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1 Introducere

Cancerul este o boald geneticd care apare ca urmare a unor alterari genetice si
epigenetice la nivelul oncogenelor, genelor supresoare de tumord si a altor gene care
controleaza direct sau indirect proliferarea celulard. Aceste alterdri determind activarea sau
inactivarea anormald a unor cdi de semnalizare ducand la o proliferare necontrolatd a
celulelor transformate malign [1]. Din acest motiv intelegerea dereglarilor aparute la nivelul
cailor de semnalizare moleculara, in schimbul evaluarii unei singure gene, poate aduce
informatii vitale n studiul acestei patologii.

Cancerul de prostata este una dintre cele mai frecvent diagnosticate patologii oncologice,
reprezentdnd a doua cauzd de deces in randul populatiei masculine din tarile industrializate.
Cu toate acestea, rata de vindecare poate fi crescutd in cazul in care boala este diagnosticata
timpuriu. Diagnosticul si prognosticul cancerului de prostata este complicat datorita
fenotipului sdu heterogen: este multi-focal, adeseori contine mai mult decat un grad
histologic si deseori juxtapus si combinat cu hiperplazie benigna de prostata. Diagnosticul
cancerului de prostatd necesitd markeri care pot sa ajute la aprecierea riscului de progresie a
bolii, ceea ce permite alegerea unui tratament optim.

Datoritd tehnicilor de screening si diagnostic precoce, care s-au imbunatatit in ultimii
ani, multe dintre cazurile de cancer de prostatd sunt diagnosticate in prezent in stadii
incipiente. In prezent screeningul si diagnosticul cancerului de prostati se face prin
determinarea sericd a antigenului specific prostatic (PSA), tuseul rectal (DRE) si examenul
histopatologic al tesutului de prostata recoltat prin biopsie.

PSA este considerat cel mai important biomarker pentru screeningul si depistarea
precoce a cancerului de prostatd [2]. Din péacate, existd insa limitari in utilizarea PSA, n
principal din cauza lipsei de specificitate Tn detectarea cancerului. PSA nu face distinctie intre
cancerul de prostata si alte procese nonmaligne ale prostatei, cum ar fi hiperplazia benigna de
prostata, inflamatii si infectii sau intre cancerele irelevante (cancere microscopice care nu pun
in pericol viata pacientului) si cele relevante clinic. Aceste constatari fals pozitive duc la
biopsii inutile sau la o supra diagnosticare si tratare a multor pacienti cu cancere
microscopice irelevante care astfel nu pot beneficia de tratament local. Potrivit rezultatelor
trialului de Prevenire a Cancerului de Prostata [3], 15,2% dintre barbatii cu nivel seric al

PSA sub 4.0 ng / ml au fost diagnosticati cu cancer de prostata in timp ce doar 20-25% dintre



pacientii cu nivel seric PSA care depaseste aceast cut off au avut confirmare histologica a
cancerului de prostata [4].

Aceste constatdri indica necesitatea de a se cauta biomarkeri eficienti in cancerul de
prostata capabili de a detecta aceasta maladie Tn fazele incipiente sau Tnainte de a metastaza.
Progresele actuale in domeniul genomicii si in tehnologia microarray au facilitat studiul
cancerului de prostata la nivel molecular pentru identificarea genelor relevante implicate n
aceasta patologie. Profilul de exprimare genica a probelor tumorale prin microarray se
bazeaza pe prezumtia ca patternurile de exprimare genica sunt determinanti majori ai
comportamentului celulelor tumorale. Folosind tehnologia microarray este posibild
identificarea la nivelul intregului genom a aberatiilor moleculare complexe asociate
patologiei tumorale. Tn ciuda a numeroase studii efectuate pe acest subiect, mecanismele

moleculare care stau la baza aparitiei cancerului de prostata sunt departe de a fi intelese.

2 Scopul studiului

Scopul acestui studiu consta in analiza bioinformatica si biostatistica a datelor de tip
array (microarray, PCR array, Fast Quant array) in patologia prostatei. Datorita caracterului
interdisciplinar al acestei teze obiectivele au fost structurate in obiective metodologice si

biologice.

Obiectiv metodologic:
e Analiza prin doud abordari bioinformatice a datelor microarray obtinute pe o platforma

Agilent

Obiective biologice:
e Evaluarea diferentelor transcriptomice la nivel tisular in patologia prostatei pentru a

identifica gene implicate in aceasta patologie — studiul microarray

e Evaluarea la nivel sangvin a unui profil molecular cu posibila valoare de predictie

noninvaziva in cancerul de prostata — studiul PCR array

e Evaluarea serica a unor proteine angiogenice implicate in patologia prostatei — studiul

Fast Quant array



3 Evaluarea genomici la nivel tisular. Studiul microarray

3.1 Materiale si metode

3.1.1 Material biologic

Pentru studiul de genomica functionald bazat pe reactia microarray au fost utilizate probe
biologice tisulare provenite de la 14 pacienti, selectati pe baza valorii PSA > 4 ng/ml, a
tuseului rectal anormal si a diagnosticului histopatologic. Astfel au fost selectate: 6 probe de
tesut normal de prostatd (grupul normal), 4 probe de adenocarcinom de prostatd (grupul
tumoral), respectiv 7 probe de hiperplazie benigna de prostata (grupul benign). Probele
tisulare pentru studiul de microarray au fost recoltate prin macrodisectie. Toate probele de
adenocarcinom de prostata utilizate in studiu au avut un scor Gleason 7 (3+4, 4+3). Tesutul

normal a provenit din piesele de prostatectomie radicala.

3.1.2 lzolarea ARN total

ARN total a fost izolat cu Tri Reagent® (Sigma Aldrich), purificat cu RNeasy® Mini kit
(Qiagen) si evaluat calitativ si cantitativ cu Bioanalizorul 2100 (Agilent Technologies)
respectiv cu spectrofotometrul NanoDrop ND-1000 (NanoDrop Technologies). Doar probele

care au prezentat un raport 28S/18S >1.6 si un RIN > 7.5 au fost folosite n analiza.

3.1.3 Reactia microarray. Tehnologia Agilent
Evaluarea genomica la nivel tisular a fost realizata prin reactia microarray, tehnologia
Agilent. Designul ales pentru acest studiu a implicat un marcaj one-color. Dupa izolarea
ARN, etapele reactiei microarray urmate in cadrul studiului au fost urmatoarele:
> sinteza si purificarea sondelor microarray marcate fluorescent — LILAK® (Low Input
Linear Amplification Kit®), RNeasy® Mini kit (Qiagen);
> hibridarea sondelor microarray pe lame microarray WHG (Whole Human Genome)
4x44k si spalarea lamelor — In situ Hybridization Kit Plus® (Agilent Technologies);

» scanarea lamelor si achizitia de imagini;

3.1.4 Analiza bioinformatica a datelor microarray

Imaginile au fost procesate cu softul Feature Extraction® (FE) v.10.5, Agilent. Conform

obiectivelor studiului, pentru preprocesarea si analiza diferentiald au fost folosite doua



softuri: Gene Spring GX 11 (GS) si Limma (Linear Models for Microarray Data). Analiza
functionala a pachetului de gene diferit exprimate a fost realizata cu softul Ingenuity

Pathways Analysis (IPA).

3.1.5 Reactia RT-PCR

Nivele de exprimare genica obtinute prin microarray au fost validate prin RT-PCR.

3.2 Rezultate si discutii

3.2.1 Analiza nivelelor de exprimare genica cu pachetul software Limma

Fisierele .txt furnizate de FE, continind un numar de 45015 secvente, au fost importate in
Limma. Datele au fost normalizate prin metoda quantile normalization pentru a putea fi
comparate. Dupa suprimarea controalelor pozitive si negative, in Limma s-au obtinut 43376
secvente. Au fost filtrate spoturile saturate si neuniforme. Inlocuirea valorilor lipsd din
matricea intensitatilor s-a realizat cu metoda KNN iar sumarizarea s-a facut la nivelul
sondelor. Tn urma acestor analize numarul secventelor a fost redus la 41000. Cele 3 grupuri
definite: normal(N), benign(H), tumoral(C) s-au clusterizat in pozitii diferite ale spatiului
PCA (figural)
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Figura 1. Analiza calitativa a probelor folosind reprezentarea PCA Tn Limma (albastru —

grupul normal (N), rosu — grupul tumoral (C), verde — grupul benign (H))

Pentru identificarea genelor diferit exprimate intre grupurile luate Tn studiu (tumoral-
normal, tumoral-benign, benign-normal) s-a aplicat testul t moderat si corectia False

Discovery Rate (FDR) dezvoltata de Benjamini si Hochberg. Cut off-ul pentru valoarea lui p-



ajustat a fost stabilit la 0.01 iar pentru valoarea fold change la £ 2. Rezultatele sunt prezentate

Tn tabelul 1.

Tabel 1. Numarul genelor diferit exprimate intre grupurile studiate, obtinute cu Limma

Comparatie Nr. gene diferit exprimate Cut-off p Cut-off Fc
tumoral vs normal 1119 0.01 +2
tumoral vs benign 3002 0.01 +2
benign vs normal 1074 0.01 +2

3.2.2 Analiza nivelelor de exprimare genica cu softul Gene Spring GX

Numarul secventelor importate in GS a fost identic cu cel din Limma (45015 secvente).
Preprocesarea datelor in Gene Spring se realizeaza prin setarea initiala a parametrilor
necesari, acest soft nu oferd posibilitatea de a controla fiecare etapa de preprocesare. Setarile
facute in Gene Spring au fost similare celor din Limma. Datele au fost normalizate cu metoda
quantile normalization. Dupa suprimarea controalelor pozitive si negative, filtrarea spoturile
saturate si neuniforme, inlocuirea valorilor lipsd din matricea intensitatilor si sumarizare,
numarul secventelor a fost redus la 41093, cu 93 de secvente mai multe decat in Limma.
Evaluarea probelor in spatiul PCA evidenticaza tendinta de clusterizare a probelor in functie

de apartenenta la grupurile luate in studiu: normal, tumoral, benign (figura 2).
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Figura 2 Analiza calitativa a probelor folosind reprezentarea PCA in GS (albastru — grupul

normal, maro — grupul tumoral, rosu — grupul benign)

Pentru identificarea genelor diferit exprimate intre grupurile luate in studiu (tumoral vs

normal, tumoral vs benign, benign vs normal) s-a folosit testul t nepereche si corectia FDR, la



un cut off de 0.01 pentru valoarea lui p-ajustat. Au fost alese genele diferit exprimate cu un
Fc >2 respectiv <- 2 (tabelul 2).

Tabel 2. Numarul genelor diferit exprimate intre grupurile studiate, obtinute cu GS

Comparatie Nr. gene diferit exprimate Cut-off p Cut-off fc
tumoral vs normal 454 0.01 +2
tumoral vs benign 5456 0.01 +2
benign vs normal 2766 0.01 +2

3.2.3 Compararea datelor microarray obtinute cu cele doui abordari bioinformatice

Rezultatele obtinute prin cele doua abordari au fost partial diferite. Un numar de 312
gene diferit exprimate intre grupurile tumoral si normal, au fost gasite cu ambele softuri n
timp ce 807 gene diferit exprimate au fost identificate doar in Limma si doar 142 de gene

diferit exprimate in GS. (figura 3)

TvsN_Limma  TvsN_GS

Figura 3. Reprezentarea cu ajutorul diagramei Venn a numarului de gene diferit exprimate

ntre grupurile tumoral si normal, obtinute cu Limma si GS

Comparatia intre grupurile tumoral si benign a pus in evidenta un numar de 2664 gene
supra si subexprimate in cancerul de prostata, comune in cele doua abordari. 338 de gene au

fost identificate doar in Limma si 2792 de gene in GS. (figura 4)



TvsB_Limma  TvsB_GS

Figura 4. Reprezentarea cu ajutorul diagramei Venn a numarului de gene diferit exprimate

ntre grupurile tumoral si benign, obtinute cu Limma si GS

Si in cazul comparatiei dintre grupurile benign si normal s-au constatat diferente: 116
gene identificate doar in Limma, 1808 gene identificate doar in GS si 958 de gene comune.
(figura 5)
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Figura 5. Reprezentarea cu ajutorul diagramei Venn a numarului de gene diferit exprimate

ntre grupurile benign si normal, obtinute cu Limma si GS

Profilul functional comparativ, realizat cu IPA, pentru seturile de gene diferit exprimate
intre tesutul tumoral si normal obtinute cu Limma si GS a aratat o implicare a acestora in
cancer, boli inflamatorii, boli genetice, moarte celulara. Procesele in care sunt implicate

genele obtinute cu Limma au fost mai semnificative d.p.d.v statistic. (figura 6)



B T vs M_Limma_pa0.01 fic2 M T vs M_G5_p0.01 fc2

10,0
7.5

5.0

-loglp-value)

2.5

0.0

Cancer

InfAammatory Disease
Genetic Disorder
Connective Tissue Disorders
Cell Death

Immunalogical Disease
Cellular Mavement

Cellular Development

Figura 6. Compararea la nivel functional a genelor diferit exprimate intre grupurile tumoral si

normal obtinute cu softurile Limma si GS

Rezultatele obtinute cu cele softurile Limma si GS in cazul celorlalte comparatii

(tumoral si benign, benign si normal ) sunt prezentate in figurile 7, 8.
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Figura 7. Compararea la nivel functional a genelor diferit exprimate intre grupurile tumoral si

benign obtinute cu softurile Limma si Gene Spring
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Figura 8. Compararea la nivel functional a genelor diferit exprimate intre grupurile benign si

normal obtinute cu softurile Limma si GS

3.2.4 Evaluarea profilului functional al genelor diferit exprimate intre tesutul tumoral

si tesutul normal de prostata

Analiza functionala s-a realizat cu IPA pentru pachetul de gene diferit exprimate

identificate cu Limma. Cele mai importante procese in care au fost implicate genele

identificate prin reactia microarray sunt prezentate in tabelul 3. Cu ajutorul sistemului IPA

genele au fost grupate in 23 de retele, 5 dintre acestea avand scoruri mai mari de 20 si intre

25-29 de gene focus din 35 posibile (figurile 9-13).

Tabel 3. Patologii si alterdri genetice in care sunt implicate genele diferit exprimate in

cancerul de prostata vs tesutul normal de prostata.

Patologii si alterari genetice p value

nr. molecule implicate

Cancer

(Cancer)

Boli inflamatorii

(Inflammatory Disease)

Alterari genetice

(Genetic Disorder)

Alterari ale genelor implicate in fesut conjunctiv
(Connective Tissue Disorders)

Alterari mulsculare si 0so0ase

(Skeletal and Muscular Disorders)

1,78E-12 - 2,59E-02
3,58E-10 - 2,30E-02
5,02E-10 - 2,67E-02
4,79E-09 - 2,30E-02

2,30E-08 - 2,31E-02

252

234

453

157

219

11



Network 1 : T vs N_Limma_pa0.01 fc2 : T vs N_Limma_pa0.01 fc2.txt : T vs N_Limma_pa0.01 fc2

on kinase

© 2000-2011 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved

Figura 9. Cea mai importantd retea (reteaua nr.1) care integreaza genele a caror functii
moleculare se regasesc ca fiind implicate in motilitatea celulara, dezvoltarea cancerului,
crestere sau proliferare celulard. Sagetile indica directia de interactiune, care poate fi directa
(linie continud) sau indirecta (linie intreruptd). Intensiatea culorii indica gradul de reglare:
rosu reprezinta 0 supraexprimare genica iar verde reprezinta 0 inhibare a exprimarii genice.
Genele incolore nu au fost identificate in experimentul nostru, ele fac parte din reteaua
prestabilita in care au fost integrate genele focus identificate in experimentul nostru de

microarray.

12



Network 2 : T vs N_Limma_pa0.01 fc2 : T vs N_Limma_pa0.01 fc2.txt : T vs N_Limma_pa0.01 fc2

© 2000-2011 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved.

Figura 10. Reteaua moleculara (retcaua nr. 2) care integreaza genele a caror functii

moleculare se regasesc ca fiind implicate in motilitate celulara, crestere si dezvoltare celulara,

hematopoieza.
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Network 3 : T vs N_Limma_pa0.01 fc2 : T vs N_Limma_pa0.01 fc2.txt : T vs N_Limma_pa0.01 fc2

©2000-2011 Ingenuity Systems, Inc. Al rights reserved.

Figura 11. Reteaua moleculara (reteaua nr. 3) care integreaza genele a caror functii

moleculare se regasesc ca fiind implicate in dereglari genetice, patologii hematologice sau

infectii.
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Network 4 : T vs N_Limma_pa0.01 fc2 : T vs N_Limma_pa0.01 fc2.txt : T vs N_Limma_pa0.01 fc2

© 2000-2011 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved.

Figura 12. Retea moleculara (reteaua nr. 4) care integreaza genele a caror functii moleculare
se regasesc ca fiind implicate In motilitate celulara, dezvoltare si functionare cardiovasculara,

dezvoltare celulara.
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Network 5: T vs N_Limma_pa0.01 fc2 : T vs N_Limma_pa0.01 fc2.txt : T vs N_Limma_pa0.01 fc2
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© 2000-2011 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved.

Figura 13. Retea moleculara (refeaua nr. 5) care integreaza genele a caror functii moleculare

se regasesc ca fiind implicate Tn transportul molecular, metabolismul acizilor nucleici,

biochimia moleculelor mici.
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In cele cinci retele moleculare au fost identificate gene nodate cu implicatii in cancerul
de prostatd: TERT, BCL2, SMAD3, E2F5, CAV1, FBLNL1 (reteaua 1), FGF2, FGF7, EGR1,
PI3K, ITGB3, CXCL12 (reteaua 2), PTGS2, TNFAIP3 (reteaua 3), CD69, STAT5a/b (reteaua
4) FASN, CIITA, HIC1, E2F1, FOXO1, HIST1HAC (reteaua 5).

Gena TERT a fost supraexprimata in studiul nostru, fiind un modulator al imortalitatii
celulare. Studii in domeniul au pus in evidenta activarea acestei gene in cancerul de prostata
[5, 6]. Din datele obtinute de noi se observa ca TERT este activat de factorul de transcriere
E2F5. Desi exista date care aratd ca factorul de transcriere E2F5 joacd un rol important in
carcinogeneza, 1n domeniul cancerului de prostatd nu existd studii care sd confirme
implicarea acestei gene in initierea si progresia tumorala [7, 8] . Tn studiul nostru CAV1 si
CAV?2 au fost subexprimate in cancerul de prostatd comparativ cu tesutul normal de prostata.
Tn majoritatea studiilor CAV1 si CAV2 sunt supraexprimate in cancerul de prostati fatd de
tesutul normal, insd rezultatele noastre evidentiaza nivele scazute ale ambelor molecule.
Acest aspect poate fi explicat prin faptul ca tesuturile utilizate in studiul de genomica au
provenit de la pacienti cu cancer de prostatd avand un scor Gleason 7 (3+4 sau 4+3).
Tumorile de prostatd stratificate ca Gleason 7 reprezinta un grup clinic heterogen cu un
potential biologic variabil §i un raspuns clinic diferit [9]. Reducerea activitatii supresoare
tumorale a CAV1 a fost observata pe linii celulare tumorale, previzionandu-se ca tumorile
umane pot prezenta nivele de exprimare reduse ale CAV1. CAV1 poate fi supraexprimata,
subexprimati sau neschimbati, in functie de tipul de celule tumorale. In cancerul de prostati
CAV1 este in general supraexprimat cu exceptia catorva cazuri [10]. Exprimarea lui CAV1
este pozitiv asociatd cu scorul Gleason, implicarea ganglionard sau marginile de rezectie
pozitive [11]. Gena BCL2 este implicatd in reglarea apoptozei, nivelul de exprimare al
acesteia in cancerul de prostata fiind legat de agresivitatea tumorala [12]. Tn studiul nostru,
BCL2 este subexprimat fiind indirect blocat de CAV1. Fibulinele: FBLN1, FBLN4 si FBLNS
sunt proteine ale matricei extracelulare implicate in migrare si adeziune celulara. Nivele
scazute ale acestor proteine au fost asociate cu progresia cancerului de prostata. FBLN1 a fost
subexprimata in studiul nostru, fiind in concordanta cu datele din literatura [13].

Genele nodale identificate Tn a doua retea moleculara: FGF2, FGF7, PI3K, PDGFRB,
ITGB3 si CXCL12 sunt implicate in stimularea angiogenezei si progresia tumorala. Gena
EGR1 este o gena supresoare de tumora, activitatea ei fiind inhibata in cancerul de prostata.
Datele noastre au aratat nivele reduse ale acestei gene fiind confirmate si de alte studii [14].
Inhibarea cdii de semnalizare PI3K poate activa calea de semnalizare a receptorilor de

androgeni (AR). Tn mod similar inhibarea AR duce la activarea AKT. Ambele cii oncogenice
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se regleaza reciproc printr-o bucla de feedback . Inhibarea uneia duce la activarea celeilalte
fapt ce duce la mentinerea viabilitatii tumorale [15].

Gena PTGS2 a fost subexprimata in studiul nostru, fiind in directa relatie cu BCL2.
Nivelul redus al exprimarii PTGS2 poate fi direct legat de inflamatia redusa in zona tumorala
[16]. Gena TNFAIP3 a fost identificatd ca o gena a carei exprimare este direct legata de
activitatea TNF, fiind implicata in progresia cancerului de prostata [17]. Gena STAT5a/b este
implicata in transductia semnalelor moleculare, avand un rol critic in viabilitatea si cresterea
tumorala. Exprimarea nuclearda a STAT5a/b este asociatd cu un grad histologic ridicat,
supraexprimarea acesteia fiind asociata cu recidiva rapida [18, 19, 20]. Date recente arata ca
activitatea crescutd a STAT5a/b poate fi implicata in progresia cancerului de prostata de la
forma localizata la cea metastatica [21].

Nivele crescute ale FASN au fost asociate procesului de carcinogeneza la nivelul
prostatei. Aceste observatii sugerecaza faptul cd FASN poate actiona ca si oncogena in
prezenta de AR, efectul oncogenic se realizeaza prin inhibarea intrinsecd a cailor de inducere
a apotozei [22]. Genele supraexprimate in reteaua cinci: HIST1H2AG, HIST1H3A,
HIST1HA4C sunt implicate in special Tn metabolismul acizilor nucleici, evidentiind o activitate
transcriptionald ridicata caracteristica in carcinogeneza. Factorul de transcriere E2F1 este
implicat in progresia tumorala, si a fost gasit supraexprimat in studiul nostru. Evaluarea E2F1
Tmpreuna cu Mki67 si TOP2A a subliniat posibilitatea utilizarii acestei triplete ca un posibil
biomarker (tri-marker) pentru imbunatagirea prognosticului si a stratificarii tratamentului in
cancerul de prostata [23].

Tn tabelul 4 este prezentat topul primelor 10 gene supraexprimate respectiv subexprimate.
Aceste gene sunt implicate in dezvoltare tumorald, motilitate, proliferare si crestere,

interactiune si semnalizare celulara.
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Tabel 4. Genele cu cele mai mari respectiv cele mai mici nivele de exprimare evidentiate in

cancerul de prostata (Gleason 7) comparativ cu tesutul normal de prostata

Gene supraexprimate Gene subexprimate
Simbolul genei Fc Simbolul genei Fc

HPN +18.48 ATP1A2 -12.71
GOLM1 +16.79 CFD -12.49
AMACR +15.68 DPT -12.16
SIM2 +13.27 ADAMTS4 -11.09
FOLH1 +10,87 FOSB -10.46
GPR160 +9.25 RNF112 -10.13
TMEFF2 +8.73 MAL -9.43
CGREF1 +8.63 SMOC1 -8.49
GJB1 +8.57 COL4A6 -8.13
TMSB15A +7.89 ADAMTS1 -7.98

Printre genele obtinute in studiul nostru si avand cele mai mari nivele de exprimare in
tesutul tumoral fatd de tesutul normal se numara: HPN, AMACR, GOLM1I, SIM?2 si FOLHI,
toate descrise de literatura de specialitate ca posibili biomarkeri pentru cancerul de prostata.
Deasemenea GPR160, TMEFF?2 si TMSB15A sunt descrise ca posibili biomarkeri in cancerul
de prostata prin nivelele lor de exprimare crescute in tesutul tumoral. [24, 25, 26, 27]. n
studiul nostru, gena CGREF1 a fost supraexprimata in tesutul tumoral fata de tesutul normal
de prostata. A fost studiatd implicarea acestei in adeziunea si cresterea celulara, pe linii
celulare neuronale primare, supraexprimarea CGREFL1 fiind asociatd cu un risc crescut de
mortalitate in cazul pacientilor cu melanom metastatic [28, 29]. Insa, informatii pe PubMed
despre implicarea acestei gene in cancerul de prostatd nu au fost gasite. GJB1 este o alta
gend supraexprimata in studiul nostru despre care nu au fost gasite informatii pe PubMed in
cancerul de prostatd. Implicarea acesteia in oncogenezd a fost descrisd pentru localizari

precum sén sau ficat [30, 31].
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3.2.5 Evaluarea profilului functional al genelor diferit exprimate intre tesutul tumoral

si tesutul benign de prostata

Cele mai importante procese in care au fost implicate genele identificate intre tesutul
tumoral si tesutul benign de prostata sunt prezentate in tabelul 5. Au fost obtinute 25 de
retele, 11 dintre acestea au avut scorul si valoarea focus a genelor mai mari de 20 . Tn figurile
14-17 sunt prezentate primele 4 dintre aceste retele moleculare care au integrat genele

grupate pe baza functiilor lor.

Tabel 5. Patologii si alterdri genetice in care sunt implicate genele diferit exprimate n

cancerul de prostata vs tesutul benign de prostata.

Patologii si alterari genetice p value nr. molecule implicate
Cancer 1,07E-21 - 1,39E-02 566
(Cancer)

Alterari genetice

(Genetic Disorder) 2,59E-14 - 1,41E-02 1034
Patologii dermatologice 1a i

(Dermatological Diseases and Conditions) 1,20E-13 - 1,418-02 249
Boli ale sistemului reproductiv

(Reproductive System Disease) 1,90E-13 - 5,17E-03 346
Alterari imunologice 8,55E-00 - 1,41E-02 463

(Immunological Disease)
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Network 1 : T vs B_Limma_pa0.01 fc2 : T vs B_Limma_pa0.01 fc2.txt : T vs B_Limma_pa0.01 fc2
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Figura 14. Reteaua moleculara (reteaua nr. 1) care integreaza Qenele a caror functii
moleculare se regasesc ca fiind implicate in metabolismul lipidic, metabolismul vitaminelor

si al substantelor minerale, la nivelul tesutului tumoral comparativ cu tesutul benign de

prostata.
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Network 2 : T vs B_Limma_pa0.01 fc2 : T vs B_Limma_pa0.01 fc2.txt : T vs B_Limma_pa0.01 fc2

© 2000-2011 Ingenuity Systems, Inc. All rights reserved.

Figura 15. Reteaua moleculara (reteaua nr. 2) care integreaza genele a caror functii

moleculare se regasesc ca fiind implicate in motilitate celulara, patologie dermatologica si

cardiovasculara, la nivelul tesutului tumoral comparativ cu tesutul benign de prostata.
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Network 3: T vs B_Limma_pa0.01 fc2 : T vs B_Limma_pa0.01 fc2.txt : T vs B_Limma_pa0.01 fc2
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Figura 16. Reteaua moleculara (reteaua nr. 3) care integreaza genele a caror functii

moleculare se regasesc ca fiind implicate in dezvoltare tumorald, patologie hematologica si

dermatologica, la nivelul tesutului tumoral comparativ cu tesutul benign de prostata.
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Network 4 : T vs B_Limma_pa0.01 fc2 : T vs B_Limma_pa0.01 fc2.txt : T vs B_Limma_pa0.01 fc2
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Figura 17. Reteaua moleculara (retcaua nr. 4) care integreaza genele a caror functii

moleculare se regasesc ca fiind implicate in motilitatea celulara, procese cardiovasculare
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Genele nodate identificate Tn aceste retele sunt: CEBPA, FOXA1, JUN, MUC 4, RARA,
RXRA, RORC (reteaua 1), SMARCA4, (reteaua 2), MYC, CASP1, (reteaua 3), COL18AL,
FGF2, ZNF217, MYCN (reteaua 4)..

CEBPA este un important factor de transcriere a carui exprimare este crescuta in cancerul
de prostata. Datele noastre au aratat nivele crescute de exprimare ale CEBPA asemanatoare
cu cele din literatura de specialitate [32]. Nivelele FOXAL1 sunt crescute in cancerul de
prostatd, datele din literatura leaga nivelele ridicate ale acestei gene de progresia tumorald cu
posibilitatea de metastazare [33]. Unul dintre principalii factori de transcriere celulari
implicati in dezvoltarea tumorali este JUN. Tn studiul nostru s-a observat un nivel crescut al
genei care codifica acest factor de transcriere, in cancerul de prostatd comparativ cu tesutul
benign de prostatd. Datele din literatura au aratat ca izoforma c-JUN poate fi implicata in
carcinogeneza alaturi de NFKB1 [34]. Genele RARA, RXRA, RORC, identificate in studiul
nostru, nu sunt descrise in literatura ca fiind implicate in progresia cancerului de prostata.

Gena SMARCA4 sau BRG1 joaca un rol important in reglarea diviziunii celulare,
exprimari aberante ale acesteia fiind identificate intr-o serie de cancere printre care si cel de
prostata [35, 36]. Gena MYC codifica un alt factor de transcriere, a carui exprimare incepe sa
fie activata inca din stadiul timpuriu al carcinogenezei, in neoplazia intraepiteliala prostatica
[37]. Datele noastre arata nivele crescute ale genei MYC si ale izoformei MYCN in cancerul
de prostata localizat, cu scor Gleason 7, comparativ cu tesutul benign de prostatd. CASP1 este
implicatd in activitatea apoptotica, nivele scazute ale acestei gene fiind raportate in literatura,
in cancerul de prostatdi comparativ cu tesutul normal si cel benign de prostatd [38].
Rezultatele studiului nostru au confirmat aceste date. COL18A1 si FGF2 sunt implicate in
modularea angiogenezei, fiind in relatie directa cu receptorii de androgen [39]. ZNF217 are
rol in proliferare si invazie, nivele crescute de exprimare fiind semnalate in mai mlte cancere
printre care si cel de prostatd [40]. Supraexprimarea genei ZNF217 a fost observata si in
studiul nostru, aceasta gena fiind de asemenea un activator direct al genei MYCN.

Topul celor 10 gene cu cel mai mare respectiv cel mai mic nivel de exprimare in cancerul

de prostata localizat scor Gleason 7 vs. tesutul benign de prostata este prezentat in tabelul 6.
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Tabel 6. Genele cu cele mai mari respectiv cele mai mici nivele de exprimare evidentiate in

cancerul de prostatd (Gleason 7) comparativ cu tesutul benign de prostata.

Gene supraexprimate Gene subexprimate
Denumirea genei Fc Statusul genei Fc
OUD7A +25.05 CFD -24.88
GRIN1 +23.38 CYP3A5 -24.01
OR51E?2 +22.01 CXCL13 -23.67
THBS4 +21.23 BMP5 -18.46
ATN +18.52 NELL2 -17.56
HPN +18.18 RNF112 -17.09
SOX18 +17.35 PNMT -16.52
GOLM1 +15.65 NPPC -16.31
CEBPA +15.61 MLC1 -15.91
TARP +13.54 SMOC1 -14.68

Genele HPN, GOLM1, AMACR, SIM2, FOLH1 au fost identificate cu nivele de
exprimare similare atat in tesutul tumoral vs tesutul benign de prostata (fc HPN = 18.18, fc
GOLM1 = 15.65, fc AMACR = 11.16, fc SIM2 = 8.93, fc FOLH1 =11.29) cat si in tesutul
tumoral vs tesutul normal de prostata (fc HPN = 18.48, fc GOLM1 = 16.79, fc AMACR =
15.68, fc SIM2 = 13.27, fc FOLH1 = 10.87). In tesutul benign de prostati comparativ cu
tesutul normal aceste gene nu au fost diferit exprimate. Acest lucru argumenteaza faptul ca
aceste molecule pot reprezenta markeri care diferentiaza cancerul de prostata de forma
benigna si tesutul normal de prostata.

Dintre moleculele GPR160 (fc = 9.25), TMEFF2 (fc = 8.73) si TMSB15A (fc = 7.89)
identificate Tn topul primelor 10 gene supraexprimate in cancerul de prostata fatd de tesutul
normal, doar GPR160 (fc = 3.97) si TMSB15A (fc = 4.76) au fost supraexprimate Tn cancerul
de prostata fatd de tesutul benign, nivelele de exprimare fiind mai scazute in cazul din urma.
Supraexprimari ale acestor gene nu au fost identificate intre tesutul benign si cel normal de
prostata.

Genele CFD , RNF112 si SMOCL1 au fost subexprimate atat in tesutul tumoral fata de cel
benign (fc CFD = -24.88, fc RNF112 = -17.09, fc SMOC1 = -14.68) precum si in tesutul
tumoral fata de cel normal de prostata (fc CFD = -12.49, fc RNF112 = -10.13, fc SMOCL1 = -
8.49 ). De asemenea, genele CGREF1, GJB1 si E2F5 au fost gasite supraexprimate doar in
tesutul tumoral de prostata fata de cel benign (fc CGREF1 = 6.01, fc GJB1 = 3.18, fc E2F5 =
3.33) si normal (fc CGREF1= 8.63, fc GJB1 = 8.57, fc E2F5 = 2.93). In tesutul benign de
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prostata fatda de tesutul normal aceste gene nu au fost identificate ca fiind sub sau
supraexprimate, evidentiind specificitatea acestora pentru cancerul de prostata. Pe fluxul de
publicatii PubMed, studiile privind implicarea acestor gene in cancerul de prostatd sunt
relativ putine fiind gasite doar studii pentru unele dintre aceste gene pe modele animale si

linii celulare.

3.2.6 Validarea datelor microarray

Au fost alese pentru a fi validate prin RT-PCR 3 gene diferit exprimate intre tesutul
tumoral si tesutul normal de prostatai: TERT, CAV1 (reteaua nr.1) si FASN (reteaua 5).
Nivelele de exprimare ale genelor obtinute prin RT-PCR si prin microarray au prezentat o

buna corelatie.

3.3 Concluzii

In studiul de microarray s-a urmarit evaluarea diferentelor transcriptomice la nivel tisular
n patologia prostatei prin strategii bioinformatice. Ca abordari bioinformatice au fost folosite
softurile Gene Spring (Agilent) si pachetul software Limma, implementat Tn Bioconductor.
Rezultatele obtinute aratda diferente relativ mari intre cele doua abordari, desi algoritmul de
analiza a fost acelasi. In general, cu Gene Spring a fost identificat un numar mai mare de
gene diferit exprimate (pentru comparatia tumoral vs benign, benign vs normal). Limma a
identificat un numar mai mare de gene diferit exprimate doar in comparatia tumoral vs
normal. O prima diferenta intre numarul secventelor obtinute prin cele doua abordari apare
dupa etapa de preprocesare, numarul secventelor obtinute in Gene Spring fiind cu 93 mai
mare decat cele obtinute cu Limma. Deoarece Gene Spring nu ofera acces la fiecare etapa de
preprocesare este greu de precizat sursa acestor diferente, tinand cont ca algoritmul urmat in
cele doua abordari a fost acelasi. Diferentele majore apar insd dupa analiza diferentiala.
Pentru identificarea genelor diferit exprimate intre grupurile luate in studiu, in ambele softuri
s-au aplicat testul t si corectia FDR. Diferenta intre testele t clasice implementate in GS si
testele t imbunatatite implementate in Limma consta in faptul ca, acestea din urma, estimeaza
variabilitatea ludnd in considerare nu doar informatia genelor testate ci si a altor gene care
prezintd o variabilitate similara. Testul t moderat implementat in Limma ofera rezultate solide
chiar si in cazul in care distributiile datelor nu sunt normale. Deoarece amble softuri sunt larg

folosite Tn prezent pentru analiza datelor microarray, este greu de precizat care abordare este
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cea mai potrivitd. Cu toate acestea, analiza functionald realizatd cu Ingenuity a aratat ca
genele obtinute in Limma sunt mai semnificativ implicate Tn procesele asociate acestei
patologii.

Pachetul de gene diferit exprimate obtinut cu Limma a fost considerat de interes pentru
analizele moleculare ulterioare. Au fost identificate 1119 gene diferit exprimate in cancerul
de prostata comparativ cu tesutul normal de prostata, respectiv 3002 gene diferit exprimate
intre tesutul tumoral si cel benign de prostatd. Cele mai importante alterdri moleculare
implicate Tn carcinogeneza postatei au fost identificate in cadrul unor mecanisme moleculare
precum: crestere si proliferare celulara, motilitate celulara, dereglari genetice, adeziune
celulara, angiogeneza si apoptoza. Datele noastre au pus in evidenta pachete de gene si gene
nodale cu nivele de exprimare diferite, supra si subexprimate, in concordanta cu datele din
literatura. Printre genele obtinute in studiul nostru cu cele mai mari nivele de exprimare n
tesutul tumoral fata de tesutul normal respectiv fata de tesutul benign se numara: HPN ,
AMACR, GOLM1, SIM2 si FOLH1, toate descrise de literatura de specialitate ca posibili
biomarkeri pentru cancerul de prostata.

Au fost identificate gene supraexprimate (CGREF1, GJB1 si E2F5) respectiv
subexprimate (CFD, RNF112 si SMOCI) in tesutul tumoral comparativ cu tesutul normal si
benign de prostatd, pentru care informatiile pe PubMed referitoare la implicarea lor in
tumorigeneza prostatei sunt putine si realizate doar pe modele animale si linii celulare. Nici
una dintre aceste gene nu a fost diferit exprimata in tesutul benign fata de tesutul normal de
prostata, evidentiind specificitatea acestora in cancerul de prostata (Gleason 7). Studiul nostru
a evidentiat faptul ca aceste gene pot fi luate in considerare pentru validarea lor ca markeri in
cancerul de prostatd. Toate aceste gene impreuna cu grupele de gene integrate in retelele
moleculare pot contribui la 0 mai buna infelegere a patologiei moleculare a cancerului de

prostata localizat, caracterizat de un scor Gleason 7.

4 Evaluarea profilului molecular la nivel sangvin. Studiul PCR array
4.1 Materiale si metode

4.1.1 Material biologic

Tn acest studiu au fost inclusi 36 de subiecti: 19 pacienti cu adenocarcinom de prostati

localizat, 11 pacienti cu afectiuni benigne de prostatd (hiperplazie benigna de prostatd si
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prostatite cronice) si 6 subiecti sdnatosi. Pacientii au fost selectati si diagnosticati in aceleasi

conditii ca si Tn studiul de microarray, sangele fiind prelevat anterior interventiei chirurgicale.

4.1.2 lzolarea ARN total

Extractia ARN total s-a realizat prin aceleasi metode ca si in studiul microarray.

4.1.3 Reactia PCR array

Reactia PCR array a fost folositd pentru evaluarea la nivel sangvin a 84 de gene

implicate in modularea mecanismului de angiogeneza.

4.1.4 Analiza statistica

Metoda AAC;, testul t si corectia FDR pentru testari multiple au fost folosite pentru

stabilirea diferentelor statistice intre grupurile luate in studiu.

4.2 Rezultate si discutii

Studiului PCR array a urmarit identificarea la nivel sangvin a unui profil molecular care
sa separe pacientii cu cancer de prostatd de pacientii cu patologie benigna respectiv de
persoanele fara afectiuni ale prostatei. Ca lot control au fost considerati atat subiectii sanatosi
cat si pacientii cu hiperplazie benigna. Semnatura moleculara a fost validata prin metoda
loturilor de testare si validare. Lotul de testare a cuprins 13 subiecti: 6 subiecti sanatosi din
lotul de control si 7 pacienti cu cancer de prostata. Lotul de validare a cuprins 23 de subiecti:
12 pacienti cu cancer de prostata si 11 pacienti cu hiperplazie benigna de prostata.

Pe lotul de testare a fost identificatd o semnaturd moleculara alcatuita din 28 de gene
diferit exprimate intre pacientii cu cancer de prostatd si subiectii sanatosi. Pentru toate
replicatele biologice au fost luate Tn calcul numai genele care au avut un p ajustat prin
corectia FDR sub 0.05 si un nivel de exprimare > 1.5 respectiv < - 1.5. Clusterizarea

supervizatd a pus in evidentd doua clustere principale, unul Tn care sunt grupati pacientii cu

cancer de prostata si celdlalt cluster care grupeaza pacientii din lotul de control (figura 18 ).
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Group 1 vs. Control Group
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Figura 18. Semnatura supervizata obtinuta in etapa de testare care separa pacientii cu cancer
de prostata fata de subiecti sanatosi. Partea dreapta a figurii prezinta graficul VVulcano plot cu

distributia celor 28 de gene cu p ajustat <0.05 si nivel de exprimare <-1.5 si > 1.5.

Semnatura supervizata a fost validata pe un alt set de subiecti. Datele obtinute au aratat
ca semnatura moleculara identificata la nivel sangvin pe lotul de testare separa foarte bine si
pacientii din lotul de validare. S-au obtinut doua clustere majore, unul care grupeaza pacientii
cu cancer de prostata si unul care grupeaza pacientii din lotul de control (hiperplazie benigna,

prostatita cronica, respectiv subiecti sanatosi) ( figura 19).
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Figura 19. a) separarea pacientilor cu cancer de prostata de grupul de control (hiperplazie,
prostatita cronica, respectiv tesutul normal de prostatd) pe baza semnaturii supervizate
obtinuta pe lotul de testare. b) graficul Volcano Plot pentru cele 28 de gene cu p ajustat

<0.05 si nivel de exprimare <-1.5si > 1.5.
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Specificitatea semnaturii moleculare a fost testatd si in raport cu alte patologii tumorale:
cancer de col uterin (n=5), cancer de san (n=8), carcinoame de cai biliare
(colangiocarcinoame) (n=6) si hepatocarcinoame (n=10). Din clusterizarea obtinuta se
observa ca probele de cancer de prostata sunt grupate separat de celelalte patologii tumorale
(figura 20).
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Figura 20. Clusterizare ierarhica care prezinta specificitatea semnaturii supervizate obtinute
pe séngele integral, la pacientii cu cancer de prostata comparativ cu alte patologii tumorale
(CV- cancer de col uterin, BR- cancer de san, CCC-colangiocarcinoame, HCC -

hepatocarcinoame).

4.3 Concluzii

Rezultatele noastre indica faptul ca o semnatura moleculard bazata pe un set de 28 de
gene implicate Tn modularea angiogenezei poate sa separe pacientii cu cancer de prostata fata
de afectiunile benigne ale prostatei (hiperplazie benigna singurd sau asociatd cu prostatita
cronica) respectiv fata de subiectii sdnatosi. Semnatura supervizata obtinuta in acest studiu
este independenta de valoarea PSA, scor Gleason, procent de celule tumorale la nivelul
prostatei. Genele identificate in acesta semnaturd supervizata sunt implicate in modularea
angiogenezei, atat in mod direct prin stimularea proliferarii celulelor endoteliale cat si
indirect prin modularea interactiunilor intre tumora si gazda prin intermediul raspunsului

imun si al moleculelor de adeziune [41,42,43,44,45]
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5 Evaluarea proteinelor la nivel seric. Studiul Fast Quant array

5.1 Materiale si metode

5.1.1 Material biologic

Tn acest studiu au fost introdusi 40 de subiecti: 7 pacienti cu adenocarcinom de prostati
(PCa), 11 pacienti cu hiperplazie benigna de prostata (BPH), 6 pacienti cu prostatita cronica
(CP) si 6 subiecti sanatosi (control). De la toti subiectii s-a prelevat sange, anterior terapiei

sau interventiei chirurgicale, din care ulterior a fost separat serul.

5.1.2 Tehnologia Fast Quant array

Tehnologia Fast Quant array (Whatman) a fost utilizatd pentru evaluarea proteinelor
serice. Fast Quant array combina avantajele metodei ELISA cu capacitatea exploratorie a
tehnologiilor array, permitand evaluarea simultand a pana la 8 proteine din orice fluid

biologic.

5.1.3 Analiza statistica

Analiza statistica a fost realizata cu softul SPSS (Statistical package for Social Sciences).
Pentru compararea grupurilor luate in studiu a fost folosit testul t, valoarea p < 0.05 fiind

considerata statistic semnificativa.

5.2 Rezultate si discutii

Scopul studiului Fast Quant a fost de a evalua implicarea unui set de 8 molecule
angiogenice (PDGF-BB, VEGF, FGF-b, ANG, KGF, TIMP-1, ICAM-1, ANGPT-2) in
cancerul de prostata.

Dintre cele 8 molecule angiogenice analizate, 4 molecule (ANG, ICAM-1,VEGF si FGF-
b) au prezentat valori in afara curbei standard la nivelul tuturor grupurilor luate in studiu,
nefiind astfel posibila cuantificarea lor. Testul Shapiro-Wilk a fost folosit pentru verificarea
normalitatii distributiilor moleculelor ANGPT-2, KGF, PDGF-BB si TIMP-1, cuantificate pe
baza curbei standard.. Aceste molecule au prezentat distributii normale pentru toate grupurile
luate Tn studiu, ceea ce a permis aplicarea testului parametric t pentu analiza statistica.

Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 7.
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Tabel 7. Diferente statistic semnificative (p<0.05) pentru KGF, ANGPT-2 , PDGF-BB si
TIMP-1.

KGF ANGPT-2 PDGF-BB TIMP-1
t P t P t P t P
Control/PCa  1.520 0193 1416 0174 -1306 0,211 5.077 0,000
Control/BPH  0.153 0.881 2273  0.038  -3.198  0.008 4.240 0.001
Control/CP 0.512 0.621 2623 0037 -2179  0.083 3.401 0,008

PCa/BPH -2.447 0.022 1.308 0.204 -1.861 0.076 -0.369 0.716
PCa/CP -2.071 0.050 1.944 0.068 -1.786 0.091 -0.277 0.785
BPH/CP 0.425 0.677 0.206 0.839 -0.552 0.591 0.022 0.983

PCa: adenocarcinom de prostatd; BPH: hiperplazie benignd; CP: prostatita cronicd

Rezultatele studiului au evidentiat concentratii statistic semnificativ scazute ale proteinei
KGF in cancerul de prostata (218.96 pg/ml) fatd de hiperplazia benigna (371.28 pg/ml) si
prostatita cronica (334.68 pg/ml) (figura 21). KGF este un factor de crestere stromal
important in medierea activitatilor induse de androgen in hiperplazia benigna si cancerul de
prostata. Rezultatele noastre sunt in concordantd cu cele publicate de Metha i colaboratorii
care au raportat de asemenea nivele scizute ale KGF in PCa fatd de BPH [46]. In tesutul
sandtos de prostata , KGF, cunoscut ca si FGF-7, este un factor de crestere paracrin sintetizat
in celulele stromale cu efect asupra celulelor epiteliale. Huang si colaboratorii au demonstrat
ca efectele mitogene si antiapoptotice ale KGF sunt corelate cu inducerea exprimarii CCND1

si BCL2 in liniile celulare de prostata [47].
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Figura 21. Concentratia medie a proteinei KGF in grupurile control, PCa, BPH si CP obtinuta
prin FASTQuant® (* p < 0.05).

ANGPT-2, o alta moleculd pro-angiognicd, a avut concentratii statistic semnificativ

scazute in hiperplazia benigna (4728.05 pg/ml) si prostatita cronica (4512.8 pg/ml) fata de

33



control (7632.25 pg/ml) (figura 22). ANGPT-1 si ANGPT-2 sunt principalii reglatori ai
cresterii §i regresie vasculare, desi, in patologia prostatei rolul angiopoietinelor nu este
cunoscut [48]. ANGPT-2 prezinta si proprietati anti-angiogenice [49]. ANGPT-2 poate
induce apoptoza celulelor endoteliale prin inhibarea abilitatii de remodelare vasculara a
ANGPT-1 [50]. Nivele anormale ale ANGPT-1, ANGPT-2 si receptorului acestora Tie-2 au

fost raportate in cancerul de prostata [51, 52].
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Figura 22. Concentratia medie pentru ANGPT-2 in control, PCa, BPH si CP obtinuta prin
FAST Quant® (* p < 0.05).

Rezultatele studiului au evidentiat nivele scazute ale proteinei TIMP-1 in toate grupurile
(BPH (22984.35 pg/ml), CP (22891.10 pg/ml) si PCa (21832.70 pg/ml)) comparativ cu lotul
control(46172.24 pg/ml) (figura 23). TIMP-1 inhiba angiogeneza prin legarea de
metaloproteazele de matrice (MMP) si inhibarea activitatii acestora, blocand proliferarea
celulard si inducand subexprimarea genei VEGF [53]. In cancerul de prostati existi o
dereglare a acestei relatii dintre MMP si TIMP-1, cu o pierdere semnificativa a TIMP-1 [54,
55]. TIMP-1 are un rol multifunctional in tumorigeneza prostatei, incluzand inhibarea
activitagii catalitice a MMP, promovarea cresterii, inhibarea apoptozei si reglarea

angiogenezei.
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Figura 23. Concentratia medie a TIMP-1 in control, PCa, BPH si CP obtinuta prin FAST
Quant® analysis (** p < 0.01, *** p < 0.001).
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Nivele crescute ale proteinei PDGF-BB au fost identificate in hiperplazia benigna
(10800.66 pg/ml) fata de grupul control (5988.72 pg/ml) (figura 24). PDGF-BB functioneaza
ca si un “factor de competentd” care induce un set de gene implicate in raspunsul timpuriu
care se exprima in faza G1 a ciclului celular, inclusiv p21(WAF1/CIP1) un mediator
functional al genei supresoare de tumora TP53 in punctul de control G1/S al ciclului celular
[56].
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Figura 24. Concentratia medie a PDGF-BB in control, PCa, BPH si CP obtinut prin FAST
Quant® (** p <0.01).

5.3 Concluzii

Studiul Fast Quant array a evidentiat concentratii diferite ale celor 4 proteine angiogenice
(KGF, PDGF-BB, ANGPT-2 si TIMP-1) evaluate in serul pacientilor cu patologia prostatei.
KGF prezinta concentratii statistic semnificativ crescute in afectiunile benigne ale prostatei
(hiperplazie benigna si prostatita cronica) fata de cancerul de prostata. Nivelul seric al TIMP-
1 este statistic semnificativ scazut in serul pacientilor cu afectiuni benigne si maligne ale
prostatei fatd de subiectii sdnatosi. Luate impreund, TIMP-1 si KGF ar putea diferentia
cancerul de prostatd de afectiunile benigne si de subiectii sdndtosi, insd pentru validarea

acestor rezultate se impune un studiu pe un numar mult mai mare de pacienti.

6 Concluzii generale

Scopul acestei teze de doctorat a constat ntr-o evaluare moleculard multipld la nivel
tisular, sangvin si seric prin tehnologii de tip array: microarray, PCR array si Fast Quant
array, in vederea identificarii diferentelor moleculare in cancerul de prostatd comparativ cu
patologia benigna a prostatei si subiectii sdndtosi. Rezultatele obtinute permit formularea

urmatoarelor concluzii generale:

35



1)

2)

3)

4)

Analiza bioinformatica a evidentiat diferente relativ mari intre softurile Limma si
Gene Spring, desi algoritmul de analiza a fost acelasi.

La nivel tisular a fost identificat un set de gene diferit exprimate (CGREF1, GJB1 ,
E2F5, CFD, RNF112 si SMOC1) in cancerul de prostata comparativ cu forma benigna
si tesutul normal de prostata, care au fost descrise pe PubMed doar pe modele
animale, linii celulare sau alte localizari tumorale. Nici una dintre aceste gene nu a
fost diferit exprimata in tesutul benign fata de tesutul normal de prostata, evidentiind
specificitatea acestora in cancerul de prostata. Aceste gene pot fi luate n considerare
pentru validarea lor ca markeri pentru cancerul de prostata.

La nivel sangvin a fost identificatd o semnatura moleculard formata din 28 de gene
care separa pacientii cu cancer de prostatd fatd de cei cu afectiuni benigne ale
prostatei respectiv fata de subiectii sanatosi, independenta de valoarea PSA, scor
Gleason, procent de celule tumorale la nivelul prostatei. Validarea acestei semnaturi
moleculare pe un numar mare de pacienti poate furniza date noi, importante in
patologia prostatei. Confirmarea acestei semnaturi ar putea costitui o alternativa
pentru reducerea numarul biopsiilor de prostata la pacientii cu afectiuni benigne ale
prostatei.

Proteinele angiogenice evaluate la nivel seric, luate individual, nu au fost specifice
patologiei tumorale prostatice, Tnsa evaluarea serica a unui panel de proteine

angiogenice poate aduce informatii utile in aceasta patologie.
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