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Lucrarea de fata ,,Biomarkeri tumorali implicati in detectia precoce a cancerului de
prostata” propune determinarea unor noi solutii in vederea cresterii specificitatii de detectie si
progresie a uneia dintre cele mai frecvente si in expansiune patologii tumorale in cadrul

populatiei de barbati , cancerul de prostata.

Literatura de specialitate internationald contine un numar restrans de articole publicate in
revistele de profil, sau au cateva mentiuni pe acest subiect in cadrul altor cercetdri mai ample, in

contextul unor teme cu fundament mai complex.

In plus, aceasta tema, respectiv acest tip de cercetare, nu a mai facut obiectul niciunui studiu

de acest fel in tara.

Studiul s-a efectuat in intentia de a evalua cercetarile privind noi modalitati de detectie
genetica ale Cancerului de prostata si, in principal datorita noilor tehnici genetice de secventiere
care evalueaza aspecte moleculare ale cancerului de prostatd, pentru a evidentia caracteristicile

genetice ale bolii.

Proteinele GST au o biologie complexa si joaca roluri multiple in celulele canceroase.
Aceste enzime sunt o componenta cruciala a sistemului antioxidant celular si joaca roluri critice
in mentinerea homeostaziei celulare. Interesant este ca descoperirile recente sugereaza ca enzimele
GST joaca un rol important in dezvoltarea cancerului si a chimiorezistentei. Cu toate acestea,
studiile cinetice si functionale au aratat ca majoritatea agentilor antineoplazici sunt substraturi

sarace ale GST-urilor .

Mai multe studii au demonstrat ca proteinele GST sunt supraexprimate in multe cancere
umane. Supraexprimarea lor contribuie la rezultate slabe si este corelata negativ cu supravietuirea
pacientului. Cu toate acestea, GSTP1 nu este considerat un marker de diagnostic in practicile
clinice. Sugerdm astfel, ca GSTPI1, impreund cu o combinatie de alti biomarkeri, tehnici
imagistice, tehnici chirurgicale minim invasive, poate identifica o populatie cu risc ridicat care este
susceptibila de a dezvolta cancer. Cercetarea activa in domeniul antioxidantilor si al biologiei
redox s-a restrans la GSTPI ca o tintd terapeuticd promitatoare pentru tratamentul cancerului.
Inhibitorii GSTP1 pot fi utilizati potential in viitor pentru a spori eficacitatea chimioterapiei si a

depdsi rezistenta la medicamente. Cu toate acestea, pentru a utiliza acesti inhibitori in siguranta



pentru tratamentul cancerului, sunt necesare cercetdri pentru a caracteriza impactul lor asupra

celulelor normale si efectele pe termen lung.

Obiectivele principale ale proiectului:

1. Evaluarea expresiei Glutation-S-Transferazei P1 ca biomarker de diagnostic precoce si

monitorizarea progresiei In timp;

2. Evaluarea GSTP1 ca marker de diagnostic primar; intelegerea mai bund a angiogenezei in

patologia prostatei si asupra mecanismelor de angiogeneza tumorals;

3. Cresterea calitatii vietii si scdderea mortalitdtii prin detectie precoce si interventii chirurgicale

cu viza curativa.

Obiectivele secundare ale proiectului:
1. Analiza valorilor diagnostice si de prognostic a expresiei genei GSTP1 din probele de tesut in
diferentierea pacientilor cu diagnostic de CaP, respectiv hiperplazie benigna de prostata (HBP)

prin metode minim invazive.

2. Eliminarea punctiilor biopsie repetate in cadrul pacientilor cu nivele PSA ,,grey-zone” si/sau

tuseu rectal neconcludent.

3. Dezvoltarea cunoasterii stiintifice In domeniul Cancerului Prostatic prin promovarea si

publicarea rezultatelor obtinute.

Criteriile de selectie a pacientilor:

Studiul a cuprins un lot de 80 de pacienti cu varste cuprinse intre 49 si 85 de ani, in perioada
2019-2022, care au Indeplinit urmatoarele criterii :

e Varsta peste 18 ani;

e Fard patologii asociate grave;

e Fara alte patologii neoplazice cunoscute;

e Pacienti cu simptomatologie LUTS si valori PSA in limite normale;



e Pacienti fard simptomatologie LUTS dar valori PSA in limita ,,grey-zone”;
e Pacientii vor semna consimtdmant informat inaintea oricarei activitati legate de cercetare
medicala;
Determinarea profilului de expresie genica a GSTP1 in cazul intregului lot, s-a realizat prin
recoltare de tesut proaspat atat din leziunile tumorale cat si din tesut adiacent normal prin tehnica
minim invaziva reprezentatd de Punctie Biopsie Prostaticd Sextantd, si a constat in urmatoarele

activitati :

Determinarea imunohistochimicd a expresiei GSTP1 la pacientii cu cancer de prostatd
Monitorizarea postoperatorie

Introducerea rezultatelor obtinute in baza de date

Analiza statistica a rezultatelor obtinute

Interpretarea rezultatelor obtinute

YV V. V V V V

Relevanta clinico-evolutiva a a pierderii expresiei GSTP1.

Parametri suplimentari monitorizati in urma analizei statistice:

Imagistic si paraclinic: Ecografie Transrectald, Rezonanta Magneticd Nucleara cu secventa
Multiparametrica Prostatica, Hemoleucograma, uree serica, creatinina serica (intregul lot);

Clinic: indicele de masa corporala, volumul si consistenta glandei prostatice prin examinare

tip tuseu-rectal (intregul lot).

Comisia de etica pentru avizare a studiilor clinice si a lucrarilor de cercetare, constituita in
cadrul Spitalului Clinic Judeteand de Urgenta ,,Sf. Apostol Andrei” Constanta, prin decizia nr
446/ 30.03.2018, analizand protocolul de lucru, formularul de consimtdmant informat al
pacientului si studiul clinic retrospectiv al proiectului de cercetare cu tema ,,Glutathione-S-
transferase gene P1(GST-P1) role in diagnosing prostate cancer in patients with ,,grey-level”
PSA values”, avizeaza favorabil desfasurarea prezentului studiu in Sectia Clinica Urologie,

avand investigatori principali pe Conf.Univ.Dr. Felix Voinea si Dr. Marius Doru Stan.



ASPECTE GENERALE

Lotul de pacienti

Lotul de pacienti cuprinde un numar de 80 de cazuri. Acestia au fost analizati comparativ
utilizand doua loturi de studiu. Acestea au fost create pe baza diagnosticului de certitudine obtinut
in urma examenului anatomopatologic, astfel pacientii fiind impartiti in doua loturi, respectiv

pacienti cu tumora benigna (27, 33,8%) respectiv pacienti cu cancer de prostatd (53, 66,3%).

Tabel 1 Distributia in functie de diagnosticul pozitiv

Frecventa Procent

absoluta Procent  Procent Valid Cumulativ
Tumora benigna 27 33.8 33.8 33.8
Cancer prostata 53 66.3 66.3 100.0
Total 80 100.0 100.0

Virsta
In ceea ce priveste varsta acestora, am constatat faptul c@ pacientii diagnosticati cu tumora
benignd de prostatd au avut varsta medie de 64.07 ani + 8,9 ani, In timp ce pacientii cu cancer de

prostatd au prezentat o varstd medie mai inaintatd, de 70,02 ani + 8,7 ani.

Tabel 2 Analiza statistica descriptiva varsta in functie de lotul de studiu

Media Deviatia
Diagnostic Pozitiv N Aritmetica Standard Mediana Minimum  Maximum
Tumora benigna 27 64.07 8.901 63.00 49 84
Cancer prostata 53 70.02 8.699 70.00 54 85
Total 80 68.01 9.159 68.00 49 85

Din punct de vedere a distributiei acestora, am constatat faptul ca, in cazul pacientilor cu
tumora benigna de prostatd existd un varf al cazurilor descoperite in intervalul de varsta 55-59 ani
(29,6%), existand cazuri inclusiv la pacienti cu varsta sub 50 de ani. In cazul pacientilor
diagnosticati cu tumora neoplazica, distributia nu a inregistrat o frecventd semnificativ mai

crescutd pentru un anumit interval de varsta, pacientii avand varste intre 54 si 85 de ani.
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Figura I Distributia in functie de varsta, pe loturi

In vederea determinarii gradului in care distributia cazurilor difera de o distributie teoretica
normald, am utilizat metoda vizuald de evaluare a histogramei, cat si testul Shapiro-Wilk. Atat
distributia datelor pentru cele doud loturi, cat si testul Shapiro-Wilk indica faptul ca distributiile

nu diferd semnificativ statistic de o distributie normala teoretica (p=0,33, p=0,095).

Tabel 3 Tetare normalitate distributie valori vdrsta

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
. : . - Grade de Statistic =~ Urade de
Diagnostic Pozitiv Statistic libertate p libertate P
Varsta ~ Tumord benigna 123 27 200" 1958 27 330
Cancer prostata 113 53 087 1962 53 .095

*. This is a Limita Inferioara bound of the true significance.

a. Lilliefors Significance Correction

In urma aplicirii testului T pentru compararea valorilor vérstei, rezultatul obtinut este

semnificativ statistic (p=0,005). Astfel, se constata faptul ca diferenta medie de varstd observata,



de 5,945 ani (I 95% 1,81-10,07 ani) este semnificativa statistic, pacientii diagnosticati cu tumora

beningna fiind mai tineri.

Tabel 4 testul T comparare valori varsta in functie de diagnostic

Varsta
Variante Variante
Omogene Neomogene
Testul Levene pentru F .017
Egalitatea Variantelor  p 896
Testul t pentru Egalitatea t -2.868 -2.846
Mediilor Grade de libertate 78 51.377
P (2 cozi) .005 .006
Diferenta Mediilor -5.945 -5.945
Eroarea standard a diferentei 2.073 2.089
Interval Incredere 95% al  Limita -10.072 -10.137
diferentei Inferioara
Limita -1.818 -1.753
Superioara

Mediul de provenienta

Din punct de vedere a distributiei in functie de mediul de provenientd, am constatat faptul
ca peste 50% dintre pacientii inclusi in studiu provin din mediul rural. Luand in considerare faptul
cd, la nivelul judetului Constanta, conform celor mai recente date furnizate de recensamant,
proportia persoanelor in mediul urban este de aproximativ 70%, se poate observa faptul ca exista
o pondere semnificativ mai mare a pacientilor ce provin din mediul rural, in principal datorata
lipsei de accesibilitate la informatie medicala si programe de screening in aceasta zona.

Din punct de vedere a diferentelor observate, in functie de diagnostic, s-a constatat faptul ca
in cazul pacientilor cu tumora benigna de prostatd, aproximativ 71% provin din mediul rural, in
timp ce in cazul pacientilor diagnosticati cu cancer de prostata, proportia celor din mediul rural

este semnificativ mai mica, de 41,5% (Tabel 5).



Tabel 5 Distributia pacientilor in functie de diagnostic si mediul de provenienta

Diagnostic Pozitiv

Tumora Cancer
benigna prostata Total
Mediul de Urban Numar 8 31 39
provenienta % din Diagnostic Pozitiv 29.6% 58.5% 48.8%
Rural Numar 19 22 41
% din Diagnostic Pozitiv 70.4% 41.5% 51.2%
Total Numar 27 53 80
% din Diagnostic Pozitiv 100.0% 100.0% 100.0%

Astfel, existd o asociere semnificativa statistic Intre diagnostic si mediul de provenienta
(p=0,015).

Tabel 6 Testul Chi-patrat testare asociere intre diagnostic si mediul de provenienta

Grade de P exact
Valoare libertate P (2 cozi) P exact (2 cozi) (1 coadi)
Chi-patrat 5.964* 1 015
Corectia Yates® 4.864 1 .027
Raport de verosimilitate 6.100 1 .014
Testul Exact Fisher .019 .013
Testul Mantel-Haenszel 5.889 1 .015

Numar cazuri valide 80

a. 0 celule (0.0%) au valori asteptate mai mici de 5. Valoarea minima asteptata este 13.16.
b. Calculat numai pentru tabel 2x2

In urma calculirii Raportului Cotelor (OR), rezultatul indica o probabilitate semnificativ mai
mica 0,299 (1195% 0,111-0,804) ca un pacient din mediul urban si fie diagnosticat cu tumora

benigna de prostatd, comparativ cu pacientii din mediul rural (Tabel 7).

Tabel 7 Raportul cotelor — estimarea riscului diagnostic tumora benigna de prostatd la

pacientii din mediul urban

Intereval incredre 95%

Valoare Limita Inferioara Limita Superioara
Raportul cotelor Mediul de 299 A11 .804
provenienta (Urban / Rural)




Numar cazuri valide &0

Relatie mediul de provenientd — Varsta

Analiza descriptiva a varstei in functie de mediul de provenienta si tipul de diagnostic, a
evidentiat faptul cd, in cazul pacientilor din mediul rural, diagnosticati cu TBP, varsta medie a fost
semnificativ mai scizutd comparativ cu a celorlalte categorii, fiind de 61,89 ani. in celelalte
situatii, varsta medie a fost in jur de 70 de ani, dupa cum se poate observa in Tabel 8.

Tabel 8 Analiza descriptiva varsta in functie de mediul de provenienta si tipul de diagnostic

Mediul de Media Deviatia

provenientda  Diagnostic Pozitiv N Aritmeticd Standard Mediana Minimum Maximum

Urban Tumora benigna 8 69.25 8.664 72.00 56 83
Cancer prostata 31  69.58 8.713 68.00 55 85
Total 39  69.51 8.590 70.00 55 85

Rural Tumora benigna 19 61.89 8.266 59.00 49 84
Cancer prostata 22 70.64 8.845 71.00 54 85
Total 41  66.59 9.555 65.00 49 85

Total Tumora benigna 27  64.07 8.901 63.00 49 84
Cancer prostata 53 70.02 8.699 70.00 54 85
Total 80  68.01 9.159 68.00 49 85

Din punct de vedere a modului in care sunt distribuiti pacientii in functie de varsta, se observa
faptul ca pentru persoanele cu cancer de prostatd acestia prezinta o distributie relativ uniforma, cu

valori cuprinse intre 49 si 85 de ani.
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Figura 2 Distributia in functie de varsta, pe medii de provenienta si diagnostic
In cazul pacientilor cu tumori benigne de prostatd, am observat, in cadrul distributiei in

functie de varstd, faptul ca pentru mediul rural existd o preponderenta a pacientilor cu varsta
cuprinsd in intervalul 55-60 ani, acestia reprezentand peste 36% din cazurile de tumori benigne
diagnosticate la pacienti din mediul rural, in timp ce pentru mediul urban, 50% dintre pacientii
diagnosticati cu tumora benigna de prostatd au avut varsta cuprinsa in intervalul 70-75 ani.

Cu toate acestea, rezultatul testului ANOVA, diferentele observate intre grupuri sunt

nesemnificative statistic, p=0,154.

Tabel 9 Testul ANOVA pentru testarea diferentelor de varsta intre grupuri

Grade de Media

Suma patratelor libertate  patratelor F p
Intergrupuri (Combinat)  171.293 1 171.293 2.070 154
Intragrup 6455.695 78 82.765
Total 6626.987 79

Rolul Glutathione-S-transferazei in diagnosticul cancerului de prostata

Reactivitate GST-P1

Am evaluat reactivitatea GST-P1 la pacientii inclusi in studiu. In urma clasificarii acestora,
am constatat faptul ca, peste 80% dintre pacientii diagnosticati histopatologic cu tumora benigna

de prostatd au prezentat valori negative pentru reactivitatea GST-P1. Comparativ, in cazul



pacientilor diagnosticati cu cancer de prostatd, procentul celor cu lipsa exprimarii GST-P1 a fost

de aproximativ 30%. (Tabel 10).

Testul index (starea de metilare GST-P1)

Testul index (starea de metilare a GST-P1) poate fi metilicd sau nemetilica. reactia PCR
specificd metilarii pentru GST-P1 a fost realizatd cu ajutorul kitului de amplificare CpG WIZ
GSTpi (Merck KGaA), in conformitate cu instructiunile producitorului. in ceea ce priveste
protocolul, setul de primer U a fost definit ca fiind cel care a aneantizat la ADN nemetilat care a
suferit o modificare chimica, setul de primer M a fost cel care a aneantizat la ADN metilat, iar
setul de primer W a fost cel care a servit drept control pentru eficienta modificarii chimice.
Secventa de primeri nu a fost furnizatd de catre producator, care a precizat doar cad regiunea
amplificata este definitd ca fiind secventa dintre nucleotidul 3' al primerului sens si complementul
nucleotidului 3' al primerului antisens pentru fiecare promotor genetic. Sistemul de numerotare a
nucleotidelor a fost cel utilizat in prezentarea GenBank, identificat ca AY324387 pentru GSTpi.
Pentru fiecare experiment, au fost utilizate controalele furnizate de test, si anume ADN de control
U st ADN de control M, care au fost amplificate cu setul de primer corespunzator si au servit drept
controale pentru ADN nemetilat si, respectiv, metilat, si ADN de control genomic W netratat, care
a fost amplificat cu setul de primer W si a servit drept control pentru eficienta modificarii chimice.
Produsele PCR au fost electroforezate pe un gel de agaroza 2% si vizualizate cu bromura de etidiu.
In cele din urma, s-a efectuat un control PCR negativ (adica fara ADN) pentru fiecare set de
primeri.

Au fost determinate specificitatea si sensibilitatea testului, pentru a obtine valorile
predictive pozitive si negative ale testului. S-au calculat intervale de incredere (IC) de 95 % pentru
a cuantifica precizia statistica a masuratorilor. Pentru compararea variabilelor continue, sunt
prezentate media si deviatia standard (medie + SD), iar comparatiile au fost efectuate cu ajutorul
testului t al lui Student pentru variabilele independente. Pentru compararea proportiilor, in cazul
variabilelor dihotomice, s-a utilizat testul x2.

Datele de sinteza pentru aceste variabile sunt prezentate sub forma de proportii. Pentru a
determina relatia dintre valorile PSA si starea de metilare GST-P1, s-a utilizat o corelatie punct-
biserial. Aceastd metoda reprezintd un caz special al corelatiei momentului produsului lui Pearson
aplicat la o variabild dihotomica si la o variabila continud, asa cum este descris in documentatia

IBM pentru SPSS (v.19.0). S-a considerat ca P<0,05 indica o diferenta semnificativa din punct de



vedere statistic. Studiul a primit aprobarea comitetului de etica (nr. 446/30.03.2018) al Comitetului
de etica pentru cercetari clinice (nr. 446/30.03.2018). Studii Clinice al Spitalului Clinic Judetean
de Urgenta Constanta. Procedurile din toate etapele studiului s-au desfasurat in conformitate cu
principiile Declaratiei de la Helsinki. S-au primit formulare de consimtimant in cunostintd de

cauza de la toti participantii Tnainte de inscrierea acestora in grupul de studiu. (221)
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Figura 12 - Specificitatea amplificarii cu GSTpi

Analiza cu 2% gel de agaroza folosind primeri si probe ADN control sunt urmatoarele:

Randul 1: primeri W, NTC

Réndul 2: primeri W, ADN W
Randul 3: primeri U, NTC

Randul 4: primeri U, ADN U

Réndul 5: primeri U, ADN M
Randul 6: primeri M, NTC

Randul 7: primeri M, ADN U

Réndul 8: primeri M, ADN M

Randul M: marker distantat la 100bp



Mai sus se pot observa cateva rezultate obtinute la microscopul electronic din timpul
prelucrarii datelor, astfel:

Kitul de amplificare CpG WIZ GSTpi contine primeri care pot fi folositi pentru analiza
ADN prin PCR specific de metilare, dupd ce au urmat anterior tratamentul cu kitul EpiTect
Bisulfite (Qiagen), care determind modificéri intre ADN metilat si nemetilat. Seturile de primeri
din kit sunt special sintetizati pentru a analiza ADN, 1n functie de diferentele din secventa.

Setul de primeri U va amplifica ADN nemetilat care a urmat modificarea chimica.

Setul de primeri M va amplifica ADN metilat care a urmat modificarea chimica.

Setul de primeri W servesc ca si control al eficientei modificérii chimice. Va amplifica
orice ADN (nemetilat sau metilat) care nu a fost supus modificarii chimice, adica "wild type” sau

W. Interpretarea datelor poate fi realizatd chiar si in cazul unei modificari chimice incomplete

(pana la 50%).

Figura 13 - Analiza pe gel de agaroza 2% a PCR specifica pentru metilarea GSTPI.
Banda L: 100bp ADN Ladder. Lane 1: Amorse de tip Wylde cu control ADN de tip

Wylde, Lane 2: Amorse nemetilate cu un control ADN nemetilate, Lane 3: Amorse

metilate cu control ADN metilicat. Liniile 4-6: Proba experimentala I cu tip Wylde,



amperi nemetilati si metilati, Liniile 7-9: Proba experimentalad 2 cu tip Wylde, amperi
nemetilati si metilati, Liniile 10-12: Proba experimentala 3 cu tip Wylde, amperi

nemetilati si metilati.

Figura 14 - Analiza pe gel de agaroza 2% a PCR specifica pentru metilarea GSTPI.

Banda 2: Amorse de tip Wylde cu control ADN de tip Wylde, banda 3: Amorse nemetilate cu
control ADN nemetilate, Lane 4: Amorse metilate cu control ADN metilicat. Lane 5-7:
Esantionul experimental 4 cu primeri de tip Wylde, nemetilati si metilati, benzile 8-10: Proba
experimentala 5 cu tip Wylde, cu primeri nemetilati si metilati, Lane 11-13: Proba

experimentala 6 cu tip Wylde, cu primeri nemetilati si metilati, linia L: 50-100bp ADN Ladder.

Diferenta observata este semnificativa statistic (p<0,001, 7abel 11), indicand o asociere
semnificativa statistic Intre reactivitatea GST-P1 si diagnosticul de cancer de prostatd, pentru

pacientii a caror valori PSA s-au incadrat in ,,zona gri”.



Tabel 10 Distributia pacientilor in functie de diagnosticul histopatologic si reactivitatea

GST-P1
Diagnostic Pozitiv
Cancer
Tumora benigna prostata Total
Reactivitate Negativ Numar 22 16 38
GST-P1 % din Diagnostic Pozitiv 81.5% 30.2% 47.5%
Pozitiv.  Numar 5 37 42
% din Diagnostic Pozitiv 18.5% 69.8% 52.5%
Total Numar 27 53 80
% din Diagnostic Pozitiv 100.0% 100.0% 100.0%
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Figura 3 Distributia pacientilor in functie de diagnostic si reactivitatea GST-P1

Tabel 11 Testul Chi-patrat pentru testarea asocierii dintre diagnostic §i reactivitatea GST-

Pl
Grade de P P exact P exact
Valoare libertate (2 cozi) (2 cozi) (1 coada)
Chi-péatrat 18.8727 1 <.001
Corectia Yates® 16.871 1 <.001
Raport de verosimilitate 19.908 1 <.001
Testul Exact Fisher <.001 <.001
Testul Mantel- 18.636 1 <.001
Haenszel Association
INumar cazuri valide 80

a. 0 celule (0.0%) au valori asteptate mai mici de 5. Valoarea minima asteptata este 12.83.




b. Calculat numai pentru tabel 2x2 |

Astfel, sansa unui pacient cu reactivitate GST-P1 de a fi diagnosticat cu cancer de prostata

este de 10,175 ori mai mare (1195% 3,27-31,64) (Tabel 12)

Tabel 12 Estimarea riscului de prezenta a diagnosticului de cancer de prostata

Interval Incredre 95%
Valoare  Limita Inferioara =~ Limita Superioard

Raportul cotelor Reactivitate GST-P1 10.175 3.272 31.637
(Negativ / Pozitiv)
Numadr cazuri valide 80

Rolul GST-P1 in diagnosticul cancerului de prostata

Specificitatea pentru diagnosticul cancerului de prostata la pacientii cu valori ale PSA aflate
in intervalul 4-10 ng/ml a fost de 69,81% (I 95% 55,66%-81,66%), iar specificitatea a fost de
81,48% (1195% 61,92% - 93,7%) (Tabel 13)

Tabel 13 Analiza valorilor pentru testul diagnostic — GST-P1

Sensibilitate 69.81% 55.66% to 81.66%
Specificitate 81.48% 61.92% to 93.70%
Suprafata De Sub Curba ROC 0.76 0.65t0 0.85
Rata probabilitate pozitiva 3.77 1.68 to 8.48
Rata probabilitate negativa 0.37 0.24 t0 0.58
Prevalenta bolii 66.25% 54.81% to 76.45%
Rata probabilitate pozitiva 88.10% 74.37% t0 96.02%
Valoare predictiva negativa 57.89% 40.82% to 73.69%

In acelasi timp, pe baza prevalentei calculate in cadrul studiului, valoarea predictiva
pozitiva a fost de 88,1% ( 1195% 74,37% - 96,02%), iar valoarea predictiva negativa a avut valori
mai mici, de 57,89% (1195% 40,82% - 73,69%).



Curba ROC a fost realizatd pentru GST-P1 pentru diagnosticul cancerului de prostata.
Astfel, suprafata calculata a fost de 0,756 (Tabel 14), cu Interval de incredere 95% 0,648 — 0,846,

semnificativ statistic p<0,001.

Tabel 14 Suprafata de sub curba ROC

Suprafata De Sub Curba ROC 0.756

Eroarea Standard * 0.0496
Interval Incredere 95%° 0.648 to 0.846
Z statistic 5.167

Nivel semnificatie statistica (p)(Suprafata=0.5) <0.0001

2 DeLong et al., 1988
b Binomial exact

Figura 4 reda curba ROC. Zona albastra reprezinta intervalul de incredere pentru aceasta.
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Figura 4 Curba ROC pentru reactivitatea GST-P1 si diagnosticul cancerului de prostata

la pacientii cu valori neconcludente ale PSA



Analiza a urmadrit sa evalueze potentialului de a utiliza gena GST-P1 ca biomarker pentru
diagnosticul cancerului de prostatd la pacientii pentru care valorile PSA sunt neconcludente —
aflate in intervalul ,,gri”, definit ca valori cuprinse in intervalul 4-10 ng/ml.

Rezultatul indica faptul cda GST-P1 are un potential ridicat de a identifica pacientii cu
cancer de prostatd. Sensibilitatea calculatd a fost de 69,81%, in timp ce specificitatea a fost de
81,48%, cu o Rata probabilitate pozitiva de 88,1% si valoare predictivd negativa de 57,89%.
Aceste rezultate sugereazd faptul cd evaluarea GST-PI, la pacientii pentru care PSA este
neconcludent, poate aduce noi informatii in procesul de diagnosticare a prezentei cancerului de
prostatd, ajutand astfel la o detectie si o initiere a tratamentului mai rapida, cu imbunatatirea

ulterioard a supravietuirii.

Relatia PSA — GST-P1

In continuare am analizat existenta unor diferente intre pacientii cu reactivitate GST-P1
pozitiva, respectiv negativa si valorile medii ale PSA. Analiza statistica descriptiva este redata in
Tabel 15. Se observa faptul ca valorile medii, deviatia standard cat si mediana sunt apropiate ca
valoare.

Tabel 15 Analiza statistica descriptiva PSA in functie de reactivitatea GST-P1

Valoare PSA (ng/ml)

Reactivitate GST- Media Deviatia

P1 N Aritmetica  Standard Mediana Minimum Maximum
Negativ 38 6.943 1.817 6.53 4.30 10.00
Pozitiv 42 7.238 1.839 6.975 4.10 10.00
Total 80 7.098 1.823 6.80 4.10 10.00

Din punct de vedere a modului in care sunt distribuite acestea, de asemenea se poate observa

Figura 5 faptul ca nu se deceleaza diferente semnificative Intre cele doua grupuri de pacienti.
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Figura 5 Distributia pacientilor in functie de valorile PSA si reactivitatea GST-P1

Pe baza analizei histogramei (

Figura 5), si a valorilor testului Shapiro-Wilk (7abel 16), a cérui rezultat este semnificativ
statistic, pentru comparare am utilizat testul Mann-Whitney U. Rezultatul acestuia, 1n care, rangul
mediu este mai ridicat pentru pacientii cu reactivitate pozitiva (42,89) fata de cei cu reactivitate
negativa (38,53) (

Tabel 17). Diferentele sunt nesemnificative statistic, z=-0,723, p=0,47 (Tabel 18)

Tabel 16 Testare normalitate distributie valori PSA in functie de reactivitatea GST-P1

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Reactivitate Grade de Grade de
GST-P1 Statistic  libertate P Statistic ~ libertate
Valoare PSA  Negativ 130 38 .104 915 38 007
(ng/ml) Pozitiv 117 42 166 934 42 018




Tabel 17 Analiza ranguri PSA in functie de reactivitatea GST-P1

Reactivitate GST-P1 N Rangul Mediu  Suma rangurilor

Valoare PSA (ng/ml) Negativ 38 38.53 1464.00
Pozitiv 42 42.29 1776.00
Total 80

Tabel 18 Testul Mann-Whintey U pentru testarea semnificatie statistice a diferentelor

observate intre valorile PSA in functie de reactivitatea GST-P1

Valoare PSA (ng/ml)
Mann-Whitney U 723.000
Wilcoxon W 1464.000
V4 -.723
P (2 cozi) 470

a. Variabila independenta: Reactivitate GST-P1

DISCUTII

Metilarea GST-P1 reprezinta cea mai comund modificare genetica identificatd in cancerul
de prostatd (223). Rezultatele analizei au indicat faptul cd GST-P1 are un potential de a diferentia
pacientii cu tumora benigna de prostatd de cei cu cancer de prostatd, in cazul in care valorile PSA
sunt neconcludente. Sensibilitatea calculatd a fost de 69,81%, iar specificitatea testului de 81,48%.
Valoarea predictiva pozitiva a fost de 88,1% , iar valoarea predictiva negativa de 57,89%. Aceste
rezultate sugereazd faptul cd evaluarea GST-P1 poate aduce noi informatii in procesul de
diagnosticare a prezentei sau absentei cancerului de prostatd, permitand o detectare mai rapida si

o initiere mai rapida a tratamentului.



Metilarea genei GST-P1 reprezintd cea mai comund modificare genetica ce a fost raportata
in cancerul de prostatd (201, 202), fiind observat Tn mai mult de 90% dintre cancerele de prostata,
fiind arareori observat in tesutul tumoral benign (203). Un review sistematic recent si meta-analiza
(204) a estimat incidenta metildrii GST-P1 mai ridicata la pacientii cu cancer de prostatd, avant un
raport al cotelor (odds ratio) OR=18,58, i195 9,6 — 35,35, p<0,001. Detectarea GST-P1 a fost
analizata in cateva studii ca potentiala unealtd de diagnostic non-invaziv pentru detectarea precoce
a cancerului de prostata (205, 206) fiind evaluata si in cadrul unei metaanalize (207). Rezultatele
prezintd o variabilitate mare asa cum a concluzionat Wu (207), specificitatea GST-P1 fiind

excelenti (89%, 1195% 80%-90%) si cu o sensibilitate mai scazutd, de 63% (i195% 50%-75%).

O altd meta-analiza ce a cuprins un numar de 35 de studii a urmarit evaluarea utilitatii GST-
P1 in diagnosticul cancerului de prostata (208) si a ajuns la concluzia ca, sensibilitatea pentru GST-

P1 (din biopsii) a fost de 81.7% =+ 8.3, iar specificitatea de 95.8% + 0.6.

Alte studii recente au sugerat faptul cda GST-P1 ar putea fi implicat in dezvoltarea si progresia
diferitelor tipuri de cancere, rolul acesteia in cancerul pulmonar, colorectal, gastric si chiar in bolile

metabolice fiind evaluat in cercetari recente (209)

In timp ce, in general, cercetirile realizate anterior au avut participanti care au fost evaluati
pentru prezenta cancerului de prostatd (deci caracteristicile testului au fost aplicate la nivelul
intregii populatii), particularitatea acestui studiu este faptul cd participantii sunt pacienti pentru
care valorile PSA au fost neconcludente (cuprinse in intervalul 4 — 10 ng/ml). Acest criteriu de
includere poate reprezenta o explicatie pentru valorile mai scizute ale specificitatii atunci cand

acestea sunt comparate cu cele obtinute in cadrul altor studii si poate, de asemenea, sd explice

O alta diferentd majora, care, tindnd cont de scopul unui test screening ar putea fi o limitare,
se refera la metoda de masurare a statusului metilarii GST-P1, care a fost realizata prin izolare
genomicd a AND din tesutul recoltat in urma biopsiei. Studii anterioare (206, 210-212) au indicat
faptul ca existd o corelatie intre detectarea GST-P1 din mostrele de tesut si statusul metilarii
examinat la nivelul mostrelor de urind, In anumite limite. Alte studii au aratat diferente

.....

in functie de metoda utilizatd pentru testare (213).



Utilizarea markerilor genetici pentru diagnosticul afectiunilor oncologice este tot mai des
intalnita, potentialul acestora fiind unul foarte mare. Rezultatele din acest studiu au potentialul de
a sustine utilizarea acestor metode de diagnostic la pacientii pentru care existd suspiciunea de
cancer de prostatd, dar valorile PSA sunt neconcludente. Atunci cand se utilizeaza in paralel si

scorul PI-RADS, am observat ca, acuratetea diagnosticului a crescut.

Un rol major in supravietuirea pacientilor cu afectiuni oncologice il are capacitatea
sistemului medical de a diagnostica cat mai rapid cu putinta. Pentru cancerul de prostata, antigenul
specific prostatic si tuseul rectal sunt utilizate pe scara larga si sunt recunoscute ca metode utilizate
in diagnosticul cancerului de prostata (214), fiind relativ usor de realizat si cu costuri scazute
pentru pacient. Utilizarea tuseului rectal ca predictor al cancerului de prostatd este util in cazul
pacientilor simptomatici (215), poate fi utilizat ca primd metodda de investigare. Un rezultat
anormal este un indicator a riscului de cancer de prostatd, conducand astfel la investigatii mai
specializate, in scop diagnostic. In acelasi timp, PSA poate avea un numir mare de rezultate
nesemnificative, cu o sensibilitate scazutd (216) atunci cand limita de 4ng/ml este utilizata, si cu
un numadr semnificativ de rezultate neconcludente. Aceste cazuri necesita investigatii suplimentare
pentru clarificarea diagnosticului (217), astfel, cercetarile recente sugereaza faptul ca testarea PSA
ar trebui evaluata si discutatd cu pacientii (218) pentru a maximiza beneficiile si a limita efectele

nedorite pe care aceasta procedura le poate avea.

In urma analizelor efectuate, am observat faptul ci valorile PI-RADS de cel putin 4 asigura
of specificitate inaltd pentru diagnosticul cancerului de prostata, de 39,6%. Asemenea rezultat
ofera perspective foarte bune pentru a fi utilizat in vederea identificarii pacientilor fara cancer de
prostatd si cu valori limitd ale PSA. Aceste rezultate sunt similare celor raportate in literatura de
specialitate (219, 220, 221) atunci cand PI-RADS a fost utilizat pentru diagnosticul cancerului de

prostata.

Atunci cand scorul a fost combinat cu testarea GST-P1, precizia metodei imagistice de
diagnostic a crescut semnificativ statistic (p=0,014). Rezultatele obtinute sugereaza faptul cd, prin
combinarea diferitelor metode de evaluare ale pacientilor, rata de succes pentru un diagnostic
corect si rapid creste semnificativ. Evaluarea prin PI-RADS si prin metilarea GST-P1 la pacientii
cu valori neconcludente ale PSA ofera specificitate si sensibilitate mai bune comparativ cu

analizele efectuate separat. Utilizarea acestor proceduri pot imbunatati procesul de diagnosticare,



prin identificarea cu o acuratete mai mare a cancerelor de prostatd. Aceste rezultate sustin

potentialul de Tmbunatatire a procesului de diagnosticare a cancerului de prostata.

CONCLUZII

Numarul total de pacienti a fost de 80. Deoarece studiul a fost unul retrospectiv, testele au
fost efectuate pe toti pacientii, fara abandon. Caracteristica principala a esantionului a fost ca toti
participantii au avut valori PSA intre 4 si 10 ng/ml.

Pacientii diagnosticati cu adenocarcinom de prostata tind sd fie mai inaintati in varsta
(70,02 ani; SD= 8,7) comparativ cu pacientii diagnosticati cu adenom de prostata (64,07 ani; SD=
8.,9), 1ar acesti pacienti provin preponderent din zona urbana.

Toti parametrii analizati in rest, respectiv volumul prostatic, simptomatologia urinara joasa
de tip iritativ, valorile PSA, nu au prezentat diferente statistice semnificative (toate valorile-P >=
0,5).

Examinarea digitald rectala a ridicat suspiciunea de cancer de prostatd in 69,8% dintre
cazurile pacientilor diagnosticati cu adenocarcinom, dar in acelasi timp, suspiciunea de malignitate
a fost propusa si in 29,6% din cazurile diagnosticate cu adenom de prostata.

A fost efectuatd o analizd de corelatie punct-biseriald pentru a determina relatia dintre
valorile PSA si starea de metilare a GST-P1. A fost identificatd o corelatie pozitivd, desi aceasta

nu s-a dovedit a fi semnificativa statistic (rpb=0,081; n=80; p=0,473)

In plus, s-a acordat o atentie mai detaliata rezultatelor reactivitatii GST-P1 la pacientii in
zona gri a valorilor PSA. Dintre cei 53 de pacienti diagnosticati cu PCa, 69,8% (n=37) au fost
GST-Pl-pozitivi, in timp ce, dintre cei 27 de pacienti diagnosticati cu BPH, 18,5% (n=5) au fost
GST-P1-pozitivi. Precizia calculata a testului a fost de 73,75%, deoarece a identificat corect 37 de
pacienti cu PCa si 22 de pacienti cu HBP.

Sensibilitatea calculatd pentru diagnosticarea PC la pacientii cu valori PSA intre 4 si 10
ng/ml a fost de 69,81% (95% CI, 55,66-81,66%), iar specificitatea a fost de 81,48% (95% CI,
61,92-93,70%) (Tabel II). In acelasi timp, pe baza prevalentei date de populatia studiata, valoarea
predictiva pozitivd a fost determinatd a fi de 88,1% (95% CI, 74,37-96,02%), iar valoarea



predictiva negativd a avut o valoare mai mica de 57,89% (95). % CI, 40,82-73,69%). Curba
caracteristicii de operare a receptorului (ROC) a fost trasata ulterior pentru GST-P1 si PSA pentru

diagnosticarea PCa.

Leziunile PI-RADS si testarea metilarii GST-P1 atunci cand nivelurile de PSA se afla intr-
o "zona gri", oferd o mai buna specificitate si sensibilitate in comparatie cu testarea unica. Testarea
pacientilor cu niveluri de PSA neconcludente, permite o diagnosticare mai precisd si mai putin
supradiagnosticare prin proceduri noninvazive, cum ar fi biopsiile repetate. Aceste rezultate sustin
in continuare potentialul de imbunatatire a diagnosticarii prin studii imagistice intercalate si
biomarkeri de prostata.

Atunci cand este combinatd cu testarea GST-P1, precizia prin metoda imagistica de
diagnosticare a cancerului de prostata a crescut intr-un mod semnificativ din punct de vedere
statistic (p=0,014). Rezultatele din cadrul acestui studiu sugereaza ca prin combinarea a diferite
metode de evaluare a pacientilor, succesul sau rata de succes a unui diagnostic corect si la timp se
imbundtdteste semnificativ, contribuind astfel inclusiv la stadializarea si terapia oncologica ulterior
diagnosticarii.

Cu toate acestea, existd o nevoie de noi biomarkeri de prognostic si/sau diagnostic, care sa
permitd o mai precisa stratificare, nu numai a riscului de PCa, ci si a riscului de recidiva clinica
sau de monitorizare a progresiei tumorale. Unii dintre biomarkerii studiati au deja teste disponibile
in comert, altii sunt in curs de validare, iar altii necesitd validare in seturi de date sau la pacienti

cu esantioane de dimensiuni mari si independente inainte de a fi utilizati clinic.

Asocierea dintre GSTP si cancer a fost incurajata de faptul ca supraexpresia GSTP a fost
observata Tn multe tipuri de cancer rezistente la chimioterapie. Cu toate acestea, din punct de
vedere functional, s-a realizat cd majoritatea medicamentelor anticancerigene sunt substraturi slabe
pentru GSTPI, cu o constantd catalitici mai slaba pentru reactiile de conjugare a GSTP1, prin
urmare, atentia s-a indreptat catre implicarea GSTP in mai multe functii celulare, in special in
reglarea diferitelor kinaze si a procesului posttraductional de S-glutationare a mai multor proteine.

Cercetarea in acest domeniu este deosebit de activa si promite sd defineasca GST-uri
specifice si rolul lor in cancer, sau forme polimorfe specifice de GST ca posibile tinte

farmacologice.



Astfel, noi abordari metodologice vor permite directionarea eforturilor medicilor intr-un
mod mai eficient, mai precis pentru a identifica adevaratul risc de prognostic, sa ghideze
managementul personalizat pentru a contribui la controlul bolii, si cu imbunatatirea supravietuirii
si a calitatii vietii. Cancerul de prostata este una dintre cele mai importante patologii in oncologie.
Nu exista o terapie ideald pentru oricare dintre etapele sale si, chiar si astazi, multi pacienti sufera
de boala in sine sau de efectele secundare ale tratamentului.

Biologia moleculara cuprinde diferite tipuri de cercetare, cum ar fi genomica, proteomica,
epigenetica si fagii, care pot ardta in viitorul apropiat detaliile specifice ale initierii si progresiei

bolii.

Oamenii de stiintd cautd permanent modalitdti mai bune de a diagnostica PCa, de a prezice
care pacienti vor avea recurentd dupa tratamentul initial si de a stabili markeri mai buni ai

debutului, progresiei si prognosticului bolii.
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