells mecanismes que no impliguen la unié del complex
testosterona — AR a elements de resposta d’hormones del DNA. Aquest via pot ser
mitjancada per diferents mecanismes’”"*:

- L'AR classic intracel-lular a través de l'activacié d'un co-regulador com el co-
activador del receptor d'esteroides (Src) quinasa que no requereix transcripcio genica.

- Enllag directe a llocs d'unio especifics de molécules diana en abséncia de I'AR.

- AR transmembranes de superficie cel-lular diferenciada, no classiques o set
receptors transmembrana que transmeten senyals a través de proteines G.

- Canvis en la permeabilitat de la membrana.
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1.3 REGULACIO DE LA SINTESIS D’ANDROGENS
1.3.1 Origen i formulacié quimica

L’hormona precursora encarregada de la produccié dels reguladors hipotalamics
s’acumula principalment al nucli arcuat i, en menor grau, a 'area pre-optica. El nucli
arcuat posseeix dos tipus de neurones: Tipus | (productores de GnRH) i tipus Il
(productores de /dopamina). Les neurones tipus | estan sotmeses a 'accié estimulant i
inhibidora d’altres neurones a través de neurotransmissors, com ara noradrenalina,
dopamina, opiacis o serotonina, bé des d’altres nuclis del SNC o des de les tipus Il. El
nucli arcuat de 'hipotalem té axons que li permetran alliberar 'hormona a I'eminéncia
mitjana, on trobem la circulacié portal hipofisaria, que transportara les hormones o
péptids alliberat a 'adenohipdfisi, on efectuaran I'accio sobre els gonadotrops, cél-lules

les membranes de les quals sén molt riques en receptors de GnRH®.

L’'Hormona alliberadora de gonadotropines (GnRH) o hormona alliberadora
d’hormona luteinitzant (LHRH) és un decapéptid senzill codificat pel cromosoma 8 i
sintetitzat per I'hipotalem com a propéptid de 92 aminoacids. La GnRH s’allibera amb
un patrd pulsatiu que en I'adult es produeixen polsos cada 60 a 90 minuts i amplitud
creixent. La freqiéncia dels polsos determinara la taxa de produccié de
gonadotropines, la taxa relativa de cadenes a i B formades de les gonadotropines i la
taxa de glicosilacié de les gonadotropines. El patrd pulsatiu d’alliberacié esta regulat

pels mediadors hipotalamics, d’entre els que destaquen:

- Les catecolamines com a estimulants, excepte la dopamina local que inhibeix

I'alliberacié de gonadotropines,

- Els opiacis derivats de la proopiomelanocortina (POMC), el bloqueig dels seus

receptors produeix un augment de les gonadotropines.

Les cél-lules diana de la GnRH soén les cél-lules gonadotropes de la hipofisi
anterior. Com a hormona polipeptidica que €s, no pot travessar la membrana, i per
tant, actuara a través de la uni6é a receptors especifics. La formacié d’aquest complex

estimulara la sintesis i secrecié de gonadotropines®.

Les gonadotropines so6n unes hormones produides per la hipofisi anterior o
adenohipofisi en resposta a la neurosecrecid que allibera GnRH a l'hipotalem. Les
gonadotropines constitueixen una familia d’hormones glucoproteiques que inclou

I'Hormona fol-liculoestimulant (FSH, de langlés Follicule-Stimulating Hormone),

24



I'Hormona Luteinitzant (LH, de I'anglés Luteinizing Hormone), ambdues secretades per
les cel-lules gonadotropes de I'hipofisi, la gonadotropina corionica humana (hCG, de
I'anglées Human Corionic Gonadotropin), sintetitzada a la placenta i la tirotropina (TSH,
de 'anglés Thyroid-Stimulating Hormone)®*

La LH i la FSH estan formades per dos cadenes, una a i una 3. Les dos hormones
tenen la cadena a idéntica i es diferencien per la cadena B. Les dues cadenes estan

unides per enllagos no covalents.

Al tractar-se d’hormones proteiques, no travessen la membrana cel-lular, pel que

per actuar requereixen la unié a uns receptors de membrana.
1.3.2 Funcions al testicle

Les hormones hipofisaries, la LH i la FSH, estimulen les funcions testiculars
exocrines i endocrines. A la vegada, i degut al procés de retroalimentacié negativa, les
testosterona i el 17f3-estradiol exerceixen efecte inhibidor sobre I'alliberaciéo de FSH i
LH82,83

La LH regula i estimula la biosintesis de testosterona a les cel-lules de Leydig,
localitzades a l'interstici testicular, mentre que la FSH estimula la espermatogénesis al

actuar sobre les cél-lules de Sertoli, localitzades al tub seminifer.

La LH controla i regula la funcié endocrina del testicle actuant sobre les cél-lules
de Leydig estimulant la produccié de testosterona, mitjangant la unié a receptors
especifics de la membrana d’aquestes cél-lules. L’alliberaci6 de LH és un procés
discontinu, que es correspon amb la secrecié pulsativa de GnRH hipotalamica. La
concentraci6 de LH determinara la quantitat de testosterona secretada. La
testosterona secretada exercira a la vegada un efecte de retroalimentacié negativa
sobre la hipofisis, disminuint directament la secreci6é de LH, i la inhibicié també directe

de la secrecié de GnRH a I'hipotalem, que comportara una disminucié de la LH®’.
1.3.3 Regulacio

El principal mecanisme de control de l'alliberacié de la GnRH és el de les propies
hormones gonadotropines que al augmentar la seva concentracidé inhibeixen

I'alliberacié de GnRH per part de I'hipotalem (retroalimentacio negativa).
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L’alliberacié de la GnRH també esta regulada positivament, quan es produeix una
elevacié de la concentraci6 de les hormones sexuals. L’'exposicid cronica a les

hormones sexuals conduira a una inhibicié de I'alliberacio.

Altres péptids gonadals com ara les inhibines, activines i folistatines també
participen en la regulacio.

El principal regulador de la secreci6 de LH i FSH és la GnRH. Els péptids
gonadals inhibina i activina també exerceixen efecte regulador ja que regulen la
sintesis de FSH de manera independent. La inhibina suprimeix selectivament la

sintesis de FSH a la hipofisi mentre que I'activina I'estimula®

En els homes, la font d’inhibina testicular son les ceél-lules de Sertoli. Actuen a la
hipofisi disminuint la taxa de sintesis i secreci6 sobretot de FSH. Pel contrari, I'activina
actua estimulant la sintesis i alliberament de la FSH. Per la seva banda, les folistatines

actuen inhibint I'alliberacio de la FSH.
1.3.4 Concentracions fisiologiques

En ésser humans, al voltant de la desena setmana de gestacié I'adenohipofisi és
capag de respondre a la GnRH. La secrecié de LH i FSH s'’inicia molt aviat a 'embrid.
La concentracié plasmatica de gonadotropines comenga a augmentar després de la
setmana 12 de gestacié i aconsegueix valors alts al voltant de la setmana 21 de vida
fetal. Al aconseguir la concentracid6 maxima, l'activitat hipofisaria disminueix, de
manera que al apropar-se al moment del naixement la concentracié de gonadotropines

és inferior que al segon trimestre de gestaci6®.

Després del naixement s’observa un pic en la concentracié de LH i FSH al voltant
dels 3-4 mesos de vida. Després d’aquest pic la concentracié de les gonadotropines
disminueix rapidament fins a concentracions dins de linterval de referéncia de la
infancia entre els 5 a 12 mesos després del naixement. Durant el desenvolupament
puberal les concentracions de gonadotropines augmenten®, comportant la proliferacié
i maduracio de les cél-lules de Sertoli, les cél-lules de Leydig i la proliferacié de les
cél-lules germinals, i s’assoleixen les concentracions normals d’adults aproximadament

als 17 anys”.

Els valors de referéncia per a cada interval d’edat dependran de cada laboratori

clinic, segons el procediment de mesura utilitzat i segons la poblacio atesa.
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1.4 PAPER DELS ANDROGENS EN EL CANCER DE PROSTATA | AGONISTES
DE LA LHRH

La hormonodependéncia del cancer de prostata va ser demostrada per Charles
Huggins al 1941. Per aquest descobriment se li va concedir el premi Nobel al 1966.
Huggins i Hodges® van realitzar un estudi intervencionista amb pacients amb cancer
de prostata avancat tractant-los o bé amb estrogens o bé amb testosterona, i uns
castrats quirargicament. Van demostrar que la testosterona promovia CaP i que la
castracid quirdrgica o I'administracié d’estrdgens comportaven una disminucié en
I'activitat tumoral. Des de llavors, la testosterona es va convertir en I'objectiu terapéutic

clau en el tractament del CaP.

En els Ultims anys, la importancia de la senyalitzacié dels androgens en la
fisiopatologia del CaP ha estat emfatitzada pel progrés de la comprensi6 de la malaltia

a nivell molecular®.

Al llarg de la vida, la prostata esta continuament exposada als androgens
sintetitzats als testicles com a I'escorgca suprarenal, sent la DHT I'androgen que es
troba en més quantitat a la glandula prostatica i la testosterona la més abundant en

sang®’.

Als teixits diana la T es converteix en DHT que s’uneix amb major afinitat a la AR,
comportant entre altres, el desenvolupament i creixement del teixit prostatic. Tot i aixi
el seu paper exacte en el desenvolupament del CaP és desconegut; no obstant,
concentracions meés baixes de testosterona en el moment del diagnostic semblen

associar-se a tumors menys agressius®.
1.4.1 Analegs dela LHRH

Des de la demostraci6 de la hormonodependéncia del CaP per Huggins y
Hodges®®, la supressi6 androgénica mitjancant castracio, quirdrgica o meédica, és el
tractament estandard del CaP avancat, sent la castraci6 médica mitjancant analegs de

la GnRH la més utilitzada.

Al 1971 va ser descrita la molécula de la GnRH per Schally i Guillemin, pel que
van rebre el Premi Nobel de Medicina al 1977 i al 1973 es va descobrir el primer
analeg sintetic, acetat de leuprolida. La diferencia en I'estructura de la GnRH de una

D-leucina per una glicina fa que la leuprolida presenti més afinitat per la unié al
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receptor a la hipofisi i major resisténcia a la degradacié®, pel que es dissocien

lentament del receptor i tenen una semivida més llarga.

L’administracié cronica d’analegs de la LHRH comporta una supressio de la funcié
tant de la hipofisis com de les cél-lules de Leydig®®. Inicialment, durant 7-10 dies, es
produeix com a resposta, un augment de lalliberacié de LH i posteriorment de
testosterona. L’exposicid continua produeix dessensibilitzacié de la hipofisis i
retroalimentacié negativa sobre els receptors, el que déna lloc a una disminucié de la

63,88,91

concentracio de testosterona 93, Habitualment, a les quatre setmanes de l'inici de

I'administracié dels analegs de la LHRH, la concentracio de testosterona es redueix

prop de la concentracié de castraci¢®

. Inicialment es produeix un pic de LH, al
segon dia de I'administracié (el mateix que passa amb la concentracié de testosterona)

perd disminueix rapidament, a partir del seté dia.

A causa de la inhibicié de la secreci6 de LH en administracié continua, els analegs
de la GnRH sén efectius en el tractament del CaP en homes i el cancer de mama

depenent d’hormones en dones®.
1.4.2 Concentracié hormonal durant el tractament
1.4.2.1 Concentracio de castracio de testosterona

La majoria de pacients amb CaP tractats amb analegs de la LHRH aconsegueixen
concentracions de testosterona iguals o inferiors a la denominada concentracié de
castracio’”®’. No obstant, fins un 24% dels pacients poden experimentar elevacions de
la concentracié de testosterona per sobre de 50 ng/dL fet que es considera un

“escapament”®.

La castraci6 comporta una rapida disminucié de la concentracié de testosterona,
persistint Gnicament la font adrenal que en condicions normals representa entre el 2 i
el 4% de la seva concentracio total®®.

La concentracié reduida de testosterona, anomenada concentracié de castracio,
va ser establerta en 50 ng/dL per la Food and Drug Administration (FDA) a principis
dels anys vuitanta, a partir de mesures realitzades en pacients amb CaP sotmesos a
orquiectomia, i corresponia la minima concentracié quantificables (LOQ) dels
radioimmunoanalisi (RIA) utilitzats en aquell moment®®. Des de llavors, aquesta
concentraci6 ha estat utilitzada per totes les agéncies reguladores per avaluar

I'eficacia de qualsevol producte amb objectiu de comportat castracio, sent a més, la
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concentracio considerada en moltes guies cliniques per a diagnosticar la resisténcia a
la castraci6®’. També ha estat adoptada per les guies de cancer de prostata per a
avaluar la eficacia de la supressié androgeénica i, més recentment, per a definir la

resisténcia a castracié quan es detecta una progressié bioquimica pel PSA o clinica®’.

Es disposa d’informacioé limitada respecte a la definici6 de la concentracié de
testosterona de castracié després de la introduccié d’altres métodes de mesura. L’any
2000, Oefelein et al'® van redefinir la concentracié de castraci6 de testosterona en 20
ng/dL, després d’observar que aquesta era la concentracid6 mitjana de testosterona
observada en trenta pacients amb cancer de prostata sotmesos a castracio quirlrgica,
utilitzant un nou procediment de mesura de quimioluminescencia. També mitjancant un
altre equip de quimioluminescéncia, I'lmmulite® 2500 (Siemens Healthineers) un
estudi del nostre grup al 2007'°*, va establir 32 ng/dL com a concentracié optima de
castracié al demostrar que els pacients que no tenien pics per sobre d’aquesta
concentracié van estar més temps sense resisténcia a la castracié respecte als que
van tenir increments per sobre. Altres estudis recents han relacionat concentracions

inferiors de testosterona amb una major supervivéncia®*'%'%, Recentment, Klotz et

104 105-109
al

en una revisid de l'evidéncia en base a 5 estudis , que utilitzen diferents
equips d’'immunoanalisi per a la mesura de la concentracié de testosterona, conclouen
que una concentracié de 20 ng/dL (0,7 nmoL/L) seria la que es relaciona amb major
benefici de la ADT en comparaci6 amb altres concentracions més elevades. Els
mateixos autors inclouen la recomanacié d’aconseguir aquestes concentracions al

document de consens de la Canadian Urological Association de 2018,
1.4.2.2 Concentraci6 de LH i FSH

Com ja hem comentat a I'apartat 1.4.1, de manera paral-lela a la concentracié de
testosterona, la concentracié de LH després de I'administracié continuada de analegs

de la GnRH, també disminueix drasticament****2,

Arnaud et al 19863, es van qiiestionar el perqué en alguns pacients, tot i tenir
concentracions de castracié de testosterona, la concentracié de LH mesurada per RIA
estava lleugerament disminuida i fins i tot algunes vegades era normal. Per aix0 van
mesurar I'activitat de la LH en ceél-lules intersticials de ratoli, mesurant la secrecié de
testosterona com a resposta a I'administraci6 de agonistes de LHRH, per aixi
comprovar si la inhibicid de la concentracid d’androgens podria ser deguda a una
pérdua de la activitat de la LH circulant. Els resultats obtinguts demostren la perdua

qguasi completa de la activitat de la LH.
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Estudis més recents® confirmen que després de 3 mesos de tractament, I'activitat
de LH, mesurada in vitro en cel-lules de Leydig de ratoli, disminueix un 40-50%, sent la
pérdua d’activitat el principal factor responsable de la inhibicié de la esteroidogénesis
testicular. De fet, els agonistes de la LHRH aconsegueixen una hipofisectomia meédica
selectiva per a gonadotrofs.

En quan a la concentracié de FSH, tot i que també disminueix, no s’assoleixen
concentracions tant baixes, a diferéencia dels antagonistes, que s’uneixen
immediatament als receptors de LHRH comportant una rapida disminucié de la
concentracié de LH i FSHY. En l'estudi de Klotz et al*** observen una disminuci6 de
54,8% de la concentraci6 de FSH després de I'administracié d’analegs de la LHRH al

|115

final de I'estudi. De la Rosette et al™~ també observen una disminucié del 50% després

d’'un any en tractament amb leuprolida.

Fins al moment, la valoracio de I'eficacia del tractament amb analegs de la GnRH
en pacients amb cancer de prostata, s’ha realitzat segons la concentracié de

testosterona.

En pacients pediatrics i en dones alguns autors suggereixen la utilitzacié de la
concentraci6 de LH i/o FSH pel seguiment del tractament amb analegs de la LHRH*"
18 En pacients pediatrics amb pubertat preco¢ per a monitoritzar la terapia amb
analegs de la LHRH proposen mesurar la concentracié de LH'®. En aquest estudi van
observar que en la majoria de pacients estudiat, la concentracié de LH després de 3
mesos de tractament es suprimien a concentracions d’entre 0,5 i 1,0 UI/L, amb el seu
procediment de mesura d'immunoquimioluminescéncia i proposen la concentracio de
LH de 3 mUI/mL com a limit superior per a 'adequacié del tractament. Es qliestionen
si concentracions de LH entre 1,5 i 3 UI/L podrien representar un menor grau de

supressio androgénica.

No obstant, en una revisi6 de Endocrine Society respecte al tractament de la

pubertat precoc central**®

, ho recomanen la mesura de la concentracié de LH per la
monitoritzacié del tractament al observar-se que alguns pacients en tractament amb
supressio adequada de l'eix hipotalem-hipofisi-gonades presenten concentracions de

LH normals*?®.
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1.5 MESURA DE LA CONCENTRACIO DE TESTOSTERONA
1.5.1 Metodes de mesura

Existeixen diferents métodes per a la mesura de la concentracié de testosterona,
actualment principalment sén métodes d'immunoanalisi 0 métodes d’espectrometria de

masses en tandem (MSMS).
1.5.1.1 Méetodes d'immunoanalisi

Els métodes d'immunoanalisi es basen en la reaccié d’'unié entre la substancia a

mesurar, que actua com antigen, i un anticos especific per aquesta molecula.

L’anticos utilitzat pot ésser monoclonal, quan sén anticossos especifics front un
epitop de la molécula, o policlonal, quan sén barreges d’anticossos front la mateixa

molécula pero dirigits front a diferents epitops.

Tots els immunoanalisi requereixen I'Us d’'un material marcat per mesurar la
concentracié present a la mostra. Segons la naturalesa d’aquest material marcat, els

immunoanalisi es classifiquen en:

- Radioimmunoanalisi (RIA), quan el material marcat és un radioisotop.

- Enzimimmunoanalisi (EIA), quan el material marcat és un enzim.

- Luminoanalisi, quan s'utilitza una substancia productora de llum. Quan I'emissio
de Illum té Illoc com a resultat de [loxidaci6 dun compost parlem

d’electroquimioluminesceéncia.

Les primeres mesures de la concentracié de testosterona es van realitzar a
mitjans del 1960 utilitzant procediments de captura d’electrons seguit de cromatografia
de gasos'® i derivatitzaci6 doble isotopica'®?. Aquests procediments eren molt
complexes, lents i amb una sensibilitat analitica dependents de [lextraccié de
testosterona a partir de grans volums de mostra, sent per aquest motiu métodes
inadequats pel laboratori clinic. Amb l'objectiu de millorar la sensibilitat i especificitat
analitica es van comencar a utilitzar els primers RIA, que a part de millorar el limit de
quantificacio, requerien menys volum de mostra. Aixi, en els seguents 30 anys, la
concentracié de testosterona es va mesurar mitjancant tecniques de RIA amb
extraccié prévia amb columna'®. Posteriorment, al disposar d’anticossos especifics, es
van substituir les extraccions en columna, passant a utilitzat I'equip de reactius

comercials de RIA competitius.
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Més recentment, els RIA han estat substituits per immunoanalisi que actualment
es troben completament automatitzats en diferents plataformes analitiques,
instruments que utilitzen la quimioluminescéncia com a procediments de mesura. La
seva implantacio ha permes millorar 'eficiéncia, optimitzar recursos, millorar el limit de
quantificacio, la reproductibilitat i practicabilitat de la mesura de la concentracié de

testosterona i I'eliminacio de residus radioactius.

Aquests procediments de mesura utilitzen els seus propis anticossos, els seus
propis estandards i tenen els seus intervals de referéncia. L’Us d’aquests procediments
de mesura al laboratoris clinics actuals permet la mesura de les diferents magnituds de
manera meés rapida i economica. No obstant, les diferents plataformes
d'immunoanalisis presenten diferents caracteristiques metroldgiques, existint
diferencies en quant a la linealitat, reproductibilitat, especificitat i sensibilitat, el que
origina que hi hagi diferéncies en els resultats segons el procediment de mesura usat.
En el cas de la testosterona, aquestes diferéncies entre els instruments utilitzats
augmenta quan estem mesurant concentracions baixes'®®, donant resultats tant

subestimats com sobreestimats, segons el procediment de mesura utilitzat****?>.

1.5.1.2 Metodes d’espectrometria de masses acoblada a técniques de separacié de

cromatografia

L'espectrometria de masses és una técnica analitica en la que els atoms o
molécules d’'una mostra son ionitzat, separat per la seva relacié6 massa/carrega (m/z) i
posteriorment detectats. Consta de quatre etapes'*®*?":

- Introducci6é de mostra

- lonitzacié de la mostra: els atoms o molécules es transformen en espécies
idniques en fase gasosa. Existeixen diferents sistemes de ionitzacid: ionitzacié en fase
gasosa o sistemes de desorcid, com ara la desorcié laser, MALDI (desorcid/ionitzacio
laser assistida per matriu) o ionitzacié per electrosprai. Aquests dos son els més
utilitzats als laboratoris clinics.

- Separaci6 i analisi dels ions moleculars i dels fragments carregats produits en
funcid de la seva relaci6 m/z. L'eleccié de I'analitzador es realitza en funcié de la
resolucio, exactitud, interval dinamic lineal, sensibilitat, eficacia i adaptabilitat. Entre els
més utilitzats esta el quadrupol.

- Obtencié de I'espectre de masses, en el que es presenta 'abundancia relativa
dels ions fragments produits respecte a la relaci6 m/z. El detector pot ésser un

fotomultiplicador o una copa de Faraday.
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La figura 11, adaptada de www.shimadzu.eu'”®, esquematitza el funcionament d’un

espectrometre de masses:

Detector

Sistema de %% Q\,\ad‘OQO\S
ionitzacié % 7
0
& aq8% o

J‘v

La identificacié de compostos en mostres complexes, en general, ho és possible
utilitzant un Unic espectrometre pel que és necessari acoblar varis espectrometres
(MSMS). L’espectrometria de masses en tandem és [l'acoblament de dos
espectrometres de masses units per una camera que fragmenta molécules. El primer
espectrometre serveix per a seleccionar un i6 determinat dels produits per la ionitzacio
(i6 precursor). S’introdueix a la camera de col-lisid, en la que es bombeja un gas inert i
es fragmenta el i6 generant ions producte que entraran al segon espectrometre de

masses i seran analitzats per donar un nou espectre de masses.

Prévia a I'espectrometre de masses es pot acoblar la separacié per técniques de
cromatografia: la liquida (high-performance liquid chromatography (HPLC) o Ultra
Performance Liquid Chromatography (UHPLC)) o la de gasos (GC).

Quan el métode de mesura combina LC i MSMS, l'especificitat i sensibilitat

analitiques sén molt elevades i la mesura es realitza en poc temps.

Actualment, el desenvolupament de procediments per a la mesura de la
concentracié de testosterona mitjancant tecniques MSMS, acoblada a cromatografia

liquida (LC-MSMS) o de gasos (GC-MSMS) permeten mesurar baixes concentracions

129-132

de testosterona amb elevada especificitat i sensibilitat . No obstant, la falta

133-

d’estandarditzacié***™*** dels procediments de mesura déna lloc a que hi hagi

diferencies entre els diferents procediments que utilitzen I'espectrometria de
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masses® 3213 Aquestes diferéncies s’explicarien per algunes de les limitacions dels
métodes LC-MSMS: diferents processos de preparacioé de la mostra, tipus de columna

utilitzada, I'estandard intern escollit i un requeriment de personal especialitzat ****%

Davant aquesta dificultat per a mesurar la concentracié de testosterona amb la
exactitud, reproductibilitat i sensibilitat necessaria, la Societat Americana de

Endocrinologia, al 2007'%®

, s van posicionar recomanant I'is de métodes de
Espectrometria de Masses com a metode Gold Standard per a la mesura de
concentracié de testosterona per sota l'interval de referéncia. Tant mateix, al 2010**,
la Societat americana de Endocrinologia junt amb Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) realitzen una declaracié de consens amb I'objectiu d’estandarditzar
els procediments de mesura de la testosterona. A partir d’'aquests posicionaments, es
va iniciar un projecte per a la estandarditzacié6 de la mesura de la concentracié de
testosterona: Programa CDC Hormone Standardization Program®*°, amb I'objectiu de
millorar la reproductibilitat, el biaix i I'error total de la mesura de la concentracié de
testosterona i la seva comparabilitat. Finalment, al 2013%'** publiquen el
desenvolupament i validacié d’un procediment de LC-MSMS calibrat amb el material
SRM 971, material de referéncia tragable i commutable preparat per la NIST (National

Institute of Standard and Technology).

Mentre no existeixi I'estandarditzacié de tots els procediments de mesura, es
recomana que els procediments utilitzats als laboratoris clinics estiguin validats i
compleixin les caracteristiques metrologiques de reproductibilitat, sensibilitat i exactitud
analitiques requerides per mesurar les concentracions, segons les indicacions de la
guia CLSI™ de la poblacié que es dona servei, i que cada laboratori defineixi els seus

propis intervals de referéncia®***+4°,

1.5.2 Mesura de la concentracié de testosterona en pacient amb cancer de

prostata sotmesos a castracio

Com ja s’ha explicat a l'apartat 1.1.4.1, en pacients amb CaP sotmesos a
castracié, es considera que el tractament és eficagc quan la concentracié6 de
testosterona és inferior a 50 ng/dL, molt per sota dels intervals de normalitat dels

homes.

Per tant, per a mesurar concentracions tant baixes és necessari utilitzar
procediments de mesura exactes i precisos, especialment quan es vol verificar si un

pacient presenta resisténcia a la castracio®.
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Com hem vist, els immunoanalisi ha estat una eina fonamental per a la mesura
d’esteroides sexuals des de la seva aparicio al 1960. No obstant, als ultims anys molts
estudis realitzats, principalment en dones, han demostrat que les plataformes
d'immunoanalisi utilitzades en la practica clinica no presenten la suficients
caracteristiques metrologiques necessaries per mesurar concentracions inferiors a la

125,133138.139.146-148 \/3ris estudis han avaluat les diferents

de limit inferior de referéncia
plataformes utilitzades als laboratoris clinics i han observat I'existéncia d’elevada
variabilitat tant en homes com en dones'*. La majoria d'immunoanalisis sobreestimen

L' En homes eugonadals,

la concentracio de testosterona en per sota de 100 ng/d
la correlacié entre els diferents immunoanalisi i el metode de referéncia és bona, tot i
que existeixen biaixos significatius, especialment a I'interval inferior de concentracions.
Per aquest motiu es proposa que la mesura mitjangcant immunoanalisi no és adequada
pel diagnostic de I'hipogonadisme en homes, recomanant els métodes LC-MSMS com

a métode de referéncia'®.

Estudis recents també han avaluat els diferents procediments que utilitzen
cromatografia i detecci6 mitjancant MS. La majoria coincideixen en que aquests
presenten un bon limit de quantificacidé i precisid, exactitud i reproductibilitat a tot
linterval de mesura, inclis a concentracions proximes al Ilimit de

quantificacig'?*13¢:1521%3

. No obstant, també constaten que existeix certa variabilitat
entre els diferents procediments, tot i que molt inferior a la observada amb els
immunoanalisi. Com hem comentat anteriorment, aquestes diferéncies s’expliquen per
algunes de les limitacions dels diferents procediments de MS, com ara la diversitat
entre protocols de preparacié de mostra, el tipus de columna utilitzada en la separacio

cromatografica, la necessitat de personal especialitzat i 'estandard intern utilitzat™°.

La evidéncia cientifica indica que els immunoanalisi no presenten les
caracteristiques metrologiques adequades per a la mesura de concentracions baixes
de testosterona®®. Pel diagnostic d’hipogonadisme en homes i hipergonadisme o
sindromes dels ovaris poliquistics en dones amb concentracions de testosterona al
limit baix de linterval de normalitat dels homes, els immunoanalisi no permeten

classificar correctament aquests pacients™>.

Tot i que no hi ha cap estudi que hagi avaluat la reproductibilitat i exactitud en
pacients amb CaP sotmesos a castracid, el comportament en aguesta pacients hauria

de ser similar a 'observat en dones i nens, al tractar-se de concentracions baixes.
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La falta de reproductibilitat i exactitud pot donar lloc a una mala classificacio dels

pacients resistents a la castracio™®**’.

1.6 JUSTIFICACIO DE LA HIPOTESIS

La hormonodependéncia del cancer de prostata va ser demostrada per Huggins y
Hodges fa més de 70 anys®®. Des d’aleshores, la supressié androgénica ha estat la
terapia més utilitzada pel CaP avancat.

L’eliminacié de fonts testiculars de androgens déna lloc una disminucié de la
concentracio de testosterona que indueix un estat de hipogonadisme, tot i que
persisteix una petita concentracié de testosterona provinent de la sintesis suprarenal,

el que s’anomena concentracié de castracié®’.

Les guies clinigues del cancer de prostata recomanen la mesura de la
concentracio de testosterona per avaluar l'eficacia de la castracio i per diagnosticar la
resisténcia a la castracié (CR) quan s’observa una progressié bioquimica o clinica.
Aixi, la resposta als analegs de la hormona alliberadora de la hormona luteinitzant (LH-
RH) es considera efica¢ quan la concentracié de testosterona és manté per sota de 50
ng/dL. No obstant, aquesta concentraci6 anomenada de castracioé va ser definida als
anys vuitanta en pacients sotmesos a castracid quirargica, sent el limit inferior de

sensibilitat del radioinmunoanalisi utilitzats aleshores.

Els immunoanalisi han sigut una eina fonamental per a la mesura d’esteroides
sexuals. Tot i aix0, als ultims anys molts estudis han demostrat que els immunoanalisi
utilitzats a la practica clinica no tenen suficient exactitud, precisio i reproductibilitat per
mesurar concentracions inferiors al limit inferior de I'interval de referéncia tot i ser els
procediments més utilitzats als laboratoris clinics. El desenvolupament de
procediments per a la mesura de la concentracio de testosterona mitjangant tecniques
de espectrometria de masses acoblada a tecniques de separacié de cromatografia,
HPLC o UHPLC o de gasos permeten mesurar les baixes concentracions de
testosterona amb elevada sensibilitat i especificitat™?%,

En aquest sentit, la Societat Americana de Endocrinologia, al 2007, es van
posicionar recomanant I'is de métodes de Espectrometria de Masses com a métode
Gold Standard per a la mesura de concentracié de testosterona per sota l'interval de
referéncia, especialment en nens i dones. Tant mateix, al 2010, la Societat americana

de Endocrinologia junt amb Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
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realitzen una declaracié de consens amb l'objectiu d’estandarditzar els procediments

de mesura de la testosterona.

En el seguiment dels pacients amb cancer de prostata amb supressio
androgenica, les concentracions de testosterona son especialment baixes i per tant és
necessari utilitzar procediments de mesura exactes i reproduibles, per verificar

I'eficacia del tractament i de manera singular per definir la resisténcia a la castracio®.

En sintesis, per tot el que s’ha considerat en la introduccié d’aquesta memoria,
creiem que és necessari avaluar les propietats metrologiques dels procediments de
mesura utilitzats en la rutina dels laboratoris clinics, per a mesurar la concentracio de
testosterona en pacients amb CaP sotmesos a supressié androgénica i establir una
concentracio de castracio que sigui real i basada amb els procediment apropiats de

mesura.
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En pacients amb cancer de prostata (CaP) sotmesos a castracid6 médica amb
analegs de la LH-RH, la mesura de la testosterona sérica amb cromatografia liquida i
deteccidé per espectrometria de masses (LC-MSMS) és més precisa que quan es
mesura amb els meétodes, habitualment utilitzats als laboratoris clinics, de
quimioluminescéncia (CLIA) per a avaluar l'eficacia del tractament i definir I'estat de

resisténcia a la castracio per a la practica clinica.

Durant el desenvolupament del projecte, i segons els resultats inicialment
obtinguts, ens hem plantejat, com a hipodtesis addicional, que la mesura serica de la
concentracié de LH és un métode més especific que la mesura de la concentracié de

testosterona per a avaluar I'activitat de la castracio médica amb analegs de la LH-RH.
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Per a contrastar les hipotesis plantejades a l'apartat anterior varem definir els

seglents objectius:

1. Fer una revisi6 sistematica de la literatura dels métodes per a mesurar les
concentracions de testosterona i analitzar el seu comportament en pacients amb

CaP sotmesos a supressié androgénica.

2. Avaluar alguns dels procediments de mesura quimioluminiscents per a la mesura
de la concentracié de testosterona en pacients amb CaP sotmesos a supressio

androgénica.

3. Avaluar un dels procediments de mesura basats en LC-MSMS per a la mesura de
la testosterona sérica en pacients amb CaP sotmesos a castracié i la seva
comparacio amb els métodes quimioluminiscents i definir i avaluar la concentracio

de castraci6 de testosterona segons el procediment de mesura utilitzat.

4. Analitzar la mesura de la concentracié sérica de LH en l'avaluacié de l'estat de
castracié medica en pacients amb CaP i comparar la seva especificitat amb la de

la concentraci6 de testosterona sérica mesurades amb LC MSMS.

5. Establir si la mesura de la concentraci6 de LH permetria definir i diferenciar la

castracié medica optima i suboptima.
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4.1 REVISIO SISTEMATICA DE LA LITERATURA

La revisio sistematica de la literatura es va realitzar seguint les indicacions de la
guia Preferred Repoprting Items for Systematix Review and Meta-analyses
(PRISMA)*%,

Els criteris de seleccié per a la identificaci6 de publicacions utils per aquesta

revisié van ser:

a. Que es tractessin d’estudis que mesuressin la concentracié de testosterona en
serum en humans.

b. Que analitzessin la mesura de la testosterona mitjancant diferents
procediments de mesura.

c. Que comparessin les caracteristiques metroldgiques d’aquests procediments.

Es va realitzar una cerca sistematica a la base de dades Pub-Med i la llibreria
Cochrane entre els anys 1980 i 2016 incloent termes de cerca del Medical Subject
Headings (MeSH): measurement, testosterone, androgen suppression i prostate
cancer. A més, es va realitzar la cerca manual d’aquells articles referenciats en

revisions potencialment elegibles.

Es van trobar 2.234 articles, dels quals es van seleccionar 648 realitzats en
humans i publicats en anglés que mesuraven la concentracié de testosterona en
sérum. D’aquests, es van seleccionar 50 que analitzaven la mesura de testosterona en
diferents procediments de mesura. Finalment, es van analitzar 12 articles que
comparaven les caracteristiques metrologiques dels diferents procediments de

123,124,160,161,132,136,149—

mesura 193159 | a figura 12 esquematitza el diagrama de flux dels

procés de cerca i seleccié dels estudis.
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Figura 12: Diagrama de flux del procés de cerca i seleccio d’estudis.

Fonts bibliografiques
PubMed i articles referenciats
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598 articles eliminats
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testosterona en sérum entre
procediments de mesura

Articles analitzats per a decidir la seva
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4.2 PACIENTS

Es va realitzar la seleccié de pacients i recollida prospectiva de dades entre els
any 2016 i 2018. Els 1510 pacients seleccionats eren del servei d’Urologia de
'Hospital Universitari Vall d’Hebron amb cancer de prostata en tractament amb
analegs de la LHRH als que se’ls havia sol‘licitat la mesura de la concentracié de
testosterona com a protocol de seguiment del tractament. Es van seleccionar un grup
de pacients control seleccionats a I'atzar dels homes que tenien programats biopsia de
prostata al servei d’Urologia de I'Hospital Universitari Vall d’Hebron degut a la sospita
de CaP. L’estudi va ser aprovat pel comité étic institucional de I'Hospital Universitari de

la Vall d’'Hebron (aprovacié n°® PR046/2016; veure annex 1).

L’extraccié de sang es va realitzar entre les 8:00 i les 10:00 del mati. Les mostres
es van centrifugar durant 10 min a 3500 revolucions per minut. Es van realitzar dues
aliquotes de 1mL de sérum, una per a mesurar la testosterona utilitzant el procediment
de quimioluminescencia i I'altra per a mesurar la testosterona mitjangant LC-MSMS,

gue es van congelar a -80°C.

A les bases de dades es van recollir dades cliniques referents al diagnostic i al
tractament, dades demografiques (edat) i resultats de diferents proves analitiques:
concentracid de LH, concentracié de FSH, concentracié de testosterona, concentracio
de testosterona lliure, concentracié de PSA, concentraci6 de SHBG i concentracié de

prolactina.

Per l'estudi 2 es van recollir de la nostra seroteca 249 pacients del servei
d'Urologia de [I'Hospital Universitari Vall d’Hebron amb cancer de prostata
histologicament confirmat sotmesos a tractament continu amb agonistes de la LHRH,
als que se’ls havia sol-licitat la mesura de la concentracié de testosterona en I'analitica
de control.

Per I'estudi 3 es van seleccionar 143 pacients que presentaven un resultat de
concentracio de testosterona mesurada amb I'equip Advia Centaur® XP inferior a 100
ng/dL.

Per I'estudi 4 es van utilitzar 1091 pacients de la seroteca que presentaven un
resultat de concentracié de testosterona mesurada amb I'equip Advia Centaur® XP
inferior a 150 ng/dL, considerada la cohort d’estudi, 147 pacients que presentaven un

resultat de concentracié de testosterona mesurada amb I'equip Advia Centaur® XP
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inferior a 100 ng/dL com a cohort de validacio i els 303 pacients del grup control que
tenien programats bidpsia de prostata al servei d’Urologia de I'Hospital Universitari Vall

d’Hebron degut a la sospita de CaP.

Per I'estudi 5 es van seleccionar 138 pacients amb tractament amb analegs de la
LHRH seleccionats a I'atzar de la cohort d’estudi de 1110 pacients que presentaven
concentracid de LH dins de linterval de castracié (concentracié de LH<1,1 U/L)

publicat a I'estudi 4.

4.3 METODES ANALITICS
4.3.1 Metodes quimioluminiscents
4.3.1.1 Advia Centaur®XP

El Advia Centaur® XP mesura la concentracié de testosterona mitjancant un
immunoanalisi competitiu. Pel primer reactiu I'interval de mesura és de 10 a 1500
ng/dL i pel reactiu TSTIl de 7 a 1500 ng/dL. Pel primer procediment de mesura, la
precisio del procediment de mesura és d’un coeficient de variacié intra-assaig de 2,3 a
6,2 % i el coeficient de variaci6 inter-assaig del 1,4-4,4% (IFU 10629910 ES Rev. U,
2014-08; 1-18) i pel reactiu TSTII el coeficient de variacio intra-laboratori 4,5 a 12,6% i
el coeficient de variaci6 inter-assaig de 3,0 a 8,5% pel reactiu TSTIl (IFU:
10698331_ES Rev. B, 2016-06).

4.3.1.2 Atellica® Solutions

La mesura de la concentracido de testosterona a I'Atellica® Solutions amb el
reactiu TSTIl presenta un interval de mesura de 7 a 1500 ng/dL amb un coeficient de
variacio intra-assaig de 2,7 a 6,7% i el coeficient de variaci6 inter-assaig de 1,2 a
3,5%. (IFU: 10995435 ES Rev.01, 2017-06).

4.3.1.3 Cobas® 8000

El procediment de mesura de la concentracio de testosterona de I'equip Cobas®
8000 presenta un interval de mesura de 2,5 a 1500 ng/dL. El coeficient de variacié
intra-assaig és de 3,5 a 14,6% i el coeficient de variaci6 inter-assaig de 1,8 a 11,1%
(IFU: 2017-08, V2.0 Espafiol).
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4.3.2 Metodes LC-MSMS
4.3.2.1LC-MSMS del centre extern

La mesura de la concentracié de testosterona mitjangant LC-MSMS es va realitzar
per les mostres de la base de dades de validacié a un centre extern (laboratori privat) i

les de la base de dades 2 al Laboratori Clinic de I'Hospital Universitari Vall d’Hebron.

El procediment mesura de la concentracié de testosterona de les mostres de la
base de dades de validacié mitjancant LC-MSMS es va realitzar amb I'equip de
cromatografia 1290 Infinity Sistema LC binari (Agilent Technologies) connectat en
tandem a l'espectrometre de masses triple quadrupol série 6430 de Agilent
Technologies. Presenta un interval de mesura entre 2 i 1500 ng/dL. El coeficient de
variacié intra-assaig és del 4% al 5% i el coeficient de variacié inter-assaig a
concentracié de testosterona de 50 ng/dL, entre el 7% i el 8%, segons dades del

laboratori privat.

4.3.2.2 LC-MSMS instal-lat als Laboratoris Clinics Vall d’Hebron

El procediment mesura de la concentracié de testosterona de les mostres de la
segona base de dades mitjancant LC-MSMS es va realitzar utilitzant I'equip de reactius
de Chromsystems® amb I'equip Shimatzdu LC/MS8050® (lzasa Scientific). L’interval
de mesura del métodes és de 0,5 a 2400 ng/dL. El coeficient de variaci6é intra-assaig
segons la informacié del proveidor (IM 72072 Steroids EN 12/2017 R1) és de 0,8% al
1,4% i el coeficient de variaci6 inter-assaig a concentracié de testosterona de 20 ng/dL
és del 8,8%.

Descripcié del métode:

a. Estandards i reactius:

Per a la mesura de la testosterona pel metode LC-MSMS s’ha utilitzat I'equip

de reactius MassChrom®Steroids in serum/plasma de Chromsystems.

b. Preparacio de la mostra:

La preparacié de la mostra es realitza mitjancant I'extraccid de la mostra en

fase solida utilitzant columnes d’extraccid.
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S'utilitza 500uL de calibradors, controls o sérum a la columna i s’afegeix 50 pL
d’estandard intern. Les mostres s’extreuen amb 450uL de Buffer d’extraccio i
s’eliminen les molécules no retingudes a la columna amb solucié de rentat.
Finalment, les molécules retingudes a la columna s’elueixen amb Buffer

d’elucio.

Es concentra l'eluent per evaporacié sota nitrogen a 50°C i el residu es

reconstitueixen amb Buffer de reconstitucio. S’injecta a I'equip 25 pL.

LC-MSMS:

L’equip de LC-MSMS que s’ha utilitzat és Shimatzdu LC/MS8050® (lzasa
Scientific)

a. Separacio cromatografica: es realitza amb una columna C18 i amb les
fases mobils proporcionades un gradient de flux en un sistema de
cromatografia liquida d’alta pressié. La temperatura de la columna es de
27°C i el volum injectat 25pL.

b. MSMS:

La técnica de ionitzacié que utilitza I'equip és lonitzacié Electrospray.
L’analisi de masses es realitza amb un triple quadrupol, treballant amb

mode “Multiple Reaction Method” (MRM) com a métode de mesura.

Les condicions de MS es van optimitzar per obtenir intensitat maxima

per cada un dels compostos que mesura I'equip de reactius.

Les transicions de massa precursor/producte per a la testosterona

optimes en el nostre equip sén 289,3-97,1 Da.

En el nostre equip, el métode de mesura presenta una linealitat de 0,5 a 2400
ng/dL.

Control de qualitat

Per a l'acceptabilitat de les mesures es va considerar un coeficient de
determinacio de la corba de calibraci6 R2>0,995 i concentracié dels controls

dins de 2 desviacions estandard.
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Mitjancant aquest metode i utilitzant un calibrador especific, a part de la concentracié
de testosterona, també mesurem altres esteroides, sent el cromatograma que s’obté

I'exemple de la figura 13.

Figura 13: Exemple de cromatograma obtingut pel métode de LCMSMS (imatge
adaptada de la informacié proporcionada pel proveidor IM 72072 Steroids EN 12/2017
R1, Chromsystems®).
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4.4 ANALISI ESTADISTIC

Els estadistics utilitzats per les variables quantitatives ha sigut la mitjana o la
mediana amb l'interval de confianga del 95%. S’han representat la distribucié de la
concentracié de testosterona mitjancant histogrames de barres i amb grafiques de

caixa.

L’avaluacié de la normalitat de la distribucié de dades es va realitzar utilitzant la
prova Kolmogorov-Smirnov o la prova Shapiro-Wilk. La comparacio de les
concentracions mesurades entre diferents procediments de mesura es va realitzar
aplicant la prova U de Mann-Whitney o la prova de Kruscal-Wallis. Es considera

significatiu un valor de p<0,001.
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El calcul de les concentracions de castracié es va realitzar mitjancant el calcul dels

fractils, seguint les indicacions de la Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI),
guia EP28-A3"".

Es generen corbes ROC i es comparen les arees sota la corba (AUC) per calcular
les concentracions de castracié. S’aplica la prova ANOVA per comparar les
distribucions de dades.

L’analisi estadistic es va realitzar mitjangcant SPSS v. 20 (IBM Inc).
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Els resultats d’aquest projecte de tesis doctoral estan reflectits en les seglents

publicacions:
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Morote J, Comas |, Planas J, Celma A, Ferrer R, Regis L . Behavior of
chemiluminescent assays to measure serum testosterone during androgen
deprivation therapy. Int J Urol. 2016;23(11):957-958.

Morote J, Comas |, Planas J, Maldonado X, Celma A, Placer J, Ferrer R, Carles J,
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Luteinizing Hormone-Releasing Hormone Agonist Therapy. Clin Genitourin
Cancer. 2017;16(2):1-6.

Morote J, Comas |, Ferrer R, Planas J, Celma A, Regis L. Accuracy of serum
luteinizing hormone and serum testosterone measurements to assess the
efficacy of medical castration in prostate cancer patients. J Biomed Sci.
2017;24(81):1-6.

Morote J, Comas |, Planas J. EAU-ESTRO-ESUR-SIOG Guidelines on Prostate
Cancer. European Association of Urology; 2017.
http://luroweb.org/guideline/prostate-cancer. How to Assess the Efficacy of
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Morote J, Comas |. Replay by authors: Serum testosterone level is a useful
biomarker for determining the optimal treatment for castration-resistant prostate
cancer. Urol Oncol Semin Orig Investig. 2019;37(1):571.

Morote J, Comas |, Ferrer R, Regis L, Celma A, Santamaria A, Planas J, Trilla E.
Serum luteinizing hormone testing can identify optimal medical castration

European Urology Open Science. 2020;19:24-26.

Es presenten dades no publicades en articles que fan referéncia a resultats
d’'imprecisio dels diferents métodes utilitzats i als resultats de les concentracions de

castracio calculades pels diferents metodes.

53



1. Introduccio:

Les guies de practica clinica recomanen mesurar la testosterona en sérum en
pacients amb CaP sotmesos a castraci6'®’. Aquesta concentracié ha de ser inferior a
50 ng/dL, una concentraci6 establerta mitjancant un métode de RIA%. Actualment els
laboratoris  clinics mesuren la concentraci6 de testosterona amb equips
d'immunoanalisi quimioluminescent, tot i que les seves caracteristiques metrologiques
no semblen adequades per a quantificar concentracions baixes de

testosteronag?3124138.156

2. Objectiu:

L’'objectiu d’aquesta revisié6 va ser analitzar els métodes de quantificacié de
testosterona en sérum i establir quina és la evidéncia cientifica que justifica que la
seva mesura, en pacients amb CaP sotmesos a castracio, es realitzi mitjangant un

procediment de mesura diferent a IA com per exemple LC-MSMS.

3. Material i métodes:

Es va realitzar un revisio sistematica de la literatura seguint les indicacions de la
guia PRISMA™®. La cerca sistematica a la base de dades PubMed va incloure els
termes del MeSH: measurement, testosterone, androgen suppression i prostate

cancer. Es van analitzar 12 articles!?3124:160.161,132,136,149-153,159

que comparaven les
caracteristiques metrologiques dels diferents procediments de mesura per a mesurar

la concentracio de testosterona en serum.

4. Resultats:

Referent a I'evolucié dels métodes de mesura de la testosterona, les primeres
mesures al laboratori clinic van ser mitjangcant RIA, prévia extracci6 en columna.
Posteriorment, la disponibilitat d’anticossos especifics va permetre substituir les
extraccions en columna i donar lloc a I'is d’equips de reactius comercials de RIA de
manera directa. Tot i representar un punt d’inflexié per a la mesura d’hormones, els
diferents RIA presentaven baix rendiment degut a les reaccions creuades, la falta

d’exactitud i limits de quantificacio elevats.

Al 1996, McShane et al.’®® van analitzar les concentracions d’hormones sexuals

de 4 dones i 4 homes mesurades amb dos RIA, observant que les mitjanes entre
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ambdos procediments diferien entre un 10% i un 17%, amb CV inferiors al 10% a totes
concentracions. Al 2002'%°, el mateix grup va comparar els resultats obtinguts amb els
dos RIA i un GC/MS i van observar que les concentracions mesurades per RIA eren
més variables que amb GC/MS. Al 2003, Taieb et al.*** en una avaluaci6 de diferent
immunoanalisi van observar que els RIA eren menys reproduibles que GC/MS.
Resultats similar van obtenir Wang et al."*® comparant diferents RIA amb GC/MS,
presentant els RIA diferéncies significatives sobreestimant la concentracié de
testosterona i amb major biaix a concentracions de testosterona baixes. Moal et al.'*°
comparant els resultats obtinguts entre dos immunoanalisi quimioluminescents, tres
RIA i un LC-MS en dones i nens van trobar que la concentraci6 de testosterona
mesurada per RIA era més alta que mesurada amb LC-MSMS i cap d’ells presentava

bona correlaci6 amb LC-MSMS.

El desenvolupament dels immunoanalisi i la seva implantacié en plataformes
automatitzades va permetre millorar l'eficieéncia, disminuir cost, millorar el limit de
quantificacio, la reproductibilitat i la practicabilitat de la mesura de la testosterona

respecte els métodes de RIA.

En l'avaluacié de 10 immunoanalisi realitzada per Taieb et al. al 2003'** amb
mostres d’homes, dones i nens, es va observar elevada variabilitat, tant subestimant
com sobreestimant la concentracié de testosterona obtinguda amb GC/MS, un biaix
observat principalment en nens i dones els quals tenien una concentracié de
testosterona entre 17 i 207 ng/dL, mentre que homes, en els que la concentracié de

testosterona era entre 236 i 1660 ng/dL no van observar biaix significatiu.

Al 2004 Wang et al.'® avaluant quatre immunoanalisi quimioluminescents, dos
RIA i un LC_MSMS en homes sans (concentracié de testosterona entre 300 i 1000
ng/dL) i amb hipogonadisme (concentracié de testosterona inferior a 100 ng/dL) van
trobar que tots presentaven resultats més elevats a tot linterval de concentracions
mesurades que el LC-MSMS excepte un dels procediments que subestimava la
concentracio de testosterona i que les diferencies entre els diferents procediments i
LC-MS eren més elevades. Es van trobar resultats semblants a I'estudi de Moal et
al.l49

on comparaven tres immunoanalisi quimioluminescents, tres RIA i un LC-MS en

dones i nens amb concentracio de testosterona inferior a 100 ng/dL.

El 2007 Kane et al.*® van avaluar la concentracié de testosterona a linterval
corresponent a dones (entre 27,4 ng/dL i 143,63 ng/dL) utilitzant controls de qualitat

del programa UK-NEQAS. Els resultats avaluats van mostrar que les plataformes més
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utilitzades d’immunoquimoluminescéncia presenta un biaix similar i sobreestimant la
concentraci6 de testosterona respecte al procediment de referéncia. Els autors
recomanen l'implantacié de métodes de LC-MS per a la mesura de la concentracié de

.11 obtenen resultats similars a I'estudi anterior

testosterona en nens i dones. Bell et a
amb dones amb hiperandrogenisme, trobant diferéncies més elevades a
concentracions baixes de testosterona donant lloc a errors de classificacié de les
pacients amb clinica d’hiperandrogenisme. Finalment al 2012 Huhtaniemi et al.*®
comparant la concentracié de testosterona mesurades per una plataforma de
quimioluminescéncia i un GC/MS en homes amb concentracié mitjana de testosterona
de 475 ng/dL van observar que 'immunoanalisi presenta bona correlaci6 amb el MS
perd a concentracions inferiors a 231 ng/dL no presenten bones caracteristiques

metrologiques.

En general, els estudis coincideixen en qué els immunoanalisi sobreestimen la
concentracio de testosterona, especialment al mesurar concentracions de testosterona
inferior a 100 ng/dL.

Actualment la LC-MS s’ha convertit en técnica de referéncia a la practica clinica.
Els estudis de Thientpont et al. de 2008'%, Vesper et al. de 2009™*? i els de Biittler et al
2015 i 2016, avaluant la precisio i la correlacié de diferents procediments de LC-
MSMS demostren que aquests métodes presenten bona precisio i exactitud a tot
l'interval de mesura i que existeix poca variabilitat entre métodes, variabilitat que es

reduiria més amb l'estandarditzacioé de la seva mesura.

Destaca que cap d’aquests estudis ha inclos pacients amb CaP sotmesos a

castracid, pel que no s’ha trobat evidéncia relacionada amb aquest tipus de patologia.

5. Conclusions:

Tot i que no existeix literatura especifica, I'evidéncia cientifica actual avala que la
LC-MSMS és el metode adequat per a mesurar concentracions baixes de testosterona
en sérum. Es necessari definir la concentracié de castraci6 amb aquest métode i la
concentracio optima que es relaciona amb la millor evolucié de la malaltia. Cal avancar

en el procés d’estandarditzar la mesura de la concentracié de testosterona.
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Abstract

Background: The clinical practice guidelines recommend measuring serum testosterone in
patients with prostate cancer (PC) who undergo castration. The serum testosterone concen-
tration should be <50ng/dL, a level established by using a radioimmunoassay method. The use
of chemiluminescent immunoassays (lA) has become widespread, although their metrological
characteristics do not seem appropriate for quantifying low testosterone concentrations. The
objective of this review is to analyze the methods for quantifying testosterone and to estab-
lish whether there is scientific evidence that justifies measuring it in patients with PC who
undergo castration, through liquid chromatography attached to a mass spectrometry in tandem
(LC-MSMS).

Material and methods: We performed a search in PubMed with the following MeSH terms:
measurement, testosterone, androgen suppression and prostate cancer. We selected 12 stud-
ies that compared the metrological characteristics of various methods for quantifying serum
testosterone compared with MS detection methods.

Results: 1As are standard tools for measuring testosterone levels; however, there is evidence
that IAs lack accuracy and precision for quantifying low concentrations. Most chemiluminescent
lAs overestimate their concentration, especially below 100ng/dL. The procedures that use
LC-MSMS have an adequate lower quantification limit and proper accuracy and precision. We
found no specific evidence in patients with PC who underwent castration.

Conclusions: LC-MSMS is the appropriate method for quantifying low serum testosterone con-
centrations. We need to define the level of castration with this method and the optimal level
related to better progression of the disease.

© 2017 AEU. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

* Please cite this article as: Comas I, Ferrer R, Planas J, Celma A, Regis L, Morote J. Métodos para cuantificar la testosterona sérica en
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* Corresponding author.
E-mail address: icomas@vhebron.net (I. Comas).

2173-5786/® 2017 AEU. Published by Elsevier Espana, S.L.U. All rights reserved.

57



1. Introduccio:

Les guies cliniques de CaP recomanen la mesura de la concentracio de
testosterona durant el tractament amb analegs de la LHRH per avaluar la seva eficacia
i per diagnosticar I'estat de resisténcia a la castraci6'®. Es considera una concentracié
de testosterona de 50 ng/dL com a la concentracié de castracid, concentracio
establerta a la década del 1980 corresponent al limit de quantificacié del RIA que

s'utilitzava en aquells moments®.

Actualment els laboratoris clinics utilitzen plataformes de IA quimioluminescents
per a la mesura de la concentracié6 de testosterona que sén sensibles, rapids i
econdomics. No obstant, presenten una menor precisid6 i reproductibilitat a

concentracions baixes!?+138:1%¢

2. Objectiu:

Aquest estudi va tenir per objectiu avaluar dos plataformes de IA

quimioluminescents per a la mesura de la concentracié de testosterona.

3. Material i métodes:

Es va realitzar la mesura de la concentracio de testosterona en 249 pacients (<10-
91,6 ng/dL) de la nostra cohort amb CaP sotmesos a tractament amb analegs de la
LHRH en dos analitzadors: Advia Centaur® XP i Cobas® 8000.

4. Resultats:

Les concentracions de testosterona mesurades al Cobas® 8000 (Roche) van ser
significativament més baixes que les mesurades al Advia Centaur® XP (Siemens
Healthineers; p<0,001). La correlacio entre ambdds procediments va ser moderada,
r’=0,55 (figura 14).
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Figura 14: Comportament de la concentracié de testosterona, segons l'equip de
mesura, (a) diagrama de dispersié amb linia de regressio, (b) diagrama de caixa de la

concentracié de testosterona als dos equips.
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5. Conclusions:

Aquest estudi destaca el diferent comportament de les dues plataformes de 1A
quimioluminescents per a la mesura de la concentracio de testosterona en pacients
amb CaP sotmesos a supressié androgénica. Ambdues plataformes utilitzen els propis
anticossos i propis calibradors. Aquest fet podria comprometre I'avaluacié de I'eficacia

del tractament aixi com el diagnostic de la resisténcia a la castracio.
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PCa guidelines recommend ST measurement during ADT in order to evaluate its efficacy and
to diagnose the CR status. Regulatory agencies and PCa guidelines consider 50 ng/dL as the
castration level of ST, although some studies suggest that lower levels are associated with
better outcomes of the disease."

Durng the 1980s, the FDA established the castration level of ST at 50 ng/dL, based on
studies carried out in patients who had undergone surgical castration. This level corresponded
to the LLOQ from the RIAs that had been used so far.” In 2000, using a recently inroduced
CLIA, Oefelein ef al. redefined the castration level of ST at 20 ng/dL in a group of 35
patients who had undergone surgical castration. The median level of ST was 15 ng/dL and
the range 2-30 ng/dL. Surprsingly the level selected by the author comesponded to the 75th
percentile of the distribution.” In 2007, Morote ef al. also using a CLIA declared 32 ng/dL to
be “the castrate level of ST with clinical impact™ because it represented the lowest level of
ST capable of significantly discriminating the progression-free survival of CR in a group of
73 non-metastatic PCa patients subjected o LHRH agonist.*

MNowadays, CLIAs, which are usually integrated in automated platforms, are widely used in
clinical practice to measure ST given that they are sensitive, fast and inexpensive. However
CLIASs have a disturbing lack of accuracy and reproducibility, especially at low levels.® That
is why since 2007 the American Endocrine Society recommends only LC/GC MSMS to mea-
sure ST. These methods extract the testosterone in an initial step, avoiding its overdetection
caused by contamination mainly with other steroids, and MSMS ensures an accurate and
reproducible measurement in a second step.” However, direct CLIAs continue to be the most
widely used method to determine ST in clinical practice.®” Because of a recent change of the
platforms used in our reference laboratory and the lack of information about the behavior of
CLIAs w measure ST in PCa patients undergoing ADT, we carried out a prospective study in
order to evaluate two commercial CLIAs.

Between July and December 2015, ST measurement was requested in 249 patients with histo-
logically confirned PCa undergoing continuous LHRH agonist treatment as part of their routine
control. Blood collection was carried out between 08.00 and 10.00 hours, and two aliquots of
serum were processed in the automated Cobas 8000 (Roche Diagnostics Inc., Indianapolis, IN,
USA) (PC8000) and the Advia-Centaur XPi (Siemens, Munich, Germany) (PA-CXPi) plat-
forms, both using CLIA to measure ST directly. The LLOQ were 2.5 and 10 ng/dL, respec-
tively. According to the manufacturers’ informaton, the intra-assay coefficients of variation
ranged between 1.7% and 4.6% in the PCB000, and between 2.3% and 6.2% in PA-CXPi. The
mean age of the study group was 74 years (range 48—89 years). ADT was indicated as the pri-
mary treatment in 89 patients (35.7%) with metastatic PCa, 118 (47.4%) patients who were trea-
ted with radiation therapy and 42 (16.9%) patients having a high rsk of dissemination failure
after primary treatment of PCa. The average period of LHRH agonist reatment was 19.6 months
(range 4-57 months). The study was carried out in accordance with the ethical standards of the
Helsinki Declaration [I, and written informed consent was obtained.

The levels of ST measured in the PC8000 were significantly lower than those measured in
the PA-CXPi, P < (0.001, and the correlation between both measurements was only moderate,
=055 The median levels and mnges were 7.8 ng/dL (range <2.5-54.6 ng/dL) and
33.4 ng/dL (range <10-91.6 ng/dL), respectively. The 95th percentiles corresponded to 34.6
and 75.9 ng/dL, respectively. These levels were below 20 ng/dL, between 20 and 50 ng/dL,
and above 50 ng/dL in 193 (77.5%), 54 (21.7%) and two (0.8%) cases in the PC8000, and
62 (24.9%), 134 (53.8%) and 53 (21.3%) cases in the PA-CXPi (Fig. 1).

The present study highlights the different behavior of direct CLIAs to measure ST in PCa
patients undergoing ADT. This fact could compromise the ADT efficacy evaluation as well
as the diagnosis of CR. As the automated CLIAs continue to be widely used to determine
ST, because LC/GC MSMS technology is not available in most clinical laboratories, a careful
selection of the CLIA used to measure ST in PCa patients under ADT is recommended.
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URODLOGICAL NOTES

100 4 r2-055 ) 100 - P=0.001

B

90 - -
804
701

60 -

504

oo o g0 o

404

30 4

Serum testosterone (ng/dL)

204

Serum testosterone PA-CXPI® (ng/dL)

T T T T T T T T T T T
0O 10 20 30 40 50 &0 70 80 90 100 PA-CXpi® PCobas 8000
Serum testsoeterone PCobas 8000® (ng/dL)
Fig. 1 Behavior of 5T, according to the method of determination, (a) scatterplot of values with regression line, (b) boxplot analyzing the concentration of serum

testosterone (median, 25th and 75th percentiles, minimum and maximum levels, and outlier values). PCobas 8000: automated Cobas 8000%platform, Roche. PA-
CXpi: Advia-Centaur XFi, Siemens platform.
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Editorial Comment

Editorial Comment to Behavior of chemiluminescent assays to measure serum
testosterone during androgen deprivation therapy

I would like to congratulate Morote ef al for publishing such et al® showed that a serum testosterone level lower than
an important report.’ 20 ng/dL. was a good prognostic factor for prostate cancer
Morote ef al. first reported that breakthrough increase of patients. Recently, the development of abiraterone acetate has
serum testosterone was the significant prognostic factor for made it possible to block androgen synthesis almost com-
progression-free survival in prostate cancer patients® The pletely, and it also highlights the clinical significance of mon-
clinical significance of serum testosterone levels for prostate itoring extremely lower levels of serum testosterone of even
cancer patients treated with androgen deprivation therapy has less than 10 ng/dL.” Although a new casiration level is now
been widely recognized. being discussed, as the authors mentioned, serum testosterone
In addition to the said report, there have been several levels differ depending on the measurement methods; clini-
reports published in this decade to substantiate the prognostc cians ought to take this point into consideration when com-
impact of serum testosterone levels: Perachino ef al” showed paring those reports, so as to redefine new and clinically
that a serum teswsterone level of 40 ng/dL at 6 months after useful castration levels.
starting androgen deprivation therapy was associated with In addition, two measurement instruments were evaluated in

overall survival; Bertaglia et al.' Klotz ef al® and Kamada this study: the automated Cobas 8000 (Roche Diagnostics Inc.,

058 © 2016 The Japanese Urological Asociation
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1. Introduccio:

Es recomana la mesura de la concentracié de testosterona en sérum per avaluar
I'eficacia del tractament amb analegs de la LHRH en pacients amb CaP i per a
diagnosticar la resisténcia a la castraci6*®®. Actualment la concentracié de castracio és
de 50 ng/dL*. La LC-MSMS és el métode adequat per a mesurar la testosterona a
concentracions baixes, no obstant, el procediment de mesura utilitzat als laboratoris
clinics és IA quimioluminescent, aquests son automatitzables, rapids, sensibles i

economics, perod presenten una menor baixa precisié i reproductibilitat™®*3,

2. Objectiu:

Els objectius d’aquest estudi van ser:

- Comparar i correlacionar la concentracié de testosterona en serum mesurada
per IA guimioluminescent (Advia Centaur® XP, Siemens Healthineers) i un LC-MSMS
en pacients amb CaP que reben tractament amb agonistes de la LHRH.

- Analitzar el numero de pacients amb una concentracio de testosterona inferior
a 50 ng/dL amb ambdds procediments.

- Estimar la concentracié de castraci6 de testosterona en sérum utilitzant el
metodes de LC-MSMS.

3. Material i metodes

L’estudi va incloure 126 pacients de la base de dades de validacio, als quals se’ls
va realitzar I'extraccié de sérum per a la mesura de testosterona per un |IA Advia
Centaur® XP (Siemens Healthineers) i es va realitzar una aliquota per mesurar la
concentraci6 de testosterona mitjancant LC-MSMS, a un laboratori extern. Les
aliquotes de seérum es van emmagatzemar a -80°C per a processar-les en una mateixa

serie.

Es va aplicar la prova U de Mann-Whitney per comparar la concentracié de
testosterona mesurada per IA i per LC-MSMS. Posteriorment es va analitzar la
distribucié de testosterona segons els intervals d’Us freqlient’™: d’inferior a 20 ng/dL,
de 20 a 50 ng/dL i superior a 50 ng/dL. Aquestes distribucions es van comparar amb la

prova Kruskall-Wallis. Finalment la concentracié de castracioé es va avaluar a partir del
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percentil 95 de les distribucions després de transformacié logaritmica donat que les

dades no seguien la distribucié normal. Per a I'analisi es va utilitzar el programa SPSS
versio 20.

4. Resultats:

La figura 15 mostra la distribucid de les concentracions de testosterona d’ambdos
métodes. Cap d’elles va seguir una distribucié normal (p<0,001). Les grafiques de

caixa de les concentracions de testosterona es presenten a la figura 16.

La concentracié mitjana de testosterona mesurada per IA i LC-MSMS va ser de
34,2 ng/dL (interval de confianga (IC) del 95%, 31,1-37,2 ng/dL) i de 17,9 ng/dL (IC
95%: 15,8-20,1 ng/dL), respectivament.

Després de la transformacio6 logaritmica, el percentil 95 va ser de 66,5 ng/dL (IC
95%: 62,3-71,2 ng/dL) i 39,8 ng/dL (IC 95%: 37,1-43,4 ng/dL).

Figura 15: Histograma de la distribucié de la concentracié de testosterona mesurada
(A) Advia Centaur®XP i (B) LC-MSMS.
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Figura 16: Diagrama de caixa de la concentracié de testosterona mesurada Advia
Centaur®XP i LC-MSMS.
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El coeficient de correlaci6 entre ambdues distribucions de concentracié de
testosterona va ser de r* = 0,644, observant-se una sobreestimacié significativa de la
mesura realitzada per IA. L’equaci6 de la recta de regressid va ser la seguent: y =
20,324 + 0,652x. La sobreestimacié de la concentracioé de testosterona mesurada per
IA va ser especialment alta a concentracions baixes de testosterona (<50 ng/dL)
(figura 17).
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Figura 17: Diagrama mostrant el percentatge de variaci6 de la concentraciéo de

testosterona mesurada per IA comparada amb la mesurada per LC-MSMS.
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La distribucié de la concentracié de testosterona per ambdds métodes segons els
intervals de concentracio utilitzats es mostren a la taula 6. La concentracié de
testosterona mesurada per IA va ser inferior a 20 ng/dL en 34 pacients (27%), de 20 a
50 ng/dL en 72 pacients i superior a 50 ng/dL en 20 pacients (15,9%). Mesurant-la
amb LC-MSMS, 83 pacients presenten una concentracié de testosterona inferior a 20
ng/dL (65,9%), de 20 a 50 ng/dL en 40 pacients i superior a 50 ng/dL en 3 pacients
(2,4%; p<0,001).

Taula 6: Distribucié de la concentracié de testosterona per ambdds metodes segons

els intervals de concentracio.

Distribucio Distribucié Testosterona IA (ng/dL)
Testosterona
LC-MSMS <20 20-50 >50 Total
(ng/dL)
<20 32(354) 49(389) 2(16) 83(65,9)
20-50 2(1,6) 22(17,5) 16(12,7) 40 (3L,7)
>50 0000 1(08) 2(1,6) 3(2.4)
Total 34(27) 72 (57,1) 20(15,9) 126 (100)
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5. Conclusions:

L’equip de IA sobreestima la concentracié de testosterona en pacients amb CaP
en tractament amb analegs de la LHRH. Per aquest motiu, la concentracié de castracio
es considera inadequada quan es mesura la concentracié de testosterona per aquest
IA en quasi el 15% dels pacients. La concentracié de castracio utilitzant el métode de
referéncia és inferior a 50 ng/dL, de 39,8 ng/dL amb aquest métode.
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Original Study

Serum Testosterone Levels in Prostate Cancer
Patients Undergoing Luteinizing
Hormone—Releasing Hormone Agonist Therapy

1 “ 2 1 . 3 “ 3
Juan Morote,” Inma Comas,” Jacques Planas, Xavier Maldonado,” Ana Celma,
¢ 3 2 - i -1
José Placer,” Roser Ferrer,” Joan Carles,” Lucas Regis

Abstract

Prostate cancer guidelines have recommended serum testosterone measurement during androgen deprivation
therapy to assess its efficacy and diagnose castration resistance. The present study compared the testos-
terone levels from a widely used chemiluminescent assay (CLIA) and liguid chromatography tandem mass
spectrometry method, which is the recommended method, in prostate cancer patients undergoing luteinizing
hormone-releasing hormone agonist therapy. The CLIA overestimated the testosterone levels and suggested,
incorrectly, the presence of inadequate castration in < 15% of patients.

Background: Serum testosterone measurement is recommended to assess the efficacy of androgen deprivation
therapy (ADT) and to diagnose castration resistance in patients with prostate cancer (PCa). Currently, the accepted
castrate level of serum testosterone is 50 ng/dL. Liquid chromatography and tandem mass spectrometry (LC MSMS)
is the appropriate method to measure testosterone, especially at low levels. However, worldwide, chemiluminescent
assays (CLIAs) are used in clinical laboratories, despite their lack of accuracy and reproducibility, because they are
automatable, fast, sensitive, and inexpensive. Materials and Methods: We compared serum testosterone levels
measured using LC MSMS and CLIAs in 126 patients with PCa undergoing luteinizing hormone-releasing hormone
(LHRH) agonist therapy. Results: The median serum testosterone level was 14.0 ng/dL (range, 2.0-867.0 ng/dL) with LC
MSMS and 31.9 ng/dL (range, 10.0-91.6 ng/dL) with CLIA (P < .001). The serum testosterone levels, measured using
LC MSMS, were < 20 ng/dL in 83 patients (65.9%), 20 to 50 ng/dL in 40 (31.7%), and > 50 ng/dL in 3 patients (2.4%).
These ranges were found in 34 (27%), 72 (57.1%), and 20 (15.9%) patients when testosterone was measured using
CUA (P < .001). The castrate level of serum testosterone using LC MSMS and CLIA was 39.8 ng/dL (95% confidence
interval [CI], 37.1-43.4 ng/dL) and 66.5 ng/dL (95% Cl, 62.3-71.2 ng/dL), respectively. Conclusion: We found that
CLIA overestimated the testosterone levels in PCa patients undergoing LHRH agonist therapy. Thus, the castration
level was incorrectly considered inadequate with CLIA in almost 15% of patients. The true castration level of serum
testosterone using an appropriate method is < 50 ng/dL.

Clinical Genitourinary Cancer, \ol. m, No. m, m-m @ 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Androgen deprivation therapy, Chemiluminescence, LHRH agonist treatment, Mass spectrometry, Testosterone

Introduction
Prostate cancer (PCa) guidelines have recommended serum
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testosterone measurement during androgen deprivation therapy
(ADT) o assess its efficacy and define castration resistance. Although
different studies have highlighted berter outcomes for patients with
lower testosterone levels, regulatary authorities have considered the
castration level of serum testosterone to be < 50 ngf’dL:

During the 1980s, the Food and Drug Administration estab-
lished the castration level of serum testosterone as < 50 ng/dL.
However, testosterone testing was limited ac thar dme, This
definition arcse from previous studies of PCa patents who had
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1. Introduccio:

Els anadlegs de la LHRH és el tractament de referéncia per a la supressio
androgénica en pacients amb CaP. Les guies cliniques actuals recomanen mesurar la
concentracio de testosterona per avaluar I'eficacia del tractament i per a diagnosticar la
resisténcia a la castraci6™®®. No obstant la concentracié de testosterona en sérum en
aquests pacients no nomeés representa l'efecte de la castracié sin6 que també la
producci6 extratesticular de testosterona®*'%*,

La castracié médica, després de I'administracié de I'analeg de la LHRH, indueix
una sobreproduccié inicial de concentracio de LH en sérum seguida d'un rapid
bloqueig dels receptors de la glandula pituitaria, induint una reduccié severa de la

concentracié de LH en sérum per retroaccié negativa®®.

La nostra hipotesis va ser que la mesura de la concentracié de LH en sérum és
més precisa que la concentracidé de testosterona en sérum per avaluar I'activitat dels

analegs de la LHRH.

2. Objectiu:

L’objectiu principal d’aquest estudi va ser avaluar si la concentracié d’hormona LH
en sérum és millor marcador de castracio en pacients en tractament amb analegs de la
LHRH.

El segon objectiu va ser definir la concentracié de castracié de LH en sérum i
avaluar l'eficacia d’aplicar aquesta concentracié a la nostra base de dades de validacio

amb resultats de concentracio de testosterona en serum mesurada amb LC-MSMS.

3. Material i métodes:

Es va mesurar prospectivament la concentraci6 en serum de la LH i la

testosterona en 1238 homes: 1091 de la cohort d’estudi i 147 de la cohort de validacié.
La cohort d’estudi estava formada per tres grups de pacients:

- Pacients “On analegs LHRH”: 488 pacients en tractament continu amb I'analeg

durant més de tres mesos.
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- Pacients “Off analegs LHRH”: 303 pacients que van rebre tractament amb analegs
de la LHRH durant 24 a 36 mesos com a tractament neoadjuvant a la radioterapia
i que feia un minim d’'un mes que havien acabat el tractament amb analegs de la
LHRH, per assegurar que no hi hagués efecte de 'analeg.

- Grup control de pacients “No analegs LHRH” seleccionats a I'atzar de 864 homes
gue tenien programats biopsia de prostata degut a la sospita de CaP. Aquests mai

van rebre tractament amb analegs ni inhibidors de la 5-alfa reductasa.

La cohort de validacié on es va mesurar la concentracioé de testosterona en serum
amb IA i LC-MSMS va incloure 124 pacients amb CaP “On analegs LHRH” i 19

pacients “Off analegs”.

Tant la concentracié de LH com de testosterona es va mesurar per IA amb I'equip
Advia Centaur® XP (Siemens Healthineers). La testosterona de la cohort de validacio

es va mesurar també per LC-MSMS al laboratori extern.

Es va analitzar la normalitat de distribuci6 de les dades mitjancant la prova
Shapiro-Wilks. Es van estimar els percentils 2.5, 25, 50, 75i 97.5 de la concentracio6 de
LH i testosterona. Les comparacions entre dos o més grups es van realitzar amb la
prova U de Mann-Whitney. Es van generar corbes ROC i es van calcular les arees
sota la corba. La concentracié de castracié de la LH es va estimar a partir de la cohort
d'estudi i es van calcular la sensibilitat, especificitat i els valors predictius positius i

negatius. Aquests analisis es van realitzar utilitzant el programa SPSS versio 20.

4. Resultats:

Els resultats obtinguts de concentracié de LH i testosterona en sérum a la cohort
d’estudi es resumeixen a la taula 7. La mediana de concentracié de LH al grup de
pacients “On” estava per sota el limits de quantificacié (inferior a 0,12 U/L), a
diferéncia, la mitjana de concentracié de LH del grup (“Off”) va ser més elevada (p 50:
8,69 U/L) que I'observada als pacients del grup de control que no havien estat mai en
tractament amb analegs de la LHRH (“No analegs LHRH, p50: 4,45 U/L”, p<0,001).
Respecte a la concentracié de testosterona, la concentracié més baixa es va observar
al grup de pacients “On” (p50: 32,7 ng/dL). El grup “Off’ presentaven una concentracio
de testosterona moderadament més alta (69,9 ng/dL, p<0,001), mentre que el grup de

control “No analegs” la seva concentracié era molt més alta (385,6 ng/dL, p<0,001).
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Taula 7: Concentracié de LH i testosterona mesurada per LCMSMS segons el

grup de tractament amb 'analeg LHRH.

On analeg
Off analeg
NO analeg
valor P On
vs Off
valor P On
vs NO
valor P Off
vs NO

Concentraci6 de LH

Concentracio de Testosterona

p50 p25- p75 p2,5 p97,5 p50 p25- p75 p2,5 p97,5
0,12 0,12-0,12 0,12 0,85 32,7 23,8-449 116 784
8,69 5,18-14,79 1,17 37,42 69,9 32,4-131,7 10 5426
4,45 3,11-446 1,39 16,51 385,6 294,5-506,4 1829 745,7
0,0001 0,0001
0,0001 0,0001
0,0001 0,0001

Les corbes ROC de la concentracio de LH i la testosterona en sérum per

diferenciar els pacients “On” dels pacients “Off o No analegs LHRH” o “Off” es

presenten a la figura 18. La AUC de la concentracié de LH va ser de 0,998 i 0,997

respectivament, mentre que la testosterona va ser 0,993 i 0,740. La capacitat

discriminativa de la concentraci6 de LH per diferenciar els pacients “On analegs

LHRH” d’aquells “Off o No analegs LHRH” va ser significativament millor que la

observada amb la concentracié de testosterona, p<0,001.

Figura 18: Corbes ROC de la concentraci6 de LH i testosterona en sérum per

diferenciar els pacients “On” de: (a) pacients “Off” i “No analegs LHRH” i (b) només

pacients “Off”.
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La concentracié de LH en sérum més eficag per distingir els pacients “On analegs
LHRH” dels pacients “Off o No analegs de la LHRH” va ser de 1,1 U/L. Aquesta
concentracio de castracio de LH distingeix el 99,1% dels pacients que estan en
tractament amb analegs de la LHRH, mentre que la concentracid de castraci6 de
testosterona de 50 ng/dL distingeix el 75,7% d’aquests pacients. La sensibilitat
d’aquesta concentracié és del 98,8% (482 dels 488 pacients “On”) i I'especificitat del
99,7% (302 dels 303 pacients “Off”). El valor predictiu positiu de la concentraci6 de LH
en serum inferior a 1,1 U/L va ser del 99,8% mentre que el valor predictiu negatiu va
ser de 98,1%.

Les corbes ROC de la concentraci6 de LH i de testosterona de la cohort de
validacié es presenten a la figura 19. La AUC per la concentracio de LH 1,1 U/L va ser
de 1,000, AUC de 0,647 quan es va mesurar la concentracié de testosterona per IA i
AUC de 0,814 quan es va mesurar per LC-MSMS, p < 0,001.

Figura 19: Corba ROC de la concentracié de LH i testosterona en serum mesurada per

IA 0 LC-MSMS, segons si estan en tractament amb I'analeg de la LHRH.
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Els parametres d’eficacia per a una concentraci6 de LH de 1,1 U/L i de
testosterona de 50 ng/dL mesurada per IA i LC-MSMS es presenten a la taula 8.

Taula 8: Bondat diagnostica de la concentracié de castracio de LH i la concentracio de
testosterona, mesurada per IA i LC-MSMS, per a diferenciar pacients amb CaP “On

analegs LHRH” dels “Off analegs LHRH a la cohort de validacio”.

Sensibilitat (%) ESP (%) Eficiencia (%) VPP (%) VPN (%)
LH 124/126 (98,4) 17/17 (100) 141/143(98,6) 124/124 (100) 17/19 (89,5)
TIA 106/126 (84,1) 6/17 (35,3) 112/143(78,3) 106/117 (90,6) 6/26 (23,1)
TMS 123/126 (97,6) 5/17 (29,4) 128/143 (89,5) 123/135(91,1) 5/8 (62,5)

ESP: Especificitat;T: Testosterona; VPP: Valor predictiu positiu; VPN: Valor predictiu negatiu

5. Conclusions:

La concentracié de LH en sérum és millor marcador de castraci6 médica que la
mesura de la concentracié de testosterona en sérum, independentment del métode de
mesura utilitzat per mesura la concentracid de testosterona. La concentracié de LH 1,1
presenta una millor AUC que la concentraci6 de testosterona. Proposem la
concentracio de LH de 1,1 U/L com a concentracié de castracio de LH en serum capag
de distingir I'activitat de I'analeg de la LHRH “On versus Off” amb una eficacia del 99%.
En base aquests resultats, I'avaluacié de [l'eficacia dels analegs de la LHRH i

especialment la definicié de resisténcia a la castracié s’hauria de redefinir.

72



Morate et al. Journal of Biomedical Science (2017) 24:81
DOl 10.1186/512929-017-03860

H’ ﬂ R Ministry of Science and Technology

Techwniops Taiwar.

RESEARCH Open Access

Accuracy of serum luteinizing hormone and @
serum testosterone measurements to

assess the efficacy of medical castration in
prostate cancer patients

Juan Morote”, Imma Comas”, Roser Ferrer”, Jacques Planas', Anna Celma’ and Lucas Regis'

Journal of Biomedical Science

Abstract

Background: Luteinizing hormone-releasing hormone (LH-RH) agonists are the standard for androgen de privation
therapy (ADT) in prostate cancer (PCa) patients. Current guidelines recommend serum testosterone measurement
to assess the efficacy of ADT and to define castration resistance. However, serum testostercne does not reflect the
exclusive effect of castration due to its extratesticular production. The aim of this study is to analyze if serum LH
reflects better than serum testosterone the activity of LH-RH agonists.

Methods: Serum LH and serum testosterone were measured with chemiluminescent immunoassay (CLIA) in a
cohort study of 1091 participants: 488 PCa patients “on LH-RH agonists®, 303 “off LH-RH agonist” in whom LH-RH
agonists were withdrawn, and 350 men with PCa suspicion “no LH-RH agonist” who never received LH-RH agonists.
In a validation cohort of 147 PCa patients, 124 on “LH-RH agonists” and 19 “off LH-RH agonists”, serum testosterone
was also measured with liquid chromatography and tandem mass spectrometry (LC MSMS).

Results: The area under the curve (AUCQ) to distinguish patients “on versus off LH-RH agonists” was 0.997 for serum
LH and 0.740 for serum testosterone, P < 0001. The 97.5 percentile of serum LH in patients “on LH-RH agonists”
was 097 U/L, been the most efficient threshold 1.1 U/L. The AUCs for serum LH, testosterone measured with CLIA
and with LC MSMS, in the validation cohort, were respectively 1.000, 0.646 and 0.814, P < 0001. The efficacy to
distinguish patients “on versus off LH-RH agonists” was 98.6%, 783%, and 89.5% respectively, using 1.1 U/L as
threshold for serum LH and 50 ng/dL for serum testosterone regardless the method.

Conclusions: Serum LH is more accurate than serum testosterone regardless the method, to distinguish patients
“on versus off LH-RH agonists”. The castrate level of serum LH is 1.1 U/l These findings suggest that assessment of
LH-RH agonist efficacy and castration resistance definition should be reviewed.

Keywords: Prostate cancer, Androgen deprivation therapy, LH-RH agonist, Testosterone, Luteinizing hormone

Background

Medical castration with LH-RH agonists is currently the
standard of ADT in patients with PCa [1]. PCa
guidelines recommend measurements of testosterone in
serum or plasma to assess the efficacy of ADT and also
to define the castration resistance when biochemical or
clinical progression appears [2]. The current castration
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level of serum testosterone is up to 50 ng/dl; however,
microelevations over this level are observed in up to
25% of PCa patients on LH-RH agonist [3]. The origin
of these microelevations of serum testosterone remains
unclear. They may be due to an inadequate castration or
a response to a new administration of LH-RH agonist.
An extratesticular over-production of testosterone in the
adrenal cortex or in the tumour cells may be also
considered [4]. These microelevations of serum testos-
terone have been associated with poorer disease out-
comes [5, 6].

@ The Authors]. 2017 Open Access This articke is distributed under the terms of the Creative Commans Attribution 4.0
International License (httpof ceathecommans angficersesby/4 04, which permits unrestricted use, digtribution, and
reproduction in any medium, provided you give appropriate credit to the odginal author(d and the source, provide a link to

the Creative Commeons license, and indicate if changes were made. The Creative Commans Public Domain Dedication waiver
{htt e creat ivecommeons.ong/fpublicdomainzera 1 0V) applies to the data made available in this article, unless athenwise stated.
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The behaviour of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis
varies according to the type of castration. After surgical cas-
tration elevated levels of serum LH are present while med-
ical castration promptly induces a severe reduction in serum
LH due the complete blockade of pituitary gland receptors
[7]. After an acute LH-RH agonist administration an initial
over-production of serum LH precedes the maximal block-
ade of pituitary LH receptors. This secondary flare of serum
testosterone may induce clinical consequences avoidable
with prophylactic administration of anti-androgens [8]. In
contrast, LH-RH antagonist administration rapidly reduces
serum LH and testosterone as surgical castration does [1].
The measurement of serum LH is sensible to assess the
effect of LH-RH agonists or antagonists [9].

The method to measure serum testosterone is crucial [10].
Nowadays chemiluminescent immunoassays (CLIAs) are
worldwide used because they are sensitive, automatable, fast
and cheap. However, due to their lack of accuracy and repro-
ducibility, they are not recommended especially to measure
low levels of testosterone [11]. The only recommended
methods to measure serum testosterone are those based on
previous chromatography and mass spectrometry [12].

Our hypothesis is that serum LH measurements are more
accurate than serum testosterone to assess the activity of
LH-RH agonists. The main objective of this study was to
demonstrate that serum LH correlates better than serum
testosterone with LH-RH agonists activity. Secondary
objectives were to define the castrate level of serum LH and
to validate previous results when serum testosterone was
measured with liquid chromatography and tandem mass
spectrometry (LC MSMS).

Methods

Design and participants

We prospectively measured serum LH and serum testos-
terone in 1238 men divided into a study cohort of 1091
participants and a validation cohort of 147. In the study
cohort, 791 participants had histologically confirmed PCa
and received LH-RH agonist. A subset of 488 patients “on
LH-RH agonist” were on continuous treatment for longer
than 3 month, and 303 patients “off LH-RH agonists”
received LH-RH agonists for 24 to 36 months as a neo-
adjuvant treatment to radiotherapy. In all of these partici-
pants the activity of LH-RH agonist finished at least 1
month before the biochemical measurements. A control
group of 350 men “no LH-RH agonist” with similar age
was randomly selected from 864 men scheduled to
prostatic biopsy due to PCa suspicion. Men of this control
group never received LH-RH agonists or 5-alpha
reductase inhibitors. The validation cohort, where serum
testosterone was measured with CLIA and LC MSMS,
included 124 PCa patients “on LH-RH agonists” and 19
“off LH-RH agonists”.
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Measurements of serum LH and testosterone

Blood collection took place between 8:00 and 10:00 am,
and serum was extracted from the samples. LH was
measured with CLIA using the automated platform
Advia-Centaur XPi* (Siemens Inc., NY). The lowest
level of quantification (LLOQ) was 0.12 U/L, and
according to the manufacturer the intra-assay coeffi-
cient of variation ranged between 2,3% and 3.0%, and
the inter-assay coefficient of variation between 1,5%
and 2.9%. Testosterone was also measured with CLIA,
using the automated platform Advia-Centaur XPi*
(Siemens Inc., NY). The LLOQ was 10 ng/dL, and
according to the manufacturer, the intra-assay coeffi-
cient of variation ranged between 2.3% and 6.2%, and
the inter-assay coefficient of variation between 2.7%
and 6.9% (Manufacturer information: 10629910 _ES
Rev. U, 2014-08, 1-18). Testosterone was also measured
with LC MSMS in the validation cohort An ultra high-
pressure liquid chromatography with the 1290 Infinity
Binary LC System (Agilent Technologies, Santa, CA) was
performed. The system is connected in parallel to a
tandem mass spectrometry using the 6430 Series Tripe
Quadruple LC/MS System (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA). The LLOQ was 2 ng/dL and thee intra-assay
coefficient of variation ranged from 4% to 5% and the
inter-assay coefficient of variation between 7% and 8%, at
levels of ST below 50 ng/dL [13].

Statistic analysis

The behaviours of serum LH and serum testosterone were
analysed in every group using the Shapiro test The 2.5, 25,
50, 75, and 97.5 percentiles of serum LH and testosterone
were estimated and also after their logarithmic transform-
ation if no kurtotic distribution was observed [14]. Compari-
sons between two or more groups were carried out with the
Mann Witmey U test and the Kruscal-Wallis test. ROC
curves were generated and areas under the curve (AUC)
were calculated and compared The castration level of
serum LH was estimated from the study cohort, and sensi-
tivity, specificity and positive and negative predictive values
(PPV and NPV) were calculated. Up to 50 ng/dl was consid-
ered the castration level of serum testosterone regardless of
the method used [2]. This analysis was carried out using the
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), version 20.

Results

Serum LH and serum testosterone did not follow a kur-
totic distribution in any group, P < 0.001. The median
age was 70 years in patients “on LH-RH agonists”,
71 years in patients “off LH-RH agonists” and 70 years
in men “no LH-RH agonists”, P = 0.367. Statistics ana-
lysing serum LH and serum testosterone levels in the
study cohort are summarized in Table 1. The median
serum LH was below the LLOQ in patients “on LH-RH



Table 1 Levels of serum LH and testosterone according to LH-RH agonist activity

Group Serum LH Serum testosterone

ps0 p25p75 p25 p975 p 30 p2SpH p25 p975
On LH-RH agonist o1z 012-0.12 012 085 327 238-#49 116 784
Off LH-RH agonist BEY 5.18-1479 117 3742 699 324-1317 100 5426
MNewver LH-RH agonist 445 311-445 139 1651 38556 2945-5064 1829 747
Fralue On s Off 0.0001 0.0001
Falue Onvs No 0.0001 0.0001
Palue Off ws No 0.0001 0.0001

*Luteinizng homone; Values of LH and testosterone expressed as percentiles

agonist”. In fact, the 75th percentile was below 0.12 U/L. In
contrast, the median of serum LH in the group of patients
“off LH-RH agonists” was higher than the observed in men
who never received an LH-RH agonist, P < 0.001. The
trend for serum testosterone was somewhat different. The
lowest level of testosterone was observed in patients “on
LH-RH agonists”. Patients “off LH-RH agonists” had a
moderately high level of serum testosterone, P < 0.001,
while a much higher amount was recorded in men who
never received LH-RH agonist, P < 0.001.

The ROC curves of serum LH and serum testosterone to
distinguish patients “on LH-RH agonist” from those “off or
no LH-RH agonists” are presented in Fig. 1. The AUCs of
serum LH were 0.998 and 0.997 respectively, while those of
serum testosterone were 0.993 and 0.740. The efficacy of
serum LH to distinguish patients “on LH-RH agonists”
from those “off or no LH-RH agonists” was significantly
higher than the observed for serum testosterone, P < 0.001.

The 97.5th percentile of serum LH in the subset of
patients “on an LH-RH agonist” was 0.85 U/L and in-
creased to 0.97 U/L after its logarithmic transformation.
However, the most efficient threshold of serum LH to dis-
tinguish patients “on LH-RH agonists” from those “off or
no LH-RH agonists” was 1.1 U/L. The efficacy parameters

of 1.1 U/L of serum LH and 50 ng/dL of serum testoster-
one are presented in Table 2. The castrate level of serum
LH distinguished 99.1% of patients while serum testoster-
one 75.7%. The probability to be “on LH-RH agonist”
when serum LH was lower than 1.1 U/L was 99.8%, while
the likelihood of being “off or no LH-RH agonists” when
serum LH was higher than 1.1 U/L was 98.1%. The PPV
and NPV of serum testosterone were 78.5% and 75.1%,
respectively.

The ROC curves of serum LH and serum testosterone
in the validation cohort are presented in Fig. 2. The
AUC of serum LH was 1.000, been 0.647 when serum
testosterone was measured with CLIA and 0.814 when it
was measured with LC MSMS, P < 0.001.

The parameters of efficacy for 1.1 U/L of serum LH
and 50 ng/dL for serum testosterone measured with
CLIA and LC MSMS are presented in Table 3. The effi-
cacy rates for distinguishing patients “on versus off LH-
RH agonist” were 98.6%, 78.3% and 89.5%, respectively.
Serum LH PPV and NPV were 100% and 89.5% respect-
ively. Serum testosterone PPV and NPV were 90.6% and
23.1% when it was measured with CLIA and 91.1% and
62.5% respectively when it was measured with LC
MSMS.

Sansitivity

_ Serum LH (AUC: D.997)
_ Serum testosterone (AUC: 0.933)

_ Serum LH (AUC: 0.998)
_ Serum testosterane (AUC: 0.740)

o ] o s o8 1o

agonist, and (b) including only patients off LH-RH agonist

Fig. 1 ROC curve analysis of serum LH and serum testosterone according to the LH-RH agonist activity; (@) including patients off and no LH-RH

0. vz v [ (] Lo
1 - Specificity

75



Table 2 Serum LH and testosterone efficacy parameters according to “on versus off LH-RH agonist” in the cohort study

Marker Sensitivity Specficity Efficiency PR MNP
Serum LH* 482/488 (58.8) 302/303 (99.7) 784/791 (99.1) 482/483 (99.8) 302/308 (981)
Serum testosterone 408/488 (836) 191/303 (63.0) 599/791 (75.7) 408/520 (78.5) 191/271 (75.9)

*FPV Positive predictive value, "NFV Negative predictive value, LH Luteinizing hormone

Discussion

This is the first study to analyse the accuracy of serum
LH and serum testosterone as markers of medical cas-
tration in patients undergoing LH-RH agonists. Our re-
sults suggest that serum LH can better distinguish
patients on LH-RH agonist from those off LH-RH agon-
ist than serum testosterone does distinguish.

Under normal conditions, between one and 2% of
serum testosterone amount is synthesised in the adrenal
glands [15]. Evidence exists that testosterone may also
be produced by prostate cancer cells as well [4, 16].
Microelevations of serum testosterone in patients
undergoing LH-RH agonists are therefore not always
secondary to an inadequate castration [3].

The acute injection of an LH-RH agonist prompts the
marked release of LH, whereas prolonged administration
produces inhibitory effects. Repeated injections of LH-RH
agonists and the use of depot preparations suppress the
function of pituitary gonadotrophs and the secretion of
gonadotropins [17]. As a consequence of this serum LH

behaviour following LH-RH agonist administration, serum
testosterone level increases due to a previous increase of
serum LH; decreasing to castration levels usually occurs
within 4 weeks after treatment [18]. The initial rise in
serum testosterone does not take place if LH-RH antago-
nists are administered and castration levels of serum
testosterone are reached within a few hours, which is simi-
lar to what happens after surgical castration [19].

The behaviour of serum testosterone and serum LH after
LH-RH agonist withdrawal has also been studied. The over-
all impression is that serum testosterone recovery may be
slow, especially following a long administration of LH-RH
agonists, while serum LH quickly increases after LH-RH
withdrawal, reaching levels greater than those observed
before LH-RH agonist administration [18, 20, 21]. Serum
LH measurement has been used to analyse the switch from
LHRH antagonists to LH-RH agonists; it has been noted that
it remains low and stable during this manoeuvre [22, 23].

The first objective of our study was to demonstrate that
serum LH correlates better than serum testosterone with

Serum testosterone LC MSMS [AUC: 0.814)

]

10
0,89
0,671
2
A
e
o
N ga
0,24
__ Serum LH (AUC: 1.000)
_ Serum testosterone CLIA [AUC: 0.647)
00 T T
00 0.2 0.4

1 - Specificity
Fig. 2 ROC curve analysis of serum LH and serum testosterone, measured with CLA or LC MSMS, according to the LH-RH agonist activity
A

T T
0,6 0,8 10
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Table 3 Serum LH and testosterone efficacy parameters according to “on versus off LH-RH agonist” in the validation cohort

Marker Sensitivity Spedificity Efficiency PPy NPV
Serum LH* 124/126 (384) 17/17 (100) 141/142(385) 124/124 (100) 1717 (82.5)
Serum testosterane (CLIAY° 106/126 (84.1) 6/17 (35.3) 112/143 (783) 106/117 (306) 6/26 (23.1)
Serum testosterane (LC MSMS)® 123/126 (976) 5/17 (29.4) 128/143 (895) 123/135 (91.1) 5/8 (625)
*PPV positive predictive value, "NPY negative predictive value, “LH L t 4CUA Chemiluminiscent i “LC MSMS Liquid chromatography
tandem mass espectrometry

the active treatment of LH-RH agonists. The ROC curves  Conclusions

clearly indicate that the ability of serum LH to distinguish
between patients currently on LH-RH agonists and those
who are off LH-RH agonists is superior to that of serum
testosterone, even when it is measured using LC MSMS.
There is no information in the literature to compare our
results with. In our study we confirm, though, a similar
behaviour of serum testosterone when measured using
CLIA as we had observed in our previous studies [3, 24].

Our second objective was to define the castration level
of serum LH in patients undergoing LH-RH agonist,
which had never been described before. We estimated
this level from the 97.5 percentile of serum LH distribu-
tion in patients on LH-RH agonist, after its logarithmic
transformation. The overlap of serum LH values in
patients “on LH-RH" agonists and “off LH-RH" agonist
was also considered. We finally established in 1.1 U/l the
most efficient threshold, which was able to classify
adequately the 99.1% of patients in the study cohort and
the 98.6% in the validation cohort.

Finally, our tertiary objective was to validate the previous
results in a validation cohort of patients in whom serum
testosterone was measured simultaneously with CLIA and
LC MSMS as reference method [11]. Here, the ROC curves
reproduced similar results than those observed in the study
cohort The effectiveness of serum LH to distinguish
patients “on versus off’ LH-RH agonists was 98.6%, which
was significantly higher than the 78.3% and 89.5% observed
when testosterone was measured respectively with CLIA
and LC MSMS.

Our data indicated that serum LH is better marker of
medical castration than serum testosterone regardless
the method. A limitation of our study was the difficulty
to know the exact moment when a patient loss the effect
of LH-RH agonist, especially in those patients using
long-depot formulations. The behaviour of serum
testosterone after LH-RH agonist withdrawal is well
known trough the intermittent ADT studies [25]; how-
ever, less is known after long periods of continuous LH-
RH agonist treatment [21]. Moreover, there is a lack of
knowledge about the exact behaviour of serum LH after
LH-RH agonist withdrawal because the actual CLIAs
were not always used in the past [26]. The dynamics of
serum LH after LH-RH agonist withdrawal remains
unclear and should be analysed in well-designed pro-
spective longitudinal studies.
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Serum LH is better marker of medical castration than
serum testosterone is, regardless the method of measure-
ment Serum LH is able to distinguish patients “on versus
off” LH-RH agonists with higher accuracy than serum tes-
tosterone does. We propose 1.1 U/l as the castrate level of
serum LH, which is able to distinguish patients “on versus
off” LH-RH agonist activity with an efficacy similar to 99%.
Based on these findings, the assessment of LH-RH agonists
efficacy and especially the definition of castration resistance
should be redefined.
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Pels resultats obtinguts als estudis citats, i donat que les guies cliniques de CaP
recomanen mesurar la concentracié de testosterona en pacients amb CaP durant la
supressié androgénica, es va escriure una carta a 'editor del European Urology, que
va considerar aquesta carta un comentari a les guies de CaP de [l'European
Association of Urology. En aquesta replica es posa de manifest la necessitat de
mesurar la testosterona sérica amb un metode apropiat i definir la seva concentracié
de castracié. Tanmateix, I'observaci6 de la gran eficacia de la mesura de la
concentracié de LH com a marcador de castraci6 médica ens va fer suggerir que
aguesta podria ser el métode per a avaluar l'eficacia de la castracid6 meédica,
proporcionant una informacié valuosa si s’aconsegueixen concentracions de

testosterona inferiors a 50 ng/dL,mesurades amb LCMSMS.
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How to Assess the Efficacy of Medical Castration

Luteinizing hormone-releasing hormone (LH-RH) agonists
are the standard for androgen deprivation therapy (ADT)in
patients with prostate cancer (PCa). The European Urology
Association guideline on PCa [1] recommends serum
testosterone measurement during ADT to assess its efficacy
and diagnose castration resistance. The castrate level of
serum testosterone remains at 50 ng/dl, although recent
studies have suggested better outcomes for patients who
reach lower levels.

We would like to point out that the castrate level of
serum testosterone was established during the early 1980s
using patients who had undergone surgical castration and
the lowest sensitivity limit of the radioimmunoassays used
so far. We also would like to highlight that all the recent
studies seeking to identify the optimal level of serum
testosterone during medical castration have been carried
out using chemiluminescent assays (CLIAs) [2]. CLIAs have
been used in clinical laboratories worldwide since the
late 1990s given that they are very sensitive, fast, and
inexpensive and can be automated, despite a disturbing
lack of accuracy and reproducibility especially, when low
levels of testosterone are measured. This was the reason
why in 2007 the American Endocrine Society and the
Centre for Disease Control and Diagnosis recommended
only methods using chromatography and mass spectrom-
etry to measure testosterone, especially in children and
women [3].

We are therefore facing a PCa guideline recommendation
to measure s erum testosterone during ADT, but without any
specification regarding the appropriate method that should
be used.

We recently confirmed the lack of accuracy of CLIAs
compared to liquid chromatography and tandem mass
spectrometry (LC-MSMS) in measuring serum testosterone
levels in PCa patients undergoing LH-RH agonist therapy.
We found that the proportion of patients with serum
testosterone =50 ng/dl was up to 16% when a widely

adopted commercial CLIA was used, but was <5% when
LC-MSMS was used |4]. Moreover, we demonstrated that
serum LH reflects LH-RH agonist activity much better than
serum testosterone does, even if it the latter is measured via
LC-MSMS. We established a castrate level of serum LH of
1.1 UJ1, and this level was able to distinguish between serum
testosterone microelevations =50 ng/dl due to extratesti-
cular production and those associated with inadequate
castration [5].

To summarize, serum LH measurement is the best way to
assess the efficacy of an LH-RH agonist; however, knowing
the true serum testosterone level may be of help. Serum
testosterone =50 ng/dl does not always reflect inadequate
castration, and may actually represent extratesticular
production. Similarly, serum testosterone <50 ng/dl does
not always reflect optimal castration, as serum testosterone
can remain below 50 ng/dl without the effect of an LH-RH
agonist. A definition of the optimal castrate level of serum
testosterone according to an appropriate measurement
method is needed. New treatment strategies for metastatic
hormone-naive PCa seem to have benefit, but possibly
not for all patients. Identification of patients who have
undergone suitable castration and reach an optimal castrate
level of serum testosterone may be important.
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Aquesta carta reflexa la nostra opinié a un article publicat recentment, el 2019, de

1*%¢ sobre I'estudi “Serum testosterone level is a useful biomarker for

Hashimoto et a
determining the optimal treatment for castration-resistant prostate cancer”. Els autors
plantegen la hipotesis que la concentracié de testosterona en sérum pot ser Util per
seleccionar el tractament pel cancer de prostata resistent a la castracié. No obstant els
autors realitzen l'estudi amb un equip de quimioluminescéncia, que com ja s’ha
demostrat en els nostres estudis, no és un meétode adequat per a mesurar
concentracions baixes de testosterona, degut a la imprecisi6 a aquestes
concentracions. Pel que considerem que els resultats s’han de confirmar mesurant la
testosterona amb un métode adequat. Aquest escenari és el mateix que el nostre grup
va difondre en relaci6 a la validesa dels estudis que analitzen el valor de la
concentracié de testosterona per a definir el seu valor prondstic de la supressio

androgénica’®.
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Letter to the Editor

Replay by authors: Serum testosterone level is a usetul
biomarker for determining the optimal treatment for
castration-resistant prostate cancer

We have reviewed with interest the recent article by Hashi-
moto et al. “Serum testosterone level is a usetul biomarker for
determining the optimal treatment for castration-resistant pros-
tate cancer” [1]. The authors reported on the potential for
semm testosterone measurement to predict the response to abir-
aterone or enzalutamide of patients with castrated-resistant
prostate cancer ( CRPC). After the analysis of this retrospective
study 2 relevant facts would be highlighted: (i) patients with
very low serum testosterone levels (<3 ng/dl) seems to have
lower PSA progression free survival and overall survival than
those patients with low levels (5—30 ng/dl); (1) patients with
very low testosterone levels which received abiraterone had
greater rate of PSA responses than those who underwent
enzalutamide (62% vs. 32%), although overall survival was
not statistically ditferent. The authors conclude that serum
testosterone 15 a usetul biomarker for informing treatment
selection for CRPC.

In my opinion the authors of this interesting study can
hypothesize that serum testosterone measurement may be
useful to select the treatment for CRPC, however an impor-
tant limitation of this study has not been taken into account.
The authors reported that ARICHITET 1I chemiluminiscent
immunoassay (CLIA) was used to measure serum testoster-
one. CLIAs are worldwide used in clinical laboratories to
measure serum testosterone from the latest nineties given
that they are very sensitive, automatable, fast and inexpen-
sive methods, but despite a disturbing lack of accuracy and
reproducibility, especially when low levels are measured. In
2007 the Endocrine Society and the Centre for Disease Con-
trol and Diagnosis recommended only methods using chro-
matography and mass spectrometry to measure testosterone,
especially in children and women [2]. Nonetheless we want
to emphasize that all the recent studies looking for the opti-
mal level of serum testosterone after medical castration have
been carfed out using distinct CLIAs [3.4]. We recently
demonstrated that 2 commercial CLIAs measured ditterently
the testosterone levels of patients with PC undergoing andro-
gen suppression. The median levels were 7.8 and 33.4 ng/dl,
the rate values up to 20 ng/dl were 77.5% and 24.9% and
behind 30 ng/dl were 0.8% and 21.3% respectively [5]. We
also have demonstrated the lack of accuracy of 1 CLIA

hitps: i/ doi.org/10.1016/j.urolonc. 20 19.05.016
1078-143%/@ 2019 Published by Elsevier Inc.

82

compared to liquid chromatography and tandem mass spec-
trometry which is an appropriate method to measure low lev-
els of serum testosterone. The median levels were 31.9 and
14 ng/dl and the rate of levels up to 20 ng/dl were 27.1% and
65.9% respectively [6].

To summanze, the accurate measurement of low levels of
serum festosterone in patients with PC undergoing androgen
suppression must be measured with liguid chromatography
and tandem mass spectrometry |7]. Therefore, the findings of
Hashimoto et al. [1] should be confirmed using an appropri-
ate method to measure serum testosterone.
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1. Introducci6:

Les guies cliniques de CaP recomanen la mesura de la testosterona en sérum per
determinar l'eficacia de la castracid i definir el CaP resistent a la castracié*’. Hem
demostrat que només els métodes de mesura basat en LC-MSMS so6n els apropiats
per mesurar concentracions baixes de testosterona™®*"¢’

Recentment hem trobat que la concentracié de LH en sérum és millor marcador de
castracié6 medica que la concentracié de testosterona, fins i tot quan es mesura la

concentraci6 de testosterona per LC-MSMS81¢°,

2. Objectiu:

El nostre objectiu va ser analitzar si els intervals de concentracio de LH, dins de la
concentracio de castracio, es correlacionen amb la concentracié de testosterona,
mesurada per LC-MSMS i quimioluminescéncia. Si és aixi, plantejarem la hipotesis de
gue la concentracié de LH pot diferenciar una castracio médica optima (concentracio
de testosterona inferior a 20 ng/dL) i suboptima (concentracié de testosterona entre 20
i 50 ng/dL).

3. Material i métodes:

Vam mesurar prospectivament la concentracié de testosterona mitjancant LC-
MSMS al nostre laboratori i quimioluminescéncia (IA) utilitzant Atellica Solutions®, de
138 pacients en tractament amb analegs de la LHRH (“On analegs”) seleccionats a
latzar de la cohort d’estudi, amb concentracié de LH dins del rang de castracié
publicat a I'estudi 4. Es van seleccionar 69 pacients amb una concentracié de LH
inferior a 0,12 U/L i 69 d’entre 0,13 i 1,1 U/L.

El valors s’expressen en medianes (rang interquartil). Per a I'analisi estadistic es

va utilitzar el programa SPSS v.20.

4. Resultats:

La mediana de la concentracio de testosterona mesurada per LC-MSMS al grup
amb concentracio de LH inferior a 0,12 U/L va ser de 9,0 ng/dL (3,7-17,5 ng/dL) i al
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grup amb concentracié de LH entre 0,13 i 1,1 U/L de 12 ng/dL (7,9-21,4 ng/dL). La
mediana de concentracié de testosterona mesurada per IA va ser de 17,6 ng/dL (7,0-
39,8 ng/dL) i 17,2 ng/dL (13,0-24,1 ng/dL), respectivament (taula 9).

Taula 9: Concentracié de testosterona per LC-MSMS i quimioluminescencia segons
els intervals de concentracio de LH.

te“gfj:{;gﬁa Total Interval concentraci6é LH (U/L) Valor p
<0,12 0,13-1,10

LC-MSMS (ng/dL) 11,1 (5,9-19,8) 9,0 (3,7-17,5) 12,0 (7,9-21,4) 0,028

IA (ng/dL) 17,4 (10,0-32,0) 17,6 (7,0-39,8) 17,2 (13,0-24,1) 0,918

Les distribucions de concentracié de testosterona per ambdés métodes, d’acord

amb els intervals establerts de concentracio de LH es presenten a la taula 10.

Quan es mesura la concentracié de testosterona per LCMSMS, el 78,3 % dels
pacients amb una concentracio de LH inferior a 0,12 U/L i el 21,7% dels pacients amb
concentracio de LH superior a 0,12U/L tenen una concentracié de testosterona inferior
a 20 ng/dL (p=0,001). Quan es mesura la testosterona per IA, aquest percentatge de
pacients amb concentracié de testosterona inferior a 20 ng/dL és de 53,6 % i 46,4%
respectivament (p=0,295). A més, tot i no trobar-se concentracions de testosterona
superiors a 50 ng/dL per LCMSMS, 5 pacients presentaven concentracié superior a 50
ng/dL quan es va mesurar mitjangcant IA, 3 pacients (4,3%) amb una concentracio de
LH inferior a 0,12 U/L i 2 pacients (2,9%) amb una concentraci6 de LH entre 0,13-1,1
U/L, p= 0,666.

Taula 10: Distribucio per intervals de concentracié de testosterona, mesurada amb LC-

MSMS i quimioluminesceéncia, segons els intervals de concentracié de LH.

Métode mesura Pacients Testosteorna <20 ng/dL, n(%)
Testosterona

LH<0,12U/L LHO0,13-1,1U/L valor p

LC-MSMS 54 (78,3) 15 (27,1) <0,001

IA 37 (53,6) 32 (46,4) 0,295
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5. Conclusio:

Aquests resultats ens permeten suggerir que en pacients amb CaP amb
tractament amb analegs de la LHRH, la concentracié de LH es correlaciona amb la
concentracio de testosterona mesurada per LCMSMS. Una concentracié de LH inferior
a 0,13 U/L podria definir una castracié optima, definida en base a una concentracié de
testosterona inferior a 20 ng/dL, mesurada amb LCMSMS. Calen estudis futurs per
verificar la hipotesis de que la concentracié de LH és capa¢ de diferenciar castracio

meédica optima i suboptima.
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Serum Luteinizing Hormone Tesdng Can Identfy
Optimal Medical Castration

Prostate cancer (PCa) guidelines recommend serum testos-
temne testing to assess the efficacy of castmtionand to define
castration resistance when hischemical or dinical progres-
sion is detected. The cumently accepted serum testosterone
castrate level is 50 ng/dl, although levels below 20 ngdl
have been associated with longer castration resistance-free
survival [1]. This castrate level of serum testosterone was
estahlished during the MW8Ds by the US Food and Drug
Administration to evaluate products for castration It arose
from previous studies on PCa patients who had undergone
surgical castration andcomesponded tothe lowest sensitvity
level of the mdioimmunoassays available [ 2]

Im 2007, an the hasis of previous studies [3.4] the
American Endocrine Society and the Centers for Disease
Contral and Prevention recommended only methods based
On Mmass specirometry to measure testosterone, especially
far the low levels detected in women and children [5]. In
2M&, we highlighted that chemiluminiscence was used
in all clinical studies analyzing the prognostc value of
serum testosterone  Chemiluminiscent assays are the
methods most used in clinical laboratories owing to high
sensitivity, automatability, high speed, and low cost;
howrever, their lack of accuracy and reproducibility at low
levels make these resulis uncertain [6]. We have obsered
discrepancies in serum testosterone results from different
chemiluminiscent assays [7] and we have suggested mass
spectrometry as the appropriate method for measunng
serum testosterone in PCa patients undergoing medical
castration [E]l Finally, we have observed that serum
luteinizing hormone (SLH ) isbetter associated with medical
castration activity than serum testosterone is, even when
measured with an appropriate method We established a
castrate level of SLH as 110 Ulj1 [9]. 5LH has also been used
to monitor the switch benween luteinizing hormone—
releasing hormone (LH-KEH) antagonist and agonist
[10]. The aim of the present study was to analyze the
association between SLH and serum testosterone, measuned
with mass spectrometry and chemiluminiscence, in PCa
patients undergoing medical castration and to determine if
5LH can define optimal castration

We prospectively measured serum testosterone with
mass specirometry and chemiluminiscence in 138 frozen

serumn samples (—80°C) selected among PCa patients
undergoing continuous medical castration with a 3-mo
depot LH-RH agonist. ‘We used a Chromsystems reagent kit
far the Shimadzu ligquid chrom atographymass spectmm e
try B050 system (lzasa Scientific) with a sensitivity limit
of 05 ng/dl and an Atellica Solutions chemiluminiscent
assay (Siemens Inc.) with a sensitivity limit of 7.0 ng/dl for
measurement of serum testosterone. Selected serum
samples had a previous LH measurement within the
castration mnge. LH was measured using the Advia-Centaur
XPi chemiluminiscent assay (Siemens Inc.) with a sensitivi-
ty limit of 0,12 UIL We randomly selected &9 serum
samples with LH <012 U1l and 69 with 5LH between =012
and 110 UlfL The decision to use this threshold was hased
on our previous study, in which approximately T5% of
patients on active LH-RH agonist treatment had SLH
={112 UIfl [E]. Optimal castration was defined as serum
testosterone <20 ng/d] [6]. The study was approved by our
ethics committes (PRIAG 048[2M6). Associations wene
analyzed using the median test between the SLH interval
and quantitative serum testosterone measurements, and
the McMemar test between the SIH interal and semi-
quantitative serum testosterone. SP5SS v20 was used for
these analyses.

The median age was 72 yr (interquartile mnge [IQR] 63—
T8) for menwith SLH <012 UL and 73 yr (IR 66-80) for
those with SLH =012 Uljl {p=0.136). For the groups with
SLH =012 versus =12 UYl, serum testosterone measured
with mass spectrometry was 9.0 ng/d1{ QR 3.7-175) wersus
120 ngjdl (IQR 79-214; p= 0L02E), and serum testosteronse
measured with chemiluminiscence was 176 ngjdl (IQR 7.0~
34.8) versus 172 ngjdl (IR 13.0-24.1; p=0918; Table 1)
The distribution of serum testosterone results measured
with both methods is presented by 5LH interval in
Table 2. For testosterone measured with mass spect rometry,
TE3X of patients with SLH <012 U1 and 21.7% with 5LH
=112 U1 had serum testosterone <20 ng/dl{p = 0.0 ). For
testosternne measured with chemiluminiscence, the corre-
sponding rates with testosterne <20 ng/dl were 53.6% and
46.4% (p=0295). Mo patients had serum testosterone
=50 ng/dl when measured with mass spectrometry, while
five patients (3 _6%) had serum testosterone =50 ng/dl when
measured with chemiluminiscence, of whom three (4.3%)
had SLH <012 Uljl and two (29%) had SLH =012 UL

‘We observed a significant association between 5LH and
serum testosterone only when it was measured with mass
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La testosterona és un dels esteroides sexuals més important per avaluar la funcié
gonadal tant en homes com en dones. La hormonodependencia del CaP va ser
demostrada al 1941 per Huggins i Hodges®. En pacients amb CaP en tractament amb
analegs de la LHRH, el tractament es considera eficagc quan la concentracié de
testosterona en sérum és inferior a 50 ng/dL"’. Per a mesurar aquestes concentracions
baixes de testosterona cal utilitzar métodes de mesura exactes i precisos, per poder

identificar un pacient resistent a la castraci6®.

La mesura precisa de les hormones és I'eix de I'endocrinologia. EIl moment més
decisiu d’aquesta disciplina va ser linvent de Iimmunoanalisi al 1959'° amb
radioimmunoanalisi, originalment per les hormones peptidiques, pero es va estendre
més tard als esteroides. La capacitat de poder mesurar totes les hormones, fins i tot
les que es troben en baixes concentracions, va suposar un impacte revolucionari de
I’endocrinologia”o. A la decada dels 1980-1990, la creixent demanda de mesura
d’esteroides en clinica va impulsar la simplificacié dels analisi, adaptant els
immunoanalisi d’esteroides en formats d’un sol pas, sense extraccio, i en plataformes
d’analisi, millorant la velocitat i comportant un menor cost”.

Molts factors van afavorir el desus del RIA per a mesurar la concentracié de
testosterona: la dependéncia de I'Us de radioisdtops dels RIA que generen residus que
s’han de tractar de manera especial, la variacio significativa del marcador de lot a lot
del RIA, la necessitat de personal especialitzat en RIA i d’'una instal-lacié autoritzada,
la incapacitat d’automatitzar RIA i reduir el temps de resposta’’.

Tot i que totes les mesures de magnituds biologiques requereixen un control de
qualitat estricte per minimitzar errors aleatoris, les limitacions metodologiques dels
immunoanalisis d’esteroides constitueixen errors sistematics, com ara el biaix especific
del métode en funcié de I'epitop contra el que es dirigeix I'anticos utilitzat, presentara

reactivitat creuada amb altres metabolits esteroides aixi com I'efecte matriu®®*.

Per a la mesura de la concentracio de testosterona mesurada amb IA, aquesta pot
ser tant sobreestimada com subestimada respecte al métodes de cromatografia amb
detecci6 per espectrometria de masses'®. A valors baixos aquestes diferéncies son
meés importants, sent clinicament significatives. A més, s’ha descrit que a aquestes

concentracions baixes els IA presenten problemes de precisio*?* 2> Aquest fet
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dificulta el seguiment dels pacients amb CaP en tractament amb analegs de la LHRH,
de la mateixa manera que pot dificultar la identificaci6 de la resisténcia a la
castraci6'’!, definida com a concentraci6 sérica de testosterona de castracié <50 ng/dL

més un dels criteris de progressio bioquimics o radiologics®’.

El métodes de mesura d’esteroides basats en MS han estat disponibles durant
decades, de fet, al mateix temps que els immunoanalisi, sent el métode de referéncia
per especificitat i estructura dels esteroides, perd eren cars i no disponibles a la
practica clinica. Les millores que ha aportat I'espectrometria de masses en termes de
sensibilitat i robustesa als ultims anys, han donat lloc al desenvolupament de
procediments de mesura sensibles i precisos per a mesurar la concentracid de

132,136,152,153

testosterona tot i que continuen sent inversions econdomiques importants

dels equips i es necessita de personal amb una formacié adequada.

Basant-se en alguns estudis realitzats a principis de I'any 2000 en qué es va posar
de manifest aquest problema d’exactitud dels RIA i IA per mesurar la concentracié de

testosterona*®>*%*

, la Endocrine Society junt amb el Center for Disease Control and
Prevention**® es van posicionar I'any 2007 recomanant utilitzar els procediments de
mesura que utilitzen I'espectrometria de masses com a métode de deteccié per a

mesurar la concentracio testosterona especialment en nens i dones.

Pels problemes d’exactitud i precisid dels immunoanalisi, la revistes cientifica
Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, per a la publicacié d’investigacions
cliniques d’endocrinologia que informin mesures d’hormones sexuals requereixen que

s'utilitzin métodes de basats en MS*"°,

Tot i que cap estudi ha avaluat la reproductibilitat i exactitud en pacients amb CaP
sotmesos a castracio, pel seguiment del tractament dels CaP amb analegs de la
LHRH, de manera similar als nens i dones, el comportament hauria de ser similar
donat que en aquests casos també presenten concentracions de testosterona baixes,
requerint utilitzar uns metodes de mesura precisos, reproduibles i sensibles per a
mesurar la concentracio de testosterona. L’evidéncia cientifica descrita en aquest
estudi'’* avala que la LCMSMS sigui el métode adequat per a mesurar aquestes
concentracions, requerint definir la concentracié de castracié en pacients amb CaP
sotmesos a supressio androgénica amb aquest meéetode. Tot i presentar bons limits de
guantificacié i bona precisi6, exactitud i reproductibilitat inclds a concentracions

132,136,152,153

baixes , entre els diferents procediments que utilitzen cromatografia i

89



deteccié mitjancant MS existeix certa variabilitat deguda a diferents protocols de
t130’172.

preparacio de la mostra, el tipus de columna utilitzada i I'estandard intern escolli
La Endocrine Society i el Center for Disease Control and Prevention al 2010 van

realitzar una declaracié de consens per estandarditzar els procediments de mesura de

135,139 133,134,144 El

la testosterona amb l'objectiu de disminuir la variacié entre métodes
2013 es publica el desenvolupament i la validacié d’'un procediment de mesura de

LCMSMS calibrat amb el material de referéncia del NIST SRM 97144142,

Els resultats del segon estudi del nostre projecte confirmen el diferent
comportament de dues plataformes de IA per a la mesura de la concentraci6 de
testosterona en aquests pacients, a més de trobar un 23% de microelevacions
(concentracié de testosterona superior a 50 ng/dL) amb la plataforma Advia Centaur®
(Siemens Healthineers), mentre que amb la plataforma Cobas 8000® (Roche
Diagnostics) no es van detectar’®. Aixi, el procediment de mesura utilitzat té
implicacions en la practica clinica comprometent I'avaluacio de I'eficacia del tractament
aixi com el diagnostic de la resistencia a la castracio, de manera similar aquests
meétodes no permeten classificar correctament els pacients amb sospita
d’hipogonadisme en homes i hipergonadisme o sindrome dels ovaris poliquistics en
dones amb concentracions de testosterona al limit baix de l'interval de normalitat dels
h0m95155'173.

Per primera vegada en pacients amb CaP tractats amb analegs de la LHRH es va
mesurar la concentracié de testosterona utilitzant un métode de LCMSMS i la vam
comparar amb la concentraci6 mesurada per 1A', El IA utilitzat sobreestima la
concentracido de testosterona respecte al LCMSMS. Resultats similars ja s’havien
observat en nens i dones, poblacions que també presenten concentracions baixes de
testosterona en sérum'®'?*, Aquesta sobreestimacié va comportar un percentatge

major de pacients amb concentracions de castracié inadequades'’

respecte als
detectats amb LCMSMS (d’un 16% al 2,4% respectivament), fet que té implicacions
cliniques, ja que comporta un estudi d’aquest augment de la concentracié de
testosterona per diferenciar la resistencia a la castracié de les microelevacions, a la
vegada que no compleix amb els requeriments de les agéencies de medicaments pels
productes destinats a castracié meédica'’®"".

La concentracié de castraci6 mesurada pel metode de referéncia no ha estat
establerta. Al tercer estudi d’aquest projecte vam obtenir una concentracio de castracio

de 40 ng/dL'®, resultat inferior al recomanat a les guies de CaP de la EAU* de 50

90



ng/dL establert a la decada dels anys 80 en pacients sotmesos a castracio quirdrgica i
mesurant la testosterona mitjangant un RIA que presentava aquest limit de
quantificaci6®. Aquest resultat no obstant és superior a la concentracié de castracio
redefinida per Oefelin et al'® mesurant la concentracié de testosterona mitjangant un
IA en 35 pacients sotmesos a castracié quirdrgica. Un estudi realitzat per Van Der
Sluis et al'’® ha analitzat la concentracié de testosterona mitjancant LCMSMS segons
el tipus de castracio. En concret en 34 pacients sotmesos a castracié quirdrgica i en 32
pacients sotmesos a castracio médica amb analegs de la LHRH, obtenint una
concentraci6 mediana 9,2 (2,9 a 28,8 ng/dL) i 4,0 ng/dL (2,9 a 20,2 ng/dL),
respectivament. Van concloure que la concentracié de testosterona en pacients
sotmesos a castracid medica era més baixa que en homes sotmesos a castracio
quirtrgica. Aquests resultats perd no son comparables amb els nostres degut al biaix
en la seleccié de pacients, ja que inclou pacients amb altres patologies diferents al

CaP aixi com altres pacients amb tractament de quimioterapia concomitant.

La concentracio de testosterona en pacients en tractament analegs de la LHRH
d’'impacte clinic, definit com a major supervivéncia sense resisténcia a la castracio, es
va suggerir de 32 ng/dL en un estudi del nostre grup l'any 2007'°'. Altres estudis
presenten resultats similars, presentant tots ells concentracions de testosterona per
sota de 50 ng/dL'0%105107.1091797181 " Tot § gixi, tots aquests estudis s’han realitzat
mesurant la concentracié de testosterona mitjancant diferents 1A, pel que la
concentracié de testosterona d’'impacte clinic hauria de determinar-se en estudis futurs

mitjancant el procediment de mesura de referéncia’®.

Per tot el que hem exposat, disposar de métodes de LCMSMS per a mesurar
concentracions baixes de testosterona en la practica clinica seria de gran utilitat. No
obstant, cal considerar que la seva implantacié a la rutina dels laboratoris clinics
requereix d’'una gran inversié inicial pel cost elevat dels equips, un major cost per
prova i un major grau d’especialitzacié respecte a la tecnologia dels IA™’. El rendiment
analitic dels IA a gran part de l'interval de mesura és acceptable presentant bones
caracteristiques metrologiques, a més de ser técniques rapides, pel que caldria valorar
la implementacié del procediment de LCMSMS en centres de referéncia per a un grup
concret de pacients, aquells que presenten concentracions baixes i que per la falta de

precisio i exactitud dels IA requereixin d’aquest metode més especific.

En condicions normals, entre un 2% i un 4% de la concentracié de testosterona és

sintetitzada a les glandules suprarenal®®*'%2 aixi com també pot ser produida per les

164,183

cel-lules del cancer de prostata , pel que es pot deduir que les microelevacions de
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testosterona no sempre son degudes a castracid inadequada. Per aguest motiu, i
sumat als problemes de precisié de la mesura de la concentracio de testosterona, ens
vam plantejar si la concentraci6 de LH podria ser util per avaluar I'eficacia del
tractament amb analegs de la LHRH. El comportament de la concentracio de LH
també s’ha estudiat en altres estudis després de la retirada d’analegs de la LHRH*®*
1% observant-se un augment a concentracions majors que els observats abans de la
seva mesura, que es van normalitzant amb el temps. També s’ha vist que la
concentraci6 de LH es manté estables al canviar de tractament d’analegs per
antagonistes de la LHRH''. Els nostres resultats suggereixen que la concentracié de
LH en els pacients amb CaP tractats amb analegs de la LHRH permet distingir als
pacients que estan en tractament dels que no, observant-se diferéncies significatives
en el p50 de la concentracié de LH entre els pacients que estan en “On analegs” dels
gue estan “Off analegs”, és a dir, dels que han estan anteriorment en tractament i
porten almenys un mes sense tractament™®,

Els resultats de les corbes ROC del quart estudi del projecte demostren que la
concentracié de LH permet distingir entre els pacients que actualment prenen analegs
de la LHRH dels que no, sent millor marcador de castraci6 medica que a la
concentracié de testosterona, tant mesurada per IA com per LCMSMS, el que ens
permetria realitzar el diagnostic diferencial dels pacients que presenten concentracions
de testosterona per sota de 50 ng/dL. Actualment no es disposa de literatura per
comparar els nostres resultats. EI comportament de la concentracié de testosterona
mesurada per |IA observat en aquest estudi és similar al que ja haviem descrit en
estudis previs'®*'%8,

En aquest estudi vam estimar la concentracié de castracié de la LH en aquests
pacients a partir del percentil 97,5 de la distribucié6 de concentracio, després de la
transformacié logaritmica de les dades al no seguir una distribucié normal, obtenint el
valor discriminant de 1,1 U/L de concentraci6 de LH com el capa¢ de classificar
correctament el 99,1% dels pacients de la cohort d’estudi i el 98,6% de la cohort de
validacié que estan en tractament amb analegs de la LHRH dels que no ho estan,
significativament superior al 78,3% i 89,5% observats amb la concentraci6 de
testosterona mesurada per IA i LCMSMS respectivament*®®.

Per aguest motiu vam proposar la mesura de la concentracié de LH pel seguiment
del tractament amb analegs de la LHRH a la primera carta a 'editor inclosa en aquest
projecte, i vam seguir estudiant per tal d’identificar si I'is intervals de concentracié de

LH ens permetrien definir un estat de castracié optim*®°.
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L’Us dels intervals de concentracié de LH es correlaciona significativament amb la
concentracio de testosterona mesurada per LCMSMS mentre que no es correlaciona
amb la concentracid de testosterona mesurada per IA™®, fet que posa de manifest que
en aquest grup de pacients és important mesurar la concentraci6 de testosterona
mitjangant LCMSMS. Tot i que la concentracié mediana de testosterona mesurada per
LCMSMS era similar, amb l'interval de confianga que es solapava, entre ambdds
grups, observem una concentracio de testosterona de 9 ng/dL (3,7-17,5 ng/dL) quan la
concentracio de la LH era inferior a 0,12 U/L i de 12 ng/dL (7,9-21,4 ng/dL) pel grup de
concentracio de LH entre 0,13 i 1,1 U/L). El percentatge de pacients amb concentracio
de testosterona inferior a 20 ng/dL és significativament major quan la concentracié de
LH és inferior a 0,12 U/L, mentre que quan la testosterona es mesura per |IA no
s’observen diferéncies significatives. Aquest percentatge de 78,3% dels pacients amb
concentraci6 de testosterona mesurada per LCMSMS per sota de 20 ng/dL
reprodueixen els resultats obtinguts al quart estudi en que es va obtenir un 75% dels
pacients amb concentracions inferiors a 20 ng/dL*®®. Aquests resultats suggereixen
que davant d’'un pacient amb CaP en tractament amb agonistes de la LHRH amb una
concentracié de testosterona mesurada per IA inferior a 50 ng/dL, la mesura de la
concentracié de LH permetria discernir si I'efecte del tractament amb analegs de la
LHRH esta sent optim (quan la concentracié de LH és inferior 0,12 U/L) o no (quan la

concentracio de LH esta entre 0,131 1,1 U/L).

La primera limitacié d’aquest projecte és el niumero limitat de pacients als que s’ha
pogut mesurar la concentracié de testosterona mitjancant LCMSMS donat que pel
processament de les mostres de la base de dades de validacié es va financar a traves
d'una aportacié de Astellas Pharma S.A. i pel processament de les mostres de la
segona base de dades es va comptar amb la donacié de reactiu per part del fabricant.
La segona limitacié ha estat la dificultat de saber el moment exacte en qué un pacient
perd l'efecte de l'analeg de la LHRH, pel que seria important realitzar estudis de
validacié dels nostres resultats. EI comportament de la concentracié de testosterona
després de periodes llargs de tractament continu amb analegs de la LHRH no es

coneix exactament'®

, motiu pel qual es va assegurar que els pacients seleccionats no
estiguessin en activitat dels analegs de la LHRH. Es desconeix el comportament
exacte de la concentracié de LH després de la retirada dels analegs de LHRH perqué
els IA actuals no s'utilitzaven en el passat, siné que s'utilitzaven uns RIA amb uns
limits de quantificacié6 més elevats*®®. No obstant, per assegurar la retirada de 'analeg
vam deixar passar un minim d’'un mes des de la Gltima dosis. La tercera limitacio és la

seleccié arbitraria dels dos intervals de LH (<0,12 U/L i 0,13-1,1 U/L). La mida

93



d’'aquestes dues cohorts es van adaptar als recursos limitats dels que disposavem.
Una altra limitacié d’aquest projecte ha estat la mida de la cohort de validaci6 utilitzada
per validar la concentracio de castracido de LH, de 143 pacients dels quals 124 eren
pacients “On analegs” i 19 “Off analegs” seleccionats per I'estudi 3 sense considerar la
concentracié de LH. Finalment, cal considerar que hem avaluat la bondat diagnostica
de la concentracio de LH en base a pacients que reben tractament amb analegs de la
LHRH i que presentaven concentracions de testosterona inferior a 50 ng/dL, pel que
caldria reproduir aquest resultats amb un estudi prospectiu amb seguiment de la

clinica dels pacients.

Donada la importancia de mesurar les concentracions baixes de testosterona en
aguests pacients aixi com en edat pediatrica i en dones amb precisioé i exactitud,
s’hauria de valorar la implantacio el procediment de mesura per LCMSMS a la rutina
del laboratori clinic, sent convenient validar la concentraci®é de castraci6 amb el
métode de LCMSMS i estudiar I'impacte clinic de la mesura de la concentracié de
testosterona mitjangcant aquest meétode en el seguiment dels pacients de CaP
sotmesos a supressié androgénica. Es seguira estudiant per trobar més evidéncia de
la utilitat de la mesura de la concentracié de LH com a marcador del funcionament del
tractament. S’hauria de verificar que el comportament de la LH permet definir dos
poblacions amb evolucio clinica diferents i que, els pacients que presenten castracio
suboptima, definida per la concentracié de LH, presenten una supervivencia lliure de
resisténcia a la castracio més baixa. De complir-se aquesta situacid, caldra valorar les

opcions terapéutiques a aplicar a aquests pacients.
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1. Existeixen diferents métodes per a la mesura de la concentracié de
testosterona en pacients amb cancer de prostata sotmesos a supressio
androgenica. Els métodes més utilitzats als laboratoris clinics son els que
utilitzen la quimioluminescencia com a principi de mesura. EI métode de
referencia per a la seva mesura ha de ser LC-MSMS, utilitzant un material

de referencia tracable i commutable per a la calibracio.

2. Els metodes quimioluminiscents automatitzats utilitzats habitualment als
laboratoris clinics sén metodes fiables perdo que presenten diferents
caracteristiques metrologiques per a la mesura de la concentracié de
testosterona: diferéncies de reproductibilitat, especificitat i sensibilitat.
Aquestes diferencies donen lloc a diferéncies en els resultats tant
sobreestimant-la com subestimant-la, augmentant aquestes diferencies a
concentracions baixes. Tanmateix, els métodes quimioluminescents no sén
adequats per presentar elevada variabilitat a concentracions inferiors a 50
ng/dL.

3. Hem verificat que el metode de LC-MSMS presenta bones caracteristiques
metrologiques per a la mesura de la concentracio sérica de testosterona en
pacients amb CaP sotmesos a castraci6 meédica. La concentracié de
castracid de testosterona en pacients sotmesos a tractament amb agonistes
de la LHRH depén del procediment de mesura sent inferior al limit de
decisi6 de 50 ng/dL, aproximadament de 40 ng/dL quan es mesura pel
metode de referencia. Pels meétodes quimioluminescents la concentracié de
castracid6 de testosterona és més alta, aproximadament de 76 ng/dL
utilitzant I'analitzador Centaur® XP i de 40 ng/dL utilitzant el Cobas®.

4. La concentracidé serica de LH es correlaciona millor que la concentracio
sérica de testosterona amb el tractament actiu amb agonistes de la LHRH.
Es millor marcador de castraci6 médica permetent distingir els pacients en

tractament actiu amb agonistes de la LHRH amb millor sensibilitat que la
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concentracio de testosterona. Proposem la concentracio de LH de 1,1 U/L
com a concentracié de castracié per avaluar el correcte funcionament del
tractament dels pacients sotmesos a castracié farmacologica. La
concentracio serica de LH en pacients amb CaP en tractament amb
agonistes de la LHRH es correlaciona amb la concentracio de testosterona
mesurada per LC-MSMS, mentre que quan la concentracio de testosterona

€s mesurada mitjancant metodes quimioluminescents la correlacio és pitjor.

La concentracio de LH ens permetria establir la qualitat de la castracié
medica. Una concentracié de LH de 0,12 U/L ens permet diferenciar la
castracio oOptima de la suboptima. No obstant, caldria definir estudis
prospectius per confirmar si els pacients en castracié optima presenten una

millor supervivencia lliure de resisténcia a la castracio.
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8. ANNEXES

8.1 INFORME CEIC

DA
Vall d'Hebron Fp. Vail fHetemn, 113129
Hocpital [CS02% Earceiona

Tei, 33 438 38 51
Faw 33 433 4180
cRC@virong

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA ¥ COMISION DE
PROYECTOS DE INVESTIGACION DEL HOSPITAL UMIVERSITARI VALL
*HEBRON

Dofia Mireia Mavarro, Secretaria del COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
CON MEDICAMENTOS del Hospital Universitari Vall d'Hebron,

CERTIFICA

Qe el Comité Etico de Investigacién Clinica del Hospital Universitario Vall d"Hebron,
en el cual la Comision de proyectos de investigacion esta integrada, se reunid en
sesion ordinaria n® 241 el pasado 26 de febrero de 2016 y evalud el proyecto de
investigacicn PRIAGH2/2016 presentado con fecha 01022018, titulado “Assessment
of the casfrate level! aof serum testosterone based on liquid chromatography and fandem
mass spectrometry (LG MEMS] method of deferminafion.” que tiene comao investigador
principal al Dr. Joan Morote Robles del Servicio de Urologia de nuestro Centro.

Y gue tras emitir un informe aprobado condicionado en dicha reunion y evaluar |a

documentacion recibida postericmente en respuesta a este informe

El resultado de la evaluacion fue el siguiente:
DICTAMEMN FAVORABLE

El Comite tanto en su composicion como en los PNT cumple con las normas de BPC
(CPMP/ICH135/85) y con el Real Decreto 1080/2015, v su composicion actual o5 |a
siguiente:

Presidenta: Gallego Melcon, Soledad. Meédico

\ficepresidente: Segarra Samies, Joan. Abogado
Secretaria: Mawamo Sebastian, Mireia. Quimica

In=tilul Catald Hosplsl UniersEar Val d'Hebron
de la Salut Universkat Auttnoma de Banceiona
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Vocales: Armadans Gil, Luis. Médico
Azpiroz Vidaur, Fermando. Médico
Balasso, Valentina. Medico
Cucurull Folguera, Esther. Médico Farmacdloga
Latorme Arteche, Francisco. Médico
De Tormes Ramirez, Inés M. Médico
Femandez Liz, Eladio. Farmaceutico de Atencion Primaria
Femeira Gonzalez, Ignacio. Madico
Fuentelsaz Gallego, Carmen. Diplomada Enfermeria
Fuentes Camps, Inmaculada. Médico Farmacdloga
Guardia Masso, Jaumne. Madico
Joshi Jubert, Nayana. Medico
Hortal Ibarra, Juan Carlos. Profesor de Universidad de Derecho
Montors Ronsano, J. Bruno. Farmacéutico Hospital
Rodriguez Gallego, Alexis. Médico Farmactlego
Sanchez Raya, Judith. Meédico
Sole Orsola, Marta. Diplomada Enfermeria
Sufié Martin, Pilar. Farmaceutica Hospital
‘Vargas Blasco, Victor, Médico

En dicha reunién del Comité Etico de Investigacion Clinica se cumplié = quémum
preceptive legalmentes.

En el caso de gue se evalle .3I-|;|l.:|n? proyecto del gue um miembro sea
investigador/colaborador, este se ausentara de la reunion durante la discusion del

proyecta.

Lo que fimno en Barcelona a 23 de mayo de 2016

MIREIA NAVARRO SZ=sssmasase

SEBASTIAN EESREEEL

JADL T Vel =TI

Sra. Mireia Mavarmo
Secretana CEIm
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8.2 RESULTATS NO RECOLLITS EN ARTICLES

8.2.1 Resultats d’imprecisié dels diferents métodes

Mostra Centaur Cobas MS TSTI
1 26,48 38,85 43,00 23,42
2 38,62 38,09 44,00 22,24
3 24,27 42,79 40,00 21,37
4 31,2 38,15 39,00 22,21
5 31,94 40,38 48,00 22,16
Mitjana 30,50 39,65 42,8 22,28
SD 5,56 1,98 3,56 0,73
Cv 18,21 5,00 8,33 3,29
CV: coeficient de variacio; SD: desviaci6é estandard
Mostra Centaur Cobas MS TSTI
6 192,8 154,1 202 220,2
7 178,86 161,7 212 225,11
8 166,07 160,2 195 224,04
9 148,04 158,3 157 219,11
10 169,74 156,2 176 221,23
Mitjana 171,10 158,10 188,40 221,94
SD 16,51 3,04 21,94 2,55
Cv 9,65 1,92 11,64 1,15
CV: coeficient de variacid; SD: desviaci6é estandard
CONTROL Centaur Cobas MS TSTII
11 106,4 176,2 168 198,82
12 98,74 175,9 166 210,48
13 94,57 174,5 171 204,34
14 95,16 180 173 211,44
15 90,63 181,4 151 210,73
Mitjana 97,10 177,60 165,80 207,16
SD 5,94 2,94 8,70 5,47
Ccv 6,12 1,66 5,25 2,64

CV: coeficient de variacid; SD: desviacié estandard
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8.2.2 Concentracio de castracio pels diferents metodes

Advia Centaur® XP:

Percentil Testosterona (ng/dL) Interval de confianca 95%

2,5 12,17 -
5 13,27 11,25 - 14,39
10 14,28 13,45 - 18,04
25 19,73 18,26 - 25,18
75 44,61 40,57 - 50,59
90 62,07 52,37 - 75,82
95 76,27 61,36 - 83,81

97,5 82,65 -

Cobas®:

Percentil Testosterona (ng/dL) Interval de confianga 95%

2,5 2,50 -

5 2,50 25-25
10 2,50 25-25
25 3,70 2,5-6,04
75 21,01 15,68 - 24,62
90 28,41 24,95 - 35,66
95 36,48 28,24 - 43,57
97,5 41,42 -
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