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IVADAS

Inksty vézys — keturiolikta pagal sergamuma neoplastiné liga,
esanti tarp deSimties dazniausiy vyry véziniy susirgimy. Lietuvoje
sergamumas inksty véziu yra didziausias pasaulyje ir uzima penkta
vieta pagal mirtinguma [pagal Tarptauting vézio tyrimy agentiirg
https://gco.iarc.fr/]. Sviesiy lasteliy inksty karcinoma (angl. clear cell
renal cell carcinoma (ccRCC)) yra labiausiai papilites inksty vézio
potipis, pasizymintis didZiausiu mirtingumu tarp visy urogenitalinés
kilmés naviky [1-3].

Nors dauguma ccRCC atvejy nustatoma ankstyvoje stadijoje, bent
penktadaliui pacienty diagnozés metu aptinkamos metastazes, zenkliai
sumazinancios pacienty iSgyvenamumg [4]. Pagrindiné to priezastis
yra asimptomatiné ligos eiga. Inksty vézio simptomai, tokie kaip
skausmas Sone, kraujas Slapime ir apciuopiamas darinys
abdominalinéje srityje yra reti (nustatomi 6-10% atvejy) ir sicjami jau
su pazengusiomis ligos stadijomis [5,6]. Tuo tarpu dauguma ligos
atvejy nustatoma atsitiktinai, dél Siuo metu placiai kasdienéje
praktikoje  atlickamy vaizdinimo (ultragarso, kompiuterinés
tomografijos ar magnetinio rezonanso) tyrimy dél jvairiy nespecifiniy
simptomy [1,7]. NeiSplitusio vézio atveju daZniausiai taikomas
gydymas — chirurginis naviko paSalinimas, atliekant daling ar radikalia
nefrektomijg dazniausiai be biopsijos, dél to pasitaiko perdéto gydymo
atvejy, kai dél gerybinio, pavojaus nekelian¢io naviko paSalinamas
visas inkstas. Galimyb¢ greta vaizdinimo rezultaty naudoti organizmo
skysciuose aptinkamus molekulinius bioZymenis padéty iSvengti Siy
atvejy, pagerinty ankstyva inksty vézio diagnostika, palengvinty
pacienty stebéseng ir ligos eigos prognozavima.

Potencialiis molekuliniy biozymeny Saltiniai yra navikinis audinys,
pvz. biopsija ar naviko rezektatas, ir organizmo skysciai, pvz. kraujas
ar Slapimas. Taciau biopsijos yra maZziau tinkamos dél pavojingos ir
skausmingos procediros, subjektyvaus patology vertinimo,
reprezentatyvaus ir pakankamos kokybés audinio poreikio ir griezty
dazno méginiy paémimo apribojimy. Du pastarieji kriterijai ypac



svarbiis ccRCC atveju, kadangi Siems navikams buidingas aukstas
heterogeniSkumas, kuris daznai lieka nepastebétas tiriant pavienes
biopsijas [8-11], kas apsunkina naujy Zymeny validavimg. Tuo tarpu
organizmo skysciuose, ypac Slapime, gali buti aptinkamas platesnis
spektras (epi)genetiniy pakitimy i§ jvairiy naviko zidiniy ir net
mikrometastatiniy viety. Be to, dél surinkimo paprastumo, §lapimo
méginiai gali biiti daznai paimami tyrimams, kas leidzia ypac¢ anksti
aptikti navika ir sekti ligos progresavima realiu laiku.

Neseniai atlikti tyrimai parodé, jog kloniné ccRCC naviky
ekspansija yra létas procesas ir jvykus pirminiam genetiniam
pakitimui, kliniSkai navikas gali likti nepastebimas iki 50 mety [8].
Nors pradiniuose kancerizacijos etapuose histologiniai poky¢iai
neaptinkami, Siuose audiniuose jau pradeda kauptis jvairis DNR
metilinimo pakitimai [12], kas leidZia juos pritaikyti ankstyvai ligos
diagnostikai. DNR metilinimas yra placiausiai iSstudijuotas
epigenetinis fenomenas, reguliuojantis geny raiSkg ir siejamas su
atveju genetiniai pokyciai yra gana reti, tuo tarpu DNR metilinimo
pakitimai yra kur kas daznesni [14] ir gali biiti lengvai aptinkami kiino
skys¢iuose palyginti nebrangiais ir paprastais PGR metodais. Taigi,
DNR metilinimo poky¢iai gali pasitarnauti kaip neinvaziniai
molekuliniai biozymenys, kurie gali buiti panaudojami kaip priemoné
gydytojams greitam ir tiksliam ligos aptikimui, stebésenai ar net
gydymo pritaikymui.

Nepaisant auk$ty mirtingumo nuo inksty vézio rodikliy ir DNR
metilinimo  perspektyvumo, Siuo metu klinikoje néra jokiy
diagnostiniy ar prognostiniy inksty véziui specifiniy molekuliniy
biozymeny. PrieSingai, DNR metilinimu paremti testai kitiems
urogenitaliniams (pvz. prostatos, Slapimo pislés) navikams
komerciskai prieinami jau ilga laikg [15]. Iki Siol paskelbta tik
nedaugelis tyrimy, kuriuose buvo analizuotas DNR metilinimas inksty
véziu serganciy pacienty Slapimo méginiuose [16-22]. Dauguma Siy
studijy buvo atliktos labai mazose ir heterogeniSkose (jtraukiant
jvairius inksty vézio potipius) kohortose bei tiriant pavienius navika



slopinancius genus, kuriy metilinimas aptinkamas daugelyje vézio
tipy, todél jy pritaikomumas klinikinei praktikai labai ribotas. Naujy
zymeny atrinkimas ir pritaikymas klinikoje yra sudétingas ir
daugiapakopis procesas, reikalaujantis reprezentatyvaus ir didelio
iStirty pacienty kiekio bei validavimo etapy. Ta¢iau DNR metilinimas
yra perspektyvus ir daug zadantis naujy inksty vézio biozymeny
Saltinis ir yra vertas $iy pastangy.

Sio tyrimo tikslas buvo nustatyti skirtingai metilintus genus
$viesiy lgsteliy inksty karcinomos audiniuose, jvertinti jy diagnosting
ir prognosting reikSme¢ bei galimybe panaudoti kaip neinvazinius,
ligoniy $lapime aptinkamus molekulinius biozymenis.

Siam tikslui iskelti uzdaviniai:

1. Istirti visuminj DNR metilinimo ir geny raiskos profilj
navikiniuose ir poriniuose histologiskai nepakitusiuose inksty
audiniuose, siekiant nustatyti ccRCC specifinius DNR
metilinimo pakitimus ir iSregulivotus molekulinius atsako
kelius.

2. Nustatyti deSimties baltymus koduojanciy geny (ZNF677,
FBN2, PCDHS, TFAP2B, TACI, FLRT2, ADAMTS19, BMP7,
SIMI1 ir  SFRPI) reguliaciniy sriciy DNR metilinimo
skirtumus navikiniuose ir histologiskai nepakitusiuose inksty
audiniuose ir jvertinti jy diagnostine bei prognosting reikSme;

3. Istirti SeSiy atrinkty geny (ZNF677, FBN2, PCDHS, TFAP2B,
TACI ir FLRT?) iRNR raiska navikiniuose ir histologiskai
nepakitusiuose inksty audiniuose, jvertinti sgsajag su DNR
rodikliais.

4. Validuoti atrinkty geny (ZNF677, FBN2, PCDHS, TFAP2B,
TAC! ir FLRT2) DNR metilinimo poky¢ius pacienty, kuriems
nustatytas ccRCC ir asimptomatiniy kontroliy (sveiky
asmeny) Slapimo méginiuose bei jvertinti Siy Zymeny
pritaikomuma  neinvaziniam  ligos aptikimui ir
prognozavimui.
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Mokslinis naujumas ir praktiné reikSmé

Sio tyrimo metu pirma karta Lietuvos ccRCC ligoniy imtyje buvo
tiriamas DNR metilinimas ir geny raiska, tiek visg genoma
apimanciais, tiek ir konkre¢iy geny-taikiniy analizés metodais. Gauti
rezultatai pagilino supratimg apie DNR metilinimo vadmenj inksty
vézio vystymesi ir iSreguliuotus signalinius kelius.

Visg genomg apimanti DNR metilinimo profilio analizé
mikrogardeliy metodu leido identifikuoti potencialius inksty vézio
DNR metilinimo bioZymenis, turin¢ius vidutinj ir auksta diagnostinj
ir prognostinj potenciala. Be to, nustatyti DNR metilinimo poky¢iai
reguliacinése baltymus koduojanciy geny srityse buvo aptikti ir
ligoniy Slapimo méginiuose. Taigi, gauti rezultatai atskleidé atrinkty
geny kaip neinvaziniy ligos biozymeny potenciala, kurie gali bati
panaudoti tolimesniam Slapimu pagrijsto inksty vézio testo kiirimui.

Daugumos atrinkty geny (ZNF677, TFAP2B, TACI, FLRT2,
ADAMTS19, BMP7, SIMI) DNR metilinimas tiek ccRCC audiniuose
tiek §lapimo méginiuose buvo tiriamas pirmg kartg ir parodé daug
zadancCius rezultatus dél jy sgsajos su bent vienu klinikiniu-patologiniu
pacienty rodikliu. Atsizvelgiant | gautus rezultatus, perspektyviausias
yra transkripcijos veiksnj (cinko pirSto baltymg 677 (ZNF677))
koduojantis genas dél jo DNR metilinimo s3asajos su sumazgjusia geno
raiSka, daugybe klinikiniy-patologiniy rodikliy bei bendru pacienty
iSgyvenamumu. Be to, ZNF677 kombinacijoje su lastelés adhezijos
baltyma Protokadhering 8 (PCDHS8) koduojanciu genu pasizyméjo
vidutine diagnostine ir ypa¢ auksta prognostine savybémis tiriant
ligoniy $lapimo meéginius. Nors tolimesni validavimo etapai yra biitini
siekiant patvirtinti Siuos rezultatus, gauti duomenys yra daug zadantys
ir tikétina, paskatins tolimesnj naujo molekulinio testo, skirto inksty
vézio aptikimui ir stebésenai, vystyma.

Ginamieji teiginiai:
1. DNR metilinimo ir geny raiskos poky¢iai navikiniuose inksty
audiniuose yra gausiis ir pazeidzia jvairius biologinius ir
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molekulinius procesus, tiesiogiai susijusius su V€zio
vystymusi ir progresavimu.

Baltymus koduojan¢iy geny ZNF677, FBN2, PCDHS,
TFAP2B, TACI1, FLRT2, ADAMTS19, BMP7, SIM1 ir SFRPI
reguliaciniy sri¢iy metilinimas yra inksty véziui specifinis.
Sesiy geny kombinacija (ZNF677, FBN2, PCDHS, TFAP2B,
TACI & SFRPI) dél auksto jautrumo ir specifiskumo gali buti
naudojama kaip jrankis ligos diagnozavimui.

Tirty geny, ypa¢ ZNF677 ir PCDHS8 metilinimas reikSmingai
susietas su svarbiausiais inksty vézio prognostiniais rodikliais
(naviko dydziu, stadija, laipsniu ir nekroze) ir yra potencialtis
prognostiniai ccRCC biozymenys. Metilinta geny ZNF677 ir
FBN2 taip pat jvairiy dviejy-keturiy geny kombinacijy biisena
ccRCC audiniuose reik§mingai siejasi su trumpesniu bendru
ccRCC ligoniy iSgyvenamumu ir gali biiti pritaikoma kaip
jrankis ligos prognozavimui.

Metilinta geno ZNF677 biisena ccRCC audiniuose yra
tiesiogiai susijusi su sumazéjusia raiska, kuri savo ruoztu
siejasi su daugeliu nepalankiy klinikiniy patologiniy rodikliy
ir trumpesniu bendru ligoniy iSgyvenamumu, todél ZNF677
yra itin perspektyvus ccRCC biozymuo.

Baltymus koduojanciy geny ZNF677, FBN2, PCDHS,
TFAP2B, TACI ir FLRT2 metilinimo lygis yra aukStesnis
pacienty, kuriems diagnozuotas ccRCC $lapimo méginiuose,
lyginant su sveiky asmeny méginiais. Geny ZNF677 &
PCDHS8 kombinacija su ar be FBN2 ar FLRT? pasizymi
aukstu jautrumu bei specifiSkumu ccRCC navikams ir gali
biti pritaikoma neinvaziniam ligos aptikimui;

Metilinta geny rinkinio ZNF677 & PCDHS biisena yra stiprus
nepriklausomas  prognostinis c¢cRCC ligoniy bendro
iSgyvenamumo rodiklis ir galéty Dbiiti pritaikomas
neinvaziniam ligos prognozavimui.
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MEGINIAI IR METODAI
Ligoniai ir méginiai

Siam tyrimui atlikti buvo gautas Lietuvos Bioetikos Komiteto
leidimas (Nr. 158200-18/12-1077-585). Visi | tyrima jtraukti asmenys
pasirasé informuoto asmens sutikimo forma.

I §j tyrima i§ viso jtraukta 123 pacientai, kuriems buvo
diagnozuotas inksty vézio ccRCC potipis ir atlikta daliné ar radikali
nefrektomija Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky
Urologijos centre 2013-2016 metais. HistologiSkai nepakite inksty
audiniai buvo surinkti i§ 51 paciento ir naudojami kaip kontroliné
grupé. IS Sios inksty audiniy kolekcijos, 11 c¢cRCC ir poriniy
histologiskai nepakitusiy inksty audiniy (NIA) buvo naudojami
visuminiam DNR metilinimo profiliui nustatyti i§ kuriy 4-iems ccRCC
ir poriniams NIA buvo jvertintas ir geny raiSkos profilis. Pasirinkty
geny DNR metilinimo poky¢iy validavimui buvo panaudoti visi 123
ccRCC ir 45 NIA. Visi inksty audiniai buvo surinkti ir histologiSkai
jvertinti Valstybiniame patologijos centre. Teigiami chirurginiai
krastai (neradikalus naviko pasalinimas) buvo nustatyti 11 pacienty.
Navikai buvo kategorizuojami pagal patologine stadija ir histologinj
potipj. Branduolio diferenciacijos laipsnis nustatytas pagal Fuhrman
[23] ir Pasaulio Sveikatos Organizacijos (angl. World Health
Organization (WHO))/Tarptautinés urologinés patologijos draugijos
(angl. International Society of Urological Pathology (ISUP)) [24]
vertinimo sistemas. Bendro iSgyvenamumo duomenys buvo prieinami
87% visy pacienty (107/123); ligoniy stebésenos mediana — 59
ménesiai (diapazonas 1-79 ménesiai). Stebésenos duomenys visiems
pacientams buvo atnaujinti 2020 mety vasario ménesj.

Slapimo nuosédy méginiai buvo surinkti i§ visy 123 ligoniy bei 92
sveiky asmeny (asimptomatiné kontrolé (AK)).

asmeny rodikliai pateikti 1 lenteléje.
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Rodikliai

Visuminé DNR

Visuminé geny raiskos

DNR metilinimo analizé MSP (audiniai)

Kaplano-Mejerio ir
Kokso i§gyvenamumo

metilinimo analizé analizé ir gMSP (§lapimas) metodais analizé
*CCRCC * *kTY N1t
Grupés sudétis ccRCC NIA ccRCC NIA (fi udi.m'ai N (audNigitii) (élaf)‘ilrilas) 1{;%};‘1/::1 ¥ alt\fz:;:ie i
(N=11) (N=11) (N=4) (N=4) slapilmas) (N=45) (N=92) (N=86) (N=21)
(N=123)
Amzius, metai
Vidurkis £SN, 61+4 61+4 62+4 6244 63£12 63£15 60+9 61+12 7249
[intervalas] [55; 66] [55; 66] [57; 66] [57; 66] [21; 85] [21; 85] [27; 82] [21; 84] [50; 85]
Lytis
Vyrai 6 (55%) 6 (55%) 3 (75%) 3 (75%) 64 (52%) 20 (44%) 49 (53%) 40 (47%) 15 (71%)
Moterys 5 (45%) 5 (45%) 1 (25%) 1 (25%) 59 (48%) 25 (56%) 43 (47%) 46 (53%) 6 (29%)
Patologiné stadija
pT1 4 (36%) - - - 52 (42%) - - 44 (51%) 4 (19%)
pT2 - - - - 5 (4%) - - 5 (6%) -
pT3 4 (36%) - 1 (25%) - 61 (50%) - - 36 (42%) 15 (71%)
pT4 3 (28%) - 3 (75%) - 5 (4%) - - 1 (1%) 2 (10%)
Naviko dydis, mm
Vidurkis £SN, 48+29 80+23 57+29 51£27 64+29
[intervalas] [20; 95] ) [45; 95] ) [20; 180] ) ) [20; 180] [25; 130]
Fuhrman laipsnis
1 - - - - 4 (3%) - - - -
2 4 (36%) - - - 46 (37%) - - 3 (3%) 8 (38%)
3 6 (55%) - 3 (75%) - 64 (52%) - - 35 (41%) 10 (48%)
4 1 (9%) - 1 (25%) - 6 (5%) - - 45 (53%) 3 (14%)
Nezinoma - - - - 3 (3%) - - 3 (3%) -




1 lentelé. Tesinys.

S Visuminé DNR Visuminé geny raiSkos | DNR metilinimo analizé MSP (audiniai) Kapla{lo-MeJ eroir
Rodikliai e .. L. . N . Kokso i§gyvenamumo
metilinimo analizé analizé ir gMSP (8lapimas) metodais analizée
*CCRCC * *kTY N1t
Grupés sudétis ccRCC NIA ccRCC NIA (fi udi.m'ai N (audNigitii) (élaf)‘illilas) 1{;%};‘1/:1 ¥ alt\fz:;:ie i
(N=11) (N=11) (N=4) (N=4) slapilmas) (N=45) (N=92) (N=86) (N=21)
(N=123)
WHO/ISUP laipsnis
1 - - - - 6 (5%) - - 4 (5%) -
2 6 (55%) - - - 71 (58%) - - 57 (66%) 9 (43%)
3 5 (45%) - 4 (100%) - 46 (37%) - - 25 (29%) 12 (57%)
Intravascular invasion
Neéra 6 (55%) - 1 (25%) - 83 (67%) - - 66 (77%) 12 (57%)
Yra 5 (45%) - 3 (75%) - 40 (33%) - - 20 (23%) 9 (43%)
Naviko invazija j riebalus
Néra 7 (64%) - 2 (50%) - 73 (59%) - - 59 (69%) 7 (33%)
Yra 4 (36%) - 2 (50%) - 50 (41%) - - 27 (31%) 14 (67%)
Naviko nekrozé
Neéra 8 (72%) - 2 (50%) - 94 (76%) - - 73 (85%) 10 (48%)
Yra 3 (28%) 2 (50%) 29 (24%) 13 (15%) 11 (52%)

ccRCC — sviesiy lgsteliy inksty karcmoma (angl. clear cell renal cell carcmoma) NIA — nepaklté; inksty audiniai; AK —
asimptomating kontrolé; SN — standartinis nuokrypis; MSP — metilinimui jautri PGR (angl. Methylation specific PCR); qMSP
— kiekybiné MSP (angl. quantitative MSP). WHO/ISUP — Pasaulio sveikatos organizacijos/Tarptautiné urologinés
patologijos draugija.

*Geny raiSka taip pat buvo tiriama ccRCC ir NIA audiniuose, jtrauktuose } DNR metilinimo analizg;

**[§gyvenamumo duomenys atnaujinti 2020 metais vasario ménesj.
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DNR gryninimas ir modifikacija bisulfitu

Homogenizuoti inksty audiniai ir $lapimo nuosédy méginiai 55 °C
temperatiiroje iki 18 valandy veikiami su 10-25 pL proteinazés K
(Thermo Scientific™, Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva) ir
500 pL lizés buferio, susidedancio i§ 50 mM Tris-HCI pH 8.5, 1 mM
EDTA, 0.5% Tween-20 (audiniams) arba 10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1%
SDS, 75 mM NacCl (§lapimo nuosédoms) (visi reagentai i§ Carl Roth,
Karlsriijé, Vokietija). Tolimesnis DNR skyrimas vykdytas pagal
standartinj fenolio-chloroformo ir iSsodinimo etanoliu protokola.
Isskirtos  DNR  koncentracija  ir  grynumas  matuojami
spektrofotometriskai, naudojant NanoDrop™ 2000 (Thermo
Scientific™, Thermo Fisher Scientific, Vilmingtonas, JAV) prietaisa.
Visuminei metilinimo analizei atrinkty méginiy DNR integralumas
papildomai tikrinamas elektroforetiskai.

KonkreCiy geny-taikiniy metilinimo analizei, iki 400 ng
iSgrynintos DNR modifikuojama bisulfitu, naudojant EFZ DNA
Methylation™ Kit (Zymo Research, Irvinas, JAV) pagal gamintojo
rekomendacijas. Skirtingai nuo pateikto protokolo, pirminis DNR
inkubacijos etapas atlickamas prie 42 °C (vietoje sitllomy 37 °C).

RNR gryninimas

Visuminé RNR i§ homogenizuoty inksty audiniy i§skirta naudojant
reagenty rinkinj mirVana miRNA Isolation Kit (Ambion, Thermo
Fisher Scientific, Foster Sitis, JAV) pagal gamintojo rekomendacijas.
Aprasant trumpai, ~30 mg homogenizuoto audinio veikiama 500 pL
Lysis/Binding buferiu 10 min ant ledo. Po inkubacijos pridedama 50
pL miRNA homogenato, méginiai dar 10 min laikomi lede. Visuminé
RNR gryninama su 500 pL fenolio-chloroformo. ISgrynintos RNR
eliucijai naudota 100 pL rinkinio sudétyje esancio 95°C iSskyrimo
buferio.



Isskirtos  RNR  koncentracija ir  grynumas  matuoti
spektrofotometriskai naudojant NanoDrop™ 2000 (Thermo
Scientific™, Thermo Fisher Scientific, Vilmingtonas, JAV) prietaisa.
Visuminei mRNR raiskos analizei atrinkty méginiy RNR
integralumas papildomai tikrinamas elektroforetiskai.

Visuminé DNR metilinimo analizé

DNR metilinimo mikrogardelés. Visuminei DNR metilinimo
analizei buvo atrinkta 11 ccRCC ir poriniy NIA. Sis tyrimo etapas
atliktas naudojant dvispalves Zmogaus DNR  metilinimo
mikrogardeles Human DNA Methylation [x244K Microarrays ir
laikantis gamintojo protokolo G4170-90012 v2.3 (Agilent
Technologies, Santa Clara, JAV). Gauti duomenys vieSai prieinami
GEO duomeny bazéje (GSE166734;
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).

Aprasant trumpai, 5 pg iSgrynintos DNR skiedziama su 1xPBS ir
sonikuojama j 150-1000 bp dydzio fragmentus, naudojant Covaris
M220 focused-ultrasonicator™ (Voburnas, Masacusetsas, JAV)
prietaisa. Metilintos DNR imunoprecipitacijai (IP), 200 pL (~4 pg)
sonikuotos DNR sumai$oma su 50 uL. magnetiniy daleliy (DynaBeads
Pan Mouse IgG, Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Karlsbadas,
JAV), pazyméty su S-metilcitozinu (5-mC) besijungianciais
monokloniniais antikiinais 33D3 (Diagenode) ir 250 pL 2xIP buferio.
Meéginiai Svelniai maiSomi 18 valandy, 4 °C temperatiiroje
mégintuvéliy rotatoriuje Stuart tube rotator SB3 (Cole-Parmer,
Vernonhilsas, JAV). Tiek imunoprecipituota DNR (IP-DNR), tiek
referentiné DNR (Ref-DNR) gryninama fenoliu-chloroformu
(CarlRoth) naudojant MaXtract didelio tankio geliu uZpildytus
mégintuvélius (Qiagen, Valensija, JAV). Po gryninimo, IP-DNR ir
Ref-DNR Zymimos fluorescuojanciais dazais atitinkamai Cianinu 5 ir
Cianinu 3, naudojant SureTag DNA Labeling Kit reagenty rinkinj ir
gamintojo protokolg (Agilent Technologies). Méginiy iSeiga ir dazy
specifinis aktyvumas jvertinamas spektrofotometriskai. To paties
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méginio IP-DNR ir Ref-DNR sumaiSoma ir hibridizuojama ant
Human DNA Methylation 1%244K mikrogardelés (dizaino nr.
023795). Hibridizacija vykdoma hibridizacijos krosnyje (Agilent
Technologies) 40 valandy esant 65°C temperatirai. Pasibaigus
hibridizacijai, mikrogardelés plaunamos atitinkamy buferiy sistemoje
ir nedelsiant skenuojamos Agilent G4900DA SureScan mikrogardeliy
skeneriu (Agilent Technologies). I8 gauty T7/FF formato faily,
skaitiniai fluorescencijos (DNR metilinimo) jverciai iSgauti naudojant
Feature Extraction software v10.7.3.1 (Agilent Technologies)
programa.

Duomeny apdorojimas ir analizé. Visi skai¢iavimai toliau vykdomi
naudojant GeneSpring GX v14.9 (Agilent Technologies) programing
jrangg. Visi mikrogardeliy duomenys normalizuoti naudojant tg pacia
procediira. Prisotinti, netolygiis atskiry zondy signalai ir jy i$skirtys,
taip pat zondai, kurie nebuvo detektuoti bent viename i§ méginiy,
buvo pasalinti i§ tolimesnés analizés. Skai¢iavimams buvo naudojami
logoritmuoti IP-DNA/Ref-DNA santykio duomenys, atspindintys
metilintos ir nemetilintos DNR kiekj méginyje. Konkrec¢iy zondy
anotacijos gautos i8 SureDesign platformos
(https://earray.chem.agilent.com/suredesign). vairiy grupiy
palyginimui DNR metilinimo skirtumas kartais (angl. fold change

(FC)) buvo apskaiCiuojamas naudojant porinj arba neporinj t-testa.
Gautas reikSmingumo lygmuo (P reikmé) buvo koreguojamas
naudojant griezta daugybinio testavimo Benjamini-Hochberg (FDR)
korekcija. Tuo atveju, kai jokiy patikimy reikSmiy nenustatoma, $i
korekcija netaikoma. Siame tyrime Benjamini-Hochberg (FDR)
korekcija buvo pritaikyta tik ccRCC vs. NIA lyginimo grupéje.
Rezultatai laikyti reikSmingais, kai FC > 1,5 ir P < 0,050.
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Geny raiskos profilio analizé

Visuming geny raiskos analizé atlikta 4-iuose ccRCC ir poriniuose
NIA méginiuose, kurie buvo naudojami ir visuminei DNR metilinimo
analizei. Sis tyrimo etapas atliktas naudojant vienspalves Zzmogaus
geny raiskos mikrogardeles SurePrint G3 Human Gene Expression
(v2) 8x60 K (dizaino nr. 072363) ir laikantis gamintojo protokolo
G4140-90040 Version 6.9.1 (Agilent Technologies, Santa Clara,
JAV). Gauti duomenys vieSai prieinami GEO duomeny bazéje
(GSE168845; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).

Aprasant trumpai, kiekvieno meéginio 100 ng iSskirtos RNR
ruoSiama pagal One-Color Microarray-Based Gene Expression

Analysis Low Input Quick Amp Labeling, version 6.5 ir Low Input
Quick Amp Labeling Kit, One-Color protokolus (Agilent
Technologies). Paruosti méginiai hibridizuojami ant Human Gene
Expression (v2) 8x60 K mikrogardelés hibridizacijos krosnyje
(Agilent Technologies) 17 wvalandy esant 65°C temperatiirai.
Pasibaigus hibridizacijai, mikrogardelés plaunamos naudojant Gene
Expression Wash Buffer Kit buferiy sistema ir nedelsiant skanuojamos
Agilent G4900DA SureScan mikrogardeliy skeneriu (Agilent
Technologies). 1§ gauty T7FF formato faily, skaitiniai fluorescencijos
jver€iai iSgauti naudojant Feature Extraction software vI10.7.3.1
(Agilent Technologies) programa.

Visi skaiciavimai toliau vykdomi naudojant GeneSpring GX v12.6
(Agilent Technologies) programing jrangg. Prisotinti, netolygis
atskiry zondy signalai ir jy iSskirtys buvo paSalinti i§ tolimesnés
analizés. Konkrec¢iy zondy anotacijos gautos i§ SureDesign platformos
(https://earray.chem.agilent.com/suredesign). Navikiniy ccRCC ir
NIA méginiy geny raiskos profilis buvo palygintas apskaiciuojant FC
reik§Smes poriniu t-testu be daugybinio testavimo Benjamini-
Hochberg (FDR) korekcijos. Geny raiSkos skirtumai laikyti
patikimais, kai FC > 2,0 ir P < 0,050.
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Molekuliniy atsako keliy analizé

Geny ontologijos (GO) ir atsako keliy analizé atlikta internetiniu
geny rinkiniy praturtinimo (angl. Gene Set Enrichment Analysis,
GSEA) jrankiu, naudojan¢iu MSigDB v5.2 duomeny bazéje
(http://software.broadinstitute.org/gsea) esanias geny rinkiniy
kolekcijas. Rezultatai laikyti reikSmingais, kai FDR q reik§més buvo
< 0,050.

Geny-taikiniy analizé kokybiniu metilinimui jautrios PGR
metodu

Kiekybinei atrinkty geny DNR metilinimo analizei metilinimui
jautrios PGR (angl. methylation-specific PCR (MSP)) metodu buvo
naudojama bisulfitu modifikuota DNR. Pradmenys metilintai ir
nemetilintai DNR sekoms sukurti naudojant Methyl Primer Express®
v1.0 (Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific, Karlsbadas,
JAV) programg. Pradmenys sukurti taip, kad persidengty su
mikrogardeliy metodu nustatytais hipermetilintais zondais ar biity
Salia jy. Pradmeny sekos uZsakytos i§ Metabion (Martinsried,
Vokietija). MSP reakcijos miSinio (i$ viso 25 uL) sudétis: 1x PCR
Gold buferio, 2,5 mM MgCl,, 0.4 mM kiekvieno dNTP, 1,25 U
AmpliTaq Gold® 360 DNR polimerazés (Applied Biosystems™,
Thermo Scientific™), 1 pL of 360 GC stipriklio (angl. enhancer), 1
uM kiekvieno i§ pradmeny, ir~10 ng bisulfitu modifikuotos DNR.
Termociklinimo programa sudaré 35-38 ciklai, pradmeny prijungimas
vykdytas prie 58-65°C temperatiros. Kiekvienos reakcijos metu
naudota teigiama (metilinta), neigiama (nemetilinta) ir tarSos (angl.
no-template control (NTC)) kontrolés. MSP metu susidare produktai
analizuoti 3% agarozés gelyje, paruostame naudojant 1x TAE buferj
ir etidzio bromidg (Carl Roth).
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Geny-taikiniy analizé kiekybiniu metilinimui jautrios PGR
metodu

Pradmenys ir zondai kiekybinei MSP (angl. quantitative MSP
(OMSP)) analizei sukurti naudojant Methyl Primer Express® vI.0
(Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific, Karlsbadas, JAV)
programg ir uzsakyti i§ Metabion (Martinsried, Vokietija). Visi
pradmenys ir zondai sukurti taip, kad perdengty bent dalj MSP
pradmeny sekos. Pradinio DNR kiekio normalizavimui naudota ACTB
(aktinas-B) endogeniné¢ kontrolé. Kiekvienas méginys su atskiram
genui skirtais pradmenimis tirtas trijuose atskiruose Sulinéliuose.
Reakcijos miSinio (i viso 20 pL) sudétis: I xTagMan® Universal
Master Mix II, no UNG (Applied Biosystems™), 300 nM kiekvieno
pradmens, 50 nM zondo ir ~10 ng bisulfitu modifikuotos DNR.
Termociklinimo programg sudaré 50 cikly: 95 °C, 15 s ir 60 °C 60 s.
I kiekviena reakcija jtraukta teigiama (metilinta) ir NTC kontrolés.
Amplifikacija  vykdyta naudojant Viid7 gqPCR (Applied
Biosystems™) sistema. Rezultatai apdoroti naudojant QuantStudio
Real-Time PCR Software (Thermo Scientific) programing jranga.
Geny-taikiniy metilinimo lygis procentais apskaiciuotas naudojant
AACq algoritma.

Geny-taikiniy raiskos analizé kiekybinés PGR metodu

Siekiant atlikti geny raiSkos analize¢ kiekybiniu PGR metodu,
pradzioje panaudojus iki 100 ng iSskirtos visuminés RNR buvo
susintetinta komplementari DNR (kDNR) naudojant Maxima First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific) reagenty rinkinj
ir gamintojo protokola.

Sesiy baltymus koduojanéiy geny (ZNF677, FBN2, PCDHS,
TFAP2B, TACI, FLRT?) ir endogeninés kontrolés geno (HPRTI)
raiSka tirta naudojant komercinius TagMan® Gene Expression Assays
pradmeny ir zondy rinkinius (atitinkamai Hs00737026 ml,
Hs00266592 ml, Hs00159910_ml, Hs01560931 ml,
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Hs00243225 ml1, Hs00544171 sl and Hs02800695 ml; Applied
Biosystems™). Kiekvienas meéginys su kiekvinam genui skirtais
pradmenimis buvo tiriamas dviejuose atskiruose Sulinéliuose.
Reakcijos miSinio (i$ viso 20 pL) sudétis: I x TagMan® Universal
Master Mix II, no UNG (Applied Biosystems™), 0,6 uL. TagMan®
Assay ir 2 pL kDNR. Termociklinimo programg sudaré 40 cikly: 95
°C, 15 s ir 60 °C 60 s. | kiekvieng reakcija jtraukta NTC kontrole.
Amplifikacija ~ vykdyta naudojant Viid7 gPCR (Applied
Biosystems™) sistema. Rezultatai apdoroti naudojant GenEx v6.0.1
programa (MultiD Analyses, Geteborgas, Svedija). Skai¢iavimams
naudotos santykinés (normalizuotos pagal HPRTI) geny raiskos
vertés logaritmingje skaléje.

Statistiné duomeny analizé

Statistiné duomeny analizé atlikta naudojant STATISTICA™ v8.0
(StatSoft, Tulsa, JAV), MedCalc® vI4.0 (MedCalc Software,
Ostendas, Belgija) ir GraphPad Prism v5.03 (GraphPad Software,
Lojola, JAV) programas. Parametriniy kintamyjy lyginimui naudotas
dvipusis FiSerio tikslusis testas, o neparametriniy kintamyjy — Mano-
Vitnio U testas. Sgsajos tarp dviejy neparametriniy kintamyjy
jvertintos naudojant Spirmeno (Rs) koreliacijos koeficienta. Siekiant
jvertinti atrinkty bioZymeny diagnostinj potenciala, atlikta ROC (ang].
receiver operating characteristic) kreiviy analiz¢ ir apskaic¢iuota AUC
(angl. area under the curve) reik§mé. Diagnostinio testo parametrai —
jautrumas ir specifiSkumas apskaiciuoti i§ ROC kreiviy pagal Judeno
indeksa (angl.Youden's index) — labiausiai nuo diagonalés nutolusj
ROC kreivés taska, uztikrinant] optimaly analizuojamy méginiy
kategorizavimg | metilintus ir nemetilintus. [vairiy geny kombinacijy
analizei buvo atlikta logistiné regresija. Ligoniy bendro
iSgyvenamumo analizé atlikta lyginant Kaplano—Mejerio kreives
logranginiu testu, bei vienmate ir daugiamat¢ Kokso proporcingos
rizikos analize. ApskaiCiuoti skirtumai ir koreliacijos laikytos
statistiSkai reik§mingomis, kai P < 0,050.
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REZULTATAI

Siame darbe inksty vézio DNR metilinimo biozymeny tyrimai
susidéjo is trijy etapy (1 pav.). Visy pirma buvo atlikta visuminé¢ DNR
metilinimo ir geny raiskos profilio analizé ccRCC ir nepakitusiuose
inksty audiniuose (NIA) [25,26]. Atsizvelgiant | gautus rezultatus ir
literatiiroje prieinamus duomenis apie galimai su vézio vystymusi
susijusius genus, atrinkta deSimt baltymus koduojanciy geny kaip
potencialiy inksty vézio bioZzymeny, tolimesniam validavimui.
SekanCiame etape atlikta geny-taikiniy DNR metilinimo analizé
metilinimui jautrios PGR metodu ccRCC ir NIA méginiuose [25,26].
Pagal gautus metilinimo daznius vertinta atrinkty bioZymeny
diagnostiné reikSmé, sgsajos su ligoniy klinikiniais-patologiniais
rodikliais ir bendru i§gyvenamumu. Siame etape atrinkti $esi genai,
kurie toliau analizuoti ty paciy ligoniy ir sveiky asmeny
(asimptomatiniy kontroliy (AK)) Slapimo méginiuose, siekiant
jvertinti Siy bioZymeny pritaikomuma neinvazinei inksty veézio
diagnostikai ir prognozavimui [25].

» Atranka (audiniai)

Visuminis DNR metilinimo profilis
= 11 ccRCC ir poriniai NIA méginiai
= Zmogaus DNA metilinimo (1x244K) mikrogardelés

Visuminis geny rai$kos profilis
= 4 ccRCC ir poriniai NIA méginiai
= Zmogaus geny raikos (8x60K) mikrogardelés
» Validavimas #1 (audiniai)

Geny-taikiniy metilinimo analizé #1

= 123 ccRCC ir 45 NIA méginiai
= 10 baltymus koduojanc¢iy geny analizé MSP metodu

» Validavimas #2 (Slapimas)

Geny taikiniy metilinimo analizé #2

= 123 ccRCC ir 92 AK méginiai
= 6 baltymus koduojanéiy geny analiz€ gqMSP metodu

1 pav. Naujy neinvaziniy inksty vézio DNR metilinimo biozymeny paieskos
eiga. ccRCC — §viesiy lasteliy karcinoma; NIA — nepakite inksty audiniai;
AK — asimptomatiné kontrolé¢; MSP — metilinimui jautri PGR; qMSP —
kiekybiné MSP.
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DNR metilinimo ir geny raiskos profilio analizé

Siekiant nustatyti DNR metilinimo pokyciy masta ccRCC
audiniuose ir identifikuoti potencialius inksty vézio DNR metilinimo
bioZymenis, atlikta visuminé DNR metilinimo profilio analizé
mikrogardeliy metodu 11-oje ccRCC ir poriniy NIA méginiy. Tarp
tirty ccRCC meéginiy, keturi buvo pTla stadijos ir like septyni
pazengusios pT3-4 stadijos.

Palyginus ccRCC méginiy DNR metilinimo profilj su NIA,
reik§mingi metilinimo skirtumai (FC > 1,5; P < 0,050) nustatyti 766
zonduose, atitinkanciuose 367 konkreCius genus. Tarp $iy geny 175
(48%) buvo hipermetilinti ir 192 (52%) hipometilinti. Hierarchiné
klasteriné analizé iSskyré du ccRCC klasterius: vienam kuriy budingas
aukstas DNR metilinimo pokyc¢iy kiekis, tuo tarpu kitame Sie pokyciai
yra retesni ir jie savo DNR metilinimo profiliu panasesni j NIA (2
pav.).

= =

Salygos:
Histologija
pT stadija
Naviko dydis

NIA >4 cm Motervs n
B ccRCC <4cm [ Vyrai

pT3-4 [H=3 >60
“pT1a <3 <60

2 pav. DNR metilinimo profilio analizé inksty navikiniuose (ccRCC) ir
poriniuose histologiSkai nepakitusiuose (NIA) audiniuose. Skirtingai (FC >
1,5; P <0,050) metilinty zondy (N = 766) hierarchiné klasteriné analizé 11-
oje ccRCC ir poriniy NIA méginiy. Spalviné skalé zZymi santykinj metilinimo
lygj, normalizuota pagal referenting DNR, kur -1 zymi hipometilinta, o 1
hipermetilintg zondo biisena. n — netaikoma.
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Palyginus skirtingos stadijos naviky DNR metilinimo profilius su
NIA, daugiausia pokyc¢iy nustatyta pT1la stadijos navikuose — i§ viso
1940 skirtingai metilinti (FC > 1,5; P < 0,050) genai, i§ kuriy 406
(21%) hipermetilinti ir 1526 (79%) hipometilinti, jskaitant &
persidengiancius genus, kurie pagal skirtingus zondus buvo tiek
hipermetilinti, tiek hipometilinti. Pazengusiy pT3-4 stadijy navikuose
DNR metilinimo poky¢iai buvo retesni ir nustatyti 323 genuose, i$
kuriy 210 (65%) buvo hipermetilinti ir 112 (35%) hipometilinti,
iskaitant vieng persidengiant] geng. Verta paminéti, jog Sie DNR
metilinimo pokyc¢iy skirtumai tarp ankstyvos ir pazengusiy naviko
stadijy gali buti nulemti mazo lyginamyjy grupiy dydzio. Kita vertus,
palyginus pT3-4 stadijos navikus su pTla, reikSmingi DNR
metilinimo pokyciai nustatyti tik aStuoniems genams.

Atlikus DNR metilinimo profilio ccRCC méginiuose palyginimus
pagal jvairius klinikinius patologinius rodiklius, nustatyti santykinai
negausiis metilinimo poky¢iai. PrieSingai, gausis DNR metilinimo
poky¢iai (273 genuose) nustatyti tarp vyry ir motery ccRCC bet ne
NIA méginiy, taip pat palyginus pacientus pagal skirtingas amziaus
grupes (> 60 mety vs. < 60 mety; 278 skirtingai metilinti genai).
Taciau Sie metilinimo pokyciai nepersidengé su nustatytais skirtingai
metilintais genais ccCRCC vs. NIA palyginimo grupéje.

A
\ I\I

| H | \I
] H‘n. »“

1903 54 371
Hﬂ‘ 1 |
[ \ ]
M ccRCC (pT3-4) Santykiné geny ra|ska Sumazéjusi raiska Hipermetilinimas
| | ceRCC vs. NIA ccRCC vs. NIA
HNiA 25 2 2_5 N =1957; FC 2 2.0 N=425FC215

3 pav. Visuminis geny raiSkos profilis inksty navikiniuose (ccRCC) ir
histologiskai nepakitusiuose audiniuose (NIA) ir sgsajos su DNA metilinimu.
A — pakitusios raiskos geny (N =3942; FC > 2,0; P < 0,050) profilis ccRCC
ir NIA meéginiuose; B — sumazéjusios rai§kos ir hipermetilinty geny Veno
diagrama.

Palyginus visuminj 4-iy ccRCC (pT3-4 stadijos) méginiy geny
raiSkos profilj su poriniais histologiskai nepakitusiais inksty audiniais,

25



nustatyti 3942 reikSmingai pakitusios raiskos (FC > 2,0; P < 0,050)
genai, i$ kuriy 1957 (50%) buvo sumazéjusios raiskos (3 pav. A).
Palyginus su visuminiais DNR metilinimo duomenimis, nustatyti 54
genai, kurie buvo ir hipermetilinti, ir sumazéjusios raiskos (3 pav. B).

Pakitusio metilinimo ir raiskos geny funkciniy terminy praturtinimo analizé

Siekiant  geriau  suprasti  molekulinius  mechanizmus,
dalyvaujanc¢ius inksty audiniy kancerogenezéje ir ccRCC progresijoje,
toliau buvo atliekama geny rinkiniy praturtinimo analizé (angl. gene
set envichment analysis (GSEA)).

Visy pirma atlikta biologiniy procesy kategorijai priklausan¢iy GO
terminy analizé. Atlikus skirtingai metilinty geny analize, nustatytas
GO terminy, susijusiy su lgsteliy diferenciacija, epitelinio audinio
vystymusi, lgsteliy proliferacija, migracija, chromatino organizacijos
reguliacija, geny transkripcijos ir raiSkos reguliacija praturtinimas.
Tuo tarpu pakitusios raiskos genai buvo praturtinti tarp GO terminy,
susijusiy su inksty vystymusi ir imunings sistemos procesy reguliacija.

Siekiant detaliau iSaiskinti molekulinius procesus, vykstancius
inksty kancerogenezés ir jos progresijos metu, buvo atlikta atsako
keliy analizé. Daugiausiai pakitusio metilinimo geny buvo susieti su
lastelés ciklo reguliacijos ir DNR reparacijos atsako keliais (4 pav. A).
Daugiausia hipermetilinty geny buvo susieta su epiteline
mezenchimine tranzicija (EMT), taciau tokie rezultatai gauti
analizuojant tik pTla stadijos méginius. Tarp reikSmingai pakitusios
raiSkos geny nustatyti panasiis atsako keliai (4 pav. B). Papildomai,
padidéjusios raiskos genai buvo labiausiai praturtinti tarp interferono
gama atsako, uzdegiminio atsako, G2M lastelés ciklo patikros tasko ir
daugelio kity signaliniy keliy. Tuo tarpu sumazéjusios raiskos genai
buvo susij¢ su oksidacinio fosforilinimo, riebaly rigs¢iy metabolizmo
procesais, KRAS ir kitais atsako keliais.
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Apibendrinant, GO biologiniy procesy ir atsako keliy analizé rodo,
jog vystantis ccRCC, iSreguliuojami jvairtis molekuliniai procesai,
atliekantys svarby vaidmen] véZio vystymesi ir progresijoje.

ccRCC
vs.
NIA

pTia | pT3-4
vs. vs.
NIA NIA

A

11y

G2M patikros taskas
Glikolizeé

GENU RINKINYS
Adipogenezé

Androgeny atsakas
Apikalinés jungtys

Apoptoze

TulZies rugsciy metabolizmas
Cholesterolio homeostaze
Komplementas

DNR reparacija

E2F taikiniai

EMT

Estrogeny atsakas (ankstyvas)
Estrogeny atsakas (vélyvas)
Riebaly riigs¢iy metabolizmas

Hemo metabolizmas
Hipoksija

IL2-STATS signalinis kelias
Interferono alfa atsakas

.:-=-i
FDR q verté

—

<0.05

<0.0001

Interferono gama atsakas
MYC taikiniai (v1)

MYC taikiniai (v2)
Miogeneze

Mitotiné verpsteé
MTORC1signalinis kelias
NOTCH signalinis kelias
Oksidacinis fosforilinimas
P53 atsako kelias

Kasos beta Igstelés
Peroksisomos

PI3K-AKT-MTOR signalinis kelias

Baltymy sekrecija
Spermetogenezé

TGFB signalinis kelias
TNFa-NF-kB signalinis kelias

Nesusilanksc¢iusiy baltymy
UV atsakas (1)

WNT/B-katenino signalinis kelias

Ksenobiotiky metabolizmas

FDR q verté

S

<0.0001

<0.05
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Riebaly raigséiy metabolizmas
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Hemo metabolizmas
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IL2-STATS signalinis kelias
IL6-JAK-STAT3 signalinis kelias
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PI3K-AKT-MTOR signalinis kelias
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UV atsakas (])

UV atsakas (1)

Ksenobiotiky metabolizmas

4 pav. Visuminés analizés metodais nustatyty pakitusio metilinimo ir raiskos
geny rinkiniy praturtinimo analizé. A — geny rinkiniai praturtinti tarp
skirtingai metilinty (FC >1,5) geny; B — geny rinkiniai praturtinti tarp
reik§mingai pakitusios raiSkos (FC >2,0) geny. Naudoti MSigDB kolekcijos
geny rinkiniai. ccRCC — $viesiy lasteliy inksty karcinoma; NIA — nepakite

inksty audiniai;

EMT -

epiteliné-mezenchiminé

tranzicija. T -

hipermetilinimas/padidéjusi raiska; | — hipometilinimas/sumazéjusi raiska.
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Potencialiy inksty vézio DNR metilinimo bioZymeny atranka

Atsizvelgiant | DNR metilinimo ir geny raiskos pokycius ccRCC
méginiuose, taip pat reik§Smingai hipermetilinty zondy, susijusiy su

tam tikru genu, kiekj, tolimesniam validavimo etapui atrinkti devyni
baltymus koduojantys genai: ZNF677, FBN2, PCDHS, TFAP2B,
TACI, FLRT2, ADAMTS19, BMP7 ir SIMI (2 lentelé). Sie genai taip
pat buvo pasirinkti dél galimo jy vaidmens vézio vystymesi (pagal
GSEA analize ir literatliroje prieinamus duomenis) ir techninio

prieinamumo metilinimui jautrios PGR analizei. Genas SFRP! taip
pat buvo jtrauktas j tolimesng¢ analize kaip gerai zinomas ccRCC DNR

metilinimo biozymuo.

2 lentelé. Potencialiis ccRCC DNR metilinimo biozymenys.

Pakitusio mRNR
DNR -
Geno .. . . raiSka,
3 g Geno pavadinimas Geno lokacija | metilinimo L
simbolis . reguliacija
zondai, N (FC)
FO
ZNF677 Cinko p“g;‘;bahymas 19q13.42 (-) 1(1.6) 1(10.0)
FBN2 Fibrilinas 2 5923.3 (-) 8(1.8) n
PCDHS Protokadherinas 8 13q14.3 (-) 4(1.7) n
TFAP2B Transkripeijos veiksnys | (15 3 (4 1(1.6) 1 (349.5)
AP-2B
TACI Tachikininas 1 7921.3 (+) 1(1.5) 1 (7.7
Fibronektinu-leucinu
praturtintas
FLRT2 transmembraninis 149313 (+) 2(1.7) n
baltymas 2
ADAM metalopeptidaze
ADAMTSI19 su trombospondino 1 5q23.3 (+) 4(1.6) 1(2.1)
motyvu 19
Kauly morfogeninis
BMP7 baltymas 7 20q13.31 (-) 2 (1.5) 1(7.3)
SIM bHLH
SIM1 transkripcijos veiksnys 1 69163 () 307 La85)
Sekretuojamas su
SFRP1 frizzled susijes baltymas 8pl11.21 (-) n 1(70.4)
1

FC — pokytis kartais (angl. fold change); n — netaikoma.
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Geny-taikiniy metilinimo analizé inksty audiniuose

Pasirinkty geny ZNF677, FBN2, PCDHS, TFAP2B, TACI, FLRT?2,
ADAMTS19, BMP7, SIMI ir SFRPI reguliaciniy (promotoriy,
stiprikliy) DNR sri¢iy metilinimo biisena kokybiniu MSP metodu tirta
123 ccRCC ir 45 NIA méginiuose.

Visy geny metilinimo daznis buvo statistiskai reikSmingai didesnis
ccRCC audiniuose, lyginant su NIA (5 pav.). Geny ZNF677, FBN2,
PCDHS, TFAP2B, TACI, FLRT2, ADAMTS19 ir SFRPI metilinta
biisena nustatyta bent trecdalyje ccRCC méginiy ir jy metilinimo
daznis sieké 33,3 — 60,2%, tuo tarpu genai BMP7 ir SIM1 buvo kur
kas reciau metilinti (metilinimo daznis atitinkamai 20,3% ir 18%).
Genai ZNF677, FBN2, PCDHS, ADAMTS19, BMP7, SIM1 ir SFRP1
pasizyméjo ypac¢ aukstu specifiSkumu ¢ccRCC audiniams, tuo tarpu
nedaznas geny TFAP2B, TACI ir FLRT2 metilinimas nustatytas ir
NIA méginiuose (2 — 11%).

P<0.001
—

60 Histologija
= P<0.001 == ccRCC
. 50 — P<0.001 P<0.001 = NA P<0.001
g P<0.001 P00 —
£ <0.0 P<0.001
N 40 P<0.001 —
hel r
o
£ 304
£ P<0.001 p<p 001
% 20_ r
=
10
0-

ZNF677 FBN2 PCDH8 TFAP2B TAC1 FLRT2 ADAMTS19 BMP7 SIM1 SFRP1

5 pav. Atrinkty geny metilinimo dazZniai inksty audiniuose. Rezultati gauti
kokybiniu MSP metodu. ccRCC — §viesiy lasteliy inksty karcinoma; NIA —
nepakite inksty audiniai. Reik§mingos P vertés paryskintos.

Diagnostiné atrinkty geny reikSmé
Siekiant jvertinti pasirinkty geny geb¢jima atskirti ccRCC

meéginius nuo NIA, buvo apskai€iuoti diagnostiniy testy parametrai —
jautrumas, specifiSkumas ir AUC (angl. area under the curve; kuo $i
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reik§mé artimesné 1,0, tuo diagnostinis testas tikslesnis). Pavieniai
biozymenys pasizymejo aukstu specifiSkumu (>88,9%), taciau
jautrumas buvo gana zemas ir aukSCiausia verté nustatyta genui 7ACI
— 60% (3 lentelé¢). Toliau buvo analizuotos jvairios geny
kombinacijos. Dviejy-penkiy geny rinkiniai pasizyméjo kur kas
geresnémis diagnostinémis savybémis. Geny rinkinys susidedantis i§
ZNF677, FBN2, PCDHS, TAClI & SFRPI su ar be TFAP2B,
pasizyméjo geriausiomis diagnostinémis savybémis: jautrumas sieké
83,7-85,4%, specifiskumas — 95,8-97,8%, AUC — 0,91.

3 lentelé. Atrinkty geny ir jy kombinacijy reguliaciniy sriciy DNR metilinimo
inksty audiniuose diagnostinés savybés.

Genas/rinkinys DJ, % DS, % AUC

ZNF677 333 100,0 0,67

FBN2 48,4 100,0 0,74

PCDHS 39,8 100,0 0,70

TFAP2B 423 97,8 0,70

TACI 60,2 97,8 0,79

FLRT2 44,7 88,9 0,67

ADAMTSI19 374 100,0 0,69

BMP7 20,3 100,0 0,60

SIM1 17,9 100,0 0,59

SFRPI 42,3 100,0 0,71

FBN2 & TACI 70,7 97,8 0,84

FBN2, TAC1 & SFRPI1 77,2 97,8 0,88
ZNF677, FBN2,

TACI & SFRP1 82,1 978 0,90

ZNF677, FBN2, PCDHS,
TACI & SFRPI 83,7 57,8 091
ZNF677, FBN2, PCDHS, TACI,
TFAP2B & SFRPI 85.4 93,6 0.91

DJ — diagnostinis jautrumas; DS — diagnostinis specifiSkumas; AUC — plotas
po kreive (angl. area under the curve).

Atrinkty geny metilinimo sgsajos su demografiniais ir klinikiniais-
patologiniais rodikliais

Toliau buvo analizuojamos atrinkty geny metilinimo ccRCC
audiniuose sgsajos su ligoniy lytimi ir amziumi. Aukstesnis visy geny
(i8skyrus TFAP2B) metilinimo daznis nustatytas vyry ccRCC
méginiuose ir genams ZNF677, FBN2, PCDHS, ADAMTSI19 bei
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BMP7 §i sgsaja buvo statistiskai reikSminga (P < 0,050; 6 pav. A). Tuo
tarpu metilinta 74C/ busena reikSmingai susieta su vyresniu pacienty
amziumi: vidurkis metilintoje ir nemetilintoje grupése — 66 vs. 59 (P
=0,013; 6 pav. B).
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6 pav. Atrinkty geny metilinimo daznis ccRCC audiniuose pagal
demografinius ir klinikinius-patologinius rodiklius. A — metilinimo daznis
pagal ligoniy lytj; B — metilintos biisenos sasaja su ligoniy amziumi ir C —
naviko dydziu. Geny metilinimo daZniai pagal naviko: D — stadija; E —
WHO/ISUP laipsnj; F — Fuhrman laipsnj; G — intravaskuling invazijg; H —
nekrozg. Dézuté iliustruoja 25-75 procentilius, linijja dézutés viduje —
mediang, pliusas Zymi vidurkj, “@sai” — 10-90% intervala, taskai — isskirtis.
M - metilinta, N — nemetilinta geno biuisenos. ReikSmingos P vertés
paryskintos.
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Geny reguliaciniy sri¢iy DNR metilinimo pokyc¢iai c¢ccRCC
audiniuose toliau buvo analizuojami pagal ligoniy klinikinius-
patologinius rodiklius. Metilinta geny ZNF677, PCDHS, TACI,
FLRT2, ADAMTS19, BMP7 ir SIMI busena reikSmingai susieta su
didesniais navikais (P < 0,050; 6 pav. C). Be to, visy geny (iSskyrus
SFRPI) metilinimo daZnis buvo didesnis auks$tesnés patologinés
stadijos navikuose, taCiau tik ZNF677 ir PCDHS genams S§i sgsaja
buvo statistiskai reik§minga (atitinkamai P = 0,023 ir P =0,043; 6 pav.
D). Visy geny metilinimo daZnis taip pat buvo aukstesnis didesnio
WHO/ISUP laipsnio navikuose ir genams PCDHS, ADAMTS19 bei
BMP7 §i tendencija buvo statistiSkai reikSminga (atitinkamai P =
0,004, P = 0,012 ir P = 0,011; 6 pav. E). Be to, visi genai (iSskyrus
FBN2) buvo dazniau metilinti aukStesnio Fuhrman laipsnio
navikuose, taCiau tik ADAMTSI9 atveju $i sgsaja buvo statistiskai
reikSminga (P = 0,013; 6 pav. F), kaip ir intravaskulinés naviko
invazijos atveju (P = 0,019; 6 pav. G). ReikSmingai aukstesnis geny
ZNF677 ir BMP7 metilinimo daZnis taip pat susietas su naviko
nekroze (atitinkamai P = 0,007 ir P = 0,038; 6 pav. H).

Apibendrinant, atrinkty geny reguliaciniy sri¢iy metilinimas
reik§mingai susij¢s su daugeliu klinikiniy-patologiniy ligoniy rodikliy
ir gali biiti vertingais prognostiniais ccRCC Zymenimis.

Prognosting atrinkty geny metilinimo ccRCC audiniuose reikSmé

Siekiant detaliau jvertinti prognosting atrinkty geny metilinimo
ccRCC audiniuose reikSme, toliau buvo vertinamos jy sasajos su
ligoniy bendru i§gyvenamumu.

Palyginus Kaplano-Mejerio iSgyvenamumo kreives, nustatytas
reikSmingai trumpesnis ligoniy bendras iSgyvenamumas, esant
metilintai geny ZNF677 ir FBN2 busenai (atitinkamai P = 0,023 ir P
=0,019; 7 pav. A, B). Nors jokiy reikSmingy sasajy tarp kity pavieniy
geny metilinimo ir ligoniy bendro iSgyvenamumo nenustatyta (P >
0.050; 7 pav. C-J), jvairiy geny kombinacijy metilinta biisena
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reik§mingai susieta su trumpesniu ligoniy i§gyvenamumu (P < 0.050;

7 pav. K-T).
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7 pav. Atrinkty geny metilinimo ir ligoniy bendro i§gyvenamumo sgsajos.
Kaplano-Megjerio kreivés pagal A-J — pavieniy geny metilinimo biiseng ir K-
T — jvairiy dviejy-keturiy geny kombinacijy metilinimo biiseng. Geny
kombinacijy atveju nurodomi tik tie geny rinkiniai, kurie reikSmingai susieti
su pacienty bendru iSgyvenamumu ir Vienamatéje Kokso proporcingos
rizikos analizéje. M/N — metilinta/nemetilinta geno ar jy rinkinio reguliaciniy
sriciy blisena; BI — bendras iSgyvenamumas; HR — rizikos santykis (angl.
Hazard Ratio); Reik§mingos P vertés paryskintos.

Vienmaciai Kokso modeliai partvirtino metilintos geny ZNF677 ir
FBN?2 busenos s3saja su bendru ligoniy iSgyvenamumu (atitinkamai:
P = 0,029, rizikos santykis (angl. Hazard Ratio (HR)) — 2,61; P =
0,026, HR — 2,96; P1 lentelé). Ivairios geny kombinacijos taip pat
susietos su pacienty iSgyvenamumu (P < 0,050, HR nuo 2.39 iki 4.29;
P1 lentelé¢) ir jy prognostiné reikSmé net virSijo kai kuriy
demografiniy ir klinikiniy-patologiniy rodikliy verte. Tarp pastaryjy
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rodikliy reik§mingai su bendru i§gyvenamumu buvo susieti: ligoniy
amzius (P < 0,001, HR — 1,09), Iytis (vyrai vs. moterys; P = 0,038, HR
— 2,73), naviko dydis (P = 0,036, HR — 1.01), naviko stadija (pT3-4
vs. pT1-2; P = 0,003, HR — 5,12), naviko WHO/ISUP laipsnis (3 vs.
1-2; P=10,012, HR — 3,04), naviko invazija j riebalus (yra vs. néra; P
=0,001; HR — 4,38) ir naviko nekrozé (yra vs. néra; P <0,001; HR —
4,97).

Daugiamatéje analizéje FBN2 pasizyméjo aukStesne prognostine
verte, negu ZNF677 (P1 lentelé). Tarp dviejy geny rinkiniy, geriausia
prognostine verte pasizyméjo ZNF677 & BMP7 (M vs. N; P =0,008;
HR - 3,27), tarp trijy geny rinkiniy — ZNF677, PCDH8 & FLRT2? (M
vs. N; P =0,038; HR — 3,18), tarp keturiy geny rinkiniy — ZNF677,
PCDHS, FLRT2 & BMP7 (M vs. N; P =0,044; HR — 3,08). Taciau nei
vienas 1§ Siy molekuliniy Zymeny neislaiké nepriklausomos
prognostinés  vertés daugiamatéje analizéje su klinikiniais-
patologiniais rodikliais (P1 letelé).

Atrinkty geny raiskos analizé inksty audiniuose ir sasajos su DNR metilinimu
bei klinikiniais-patologiniais rodikliais

Atsizvelgiant | tirty geny reguliaciniy sri¢iy metilinimo daznj ir
iSgyvenamumu, SeSi genai, iskaitant ZNF677, FBN2, PCDHS,
TFAP2B, TACI ir FLRT2 buvo atrinkti tolimesnei raiSkos analizei
ccRCC ir NIA méginiuose.

Geny ZNF677, FBN2 ir FLRT2 iRNR raiska buvo aptikta visuose
tirtuose ccRCC ir NIA méginiuose, tuo tarpu geny 7TFAP2B, TACI ir
PCDHS iRNR aptikta atitinkamai 118, 112, 91 ccRCC ir 45, 45, 26
NIA meéginiuose. Geny ZNF677, TFAP2B, TACI ir FLRT2 raiSka
buvo reik§mingai Zemesné ccRCC audiniuose, lyginant su NIA (P <
0,050); prieSingai, geno PCDHS raiska buvo didesné ccRCC
audiniuose (P = 0,028), o FBN2 reik$mingy raiskos pokyc¢iy neparodé
(8 pav. A-F). Be to, Zemesné ZNF 677 raiska ccRCC audiniuose buvo
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reik§mingai susieta su metilinta promotoriaus biisena (P < 0,001; 8
pav. G), tuo tarpu kitiems genams tokios sgsajos nenustatytos (P >
0,050; 8 pav. H-L).
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8 pav. Atrinkty geny raiskos analizé inksty audiniuose. A—F — santykiné
(pagal endogening kontrol¢ HPRTI normalizuota) geny raiska ccRCC ir NIA
méginiuose; G-L — geny raiSkos ccRCC audiniuose sgsaja su reguliaciniy
sriciy metilinimo biisena; M—P — geny raiskos ccRCC audiniuose sgsaja su
klinikiniais-patologiniais ligoniy rodikliais. Dézuté iliustruoja 25-75
procentilius, linija dézutés viduje — mediang, pliusas Zymi vidurkj, “Gsai” —
10-90% intervalg, taSkai — iSskirtis. ccRCC $viesiy lasteliy inksty
karcinoma; NIA — nepakite¢ inksty audiniai; pT — patologiné naviko stadija;
FC - raiskos pokytis kartais (angl. fold change); M — metilinta, N —
nemetilinta geno biisenos. Reik§mingos P vertés paryskintos.

Toliau buvo vertinamos atrinkty geny raiSkos ccRCC audiniuose
sasajos su ligoniy klinikiniais-patologiniais rodikliais. Nustatyta, jog
sumazgjusi geno ZNF677 raiska reikSmingai siejasi su daugybe
klinikiniy-patologiniy rodikliy, jskaitant aukStesn¢ naviko stadija,
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Fuhrman ir WHO/ISUP laipsnius, didesnius (> 45 mm) navikus,
intravaskuling bei riebaly invazija taip pat naviko nekroze (P < 0,050;
8 pav. M). Zemesn¢ geny TAC!I ir FLRT? raiska buvo susieta
atitinkamai su didesniais (> 45 mm) navikais ir naviko nekroze
(atitinkamai P = 0,035 ir P = 0,006; 8 pav. N, O). PrieSingai, didesné
geno FBN2 raiSka ccRCC audiniuose reik§mingai siejosi su didesniais
(> 45 mm) navikais, aukstesniu WHO/ISUP laipsniu ir naviko
nekroze (atitinkamai P = 0,003, P = 0,020, ir P = 0,001, 8 pav. P). Be
to Kaplano-Mejerio iSgyvenamumo analizé atskleidé reikSmingg
sumazejusios ZNF677 raiSkos sgsaja su trumpesniu ccRCC ligoniy
bendru i§gyvenamumu (P = 0,021; duomenys nerodomi).

Geny-taikiniy metilinimo analizé $lapimo nuosédose

Kiekybiné geny ZNF677, FBN2, PCDHS, TFAP2B, TACI ir
FLRT?2 metilinimo analizé ccRCC ligoniy (N = 123) ir asimptomatiniy
kontroliy (AK; N = 92) Slapimo nuosédose buvo analizuota qMSP
metodu. Kokybiniam duomeny interpretavimui atlikta ROC kreiviy
analize i§ kurios, pagal Judeno indeksa, nustatyta ribin¢ metilinimo
intensyvumo verté, pagal kurig méginiai skirstyti | metilintus ir
nemetilintus.

Visy tirty geny metilinimo intensyvumas ir daznis buvo
reiSkmingai aukstesni ccRCC ligoniy $lapimo nuosédose, lyginant su
AK (P < 0,050; 9 pav. A, B). Palyginus atsitiktinai atrinkty 20-ies
ligoniy DNR metilinimo intensyvuma navikiniuose audiniuose ir
Slapimo nuosédose, reikSmingy sasajy nebuvo nustatyta (duomenys
nerodomi). Kaip ir tikétasi, nustatytas reikSmingai Zemesnis visy geny
DNR metilinimo intensyvumas ¢cRCC audiniuose, lyginant su ty
paciy ligoniy Slapimo nuosédomis (duomenys nerodomi).

Atrinkty biozymeny reik§Smé neinvazinei ccRCC diagnostikai

Diagnostinés atrinkty biozymeny metilinimo $lapimo nuosédose
savybés vertintos atliekant ROC analize.
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9 pav. Atrinkty geny reguliaciniy sriciy DNR metilinimo analizé §lapimo
nuosédose. A — geny metilinimo intensyvumas ir B — daznis ccRCC ligoniy
ir AK Sslapimo nuosédose. C — pavieniy geny ir D — dviejy-trijy geny
kombinacijy ROC kreiviy analizé, atspindinti biozymeny diagnostinj
potencialg. ccRCC — $viesiy Igsteliy inksty karcinoma; AK — asimptomatiné
kontrolé; ROC — (angl. Receiver Operating Characteristic) grafikas,
nurodantis sary$j tarp jautrumo ir specifiSkumo; AUC — plotas po kreive
(angl. area under the curve), DJ — diagnostinis jautrumas; DS — diagnostinis
specifiSkumas. Reik§mingos P vertés paryskintos.

Visy geny atveju nustatytas plotas po kreive (angl. area under the
ROC curve (AUC)) sieké 0,60 ar buvo didesnis (9 pav. C).
Auksciausia diagnostine verte pasizymeéjo genas PCDHS, kurio AUC
sieké 0,71, jautrumas — 67,5% ir specifiSkumas — 72,8%. Kaip ir
tikétasi, jvairios geny kombinacijos pasiZyméjo geresnémis
diagnostinémis charakteristikomis. Tarp jvairiy geny kombinacijy
didziausia diagnostine verte (AUC = 0.78) pasizyméjo trys geny
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rinkiniai: ZNF677 & PCDHS (jautrumas — 78%, specifiSkumas —
69%), ZNF677, PCDHS8 & FBN2 (jautrumas — 68%, specifiSkumas —
80%) ir ZNF677, PCDHS8 & FLRT2 (jautrumas — 78%, specifiSkumas
—75%) (visi P < 0,050; 9 pav. D).

Atrinkty geny metilinimo $lapimo nuosédose sasajos su demografiniais ir

Toliau buvo analizuojamos sgsajos tarp geny reguliaciniy sriciy
DNR metilinimo pokyc¢iy ccRCC ligoniy Slapimo nuosédose ir
demografiniy bei klinikiniy-patologiniy rodikliy.

PrieSingai nei buvo nustatyta tiriant ccRCC audinius, analizuojant
Slapimo nuosédas nenustatyta jokiy sgsajy tarp geny metilinimo
intensyvumo/daznio ir ligoniy lyties (P > 0.050; duomenys nerodomi).
Taciau visy geny (iSskyrus FLRT2) atveju nustatyta teigiama
koreliacija tarp metilinimo intensyvumo ir ligoniy amziaus (P <0,050;
10 pav. A), taciau tokia sgsaja AK grupéje nenustatyta (duomenys
nerodomi).
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10 pav. Atrinkty geny metilinimo ccRCC ligoniy Slapimo nuosédose sasajos
su demografiniais ir klinikiniais-patologiniais rodikliais. A — sasaja tarp geny
metilinimo intensyvumo ir ligoniy amziaus. B — metilinimo daznio sgsaja su
naviko patologine stadija. C — metilinimo intensyvumo sasaja su naviko
invazija j riebalus. Met. — metilinimo. Reik§mingos P vertés paryskintos.
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rodikliais, aukstesnis visy geny metilinimo daznis $lapimo nuosédose
nustatytas esant pT3-4 stadijos navikams, lyginant su pT1-2 stadija ir
genui PCDHS §i sasaja buvo statistiskai reikSminga (P = 0,002; 10
pav. B). Be to, reikSmingai aukStesni geny PCDHS ir TACI
metilinimo dazniai nustatyti esant lokaliai paZengusiems ccRCC
navikams, kuriems biidinga invazija j riebalus (atitinkamai P = 0,018
ir 0,042; 10 pav. C). Tadiau jokiy kity patikimy sasajy tarp geny
metilinimo daZnio ar intensyvumo ir ligoniy klinikiniy-patologiniy
rodikliy nenustatyta (duomenys nerodomi).

Atrinkty biozymeny reikSmé neinvaziniam ccRCC prognozavimui

Siekiant jvertinti prognosting atrinkty geny metilinimo ccRCC
ligoniy Slapimo nuosédose reikSme, toliau buvo vertinamos jy sasajos
su ligoniy bendru iSgyvenamumu.
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11 pav. Geny metilinimo S$lapimo nuosédose ir ligoniy bendro
iSgyvenamumo sasajos. Kaplano-Mejerio kreivés pagal A — pavienio geno
PCDHS ir B — geny ZNF677& PCDHS rinkinio metilinimo biiseng. M/N —
metilinta/nemetilinta geno ar jy rinkinio reguliaciniy sri¢iy btisena; HR —
rizikos santykis (angl. Hazard Ratio); ReikSmingos P vertés paryskintos.

Visy geny atveju nustatytas aukstesnis metilinimo daznis ligoniy
mirties atveju, lyginant su iSgyvenusiais pacientais, taCiau tik genui
PCDHS 3i sasaja buvo statistiskai reikSminga (P = 0,005; duomenys
nerodomi). Palyginus Kaplano-Mejerio iSgyvenamumo kreives,
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nustatytas reik§mingai trumpesnis ligoniy bendras iSgyvenamumas,
esant metilintai geno PCDHS biisenai (P = 0,024; 11 pav. A). Nors
nei vienas kitas pavienis genas neparodé reik§mingy sgsajy su ligoniy
iSgyvenamumu (duomenys nerodomi), nustatytas Zymus geno
PCDHS prognostinés reikSmés padidéjimas kombinacijoje su ZNF677
(P =0,022; 11 pav. B).

4 lentelé. Molekuliniy ir klinikiniy-patologiniy rodikliy vienmaciai ir
daugiamaciai Kokso proporcingos rizikos modeliai.

VIENMATE ANALIZE
Kintamieji HR [95% PI] Poreiksme | Modelio
P-reik§mé
PCDHS8 (M vs. N) 4,58 [1,07 - 19,54] 0,041 0,013
ZNF677 & PCDH8 (M vs. N) 7,38 [1,00 - 54,46] 0,051 0,008
AmZzius, metai (kiek.) 1,09 [1,04 - 1,14] <0,001 <0,001
Lytis (vyrai vs. moterys) 2,73 [1,06 - 7,08] 0,038 0,029
Stadija (pT3-4 vs. pT1-2) 5,12 [1,73 - 15,16] 0,003 <0,001
Naviko dydis (kiek.) 1,01 [1,00 - 1,02] 0,036 0,063
WHO/ISUP laipsnis (3 vs. <2) 3,04 [1,28 -7,21] 0,012 0,012
Nekrozé (yra vs. néra) 4,97 [2,11 - 11,71] <0,001 <0,001
DAUGIAMATE ANALIZE
I MODELIS
PCDH8 (M vs. N) 5,70 [1,16 - 28,12] 0,033
AmZius, metai (kiek.) 1,10 [1,04 - 1,16] 0,001
Lytis (vyrai vs. moterys) 2,72 10,99 - 7,45] 0,053
Stadija (pT3-4 vs. pT1-2) 1,76 [0,51 - 6,08] 0,372 <0,001
Naviko dydis (kiek.) 1,02 [1,00 - 1,03] 0,044
WHO/ISUP laipsnis (3 vs. <2) 0,69 [0,22 - 2,18] 0,527
Nekroz¢ (yra vs. néra) 4,73 [1,45 - 15,46] 0,010
II MODELIS
ZNF677 & PCDHS (M vs. N) 12,47 [1,47 - 105,58] 0,021
Amzius, metai (kiek.) 1,10 [1,04 - 1,16] <0,001
Lytis (vyrai vs. moterys) 3,42 1,26 - 9,30] 0,016
Stadija (pT3-4 vs. pT1-2) 1,93 [0,58 - 6,43] 0,285 <0,001
Naviko dydis (kiek.) 1,01 [1,00 - 1,03] 0,123
WHO/ISUP laipsnis (3 vs. <2) 0,92 [0,31 - 2,70] 0,874
Nekroze (yra vs. néra) 4,67 [1,64 - 13,26] 0,004

M/N — metilinta/nemetilinta geno ar geny rinkinio biisena; kiek. — kiekybinis
kintamasis pT — patologiné naviko stadija; WHO/ISUP — Pasaulio sveikatos
organizacijos/Tarptautiné urologinés patologijos draugija; HR — rizikos
santykis (angl. Hazard Ratio); PI — pasikliautinis intervalas. ReikSmingos P
vertés paryskintos.
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Vienmaté Kokso proporcingos rizikos analizé patvirtino pavienio
geno PCDHS ir kombinacijos ZNF677 & PCDHS metilinimo biisenos
sasaja su ligoniy bendru iSgyvenamumu (4 lentelé). Atlikus
daugiamate¢ Kokso analize, metilinta PCDHS biisena buvo patvirtinta
kaip nepriklausomas prognostinis ligoniy bendro iSgyvenamumo
rodiklis (P =10,033, HR — 5,70), atlikus koregavima pagal svarbiausius
ccRCC prognostinius rodiklius, jskaitant ligoniy amziy, lytj, naviko
dydj, stadija, laipsnj ir nekroz¢ (4 lentelé). Be to, geno PCDHS
nepriklausoma prognostiné reik§mé zymiai iSauga kombinacijoje su
ZNF677 (P = 0,021, HR — 12,47; 4 lentelé¢). Gauti rezultatai parodo
galimybe vystyti molekulinj testa, skirta prognozuoti ccRCC
progresavima, remiantis vien tik DNR metilinimo bioZymenimis.

Apibendrinant, identifikuoti nauji potencialiis ccRCC biozymenys,
ypa¢ ZNF677 ir PCDHS rodo daug zadancius rezultatus neinvaziniam
ccRCC diagnozavimui ir prognozavimui. Taciau tolimesnis S$iy
zymeny iStyrimas didesnése nepriklausomose ligoniy kohortose su
iSsamiais stebésenos duomenimis, yra biitinas, siekiant patvirtinti jy
kliniking verte.
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REZULTATU APTARIMAS

Sviesiy lasteliy inksty karcinoma (angl. clear cell renal cell
carcinoma (ccRCC)), kylanti i§ nefrono epiteliniy lasteliy, yra
labiausiai paplites inksty vézio potipis, pasizymintis didZiausiu
agresyvumu ir mirtingumu tarp visy urogenitalinés sistemos naviky
[1-3]. Daugiausia ccRCC atvejy nustatoma ankstyvoje stadijoje,
taciau daugiau kaip ketvirciui §iy pacienty liga progresuoja ir bent
penktadaliui pacienty diagnozés metu nustatoma jau metastazavusi
liga [4]. Pagrindiné to priezasts — asimptomatiné ligos eiga, kas lemia,
kad daugumai pacienty inksty vézys nustatomas atsitiktinai, dél
placiai naudojamo radiologinio vaizdinimo jvairiems nespecifiniams
pacienty simptomams tirti [1,7]. Lokalizuoty ccRCC naviky atveju
dazniausiai taikomas gydymas — chirurginis naviko paSalinimas.
Taciau nei viena i§ vaizdinimo priemoniy negali atskirti gerybiniy
inksty pakitimy nuo neoplastiniy ir to pasekmé yra perdéto gydymo
rizika [27-30]. Taigi, reikalingi nauji molekuliniai bioZymenys,
leidziantys ne tik aptikti ligg ankstyvoje stadijoje, bet ir prognozuoti
jos eiga.

Ivairtis DNR metilinimo pokyc¢iai inksty audiniuose nustatomi dar
pirminiuose kancerogenezés etapuose ir daznai siejami su jvairiais
klinikiniais-patologiniais parametrais [12,31], todé¢l gali biiti naudingi
ne tik ankstyvai diagnostikai, bet ir prognozavimui. Be to, DNR
metilinimo poky¢iai nesudétingai aptinkami kiino skysciuose
cirkuliuojancioje DNR, todél gali pasitarnauti kaip neinvaziniai ligos
biozymenys, kurie gali biiti panaudojami kaip priemoné gydytojams
greitam ir tiksliam ligos aptikimui, stebésenai ar net gydymo
pritaikymui. Nepaisant iki Siol jdéty pastangy aptikti naujus inksty
vézio DNR metilinimo biozymenis [32-36], kol kas nei vienas i$ jy
néra naudojamas klinikoje, tad reikalingi tolimesni tyrimai Sioje
srityje.
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Naujy Sviesiy lgsteliy inksty karcinomos DNR metilinimo
biozymeny identifikavimas

Siame tyrime naujy diagnostiniy ir/ar prognostiniy $viesiy lasteliy
inksty karcinomos DNR metilinimo biozymeny atrankai buvo atlikta
visuminé DNR metilinimo profilio analizé ccRCC ir histologiSkai
nepakitusiuose inksty audiniuose. Kaip ir ankstesniy tyrimy metu
[37,38], nustatytos dvi ccRCC naviky grupés — turincios aukstg ir
zemg DNR metilinimo lygj. Lyginant ccRCC audinius su NIA, Siame
tyrime nustatyti gausesni DNR metilinimo pokyc¢iai nei ankstesniuose
darbuose [33-35]. Pakitusio metilinimo genai reikSmingai susieti su
jvairiais molekuliniais atsako keliais, dalyvaujanciais véZio vystymesi
ir progresijoje. Kadangi Siame tyrime naudoty Zmogaus DNR
metilinimo mikrogardeliy dizainas apima jvairius CpG, netsizvelgiant
1 ju sasaja su geny reguliacinémis sritimis, tolimesniems biozymeny
tyrimo etapams pasirinkti tie genai, kuriy reikSmingai metilinti zondai
lokalizuoti geny promotoriy ar stiprikliy srityse. Siy sri¢iy metilinimas
daro daugiausiai jtakos geno raiSkos pokyCiams ir greiCiausiai turi
didziausig kliniking reikSme [15].

Tarp didelio kiekio skirtingai metilinty geny, tolimesniam
validavimo etapui atrinkti 10 baltymus koduojanciy geny ZNF677,
FBN2, PCDHS, TFAP2B, TACI1, FLRT2, ADAMTS19, BMP7, SIM1
ir SFRPI1. Geny FBN2, PCDHS ir SFRPI metilinimas inksty véZio
atveju jau buvo analizuotas ankstesniuose tyrimuose [39-42], tuo tarpu
likusieji genai Siame darbe tirti pirmg kartg. Visy geny metilinimas
buvo ypa¢ ccRCC audiniams specifiskas (89-100%), tuo tarpu
jautrumas svyravo nuo 18% iki 60%. Geny rinkinys, susidedantis i$
ZNF677, FBN2, PCDHS, TACI1 ir SFRPI (su ar be TFAP2B)
pasizymejo aukstu tiek diagnostiniu jautrumu — 83,7-85,4%, tiek ir
specifiskumu — 95,8-97,8%.

Genas ZNF677 (angl. zinc finger protein 677), koduojantis
transkripcijos veiksnj, priklausantj cinko pirsty baltymy Seimai, Siame
tyrime nustatytas kaip vienas perspektyviausiy ccRCC biozymeny.
ZNF677 gali funkcionuoti kaip navika slopinantis genas, kadangi
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padidéjusi jo raiska siejama su lgstelés proliferacijos, migracijos,
invazijos slopinimu, Igstelés ciklo stabdymu ir apoptozés indukcija;
tuo tarpu sumazéjusi $io geno raiSka pasizymi prieSingu poveikiu
lastelei [43,44]. Konkreciai, ZNF677 indukuoja GO-G1 lastelés ciklo
fazés stabdyma, Akt fosforilinima ir aktyvina p53 signalinj kelia,
slopindamas CDKN3 transkripcija [44]. Geno ZNF677 raiskos
sumazgjimas dél promotoriaus DNR metilinimo anksciau nustatytas
plauciy [43], skydliaukés [44] ir burnos [45] naviky atveju, taCiau
inksty vézio atveju iki Siol netirtas. Siame darbe ZNF677
hipermetilinimas nustatytas 33,3% ccRCC ligoniy ir reikSmingai
susietas su geno raiSkos sumazéjimu. Metilinta Sio geno biisena taip
rodikliais, jskaitant didesnés apimties navikus, aukS$tesn¢ naviko
stadija, laipsnj, naviko nekroz¢ ir trumpesnj ligoniy bendra
iSgyvenamumg. Taigi, gauti rezultatai patvirtina §io geno vaidmenj
inksty vézio vystymuisi ir progresavimui.

FBN2 (angl. Fibrilin-2) koduoja ekstralgstelinio matrikso
glikoproteing fibriling 2, kuris yra pagrindinis Zzmogaus mikrofibriliy
komponentas. Fibrilinas-2 reguliuoja transformuojanc¢io augimo
veiksnio TGF-B (angl. Tramnsforming Growth Factor- f)
bioprieinamuma lgstelei, sekvestruodamas jj ekstralasteliniame
matrikse (angl. Extracellular matrix (ECM)) [46]. Inksty vézio atveju
fibrilino 2 praradimas gali prisidéti prie piktybinio lasteliy fenotipo
per pakitusia TGF-f indukuojamy signaliniy keliy reguliacija,
angiogenezes ir metastaziy susidarymo skatinimg [39]. Konkreciai,
esant sumaze¢jusiam FBN2 kiekiui, aktyvuojamas latentinis TGF-f,
kuris savo ruoStu skatina lasteliy transformacijg, proliferacijg ir
migracija, galimai per epitelinés-mezenchiminés tranzicijos (EMT)
indukcija, prisidedancig prie inksty karcinomos vystymosi [39,47].
FBN2 hipermetilinimas nustatytas 48% ccRCC ligoniy ir reikSmingai
susietas su trumpesniu jy bendru iSgyvenamumu, tuo tarpu ankstesni
tyrimai $ios sgsajos neparod¢ [41]. Apibendrinant, FBN2 metilinimas
gali biiti perspektyvus ccRCC zymuo.
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PCDHS (angl. Protocadherin-8) koduoja transmembraninj Iastelés
baltyma, priklausantj protokadheriny baltymy Seimai, dalyvaujanciai
lastelés adhezijos, proliferacijos, diferenciacijos ir migracijos
procesuose [48]. PCDHS8 vaidmuo vézio vystymesi yra priestaringas.
Vieni tyrimai apraSo PCDHS kaip naviko supresoriy, slopinantj
lgsteliy proliferacijg, migracija ir indukuojantj apoptoze ir dél to yra
daznai nuslopinamas promotoriaus metilinimo jvairiose karcinomose
[49-51]. Taciau kiti tyrimai parodé, jog PCDHS gali turéti metastaziy
susidarymg indukuojan¢iy savybiy ir padidéjusi jo raiSka skatina
lasteliy invazija ir migracijg per jvairiy ECM receptoriy saveikos keliy
skatinima [52,53]. Idomu tai, kad §iame tyrime nustatytas tick PCDHS8
hipermetilinimas (40% ligoniy), tiek padidéjusi geno raiska, kuri
nebuvo susijusi su promotoriaus metilinimo biisena; tad reikalingi
iSsamesni tyrimai, siekiant iSaiskinti §j fenomeng. Vis délto, kaip ir
ankstesniuose tyrimuose [40], Siame darbe PCDHS hipermetilinimas
reik§mingai susietas su didesniais navikais, aukStesne naviko stadija ir
diferenciacijos laipsniu, kas patvirtina svarby §io geno vaidmenj
ccRCC vystymesi ir progresijoje.

Genas TFAP2B (angl. transcription factor AP-2 beta) koduoja AP-
2 Seimos transkripcijos veiksnj AP-2fB. Lastelé¢je AP-2 baltymai
stimuliuoja proliferacija ir slopina jvairiy lasteliy tipy galutine
diferenciacija. Biitent TFAP2B yra biitinas normaliam inksty
vystymuisi, nes dalyvauja nefrono kanaléliy epiteliniy lasteliy
diferenciacijoje [54,55]. TFAP2B tai pat dalyvauja ir inksty navikiniy
lasteliy diferenciacijoje [56,57] galimai per WNT/B-katenino
signalinio kelio skatinima [58]. Sis genas gali tiek aktyvinti, tiek ir
slopinti vézio vystymasi ir tai priklauso nuo konkretaus audinio tipo
bei naviko vystymosi stadijos [59]. Branduoliné TFAP2B raiska
siejama su mazais, lokalizuotais ir Zemo piktybiskumo laipsnio inksty
navikais, galimai dél AP-2f indukuojamos p21 raiskos, slopinancios
lastelés ciklo peréjima i G1 j S faze [60]. Be to, AP-2 taip pat slopina
kraujagysliy endotelio augimo veiksnio receptoriaus 2 (angl. vascular
endothelial growth factor receptor 2 (VEGFR2)) raiska; tuo tarpu
TFAP2B praradimas aktyvina VEGFR2 [61], kuris savo ruoztu
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skatina angiogeneze ir ccRCC progresija [62,63]. Sio tyrimo metu
buvo nustatytas zymus 7TFAP2B raiSkos sumazg¢jimas ccRCC
audiniuose, sutampantis su ankstesniais pastebéjimais [64]. Sio geno
hipermetilinimas nustatytas 42% ccRCC audiniy, tac¢iau neturéjo
Verta paminéti, jog prieSingai nei kity Siame darbe tirty geny atveju,
TFAP2B analizuota seka apémé ne geno promotoriy, o stiprikliy
jungimosi sritj, kuriy metilinimas taip pat svarbus inksty karcinomos
atveju [65]. Taigi TFAP2B yra perspektyvus ccRCC biozymuo, taciau
reikalingi i§samesni tyrimai jo klinikinei reikSmei patvirtinti.

Genas TACI (angl. tachykinin-1) koduoja sekretuojamg baltyma
tachikining 1, kuris yra neuropeptidy Seimos narys, dalyvaujantis
lastelés sekrecijos, judrumo ir uzdegiminiuose procesuose, taip pat
slopinantis normaliy Igsteliy proliferacija [66]. Dél $iy savybiy TACI
laikomas navika slopinan¢iu genu. Sis genas jtrauktas j validavimo
etapg dél jo dalyvavimo imuninio atsako procesuose, per T-lasteliy
brendimo skatinima ir makrofagy pritraukimg j uzdegimines vietas
[67]; gausi Siy lasteliy infiltracija stebima ir ccRCC navikuose,
pasizyminciuose auks$tu imunogeniskumu [68,69]. Taciau tikslus
TAC1 vaidmuo audiniy kancerogenezés procesuose néra aiskus. Geno
TACI hipermetilinimas nustatytas daugelyje vézio tipy, jskaitant
plauciy [70], storzarnés [71], galvos ir kaklo [72], kasos [73], stemplés
[74], kriities [75] ir pasizyméjo prognostinémis savybémis. Siame
darbe TACI ccRCC audiniuose buvo dazniausiai metilintas (60%) 1§
visy tirty geny. Be to, metilinta §io geno biisena ir sumazejusi raiska
reik§mingai susieti su didesniais ccRCC navikais. Taigi, aukstas geno
metilinimo daZznis ir sgsaja su naviko dydziu rodo tiek diagnostinj, tiek
prognostinj §io geno potencialg.

FLRT? (angl. Fibronectin leucine-rich transmembrane protein 2)
koduoja glikozilintg transmembraninj baltyma, turintj ekstralastelinj
leucinu praturtintg domeng, veikiantj ir kaip adhezijos ir kaip signaliné
molekulé [76]. FLRT?2 yra lasteliy adhezijos baltymas, sgveikaujantis
su ECM esanciu fibronektinu, tiek sukibdamas su juo, tiek ji
atstumdamas [77], kas rodo galimg Sio baltymo ry§j su naviko
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metastazémis. Kriities vézio atveju, sumazéjusi FLRT? raiska dél
promotoriaus metilinimo paskatino lasteliy proliferacija ir migracija,
tuo tarpu padidéjusi raiSka pasizyméjo prieSingomis savybémis [78].
Taigi FLRT? veikia kaip naviko supresorius. Siame darbe sumazéjusi
FLRT? raiska ir daznas (45%) promotoriaus hipermetilinimas ccRCC
audiniuose nustatytas pirmg kartg. Sumazéjusi FLRT? raiska
reikSmingai susieta su naviko nekroze, tuo tarpu hipermetilinimas su
didesnias navikais, kas patvirtina galimg §io geno, kaip naviko
supresoriaus vaidmeni.

ADAMTSI19 (angl. ADAM metallopeptidase with thrombospondin
type 1 motif 19) koduoja ADAMTS sekretuojamy metaloproteinaziy
Seimos narj. Sie baltymai saveikauja su jvairiais ECM komponentais
ar reguliaciniais veiksniais, svarbiais lgsteliy adhezijai, migracijai,
proliferacijai ir angiogenezei [79]. Nors tiksli ADAMTS19 biologiné
funkcija nenustatyta, dél jo panaSumo su ADAMTS17 tikétina, kad
ADAMTSI19 dalyvauja fibrilino mikrofibriliy formavimesi [80].
Taigi, sumazéjusi ADAMTSI19 raiska gali biiti susijusi su audiniy
integralumo praradimu, kas paskatina naviko progresija. Siame darbe
ADAMTS19 promotoriaus metilinimas nustatytas 37% tirty ccRCC
naviky ir susietas su daugeliu klinikiniy patologiniy rodikliy, jskaitant
naviko dydj, intravaskuling invazijg ir aukStesnj naviko laipsnj, kas
patvirtina §io geno sasaja su ccRCC vystymusi ir progresija.

BMP7 (angl. bone morphogenetic protein 7) yra TGF Seimos
augimo ir diferenciacijos veiksnys, Dbesijungiantis su fibrilinu
ektralasteliniame matrikse [81,82]. Suaugusiame organizme
didziausias BMP7 kiekis nustatomas inksty audinyje, kur §is baltymas
galimai prisideda prie inksty audiniy struktiiros palaikymo ir pasizymi
antiuzdegiminiu poveikiu; tuo tarpu BMP7 praradimas sukelia inksty
pazeidimus ir neoplazmy formavimasi [83,84]. Nustatyta, jog BMP7
slopina nefrony proksimaliniy kanaleliy epiteliniy lasteliy
diferenciacijg ir epiteling mezenchiming tranzicija, mazindamas
aktyvaus TGF-B kiekj ekstralgsteliniame matrikse [81,83,85]. Taigi,
sumazejusi BMP7 raiska skatina vézio vystymasi ir progresija galimai
per EMT, svarbaus ccRCC vystymuisi, skatinimg [47]. Sumazéjusi §io
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geno raiSka inksty vézio atveju nustatyta ankstesniuose tyrimuose
[85,86], taciau iki Siol promotoriaus DNR metilinimas nebuvo tirtas.
Siame darbe BMP7 metilinimas nustatytas tik penktadaliui ccRCC
atvejy, taCiau reikSmingai susietas su didesniais navikais, aukStesniu
naviko laipsniu ir nekroze, kas patvirtina §io geno vaidmenj ccRCC
vystymesi ir progresijoje.

Genas SIMI (angl. single-minded family bHLH transcription
factor 1) koduoja transkripcijos veiksnj, dalyvaujant] vystymosi
procesuose [87], taciau S$io geno vaidmuo kancerogenezéje iki Siol
néra aiSkus. Nustatytas rySys tarp SIM1 ir Zzmoniy nutukimo [88] ir
ankstesniuose tyrimuose su nutukimu susijusiy geny metilinimas buvo
susietas su prastesnémis inksty vézio prognozémis [89]. SIM1 geno
metilinimas apraSytas kriities [90], plauciy [91] ir gimdos kaklelio [92]
véZio atveju ir buvo susietas su metastazémis. Siame darbe SIM! buvo
reciausiai hipermetilintas (18%) genas ccRCC navikuose, taciau
metilinta jo blisena reikSmingai susieta su didesniais navikais.

SFRP1 (angl. Secreted frizzled-related protein 1) yra frizzled
baltymy Seimos narys, veikiantis kaip WNT signalinio kelio
inhibitorius [93]. WNT signalinis kelias atlicka svarby vaidmenj
ccRCC vystymesi, skatindamas lasteliy proliferacija, iSgyvenimag ir
invazija [93,94]. Taigi, SFRP1 veikia kaip naviko supresorius, kurio
sumazéjusi raiSka skatina ccRCC lgsteliy augimg per WNT signalinio
kelio aktyvinimg [93,95]. Nors visuminés DNR metilinimo analizés
metu SFRPI neparodé reikSmingy metilinimo skirtumy ccRCC
audiniuose, §is genas ] validavimo etapg jtrauktas kaip gerai zinomas
ccRCC biozymuo [93]. Siame darbe SFRPI hipermetilinimo daznis
ccRCC audiniuose sieké 42% ir buvo didesnis nei ankstesniuose
tyrimuose [41,42,95], taiau nepasizyméjo jokiomis sgsajomis su

Apibendrinant, pasirinkti genai dalyvauja jvairiuose lgsteliniuose
procesuose ir visi kartu prisideda prie padidéjusios lasteliy
proliferacijos, diferenciacijos, apoptozés slopinimo, epitelinés-
mezenchiminés tranzicijos, migracijos, invazijos ir metastaziy
susidarymo skatinimo (12 pav.). Tai taip pat gerai atspindi nustatyta
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daugelio geny, iskaitant ZNF677, PCDHS, TACI, FLRT2,
ADAMTSI19, BMP7 ir SIMI metilintos busenos sasaja su naviko
dydziu, daugelyje tyrimy apraSytu kaip svarbiu prognostiniu ccRCC
parametru [96-98]. Taciau tik nedaugelis geny pasizyméjo
reik§mingomis sasajomis su kitais svarbiais prognostiniais ccRCC
rodikliais, kaip naviko stadija (ZNF677 ir PCDHS), naviko laipsnis
(PCDHS8, ADAMTS19 ir BMP7), intravaskuliné invazija
(ADAMTS19) ir naviko nekrozé (ZNF677 ir BMP7). Atsizvelgiant |
tai, mazai tikétina, jog vienas genas galéty biiti pritaikytas klinikoje ir
pakeisty visus klinikinius-patologinius parametrus. Taigi, siekiant
pagerinti  diagnostiniy  irfar  prognostiniy  testy  tiksluma,
rekomenduojama naudoti geny rinkinius, kaip tai buvo pritaikyta
prostatos ir Slapimo pislés véziui sukurtiems DNR metilinimo testams
[15].

S S0, ccRCC Iastelé
~00590,
VOQ%O

580

Frizzled
receptorius

N (

Ekstralgstelinis
matriksas

TFAP2B) P21%VEGFR24

Lastelés
proliferacija, e
diferenciacija, X |5¢EE‘ 4’ |5‘ ‘ﬁg’ ﬂi‘

apoptozés
inhibicija, EMT,

migracifa, invazija,

metastazés

QAN SO0
. \\ ‘\§

¥ ADAMTS19 N\ ™
Latentinis

12 pav. Spéjamas analizuoty geny metilinimo/sumazéjusios raiskos vaidmuo
ccRCC vystymesi ir progresijoje.

Geny rinkiniy pranaSumas puikiai pavaizduotas iSgyvenamumo
analizéje. Kaplano-Mejerio iSgyvenamumo kreiviy analizé atskleidé
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reik§minga geny ZNF677 ir FBN2 metilintos biisenos s3saja su
trumpesniu ligoniy bendru iSgyvenamumu, taciau nei vienam kitam
genui tokia sgsaja nenustatyta. Tuo tarpu jvairios dviejy-keturiy geny
kombinacijos buvo reikSmingai susietos su prastesniu ligoniy
iSgyvenamumu. Daugiamaté Kokso proporcingos rizikos analizé
atskleidé geny rinkinius, susidedancius i§ ZNF677 ir BMP7 bei
ZNF677, PCDHS ir FLRT2, kaip geriausius prognostinius jrankius,
taiau nei vienas i§ jy nebuvo patvirtintas kaip nepriklausomas.
Anksciau atlikti tyrimai nustaté aukstesne keturiy geny rinkinio
prognosting verte [99], taciau ji nebuvo koreguota pagal naviko
nekroze, kuri yra svarbus inksty vézio prognostinis rodiklis. Be to,
pastarajame tyrime analizuoti tik inksty audiniai, kai tuo tarpu kiino
skysciai, ypa¢ Slapimas, yra tinkamesni greitam ir tiksliam ligos
aptikimui bei prognozavimui.

Atrinkty biozymeny pritaikymas neinvaziniam ccRCC
diagnozavimui ir prognozavimui

Atsizvelgiant | tai, jog pasitaiko perdéto inksty vézio gydymo
atvejy, kai inkstas paSalinamas dél gerybinio ar mazo (iki 4 cm)
pavojaus nekeliancio naviko [100], yra didelis poreikis iSvystyti
neinvazinius metodus ligos aptikimui ir prognozavimui, kurie galéty
suteikti gydytojams greita, objektyvy ir tiksly atsakyma dél tolimesnio
ligonio gydymo.

Tarp desimties baltymus koduojanéiy geny, tirty inksty audiniuose,
SeSi 1§ jy, pasizyméje auksSCiausiu metilinimo dazniu ir
perspektyviausiomis prognostinémis savybémis, jskaitant ZNF677,
FBN2, PCDHS, TFAP2B, TACI ir FLRT?2, buvo pasirinkti metilinimo
analizei Slapimo nuosédose.

Siame darbe nustatytas reikimingai didesnis visy tirty geny
metilinimo intensyvumas ccRCC ligoniy §lapimo nuosédose, lyginant
su sveiky asmeny méginiais. Zymeny jautrumas svyravo tarp 36,6% ir
71,5% ir buvo didesnis, nei daugumos iki Siol Slapime tirty inksty
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vézio DNR metilinimo Zymeny (apzvelgta [101]). Geriausiomis
diagnostinémis savybémis (AUC = 0,71, jautrumas — 68%,
specifiskumas — 73%) pasizyméjo genas PCDHS, kurios zymiai
iSaugo kombinacijoje su ZNF677 (AUC = 0.78, jautrumas — 78%,
specifiSkumas — 69%) ir pralenké anksCiau aprasyto dviejy geny
(TCF21 ir PCDH17) rinkinio diagnostinj potencialg [19]. Trijy geny
kombinacija ZNF677, PCDHS ir FLRT? kaip diagnostinis jrankis taip
pat pasirodé daug Zzadanti (AUC = 0,78, jautrumas — 76%,
specifiSkumas — 75%). Nors keletas ankstesniy tyrimy apras¢ geny
rinkinius, pasizymincius geresnémis diagnostinémis
charakteristikomis [16,17,20], rezultatai buvo gauti analizuojant
nedidelj méginiy kiekj (<50), tiriant klasikinius navikg slopinancius
genus.

Geny rinkinys ZNF677 it PCDHS pasizyméjo ne tik geromis
diagnostinémis, bet ir prognostinémis savybémis. ISgyvenamumo
analizé atskleidé, jog metilinta PCDHS promotriaus biisena yra
nepriklausomas prognostinis ccRCC biozymuo (HR — 5,7). Taciau
kombinacijoje su ZNF677, PCDHS pasizyméjo dar geresnémis
prognostinémis savybémis (HR — 12,5), kuri kartu su ligonio amziumi,
lytimi ir naviko nekroze patvirtinta kaip stiprus nepriklausomas
ccRCC ligoniy bendro i§gyvenamumo rodiklis. Iki Siol aprasytas tik
vienas tyrimas, kuriame analizuojama S$lapime aptinkamo DNR
metilinimo prognostiné reik§mé. Outeiro-Pinho er al. [21] aprasé
sasaja tarp $lapime cirkuliuojan¢ios miR-30a geno metilinimo ir ligai
specifinio iSgyvenamumo. Taciau gauti rezultatai nepasitvirtino
nepriklausomoje imtyje, kas gerai atspindi tokiy rezultaty validavimo
svarbg. Apibendrinant, Siame darbe gauti rezultatai parodo galimybe
prognozuoti ccRCC progresijg atsizvelgiant tik | dviejy Slapime
aptinkamy bioZymeny metilinimo biiseng, ta¢iau reikalingi tolimesni
iSsamiis tyrimai, siekiant perkelti §j geny rinkinj j kliniking praktika.

Nepaisant svarbaus Sio darbo indélio j naujy inksty vézio DNR
metilinimo biozymeny paieska, §is tyrimas taip pat turi keletg svarbiy
trikumy. Pagrindinis trikumas yra palyginti nedidelé tiriamyjy imtis
ir nepriklausomos imties nebuvimas. Taigi, atsizvelgiant j palyginti
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trumpa ligoniy steb¢jimo laikotarpj ir nedidelj mircCiy kiekj tiriamoje
grupéje, gauti iSgyvenamumo rezultatai turéty buiti vertinami atsargiai.
Be to, Siame darbe buvo prieinami tik bendro ligoniy i§gyvenamumo
duomenys, kurie pasizymi Zemesne prognostine verte, lyginant su
iSgyvenamumo be ligos duomenimis [102]. Kitas svarbus trikumas —
maza meéginiy, tirty dél visuminio DNR metilinimo profilio imtis.
Palyginus ccRCC ir NIA metilinimo profilj, nustatyti gausiis DNR
hipremetilinimo pokyc¢iai 175 genuose, i$ kuriy tik mazai daliai atlikti
iSsamesni tyrimai. Akivaizdu, jog tarp jy yra ir daugiau geny turinciy
svarbig klinikine reikSm¢ ccRCC ligoniams ir tikétina, kad jie bus
tiriami ateityje. Taip pat Siame darbe nebuvo tirtas atrinkty Zymeny
specifiSkumas butent inksty véZziui, dél to bitinas jy iStyrimas bent jau
kity urogenitalinés kilmés naviky atveju, siekiant patvirtinti juos kaip
neinvazinius inksty vézio bioZymenis. Be to, idealiu atveju DNR
metilinimo bioZymeny raiSka turéty buti sumazéjusi [15] taciau tai
nebuvo patvirtinta dviejy tirty geny FBN2 ir PCDHS atveju ir tik
vienintelio ZNF677 metilinimas buvo tiesiogiai susietas su geno
raiSkos sumazéjimu. Tad reikalingi iSsamesni tyrimai, siekiant
parinkti butent tas CpG pozicijas, kurio biity ypac kliniSkai svarbios.

Nepaisant $iy trikumy, apraSytas tyrimas padaré nemaza indélj
ccRCC specifiniy DNR metilinimo biozymeny paieskai Lietuvos
kohortoje, kur sergamumas Siuo véziu yra didZiaujsias pasaulyje.
Daugelio analizuoty geny DNR metilinimas ccRCC atveju tirtas pirma
kartg ir kai kurie i§ jy pasizyméjo ypac palankiais rezultatais dél jy
iSgyvenamumu. Genai ZNF677 it PCDHS pasizyméjo ypac aukstu
potencialu neinvazinei ccRCC detekcijai ir stebésenai. Nors naujy
zymeny pritaikymas klinikinei praktikai yra sudétingas ir
daugiapakopis procesas, atsizvelgiant | asimptomatine ligos eiga ir
aukstus mirtingumo rodiklius, labai tikétina, kad bent dalis Siy geny
pritrauks tyréjy démesj ir paskatins tolimesnius validavimo tyrimus,
priartinancius §iuos Zymenis prie panaudojimo klinikinéje praktikoje.
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ISVADOS

. Palyginus ccRCC audiniy DNR metilinimo ir geny raiskos profilj su NIA,
reik§mingi metilinimo (FC > 1,5) ir raiskos (FC > 2,0) poky¢iai nustatyti
atitinkamai 367 ir 3942 genuose i§ kuriy pusé¢ buvo hipermetilinti ir
sumazgéjusios raiskos. Pakitusio metilinimo ir raiSkos genai reik§mingai
siejasi su biologiniais ir molekuliniais procesais, svarbiais vézio
vystymuisi ir progresijai.

. Geny ZNF677, FBN2, PCDHS, TFAP2B, TACI, FLRT2, SFRPI,
ADAMTS19, BMP7 ir SIMI reguliacinés sritys ccRCC audiniuose
metilintos statistiskai reik§mingai dazniau (18-60%) lyginant su NIA (2—
11%). Sediy geny kombinacija — ZNF677, FBN2, PCDHS, TFAP2B,
TACI ir SFRPI pasizymi auks$tu diagnostiniu jautrumu ir specifiSkumu,
atitinkamai 85,4%, ir 95,6%.

. Daugelio geny (7/10) hipermetilinimas reikSmingai siejasi bent su vienu
klinikiniu-patologiniu rodikliu, jskaitant naviko dydj, aukStesn¢ naviko
stadija, laipsnj, intravaskuling invazija ir nekroze. Metilinta geny ZNF677
ir FBN2 bei jvairiy dviejy-keturiy geny kombinacijy biisena ccRCC
audiniuose reikSmingai siejasi su trumpesniu bendru ligoniy
iSgyvenamumu.

. Geny ZNF677, TFAP2B, TACI ir FLRT? raiska ccRCC audiniuose yra
reik§mingai Zemesné, lyginant su NIA. Zemesné geno ZNF677 raiska
reikSmingai siejasi su metilinta promotoriaus biisena ir daugeliu
klinikiniy-patologiniy  rodikliy, bei trumpesniu bendru ligoniy
iSgyvenamumu.

. Genai ZNF677, FBN2, PCDHS, TFAP2B, TACI ir FLRT? yra statistiskai
reik§mingai intensyviau ir dazniau metilinti ccRCC ligoniy $lapimo
nuosédose, lyginant su sveiky asmeny méginiais. Geny ZNF677 ir
PCDHS kombinacija, tieck su FBN2 ar FLRT2, tiek ir be jy, pasizymi
aukstu diagnostiniu jautrumu ir specifiskumu, atitinkamai 69-78% ir 69-
80%.

. Metilinta PCDHS biisena ccRCC ligoniy §lapimo nuosédose reik§mingai
siejasi su aukStesne naviko stadija ir plitimu | riebalus bei yra
nepriklausomas prognostinis ligoniy bendro i§gyvenamumo rodiklis (HR
—5,7) kurio prognostiné verté¢ zymiai iSauga kombinacijoje su ZNF677
(HR - 12,5).
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SUMMARY

Clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) is the most common
subtype of kidney tumors, accounting for the majority of deaths from
genitourinary cancers with the highest incidence rates in Lithuania. At
least one-fifth of patients are present with metastatic disease at
diagnosis, which is attributed to the typical lack of symptoms of the
primary ccRCC and caused the significant health burden of that
malignancy. After the introduction of widespread use of ultrasound
imaging in everyday clinical practice, the majority of kidney tumors
are detected at an early stage; however, it has also resulted in the
increase of overtreatment of patients with non-life-threatening benign
renal tumors. In addition, more than a quarter of patients will develop
the distant disease even after surgical tumor excision. Thus, there is a
vital need for new and highly desirable non-invasive biomarkers
which alone or in combination with imagining results would provide
valuable information about disease presence, aggressiveness, and
prognosis. Considering this, we tried to develop a gene-specific DNA
methylation tool for non-invasive and early kidney cancer diagnosis
and follow-up.

Based on genome-wide DNA methylation and gene expression
profiling in 11 pairs of ccRCC and noncancerous renal tissues (NRT),
abundant changes in DNA methylation and gene expression were
observed in ccRCC. Deregulated genes were significantly enriched
among specific biological and molecular processes related to tumor
development and progression. Based on comparisons by tissue
histology, ten protein-coding genes, namely ZNF677, FBN2, PCDHS,
TFAP2B, TACI1, FLRT2, ADAMTS19, BMP7, SIM1, and SFRP1, were
selected for further DNA methylation validation in 123 ccRCC and 45
NRT samples. Significantly higher methylation frequencies for all
genes were found in ccRCC tissues compared to NRT (17-60% vs. 0-
11%). The best diagnostic performance was demonstrated for a panel
of ZNF677, FBN2, PCDHS, TFAP2B, TAC1 & SFRP1 with 85.4% of
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sensitivity and 95.6% of specificity. Hypermethylation of most genes
was significantly related with at least one of clinical-pathological
parameter, including larger tumor size (ZNF677, PCDHS, TACI,
FLRT2, ADAMTS19, BMP7, and SIM1), higher stage (ZNF677 and
PCDHS), higher grade (PCDHS, ADAMTSI19, and BMP7),
intravascular invasion (4ADAMTSI19), and necrosis (ZNF677 and
BMP7). Moreover, the methylated status of ZNF677, FBN2, and
various two-four gene panels was significantly related to shorter
patient‘s overall survival (OS).

Based on methylation frequencies and with regard to correlations
with clinical-pathological variables and prognostic value, six genes
ZNF677, FBN2, PCDHS, TFAP2B, TACI, and FLRT?2, were selected
for further methylation analysis in the urine sediments samples from
123 ccRCC patients and 92 asymptomatic (healthy) controls (ASC).
Higher methylation levels of all genes were established in the urine of
ccRCC cases as compared to ASC with 37-68% of sensitivities and
53-96% of specificities. The highest diagnostic power (AUC = 0.78)
was established for the panel of ZNF677 & PCDHS, either with or
without FBN2 or FLRT2, with 68-78% of sensitivities and 68-80% of
specificities. Moreover, the methylated status of PCDHS was
significantly related to the higher tumor stage and independently
predicted the patient’s OS with HR: 5.7, which considerably increased
in combination with ZNF677 — HR: 12.5.

To sum up, this study revealed a novel non-invasive and highly
promising DNA methylation-based tool for the detection and follow-
up of ccRCC patients, which potentially will attract the attention for
further validation and possible application to the clinic.
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PRIEDAI

P1 lentelé. Vienmaciai ir daugiamaciai Kokso proporcingos rizikos modeliai, analizuojant atrinkty geny metilinima

ccRCC audiniuose ir demografinius bei klinikinius-patologinius ligoniy rodiklius.

DAUGIAMATE ANALIZE (atgaliné atranka)

(Mvs. N)

. . VIENMATE ANALIZE . . .
Kintamieji Atskirai grup¢je Visi kartu
P verté HR [95% PI] P verté HR [95% PI] P verté HR [95% PI]
g g ZNF677 (M vs. N) 0.029  2.61[1.10-6.17] -
£& | v (M vs. N) 0.026  2.96([1.14-7.66] | 0.026  2.96[1.15-7.62] -
ZNF677 & FBN2 (M vs. N) 0.047  2.78[1.02-7.58] -
g ZNF677 & SFRPI (M vs. N) 0.048  2.76[1.01-7.51] -
& ZNF677 & BMP7 (M vs. N) 0.008  328[1.38-7.78] | 0.008  3.27[1.38-7.78] -
a8 ZNF677 & SIMI (M vs. N) 0.026  2.69[1.13-6.37] -
PCDHS8 & FLRT2 (M vs. N) 0.044  2.82[1.04-7.68] -
ZNF677, FBN2 & BMP7 (M vs. N) 0.047 278 [1.02-7.58] -
— ZNF677, PCDH8 & FLRT2 (Mvs. N) | 0.038  3.18[1.07-9.45] | 0.038  3.18[1.07-9.45] -
2 ZNF677, BMP7 & SIMI (M vs. N) 0.050  2.39[1.01-5.67] -
o0 PCDHS, SFRP1 & BMP7 (M vs. N) 0.042  3.11[1.05-9.18] -
)
= Z’jjg’NfFRPI & ADAMTSI9 0.050  4.29[1.00 - 18.3] -
PCDHS, FLRT2 & BMP7 (M vs. N) 0.051  2.73[1.00 - 7.44] -
T3 fgﬁg%mi)f’& FLRT2 & BMP7 0.044  3.08[1.04-9.15] | 0.044  3.08[1.04-9.15] ;
& & | ZNF677, PCDHS & FLRT2, SIMI 0046 3.03[1.02 - 9.00] i




P1 lentelé. Tesinys.

DAUGIAMATE ANALIZE (atgaliné atranka)

Kintamieji VIENMATE ANALIZE Atskirai grupéje Visi kartu
P verté HR [95% PI] P verté HR [95% PI] P verté HR [95% PI]

= Amzius, metai (kiek.) <0.001 1.09[1.04 - 1.14] | <0.001 1.10[1.04 - 1.16] | <0.001 1.10 [1.04 - 1.16]
N~ Lytis (vyras vs. moteris) 0.038 2.73 [1.06 - 7.08] -
‘E ;g Naviko dydis (kiek.) 0.036 1.01 [1.00 - 1.02] 0.004 1.02 [1.01 - 1.03] 0.004 1.02 [1.01 - 1.03]
Z—g = Stadija (pT3-4 vs. pT1-2) 0.003  5.12[1.72-15.24] .
:,i gﬂ Fuhrman laipsnis (>3 vs. <2) 0.433 1.42[0.59 - 3.44] -

S WHO/ISUP laipsnis (3 vs. <2) 0.012 3.04[1.28 - 7.24] -

§ Invazija j riebalus (yra vs. néra) 0.001 4.83[1.87 - 12.48] -

= Nekroze (yra vs. néra) <0.001 4.97[2.10-11.76] | <0.001  4.97[2.10 - 11.8] 0.010 3.22[1.32-7.84]

M/N — metilinta/nemetilinta geno reguliaciniy sri¢iy biisena; kiek. — kiekybinis kintamasis; WHO/ISUP — Pasaulio
sveikatos organizacijos/Tarptautiné urologinés patologijos draugija; pT — patologiné naviko stadija; HR — rizikos santykis
(angl. Hazard Ratio); PI — Pasikliautinas intervalas. ReikSmingos P vertés paryskintos.
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