UNIVERSITATEA DE MEDICINA SI FARMACIE
,CAROL DAVILA” BUCURESTI

FACULTATEA DE MEDICINA

QMACIAE »p
?\‘\P- 4@0{
&%

: DOCENDO DISCITUR
A.D,
1857

MARKERI GENETICI IN CANCERUL DE PROSTATA
LOCALIZAT

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT

Conducator Stiintific:
Prof. Univ. Dr. Viorel JINGA

Doctorand:
Dr. Dan-Gabriel ROSOGA

Bucuresti, 2022



CUPRINS

1 INEFOTUCETE. ...ttt 3
2. ODieCtiVele STUATUIUI. .......cveiiiiiiciec e 5
2.1 Populatia de Studit........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiic e 5
2.2 Genotiparea si analiza datelor SNP..........cccocoeviiiiiiiiiieciiciees 8

2.3 Selectarea SNP-urilor pentru replicarea constatarilor anterioare...9

3L REZUIALE. ... s 10
4, DISCULILL e uveeveeireeeteeete e st e st este e s e e sbe e st e e s beesbeesbeessbeesbeessbeesbeesabeenbeesnteesreeanras 14
ST O] o 174 | SRS 23
6. BIDHOGIAfIe. ..o 25



1.Introducere

Cancerul de prostata este cel mai frecvent cancer necutanat si a 3-a cea mai
frecventa neoplazie a populatiei de sex masculin, cu peste 1 000 000 de cazuri
descoperite anual si peste 300 000 decese.

Studiile arata ca riscul actual pentru un barbat dintr-0 societate occidentala
de a dezvolta in cursul vietii cancer de prostata microscopic este de aproximativ
30%. Riscul de a dezvolta boala clinica este de 10%, iar riscul de a muri prin
aceasta afectiune este de 3%.

Revolutionarea noilor metode de screening a imbunatatit rata de descoperire
a acestei patologii in ultimele decenii, permitdnd realizarea unui diagnostic
timpuriu Tn stadii localizate ale bolii.

Un screening corect pentru acesti pacienti care sa permita diagnosticarea si
stabilirea unui management terapeutic specific fiecarui individ, axat in principal
pe Tmbunatatirea calitatii vietii acestora, reprezintda o provocare pentru
generatiile actuale de urologi si cercetatori. Inca exista tendinta de supratratare
pentru unii pacienti, mai ales in cazul acelora cu risc scazut al bolii, acest fapt
crescand morbiditatea si neaducand un beneficiu clinic real.

Riscurile de supradiagnosticare si supratratament ale unui posibil cancer la
barbatii Care nu au prezentat simptome de boala trebuie sd fie luate in Considerare
si urmdrite Cu atentie.

Doua mari studii clinice randomizate (PLCO si ERSPC) au constatari
diferite cu privire la eficacitatea screening-ul cancerului de prostata, in scaderea
ratei (frecventei) mortalitatii de la boala.

O recenta meta-analiza a studiilor clinice randomizate a demonstrat ca
screening-ul prin PSA nu are niCi un efect semnificativ asupra mortalitatii prin
cancerul de prostata fatd de mortalitatea generala.

De-a lungul anilor la nivel global existd o preocupare in descoperirea si
analiza diversilor factori genetici implicati in patologia tumorala prostatica.

Studii multiple, in special studii epidemiologice si studii de asociere la scara
larga la nivelul genomului (GWAS), au demonstrat o componentd genetica a
etiologiei cancerului de prostata, care a reprezentat punctul de plecare pentru

acest studiu.



Tinta finala al studiilor GWAS este de a utiliza factori de risc genetici pentru
a putea prezice cine este expus riscului de a dezvolta o anumita boala si pentru
scopul de a dezvolta noi strategii de preventie si tratament.

La ora actuala sunt descrise un numar important de oncogene in legatura cu
aceasta patologie, dar interesul este de o oferi acestor markeri utilitate clinica.

Utilizarea acestora in practica curentd ar permite 0 mai buna stabilire a
riscului de boala precum si imbunatatirea strategiilor terapeutice.

Obiectivul acestei teze de doctorat este de a descoperi si analiza variatiile
genetice aparute la indivizii cu cancer de prostata diagnosticati In Romania si de

a evalua riscul acestora in raport cu evolutia si prognosticul bolii.



2.Obiectivele studiului

In ciuda progreselor medicale recente, cancerul de prostati riméne o
problemd medicald semnificativa pentru barbati. Acest studiu se concentreaza
pe evaluarea componentei genetice a acestei patologii si rezuma oportunitatile
de a reduce morbiditatea si mortalitatea cancerului de prostata in Romania.

In Romania, cancerul de prostati este una dintre cele mai frecvente forme
de cancer la barbati, avand o incidenta anuala de 32,2 / 100.000 de cazuri[1,2].

Analiza metodelor clasice utilizate actual pentru a determina diagnosticul
precum si populatia la risc, au reprezentat metode viabile de screening, fiind
validate Tn practica medicala curenta. Un exemplu, este reprezentat de
introducerea PSA-ului seric ca test de screening si diagnostic pentru cancerul de
prostata, aceasta investigatie ducand rata de diagnostic a formelor de boala pana
la 50%, dar crescand in mod artificial rata de tratament pentru cazuri care,
probabil, nu ar fi prezentat manifestari clinice sau ar fi dus la decesul pacientului.
Acest aspect a dus la costuri crescute si o serie de diagnostice fals pozitive[2,3].

Plecand de la aceasta problema raportata de comunitatea stiintifica,
principalul obiectiv al acestui studiu a fost cel de a identifica diferitele mutatiile
genetice prezente la pacientii cu cancer de prostata diagnosticate in Romania, in
scopul de a construi un set de biomarkeri de utilitate clinica pentru diagnosticul
si prognosticul evolutiei acestei afectiuni.

Ca si obiectiv secundar am incercat sa evaluez riscul acestor markeri in
raport cu prognosticul bolii validand aceste estimari, folosind bazele de date
disponibile la nivel international.
2.1Populatia de studiu

Subiectii inclusi in acest studiu au fost pacienti de sex masculin internati
intre 2008 si 2016 in patru clinici din Bucuresti pentru diferite afectiuni
medicale. Lotul de studiu a constat din 1064 de pacienti confirmati
histopatologic cu Pca, dintre care am subselectionat 166 de cazuri cu niveluri
anormale ale PSA si varsta de debut mai mica de 60 de ani si 1104 controale
constdnd din pacienti admisi pentru afectiuni urologice si chirurgicale

nononcologice.



ADN-ul a fost extras din sange sau tampon bucal la deCODE Genetics
(Reykjavik, Islanda) si genotipat folosind matrice SNP Illumina[4,5].

Nivelurile PSA-ului din plasma au fost masurate pentru toti subiectii la
internarea in spital, dar nu au fost utilizate ca si criterii de excludere. Toti
subiectii au semnat un formular de consimtdmant informat inainte de inscrierea
n studiu si au acceptat utilizarea datelor personale, clinice si a probelor biologice
pentru cercetarea genetica. Comitetul Bioetic al Colegiului Medicilor din
Romania a aprobat studiul, iar protocoalele au fost aprobate de Consiliul
National de Etica al Asociatiei Medicilor din Romania[6].

Personalul medical instruit a efectuat interviuri fata in fata, utilizdnd
chestionare standardizate, pentru a colecta date personale (etnie, stare civila,
educatie, inaltime si greutate), date despre stilul de viata (ocupatie, fumat, cafea
si consum de ceai, alcool) si istoricul medical (personal si familial). Toti subiectii
au fost de origine europeand autoraportatd. Nu s-au observat diferente
semnificative Tn alte caracteristici epidemiologice: indice de masa corporala,
fumat sau consum de alcool.

Criteriile de includere ale pacientilor Tn lotul de control au fost: absenta
oricarui tip de cancer la momentul includerii, semnarea de cétre participanti a
unui consimtamant informat de includere in programul de cercetare si
completarea de catre participanti a chestionarului privind datele medicale si
personale.

Colectarea datelor clinice a fost efectuata cu ajutorul unui chestionar
utilizat Tn studiul doctoral avand o valoare importanta in cadrul metodologiei de
cercetare. Acesta cuprinde urmatoarele capitole:

a) informatii despre pacient

b) date fenotipice

c) antecedente medicale

d) comportamente de risc

e) informatii conexe despre stilul de viata

Pe baza protocolului prestabilit, toate aceste informatii au fost colectate
de catre personalul instruit, folosind un formular standardizat n cadrul studiului.
Formularul cuprinde 11 intrebari ce interogheaza aspecte medicale utile pentru

diagnosticul subiectilor inclusi Tn studiu ce prezinta patologie neoplazica.



Chestionarul cuprinde informatii despre diagnosticare, TNM, PSA si valoarea
scorului Gleason.

Scopul principal al studiului este reprezentat de realizarea unui set de
markeri genetici puternic asociati cu cancerul de prostata la nivelul intregului
genom uman in populatia romaneasca. Mentionez ca acest studiu foloseste date
din cadrul proiectului Romcan, reprezentand unul dintre multiplele eforturi ale
comunitatii stiintifice urologice romanesti in incercarea de a elucida etiologia
proceselor neoplazice prostatice.

Evaluarea acestei patologii se realizeaza printr-o serie de parametri
clinici generali acceptati precum: stadializarea cTNM, valoarea PSA-ului seric
si scorul Gleason - n scopul de a clasifica pacientii diagnosticati cu carcinom
prostatic in diferite grupe de risc pentru recurenta biochimica, clasificare care
influenteaza si alegerea conduitei terapeutice [7].

Doua studii similare au fost realizate anterior, primul, pe un numar
restrans de markeri, acest prim efort fiind realizat pe un numar de 34 de markeri
asociati cu aceastd patologie in Romania . Totusi acest rezultat este intr-o0
oarecare masura nesatisfacator pentru practica medicald, analizand un numar
mult prea mic de SNP-uri Tn scopul replicarii acestora [8,9].

Un al doilea studiu a fost realizat, analizdnd fntreaga cohorta
PROMARK, un studiu de tip ,,genome wide association study” (GWAS) ce a
analizat pentru prima oara corelatia genetica dintre profilul genetic si cancerul
de prostata in populatia din Romania [9] .

Studiul prezentat in aceasta lucrare, reprezinta o continuare directa a
celui mentionat mai sus, incluzand un numar de 24 milioane de SNP-uri analizati
folosind metode statistice moderne, coreland un fenotip binar reprezentat de
prezenta cancerului de prostata cu setul de date mai sus mentionate. Markerii
utilizati au fost evaluati calitativ, structura lor finala fiind definitivata Th urma
imputarii setului de date 1000 Genomes[10]. Datele rezultate in urma imputarii
reprezinta o viziune de ansamblu asupra intregului genom uman pentru fiecare
pacient studiat.Aceasta tehnologie oOfera 0 perspectiva unica de analiza a
asocierilor dintre cele 24 milioane de markeri si fenotipul studiat.

Metodologia aplicata ne permite sa analizam totalitatea genelor, locusi
sau markeri cu precizie, avand la dispozitie la finalul acestui studiu un set de

rezultate ce evalueaza riscul fiecarui marker sau gena pe baza valorii P-ului



obtinut in cohorta folosita. Datele utilizate Tn acest studiu fac parte din proiectul
stiintific ROMCAN, proiectul fiind desfasurat in Romania n parteneriat cu
institutul DeCODE Genetics Iceland Tn perioada 2014-2017[11].

Tn cadrul tezei de doctorat am investigat doua ipoteze cu scopul de a
valida rezultatele obtinute Tn cadrul cohortei romanesti. Prima etapa a fost
reprezentata de analiza populatiei romanesti incluse n studiu comparativ cu date
de referinta publicate anterior in vederea catalogarii si compararii celor doua
seturi de date disponibile. Scopul final al acestui studiu este reprezentat de
identificarea unor rezultate semnificative obtinute in cadrul testelor statistice cat
si interpretarea si replicarea acestora in cadrul studiului.
2.2Genotiparea si analiza datelor SNP

Un total de 716.503 SNP-uri au fost genotipate pentru fiecare individ
inclus Tn studiu. Datele genotipului au fost filtrate folosind Plink! v1.07 [12,13].
Aproximativ 10% din SNP-urile genotipate au fost indepartate folosind un prag
de semnificatie al echilibrului Hardy-Weinberg de 5 x 10 si prin excluderea
markerilor cu o frecventa a alelei minora mai micd de 1%.

Markerii prezenti in cadrul setului de referinta “1000 Genomes” — faza
I1l. din 2014 [13] au fost imputati la 2168 indivizi folosind software-ul
IMPUTE?2 [14] cu o probabilitate posterioara de 0,9 ca si prag de corectie pentru
calitatea procesului de imputare a genotipurilor analizate. Setul de genotipuri a
fost testat Tn scopul evaluarii heterogenitatii populatiei folosind analiza
componentelor principale utilizand software-ul ADMIXTURE [15], iar
rezultatele au fost in concordanta cu modelul unei populatii omogene.

Un total de 24.295.558 markeri au fost generati prin imputare pentru
fiecare individ din studiu. Controlul calitatii pentru rezultatele imputarii a fost
efectuat prin indepartarea markerilor cu 0 frecventa a alelei minore mai mica de
1%, cu o rata de identificare corecta de 0,95 si o rata de estimare a concordantei
imputarii cu modelul real de 0,8.

n total, 8.506.022 markeri au indeplinit criteriile de filtrare. A fost
efectuat un test de asociere intre cei 8,5 milioane de markeri imputati si un
fenotip reprezentat de o biopsie pozitiva pentru cancerul de prostata. Testul de
asociere a fost calculat folosind SNPTEST [16], cu o singura variabila binara ca

raspuns; toate valorile P raportate fiind bidirectionale.



2.3Selectarea SNP-urilor pentru replicarea constatarilor anterioare

O revizuire sistematica a literaturii de specialitate a variantelor asociate
cu cancerul de prostata din studiile de tip GWAS anterioare a fost finalizata
utilizand catalogul NHGRI al acestor studii de asociere la nivel de genom
publicate [17] ca si punct de plecare. A fost efectuata o interogare a acestei baze
de date utilizand ca si cuvant cheie ,,cancer de prostata”, iar criteriile de includere
pentru selectie au fost dupd cum urmeazi: valori P <5 x 1078 si o frecventi a
alelei minore de peste 5%.

Pentru fiecare studiu, au fost colectate urmatoarele variabile: tara si etnia
participantilor, metoda de genotipare, sursa controalelor, sursa cohortei de
replicare si mai multe cazuri si controale atat in descoperire, cat si in studiul de
replicare. Un total de 63 de articole au fost initial obtinute din catalogul GWAS
pe baza cautarii de cuvinte cheie. Douasprezece dintre studii au raportat rezultate
legate doar tangential de cancerul de prostata, in timp 29
de studii au raportat asocieri cu risc de cancer de prostata. Am identificat 139 de

markeri unici asociati anterior cu PCa.



3.Rezultate

Primele doud rezultate au fost pentru variante mai putin frecvente
(frecventa alelelor minore estimate la 2% in cazul probei si 9% in proba martor)
din cromozomii 22 si 12 SNP, RS9621053 s1 RS11059458. Credem ca rezultatul
acestui SNP ar trebui luat in considerare cu prudenta.

O alta variantd noua (RS42929) a atins, de asemenea, o semnificatie la
nivel de genom. Rezultatele de-a lungul genomului sunt ilustrate grafic in

Figural, iar principalele constatari sunt prezentate in Tabelul 1.

Tabelul 1. Rezumatul principalelor rezultate GWAS pentru debut

precoce
RS Cromo Pozitie Alela P-value OR
zom
rs9621053 22 | 30635146 T 3.65E-10 | 3.419
rs11059458 12 128052616 T 7.12E-09 7.14
rs42929 22 30560432 T 2.12E-09 4521
rs1859169 23 107319661 G 6.41E-08 | 6.628
rs7576486 2 183710710 A 5.14E-08 12.25
rs16886053 6 75053443 A 1.12E-07 13.62
rs12664835 6 75055012 T 2.12E-07 15.73
rs986633 8 86623223 A 5.12E-07 2.215
rs10490219 2 8260765 T 5.21E-07 1.621
rs2215220 6 28521097 T 1.051E-07 | 3.612
rs846277 7 42021903 T 4.14E-07 2.731
rs1366031 12 115611338 G 1.66E-06 16.66
rs7036724 9 86221371 C 2.65E-06 18.21
rs16888388 6 77015323 A 2.61E-06 | 13.67
rs2258265 8 3941805 T 2.55E-06 2.891
rs953920 10 116187631 C 4.12E-06 2.920
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Figural: Rezultatele testului GWAS pentru debut precoce

Un test similar a fost finalizat pentru 898 de cazuri diagnosticate dupa
varsta de 60 de ani cu status mixt de informatii fenotipice suplimentare si
pacienti din lotul martor din aceeasi cohorta. Rezultatele de-a lungul genomului
sunt ilustrate grafic in Figura 2, in timp ce principalele constatari sunt prezentate
n Tabelul 2.

Tn cel de-al doilea test, observam valori mai mici ale p-ului comparativ
cu rezultatele observate Tn cazul studiului de tip GWAS ce analiza cazurile cu
debut precoce, acest aspect fiind datorat dimensiunii mai mari a subcohortei de
studiu. 14 SNP din cei 13 loci au atins valori p mai mici decat 5x10 in cohorta

romaneasca.
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Tabelul 2. Rezumatul principalelor rezultate al studiului de tip GWAS pentru

cohorta de pacienti cu debut tardiv al cancerului de prostata

Cro
RS moz Pozitie Alela P-value OR
om
rs8110536 | 19 756985 3 4.14E-10 0.531
rs2827540 | 21 22474931 3 4.64E-10 0.4512
rs12090877 | 1 160406270 4 1.91E-09 0.12316
rs4828787 | 23 150996411 4 1.99E-09 2.008
rs2598392 | 7 33581287 2 3.21E-09 0.5784
rs9866700 3 180563658 2 4.46E-09 0.6147
rs4810663 | 20 47711762 4 4.60E-09 0.2314
rs2135720 | 10 53995731 4 5.57E-09 0.6064
rs12067141 | 1 18033086 1 6.71E-09 0.6092
rs7211084 | 17 29049811 4 6.88E-09 0.6023
rs6602234 | 10 7275164 2 7.63E-09 0.5289
rs7563088 2 56737504 2 1.03E-08 0.6159
rs2974554 5 152677932 4 1.30E-08 0.5622
rs4711143 6 27205620 4 2.23E-08 0.4328
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Figura 2 : Rezultatele testului GWAS pentru debut tardiv

Studiile de tip GWAS in populatiile europene au oferit o perspectiva
asupra variatiei specifice cancerului si au indicat regiuni de susceptibilitate care
sunt de o importantd deosebitd in anumite populatii. Descoperirea si
caracterizarea locusurilor de risc de cancer la diverse populatii sunt esentiale
pentru intelegerea mecanismelor biologice subiacente si pentru dezvoltarea
viitoare a modelelor genetice de predictie a riscurilor in populatiile stramosilor
europeni.

Studiul nostru pentru cancerul de prostatd nu a identificat noi variante
semnificative la nivel de genom. Cu toate acestea, constatarile demonstreaza ca
variantele de risc stabilite pentru cancerul de prostata contribuie semnificativ la
riscul de aparitie a cancerului de prostata (PCa) in randul populatiei romanesti.

Cancerul de prostatd cu debut precoce s-a dovedit a fi semnificativ
asociat cu istoricul familial crescut al bolii, oferind dovezi ale unei etiologii
genetice subiacente mai puternice Tn cazul cu debut precoce decét pentru boala
cu debut tardiv [18].

Pana in prezent, au fost realizate mai multe studii GWAS 1n mai multe
etape pentru cancerul de prostata folosind o varietate de reguli pentru includerea
cazurilor. In cazul GWAS bazat pe cazuri de CaP < 60 de ani si cazuri cu
antecedente familiale pozitive de PCa, Eeles si colaboratorii. [19] au demonstrat
puterea crescuta de detectare a SNP-urilor asociate cu cancerul de prostata care
poate firealizata prin includerea cazurilor cu susceptibilitate geneticad imbogatita

la boala.
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4.Discutii

Tn urma analizei genetice am identificat un subset de gene la nivelul
carora apar consecinte asociate cu markerii analizati in legatura cu cancerul de
prostata.

Genele identificate au fost TERT, PEX14, KCNN3, SIDT1, SLC22A3,
PCAT2, PRNCR1, TET2, CASC1, VAV2 si MROHL.

Un volum mare de informatii despre SNP-urile asociate riscului de
cancer de prostata sunt disponibile pentru populatiile Europene. Cu toate acestea,
este mai putin cunoscut daca aceste asociatii pot fi replicate in mod constant n
populatiile din Europa de Est.

Pe scara larga, studii pe baza de populatie privind epidemiologia genetica
sunt in curs de desfasurare sau planificate in mai multe tari, iar rezultatele acestor
studii vor defini peisajul epidemiologiei genetice in viitorul apropiat. De
asemenea, tehnologiile de secventiere de generatie urmatoare sunt stabilite ca
platforme de alegere pentru screeningul de rutind al probelor tumorale intr-un
cadru clinic.

Avand in vedere cad secventializarea intregului exom sau a intregului
genom al pacientilor devine accesibilda pentru multe spitale si institutii
academice, consideram ca screening-ul genetic poate fi o solutie viabild din
punct de vedere financiar pentru practica medicala. Ambele abordari prezinta un
mare potential in integrarea elementelor epidemiologice genetice in practica
medicala [20].

Studiile de tip GWAS au multe limitari, cum ar fi incapacitatea lor de a
explica pe deplin riscul genetic al bolilor comune. In ciuda acestor limitiri,
variantele obtinute din aceste studii ar putea fi utilizate pentru a stratifica
populatia dupd nivelul de risc pentru anumite boli. Un alt rol important al
studiilor GWAS poate fi identificarea subtipurilor de boala care au diferite cauze

sau raspunsuri la tratament[21].
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Analiza principalelor gene implicate in PCa la nivelul populatiei din Roménia

Gena TERT

Aceastd gena este importanta n patogeneza cancerului de prostata intrucat
markerii RS2242652 si RS7725218 asociati cu fenotipul studiat reprezinta un
factor de risc pentru aceasta patologie. In literatura de specialitate exista dovezi
pentru implicarea TERT 1n mecanismele biologice care influenteaz oncogeneza
cancerului de prostati. In cele ce urmeaza sunt prezentate aspectele esentiale
care contureaza cunoasterea actuald referitoare la rolul genei TERT in patologia
cancerului de prostata.

Informatii despre gena TERT in relatie cu cancerul de prostata

Analiza mutatiilor prezente in gene individuale in genomurile tumorale
este fundamentatd de speranta de a descoperi modificari importante ale cailor
care conduc la o mai buna intelegere a procesului carcinogenezei.
Disponibilitatea unor tehnologii noi si sensibile de secventiere a accelerat
aceasta cautare si a condus la identificarea de noi zone importante pentru
mutatiile implicate Tntr-o varietate de procese canceroase [22].

Recent, mutatii Tn promotorul genei telomerazei revers transcriptazei
(TERT) care codifica subunitatea catalitica a telomerazei au fost identificate in
melanomul familial cu o frecventa inalta [23]. Longevitatea celulelor este inca
un semn distinctiv clasic al tumorilor, iar reactivarea telomerazei care duce la
mentinerea telomerilor rdmane un proces fundamental in carcinogeneza.
Modificarile din regiunea de codificare a genei TERT sunt evenimente rare in
diferitele tipuri de cancer. Prin urmare, identificarea mutatiilor in promotorul
central al genei TERT care pot conduce la particularitati diferite ale celulelor
tumorale a atras un mare interes in domeniul cercetarii cancerului [24]

In cancerul de prostata, expresia TERT a fost asociatd cu un prognostic
rezervat si cu un risc mai mare de recidiva a bolii. Mecanismele care stau la baza
expresiei TERT ridicate n cancerul de prostata nu au fost inca clarificate. Pana
in prezent, datele privind analiza mutatiei promotorului TERT in PCa sunt rare.

Conform Cbio Portal, au fost identificate 3436 de variante genetice
mutante la nivelul acestei gene. Aceasta rata crescuta de variabilitate reprezinta
un factor aditional ce sustine ipoteza implicarii acestei gene 1n procese

oncologice.
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Expresia transcriptazei inverse a telomerazei (TERT) este cruciald pentru
supravietuirea tumorii si pentru celulele canceroase care scapa de apoptoza. Mai
multe variante de locus TERT au fost descoperite in asociere cu riscul de cancer,
dar mecanismele de baza si impactul clinic raman neclare.

Telomerii umani sunt o protectie a capetelor cromozomilor, a céror
functie principala este mentinerea lungimii ADN-ului telomeric si a stabilitatii
cromozomiale. Majoritatea celulelor maligne, inclusiv cancerul prostatic , ating
o capacitate de replicare nelimitatd, un semn distinctiv al cancerului, prin
activarea telomerazei pentru mentinerea telomerilor. S-a constatat ca elementul
cheie de limitare a vitezei pentru activitatea telomerazei este gena TERT, care
codifica o subunitate cataliticd esentiald a telomerazei care este exprimata tn mod
aberant in multe tipuri de cancer. Intelegerea mecanismelor exprimarii aberante
a genei TERT reprezinta o intrebare fundamentala pentru cancerul uman, iar
TERT este, de asemenea, o tintd clinicd potentiald pentru imbunatatirea

diagnosticului si a prognosticului cancerului.

Gena PEX14

Aceastd gena este cunoscuta ca fiind importanta 1n etiologia cancerului de
prostatd intrucat markerul RS636291 asociat cu acest fenotip Studiat in analiza
anterioard reprezinta un factor de risc pentru aceasta patologie. Acest aspect este
sustinut si de faptul ca in literatura de specialitate exista dovezi pentru implicarea
PEX14 in diferite procese biologice care influenteaza in mod favorabil cancerul
de prostata.

Informatii despre PEX14 in relatia cu cancerul de prostata

Gena PEX14 produce o proteina integrala de membrana esentiala pentru
andocarea proteinelor pe peroxizomi si este o proteind bifunctionala capabila sa
actioneze ca un co-represor transcriptional si un modulator de transport al
polipeptidei.

Studiile ulterioare au aratat cd PEX14 este singura peroxind care are o
functie dubla unica in formarea peroxizomilor si degradarea selectivd. Aceasta
gend codificd o componenta esentiald a mecanismului de import peroxizomal.

Proteina este integratd in membranele peroxizomale cu capatul C-

terminal expus la citosol si interactioneazd cu receptorul citosolic pentru
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proteinele care contin un semnal de tintire peroxizomal PTS1. Proteina
functioneaza, de asemenea, ca un corepresor transcriptional si interactioneaza cu
o histon deacetilaza.

Variante genetice ale acestei gene au fost asociate anterior cu cancerele
de san. SNP ca rs616488 (PEX14) s-a dovedit a fi asociat cu cancerul de san in
special.

Acest SNP este mult mai puternic asociat cu expresia PEX14 in tesuturile
tumorale comparativ cu tesuturile normale. Replicarea acestor rezultate n
studiile viitoare trebuie sa examineze in continuare daca asocierea PEX14 cu
riscul de cancer de san se poate datora in parte unei implicatii a acestei gene in
procese etiologice neoplazice.

Conform Cbio Portal au fost identificate 146 de variante genetice
mutante la nivelul acestei gene.

Aceasta rata crescuta de variabilitate reprezinta un factor aditional ce

sustine ipoteza implicarii acestei gene in procese oncologice.

Gena SIDT1

Aceasta gena are si ea un rol in etiologia cancerului de prostata, acest fapt
fiind indicat de asocierea markerului RS7611694 cu fenotipul studiat, acest
aspect fiind substantial si din punct de vedere molecular. Literatura de
specialitate prezinta o serie de informatii privind implicarea SIDT1 1in

oncogeneza cancerului de prostata.

Date generale despre gena SIDT1

Proteina codificatd de aceastd gena apartine familiei SID-1 de canale
transmembranare dsRNA. Aceste canale transporta dsARN 1in celule si sunt
necesare pentru interferenta sistemica a ARN (ARNi). [25]

S-a demonstrat cd SIDT1 faciliteaza si influxul de siARN in organismul
uman. Cresterea influxului de siARN extracelular in celule umane pe care SIDT1
il mediaza poate determina silentiere geneticd posttranscriptionald foarte
specifica [26].

La nivelul prostatei expresia genicd este de 10.15 transcripte per milion

(tpm).
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SIDT1 faciliteaza transferul de ARN rapid, dependent de contact,
bidirectional, intre celulele umane, avand ca rezultat ARNi. Deplasarea
intercelulard mediata de SIDT1 a microRNA-21(miR-21) antreneaza rezistenta
la analogul nucleozidic gemcitabina in celulele adenocarcinomului uman [27].
Informatii despre SIDT1 in relatie cu cancerul de prostata

Intrucat SIDT1 faciliteazd transportul miR-21, implicarea sa n
oncogeneza si implicit Tn cancerul de prostata este strans legatd de aceasta
functie. Printre rolurile miR-21 se numara controlul exprimarii mai multor
MARN implicate in proliferarea microvasculara si invazia tumorala.

Tn cancerul de prostata existd o dereglare a mai multor miRNA care pot
functiona ca supresoare tumorale sau oncogene.

MiR-21 este un membru relativ nou al grupului de microARN oncogenice.
Initial, s-a constatat ca este supraexprimat in glioblastom, iar ulterior a fost
descris ca un factor antiapoptotic prezis pentru a down-regla genele asociate cu
apoptoza avansata [28]. Ulterior, s-a observat o supraexprimare miR-21 ntr-o
varietate de tumori umane, precum cele cu punct de plecare din san, colon, ficat,
creier, pancreas si prostata [29].

La pacientii cu cancer de prostatd, o supraexpresie a miR-21 se coreleaza
cu o slaba supravietuire fara recidiva biochimica si are valoare predictiva pentru
riscul de recidiva biochimica la pacientii tratati prin prostatectomie radicala [30].
De asemenea, expresia sa se coreleazd cu boala metastaticd si creste in
concordantd cu parametrii clinici (scor Gleason, metastaze ale ganglionilor
limfatici). Prin urmare, miR-21 este util ca biomarker pentru a prezice progresia
tumorala[31].

Desi o evaluare a expresiei miR-21 in populatii mai mari este necesara,
rezultatele existente in literatura actuala indicd faptul cd miR-21 poate fi un
candidat promitator ca biomarker de prognostic molecular si o posibild tinta
terapeutica pentru cancerul de prostata.

Strategiile de terapie genica care implica inhibarea miR-21 se pot dovedi

utile in tratamentul cancerului de prostata[32].
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Gena SLC22A3

Aceasta gena este importantd in patogeneza cancerului de prostata intrucat
markerul RS9364554 asociat cu fenotipul studiat prezinta consecinte la nivelul
el.

In literatura de specialitate existd dovezi pentru implicarea SLC22A3 in
mecanismele biologice care influenteazi oncogeneza cancerului de prostata. In
cele ce urmeaza sunt prezentate aspectele esentiale care contureaza cunoasterea

actuala referitoare la rolul genei SLC22A3 in patologia cancerului de prostata.

Informatii despre SLC22A3 in relatia cu cancerul de prostata

Tn decursul progresiei cancerului de prostata si in cancerul de prostati de
grad Tnalt (conform scorului Gleason), SLC22A3 are o expresie scazuta fata de
tesuturile normale. Prin imunohistochimie s-a confirmat scaderea expresiei
SLC22A3 in timpul progresiei tumorale (de la epiteliu benign la cancerul de
prostata, P = 0,003; de la cancerul de prostata localizat la cancer metastatic, P =
0,009), precum si in cancerul de grad inalt comparativ cu cancerul de grad
scazut, P=1,1 x 107, [33].

In studiul ,,Genetic and functional analyses implicate the NUDTI1,
HNF1B, and SLC22A3 genes in prostate cancer pathogenesis”, RS9364554 este
asociat cu niveluri scdzute de expresie ale SLC22A3. Totusi, testdrile functionale
aratd ca suprimarea acestui transcript conduce la o viabilitate si o proliferare
redusa a liniilor celulare analizate.

Caracterizarea ulterioard va fi necesard pentru a elucida consecintele
functionale ale modificarii nivelurilor SLC22A3, insd gena pare a fi implicata in
initierea procesului de carginogeneza din cancerul de prostata [34].

Genele PCAT2 si PRNCRI1

Aceste gene sunt importante in patogeneza cancerului de prostatd intrucét
markerul RS1016343 asociat cu fenotipul studiat prezinta consecinte la nivelul
ei.

In literatura de specialitate existi dovezi pentru implicarea PCAT2 si
PRNCRL1 in mecanismele biologice care influenteaza oncogeneza cancerului de
prostatd. In cele ce urmeazi sunt prezentate aspectele esentiale care contureazi
cunoasterea actuala referitoare la rolul celor doud gene in patologia cancerului

de prostata.
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Date generale despre genele PCAT2 si PRNCRI1 in relatia cu cancerul de
prostata

PCAT?2 (Prostate Cancer Associated Transcript 2) este o gend ARN si este
afiliata clasei de ARN-uri non-codificatoare INCARN (long noncoding RNAS).

Bolile asociate cu PCAT2 includ cancerul de prostata si agnosia vizuala.
(GeneCards).

Expresia PCAT2 este up-regulata in cancerul de prostata, acest tip de expresie
fiind specifica testiculelor, dar nu si tesutului prostatic normal.

PRNCR1 (Prostate Cancer Associated Non-Coding RNA 1) este o gena
ARN si este afiliata clasei de ARN-uri non-codificatoare. Bolile asociate cu
PCAT2 includ cancerul de prostatd si gliomul malign. (GeneCards) De
asemenea, PRNCRI este o potentiala oncogena implicata in cancerul colorectal,
gastric si de san [35].

Studiile timpurii au ardtat ca expresia PRNCRI1 a fost up-reglatd in unele
celule tumorale din cancerul de prostata si PIN. Scaderea expresiei PRNCRI1 pe
liniile celulare LNCaP si PC3 a redus viabilitatea celulelor si activitatea de

transactivare a receptorului pentru androgen (AR) [36].

Gena TET2

Aceastd gena este importanta in patogeneza cancerului de prostata intrucat
markerul RS7679673 asociat cu fenotipul studiat prezinta consecinte la nivelul
ei.

In literatura de specialitate existd dovezi pentru implicarea TET2 in
mecanismele biologice care influenteazi oncogeneza cancerului de prostati. In
cele ce urmeaza sunt prezentate aspectele esentiale care contureaza cunoasterea
actuala referitoare la rolul genei TET2 1n patologia cancerului de prostata.
Informatii despre TET2 in relatie cu cancerul de prostata

Metilarea ADN-ului reprezinta un model epigenetic care descrie starea de
reglementare genica globala [37]. Acest proces ce reglementeaza expresia
genelor este considerat a reglementa diverse mecanisme biologice, inclusiv
oncogeneza tesuturilor neoplzice[37].

5-hidroximetilarea citozinei (5-hmC) este un marker genetic identificat
recent, fiind un potential indicator al unor afectiuni precum cancerul.

Mecanismele care 1i favorizeaza prezenta ca si factor declansator in tumori si
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rolul acestuia asupra expresiei genice si a evolutiei celulelor tumorale este
neclara [38].

Studiul ,,TET2 binds the androgen receptor and loss is associated with
prostate cancer” (2016), prin mapare genetica, a dezvaluit sase SNP-uri situate
in regiunile intronice care sunt semnificativ asociate cu cancerul de prostata,
sustinand TET2 ca si gena de cauzalitate asociatd cu SNP de risc RS7679673
[39].

Modificarile somatice aparute la 6% din tumorile primare si la 20% din
tumorile metastatice, expresia mRNA redusa intr-un subset de tumori si dovezile
experimentale cd TET2 KD creste proliferarea LNCaP si invazia celulara indica
faptul ca TET2 este un supresor tumoral in cancerul de prostata.

Relatia intre TET2 si hormonii androgeni este un element esential in
intelegerea implicarii acestei gene in procesul de oncogeneza a cancerului de
prostata.

Studiul ,,TET2 repression by androgen hormone regulates global
hydroxymethylation status and prostate cancer progression” [40] a permis
formularea unor concluzii referitoare la interactiunea TET2 — AR:

Expresia TET2 este reprimata de hormonii androgeni in celulele tumorale:
-TET2 este o gena tintd importantda a miRNA-urilor reglementate de androgeni
-AR reprima activitatea TET2-enhancerilor in HRPC.

Inducerea mediata de AR a familiei miR-29, care vizeaza TET2, este
proportional crescuta in cancerul de prostata refractar hormonal (HRPC), iar
valoarea ei prezice un prognostic nefavorabil al pacientilor cu cancer de prostata.

O reducere a activitatii 5-hmC activeaza cai cheie legate de cancerul de
prostata, cum ar fi mTOR si AR. Astfel, modificarea ADN conecteaza cauzal
calea epigenetica mediatd de TET2 si reglata de AR Tn raport cu progresia
cancerului dependenta de 5-hmC.

In acelasi studiu , s-au evaluat valorile TET2 si 5-hmC in probe tumorale
clinice prin imunohistochimie. Scaderea expresiei TET2 impreuna cu cea a 5-
hmC ar putea fi un factor prognostic care prezice supravietuirea pacientilor dupa
interventia chirurgicald. Nivelul scazut al expresiei TET2 nu este asociat cu

scorul Gleason, ci cu stadiile avansate de cancer si cu metastazele.
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S-a confirmat faptul cd expresia TET2 este semnificativ reprimatd in
cancerul de prostatd metastatic, comparativ cu tumorile localizate. Scaderea
expresiei TET2 este asociata cu progresia bolii si, in particular, cu metastaze.

Mecanismele TET2-dependente sunt, asadar, responsabile de cresterea
tumorala.
Cresterea sau scaderea expresiei TET2 are un efect semnificativ asupra
proliferdrii celulelor, demonstrdnd efectul de inhibare a cresterii TET2 in
cancerul de prostata.

Cresterea reprimarii TET2 mediata de familia miR-29 este implicata in
progresia cancerului de prostatd la HRPC.

In concluzie, miR-29 este un regulator epigenetic cheie care reprima
TET2 in progresia cancerului. Astfel, dezvoltarea de noi abordari epigenetice
pentru inhibarea miR29 sau pentru modificarea caii mediate de TET2 poate avea
implicatii importante pentru tratamentul cancerului de prostatd in stadiile

avansate.
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5. Concluzii

In cadrul acestei teze de doctorat am realizat o evaluare a impactului
diagnosticarii precoce prin metode de screening genetic in prognosticul Pca la
pacientii din Romania. Cercetarea noastra nu a descoperit noi mutatii la nivel de
genom, dar rezultatele obtinute aratd ca variantele de risc cunoscute pentru
cancerul de prostata influenteaza probabilitatea de aparitie a acestei patologii in
randul populatiei romanesti.

Am definit profilul genetic particular populatiei “early on set* corelat cu
procese genetice, metabolice si fiziologice, aspect ce poate avea un rol in
managementul postterapeutic al acestor pacienti. In cadrul testului de asociere (
GWAS) dintre cazurile de Pca cu debut precoce si cazurile de Pca cu istoric
familial, am gésit dovezi semnificative statistic ce sustin asocierea a 13 SNP
studiate cu cazurile de Pca < 60 ani.

Tendinta de crestere ale alelelor de risc in cazul populatiei tinere comparativ
cu subiectii de peste 60 ani a fost raportata doar in cazurile cu debut precoce,
fapt ce denota si accentueaza importanta impactului factorilor genetici de risc
comun la barbatii cu Pca descoperit la varste de sub 60 ani.

Implementarea testdrii genetice in practica clinicd, in special la pacientii
tineri cu tumori agresive sau la cei cu antecedente familiale pozitive, reprezinta
0 noud provocare pentru urmdtorii ani si va identifica barbatii cu variante
patogene care pot beneficia de screening si interventie precoce si de optiuni
terapeutice specifice.

Un alt punct esential a fost reprezentat de optimizarea managementului
tratamentului pacientilor cu cancer de prostata in functie de profilul genetic
identificat. Unele dintre tipurile de variante genetice identificate Tn cadrul acestei
teze de doctorat predispun in special la cancerul de prostatd agresiv si confera
un prognostic mai rezervat in comparatie cu prognosticul pacientiilor care nu
poarta aceste mutatii.

Aplicatii clinice ale tratamentelor tintite molecular, au rezultate mult mai
bune la aceste tipuri de pacienti deoarece permit stabilirea unor grupe de risc si

astfel optimizeazd managementul terapeutic. Pe baza analizei genetice se pot
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depista timpuriu pacienti cu risc crescut in vederea beneficierii de un tratament
radical.

Definirea unui set de markeri ca o posibila alternativa viitoare in depistarea
si monitorizarea pacientilor cu CaP, care sa inlocuiasca PSA, cu o mai buna
sensibilitate si specificitate, dar costuri similare este de asemenea un deziderat
al acestei lucrari. Dupd cum demonstreazd varietatea de studii care se
concentreaza pe diferite mutatii genetice asociate cu CaP, acesta este un domeniu
de interes in crestere rapida.

Desi aspectele genetice ale CaP au fost anterior subestimate, acum avem
dovezi ce sustin impactul identificarii unui set de markeri geneticii utili in
evaluarea CaP in Romania. Acest lucru este, de asemenea, subliniat de
recomandarile actuale pentru testarea genetica in diverse ghiduri de specialitate.

Costurile asociate acestei patologii in prezent sunt ridicate deoarece multe
cazuri se descopera tardiv si astfel rezolvarea complicatiilor necesita timp,
resurse materiale si umane importante. Depistarea precoce a Pca localizat cu
ajutorul markerilor genetici, coroborand cu metodele actuale, va duce la
optimizarea diagnosticului, a schemelor de tratament precum si la reducerea
numarului de complicatii, a costurilor si la diminuarea supratratamentului pentru
acesti pacienti.

In acelasi timp, in urma acestui studiu am identificat un profil genetic ce
poate fi aplicat atat Tn populatiile est europene cat si la nivel international ,
utilizabil Tn managementul optim al pacientilor cu Pca.

Un alt beneficiu este reprezentat de capacitatea acestui test de a stabili un risc
genetic detectabil timpuriu pentru rudele de gradul 1 al pacientilor diagnosticati.
Neoplasmul cu debut precoce este puternic asociat cu istoricul familial al bolii,
sugerand importanta etiologiei genetice n cazul Pca cu debut precoce mai mult
decét pentru boala cu debut tardiv.

Datorita caracterului non invaziv, specificitatii si sensibilitatii crescute
demonstrate Tn cadrul acestui studiu consider oportuna integrarea acestui test in
practica curenta deoarece are la baza markeri genetici specifici populatiei

romanesti studiata.
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