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INTRODUCERE

La nivel mondial cancerul de prostata are o incidentda generald: 30/100.000 barbati, este
cel mai frecvent cancer in sfera patologiei genito-urinare masculine, iar peste véarsta de 50 de
ani, acest cancer este al ll-lea ca frecventa, dupa cancerul pulmonar si a Ill-a cauza de deces,

dupa cancerul pulmonar si digestiv.[1]

Cancerul face parte dintr-un grup heterogen de boli, care din punct de vedere clinic,
histologic si molecular, prezintd celule cu caracteristici biologice diferite fatd de celulele
sanatoase din organism, fiind caracterizate prin crestere si diviziune necontrolatd, invazie si

adesea metastazare. [2]

Etimologia cuvantului ‘cancer’ provine din grecescul ‘carcinos’ sau ‘carcinom’
(traducere-crab), folosit de Hippocrate, care in timpul disectiilor, a observat structura radiala a

vaselor de sange in jurul zonelor canceroase, asemenea picioarelor unui crab. [3]

Consecventa studiilor admite cd celulele canceroase necesitd acapararea mai multor
caracteristici cheie, in vederea tranzifiei de la o celuld normala la tumora maligna. Aceste
caracteristici includ (1) instabilitate genetica si epigeneticd, (2) crestere autonoma, (3)
senszitivitate scazuta la semnale antiproliferative interne si externe, (4) rezistenta la apoptoza,
(5) diviziune celulard cu potential nelimitat, (6) abilitatea de a induce angiogeneaza (7)
comportament de invazie locald, care diferentiaza tumorile benigne de cele maligne (8)
evaziunea sistemului imunitar. In final, multe cancere dezvoltd un atribut aditional letal, anume

abilitatea de a parasi situl primar al tumorii si de a coloniza organe sau tesuturi distante. [2]

Desi s-au facut progrese in descifarea mecanismelor etiopatogenice ale procesului
neoplazic, astizi se urmareste identificarea unor biomarkeri moleculari, care vor genera
cunostinte pentru dezvlotarea unei variabile paraclinice, cu specificitate si senzitivitate crescutd
fatda de biomarkerii standard, in vederea obtinerii diagnosticului precoce i a unui factor de

prognostic de mare acuratete, in cancerul de prostata.



STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII IN DOMENIU

Caracterul heterogen al cancerului de prostatd, este afirmat prin complexitatea
mecanismelor sale de aparitie. Zestrea genetica congenitald personalizata, se modifica in timp,
sub actiunea speciilor reactive de oxigen sau nitrogen, induse de radiatiile externe ionizante si
nonionizante, xenobiotice (insecticide, fungicide, plasticide, medicamente, etc.) si inflamatia
cronicd din bolile prostatei, mediatd de limfocite T, B, mastocite si macrofage. Toti acesti factori
induc dezechilibre morfo-functionale, cu repercursiuni, asupra tuturor componentelor celulare in

special a proteinelor, lipidelor si ADN-uli, cauzand modificari epigenetice si genetice alterate.[4]

Numeroase studii au evidentiat rolul mecanismelor epigenetice in dezvoltarea si aparatia
diferitelor patologii prostatice, context in care utilitatea clinicd a diversilor biomarkeri
epigenetici — metilarea ADN-ului, modificarea histonelor si microARN-urile — 1n
diagnosticarea si monitorizarea evolutiei acestor boli, este un topic de larg interes in cercetarea

medicala.

Metilarea 5 'carbonului (5-metilcitozina, 5mC) la dinucleotidele CpG este un process
epigenetic dinamic, care este critic pentru inactivarea transcriptionald a genei prin represia
elementelor transpozabile. O altd forma importanta de metilare a ADN-ului, 5 -
hidroximetilcitozina (5hmC) — este esentiala pentru demetilarea activa a ADN-ului si pare a fi un

semn distinctiv asociat cu transcriptia genei active. [5]

Conversia SmC la 5 hmC duce automat la scaderea nivelelor de 5 mC la orice pozitie din
nucleotid sau chiar la nivelul intregului genom, constituind un prim pas pe calea de demetilare a
ADN-ului. Scaderea nivelului de demetilare (5 hmC), creat prin defect de oxidare a 5 mC, poate
inversa balanta in favoarea unei stari de hipermetilare la nivelul insulelor CpG, cat si la nivel
global al genomului. Tn cancer nivelele de 5 hmC sunt semnificativ reduse la nivel tumoral, n

concordanta cu tesutul normal din vecinatate. [6]

Acesti biomarkeri epigenetici pot fi cuantificati si pot prezenta relevanta clinicd n

diagnosticul si prognosticul diferitelor neoplazii, printre care si cancerul de prostata.
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Motivatia temeli

Desi exista tot mai multe dovezi care confirmd sau au validat aplicabilitatea si utilitatea
unor biomarkeri moleculari de diagnostic si prognostic, protocoalele clinice curente i-au in
considerare in mod rezervat, evenimente moleculare iIn managementul terapeutic al pacientilor cu
cancer de prostata. Cu pasi timizi, Ghidul European de Urologie a introdus biomarkeri genetici i
epigenetici, in protocolul de diagnostic al cancerului de prostata din 2018, pentru a sprijini PSA-
ul seric, in acuratetea diagnosticului. Teste ca ‘Progensa’ (PCA3) si ‘PHI’, au primit aprobarea
FDA-ului, dar ‘4K’, ‘ConfirmMDX’ si ‘SelectMDX’ se afla deocamdata sub supravegherea
‘Clinical Laboratory Improved Amendments’ (CLIA). Biomarkerii ADN si ARN, permit un
diagnostic timpuriu in raport cu biomarkerii standard, prin posibilitatea de a identifica leziuni la
nivel molecular, Tnainte ca boala sd se manifeste la nivel tisular, oferind astfel noi tinte
terapeutice si rate crescute de succes terapeutic. Totodata sunt necesari pentru a identifica
pacientii care prezintd un risc ridicat de boald si pentru a distinge pacientii cu cancer agresiv, de

cei cu cancere latente. [52]

Protocolul actual de diagnostic si urmarire al pacientului cu cancer de prostatd din
Romania, se centralizeaza pe dozarea biomarkerilor standard, si anume a PSA-ului cu formele
sale derivate (PSAf, PSA V, PSA D). Protocolul actual de diagnostic al cancerului de prostata
este limitat din urmatoare ratiuni: examenul clinic si tuseul rectal omit stadiul T1, de asemena
substadializeaza leziunea; ecografia transrectald prezintd o deficientd in diferentierea leziunilor
de adenocarcinom de cele focale benigne; PSA-ul raméane un biomarker imperfect prin prisma
faptului ca este organo-specific si nu cancer specific, punctia biopsie de prostatd in 1 din 4
cazuri, ofera rezultate fals negative, deasemena se poate solda cu complicatii ca: inflamatie,
hemoragie, sepsis, etc; Frica de cancere oculte duce la o ratd crescutd a rebiopsierilor, astfel

constituie o problema serioasd de diagnostic si management terapeutic. [66]

Astazi se urmareste identificarea unor biomarkeri moleculari, care vor genera cunostinte
pentru dezvlotarea unei variabile paraclinice, cu specificitate si senzitivitate crescuta, fatd de
biomarkerii standard, in vederea obtinerii diagnosticului precoce si a unui factor de prognostic de

mare acuratete, in cancerul de prostata.



Ipoteza, scopul si obiectivele cercetarii

Ipoteza

Pornind de la premisa bazata pe evidente medicale publicate, care sustine ca dezvoltarea
procesului malign depinde atat de modificari genetice, cat si de cele epigenetice, s-a demonstrat
ca metilarea ADN este un indicator al activitatii genice, precum si al organizarii intregului
genom. Aceste evenimente epigenetice au rol in initierea neoplaziilor si prezintd o caracterisitca
deosebita, deoarece preced si dicteaza modificarile genetice, nu influenteaza morfologia genei,

mai mult pot fi reversibile.

Majoritatea cercetarilor efectuate pana in prezent care investigheaza aplicabilitatea
acestor markeri epigenetici in cancerul de prostata s-au axat pe metilarea genelor specifice, din
probele de tesut prostatic si fluidele corporale (sdnge, plasma, ser, urind si sperma). Exceptie
facand un studiu recent, care examineaza metilarea globala si / sau hidroximetilarea ADN-ului Tn

cancerul de prostata, utilizand ADN genomic tumoral sau ADN-ul circulant. [67]

Tn schimb, ADN-ul din leucocite (WBC-White Blood Cells) constituie o sursid bogata de
ADN calitativ, care poate fi obtinutd cu usurintd prin metode neinvazive si usor de manipulat

pentru prelucrarea in laborator si utilizarea clinica [68].

Cu toate acestea, niciun studiu pand in prezent nu a examinat continutul de SmC si ShmC

al ADN-ului din WBC 1in cancerul de prostata sau orice alt tip de cancer.

Scopul cercetarii

Prin intermediul studiului dorim sa cuantificam performanta biomarkerilor epigentetici
5metil-citozina si 5 hidroximmetil-citozina, extrasi din ADN-ul leucocitar, in comparatic cu
parametrii standard, in vederea utilitatiilor ca factori de diagnostic si prognostic in cancerul de

prostata.



Obiectivele cercetarii

> Selectia si constituirea grupului de studiu

* Obtinerea aprobarilor necesare deruldrii studiului, cu respectarea normelor de
etica si deontologie

« Intocmirea fisei de evident si colectare a datelor

* Precizarea criteriilor de selectie a pacientilor

« Intocmirea si aplicarea consimtamantului informat de participare in studiu pentru
fiecare pacient in parte

* Colectarea datelor de anamneza si colectarea probelor biologice (sange) la
momentul includerii in studiu

* Constituirea grupului de studiu, de minim 50 pacienti diagnosticati cu cancer de
prostatd, minim 150 de pacienti diagnosticati cu leziuni premaligne si benigne de prostata

pentru studiu comparativ

> Evaluarea pacientilor prin aplicarea protocoalelor standard de
investigatii clinice si paraclinice la momentul diagnosticului

* Efectuarea anamnezei pacientilor

» Efectuarea ecografiei abdominale

* Efectuarea examenului clinic general, si a tuseului rectal

* Recoltarea probelor de sénge

* Stadializarea pacientiilor cu cancer de prostata

* Corelarea parametriilor standard : Varsta, PSA total, scor Gleason, grad de
inflamatie cronica, volum prostatic, stadiu clinic tumoral determiant la tuseul rectal, in

vederea obtinerii unui factor de prognostic la diagnostic.

> Evaluarea gradului de metilare si hidroxymetilare globala al
pacientilor selectati in studiu

* Extractia ADN din fluide biologice;

* Evaluarea global 5mC si ShmC prin tehnica ELISA folosind kituri specifice;

* Evaluarea variatiilor de metilare si hidroxymetilare intre diferitele tipuri de

patologii prostatice;



* Corelarea PSA-ului seric cu gradul de metilare si hidroxymetilare pentru studiu
comparativ;

* Corelarea gradului de metilare si hidroxymetilre cu scorul Gleason in vederea
stabilirii prognosticului ;

« Intocmirea graficelor de evolutie a bolii pe baza profilului epigenomului, de la

momentul diagnosticului 1n evolutie, sub tratament hormonal.



MATERIALE SI METODE DE LUCRU UTILIZATE iN
CERCETARILE PERSONALE

Selectia grupului de studiu

Tn perioada decembrie 2015 - iunie 2017, au fost consultati 200 de pacienti cu
patologie prostaticd 1n cadrul Clinicii de Urologie a SCJUA. Pacientii au fost impartiti in grupe
de studiu in functie de patologia prostatica pentru analiza comparativa. Grupele de studiu au fost

constituite pe baza examenelor clinice, paraclinice si a examenelor histopatologice.

Criteriile de includere Tn studiu:
e pacienti de sex masculin,
e semnarea consimtdmantului informat,
e varsta peste 50 de ani,
e Pacienti diagnosticati cu cancer de prostata sub tratament hormonal
e Pacienti diagnosticati cu hipertrofie benigna de prostata
e Pacienti dianosticati cu leziuni premaligne de prostata (ASAP )

e Subiecti sanatosi pentru studiu comparativ;

Criterii de excludere din studiu:

e pacienti cu alte antecedente neoplazice;

Design-ul studiului

Studiul a fost de tip prospectiv, desfasurat in perioada decembrie 2015 - iunie 2017. Tn
studiu au fost inscrisi 190 de pacienti, conform criterilor de participare, cu urmatoarea distributie
in functie de patologia prostaticd: adenom de prostata (BPH, n=100), leziuni premaligne
(HGPIN, ASAP, n= 11), cancer de prostatda (PC, n= 60) si control (CT, n=19). Pacientii din
momentul diagnosticului (To) au fost urmariti timp de un an de zile, cu efectuarea a 4 controale

(T, T2 T3T4) repetate la 3 luni de zile, conform designului experimental.



Metode de lucru

Inaintea deruldrii programului de cercetare s-au obtinut toate aprobarile pentru
desfasurarea studiului cu respectarea normelor de eticd si deontologie. S-a intocmit fisa de
evidenta si colectare a datelor cu precizarea criteriillor de selectie a pacientilor. S-a intocmit
consimtamantul informat de participare in studiu si fisa de informare a pacientilor despre

derularea studiului.

Toti pacientii au fost evaluati prin urmatoarele metode de lucru:
e Clinice:

O anamneza ,

o examen clinic general,

o tuseu rectal.

e Paraclinice:

o Investigatii imagistice: ecografie abdominald (pentru evaluarea
aspectului si dimensiunilor prostatei, aspectul vezicii urinare, absenta sau
prezenta ureterohidronefrozei);

o Evaluarea biomarkerilor standard: recoltare probe biologice (séange
venos periferic) pentru dozare PSA total,

o Evaluarea biomarkerilor ADN: recoltarea de probe biologice
(singe venos periferic) pentru evidentierea markerilor de metilare globala
(tehnici ELISA pentru determinarea 5mC, 5hmC);

o Punctie biopsie de prostata, la pacientii cu suspiciune de cancer de

prostata.



Rezultate

Studiul a fost de tip prospectiv, desfasurandu-se in perioada decembrie 2015 - iunie 2017.
Inaintea derulirii programului de cercetare s-au obtinut toate aprobarile pentru desfisurarea
studiului cu respectarea normelor de etica si deontologie. S-a Tntocmit fisa de evidenta si
colectare a datelor, cu precizarea criteriillor de selectie a pacientilor. S-a semnat consimtamantul

informat de participare in studiu si fisa de informare a pacientilor despre derularea studiului.

In prezentul studiu au fost inscrisi 190 de subiecti, conform criteriilor de participare, toti
pacientii au fost evaluati clinic prin:
e Anamneza - care oferd date de importantd despre varstd, antecedente personale
patologice si antecedente heredocolaterale de caricnom prostatic;
e examen clinic general, care a presupus evaluarea posibilelor adenopatii si

obligatoriu efectuarea tuseului rectal, in vederea diagnosticului diferential.

Dupa efectuarea examenului clinic, pacien{ii au fost supusi unor investigatii paraclinice:
ecografia abdominala care evalueaza aspectului si dimensiunile prostatei, aspectul vezicii
urinare, prezenta ureterohidronefrozei unilaterale sau bilaterale. Mai departe s-a recurs la
recoltarea de probe biologice (sange venos periferic), pentru evaluarea biomarkerilor standard
(PSAt) si evaluarea biomarkerilor ADN (tehnici ELISA pentru determinarea SmC, 5hmC);
Ulterior pacientilor cu suspiciune de cancer de prostata, s-a efectuat punctie biopsie de prostata,

in vederea definitivarii diagnosticului.

Pacientii diagnosticati cu cancer de prostatd, au fost stadializati conform ghidului EAU
2018, ulterior in colaborare cu clinica de Oncologie a SCJUA, s-a initiat tratament specific, de

blocada androgenica totald, datorita stadiului inoperabil al bolii.

Concluzionarea diagnosticelor, a afisat urmatoarea distributie in functie de patologia
prostaticd: adenom de prostatda (BPH, n=100), leziuni premaligne (ASAP, n= 11), cancer de
prostatd (PC, n= 60) si control (CT, n=19). Pacientii au fost urmariti din momentul
diagnosticului (To) pe o perioada de un an de zile, cu efectuarea a 4 controale (T1, T2, T3 Ta)

repetate la interval de 3 luni de zile, conform designului experimental. (Figura 2.)
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Figura 2. Distributia pacientiilor in functie de patologia prostatica
Legendd. Control (CT), n=19; adenom de prostata (BPH), n=100; leziuni premaligne (HGPIN/ASAP), n= 11;
cancer de prostatd (PC), n= 60.

Distributia pacientilor in functie de patologia prostatica, releva o incidentd ridicatd a
patologiei maligne a pacientilor care au participat la acest studiu, 30% din pacientii inclusi in

studiu au fost diagnosticati cu cancer de prostata.

Tabel 6. Valoarea PSA-ului seric in functie de varsta si patologia prostatica

Patologie prostatici Varsta (ani) PSA (ng/mL)
CT 65 (61, 68) 0,89 (0,29, 1,53)
BPH 70 (65, 75) 2,05 (0,52, 5,33)
ASAP 68 (62, 79) 7,61 (6,44, 9,39)
PC 68 (60, 75) 34,01 (12,81, 116,02)

Legenda. CT - lot martor; BPH - adenom de prostatd; ASAP - leziuni premaligne; PC - cancer de prostata. Valorile
sunt prezentate ca valoare mediand cu quartild inferioara (parte stdngd, paranteze) si quartild superioard (parte

dreapta, paranteze)

Valoarea PSA-ului seric a tins sa creasca odata cu severitatea patologiei prostatice (Tabel
6, Figura 3). Mai mult, pacientii diagnosticati cu PC au prezentat niveluri ridicate ale PSA peste
10ng/mL n marea majoritate a cazurilor (Tabel 6, Figura 3), de asemenea, a fost remarcata
tendinta de scddere a heterogenitdtii valorilor masurate ale PSA-ului seric, odata cu cresterea

varstei pacientilor (Figura 3).
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Figura 3. Incidenta diferitelor tipuri de patologii prostatice

in functie de categoria de PSA si varsta.

Legendd. Pe axa X este reprezentata categoria de varsta; BPH — pacienti cu hiperplazie benigna de prostata; CT -
pacienti sandtosi (grup control); PC - pacienti cu cancer de prostatd; ASAP — pacieti cu leziuni premaligne. Pe axa Y
este reprezentatd valoarea PSA seric. Valorile sunt prezentate ca valoare mediana (patratel) cu quartila inferioara si

superiora (casutd) si valorile minime si maxime (bar).

In cadrul studiului nostru, PSA-ul seric Tn ciuda organo-specificititii sale, a indeplinit
functia de ‘gold standard’ al biomarkerilor de diagnostic al cancerului de prostata, relevand
suspiciune de carcinom prostatic, Tn 100% din cazurile ulterior diagnosticate pozitiv cu cancer de
prostata, pacientii au inregistrat o valoare a PSA-ului seric > 4 ng/ml. Deasemena nivelul PSA-

ului seric scade cu cresterea varstei paceintilor cu cancer de prostata.

Corelarea parametriilor standard la pacientii cu cancer de prostata

la momentul diagnosticului

Varsta, PSAt, scorul Gleason, grad de inflamatie asociat focarelor de cancer determinat
histologic, volum prostatic determinat ecografic si stadiu clinic tumoral determinat la tuseul

rectal, constiuie parametrii cu valoare in vederea obtinerii unui factor de prognostic la diagnostic.
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Figura 4. Repartitia pacientiilor cu cancer de prostatd pe grupe de varsta
Legenda. Verde, varsta 65 - 75 de ani; rosu, virsta < 65 de ani; albastru, virsta >75 de ani.

in cadrul studiului de fata, varsta medie a pacientilor a fost 68 de ani, numérul dominant de

pacienti, au avut varsta cuprinsa intre 65 si 75 de ani, urmati de pacientii cu varsta < 65 de ani si

respectiv de cei cu varsta < 75 de ani (Figura 4).

Tabel 7. Repartitia pacientilor cu cancer de prostata in functie
de stadiul clinic tumoral identificat la tuseul rectal

Stadiu clinic Nr. pacienti %
tumoral

T3 50 83

T4 10 17

Majoritatea pacientilor cu cancer de prostata inclusi in studiu (50 de cazuri, reprezentand
83% din numarul total de pacienti) au prezentat cancer de prostata in stadiul clinic tumoral T3
determinat prin tuseul rectal (Tabel 7). Restul pacientilor (10 de cazuri, reprezentdnd 17% din

numarul total de pacien{i) au avut au prezentat cancer de prostatd in stadiul clinic tumoral T4

determinat prin tugeul rectal.

Tabel 8. Repartitia pacientiilor cu cancer de prostata in functie de volumul prostatic

Volum prostatic Nr. pacienti %

<40 cm?® 18 31
40-70 cm® 35 59
>70 cm?® 7 10

12



Cea mai mare proportie de pacienti cu cancer de prostatd inclusi in studiu (35 de pacienti,
reprezentand 59% din numdrul total de pacienti), au avut un volum prostatic mediu (40-70 cm®;
Tabel 9). De asemenea, a fost identificat un numar redus de pacienti (6 pacienti, reprezentand

10% din numarul total de pacienti) care au prezentat o prostati cu volum > 70 cm® (Tabel 8).

Tabel 9. Valorile masurate ale PSA-ului seric, in functie de scorul Gleason

Scor Gleason Nr. pacienti PSA seric (ng/ml)
4 (2+2) 2 34,36 (8,72; 60)
5(2+3) 6 18,95 (16; 30,20)
6 (3+3) 2 44 (28; 60)
7 (3+4) 23 34 (11,21; 224)
7 (4+3) 18 31,70 (18; 169)
8 (3+5) 2 521,5 (43; 1000)
8 (4+4) 3 93,70 (39; 110)
9 (4+5) 3 109 (99,17; 300)

Legendd. Valorile sunt prezentate ca mediana cu quartila inferioard si quartila superioara (paranteze).

Toti pacientii cu cancer de prostatad participanti la studiu, au inregistrat valoarea PSA-ului
seric peste 4 ng/mL, in timp ce numarul dominant de pacienti au prezentat nivelulul PSA-ului
seric peste 10 ng/mL (88%) (Tabel 9). Deasemena pacientii au prezentat scor Gleason variabil
cuprins intre 4 si 9, cele mai multe cazuri de PC au inregistrat un scor Gleason egal cu 7, mai
precis 69% din cadrul pacientilor analizati. Din numarul total al pacientilor cu scor Gleason 7,
un procent de 56% dintre pacientii investigati, au prezentat suma Gleason (3+4), iar restul de
44%, au avut suma Gleason (4+3). Cea mai mica frecventa a fost inregistrata in cazul pacientilor

cu PC cu risc scazut (Tabel 9).

Tabel 10. Repartitia pacientiilor cu cancer de prostata in functie de gradul de inflamatie,
determinat histologic

Grad de inflamatie Nr. pacienti %
Grad 1 26 44
Grad 2 17 29
Grad 3 17 27

Procentul cel mai mare de pacienti cu cancer de prostatd inclusi in studiu au avut gradul 1
de inflamatie asociat cu prezenta PC (44%). Restul pacientilor au prezentat procentaje mai mici,
dar similare ca valoare, respectiv 29% dintre cazuri au avut gradul 2 de inflamatie, iar 27%

gradul 3 de inflamatie cronica (Tabel 10).
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Tabel 11. Analiza corelationald neparametrica a asocierii scorului Gleason cu

valoarea PSA-ului seric, volumul prostatic, tuseul rectal si varsta pacientilor

Gleason PSA Volum Grad Stadiu Varsta
prostatic  inflamatie clinic(TR)
Gleason
PSA 0,070
Volum prostatic -0,024 0,258
Grad inflamatie 0,188 0,310 0,163
Stadiu clinic (TR) 0,152 0,202 0,418 0,148
Varsta -0,053 -0,050 0,006 0,218 -0,027

Legendad. Valorile bolduite indica asocieri semnificative pt p < 0,05.

Analiza neparametrica cu ajutorul coeficientul de corelatie a rangurilor p (rho) Spearman a
relevat lipsa unei asocieri statistic semnificative intre scorul Gleason si restul variabilelor
analizate (vezi Tabel 11). Totusi, a fost identificata existenta unor asociatii slabe, dar statistic
semnificative intre PSA si volum prostatic si respectiv intre PSA si gradul de inflamatie
determinat histologic. Stadiul clinic tumoral identificat la tuseul rectal a prezentat o asociere

medie semnificativa cu volumul prostatic.
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Scor Gleason
Figura 5. Nivelul PSA-ului seric in functie de clasele

de agresivitate ale cancerului de prostata

Legenda. Valorile sunt prezentate ca valoare mediana (linie) cu interval al valorilor fara outlieri (bard) si intervalul
din quartiala inferioard si cea superioard (casutd). Coloanele marcate cu (*) denotd diferenta semnificativa in

comparatie cu grupul referintd — pacientii cu cancer de prostata cu risc scazut test (Mann-Whitney, p < 0.05).
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Per ansamblu, a fost observata o tendinta de crestere a valorii absolute a PSA-ului sangvin
odatad cu agresivitatea cancerului de prostatd. Analiza neparametricd a pacientilor stratificati in
functie de agresivitatea cancerului de prostatd a indicat diferente semnificative intre grupurile
examinate (testul Medianei, p = 0,006). Comparand pacientii cu cancer de prostatd cu scor
Gleason < 7, analiza statistica neparametrica a relevat valori semnificativ mai mari ale PSA-ului
seric in cazul subiectilor cu cancer de prostata cu scor Gleason > 7 (test Mann-Whitney, p =
0.008; Figura 4), dar nu in cazul subiectilor cu scor Gleason total egal cu 7 (test Mann-Whitney,
p = 0.418; Figura 4).
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Figura 6. Categoria de PS4 in functie de gradul de inflamatie
Legendd. Pe axa X: Gl 1 — grad de inflamatie 1, GI 2 — grad de inflamatie 2, GI 3 — grad de inflamatie 3. Pe axa Y
este reprezentatd valoarea absolutd a PSA. Valorile sunt prezentate ca valoare mediana (linie) cu intervalul din

quartiala inferioara §i cea superioara (casutd), interval al valorilor fara outlieri (bard), outlieri (cerc) si valori extreme

(stelutd).
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In cadrul prezentei investigatii prospective, a fost identificat un trend semnificativ de
crestere a a valorii PSA-ului seric odata cu cresterea gradului de inflamatie (testul Medianei, p <
0,001). Majoritatea subiectilor au avut un PSA cu o valoare sub 60 ng/mL. Valorile masurate in
cazul pacientilor cu valori grad 2 de inflamatie prostatica au fost semnificativ mai mari ca cele
determinate pentru pacientii cu grad 1 de inflamatie prostatica (test Mann-Whitney, p = 0.006;
Figura 5). Aceasta diferenta a fost si mai mare atunci cand au fost comparati pacientii cu grad 3
de inflamatie prostatica cu cei avand grad 1 de inflamatie prostatica (test Mann-Whitney, p <
0,001; Figura 5).
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=]
g 68 1, GI 2 — grad de inflamatie 2, GI 3 — grad de
O 66 o : .
o . inflamatie 3. Pe axa Y este reprezentatd
a,z I valoarea scorului Gleason total. Valorile sunt
6,0 - prezentate ca valoare medie (patratel) cu
581 _ deviatie standard (bara) si eroare standard
56| <
5.4 - (casuta).

Gl1 Gl 2 Gl 3

Grad inflamatie

Mai mult, a fost detectat un trend general de crestere a severitatii cancerului de prostata,
estimat pe baza scorului Gleason, odata cu gradul de inflamatie (Figura 7). Acest trend a fost
semnificativ In cazul comparatiei intre subiectii cu grad 2 de inflamatie prostatica si subiectii cu
grad 1 de inflamatie prostatica (test Fisher LSD, p = 0.027; Figura 6), dar nu si in cazul
comparatiei Intre subiectii cu grad 3 de inflamatie prostaticd si subiectii cu grad 1 de inflamatie

prostatica (test Fisher LSD, p = 0.208; Figura 6).

De asemenea, valoarea mediana a PSA-ul sangvin a crescut odatd cu volumul prostatic

(Figura 8). Mai mult, este de notat heterogenitatea mult mai mare valorilor mésurate ale PSA, in
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cadrul barbatilor cu volum prostatic mediu intre 40 cm® si 70 cm® , comparativ cu celilalte doua
categorii analizate (Figura 8). Aplicarea analizei neparametrice a indicat diferente semnificative
intre indivizii apartindnd diferitelor categorii de volum prostatic, in ceea ce priveste valoarea
PSA-ului sangvin (testul Medianei, p = 0,045). Valorile masurate au fost in mod semnificativ
mai mari atunci cand au fost comparati subiectii cu volum prostatic mai mare sau egal ca 70 cm®
(test Mann-Whitney, p = 0.047; Figura 8) cu restul categoriilor de volum, dar nu si in cazul celor
cu volum prostatic intre 40 cm® si 70 ecm® (test Mann-Whitney, p = 0.075; Figura 8) cu cei

prezentand volum prostatic mai mic sau egal cu 40 cm®.
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Categorie volum prostatic

In prezentul studiu nu au fost observatd o relatie clard in ceea ce priveste severitatea
cancerului de prostata si varsta pacientilor, ci mai degrabd o omogenitate a acestuia in cadrul
categoriilor de varsta luate in analiza. Astfel, nu au fost observate diferente semnificative intre
valorea a medie a scorului Gleason intre diferitele categorii de varsta examinate (test ANOVA, p

=0.578; Figura 9).
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Figura 9. Categoria de scor
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Figural0. Stadiul clinic
tumoral identificat la tuseul

rectal si scorul Gleason.

Legendad. Valorile sunt prezentate ca
valoare medie (linie) cu deviatie
standard (bard) si eroare standard

(casuta).

La tuseul rectal cei mai multi pacienti (50, 83%) au fost descoperiti in stadiul T3, marea

majoritate a acestora (respectiv 33, 66%) prezentand un scor Gleason mediu (7). Tn cadrul

prezentei investigatii, scorul Gleason a fost mai mare 1n cazul pacientilor in stadiu clinic tumoral

T4, comprativ cu cei cu cancer in stadiul T3, dar aceste diferente nu au fost semnificative din

punct de vedere statistic (test t, p = 0.605; Figura 10).
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Majoritatea pacientilor inclusi in acest studiu, au prezentat gradul 1 de inflamatie
determinat histologic, indiferent de volumul prostatic, cu cele mai ridicate valori ale gradului de
inflamatie, inregistrandu-se la pacientii cu volum prostatic mediu (40-70 cm®). Mai mult, desi nu
au fost observate diferente semnificative intre grupurile analizate (test ANOVA, p = 0.311;
Figura 11), a fost evidentiat un trend evident de crestere a volumului prostatic odata cu cresterea
gradului de inflamatie (Figura 11). Pe aceasi directie a fost, de asemenea, observata o crestere a

gradului de heterogenitate a valorilor masurate (Figura 11).
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Figura 11. Distributia volumului prostatic in functie de gradul de inflamatie asociat focarelor de
cancer de prostata determinat histologic.

Legendd. Pe axa X: Gl 1 — grad de inflamatie 1, GI 2 — grad de inflamatie 2, GI 3 — grad de inflamatie 3. Valorile

sunt prezentate ca valoare medie (linie) cu deviatie standard (bara) si eroare standard (casuta).
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Analiza evenimentelor epigenetice de metilare (5mC) si

hidroximetilare (ShmC) globala in bolile prostatice

In urma recoltarii sangelui venos periferic, prin metode de laborator s-a evaluat gradul de
metilare si hidroximetilare globala, al pacientilor inclusi in studiu, urmarindu-se variatiile acestor
parametrii la fiecare timp de control (T0, T1, T2, T3, T4), in vederea corelarii datelor de evaluare
cu cele clinice si intocmirea modelelor de evolutie a bolii pe baza profilului epigenomului de la
momentul diagnosticului. Deasemenea s-a urmarit variatia acestor parametrii la pacientii cu

cancer de prostata aflati sub tratament hormonal.

5 - metilcitozina (5 mC) reprezintd nivelul de metilare globald si este creatd intr-0
reactie enzimatica postreplicativa, in care una din cele 4 ADN metiltransferaze (DNMTs 1, 11IA,
I B siIll L) transferd o grupare metil, de la S-adenosilmetionina la carbonul din pozitia a 5-a a

citosinei, cu precadere la nivelul insulelor CpG.

5 - hidroximetilcitosina (5 hmC) reprezinti produsul de oxido - reducere a 5 —
metilcitozinei, obtinut in urma unor reactii enzimatice catalizate de familia Ten — Eleven
Translocation (TET 1,2 3). Nivelele de 5 hmC variaza substantial la nivel celular si tisular,
gasindu-se in cantidti mai mari in creier, in particular in neuroni. Conversia 5 mC la 5 hmC duce
automat la scaderea nivelelor de 5 mC la orice pozitie din nucleotid sau chiar la nivelul intregului

genom, constituind un prim pas pe calea de demetilare a ADN-ului. [53]

Scaderea nivelului de demetilare (5 hmC), creat prin defect de oxidare a 5 mC, poate
inversa balanta in favoarea unei stari de hipermetilare la nivelul insulelor CpG, cat si la nivel
global al genomului. Tn cancer nivelele de 5 hmC sunt semnificativ reduse la nivel tumoral, n

raport cu tesutul normal din vecinatate. [54]
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Analiza evenimentelor epigenetice de metilare (5SmC) globalda in bolile prostatice

Tn cazul timpului TO, s-a observat ci valorile masurate pentru diferitele categorii de
pacienti au fost heteroscedastice (test Levene, p < 0,001). Dispersia mare a valorilor a fost
observata in cazul pacientilor BPH, PC si ASAP, dar nu pentru indivizii martor. Analiza
ANOVA a demonstrat existenta unor diferente foarte semnificative intre diferitele tipuri de
patologii prostatice (Welch ANOVA, p < 0,001). Astfel, pacientii din grupul BPH au avut
niveluri semnificativ mai mari de 5mC in sange comparativ cu pacientii din grupurile PC (test
Newman-Keuls, p = 0,040), ASAP (test Newman-Keuls, p = 0,046) si CT (test Newman-Keuls,
p = 0,009). Tn schimb, restul comparatiilor post-hoc au evidentiat valori similare intre grupurile

comparate (test Newman-Keuls, p > 0,408).
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Nivel genomic de 5mC in ADN-
ul extras din leucocitele serice
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Figura 12. Valorile medii ale 5 mC la in functie de categoria

de patologie prostatica si nivelul PSA-ului seric.

Legendd. Valorile sunt prezentate ca valoare mediana (linie) cu interval al valorilor fara outlieri (bard) si intervalul
din quartiala inferioara si cea superioara (casutd). BPH — pacienti cu hiperplazie benigna de prostata; CT - pacienti

sandtosi (grup control); PC - pacienti cu cancer de prostata; ASAP — pacieti cu leziuni premaligne.

Cand pacientii au fost stratificati pe baza categoriei de PSA, numarul limitat de cazuri, a
facut nefezabild realizarea unor analize statistice detaliate (Figura 12). Totusi este de remarcat o

tendinta de scadere a cantitatii de SmC din ADN-ul leucocitar al pacientilor cu cancer de prostata
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odatd cu cresterea PSA, 1n timp ce la pacientii cu BPH cantiatea de SmC tinde sd rdmane

constanta (Figura 12).

Continutul global de 5SmC nu a fost corelat semnificativ cu nivelul PSA seric atat atunci
cand aceasta analiza a fost efectuata pe datele cumulate pentru ambele variabile (p = - 0,03, p>

0,05) cat si atunci cand aceastd analiza a fost efectuatd doar pe datele corespunzatoare grupului
PC (p =-0,01, p >0,05).

Nivel genomic de 5mC in ADN-ul
extras din leucocitele serice

-1

Gleason <6 Gleason 7 Gleason 2 8

Scor Gleason
Figura 13. Nivelul de metilare globala (5SmC) in functie

de agresivitatea cancerului de prostata.

Legendd. Valorile sunt prezentate ca valoare mediana (linie) cu interval al valorilor fara outlieri (bard) si intervalul din

quartiala inferioara si cea superioard (casutd).

Evaluarea nivelurilor de 5SmC in functie de clasa de scor Gleason sugereaza existenta unui

trend de crestere a metildrii globale odata cu agresivitatea cancerului de prostata (Figura 13).
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Analiza 1n evolutie a pacientilor din grupurile de studiu a indicat clar existenta tendintei de
scadere a gradului de metilare initial, de la diagnostic (T0) in evolutie la T1- 3 luni si T2- 6 luni, in
special la pacientii cu cancer de prostata aflati sub tratament hormonal, comparativ cu grupurile

control, adenom de prostata si leziuni premaligne (Figura 14).
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Figura 14. Evolutia temporala a nivelului de metilare globala (5mC)

in functie de patologia prostatica.

Legendd. Valorile sunt prezentate ca valoare medie (coloand) cu o deviatie standard (bard) si valori extreme (stelute).
BPH — pacienti cu hiperplazie benigna de prostata; C - pacienti sanatosi (grup control); CP - pacienti cu cancer de
prostatd; ASAP — pacieti cu leziuni premaligne, CPs - pacienti suspecti de cancer de prostatd (fard confirmare
histologica).

Deasemenea analiza in evolutie a pacientilor cu cancer de prostata aflati sub tratament
hormonal, a aratat clar tendinta de scadere a gradului de metilare initial de la diagnostic (T0) in

evolutie la T1- 3 luni si respectiv T2- 6 luni (Figura 15).
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Figura 15. Evolutia temporala a nivelului de metilare globald (5SmC) la pacientii cu cancer

de prostata sub tratamant hormonal - BAT (blocadd androgenica completa).

Legendd. Valorile sunt prezentate ca valoare medie (punct) cu o deviatie standard (bard). CP- cancer de prostata ; TO

— moment diagnostic (0 luni); T1- 3 luni ; T2 — 6 luni.

Analiza evenimentelor epigenetice de hidroximetilare (5hmC) globali in bolile
prostatice

Nivelurile medii de 5hmC Th ADN-ul leucocitar au variat intre 0,02% si 0,12%. Valorile
masurate au fost usor crecute la pacientii cu cancer de prostatd (grup PC) comparativ cu grupul
control (Figura 16). Tn contrast, nivelurile globale de hidroximetilare determinate in ADN-ul
subiectilor avand hiperplazie benigna de prostata (grup BPH) si leziuni premaligne (grup ASAP)
au prezentat valori mult mai crescute comparativ cu lotul martor (Figura 16). In aceasti directie,
analiza ANOVA a demonstrat existenta unor diferente foarte semnificative intre diferitele tipuri
de patologii prostatice in ceea ce priveste nivelul total de ADN hidroximetilat din leucocitele
sangvine (test Welch ANOVA, p < 0,001). Astfel, a fost determinat faptul ca pacientii din grupul
ASAP au prezentat niveluri semnificativ mai mari de ShmC comparativ cu pacientii din
grupurile PC (test Newman-Keuls, p = 0,040), BPH (test Newman-Keuls, p = 0,046) si CT (test
Newman-Keuls, p = 0,009), dar nu au fost identificate diferente semnificative in cadrul celorlalte

analize realizate (test Newman-Keuls, p > 0,067).
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Nivel genomic de 5hmC

Figura 16. Nivelul de hidroximetilare globala (5ShmC) in ADN-ul leucocitar

Legendd. Valorile sunt prezentate ca valoare mediana (coloand) cu intervalul dintre quatila inferioard si cea

superioard (bard). BPH — pacienti cu hiperplazie benigna de prostatd; CT - pacienti sandtosi (grup control); PC -
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Figura 17. Nivelul de hidroximetilare globala (ShmC) in ADN-ul leucocitar

25

BPH CT PC ASAP
—=6mgfmt—>



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click on image to zoom&p=PMC3&id=5713431_ijms-18-02465-g001.jpg

Cand pacientii au fost stratificati in functie de clasa de PSA seric, trendurile observate mai
sus in ceea ce priveste variatia valorii ShmC in cadrul diferitelor patologii prostatice comparativ
cu lotul martor s-au mentinut, indiferent de clasa PSA luata in calcul (Figura 17). Clasificarea
pacientilor cu nivele ridicate de ADN hidroximetilat si pacienti cu nivele scazute de ADN
hidroximetilat, utilizand quartila superioara a valorilor masurate in cadrul grupului martor drept
cut-off point (Tabel 12) si analiza statistici a datelor astfel obtinute, a relevat diferente
semnificative 1n distributia pacientilor cu nivele scazute de ShmC in functie de patologia

prostatica (test chi®, p = 0.043).

Tabel 12. Distributia nivelului de hidroximetilare globald (ShmC) si PSA

in functie de patologia prostatica

Nivelul de hidroximetilare

Patologie globala PSA Corelatie Shme-
prostatica PSA
Mic Mare Mic  Mediu Mare
CT 77,78% 22,22% 88,89% 11,11% 0,00% 0,18 (0,62)
BPH 42,50% 57,50% 60,00% 35,00% 5,00% 0,22 (0,15)
ASAP 30,00% 70,00% 10,00% 70,00% 20,00% 0,12 (0,73)
PC 66,67% 33,33% 3,70% 7,41% 88,89% 0,23 (0,24)

Legendd. Valorile corelatiilor sunt prezentate ca valoare absolutd a corelatiei Spearman cu prag de semnificatie
statitisticd (in parantezd). BPH — pacienti cu hiperplazie benigna de prostatd; CT — subiecti sdnatosi (grup control);
PC - pacienti cu cancer de prostata; ASAP — pacieti cu leziuni premaligne de prostata.

De asemenea, utilizarea unei abordari similare in cazul PSA (vezi Material si Metoda,
Analiza statistica; Tabel 12) a condus la identificarea unor diferente semnificative in distributia
PSA-ului seric in functie de patologia prostatica (test chi®, p < 0.001), cu niveluri scazute fiind
identificate la subiectii sanatosi si cei cu hiperplazie benignd de prostata (grup BPH), valori
medii la subiectii cu leziuni premaligne de prostatd (grup ASAP) si, de departe, valorile cele mai
crescute fiind osbservate la subiectii cu cancer prostatd (grup PC). Totusi, analiza corelationala
nu a identificat asociere semnificativa intre PSA-ul seric si nivelul de 5hmC din ADN-ul

leucocitar al pacientilor, indiferent de patologia prostatica analizata.
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In ceea ce priveste relatia dintre agresivitatea cancerului de prostatd si nivelul de
hidroximetilare globala, nu au fost identificate diferente semnificative statistic intre grupurile
analizate (Kruskall Wallis, p = 0,234), si mai mult chiar nivelurile mediane masurate au fost

relativ similare in cadrul acestor loturi (Figura 18).
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Figura 18. Nivelul de hidroximetilare globala (5ShmC) in ADN-ul leucocitar

in functie de gradul de agresivitate al cancerului

Legendd. Valorile sunt prezentate ca valoare mediand (linie) cu interval al valorilor fard outlieri (bard) si intervalul

din quartiala inferioara si cea superioara (casuta).
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Concluziile analizei corelationale a parametriilor standard utilizati in

diagnosticul si prognosticul cancerlui de prostata

Valoarea PSA-ului seric creste in functie de severitatea patologiei prostatice, pacientii cu

cancer de prostatd dispunand de cele mai mari valori.

Valoarea PSA-ului seric scade odata cu cresterea varstei pacientilor.

Gradul de inflamatie cronica determinat histologic, s-a corelat pozitiv cu nivelul PSA-ului
seric.

PSA-ul seric se coreleaza pozitiv cu volumul prostatic.

Pacienti diagnosticati cu cancer de prostata agresiv, au dezvoltat boala la varstd mai tanara

decat restul grupelor de varsta.

Volumul prostatic, s-a corelat pozitiv cu stadiul clinic tumoral identificat la tuseul rectal.

Scolul Gleason s-a corelat pozitiv cu nivelul PSA-ului seric.
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Concluziile studiului molecular

Niveluri detectabile de SmC si ShmC au fost observate in fiecare grup de patologie

prostatica.

Modele de metilare si hidroximetilare variabile, au fost obtinute in functic de patologia

prostatica, agresivitatea cancerului de prostata si in comparatie cu PSA-ul seric.

Cele mai mari niveluri de metilare globald (5mC) s-au identificat la pacientii cu adenom

de prostata.

Nivelul de metilare globalda (5mC) se coreleaza pozitiv cu agresivitatea cancerului de

prostata.

Continutul global de 5SmC nu a fost corelat semnificativ cu nivelul PSA seric, indiferent de

patologia prostatei sau pe datele corespunzatoare grupului PC.

Gradul de metilare globala (5mC) scade sub influenta tratamentului hormonal la pacientii

cu cancer de prostata.

Cele mai scazute niveluri de hidroximetilcitozina s-au identificat la pacientii cu cancer de

prostata in raport cu restul patologiilor prostatice.

Nu s-a constatat nici 0 asociere semnificativa intre nivelul de hidroximetilare globala

(5hmC) si nivelul PSA-ului seric in functie de severitatea patologiei prostatice.

Nu s-a constatat nici o asociere semnificativd intre nivelul de hidroximetilare globala

(5hmC) si gradul de agresivitate al cancerului de prostata.
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CONCLUZII GENERALE

Potrivit cunstintelor noastre, acesta este primul studiu care a investigat relevanta clinica a
metilarii §i hidroximetilarii globale a ADN-ului leucocitar, la pacientii cu diferite patologii

prostatice, inclusiv cancer de prostata.

PSA-ul seric in ciuda organo-specificitatii sale, a indeplinit functia de ‘gold standard’ al

biomarkerilor de diagnostic al cancerului de prostata.

Corelatia parametrilor standard prezinta valoare, In vederea obtinerii unui factor de

prognostic la momentul diagnosticului cancerului de prostata.

Niveluri detectabile de SmC si ShmC au fost observate in fiecare grup de patologie

prostatica.

Modele de metilare i hidroximetilare variabile, au fost obtinute in functie de patologia

prostatica, agresivitatea cancerului de prostata si in comparatie cu PSA-ul seric.

Consideram ca datele prezentate meritd sustinute in observatie cu studii ulterioare, in
vederea utilitatii lor clinice complementare PSA-ului seric, oferind astfel un panel epigenetic de

referintd, in diagnosticul si prognosticul cancerului de prostata.
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