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INTRODUCERE

Hiperplazia benigna de prostata (HBP) este o tumora benigna a
prostatei, fiind diagnosticata frecvent la pacientii de peste 60 de ani. Este
considerata cea mai frecventa boala la barbat dupa cataracta, metodele de
diagnostic si tratament sunt stabilite conform ghidurilor, insa patogeneza
sa a ramas neelucidata.

Studiile au demonstrat, ca prevalenta hipertrofiei benigne de
prostata este de 8%, 50% si 80% in decadele de varsta 4, 6 si 9. In America
15-60% din populatia masculina de peste 40 de ani prezinta simptome de
tract urinar inferior (LUTS), sugestive pentru HBP. Studii ample, care au
utilizat chestionarul de scor international al simptomelor prostatice
(IPSS) pentru evaluarea pacientilor, au aratat, ca rata de aparitie a HBP in
cadrul barbatilor intre 40 si 79 de ani a fost de 14% in Franta, 18% in
Scotia, 24% in Suedia, 38% in SUA si 56% in Japonia. In Romania exista
aproximativ trei milioane de barbati cu varsta peste 50 de ani, dintre
acestia au fost diagnosticati cu HBP si sunt sub tratament 200.000 de
pacienti. Estimarile noastre arata, ca in jur de 900.000 de barbati pot
prezenta semne si simptome sugestive pentru HBP.

Datorita educatiei sanitare precare a populatiei si ignorantei, 78%
dintre barbati de peste 50 de ani, care prezinta simptome sugestive pentru
HBP nu sunt investigati si tratati, cu toate ca boala in unele cazuri poate
determina complicatii severe prin obstructie subvezicala (retentie acuta
de urina (RAU), insuficienta renald acuta (IRA) sau boala cronica de rinichi
(BCR). Este cunoscut faptul ca HBP nu se malignizeaza, Insa diagnosticul
diferential cu cancerul de prostata (CaP) este uneori dificil.

In Romania nu existd bazd de date completi pentru pacientii cu HBP,
iar diagnosticul se pune pe baza examenului clinic, ecografic si rezultatul
PSA, care uneori sunt insuficiente. In evaluarea pacientilor cu HBP este
nevoie de metode de diagnostic si supraveghere moderne, care sa aduca
in prim plan noi biomarkeri in ajutorul clinicianului.

Studiul nostru s-a Incadrat in acest context, avand scopul de a
determina aplicabilitatea clinicd a unor noi biomarkeri epigenetici in
evaluarea initiala a pacientilor cu HBP si in monitorizarea ulterioara a
acestora.
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MOTIVATIA STUDIULUI: Diagnosticul diferential al HBP cu CaP este
uneori dificil, deoarece CaP devine detectabil clinic doar in stadii avansate,
iar testul PSA prezinti variatii in functie de Vp. In evolutie HBP poate
determina numeroase complicatii. Infectia urinara in unele cazuri este
recidivanta, cu simptomatologie trenanta, care impune tratamente
medicamentoase costisitoare, uneori ineficiente. Alte complicatii, cum ar
fi litiaza vezicald, hematuria, retentie de urind impun interventia
chirurgicala. Dezvoltarea unor biomarkeri noi, care sa ajute clinicianul in
diagnosticul si evaluarea HBP este importanta in contextul trierii
pacientilor cu suspiciune de CaP. Datele existente sugereaza ca markerii
epigenetici se pot dovedi mult mai sensibili pentru a monitoriza evolutia
bolii in cazul pacientilor netratati si ai celor aflati sub tratament. Daca
fenomenul epigenetic se dovedeste a fi reversibil prin diferite metode
terapeutice, cum ar fi fitoterapia, se spera la oprirea in evolutie si
inversarea evolutiei bolnavilor, de asemenea se poate spera la
identificarea factorilor inflamatori ca inductori de epigeneza, care vor
permite un tratament preventiv al bolilor prostatei, daca se instituie de la
varste tinere. Prin screeningul efectuat pe un grup larg de pacienti se
poate identifica "time frame”-ul, unde modificarile epigenetice ar putea
indica o evolutie nefavorabila a bolii. Astfel acesti biomarkeri ar completa
tabloul de diagnostic pentru incadrarea mai buna in grupurile de risc a
pacientilor.

SCOPUL STUDIULUIL: Studiul de fata isi propune sa evalueze
aplicabilitatea clinicd a unor biomarkeri ADN (epigenetici) din fluide
biologice in comparatie cu biomarkerii clinici standard in diagnosticul si
evolutia pacientilor cu HBP.

OBIECTIVE:

e Evaluarea prevalentei si incidentei HBP;

e Caracteristicile clinice si paraclinice asociate ale pacientilor cu
HBP;

e Aplicabilitatea clinica a biomarkerilor epigenetici individual si in
asociere cu PSA la diagnosticul HBP;

e Aplicabilitatea clinica a biomarkerilor epigenetici individual si in
asociere cu PSA in evolutie a pacientilor diagnosticati cu HBP si
aflati sub tratament specific.



Evaluarea aplicabilitdtii clinice ale biomarkerilor standard si ADN in tratamentul pacientilor cu hipertrofie benignd de prostatd Miklos Imola

CAPITOLUL II: MATERIALE SIMETODE
UTILIZATE IN CERCETARILE PERSONALE

1.1 SELECTIA GRUPULUI DE STUDIU

Studiul a fost condus in conformitate cu principiile etice din
Declaratia Helsinki, respectand toate cerintele impuse in cercetarile cu
subiecti umani. Inaintea inceperii cercetirii am obtinut toate aprobarile
de la Comitetul de Etica al Spitalului Clinic Judetean de Urgenta Arad (Nr.
17/21.08.2016) si al Universitatii de Vest "Vasile Goldis” din Arad (Nr.
26/17.05.2017) pentru derularea studiului cu respectarea normelor de
etica si deontologie. Am Intocmit fisa de evidenta si colectare a datelor si
am precizat criteriile de selectie a pacientilor. Am Intocmit
consimtamantul informat de participare in studiu si fisa de informare a
pacientilor despre derularea studiului.

1.1.1 Criterii de includere si caracteristici
specifice grupului de studiu

Pe perioada studiului au fost consultati peste 400 de pacienti cu
varsta peste 50 de ani. Dintre pacientii consultati au fost selectati 200 de
subiecti, care au indeplinit criteriile de includere si excludere din studiu si
au fost prezenti la fiecare control. Pacientii au fost incadrati in doua grupe
de studiu:

e pacienti cu suspiciune de HBP: 181 de subiecti si
e grupul control: 19 subiecti clinic sanatosi.

Tabel 4 Criteriile de inrolare in studiu

Criterii de includere in studiu Criterii de exludere din studiu

Pacienti de sex masculin Pacienti cu antecedente

Semnarea consimtamantului personale patologice de orice

informat boala neoplazica

Varsta peste 50 de ani Pacienti diagnosticati cu

Pacienti noi diagnosticati cu HBP ASAP/PIN sau CaP dupa inrolarea
in studiu
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1.1.3 Metode de lucru utilizate in evaluarea
pacientilor inclusi in studiu

In timpul consultatiilor pacientilor este foarte important si se
aplice corect toate metodele de evaluare de care dispune clinicianul in
vederea diagnosticului pozitiv corect si in recomandarea tratamentului
specific. Metodele de lucru utilizate in evaluarea subiectilor inclusi in
studiu au fost examinarile clinice si paraclinice (imagistice si de recoltare
de probe bioumorale).

Toti pacientii au fost evaluati prin urmatoarele metode de lucru:

e (linice:

o anamneza pacientilor;

o aplicarea chestionarului IPSS pentru evaluarea LUTS;

o examen clinic general;

o tuseurectal;

¢ Paraclinice:

o Investigatii imagistice: ecografia transrectala si
abdominal3;

o Evaluarea biomarkerilor standard: PSAt;

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

1.1.4 Metode de evaluare a biomarkerilor ADN

1.14.1 Extractia ADN-lui din sange periferic

Probele de singe au fost supuse extractiei de ADN utilizand kitul
Qiagen DNAsy Blood and Tissue Kit din 100 pl proba de sange prin
separare pe coloane. Proba a fost resuspendata la finalul extractiei in 100
ul buffer de elutie si stocata la -20°C.

1.1.4.2 Evaluarea 5mC si 5hmC din fluide
biologice prin tehnica ELISA

Aceasta a vizat analiza globala a celor doi biomarkeri ADN. Proba de
ADN este legata la suprafata placii de ELISA.

S-au utilizat kiturile 5mC™ ADN ELISA si Quest 5hmC ™ ADN ELISA
Kit (ZymoResearch, SUA). Aceste kituri sunt cele mai publicate in
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literatura de specialitate. Aceasta abordare ne-a permis sa cuantificam
rapid 5mC si 5hmC din probe de ADN (in mai putin de trei ore)[97].

5-mC DNA ELISA Kit

The 5-mC DNA ELBA Kit 5 a convenient and powerful ol that can '
accuratdy quantibie 5-mC in DNA. Percent 5-mC in 3 DNA sample can be ¥
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Figura 2.2. Kit ELISA pentru determinarea 5mC si 5ShmC. Metodd
colorimetricd, usor de realizat. Sunt necesare trei exemplare pentru a evita
variabilitatea. (original)
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1.1.5 Analiza biostatistica

Analizele biostatistice urmadresc asociatiile Intre biomarkerii
studiati si evolutia pacientilor inclusi in studiu precum si capacitatea lor
de a discrimina intre pacienti.

Am folosit urmatoarele metode biostatistice:

(1)
(2)
(3)

(4)

(5)

(6)

Analiza descriptiva a grupurilor;

Teste ANOVA pentru evolutia PSA, Vp si a scorului IPSS;
Testul Chi-patrat a fost folosit pentru evaluarea diferentelor
existente in ceea ce priveste distributia pacientilor
apartinand unor categorii diferite;

Testul Kruskal - Wallis a fost folosit pentru a studia
diferentele dintre grupuri, testul Dunn fiind aplicat ca
analiza posthoc pentru compararea a doua grupuri in cazul
existenfei unor valori semnificative ale lui p pentru testul
Kruskal - Wallis.

Analiza variatiei nivelurilor de 5mC si 5hmC in ADN-ul
leucocitar la pacientii cu si fara HBP a fost realizata cu testul
F, In timp ce pentru aceiasi parametrii, analiza ANOVA a fost
folosita pentru analiza diferentelor existente intre
grupurile cu comorbiditati diagnosticate.

ANOVA cu masuratori repetate a fost folosita pentru analiza
evolutiei temporala a parametrilor urmariti.



Evaluarea aplicabilitdtii clinice ale biomarkerilor standard si ADN in tratamentul pacientilor cu hipertrofie benignd de prostatd Miklos Imola

CAPITOLUL III: REZULTATELE
CERCETARILOR PERSONALE

3.1. Caracterizarea grupului de studiu

Desi HBP este boala destul de cunoscutd, incidenta crescuta in
randul populatiei masculine din Romania confera valente noi factorilor,
care pot concura la dezvoltarea sa. Din aceste motive am acordat atentie
aparte caracterizarii cat mai complete a pacientilor din grupul de studiu.

3.1.1. Mediul de provenienta

Majoritatea subiectilor au fost recrutati din mediul rural. Astfel, din
grupul HBP 67,40% (n=122) din cazuri au fost de provenienta ruralg, iar
in grupul control 89,47% (n=17).

Pe harta judetului Arad am marcat localitatile de provenienta a
pacientilor (Figura 1.3).

Figura 1.3. Distributia pacientilor in functie de locul de provenienta
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3.1.2. Corelarea datelor clinice si paraclinice cu
scorul IPSS

In acest studiu am inclus 200 de barbati cu varste cuprinse intre 50
si 85 de ani, care au fost investigati clinic si paraclinic pentru
diagnosticarea HBP. Am definit HBP, ca si Vp masurat ecografic >25g
si/sau scor IPSS >8. PSA-ul a fost efectuat la fiecare barbat de peste 50 de
ani fiind indicat pentru screeningul CaP. Principalii factori urmariti la
pacientii inclusi in studiu sunt prezentate in cadrul Tabelului 5.

Tabel 5. Factorii urmdriti la pacientii inclusi in studiu pe categorii de
vdrstd

Caracteristici Total 51-60 61-70 ani | >70 ani p value
(n=200) ani (n=125) (n=62)
(n=13)
Scorul IPSS 11.42+7.77 8.92+8.22 | 10.96+8.13 | 12.88+6.73 p=0.046
1-7 (usor) 94 (47%) 9 65 20
8-19 72 (36.5%) |3 40 29
(moderat)
20-35 (sever) | 34(16.5%) |1 20 13
Vp (g) 35.71+16.49 | 28.84+9.6 | 34.42+16.5 | 39.75+16.89 | p=0.26
<25 63 5 42 16
>25 137 8 83 46
PSA (ng/ml) 2.24+3.17 | 1.59+1.39 | 1.93+1.72 | 3.00%5.05 p=0.034
incadrarea de grup
HBP 181 9 110 62
Control 19 4 15 0
Legenda:

IPSS: scorul international de simptome prostatice;

PSA: antigen specific prostatic;

HBP: hipertrofie benignd de prostatd;

Valorile sunt prezentate ca mediana si deviatia standard
Valoare p s-a calculat aplicdnd testul ANOVA

Rezultatele noastre arata, ca PSA-ul prezinta fiziologic valori usor
mai ridicate la varstnici comparativ cu pacientii mai tineri, fiind mai grave
si LUTS (scor IPSS), Insa Vp nefiind influentat semnificativ de varsta
pacientilor.
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3.1.3. Relevanta diagnostica a volumului
prostatic la pacientii inclusi in studiu

La pacientii inclusi in studiu, Vp a fost un indicator important pentru
diagnosticul HBP. Distributia pacientilor apartinand unor categorii
diferite de scor IPSS in cadrul fiecarei categorii de Vp este prezentata in
Tabelul 7.

Tabel 7. Distributia pacientilor fnainte de tratament in functie de Vp si

scorul IPSS
SCOR IPSS
Total pacienti

Simptome Simptome Simptome

usoare moderate severe
<25cm3 50.00% 36.36% 13.64% 22
25-30 cm?3 57.14% 26.79% 16.07% 56
31-50 cm?3 37.18% 46.15% 16.67% 78
>50 cm?3 12.00% 56.00% 32.00% 25
Total pacienti 75 73 33 181

Legendd. Datele sunt prezentate pentru fiecare categorie de scor IPSS ca procent si
valoare absolutd pentru numdrul de pacienti.

Rezultatele noastre releva, ca pacientii inclusi in cele doua categorii
cu Vp<30cm3, preponderent au prezentat simptome usoare. Pacientii cu
Vp mediu (31-50 cm?3) au prezentat majoritatea simptome moderate
(46.15%), Insa nu exista diferente semnificative Intre numarul pacientilor
cu simptome severe, raportat la cele doua categorii de Vp<30cm3. Putem
observa insd, ca procentul pacientilor din categoriile de simptome
moderate respectiv severe au crescut odata cu cresterea Vp. Dintre
pacientii cu Vp>50 cm3 (n=25) doar 12.00% au prezentat simptome
usoare, 56.00% au prezentat simptome moderate, iar 33.00% au fost cu
simptome severe.
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3.1.4. Conduita terapeutica recomandata
pacientilor cu HBP

Conduita terapeutica recomandata pacientilor se axeaza pe alegerea
metodei potrivite pentru fiecare pacient. Personalizarea tratamentului
fiind aspect important In supravegherea evolutiei pacientilor cu BPH.

In studiul nostru din totalul de 181 de pacienti diagnosticati cu HBP,
47.51% (86 de pacienti) nu au necesitat tratament medicamentos (Figura
7.3).

= Fara tratament
Supraveghere activa

= Alfa-blocant

= Combinat (5-alfa-reductaza+alfa-
blocant)

= Fitoterapie

= TURp

= |Inhibitor de 5-alfa-reductaza

= Fitoterapie+alfa-blocant

 TURp+Alfa-blocant

Figura 7.3 Tratamentele recomandate pacientilor cu HBP

In concluzie putem spune, ci am observat prevalentd mai mare a
HBP in mediul rural comparativ cu cel urban. Acest aspect se poate datora
faptului ca pacientii din mediul urban prezinta educatie sanitara mai buna
si acces mai usor la serviciile medicale.

In diagnosticul HBP joaca rol important PSA-ul, Vp si scorul IPSS,
care este un indicator important in evaluarea indirecta a QoL.

In practica clinici pe langi evaluirile standard recomandim
aplicarea scorului IPSS pentru trierea mai eficienta a pacientilor cat si in
recomandarea terapiei personalizate.
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3.2.Evaluarea aplicabilitatii clinice a
biomarkerilor standard si ADN la pacientii
diagnosticati cu HBP

3.2.1. Rolul PSA in diagnosticul HBP

Antigenul specific prostatic este marker biochimic standard utilizat
atat in diagnosticul CaP si HBP cat si In urmarirea evolutiei pacientilor cu
afectiuni prostatice. Inci de la descoperirea PSA-lui s-a demonstrat
utilitatea sa in practica clinica, fiind introdus in ghidurile de specialitate
ca si marker obligatoriu de efectuat la toti barbatii de peste 50 de ani,
pentru depistarea CaP.

La pacientii cu HBP, atat PSA cat si Vp sunt indicatori importanti in
diagnosticul bolii si in urmarirea eficientei tratamentului, deoarece se
cunoaste faptul ca, inhibitorii de 5-alfa-reductaza reduc valoarea PSA si
Vp dupa sase luni de tratament. Mai jos avem ilustrate valorile PSA-lui
pacientilor inclusi in studiu (TO) in functie de grupul de studiu, varsta
pacientilor si Vp.

Studiul nostru nu arata variatii semnificative intre valorile PSA in
functie de varsta (test Kruskall-Wallis, H = 1,531, p = 0,431), totusi putem
observa cresterea numarului de outlieri si a intervalului INO concomitent
cu Tnaintarea in varsta a pacientilor. Acest aspect ne sugereaza, ca totusi
exista variatii mici ale PSA-lui in functie de varsta pacientilor.

Datele legate de distributia diferitelor categorii de PSA in functie de
categoria de Vp, categoria de varsta si zona de provenienta sunt
prezentate In Tabelul 11. Pentru acuratetea analizei statistice, s-a optat
pentru analiza datelor ca variabile continue (valori absolute) nu ca
variabile categoriale.
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Tabel 11. Distributia pacientilor cu HBP in functie de PSA, Vp, varsta

si mediu de provenientd

PSAnormal (< 2,5

PSAzonagri(2,5-10

PSAridicat (> 10

ng/ml) ng/ml) ng/mL)
Volum prostatic
<25cm? 86,36% (19) 13,64% (3) 0,00% (0)
2530cm3 91,07% (51) 714% (4) 1,79% (1)
31-50 cm3 67,95% (53) 30,77% (24) 128% (1)
>50 cm3 40,00% (10) 60,00% (15) 0,00% (0)
Varsta
<61 ani 77.78% (7) 22,22% (2) 0,00% (0)
61-70 ani 74,55% (82) 2545% (28) 0,00% (0)
> 70 ani 7097%  (44) 25,81% (16) 323% (2)
Mediu de provenienta
Rural 72,13% (88) 27,05% (33) 082% (1)
Urban 76,27% (45) 22,04% (13) 1,69% (1)

Legendd. Datele sunt prezentate pentru fiecare categorie de PSA ca procent

(partea stdngd) si valoare absolutd (partea dreaptd, in parantezd).

Includerea In aceasta analiza statistica doar a pacientilor cu HBP
(Figura 10.3,11.3) a relevat existenta unor diferente foarte semnificative
intre valorile PSA intre pacientii apartinand diferitelor categorii de Vp
(test Kruskal - Wallis, H= 18,892, p < 0,001), dar nu si cele masurate, cand
stratificarea a fost realizata pe baza categoriei de varsta (test Kruskal -
Wallis, H = 0,266, p = 0,875).
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3.2.2. Evaluarea influentei gradului inflamatiei
asupra variatiilor parametrilor clinici si
paraclinici urmariti la pacientii cu HBP

Studiile histopatologice au demonstrat prezenta inflamatiei in
tesutul hiperplazic si legatura directa dintre aparitia si progresia HBP si
infectiile acute si cronice prostatice.

Din numarul total de pacienti cu HBP inclusi in studiu (n=181) doar
de la 10 subiecti am obtinut probe histopatologice, ei fiind suspusi
interventiilor chirurgicale datorita complicatiilor HBP.

Pacientii operati au fost grupati astfel: 4 pacienti (reprezentand
2,20% din numarul total de cazuri investigate) au prezentat inflamatie
moderata (clasa 2), In timp ce 6 pacienti (reprezentand 3,32% din
numarul total de cazuri investigate) au prezentat inflamatie severa (clasa
3). In cadrul prezentului studiu nu au fost observati pacienti cu inflamatie
usoara (clasa 1) (Figura 20.3).

Desi valoarea mediana a Vp a pacientilor cu HBP a prezentat
tendinta discreta de a creste odata cu cresterea gradului de inflamatie,
analiza neparametrica a evidentiat lipsa unor diferente semnificative
intre diferitele categorii de Vp (test Kruskal - Wallis, H = 2,550, p = 0,279;
Figura 20.3). Similar cu Vp, nu au fost identificate diferente semnificative
nici in ceea ce priveste valoarea PSA-ului cand pacientii au fost stratificati
pe baza gradului de inflamatie (test Kruskal - Wallis, H = 2,047, p = 0,359;
Figura 21.3).

Analiza post hoc a demonstrat cresterea valorii IPSS cu gradul
inflamatiei, diferentele fata de pacientii din grupul martor (fara
inflamatie) fiind foarte semnificative in cazul pacientilor cu inflamatie
moderata (test Dunn, p = 0.003; Figura 22.3), si respectiv foarte
semnificative In cazul pacientilor cu inflamatie severa (test Dunn, p <
0,001; Figura 22.3). Mai mult, analiza corelationald neparametrica a
relevat existenta unei corelatii moderate foarte semnificative intre aceste
doua variabile (rs= 0,377, p < 0,001).

14



Evaluarea aplicabilitdtii clinice ale biomarkerilor standard si ADN in tratamentul pacientilor cu hipertrofie benignd de prostatd Miklos Imola

40
*kk
35
*k
30 _ o
=
= 25
=
]
£
+~ 20
© .
-
3
= 15
E
o
310 .
o
5 o Mediana
— [] Q25-Q75
“T_ INO
0 o Qutlieri
0 1 2 3 ¥ Extreme

Gradul inflamatiei

Figura 22.3 Valoarea IPSS inainte de tratament in functie de
gradul de inflamatie

Legendd. Q25-Q75, interval intercuartil (abaterea fatd de valoarea
mediand); INO, interval de valori in afara outlierilor (valori in afara intervalului
cuprins intre valoarea mediand si deviatia standard). 0, pacienti care nu au
prezentat inflamatie; 0, pacienti care nu au prezentat inflamatie; 1, pacienti care
au prezentat inflamatie usoard; 2, pacienti care au prezentat inflamatie moderatd;
3, pacienti care au prezentat inflamatie severd. Valorile marcate cu (*) indica
diferente semnificative (p < 0,05), cele cu (**) diferente foarte semnificative (p <
0,01) si respectiv cele cu (***) diferente foarte semnificative (p < 0,001) comparativ
cu grupul martor (pacienti care nu prezintd inflamatie).

Rezultatele noastre sunt in concordanta cu datele din literatura,

unde de asemenea se puncteaza legatura directa Intre scorul IPSS si
severitatea inflamatiei.
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3.2.3. Dinamica modificarilor biomarkerilor
epigenetici 5mC si 5hmC la diagnostic

Studiile au demonstrat, ca inflamatia cronica induce modificari
epigenetice, care determina cresterea In volum al prostatei atat in HBP cat
siin CaP.

Rolul metilarii si hidroximetilarii ADN-lui nu este bine definit in
patogeneza HBP. Cele mai multe studii raporteaza nivele crescute de
metilare la pacientii cu CaP. Hidroximetilarea citozinei (5hmC) este
marKker relativ nou si foarte putine studii au explorat rolul acestuia. Cele
mai multe date vin din studiile efectuate in CaP din probe de tesut, fluidele
biologice (sange si urina) fiind recent considerate spre analiza.

Nu se cunoaste inca dinamica acestor biomarkeri in instalarea
bolilor prostatei si in evolutia lor. Relevanta clinica a unor astfel de studii
este semnificativa avand in vedere ca 5mC si 5hmC sunt markeri ADN
epigenetici reversibili. Astfel ni s-a parut interesant sa urmarim dinamica
evolutiei acestor biomarkeri la pacientii cu HBP si grupul control.

3.2.3.1. Dinamica modificarilor biomarkerilor
epigenetici

Studiile actuale pun accent pe modificarile epigenetice In aparitia
bolilor, iar variatiile 5mC si 5hmC sunt aduse in prim plan, fiind implicate
direct in transcriptia ADN si reinnoirea celulelor.

Evaluarea in dinamica a modificarilor 5mc si 5hmC in patologia
prostatica ar putea aduce date noi privind statusul bolii la momentul
diagnosticului dar si 1n stabilirea prognosticului pe parcursul
tratamentului.

Cercetdrile noastre indica, ca pacientii din grupul HBP prezinta
valori mai ridicate ale 5mC si 5Shm(, comparativ cu grupul control (Figura
23.3, Figura 24.3).

In grupul HBP studiul nostru a evidentiat valoarea mediana a 5hmC
de 0.101%0.09, iar pentru 5mC valoarea mediana a fost 3.62+4.62. Valorile
nete ale 5ShmC au variat Intre 0.03 si 0.427, iar ale 5mC intre 0 si 21.285.

in grupul control valoarea mediana a 5hmC a fost 0.05+0.83, iar
pentru 5mC valoarea mediana a fost 1.19+0.81. Valorile nete pentru 5hmC
au variat intre 0.02 si 0.204, iar pentru 5mC intre 0 si 2.288.
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3.2.3.2. Relevanta clinica a PSA-lui in asociere cu
5mC si 5hmC

PSA-ul fiind inca markerul standard pentru screeningul CaP si in
studiul nostru este un factor important in evaluarea pacientilor.

Cercetarile noastre aratd, ca nivelul mediu de metilare (5mC) in
grupul HBP se mentine la valori similare indiferent de valoarea PSA-lui.
Acest lucru ne sugereaza, ca 5mC este biomarker independent de PSA in
evaluarea pacientilor cu HBP.
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Figura 25.3. Nivelul total de 5mC din ADN leucocitar (%) pe categorii
de PSA

Similar cu variatiile 5mC am analizat si valorile 5ShmC pe categorii de
PSA. Se poate observa, ca pacientii din grupul HBP pe fiecare categorie de
PSA prezinta nivel de hidroximetilare usor mai ridicat fata de grupul
control, fiind si variatiile valorilor mai largi in grupul HBP (Figura 26.3).
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Figura 26.3. Nivelul total de 5hmC din ADN leucocitar (%) pe
categorii de PSA
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Am reusit sa detectam valori masurabile ale 5hmC din fluide, care
tind sa se coreleze cu valoarea PSA-lui. Putem observa, daca utilizam
valoarea cut off al PSA de 2.5ng/mlL, ca nivelul 5hmC ajuta la trierea
pacientilor in grupele de studii. Astfel cu cresterea PSA-lui, creste si
nivelul de 5ShmC.

Aceste date ar putea constitui punct de plecare pentru cercetari
viitoare, care sa aduca mai multe date privind asocierea pozitiva si
valoarea clinica semnificativa a 5ShmC in concordanta cu PSA la momentul
diagnosticului HBP.

3.2.3.3. Analiza influentei varstei asupra
valorilor 5mC si 5hmC

Studiile aratd, ca in celulele normale insulele CpG sunt metilate in
procent de 4%, In timp ce dinucleotidele CpG sunt observate sporadic in
genom sub forma metilata. Cu fnaintarea In varsta are loc inversarea
treptata a profilului de metilare, care conduce la metilarea insulelor CpG
si la scaderea globala a nivelului de metilare. Acest lucru inseamna, ca la
varstnici apare hipometilare globala cu hipermetilare locala.

Studiul nostru indica, reducerea valorilor mediane ale 5mC cu
imbatranirea (Figura 27.3).

In analiza variatiilor 5hmC, putem observa, cd pacientii mai in
varsta, diagnosticati cu HBP au prezentat valori mai mari, comparativ cu
grupul control. Putem observa ca subiectii varstnici au prezentat dispersie
mai crescutd a valorilor 5hm(, fata de grupul de varsta <60 de ani (Figura
28.3).

3.2.3.4. Dinamica markerilor epigenetici
5mC/5hmC asociata factorilor de risc cunoscuti
in hipertrofia benigna de prostata

Studiul nostru cuprinde grupul control, care a fost constituit din
pacienti aparent clinic sanatosi, cu alimentatie echilibrata, care efectueaza
miscare zilnic, fiind normoponderali si grupul HBP, in cadrul caruia am
analizat variatiile 5mC si 5hmC in functie de cele mai frecvente
comorbiditati si factori de risc intalniti la acesti pacienti, astfel: boli
cardiovascular, diabet zaharat tip 2, obezitate sau fumatul si consumul de
alcool (Tabel 12).
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Tabel 12 Variatia globald a 5mC si 5hmC la grupul cu HBP in functie de
factori de risc asociati

Factori urmatiti 5mC 5hmC Numar
pacien
ti

Grup HBP 3.62+4.62 0.101+0.09 | 181

Grup control 1.19+0.81 0.05+0.067 |19

Co-morbiditatile pacientilor cu HBP
Boli cardiovasculare 2.128+2.329 | 0.231+0.142 |79
Diabet zaharat tip 2 3.456+3.627 | 0.202x0.172 | 24
Indice de masa corporala (BMI) pacienti cu HBP
BMI<18.5 3.654+2.098 | 0.073+0.075 | 14
BMI=18.5-24.9 2.003+1.012 | 0.101£0.098 | 105
BMI=25-29.9 2.010+£1.078 | 0.099+0.097 |40
BMI>30 3.547+3.219 | 0.112+£0.100 | 22
Consumul de toxice
Fumatori 3.245+2.786 | 0.092+0.056 |45
Consum de alcool 2.567+0.723 | 0.072+0.067 | 23

Legendd
Valorile sunt prezentate ca valori medii cu deviatie standard, sau valori absolute (numdr
pacienti)

Rezultatele noastre aratd, ca pacientii din grupurile de studiu
diagnosticati cu DZ tip 2, obezitate cu BMI>30 si fumatorii au prezentat
valori semnificativ mai mari ale 5mC comparativ cu celelalte categorii.
Acest aspect subliniaza ipoteza, ca sindromul metabolic, obezitatea si
fumatul cresc gradul de metilare globalda in organism determinand
dezechilibre majore In homeostazia mediului intern. Daca ne raportam la
grupul restrans de HBP, din care am exclus pacientii cunoscuti cu factorii
de risc inclusi in Tabelul 12, putem observa, ca si cei din categoria de boli
cardio-vasculare au prezentat valori mai crescute fata de pacientii cu HBP,
fara alte comorbiditati semnificative.

Pentru analiza datelor am folosit testul ANOVA, care arata diferente
foarte semnificative statistic intre grupele de studiu cu DZ tip 2 si
obezitate comparativ cu grupul control in variatiile nivelurilor 5mC si
pentru 5hmC (p=0.00076 respectiv p=0.003).
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In concluzie putem spune, ci desi PSA ramane marker important in
urmarirea pacientilor cu HBP, pentru valoarea initiala de cut off de 4
ng/ml a prezentat senzitivitate de 86% si specificitate de numai 33%,
motiv pentru care s-a reconsiderat valoarea maxima normala a PSA.
Conform ghidului european de urologie valoarea cut off al PSA este de 2.5
ng/ml.

Scorul IPSS este indicator fidel in evaluarea QoL pacientilor la
momentul diagnosticului HBP. De asemenea este marker al gradului de
inflamatie la nivelul tesutului prostatic.

Nivelul 5mC masurat la pacientii din studiu la momentul
diagnosticului se prezinta independent de valorile PSA-lui, insd am
observat descresterea lui odata cu inaintarea in varsta.

Nivelul 5hmC s-a dovedit a fi marker mai fidel fata de 5mC,
utilizand valoarea cut off al PSA de 2.5ng/mL, nivelul 5ShmC a ajutat
la trierea pacientilor in grupele de studii. Odata cu cresterea valorii
PSA-lui, am observat si cresterea nivelului de 5hmC. in analiza
valorilor 5hmC in comparatie cu varsta pacientilor nu am observat
diferente semnificative intre grupuri.
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3.3 Dinamica modificarilor biomarkerilor
standard si ADN in evolutia pacientilor cu
HBP aflati sub tratament

Actual PSA este cel mai accesibil indicator atat in supravegherea
evolutiei HBP cat si in diagnosticul precoce al CaP. Totusi prezinta
anumite dezavantaje, care influenteaza orientarea diagnosticului. De
aceea consideram, ca este necesara introducerea de noi biomarkeri in
asociere cu PSA-ul In vederea Imbunatatirii ratei de diagnostic in stadiu
incipient al bolilor prostatice. Pe langa PSA, alt indicator important in
evolutia HBP este Vp. Asemanator PSA-lui si Vp prostatic este influentat
semnificativ doar de administrarea inhibitorilor de 5-alfa reductaza, in
sensul reducerii sale.

Din cauza timpului scdazut alocat consultatiilor, completarea
chestionarului IPSS de catre pacienti a pierdut din ce in ce mai mult teren,
cu toate ca este indicator important indirect al QoL pacientilor.
Consideram, ca este importanta reactivarea scorului IPSS in practica
clinica, deoarece in concordantd cu anamneza detaliata si examen clinic si
paraclinic complet ne poate oferi date si despre posibila etiologie
extraprostatica a simptomelor resimtite de pacient.

3.3.1. Analiza influentei tratamentului asupra
scorului IPSS

Analiza post hoc a indicat scaderea semnificativ mai mare a IPSS in
cadrul pacientilor cu HBP pe medicatie comparativ cu cei care nu au
primit nici o medicatie (test HSD pentru mostre inegale, pentru toate
tratamentele p < 0,05).

Pacientii aflati in supraveghere activa au prezentat evolutie relativ
constanta, fara modificari semnificative intre scorurile IPSS obtinute la
fiecare timp de urmarire (TO, T1, T2) (Figura 30.3). Putem observa de
asemenea, ca pacientii tratati prin TURp simplu sau in combinatie la
timpul T1 au prezentat inca valori mai mari ale scorului IPSS, comparativ
cu celelalte grupe de studiu, respectiv si variatii mai largi ale scorului IPSS.
Pacientii au indicat simptomele iritative ca fiind cele mai grave resimtite.
Aceste simptome s-au ameliorat sub tratament adjuvant cu antibiotice si
antiinflamatorii, ca sa observam la timpul T2 imbunatatirea semnificativa
a QoL si in aceste categorii de studiu.
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Figura 30.3 Dinamica temporald a scorului IPSS in functie de
tratament

Legendad: Datele sunt prezentate ca medie cu interval de confidentd de 95% (bdri de
eroare).
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3.3.2. Dinamica biomarkerilor ADN, 5mC si
5hm(, in evolutia pacientilor cu HBP aflati
sub tratament

Studiul nostru a avut ca scop analiza influentei tratamentului
specific instituit pacientilor cu HBP asupra valorilor 5mC si 5hmC. La 6 si
12 luni dupa initierea tratamentului au fost recoltate din nou probele
biologice (sange) pentru evaluarea 5mC si 5hmC.

Rezultatele noastre indica, ca pacientii atat in grupul control cat si
cei din grupul HBP au prezentat valori mai reduse ale metilarii si variatii
mai putin largi la fiecare timp de urmarire (Figura 43.3).
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Figura 43.3 Variatiile nivelului 5mC pe timpi de urmarire si grupe de

studiu. Valorile sunt prezentate ca si procente.
Legenda:
TO - diagnostic (fdrd tratament administrat)
T1 - 6 luni dupd tratament
T2 - 12 luni dupd tratament

In timpul T2 am gisit variatii similare intre grupurile analizate
(Levene test, p = 0.526, F = 0.714). Analiza statistica arata o tendinta
evidenta de descrestere a 5mC la pacientii cu HBP comparativ cu grupul
control (Duncan test, BHP patients: p = 0.078) (Figura 44.3).
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Pe langa variatiile 5mC, studiul nostru a urmarit si modificarile
5hmC la pacientii inrolati (Figura 43.3).

Rezultatele noastre arata, ca nivelul 5ShmC (%) la pacientii cu HBP
au crescut de la TO la T1 si depasesc valorile masurate in grupul control,
iar raporturile raman constante si la timpul T2 de urmarire.
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Figura 43.3 Variatiile nivelului 5hmC pe timpi de urmdrire si

grupe de studiu. Valorile sunt prezentate ca si procente.
Legenda:
TO - diagnostic (fdrd tratament administrat)
T1 - 6 luni dupd tratament
T2 - 12 luni dupd tratament

La TO analiza statisticd arata procente similare ale 5hmC fin
grupurile investigate (Kruskal-Wallis test, p = 0.983, H = 0.160). Totusi s-
au observat diferente statistice semnificative Intre grupe in T1 (Kruskal-
Wallis test, p = 0.016, H = 8.208).
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in concluzie putem puncta ci urmirirea periodica riguroasa a
pacientilor cu HBP este esentiala in supravegherea evolutiei bolii atat la
cei din grupa de supraveghere activa, fara tratament medicamentos, cat si
la cei din grupele de diverse tratamente farmaceutice.

Tratamentul medicamentos specific HBP corect initiat si
administrat conform recomandarilor asigura evolutia pozitivd a
pacientilor. Doar cei necomplianti sau cu simptomatologie iresponsiva la
tratament au necesitat interventie chirurgicala (5.52% din totalul
pacientilor cu HBP).

Scorul IPSS este indicator fidel al eficientei tratamentului si
evolutiei pacientilor cu HBP. Scaderea treptata a scorului IPSS de la timpul
TO la T1 apoi la T2 indica cresterea QoL al pacientilor sub tratamentul
recomandat.

Biomarkerii ADN, respectiv 5mC si 5hmC s-au dovedit a fi
indicatori importanti in evolutia HBP. Valorile globale ale 5mC la pacientii
cu HBP au scazut in timpii de urmarire atat fata de pacientii din grupul
control, cat si In comparatie cu valorile de la inrolarea in studiu.
Tratamentul pe baza de inhibitori de 5-alfa-reductaza a fost cel mai
eficient In reducerea valorilor 5mC, urmat de TURp, cel mai probabil
datorita reducerii Vp si prin desfiintarea focarelor de inflamatie.

in evolutie valorile globale ale 5hmC au crescut la pacientii din
grupul HBP comparativ atat cu valorile de la includerea in studiu, cat si cu
nivelul masurat la martori, insa nu il putem considera marker cu
aplicabilitate clinica, deoarece se gaseste foarte putin la nivelul genomului
si prin metoda ELISA e greu de identificat.
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CAPITOLUL IV: DISCUTII

Rezultatele noastre arata, ca pacientii din grupul HBP prezinta valori
mai ridicate ale 5mC, comparativ cu grupul control (Figura 23.3, Figura
24.3).

Datele din literatura arata scadere globala a valorilor 5mC cu
inaintarea in varsta.

Despre valorile 5hmC in functie de varsta inca nu sunt date
suficiente, fiind un marker biologic nou, in curs de cercetare. Studiul
nostru aratd, ca pacientii mai In varsta, diagnosticati cu HBP au prezentat
valori mai mari, comparativ cu grupul control. Putem observa ca subiectii
varstnici au prezentat dispersie mai crescuta a valorilor 5hmC, fata de
grupul de varsta <60 de ani (Figura 28.3).

Studiile actuale subliniaza importanta cunoasterii substraturilor
genetice ale bolilor si riscul determinat de modificarile moleculare pentru
anumite afectiuni. Studiul nostru arata, ca pacientii din grupele de studiu
diagnosticati si cu DZ tip 2 si obezitate cu BMI>30 au prezentat valori
semnificativ mai mari ale 5mC comparativ cu celelalte categorii, pe cand
valorile de 5hmC au ramas relativ egale (Tabel 12).

Studiul nostru arata, ca inhibitorii de 5-alfa-reductaza intervin in
scaderea metilarii globale, Insa cercetari ulterioare sunt necesare pentru
elucidarea mecanismului de actiune (Figura 32.3, Figura 34.3).

La pacientii tratati prin inhibitori de 5-alfa reductaza, scaderea
valorilor 5hmC concomitent cu valorile 5mC se poate explica prin faptul
ca, 5ShmC este un metabolit al demetilarii 5mC (Figura 38.3, Figura 40.3).

Tratamentul fitoterapeutic si-a demonstrat eficacitatea in reducerea
gradului metilarii si cresterea demetilarii la pacientii inclusi in acest grup
de studiu (Figura 35.3, Figura 41.4).

Studiul nostru ofera date asupra hidroximetilarii globale la pacientii
cu HBP prin analiza ADN-lui leucocitar. Am observat, ca la pacientii cu HBP
continutul genomic de 5hmC in ADN leucocitar este mai mare comparativ
cu grupul control. In studiul mai larg asupra hidroximetilarii am observat,
ca stadiul de diferentiere celulara este direct asociata cu nivelul de
hidroximetilare globala, relevanta clinica a 5hmC fiind In aprecierea
functionarii fiziologice a prostatei. Variatiile mari ale 5hmC din ADN
leucocitar din sangele periferic pot indica functia prostatica perturbata,
acesti pacienti avand risc mai mare pentru a fi diagnosticati cu HBP [123].

Cercetari actuale asupra modificarilor biomarkerilor epigenetici la
pacientii cu sindrom metabolic arata, ca cei cu DZ tip 2 prezinta valori ale
5mC de 3-4 ori mai mari fata de pacientii sanatosi, dar se observa si
cresterea valorilor 5ShmC in grupul cu DZ tip 2. Legatura dintre DZ tip 2 si
HBP nu este inca elucidatd, dar se considera mecanism patogenic comun
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mediat prin factorul de crestere insulin-like (IGF) [124, 125].
Hipertensiunea arteriald esentiala se pare ca are si ea factor patogenic
comun cu HBP neelucidat inca. Studiile arata, ca severitatea simptomelor
la pacientii cu HBP, masurat prin scorul IPSS creste odata cu riscul cardio-
vascular [126].

Studiile actuale au demonstrat, ca alcoolul consumat zilnic i1n
cantitati de peste 80g/zi/20-30 de ani determina alterarea mecanismelor
epigenetice la nivel cerebral ducand la deficienta neurotransmitatorilor
inhibitori si excitatori, cum ar fi: inhibarea genelor asociate cu
neurotransmititori GABAergici si glutamatergici. In ceea ce priveste
dezvoltarea HBP studiile arata, ca alcoolul are rol protector prin
diminuarea nivelului de testosteron liber din sange. Totusi consumul de
alcool determina si cresterea acetaldehidei in circulatie, iar aldehida
apare crescuta la pacientii cu HBP [127].

Rezultatele despre efectele fumatului sunt la fel de contradictorii, ca
si datele despre consumul de alcool. Unele studii subliniaza potentialul
protector al fumatului asupra dezvoltarii HBP, alte studii au demonstrat,
ca fumatul determina cresterea testosteronului seric si al DHT
intraprostatic, astfel favorizand patogeneza HBP. De asemenea fumatul
actioneaza asupra vaselor sanguine intraprostatice, determinand
tulburari circulatorii favorizand astfel dezvoltarea HBP [128].

Studiile anterioare au aratat ca obezitatea este asociata pozitiv cu
cresterea Vp. Majoritatea cercetarilor au demonstrat ca obezitatea creste
riscul de HBP simptomatic diagnosticat cu ajutorul chestionarului IPSS. De
asemenea, majoritatea studiilor au aratat ca activitatea fizica scade
semnificativ riscul hiperplaziei benigne de prostata [129].
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CONCLUZII

1. Studiul nostru realizeaza actualizarea datelor clinice, paraclinice si
epigenetice in ceea ce priveste HBP si readuce in discutie
importanta completdrii scorului IPSS, care cu toate ca este
recomandat de ghiduri, de cele mai multe ori este neglijat din cauza
timpului scurt de consultatii.

2. Studiul nostru prospectiv evalueaza pacientii cu HBP cu ajutorul
biomarkerilor epigenetici ADN (5mC si 5hmC), unde 5mC este
indicatorul de metilare globald, iar 5hmC de demetilare globala. Cu
toate ca acesti markeri nu sunt specifici pentru HBP, ei sunt
indicatori ai starii de sanatate globala a organismului si variatiile
lor pot influenta aparitia bolilor metacron sau sincron (prima oara
se Imbolnaveste organismul si dupa aceea conform zestrei genetice
personalizate apar bolile de organ).

3. Prin cercetarea noastra am cautat metode moderne de screening
pentru diagnosticul HBP, complementare celor existente, care
urmaresc modificarile in dinamica a biomarkerilor epigenetici
ADN, respectiv 5mC si 5ShmC.

4. Biomarkerii epigenetici, 5mC si 5hm(, si-au dovedit utilitatea in
studiul prospectiv, atat in diagnosticul HBP, cat si In urmarirea
eficientei tratamentului si ne-au ajutat la trierea mai corecta a
pacientilor.

5. Utilizarea analizei metilarii si hidroximetilarii globale prin metode
ELISA poate constitui o investigatie biochimica neinvaziva, ce sa
vina in sprijinul clinicianului In evaluarea pacientilor cu HBP.
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