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Summary
The importance of the Glutathione-S-transferase
Pi class (GSTP1) in prostate cancer diagnosis

Prostate cancer represents one of the most frequent localizations of the cancer in male
patients over 50 years old. The most important risk factors are age, family history and race.
Glutathione S-transferase (GST) enzymes may prevent carcinogenesis through inactivation of
the organic compounds electrophiles by conjugation to reduced glutathione. Recently, it was
reported that most prostate cancers fail to express GST-pi despite an abundant presence in
benign prostate tissue, suggesting a common genetic alteration.

Rezumat

Cancerul prostatei reprezinta una dintre cele mai frecvente localizari ale cancerului la
barbatii de varsta mai mare de 50 de ani. Cei mai importanti factori de risc fiind virsta, istoricul
familial si factorul rasial. Glutation S-transferaza (GST ) poate Tmpiedica carcinogeneza prin
inactivarea compusilor organici electrofili prin conjugare cu glutation redus. Recent, s-a raportat
ca cele mai multe forme de cancer de prostata nu reusesc sa-si exprime GSTP1 in ciuda prezentei
abundente in tesuturile benigne de prostata, sugerind o modificare genetica comuna.

Actualitatea

Cancerul de prostata (CP) este in prezent una din principalele probleme de sanatate ale
barbatilor. Conform datelor furnizate de Centrul de Statistica si de Cancer Registru a Institutului
Oncologic din Republica Moldova (IOM) pentru anii 2000-2009 numarul de cancere de prostata,
diagnosticate in Republica Moldova ,,de novo” atestd o continua crestere, de la 85 cazuri in anul
2000 pina la 249 in anul 2009. Respectiv la capitolul mortalitate se determina o crestere in rindul
populatiei masculine prin aceasta boala de la 4,1%o in 2000, pind la 8,1%o in anul 2009. Acelasi
tablou cu indicii ce sunt intr-o continud crestere este propriu si pentru alte tari. Cancerul de
prostata constituie 11% din cancerele sexului masculin In Europa si este responsabil de 9% din
decesele prin cancer ale barbatilor din Uniunea Europeani. In SUA este cel mai frecvent tip de
cancer la barbati, estimindu-se ca mai mult de 218. 000 de barbati diagnosticati cu cancer de
prostatd in 2007, si aproximativ 27. 050 de barbati decedati din aceasta cauza in acelasi an. [27]
Mecanismele epigenetice pot fi principala fortd motrice pentru schimbarile semnificative in
expresia genelor care sunt responsabile de progresia cancerului de prostata. Cele trei mecanisme
mai larg caracteristice pentru reglarea epigenetica a genelor sint: schimbarea modelelor de
metilare a ADN-ului; acetilarea / deacetilarea histonelor si alterari in buclele feedback-ului de
reglementare pentru factorii de crestere.[43]

Glutation S-transferazele (GST) reprezinta un grup important de enzime de detoxifiere.
Toate speciile eucariote posedd multiple izoenzime GST citozolice si legate de membrana,
fiecare afiseazd proprietafi catalitice precum si de legare necatalitice distincte: enzimele
citozolice sunt codificate de cel putin cinci familii de gene (desemnate clasa alfa, mu, pi, sigma
si teta), in timp ce enzimele legate de membrana (GST microzomale si leucotrien-C4 sintetaza)
sunt codificate de gene unice. Dovezile sugereaza ca nivelul de exprimare a GST este un factor
Multi inductori, dar nu toti, au efectul de activare a transcriptiei genelor GST fie prin elementul
antioxidant-receptiv, elementul xenobiotic-receptiv, GST P1 amplificator (GPE), sau elementul
glucocorticoid-receptiv (GRE ).
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In celule inductia GST de citre speciile reactive de oxigen ar pirea s reprezinte un
raspuns adaptativ ca aceste enzime sa detoxifice unele toxice carbonil-, peroxid-, si metabolitii
epoxid care se contin in celule ca produse de stres oxidativ. Majoritatea tumorilor umane si linii
celulare tumorale umane exprima cantitati semnificative de GST clasa pi [18].

Glutation-S-transferaza clasa Pi (GSTP1), situata pe cromozomul 11ql13 codifica
enzime metabolice a fazei Il, care detoxifica produsii intermediari sau radicalii liberi. GSTP1
joaca un rol important in protejarea celulelor de agenti citotoxici si cancerigeni si se exprima in
tesuturile normale 1n diferite tipuri de celule. Modificarea activitagii si exprimarii GSTP1 au fost
raportate in mai multe tumori si acest lucru se datoreaza in mare parte hipermetilariic ADN-ul din
regiunea CpG in promotor-5'a GSTP1. Cartografierea precisa a modelelor de metilare ADN-ului
in insulele CpG a devenit esentiald pentru intelegerea diverselor procese biologice, cum ar fi
reglarea genelor imprimate, inactivarea cromozomului X si inactivarea genelor supresoare de
cancer uman. [26]

Progresele 1in caracterizarea epigeneticd a cancerelor a permis dezvoltarea testelor de

metilare a ADN care vor putea fi utilizate in curind ca teste serologice si tisulare de cancer.
Inhibarea metildrii promotoarelor aberante ar putea preveni teoretic carcinogeneza.
Speciile reactive de oxigen, care sunt generate in procesele fiziologice, cum ar fi respiratia
celulara, expunerea la agenti chimici, sau expunerea la radiatii ionizante pot depasi apararea
celulard antioxidanta si provoca leziuni ale ADN-ului. [5] Astfel de afectiuni pot duce la mutatii
s1 modificarea oncogenelor sau genelor supresoare tumorale. Izoenzima citozolicd glutation S-
transferaza pi (GSTP1) este o enzima detoxifiantd importantd din familia enzimelor glutation S-
transferaze (GST), care inactiveaza cancerigenele prin conjugarea cu glutationul.[29] Secventa
reglatoare din apropierea genei GST este frecvent afectata de hipermetilare in etapele timpurii
ale carcinogenezei.[35,6,30,21] Comparativ cu tesutul benign, in cancerul de san, de colon, de
stomac, de pancreas, pulmonar, a capului si gitului, de ovar, si de col uterin, precum si sarcomul
tesuturilor moi, carcinomul embrionar testicular , meningiom si gliom, este crescutd expresia
GST clasa Pi.[39,42,7,31,16,25,4,45,1]

Cu toate acestea, hipermetilarea promotorului GSTP1 a fost asociatd cu inhibitia genei in
cancerul de prostata si a cancerului de rinichi.[36,6,30,13]

Recent, un studiu a aratat o tendinta de crestere a frecventei de metilare a GSTP1 cu
cresterea gradului de tumori mamare piloide. Autorii au raportat ca hipermetilarea promotorului
a fost asociatd cu pierderea exprimdrii GSTP1. Aceste rezultate sugereaza cd tumorile piloide
segregd in doar doua grupe, pe baza profilurilor metilare: grupa benigna si grupa
combinatd:granita / malign.[26] Alfi cercetdtori au studiat rolul hipermetilarii genei GSTPI in
carcinomul endometrial si s-a constatat cd reducerea exprimarii GSTP1 a fost asociata cu
potentialul de invazie miometriald.[10]

Modificari epigenetice: markeri moleculari in curs de dezvoltare pentru detectarea
cancerului. Cancerul este un proces alimentat atit de modificari genetice cit i de mecanisme
epigenetice.La mecanismele epigenetice se referd schimbarile In expresia genelor, care pot fi
mostenite mitotic, dar nu sunt asociate cu schimbari 1n secventa de codificare a genelor afectate.
Cu alte cuvinte, la mecanismele epigenetice se refera mostenirea de informatii pe baza nivelului
de expresie genica, in contrast cu genetica care se referd la transmiterea de informatii pe baza
secventei genei. Metilarea ADN-ului, cel mai bun mecanism inteles in epigenetica, este o
modificare chimica enzimo-mediatd care adauga grupuri metil (-CH3) pe locuri selecte din
ADN. La om si majoritatea mamiferelor, metilarea ADN afecteaza numai bazele citozinice (C),
atunci cand aceastea sint urmate de guanozine (G). Metilarea reziduului nucleotidelor citozina
situate 1n dinucleotida 5'-CPG-3’ este cea mai frecventd modificare epigenetica la om. Aceste
dinucleotide CpG nu sunt distribuite in mod aleatoriu in genom. Intr-adevar, exista regiuni CpG
bogate numite “insule CpG" asociate frecvent cu 5 'regiuni regulatoare de gene, inclusiv
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promotor. Metilarea ADN-ului in regiunile promotor este un mecanism puternic pentru
suprimarea activitatii genei.[26]

Analiza de metilare a ADN-ului, metode disponibile in prezent.

Metilarea insulei CpG prezinta interes din motive diagnostice si prognostice. Metilarea unei sau
ambelor alele ale unei regiuni poate servi ca un biomarker de cancer sau de inhibitie a expresiei
genelor atunci cand acestea sunt intr-o regiune promotor. Testele pentru metilare sunt atragatoare
pentru cercetarea translationald, deoarece acestea pot utiliza tehnici de amplificare, cum ar fi
metilare-PCR specific, si sa utilizeze astfel cantitati mici de probe. Datorita simplitatii sale
relative, de sigurantd si sensibilitate, metilare-PCR specific este metoda cea mai frecvent
utilizata pentru analiza de metilare.[23]

Metilare-PCR specific (CMSP) -test conventional utilizeazda doud seturi de primeri
speciali conceputi pentru a amplifica secventa metilatd sau nemetilatd, iar produsele PCR sunt
conduse intr-un gel.[23] Rezultatele CMSP la o anumita regiune de ADN sunt pur si simplu
raportate ca metilat sau nemetilat, nu permite cuantificarea sau identificarea metilarii partiale.
Testul CMSP este folosit in principal pentru detectarea GSTP1 metilat in fluide. De
exemplu:GSTP1 metilata in ser la barbatii cu cancer de prostata localizat, inainte de tratament
implicd un risc 4,4 ori mai mare de reaparitie biochimicd dupa o interventie chirurgicala.[3]
Utilizarea metildrii-PCR specific cantitative fluorescent-bazate (QMSP) a imbunatatit
sensibilitatea detectdrii tumorii. Monitorizarea continud a semnalelor fluorescente in timpul
procesului PCR a permis cuantificarea alelelor metilate a unei singure regiuni, din ADN
nemetilat, deoarece emisia de fluorescentd reporter reprezintd numarul de fragmente ADN
generate.[19]

GSTP1 hipermetilat: semnificatia si incidenta legata de cancerul de prostata.

Inhibarea exprimarii genei GSTP1 este recunoscutd ca fiind un semn distinctiv molecular a
cancerului de prostatd. Metilarea insulei CpG in promotorul clasei pi de glutation S-transferaza
apare in neoplazia intraepitelialda de prostata (PIN) si a cancerului.[15] Alte regiuni hipermetilate
relevante pentru cancer de prostatd includ receptorii beta-2 ai acidului retinoic.[3] Aceste
constatari in cancerul de prostatd sugereaza cd metilarea ADN-ului anticipeazd tumorigeneza,
dar rdmane de vazut dacd metilarea ADN-ului este un eveniment necesar sau permisiva in
tumorigenezd. Metilarea extinsd de nucleotide deoxicitidin distribuite in regiunea 5° a insulei
CpG nu este detectata in epiteliul benign al prostatei, dar a fost detectatd in neoplazie
intraepiteliala, adenocarcinom de prostata, in fluide (plasma, ser, ejaculat i urind) de la pacientii
cu cancer de prostatd cu metilare-PCR specific si poate fi util ca un biomarker molecular de
cancer.[36,7,21,12,41,24,8]
Metilarea-PCR specifica cantitativa (QMSP) arata ca pierderea de exprimare a genei GSTP1
este, de fapt, cea mai ordinara alterare genetica in cancerul de prostata (> 90%) si in neoplazia
intraepiteliald de prostatd (PIN) (70 %) [36,6,7,17,21] si aceastd inactivare somatica a GSTP1
este direct asociatd cu metilarea de promotor.[7,22,21] Niveluri mai ridicate de GSTP1 cu
promotor metilat este asociatd cu trecerea de la neoplazie intraepiteliala de prostata (PIN) la
carcinom.[22]

In timpul dezvoltirii cancerului, GSTP1 nu pare sa functioneze ca o oncogeni sau ca o

gend supresoare tumorald, deoarece inducerea exprimarii GSTP1 1n linii celulare de cancer de
prostati nu suprima cresterea celulei. In schimb, GSTP1 a fost propusad pentru a actiona ca o
gend "Ingrijitoare”. Cand GSTP1 este inactivata, celule de prostata par sa devina mai vulnerabile
la modificarile somatice la expunerea daunatoare cronicd a genomului la oxidanti si electroliti, la
care contribuie mediul si stilul de viata.[34,7]
Semnificatia GSTPI inactive in PIN-ul de grad inalt si carcinom este neclar. Acesta poate fi un
epifenomen, reflectind simpla Intrerupere a stratului celular bazal cu progresie neoplazica.Cu
toate acestea, Lee si colab. considera probabilitatea unui rol mai fundamental.[36] Doua studii au
descoperit cd un procent mic (3,5-5%) din cazuri, retin o modestd GSTP1 expresie in carcinom.
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[11,38] Cookson si colaboratorii au obtinut pozitivitate, de asemenea, in 1 din 17 cazuri de
PIN-ul de grad inalt.[10]Spre deosebire de modificarile genetice permanente si definitive a
modificarii secventei ADN-ului, a metildrii promotorului este o modificare potential reversibila.
Prin urmare, metilarea promotorului poate fi supusa la interventia terapeuticd care vizeaza
reactivarea genei de cancer inhibate. Acest lucru are implicatii importante pentru
chemopreventie, deoarece, dupd cum s-a mentionat mai sus, pana la 70% din PIN cu grad inalt,
aratd metilarea promotorului GSTP1.[6,7,30]

Recent, unii cercetatori au investigat efectele polifenolilor din ceaiul verde (GTPs) pe

re-expresia GSTP1. Ei au demonstrat ca demetilarea promotorului de catre polifenolii din ceaiul
verde duce la re-expresia GSTP1 din celulele cancerului de prostata, prin urmare,polifenolii din
ceaiul verde se fac candidati excelenti pentru chemopreventia de cancer de prostata.[40]
Unii savan{i au evaluat impactul terapiei de privare de androgeni pentru detectarea GSTP1
hipermetilat in cancerul de prostatd.[35] La 87% (13/15) din pacienti, nu a existat nici o
modificare in detectarea GSTP1 hipermetilate [35] si autorii au sugerat cd schimbarea de la
GSTP1 hipermetilat pozitiv la negativ, la doi pacienti pot indica dependentd partiala de
androgeni. [35] In plus fatd de presupusa interactiune hormonald, ar putea specula alte explicatii
posibile pentru a explica de ce cancerul de prostata pierde GSTP1 hipermetilat dupa o prelungita
terapie hormonald neoadjuvanta. In primul rind, lipsa de GSTP1 hipermetilat poate fi atribuit
unor probleme tehnice -rezultate fals negative. In plus, ar putea fi crescutd posibilitatea ca in
ambele tumori primordial a lipsit GSTP1 hipermetilat. Cu toate acestea, sunt necesare studii
suplimentare pentru a evalua frecventa si gradul de interactiune hormonald cu GSTP1
hipermetilat.

Efecte anti-cancer de GSTP1 si perspectivele de viitor.

Nivelurile crescute de GSTP1 pot proteja celulele canceroase umane impotriva
preparatelor citotoxice, medicamente antineoplazice, agentii alchilanti electrolifii deosebit de
reactivi, formele conjugate cu glutation spontan si in reactiile catalizate.[2] Expresia anumitor
subclase de GST protejeaza celulele de citotoxicitatea acestor medicamente cancerigene §i
excesul GST a fost implicate in rezistenta la medicamentele antineoplazice.[37] Inductia
enzimatica este ca un raspuns adaptativ la stres si poate fi declansatd de agentii chimici exogeni
si de asemenea, de metabolitii reactivi de oxigen.[18] Enzimele GST au o specificitate de
substrat larga, care includ substante cu proprietati mutagene cunoscute. Cresterea in ser a GSTP1
a fost exploatata ca un marker tumoral in ser pentru cancerul gastrointestinal [39] si limfom non-
Hodgkin [32] ca 0 metoda de a prezice sensibilitatea la chimioterapie.

Inactivarea GSTP1 in cancerul de prostatd apare timpuriu in carcinogeneza, lasind
celulele prostatice cu aparare inadecvata Tmpotriva oxidantilor si electrofililor cancerigeni.

Mecanismele epigenetice sunt puternic implicate in progresia cancerului.[43] Spre
deosebire de modificarile genetice, modificarile metilarii ADN-ului sunt potential reversibile.
Astfel, interventiile terapeutice care implicd inversarea procesului de metilare a mai multor
gene-cheie 1n carcinogeneza de prostatd ar putea imbunatati optiunile terapeutice actuale, sporind
astfel efectul anti-cancer a genelor GSTP1 la pacientii cu risc sporit, cu PIN-ul de grad nalt sau
la barbatii cu cancer de prostata stabilit. Inhibitorii nucleozidelor analogice ale metiltrasferazelor
ADN, cum ar fi 5-aza-2'-deoxicitidin, sunt capabili sa demetileze ADN-ul si restabili expresia
genelor inhibate. Din pdcate, utilitatea clinicd a acestor compusi nu a fost incd pe deplin
realizatd, in principal din cauza efectelor secundare ale acestora. Procainamida,un medicament
anti-aritmic, un inhibitor non-nucleosidic al ADN metil-transferazelor (categorie de enzime care
catalizeaza metilare ADN-ului in timpul replicarii celulelor), inverseaza ADN-ul GSTP1
hipermetilate si restabileste exprimarea GSTP1 in LNCaP celulelor cancerului de prostata
propagat in vitro sau in vivo ca tumori xenograft in soareci atimici.[7] Utilizarea MCF-7, linie de
celule din cancerul mamar, au constatat cd procaina a produs o reducere cu 40% a continutului
de 5-metilcitozinei din ADN determinat prin electroforeza capilara de inalta performanta si

232



digestia enzimaticd totalda a ADN. Procaina poate demetila, de asemenea, insulele CpG dens
hipermetilate, cum ar fi cele situate in regiunea promotor al beta-2 gena RAR, restabilind
expresia genelor inhibate. Aceastd proprietate poate fi explicatd prin legarea procainei la CpG
ADN-ului imbogatit. In cele din urma, procaina are, de asemenea, efecte de inhibare a cresterii,
in aceste celule canceroase provocind inhibitia mitotica.[26] Astfel, procaina si procainamida
sunt agenfi promitdtori pentru terapia viitoare a cancerului,bazat pe epigenetica. Lee si
colaboratorii au raportat cd GSTP1 a fost stimulatd in compartimentul stromal de cancer de
prostata hormono-independent, care pot contribui la chemorezistenta de cancer avansat de
prostata.[37]

Dovezile epidemiologice au aratat un risc redus de cancer de prostata la barbatii seleniu
consumatori, ceea ce sugereaza cd are un rol de antioxidant in protectia impotriva cancerului de
prostatd. O analiza sistematicd §i meta-analiza literaturii de specialitate confirma faptul ca
aportul de seleniu poate reduce riscul de cancer de prostatd.[14] De asemenea, vitamina E poate
reduce deteriorarea ADN-ului si inhiba transformarea prin intermediul functiei sale antioxidante.
Suplimentarea pe termen lung cu alfa-tocoferol a redus substantial incidenta cancerului de
prostata si a mortalitatii in cazul fumatorilor de sex masculin.[26]

Concluzii

Progresele realizate in cunoasterea mecanismelor implicate in progresia cancerului
prostatic au identificat multiple tinte potentiale pentru terapia moleculara. Aceasta ar putea
imbunatati atit supravietuirea cit si calitatea vietii pacientilor diagnosticati cu aceasta afectiune.

GSTP1 are un rol protector ca un agent antioxidant in transformarea si progresia
cancerului de prostatd. Interactiunea dintre modificarea expresiei sau afectarea de GST pare sa
joace un rol important in carcinogeneza in prostatd. Inhibarea metildrii promotorului aberant ar
putea fi o metoda eficientd de chemopreventie.
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