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1. SANTRUMPU SARASAS

adaptuota sisteminé prostatos biopsija

klinikinis ISUP balas

klinikiné TNM stadija

deoksiribonukleortigstis

Digitalinis rektalinis tyrimas

Europos urology asociacija, angl. European Association of
Urology

angl. Prostate (IntelliScore) EPI

Gérybiné prostatos hiperplazija

glutationo S-transferazés pi 1 klasés genas, angl. Glutathione
S-transferase pi 1

baltyma koduojanti informaciné ribonukleorugstis
tarptautiné urologinés patologijos draugija, angl. International
Society of Urological Pathology

mpMRT/UG — multiparametiné magnetinio rezonanso tomografija ir

NCCN —

NPV -
NVI -
OR —
PB -
PCA3 -
PIN —

pISUP —
PGR —
PSA -
pTNM —
PV -
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RASSFI —
RAS —
RP —
TNM —
TPV —
VPC —

ultragarsu kontroliuojama prostatos biopsija

Jungtiniy Amerikos Valstijy vézio draugija, angl. National
Comprehensive Cancer Network

neigiama prognostiné verté

Nacionalinis véZio institutas

Sansy santykis, angl. odds ratio

prostatos biopsija

Prostatos vézio antigenas 3 angl. (Prostate cancer antigen 3)
prostatos intraepiteliné neoplazija, angl. Prostate
intraepithelial neaoplasia

patologinis ISUP balas

polimeraziné grandininé reakcija

prostatos specifinis antigenas

patologine TNM stadija

prostatos vézys

retinoinés rugsties receptoriaus B genas, angl. retinoic acid
receptor f§

Ras sgveikos domeng turinéiy baltymy 1 Seimos genas, angl.
association domain family member 1

radikali prostatektomija

TNM klasifikacijos sistema, angl. Tumour, Node, Metastasis
teigiama prognosting verte

Valstybinis patologijos centras



2. IVADAS
2.1. Darbo aktualumas

Prostatos vézys — tai labiausiai paplites piktybinis susirgimas tarp vyry ir
antroji pagrindiné vyry mirties prieZastis visame pasaulyje.! 2020 metais
pasaulyje buvo uzregistruota daugiau nei 1,41 mln. naujy prostatos vézio
atvejy, kurie sudaré apie 15 proc. naujy vyry vézio atvejy
(http://www.wcrf.org). Lietuvoje prostatos vézys (PV) yra dazniausia vyry
onkologiné liga ir sudaré 29 proc. naujy diagnozuoty vézio atvejy 2012 m.
(Vézio registras, Nacionalinis vézio institutas; http://www.nvi.lt). PV
ankstyva diagnostika, remiantis prostatai specifinio antigeno (PSA)
nustatymu, laikoma kontroversiSka dél nepakankamo tyrimo specifiSkumo
kliniskai reikSmingam prostatos véziui identifikuoti. Ankstesni moksliniai
tyrimai parodé, kad PV ankstyvai diagnostikai buvo sékmingai naudojamas
PSA testas ir pasieké mir§tamumo nuo prostatos véZzio sumazéjimg 30 proc.??
Taciau didziausia problema Siuose tyrimuose laikomas iSauges kliniskai
nereikSmingo PV atvejy skaiCius ir nereikalingo gydymo mastai.
Hiperdiagnostika remiantis PSA testu 1émé¢ tai, kad nuo 5 iki 45 proc. atvejy
buvo atliktos nereikalingos prostatos biopsijos 50-59 m. amZiaus vyrams.*
Pats tiksliausias $iuo metu klinikinéje praktikoje naudojamas vaizdinio tyrimo
metodas, siekiant diagnozuoti kliniskai reikSmingg PV yra multiparametiné
magnetinio rezonanso tomografija (mpMRT). Per pastaruosius 10 mety,
prostatos mpMRT jgijo labai didele reikSme diagnozuojant kliniskai
reik§mingg PV.>¢ PV aptikimo lygis naudojant mpMRT siekia nuo 80 iki 100
proc., kai Gleason baly suma > 7; nuo 63 iki 97 proc. kai Gleason 7; nuo 21
iki 75 proc. kai Gleason baly suma 6.7 Per pastaruosius metus atsirado nauja
programiné jranga skirta sulieti mpMRT ir ultragarso vaizdus atliekant
prostatos biopsija.>® Lyginant su standartine transrektaline ultragarsu
kontroliuojama prostatos biopsija, naudojant mpMRT/UG suliejimo
technologija padidéjo kliniskai reik§mingo prostatos vézio aptikimo daznis ir
sumazgjo Zemos rizikos PV nustatymo skaiCius, kas yra laikoma dideliu
privalumu.’'3 Taip pat tyrimai rodo, kad naudojant mpMRT ir UG suliejimo
programg zenkliai pageréjo kliniskai reikSmingo PV aptikimo daznis po
buvusiy neigiamy biopsijy.'* Naujausi technologiniai pasiekimai 1émé didele
pazanga (epi)genominiy tyrimy srityje. Klinikinéje praktikoje vis placiau
taikomi naujos kartos molekuliniai Zymenys, kurie tinkami ankstyvai PV
diagnostikai, gydymo apimciai planuoti ir leidzia specifiskai stebéti ligos eiga
po operacijos, bei sekti atsaka j gydyma. GSTP1, RARB, APC ir RASSF1 yra
navika slopinantys genai, kuriy raiSkos sumazéjimas dél promotoriaus DNR



metilinimo auksto lygio nustatomas nuo 70-90% navikiniy PV méginiy. Siy
geny metilinimas taip pat gali buiti aptinkamas PV serganciy pacienty §lapimo
nuosédose, dél to Sie epigenetiniai zymenys gali tapti naudingais ir
potencialiais neinvaziskai aptinkamais diagnostiniais ir / ar prognostiniais
prostatos vézio Zymenimis.'>'7 Siy molekuliniy Zymeny dinamikos
stebéjimas gydymo laikotarpiu gali padéti prognozuoti terapijos efektyvuma
ir numatyti ligos atkry¢io rizika.!>~!'” Epigenetinius poky¢ius tiriant biopsinéje
medZziagoje atsiranda galimybé patikslinti vietinj ligos iSplitima, nustatant
epigenetisSkai pakitusj kancerizacijos lauka aplink vézio Zidinj.!” Atliekant
kiekybinius RASSFI, GSTPI, RARB ir APC geny metilinimo tyrimus
nustatomas prostatos audiniy kancerizacijos mastas taip patikslinant
radiologiniy vaizdy radinius, kas leidzia tiksliau diagnozuoti liga, sukurti
radiogenominius jrankius Zidininés terapijos planavimui.'’

2.2. Darbo tikslas

Pagrindinis tyrimo tikslas yra jvertinti pritaikomosios mpMRT/UG
kontroliuojamos prostatos biopsijos bei epigenetiniy Zymeny diagnostinj
potencialg nustatant klinisSkai reikSmingg prostatos vézj.

2.3. Darbo uzdaviniai

e Nustatyti mpMRT ir ultragarso vaizdy suliejimo technologijos jautruma
ir specifiskuma, siekiant verifikuoti kliniskai reik§minga prostatos vézj
transperinealinés prostatos biopsijos metodu.

e Palyginti prostatos vézio aptikimo daznj atliekant tiksling pritaikomaja
prostatos biopsija su standartine sistemine prostatos biopsija.

e IStirti vietinj ligos iSplitima, nustatant geny RASSF1, GSTP1, RARB ir
APC geny metilinimg prostatos bioptatuose paimtuose i§ mpMRT
nustatyto vézio zidinio ir i§ kancerizacijos lauko (10 ir 20 mm atstumu
nuo zidinio), bei epigenetiniy pokyciy koreliacija su mpMRT jverciu.

e Jvertinti neinvaziniy epigenetiniy Zymeny ir klinikiniy rodikliy potenciala
nustatant kliniSkai reikSminga prostatos vézj.

2.4. Darbo naujumas ir praktiné reikSmé

Tyrimas leido jvertinti pritaikomosios prostatos biopsijos specifiskumg ir
jautruma siekiant nustatyti kliniSkai reikSminga prostatos vézj. Remiantis §io
tyrimo rezultatais, klinikingje praktikoje biity galima sumazinti kliniskai
nereik§mingo prostatos vézio aptikimo daznj, pilnai atsisakius sisteminés



prostatos biopsijos ir pakei€iant jg i tik pritaikomajg (MRT/UG vadovaujama)
prostatos biopsijg. Tai leisty sumazinti hiperdiagnostika ir su ja susijusias
nepageidaujamas iSeitis bei iSlaikyti tokj pat kliniskai reikSmingo prostatos
vézio nustatymo daznj. Taip pat tyrimas leido jvertinti galimybe pagerinti
prognostine MRT verte, numatant vézio progresavimo rizikg, pasirenkant
gydymo taktikg ar taikant aktyvy stebéjimg. Miisy tyrimas parodé, kad visy
tirty geny DNR metilinimo lygis mpMRT uzfiksuotame zidinyje buvo
statistiSkai reikSmingai didesnis, palyginti su perifokaliniais méginiais, o
hipermetilinimas reikSmingai sumazgéja pasiekiant >10 mm atstuma nuo
navikinio zidinio. Remdamiesi tuo, galime daryti iSvada, kad saugus atstumas
nuo navikinio zidinio yra ne mazesnis kaip 10 mm, ir klinikinéje praktikoje,
kaip radikalus gydymo variantas, esant vidutinés rizikos prostatos véziui, buty
laikomas saugia riba Zidininei prostatos liaukos hemiabliacijai. Neinvaziniai
Slapimo tyrimai yra labai vertingi tolesniam pacienty steb&jimui po prostatos
vézio gydymo, taiau testo patikimumo validavimui reikalingi perspektyvis
tyrimai didesnése kohortose.

2.5. Disertacijos ginamieji teiginiai

1. Pritaikomoji mpMRT/UG kontroliuojama prostatos biopsija yra
patikimas diagnostinis metodas, nustatant kliniskai reikSmingg PV.

2. Misy tyrimuo duomenys patvirtina, kad pirminiams pacientams uztenka
atlikti tik pritaikomg mpMRT/UG kontroliuojamg prostatos biopsija,
atsisakant adaptuotos sisteminés prostatos biopsijos, siekiant tiksliai
nustatyti kliniSkai reikSmingg PV.

3. Tolstant nuo pagrindinio vézio zidinio RARB, RASSF1, GSTPI ir APC
geny promotoriy metilinimo intensyvumas patikimai mazéja, todél
epigenetiniai Zymenys gali biiti naudojami pirminei PV diagnostikai ir
gydymo apim¢iai parinkti.

4. RARB, RASSFI1, GSTPI ir APC geny promotoriy metilinimas Slapime
derinamas su mpMRT gali biiti naudojamas PV agresyvumui ir rizikos
grupei vertinti.
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3. LITERATUROS APZVALGA
3.1. Prostatos vézio epidemiologija

2020 metais prostatos vézys buvo antras pagal daznuma vyry piktybinis
susirgimas visame pasaulyje — apskai¢iuota 1,41 mln. naujy atvejy, tik 20 000
atvejy atsiliko nuo sergamumu plauciy véziu. Prostatos vézys turi didZiausig
paplitimg tarp vyry 120/185 (65 %) 3aliy ( 1 pav. ).'®
G

%

1 pav . Dazniausi véZio atvejai Salyje, apskaiciuoti pagal amziy standartizuoti
sergamumo rodikliai vyrams 2020 m.

Bendras standartizuotas pagal amziy sergamumo rodiklis 100 000 vyry
sické 31 atvejj, o suminé rizika susirgti per visg gyvenimg buvo 3,9%.
Apskaiciuoti sergamumo rodikliai ( 2 pav. ) labai skyrési visame pasaulyje.
Didziausias standartizuotas pagal amziy sergamumo rodiklis nustatytas
Siaurés Europoje (83 i§ 100 000), po to seka Vakary Europa (78), Karibai
(76), Siaurés Amerikoje (72), tuo tarpu Lietuvoje — 70. Maziausias
standartizuotas pagal amziy sergamumo rodiklis buvo uzfiksuotas Piety ir
Vidurio Azijoje (6,3 i§ 100 000), Pietry&iy Azijoje (14) ir Siaurés Afrikoje
(17).

11



Santykis 100 000 wyry
B -szs
. 45.0-68.5
323-45.0
145323 B Megalima juertinti
<145 Néra duomeny

2 pav . ApskaiCiuoti pagal amziy standartizuoti vyry sergamumo prostatos
véziu rodikliai pasaulyje 2020 m.

Prostatos vézys buvo penkta mirties nuo vézio priezastis visame
pasaulyje, o 2020 m. apskaiciuotas 375 304 mir¢iy skaicius, ir buvo pirmoji
mirties nuo vézio priezastis 48 i§ 185 (26 %) Saliy. Apskaidiuotas
standartizuotas pagal amziy mirStamumo rodiklis 2020 m. buvo 7,7 ir labai
skyrési jvairiose geografinése vietovése (3 pav.). Europoje — (11,1 1§ 100 000),
Siaurés Amerikoje (8,2), Lietuvoje — (18,4).!

ST

~fig

santykis 100 000 wyry

2208

143-20.8

10.6-143

6.0-10.5 B vertinti negalima

<60 Néra duomeny

3 pav. Apskaiciuoti pagal amziy standartizuoti vyry mirtingumo nuo prostatos
vézio rodikliai pasaulyje 2020 m.
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3.2. Prostatos vézio etiologija

Prostata yra vyriSkos lyties liaukinés struktiiros organas, kiles is
urogenitalinio sinuso. Pagrindinés jos funkcijos yra suteikti jéga ejakuliuoti
sperma ir spermg papildyti maistinémiy medziagy turin¢io Sarminio skyscio,
kad buty palaikoma spermatozoidy sveikata po ejakuliacijos ir pagerintas
vaisingumas. Liauka yra labai jautri piktybinei transformacijai ir dél to jos
piktybiniy naviky daznis yra didesnis nei kitose urogenitalinio trakto
struktiirose. Tyrimai parodé¢, kad prostatos kancerogenezés apibiidinimas yra
glaudziai susijgs su organogeneze, iskaitant didele priklausomybge nuo
androgeniniy hormony signaly, pvz., testosterono, taip pat diskutuota apie
galimus rySius su embriologiniais lgsteliniy signaly keliais, tokiais kaip Sonic
Hedgehog ekspresija (Shh) ir netinkama Gli-1 onkogeno ekspresija, lemianti
stromos naviko augimg ir proliferacija.

Manoma, kad prostatos kancerogenezéje yra svarbi genetiné
predispozicija ir iSoriniai aplinkos veiksniai. Literatiros duomenimis tikétini
rizikos veiksniai, lemiantys PV iSsivystymg ir progresavimg, yra Seiminé
anamneze, rasé ir geografiné vietove.'”?° Didzioji dalis (85 proc.) naujy
prostatos vézio ligos atvejy yra priskiriami sporadiniams, o lik¢ 15 proc.
priklauso genetiskai paveldimy naviky grupei. Seimos istorija ir etniné kilmeé
yra susijusi su padidéjusiu prostatos vézio dazniu, o tai rodo geneting ligos
rizikg.'>?® Tik nedidelé PV serganéiy vyry dalis turi genetiSkai patvirtintg
paveldimg liga. Paveldima prostatos vézio forma siejama su SeSeriais-
septyneriais metais anksCiau pasireiSkusia liga, tadiau panasu, kad ligos
agresyvumas ir klinikiné eiga kitais atzvilgiais nesiskiria.?*-!

Viso genomo asociacijos tyrimai nustaté daugiau nei 100 bendry
jautrumo lokusy, prisidedanéiy prie PV rizikos.???* Daug jvairiy
egzogeniniy/aplinkos veiksniy yra traktuojami kaip susij¢ su PV iSsivystymo
rizika arba kaip etiologiSskai svarbiis progresuojant nuo latentinés iki
klinikinés PV formos.?* Japonijos vyrai turi mazesne rizikg sirgti PV, palyginti
su vyrais i§ Vakary pasaulio. Tadiau japonams persikélus i$ Japonijos j
Kalifornijg, jy PV rizika didéja, priartéja prie amerikieciy vyry, o tai reiskia
aplinkos ar mitybos veiksniy vaidmenj.?

Taciau Siuo metu néra aiskiai zinomy veiksmingy prevenciniy priemoniy
ar farmakologiniy intervencijy. Pavieniai metabolinio sindromo (MetS)
komponentai, hipertenzija (p = 0,035) ir juosmens apimtis > 102 cm (p =
0,007), buvo siejami su zymiai didesne PV rizika, taciau, prieSingai, > 3 MetS
komponentai yra susijusi su sumazéjusia rizika (AR: 0,70, 95 % PI: 0,60-
0,82).2627 RySys tarp metformino vartojimo ir PV yra prie$taringas. Nustatyta,
kad populiacijos lygmeniu metformino (bet ne kity geriamyjy hipoglikeminiy
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preparaty) vartotojams yra mazesné PV diagnozés rizika, palyginti su nickada
nevartojusiais (koreguotas OR: 0,84, 95 % PI. 0,74-0,96).28 14 dideliy
perspektyviniy tyrimy metaanalizé neparodé jokio rySio tarp bendrojo
cholesterolio  koncentracijos kraujyje, didelio tankio lipoproteiny
cholesterolio, mazo tankio lipoproteiny cholesterolio koncentracijos ir
bendros PV ar didelio laipsnio PV rizikos .26 REDUCE tyrimo rezultatai taip
pat neparodé prevencinio statiny poveikio PV rizikai.?” Buvo istirtas rySys tarp
jvairiy mitybos veiksniy ir PV, taciau vis dar yra mazai kokybisky jrodymy.

3.3. Prostatos vézio klasifikacija ir stadijavimas

PV i$plitimo vertinimas, gavus galutinj patologinio tyrimo atsakyma,
remiasi 2017 m. TNM klasifikacija ir atitinka klinikinj PV vertinima, i§skyrus
Tlc ir T2 stadijas (1 lentelé).

Tlc stadija taikoma tik klinikiniam ligos jvertinimui. Patologiniame PV
vertinime Vvisi prostatoje apriboti navikai vertinami kaip T2, pogrupiai
nebenaudojami.?® Pastaroji klasifikacija pagrista pacienty, kuriems yra panasi
biocheminio atkrycio rizika po radikalios prostatektomijos (RP) ar iSorinés
spindulinés terapijos, grupavimu. Magnetinio rezonanso tomografija ir
tiksliné biopsija ateityje gali lemti PV rizikos klasifikacijos pasikeitima.

1 lentelé. Prostatos vézio 2017 m. TNM klasifikacija.
T — pirminis navikas
Tx Pirminio naviko jvertinti nejmanoma
TO Neéra pirminio naviko poZymiy

T1 Kliniskai neaptinkamas, neapCiuopiamas navikas:

Tla Atlikus atsitiktinj rezekuoto audinio histologinj tyrima
nustatoma, kad iki 5 proc. rezekuoto audinio sudaro navikinés
lastelés

T1b  Atlikus atsitiktinj rezekuoto audinio histologinj tyrima,
nustatoma, kad naviko Igstelés sudaro daugiau kaip 5 proc.
rezekuoto audinio

Tlc Navikas nustatomas prostatos biopsijos biidu, kai tyrimas
atlickamas dél PSA koncentracijos padidéjimo ar pakitimy
mpMRT.

T2 Navikas, kuris yra apCiuopiamas ir apribotas prostatoje.

T2a  Navikas apima pus¢ ar maziau vienos skilties

T2b  Navikas apima daugiau kaip puse vienos skilties

T2c¢  Navikas apima abi skiltis
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T — pirminis navikas
T3 Navikas iSplites uz prostatos kapsulés riby!

T3a Navikas iSplites uz vienos arba abiejy skil¢iy kapsulés riby,
iskaitant ir mikroskopinj $lapimo ptslés kaklelio pazeidima

T3b Navikas apima séklines piisleles (vienos ar abiejy pusiy)

T4 Navikas yra suaugges su aplinkiniais organais (ne séklinémis
puslelémis) arba j juos isplites (pazeidzia Slapimo piislés kaklelj,
iSorinj rauka, tiesigjg zarna, keliamuosius raumenis arba dubens
sieng)

N — sritiniai limfmazgiai’

Nx  Sritiniy limfmazgiy jvertinti nejmanoma

NO  Sritiniuose limfmazgiuose metastaziy néra

N1  Sritiniuose limfmazgiuose yra metastaziy

M - tolimosios metastazés 3

Mx  Tolimyjy metastaziy jvertinti nejmanoma

MO  Tolimyjy metastaziy néra

M1  Yra tolimyjy metastaziy

Mla Yra metastaziy nesritiniuose limfmazgiuose
MI1b Yra metastaziy kauluose

Mlc Yra metastaziy kitose organizmo vietose

! Naviko plitimas j prostatos vir§iine ar j prostatos kapsule (bet ne uz jos riby)
vertinama kaip T2, o ne kaip T3 liga.

2Ne didesnés kaip 0,2 cm metastazés gali biiti Zymimos pNmi.

3 Kai metastaziy randama keliose vietose, pasirenkama blogesné klasifikacijos
kategorija. (p)M1c laikoma blogiausia klasifikacijos kategorija.

3.4. Prostatos vézio histologinis vertinimas

Gleason vertinimo sistemoje buvo isskirti 5 Gleason laipsniai (nuo 1 iki
5), pagristi histologine naviko strukttira, taciau 2005 m. ir vélesniuose 2014
m. tarptautinés urologinés patologijos draugijos (ISUP) Gleason balo (GS)
modifikacijose Gleason laipsniai 1 ir 2 buvo eliminuoti ir toliau yra pagrjsti
Gleason skalés dviejy baly suma, kuri gali svyruoti nuo 2 iki 10 (2 zymi
maziausiai agresyvy, o 10 — agresyviausig navikg). Pirmasis Gleason skalés
balas Zymi prostatos patologinéje medziagoje ar PB stulpelyje pagal dydij
dominuojantj navika, kitas balas — antrg pagal dydj navika. Norint palengvinti
prostatos adenokarcinomos agresyvumo zymegjimg, 2014 m. buvo
suvienodinta PV ir kity lokalizacijy naviky klasifikacija, gerai diferencijuotam
PV nebenaudojant Gleason 6 zyméjimo bei iSskiriant kliniskai skirtingos
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elgsenos Gleason 7 (3+4) ir Gleason 7 (4+3) navikus, ir Gleason skalés baly
sistemg pasitilyta pakeisti ISUP balais (2 lentel¢).?

2 lentelé. Prostatos vézio vertinimo sistema pagal ISUP.

Gleason skalés baly suma ISUP laipsnis
2-6 1
7 (3+4) 2
7 (4+3) 3
8 (4+4 arba 3+5 arba 5+3) 4
9-10 5

3.5. Prostatos vézio rizikos vertinimas

Pagrindinis prostatos vézio rizikos vertinimo tikslas yra sugrupuoti
vienodas klinikines iSeitis turinCius ligonius, tam, kad kiekvienai rizikos
grupei biity galima parinkti tinkamiausig gydymo buda. Europoje prostatos
vézio rizikai jvertinti yra naudojama Europos urology asociacijos (EAU, angl.
European Association of Urology) modifikuota D’Amico sistema.’%-32
Jungtinése Amerikos Valstijose placiausiai paplitgs NCCN (angl. National
Comprehensive Cancer Network) rizikos vertinimo modelis (3 lentel¢).?? Siuo
metu abiejose rizikos vertinimo sistemose naudojamos tik klinikinés ir
patologinés PV charakteristikos.

3 lentelé. EAU rizikos grupés dél lokalizuoto ir lokaliai iSplitusio prostatos
vézio biocheminio atkrycio.

Prostatos vézio rizikos grupés
Zema rizika Vidutiné rizika Didelé rizika
PSA <10 PSA 10-20 PSA >20 bet koks PSA
ng/mL ng/mL ng/mL bet koks GS (bet
ir GS <7 (ISUP  arba GS 7 (ISUP | arba GS > 7 koks ISUP
1 laipsnis) 2/3 laipsnis) (ISUP 4/5 laipsnis)
ir cT1-2a arba ¢T2b laipsnis) cT3-4 arba cN+
arba c¢T2c

Lokaliai
iSplitusi liga
GS = Gleason balas; ISUP = Tarptautiné¢ urologinés patologijos draugija; PSA =
prostatos specifinis antigenas.

Lokali liga
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3.6. Kliniskai reikSmingas prostatos vézys

Prostatos vézys yra heterogeninis onkologinis susirgimas, kurio eiga ir
progresavimas gali biti skirtingi. Dalis PV turi didelj potencialg lokaliai plisti,
greitai progresuoti bei metastazuoti ir tais atvéjais PV laikomas kliniskai
reik§mingu. Kita PV forma gali neturéti tokiy pozymiy ir paprastai nesukelti
paciento Zities. Sis atskyrimas yra ypaé svarbus, nes kliniskai nereikmingas
PV, kuris nedaro didelés zalos, yra daZznai diagnozuojamas.’* Jei
diagnozuojant PV Sios dvi grupés neatskiriamos, tokie kliniskai nereik§mingo
vézio atvejai gali biiti intensyviai gydomi, o pats gydymas gali sukelti Zalinga
Salutinj poveikj pacientams. Dél to vien tik PSA rodiklio padidéjimas néra
patikimas rodiklis PV diagnostikoje. 3

Taciau $iai dienai vis dar sunku apibrézti, kas yra kliniSkai reik§minga,
o kas nereikSminga. Atlickant didelius radikalios prostatektomijos méginiy
tyrimus, kurie parodé tik 1 laipsnio ISUP liga, ekstraprostatinis iSplitimas
(EPE) buvo itin retas (0,28 % i§ 2502 atvejy), o sékliniy pusleliy (SV) invazija
ar limfmazgiy (LN) metastaziy i$ viso nepasireiské.*®37 Todél pati tarptautinés
urologinés patologijos draugijos 1 laipsnio liga gali buti laikoma kliniSkai
nereikSminga.

Dabartiné standartiné mpMRT pritaikomyjy ir sisteminiy biopsijy
praktika sumazino diagnostinj netiksluma, taciau vis tiek gali jvykti biopsijos
méginiy émimo klaida, todél aukstesnio laipsnio vézys gali likti
nepastebétas.®® Tai turéty biti ypac svarbu, jei ankstesnis mpMRT parodé
jtarting prostatos pazeidima, taciau biopsijos metu buvo nustatytas tik ISUP 1
laipsnis. Kitas svarbus aspektas apibréziant kliniskai nereikSminga prostatos
veézj yra tai, kad ISUP 1 laipsnis laikui bégant gali progresuoti j aukStesnius
laipsnius ir tapti klini§kai reikSmingu vélesnés biopsijos metu.*”

Todél, nors pats ISUP 1 laipsnis gali biiti apibiidinamas kaip kliniskai
nereikSmingas, svarbu atsizvelgti j kitus veiksnius, jskaitant mpMRT atlikta
prie$ biopsija ir tinkamg méginiy émimo skai¢iy. Reikéty pazyméti tai, kad
ISUP 1 laipsnio apibrézimas kaip kliniskai nereik§mingas vézys nereiskia, kad
ji reikia ignoruoti, bet rekomenduojama saugiai stebéti. Epidemiologiniai ir
skrodimo duomenys taip pat rodo, kad dalis ISUP 2 laipsnio PV likty
neaptinkami per vyro gyvenima. Dabartinése gairése atidétas gydymas gali
bti pasiiilytas atrinktiems pacientams, turintiems vidutinés rizikos PV, taciau
troksta jrodymy dél tinkamy atrankos kriterijy.*’

Naujausiuose straipsniuose kliniskai reikSmingas vézys apibréziamas
skirtingai, dazniausiai naudojamas 2 ir aukstesnio laipsnio ISUP ir net 3 ir
aukstesnio laipsnio ISUP, o tai rodo, kad néra sutarimo, dél to yra svarbu, kad
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klinikiniame tyrime bty aiSkiai apibrézta, kokie pakitimai yra vertinami, kaip
klinikskai reik§mingas prostatos vézys ir tyréjas tuo remtysi.

3.7. Magnetinio rezonanso tomografijos reik§mé diagnozuojant prostatos
veézj

Koreliacija su radikalios prostatektomijos méginiais rodo, kad mpMRT
turi gera jautrumg ISUP > 2 laipsnio vézio aptikimui ir lokalizavimui, ypac
kai jy skersmuo didesnis nei 10 mm.”#!42 Sis geras jautrumas buvo patvirtintas
pacientams, kuriems buvo atlikta saturaciné biopsija (>20 bioptaty). Cochrane
metaanalizéje, kurioje MRT buvo lyginamas su saturacine biopsija
pirminiams ir antriniams pacientams, MRT bendras jautrumas buvo 0,91 (95
% PI: 0,83-0,95), o bendras specifiskumas — 0,37 ( 95 % PI: 0,29-0,46) esant
> 2 laipsnio ISUP véziui.®? ISUP klasés >3 vézio atveju, MRT bendras
jautrumas ir specifiSkumas buvo atitinkamai 0,95 (95 % PI: 0,87-0,99) ir 0,35
(95 % PI: 0,26-0,46). Magnetinio rezonanso tomografija yra maziau jautri
nustatant ISUP 1 laipsnio PV. Ji nustato maZziau nei 30 % visy ISUP 1 laipsnio
prostatos vézio atvejy, kai navikas yra maZesnio nei 0,5 cm? dydzio, radikalios
prostatektomijos méginiuose. ’

Tikimyb¢ aptikti piktybinj navikg pagal MRT identifikuotus pazeidimus
buvo standartizuota pirmiausia naudojant 5 laipsniy Likert baly sistema, o
véliau — PI-RADS balg, kuris buvo kelis kartus atnaujintas nuo jo
jvedimo.**4 PI-RADS (prostatos vaizdinimo ataskaity ir informacijos
sistema) yra struktiirizuota ataskaity teikimo schema, skirta multiparametrinei
prostatos MRT, siekiant jvertinti jtariama prostatos vézj negydytose prostatos
liaukose. PI-RADS sistemoje yra naudojama penkiy baly skalé ir jvertinama
kliniskai reikSmingo prostatos vézio rizika.

PI-RADS 1 ir PI-RADS 2 nurodo, kad kliniskai reikSmingo prostatos
vézio rizika yra labai maza ar maza, o PI-RADS 4 ir PI-RADS 5 parodo auksta
arba labai auksta navikinio proceso rizika. PI-RADS 3 nurodo viduting
onkologinio susirgimo rizika, todél $iy pakitimy vertinimo, gydymo ir sekimo
taktika visada sukelia daugiausia klausimy.

3.8. Klinikinis diagnostinis rodiklis PSA tankis (PSAD)

Prostatos specifinio antigeno tankis yra PSA kiekis serume, padalintas i$
prostatos tirio. Kuo didesnis PSAD, tuo didesné tikimybé, kad PV yra
kliniskai reikSmingas, ypac kai prostatos tiiris yra mazas (PSAD ribinis dydis
yra 0,15 ng/mL/cc ).4647 Keletas tyrimy nustaté, kad kai PSAD virsija 0,1
0,15 ng/mL/cc, yra didelé rizika, kad pacientas serga PV.*® Taip pat, maZai
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tikétina, kad pacientams, kuriy PSAD yra mazesnis nei 0,09 ng/mL/cc, bus
diagnozuotas klini§kai reik§mingas PV, tikimybe siekia tik (4 %).

Sisteminé apzvalga parodé nevienalytiSkumg tarp tyrimy, kuriuose
PSAD buvo naudojamas siekiant atrinkti vyrus prostatos biopsijai pagal MRT
rodmenis turinéius PI-RADS 3. Siame tyrime buvo sitiloma ribine verte laikyti
kai PSAD yra 0,15 ng/mL/cc.*” Kiti tyréjai nustaté, kad PSAD pridétiné verté,
kai yra atlickamos pritaikomosios prostatos biopsijos yra neaiski, nes plotas
po kreive (AUC) yra 0,87-0,95, kai nustatomas kliniskai reik§mingas PV,
remiantis mpMRT, ir plotas po kreive (AUC) yra 0,91-0,95 remiantis
mpMRT ir PSAD kombinacija.>°

3.9. Komerciniai neinvaziniai PV testai

e Prostatos vézio antigenas 3 (PCA3) yra ilga nekoduojanti RNR, taip pat
zinoma kaip DD3, turinti didesnj raiskos lygj PV lastelése nei sveikose
prostatos lgstelése. ' Prostatos vézio genas 3 (PCA3) yra (IncRNR)
biomarkeris, kuris aptinkamas Slapimo nuosédose, gautose po prostatos
masazo DRT metu. Taciau komerciskai prieinamo $lapimo tyrimo PCA3
klinikinis naudingumas priimant sprendimus dél biopsijos liecka neaiskus.
Visgi derinant MRT rezultatus su PCA3 raiska galima pagerinti PV
rizikos stratifikacijg. 2

o SelectMDX testas yra pagristas mRNR biomarkerio aptikimu $lapime.
Tyrimo metu yra vertinama HOXC6 ir DLX] biomarkeriy mRNR raiska,
tam, kad buty galima nustatyti ar pacientas serga PV ir taip pat nustatyti,
kokia yra kliniskai reik§mingo PV tikimybé.> Naudojant SelectMDX
testa ir mpMRT pacientams, kuriy PSA yra 3—10 ng/mL, NPV buvo 93
%.°* Taciau klinikiné pridétineé SelectMDX vert¢é mpMRT/UG
kontroliuojamy pritaikomyjy prostatos biopsijy eroje lieka neaiski.>

o  TMPRSS2-ERG - transmembraninés proteazés serino 2 (TMPRSS2) ir
ERG geny susiliejimas gali bati aptiktas 50 % PV atvejy.> Kai TMPRSS2-
ERG geny aptikimas Slapime buvo panaudotas pridedant prie PCA3
ekspresijos ir serumo PSA reik§Smés (Mi(chigan)Prostate Score [MiPS]
testas), tomet kliniskai reikSmingo PV nustatymas Zenkliai pageréjo.>”
58,59,

e FExoDx Prostate(IntelliScore) EPI testas, yra Slapimo nuosédose tiriamy
egzosomose esanciy geny ekspresijos tyrimas skirtas atrinkti pacientus
prostatos biopsijai. Sis testas yra skirtas 50 mety ir vyresniems vyrams,
kuriy prostatos specifinis antigenas (PSA) yra 2—10 ng/ml arba PSA
»pilka zona“, atsizvelgiant | pirminés prostatos biopsijos rezultata.
Naudojant ExoDx Prostate IntelliScore Slapimo egzosomy tyrima, buvo
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iSvengta 27 % nereikalingy prostatos biopsijy, palyginti su standartiniu
iStyrimu. Taciau Siuo metu tiek MiPS balas, tieck ExoDx tyrimas yra
laikomi tiriamaisiais ir klinikinéje praktikoje Siy testy panaudojimas néra
iki galo iStirtas.

3.10. Prostatos vézio epigenetiniai pokyciai

Prostatos vézio atveju DNR metilinimo profiliui biidingi dvejopi
poky¢iai: DNR gali bati hipermetilinta, ypac¢ CpG saly, persidengianciy su
reguliaciniais genomo elementais, srityse, arba hipometilinta, kai dél
demetilinimo tam tikri genomo regionai biina maziau metilinti nei jprastai.
Abu Sie procesai itin svarbiis kancerogenezei, taciau jy veikimo mechanizmai
vézio formavimosi metu yra skirtingi.

DNR metilinimas yra vienas i$ geriausiai iStirty epigenetiniy geny raiskos
reguliacijos mechanizmy. Zinduoliy organizmuose DNR metiltransferazés
(DNMT) atlieka metilo grupés perkélima nuo S-adenozil-L-metionino (SAM)
ant citozino ir guanino dinukleotidy (CpG) kontekste esancio citozino
pirimidino ziedo 5 anglies atomo. Metilo grupe perkélus ant citozino susidaro
S-metilcitozinas (SmC) (4 pav.), o SAM virsta S-adenozil-L-homocisteinu
(SAH).

NH,
N%j DNMT N/j’
A T

H H

Citozinas 5-metilcitozinas

4 pav. DNR metiltransferazés (DNMT) perkelia metilo grupe ant citozino ir
pakeicia vandenilio atoma, susidaro 5-metilcitozinas (SmC). Raudona spalva
pazyméta metilo grupé.

Epigenetiniai pakitimai itin svarblis PV vystymuisi ir progresijai. Jie
sukelia geny raiskos poky¢ius, lemiancius Igstelés fenotipo kaitg.
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3.11. Geny hipermetilinimas

Manoma, kad dazniausias epigenetinis pakitimas PV atveju yra DNR
hipermetilinimas. Hipermetilinimo metu yra nuslopinama geny raiska, kurie
yra atsakingi uz DNR pazaidy taisymg, apoptozg, lastelés ciklo kontrolg ar
metastaziy susidaryma.®® Tai siejama su chromatino struktiirg reguliuojanciy
baltymy raiskos poky¢iais, ypa¢ su PRC2 (angl. polycomb repressive complex
2) baltymo raiska. Nustatyta, kad hipermetilinimas PV atveju tiesiogiai
koreliuoja su PRC2 aktyvinancio baltymo EZH2 (angl. enhancer of zeste
homolog 2) raiska. Sie baltymai saveikauja su DNMT ir reguliuoja kity geny
hipermetilinima, kartais Sis reiSkinys dar vadinamas ,epigenetine
katastrofa“.®®

Taigi, DNR metilinimo poky¢iai prostatos audiniuose itin svarbiis vézio
vystymuisi ir progresijai. Pasitelkus naujausius molekulinés genetikos metodus
ne tik identifikuojami nauji taikiniai, ta¢iau nustatomi tinkamiausi bioZymenys
bei jy kombinacijos PV diagnostikai bei prognostikai. Genominés DNR
hipermetilinimas gali atsirasti tick ankstyvose, tiek ir velyvose PV stadijose.
CpG saly metilinimas promotoriaus srityje yra geriausiai istirtas epigenetinis
pokytis PV atveju.®! Dél iy prieZas¢iy manoma, jog promotoriaus metilinimo
tyrimai gali padéti identifikuoti potencialius biozymenis, kurie padéty
diagnozuoti PV ankstyvose stadijose ir prognozuoti ligos eigg. Navika
slopinan¢iy geny promotoriaus hipermetilinimas itin svarbus PV
kancerogenezei. Sveikose lgstelése navikg slopinanciy geny promotoriai yra
nemetilinti, taCiau vézinése lgstelése nustatomas $iy seky hipermetilinimas.
Taip nuslopinama geno raiska ir jis tampa nefunkcionalus (5 pav.).
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Nemetilinta navikg
slopinancio geno
CpG sala

Normali Igstelé
Tranksripcija vyksta
[—"

Promotonaus sntis

l VézZiné lastelé

Transkripcija nevyksta

Metilinta navikg
slopinancio geno
CpG sala

5 pav. CpG metilinimo poky¢iai normaliose ir vézinése lastelése. Schemoje
vaizduojamas navika slopinantis genas su prie§ srove esancios CpG salos
fragmentu. Juodi staciakampiai — egzonai, pilki skrituliai — nemetilinti CpG
dinukleotidai, juodi skrituliai — metilinti CpG dinukleotidai.

Hipermetilinus navikg slopinan¢iy geny reguliacinius elementus lgstelé
pradeda nekontroliuojamai dalytis, o tokiy lasteliy sankaupos formuoja
navikus.

Zinoma daugiau nei 100 geny, kuriy hipermetilinimas yra susijes su PV
vystymusi.®® Dar 1994 m. nustatyta, kad PV atveju vienas ankstyviausiy
pokyc¢iy yra glutationo S-transferazés pi 1 geno promotoriaus (angl.
glutathione S-transferase pi 1; GSTPI) hipermetilinimas.? GSTPI
hipermetilinimas tirtas jvairiuose klinikiniuose PV méginiuose. ° Nustatyta,
kad GSTP1 ir retinoinés riigsties receptoriaus 3 (angl. retinoic acid receptor 3;
RARB) kombinacija pagerino PV diagnozés nustatymg®, o GSTPI
kombinacija su APC (angl. adenomatous polyposis coli), MDR1 (angl.
multidrug resistance gene 1) ir RAS sgveikos domena turin¢iy baltymy Seimos
1 genas (angl. RAS association domain family member 1; RASSF) taip pat
padidino tyrimo jautrumg ir specifiskuma.®’
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Ieskant hipermetilinimo sgsajy su PV rizikos faktoriais pastebéta, kad
RARB, NKX2-5 (angl. NK2 homeobox 2-5) ir ESR1 (angl. human estrogen
receptor 1) geny promotoriai buvo dazniau metilinti vyresnio amziaus PV
ligoniy grupéje, o AR (angl. androgen receptor), RARB, NKX2-5, SPARC
(angl. secreted protein acidic and cysteine-rich) ir TIMP3 (angl. tissue
inhibitor of metalloproteinase 3) metilinimas buvo daznesnis PV serganciy
afroamerikie¢iy grupéje, palyginus su baltaodziais amerikie¢iais.®

Kai kuriy DNR hipermetilinimas gali buti siejamas ne tik su véZio
diagnoze, bet ir su ligos progresija bei atsaku j gydyma. 2016 m. nustatyta
specifiné TERT (angl. telomerase reverse transcriptase) geno promotoriaus
sritis vadinama THOR (angl. TERT hypermethylated oncological region),
kuri hipermetilinta vézio atveju ir jos metilinimas néra nustatomas sveikame
audinyje. PV atveju Sios srities hipermetilinimas papildo PSA tyrimg ir gali
padéti prognozuoti ligos eiga. Taip pat buvo nustatyta ir CDO1 (angl. cysteine
dioxygenase 1) geno promotoriaus hipermetilinimo prognostiné vert¢ PV
atveju. Istyrus PV serganciy ligoniy kraujo serumo ir §lapimo méginius Sio
geno promotoriaus hipermetilinimas buvo susietas su biochemine ligos
progresija ir agresyvesne ligos forma. Nustatyta CDO1 promotoriaus
metilinimo reikSmé vertinant atsaka j PV gydyma pirmos eilés chemoterapiniu
vaistu docetakseliu bei kombinuojant jj su androgeny terapija.

3.12. Geny hipometilinimas

Kitas epigenetinis reiskinys - globalus genomo hipometilinimas -
atsiranda dél demetilinimo, kuris vyksta, kai 5SmC oksiduojamas iki 5-
hidroksimetilcitozino (ShmC). Tuomet TET dioksigenazés oksiduoja ShmC
iki 5-formilcitozino (5fC) ir S5-karboksicitozino (5caC). Timino-DNR
glikozilazé ekscizijos budu pakei¢ia 5fC ir 5caC | citozing.®> Taip i§ SmC
gaunamas citozinas. Tiriant DNR metilinimo pokyc¢ius navikuose, pirmiausiai
buvo nustatyta, kad véziniy lasteliy genomas, palyginus su sveikomis
lastelémis, patiria 5SmC kiekio sumaz¢jima.%® Véziné lastelé turi 20-60 %
maziau SmC nei to paties audinio sveika Igstelé.®” Globalaus hipometilinimo
tyrimai parodé, kad PV atveju biidinga padidéjusi proteaz¢ urokinazg (uPA;
angl. urokinase-type plasminogen activator) koduojancio geno raiska ir
nustatytas $io geno promotoriaus hipometilinimas.®® VéZio atveju nustatomas
ne tik globalus genomo hipometilinimas, bet genai biina inaktyvuojami
hipermetilinant reguliacines jy sekas.
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4. GENAI SUSIJE SU PROSTATOS VEZIO VYSTIMUSI

4.1. Ras sgveikos domeng turinciy baltymy 1 Seimos (RASSFI) baltymas

6 pav. Ras sgveikos domeng turinciy baltymy 1 Seimos (RASSF1) baltymas

RASSF1 tai yra naviko augimg slopinantis genas, esantis 3p21 regione.
Sis genas priklauso Ras GTPazés $eimai (RASSF), kurig sudaro desimt
skirtingy geny (RASSFI-RASSF 10), koduojanéiy deSimt skirtingy baltymy.®
Visi Sios Seimos genai atsakingi uz signaly perdavima lastelés signaliniuose
keliuose, susijusiuose su lasteliy proliferacija, diferenciacija, apoptoze ir kt.”
I$ viso nustatytos aStuonios skirtingos RASSF! izoformos A-H ,’° i§ kuriy
RASSFI raiskos sumazéjimas, sukeltas RASSFI (toliau RASSFI)
promotoriaus metilinimo, nustatytas jvairiy lokalizacijy navikuose, tokiuose
kaip: séklidziy, inksty, Slapimo puslés, skydliaukés, plauciy, kiausidziy bei
prostatos.”!7’

Autoriy duomenimis, RASSFI geno hipermetilinimas nustatytas 28—-99
proc. prostatos navikiniy audiniy. 8 i§ 12 studijy metilinimo daznis sieké 54
proc. Prostatos véziu serganciy ligoniy Slapime RASSFI hipermetilinimas
aptinkams 38—78 proc. tiriamyjy, kraujo.
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4.2. Retinoinés rugsties receptoriaus f (RARB) baltymas

7 pav. Retinoinés riigsties receptoriaus f (RARB) baltymas

I§ viso nustatyti trys RAR tipai: RARo, RARB ir RARy. Minétinas RARB,
itin svarbus epiteliniy lasteliy augimui ir diferenciacijai. RARB geno, randamo
3p24 regione’®, metilinant promotoriy sutrinka RARB geno raiska, kartu ir
apsauginé jo funkcija’®. RARB hipermetilinimas nustatytas prostatos, plau¢iy,
kriities, kiausidziy, inksty ir kity lokalizacijy navikuose. Literatiiros
duomenimis, hipermetilintas RARB promotorius randamas tarp 40-96 proc.
prostatos navikiniy audiniy.

Mingétina, kad 8 i§ 12 studijy metilinimo daznis sieké > 69 proc. PV
serganciy ligoniy S$lapime hipermetilintas RARB nustatytas 35-62 proc.,
kraujo meéginiuose — 79-98 proc. atvejy. I. Steiner ir bendraautoriy
duomenimis®®, RARB hipermetilinimas susijgs su PV agresyvumu.
Neinvaziniai S§lapimo tyrimai parodé, kad RARB promotoriaus
hipermetilinimas gali buti siejamas su klinikiniais rodikliais, pavyzdziui,
aukstesniu Gleason balu.
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4.3. Adenominés polipozés coli (4PC) baltymas

8 pav. Adenominés polipozés coli (4PC) baltymas

APC baltymas padeda kontroliuoti, kaip daznai Igstel¢ dalijasi, kaip ji
prisijungia prie kity audinio lasteliy, kaip lastelé poliarizuojasi. Sis baltymas
taip pat padeda uztikrinti, teisingg chromosomy skaiciy dalijantis
lastelémis. Sias uzduotis 4APC baltymas atlieka daugiausia saveikaudamas su
kitais baltymais, ypa¢ susijusiais su lgsteliy sgveikomis ir signaly
perdavimu.’! Adenominés polipozés coli (APC) baltymas, turi svarby
vaidmenj PV onkogenezés procesuose.®? 4PC hipermetilinimas yra stebimas
sergant agresyvia PV forma.®

Keliuose tyrimuose APC kartu su GSTPI hipermetilimu buvo
naudojamas kaip prognostinis faktorius nustatant kliniskai reikSmingg PV, bei
turintis sgsajy su ligos progresavimu ir mirtimi nuo PV. #8Taip pat buvo
pastebéta, kad APC hipermetilinimas yra individualus prostatos vézio
biocheminio progresavimo Zymuo®® ir susij¢s su ankstyvu PV metastazavimu
ir progresavimu. Henrique ir kt. tyrime vertinant sekstantines prostatos
biopsijas (n = 83), iSanalizavo 5 geny (APC, CCND2, GSTPI1, RARB,
RASSFI) metilinimo lygj, i§ kuriy APC buvo susijes su biocheminiu
progresavimu ir mirtimi nuo PV, 3
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4.4. Glutationo S-transferazes pi 1 klasés (GSTPI) baltymas

9 pav. Glutationo S-transferazes pi 1 klasés (GSTPI) baltymas

Sios eimos baltymai pasizymi antioksidaciniu poveikiu. Glutationas,
prisijungia prie zalingy junginiy ir taip apsaugo DNR nuo galimy pazaidy.’58
Viso yra nustatytos astuonios GST klasés: alpha, kappa, mu, omega, pi, sigma,
theta ir zeta.?* GSTPI — naviko augimg slopinantis genas, esantis 11ql3
regione yra atsakingas uz glutationo S-transferazés pi 1 baltymo sinteze.®’
GSTPI geno promotoriaus metilinimo metu dalinai sutrinka GSTP/ baltymy
sintez¢,”® o kartu ir DNR apsauginé funkcija. GSTPI hipermetilinimas
labiausiai iStirtas kaip PV Zymuo.®*! Taliau yra tirtas ir hepatoceliulingje
karcinomoje, kriities, plau¢iy ir storzarnés navikuose.”? Jvairiy autoriy
duomenimis, GSTPI hipermetilinimas nustatytas 17-95 proc. prostatos
navikiniy audiniy. Minétina, kad 17 i$ 24 studijy metilinimo daznis sieké > 72
proc. PV serganciy ligoniy Slapime GSTP! buvo hipermetilintas 27-83 proc.
atvejy, kraujo méginiy metilinimo daznis sieké 28-95 proc.

Atskiry studijy duomenimis, GSTP! hipermetilinimas taip pat buvo
nustatytas 86 proc. prostatos sekreto® ir 44-50 proc. séklos méginiy.”*9’
Metaanalizés>® duomenimis, GSTP! hipermetilinimas yra glaudziai susijes su
prostatos véziu (Sansy santykis (OR; angl. odds ratio) — 18,6 95 proc.
pasikliautinasis intervalas (CI; angl. confidence interval): 9,60-35,95; p <
0,001). GSTPI mazai tirtas kaip prognostinis ar predikcinis PV zymuo, ta¢iau
mokslinéje literatiiroje apraSytas jo rySys su ligos agresyvumu ir patologine

stadijad®?%8 biocheminiu,” lokaliu ir sisteminiu ligos atkry¢iu,'*

101

atsaku |
chemoterapinj gydyma docetakseliu bei bendru i§gyvenamumu.
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4.5. Geny hipermetilinimas sveikame prostatos audinyje ir kancerizacijos
lauke

Prostatos lauko kancerizacijos reiskinys atsiranda, kai organo ar audinio
pavirsiaus plotas yra paveiktas kancerogeninio pazeidimo, dél kurio aptinkami
daugiazidiniai epigenetiniai pokyciai ir molekuliniai pazeidimai, kurie lemia
histologinius poky¢ius. Iki §iol buvo nustatyti kancerizacijos lauko efektai,
apimantys branduolio morfometrinius pokycius, baltymy ekspresija, geny
promotoriaus metilinimag, DNR pazeidimus ir angiogenez¢. RASSFI
promotoriaus hipermetilinimas 93 proc. atvejy nustatytas ir normaliame
prostatos ir gérybinés prostatos hiperplazijos audinyje. Minétina, kad 11 i$ 12
studijy jis sieké < 29 proc. ir tik vienoje studijoje®” nustatytas itin aukstas (93
%) metilinimo daznis esant gérybinés prostatos hiperplazijai. PV neserganciy
vyry Slapime RASSF1 geno hipermetilinimas nustatytas tik 8—29 proc. atvejy.
Panasis rezultatai nustatyti kraujo méginiuose — 23-25 proc. Metaanalizés’’
duomenimis, testo jautrumas prostatos véziui nustatyti siekia 76 proc., o
specifiskumas — 87 proc. RASSFI promotoriaus metilinimas rastas ir PIN
atveju.'02-104 J_ Mehrots ir kt.,!%> RASSF1 promotoriaus metilinimas taip pat
nustatytas morfologiniy naviko pozymiy neturin¢iuose prostatos
perinavikiniuose audiniuose (kancerizacijos lauke).

RARB promotoriaus hipermetilinimas normaliame prostatos ar GPH
audinyje nustatomas retai vos 0—-30 proc. atvejy. 10 i$ 11 studijy duomenimis,
jis sieké < 3 proc. ir tik vienoje studijoje!’® nustatytas aukstesnis (30 %)
metilinimo daznis, esant GPH kontrolei. PV neserganciy vyry Slapime RARB
buvo hipermetilintas tik 0-9 proc. tiriamyjy. Panasts rezultatai gauti ir kraujo
méginiuose — 9-11 proc. atvejy. RARB promotoriaus metilinimas nustatytas ir
PIN metu’®1%2, taip pat perinavikiniuose prostatos audiniuose.’?:10%107.108
Svarbius RARB geno metilinimo skirtumus tarp prostatos navikinio ir sveiko
audinio patvirtina 2018 m. atlikta metaanalizé: OR — 21,65; 95 % CI: 9,27—
50,57, p <0,001.1%8

GSTP1 promotoriaus metilinimas prostatos normaliame ar GPH audinyje
rastas 0—24 proc. atvejy. Minétina, kad 15 i§ 19 studijy jis sieké tik 0—6 proc.
PV neserganciy vyry Slapime GSTPI buvo hipermetilintas 0-28 proc.
tirlamyjy, panasiis rezultatai pastebéti ir kraujo meéginiuose — 0-21 proc.
atvejy. GSTPI promotoriaus metilinimas nustatytas PIN metu,’%102103.109 tajp
pat normaliuose perinavikiniuose prostatos audiniuose.®>19%11% Tai patvirtina
epigenetinio lauko efekta (kancerizacijos lauka) morfologiSkai nepakitusiame
prostatos audinyje.
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5. TYRIMO METODOLOGIJA

Siam biomedicininam tyrimui atlikti 2019-11-05 Vilniaus regioninis
biomedicininiy tyrimy etikos komitetas (VRBTEK) isdavé leidimg NR
2019/11-166-654. Leidimas isduotas iki 2022-11-01. 2020-10-27 VRBTEK
gautas leidimas dél papildymo ir pratgsimo iki 2023-11-01 NR 2020-LP-68.

Dalyvauti tyrime buvo kvieciami ligoniai, tirti ir gydyti Nacionaliniame

vEézZio

institute (NVI), kurie atitiko jtraukimo j tyrima kriterijus ir kuriems

nenustatyta atmetimo kriterijy, bei buvo gautas informuotas sutikimas.

Prostatos biopsijos atliktos NVI Onkourologijos skyriuje. Molekuliniai
tyrimai atlikti NVI Genetinés diagnostikos laboratorijoje.

5.1.1.

5.1.2.
5.1.3.

5.1.4.
5.1.5.
5.1.6.

5.2.1.
5.2.2.

5.2.3.
5.24.

5.2.5.
5.2.6.
5.2.7.

5.1. Jtraukimo kriterijai

mpMRI su pazeidimais, turinciais PI-RADS rzultata, lygy arba didesnj
kaip 3;

Amzius > 18 m;

Padidéjes arba augantis PSA (PSA > 2,5 ng / ml (30—50 mety amziaus)
arba PSA > 4,0 amziaus (50-79);

Jtartinas DRE;

Pasirasytas informuoto asmens sutikimo formos dokumentas;
Planuojama atlikti arba pirming biopsija, arba pakartoting biopsija, kai
informacijos apie buvusius rezultatus nepakanka gydymo taktikai
numatyti.

5.2. Atmetimo kriterijai

Amzius < 18 m. arba >80 m.;

Gydomas prostatos vézys (radioterapija, antiandrogeny terapija,
brachiterapija;

Ankstesnis gydymas dél prostatos vézio;

Bet kokia kontraindikacija prie standartinés prostatos biopsijos
procediiros;

Atsisakyta pasirasyti informuoto asmens sutikimo formos dokuments;
Neatliktas prostatos mpMRT;

PI-RADS v2.1 klasifikacija 2 ar mazesné.
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5.3. Pacientai ir éminiai

I tyrima buvo jtraukti visi pacientai, kuriems 2019 m. lapkric¢io — 2022
m. vasario mén. NVI buvo atlikta pirminé mpMRT/UG kontroliuojama
pritaikomoji prostatos biopsija dél jtariamos lokalizuotos prostatos
karcinomos. Visi 1,5 tesly ir 3 tesly mpMRT tyrimai buvo atlikti toje pacioje
jstaigoje (NVI) pagal standartizuota protokola, o iSoriniai vaizdai buvo i$
naujo jvertinti prie$ atliekant prostatos biopsija. PI-RADSv2.1 baly sistema
buvo naudojama mpMRT rezultatams jvertinti.

Prostatos riby ir tiksliniy pazeidimy kontliravima atliko du patyre
radiologai, naudodami skersinius T2 sekos vaizdus. mpMRT/UG
kontroliuojamos biopsijos buvo atliktos naudojant ,,BioJet” sistemg (D&K
Technologies, Barum, Vokietija), naudojant transperinealinj metoda, kurias
atliko vienas intervencinis radiologas. Be to, naudojome $ig technika tam, kad
tai leido iSvengti prasiskverbimo j tiesiosios zarnos sienele ir dél to traktuota,
kad esama nulin¢ infekcijos rizika.!'! Visiems pacientams buvo atlikta
prostatos biopsija taikant bendraja nejautra.

Remiantis literatiiros metaanalizés iSvadomis, Slapimo taky infekcijos
profilaktikai procediiros metu buvo skirtas tik 1 gramas cefazolino.!'? Visiems
pacientams buvo atlikta pritaikomoji ir adaptuotos sisteminés biopsijos. IS
kiekvieno PI-RADS v2.1 3-5 pazeidimo buvo paimtos 2—4 biopsijos, 0 po to
— papildomai atlikta sisteminé dvyliktiné¢ biopsija, ignoruojant mpMRT
stebimus pazeidimus. Taigi, pritaikomosios prostatos biopsijos metu i$
pazeidimy paimty biopsijy skaiciaus mediana buvo 4(DS =1, 68), o sisteminio
méginiy émimo metu buvo paimta 12 bioptaty, kai mediana (SD = 4,8).
Apskritai, vienos procediiros metu atliktas biopsijy skai¢iaus vidurkis buvo 16
(SD = 4,5). Esant didelio tiirio prostatai ir (arba) didelio dydzio navikiniy
pazeidimy atveju buvo leidziami nedideli biopsijos skaiciaus skirtumai.
Prostatos biopsijos procediiros atlikimo schema patikslinanti bioptaty vieta
(10 pav.).
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Prostatos audinys be naviko
PV Gleason 3+3=6 GG1

PV Gleason 3+4(25%)=7
GG2

Prostatos ribg Zyminti zalia
linija

Navikinj zidinj MRT T2
sekoje Zyminti raudona linija

POSTERIOR

Patologinio vaizdo nuotrauka
SAGITAL VIEW

10 pav. Prostatos liaukos mpMRT trimatis vaizdas po prostatos biopsijos
patikslintas  histologiniu rezultatu. Originalus vaizdas modifikuotas
https://www.biorender.com/

5.4. Pritaikomosios biopsijos atlikimo schema ir méginiy skaiCius

I§ kiekvieno PI-RADS 3-5 pazyméto zidino buvo atlikta pritaikomoji
MRT/UG kontroliuojama 2—4 branduoliy biopsija, po to atlikta sisteminé
adaptuota 12 bioptaty biopsija, bei paimtos papildomos 4 biopsijos i$
skirtingy 10 mm ir 20 mm atstumy nuo zidinio krasto DNR metilinimo
analizei. Kiekvienam pacientui, naudojant 22 mm automatinj biopsinj
jrenginj, buvo paimti keturi biopsiniai méginiai: 2 méginiai i§ zidinio, vienas
i§ perifokalinés zonos 10 mm atstumu nuo esancio zidinio ir kitas (kontrolinis
méginys) — 20 mm atstumu nuo zidinio (20 mm atstumu nuo zidinio buvo imti
méginiai i§ prieSingos prostatos skilties (11 pav.).

Lauko kancerizacijos zona,
perinavikinial audiniai 20 mm atstumu.
Lauko kancerizacijos zona,
perinafikiniai audiniai 10 mm atstumu

() Sisteminé adaptuota prostatos biopsija

* @ Bioptatas 20 mm atstumu nuo Zidinio

krasto

@ Bioptatas 10 mm atstumu nuo Zidinio
krasto

@ Bioptatai i3 Zidinio centro

mpMRT nustatytas navikinis zidinys

11 pav. Prostatos biopsijos technika ir lauko vézio nustatymo schema. Sukurta
naudojant https://www.biorender.com/.

Visi biopsijos méginiai jvertinti Valstybinio patologijos centro (Vilnius,
Lietuva) specializuoty uropatology ir iSvados pateiktos pagal EAU
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rekomendacijas.!!>!1* Klinikai reik§mingas prostatos vézys buvo apibréztas
kaip ISUP laipsnio grupé > 2, nustatyta nors viename bioptate. Visi
iSanalizuoti méginiai, buvo i8siysti ] NVI Genetinés diagnostikos laboratorija
DNR gryninimo procediirai ir tolesnei epigenetinei analizei atlikti. Radikalios
prostatektomijos méginys buvo fiksuotas 10% neutraliame buferiniame
formaline 24 valandas. Valstybiniame patologijos centre po fiksavimo
audinys buvo nuosekliai padalintas 3-5 mm intervalais j statmenas dalis (apie
4 mm storio). Sekcijos buvo dehidratuotos ir jterptos j parafino vaska. H&E
dazytos sekcijos (5 pm storio) buvo pagamintos mikroskopiniam vertinimui
naudojant viso pjuvio (angl. Wholemount) vaizdus. Buvo jvertinta visa RP
méginiy histopatologija (12 pav.) ir lyginama su mpMRT vaizdais tuose
padiuose pjiiviuose.!'5116 Sis vaizdy suliejimas buvo naudojamas prostatos
biopsijy vietai patikslinti ir tiksliai jvertinti perifokalinio lauko biopsijy
atstumus nuo pagrindinio navikinio pazeidimo siekiant atlikti kokybine
hipermetilinty geny analizg.

= PRIEKINIS .
PAVIRSIUS .

Fa s
-

Gleason score . b2 ol
3+4(25%)=7 7 T
Srnde preie 2 UZPAKALINIS

PAVIRSIUS

12 paveikslas. Viso pjavio (angl. Wholemount) hispologinis vaizdus.
Prostatos vidutiniskai diferencijuota (Gleason 3 + 4(25%) = 7, Grade Group
2) acinin¢ adenokarcinoma (su intraduktaliniu naviko plitimu).
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5.5. DNR iSskyrimas ir bisulfitiné konversija

Formaline fiksuoti ir parafine jlieti (FFPE) prostatos audiniai buvo i$
anksto apdoroti 1 ml ksileno (Carl Roth, Karlsruhe, Vokietija) 10 min. 55 °C
temperattiroje du kartus. Ksilenas buvo pasalintas i§ méginiy, inkubuojant
juos su 1 ml 96% etanolio 55 °C temperatiiroje 10 minuciy. Méginiai toliau
buvo apdoroti 25 ul proteinazés K (Thermo Scientifc™, Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, DE, JAV) 18 valandy 55 °C temperatiroje ir 500 pl
lizés buferio, sudaryto i§ 50 mM Tris-HCI pH 8,5, 1. mM EDTA, 0,5 %
Tween-20 (visi i§ Carl Roth, Karlsruhe, Vokietija). Visi §lapimo méginiai (n
= 272) buvo paruosti ir toliau apdoroti pagal standartinj protokolg.!!’

DNR gryninimui i§ Slapimo nuosédy méginiy naudotas lizés buferis,
susidedantis i§ 10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 % SDS ir 75 mM NacCl (visi i§ Carl
Roth Germany). DNR buvo i$gryninta naudojant standartinj fenolio-
chloroformo gryninimo ir nusodinimo etanoliu metods. Kokybinei DNR
metilinimo analizei atlikti iki 400 ng iSgryninta DNR buvo modifikuota
bisulfitu, naudojant EZ DNA Methylation™ rinkinj (Zymo Research, Irvine,
CA, JAV) pagal gamintojo protokola, iSskyrus tai, kad pradiné meginiy
inkubacija buvo atlikta 42 °C 15 min., o ne 37 °C.

5.6. Kiekybiné metilinimui specifiné PGR

RARB ir GSTPI geny tyrimui qMSP pradmenys ir zondai, budingi
metilintai DNR, buvo sukurti naudojant Methyl Primer Express® Software
v1.0 (Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, JAV)
ir uzsakyti i§ Metabion (Martinsried, Vokietija). 4PC, RASSFI ir ACTB
pradmeny sekos buvo sukurtos ankstesniuose tyrimuose. ''!'"SACTB buvo
naudojamas kiekviename bandyme DNR jvesties normalizavimui. qMSP
buvo atlickamas trimis pakartojimais kiekvienam pradmeny rinkiniui
atskiruose Suliniuose. Reakcijos mi$inj (i§ viso 20 pl) sudaré 1 x TagMan®
Universal Master Mix II, be UNG (Applied Biosystems™), 300 nM kiekvieno
pradmens, 50 nM zondo ir ~ 10 ng bisulfitu konvertuotos DNR. Visi tyrimai
buvo atlikti tokiomis saglygomis: 95 °C 10 min., po to 45-50 cikly 95 °C
temperatiiroje 15 s ir 60 °C 1 min., naudojant QuantStudio™ 5 Real-Time
PGR sistema (Applied Biosystems™). Tik tie bandymai, kai kontrolé be DNR
matricos (NTC) nedave amplifikacijos produkty, o dirbtinai metilinta kontrolé
(MC) davé teigiamg signala, buvo laikomi tinkamais. Kiekybinio jvertinimo
ciklo (Cq) vertei nustatyti buvo pritaikytas foninio slenksc¢io algoritmas. Tam
tikro geno metilinimo lygis buvo jvertintas remiantis AACq algoritmu ir
iSreiSkiamas procentais nuo MC.'"°
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5.7. Statistin¢ analiz¢ ir duomeny apdorojimas

ApraSomoji statistika buvo naudojama apibendrinti pagrindines paciento
charakteristikas (amziy, PSA, PSA tankj (PSAD), prostatos tiirj ir mpMRT
radinius), skirtumai buvo lyginami naudojant nepriklausomg t testg, o vertés
pateikiamos kaip mediana =+ standartinis nuokrypis (SD). mpMRT/UG
kontroliuojamos biopsijos jautrumas, specifiSkumas, neigiama prognostiné
vert¢ (NPV) ir teigiama prognostiné vert¢ (PPV) diagnozuojant kliniskai
reikSminga PV (ISUP>2), kai PI-RADS balas yra > 3, buvo jvertintas
atsizvelgiant | PV histologinj varianta.

Genetinés tyrimo dalies statistiné analizé ir duomeny vizualizacija buvo
atlikta naudojant MedCalc® v12.7 programing jrangg (MedCalc Software,
Ostenda, Belgija) ir GraphPad Prism v8.0.1 programing jrangg (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, JAV). Mann-Whitney U testas buvo naudojamas
dviejy grupiy nuolatiniams duomenims lyginti. Biomarkeriy gebéjimas
atskirti grupes buvo jvertintas atliekant (ROC) kreivés analize ir jvertinus
ploto po kreive (AUC) reikSmes. P reikSmé < 0,05 buvo laikoma reik§minga.

5.8. Doktoranto ir kity tyréjy indélis

¢ Doktorantas Augustinas Matulevicius dalyvavo kuruojant visa tyrimo eiga.
Buvo atsakingas uz pacienty jtraukima j kliniking studija. Doktorantas
dalyvavo multidisciplininés gydytojy komandos vedamose susirinkimuose
atrenkant pacientus | kliniking studija. Surinko visus klinikinius ir
patologinius pacienty duomenis. Augustinas MatuleviCius analizavo Siy
Taip pat doktorantas buvo atsakingas uz bendradarbiavima tarp medicinos
genetiky, urology, radiology ir patology bei uz tyrimy rezultaty
apibendrinima. Doktorantas buvo pagrindinis autorius, rengiant
pirmuosius du mokslinius straipsnius. Taip pat pristaté biomedicininio
tyrimo duomenis mokslinése konferencijose ir vykdé klinikinio tyrimo
viesSinimo ir sklaidos darbus.

e Med. Dr. Mantas Trakymas buvo pagrindinis intervencinis radiologas,
kuris atliko visas pritaikomgsias MRT/UG kontroliuojamas prostatos
biopsijas, pries tai vertings ir paruos¢s mpMRT vaizdus pritaikomosios
prostatos biopsijos procediirai atlikti.

e leva NaruseviCiite buvo pagrindiné radiologé, kuri atliko prostatos
mpMRT vertinimus bei paruo$é mpMRT vaizdus pritaikomosios prostatos
biopsijos procediirai atlikti.
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Med. Dr. Arnas Bakavicius aktyviai dalyvavo konsultuojant ir rengiant
pirmaja publikacija, kurioje atsispindi klinikiniai §io tyrimo rezultatai.
Pagrinding molekuliniy tyrimy dalj atliko dr. Rasa Sabaliauskaité bei
Kristina Zukauskaité. Kristina Zukauskaité taip pat analizavo molekulinius
duomenis ir aktyviai dalyvavo rengiant pirmajj bei antrajj tyrimo
duomenimis paremtg mokslinj straipsnj.

Aisté Gerulaityté (NVI, Vilnius) atliko darbus su DNR i$skyrimu su gMSP
analize.

Gydytojas Darius Dasevicius iSanalizavo tiriamyjy prostatos biopsijos bei
radikalios prostatektomijos méginius.

Med. Dr. Albert Ulys dalyvavo rengiant klinikinio tyrimo dizaing, bei buvo
atsakingas uz pacienty jtraukimg j klinikinj tyrimg ir tolimesnj pacienty
stebéjimg bei gydyma.

Prof. Sonata Jarmalaité buvo doktoranto pagrindiné konsultanté, atsakinga
uz biomedicininio tyrimo molekuline dalj, aktyviai prisidéjo prie tyrimo
dizaino kiirimo ir koordinavimo. Profesoré aktyviai prisidéjo kuruojant ir
rengiant mokslines publikacijas.

Prof. Feliksas Jankevi¢ius buvo doktorantiiros darbo vadovas, atsakingas
uz Sio biomedicininio tyrimo dizaing, ir pagrindinis konsultantas,
sprendziant visus kilusius kliniknius klausimus. Profesorius taip pat
vertino parengtas mokslines publikacijas, pateiké svarbiy pastaby dél jy
turinio ir pateikimo spaudai.
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6. REZULTATAI

6.1. Pritaikomosios ir sisteminés prostatos biopsijy diagnostiniy verciy
palyginimas

IS viso j tyrima buvo jtraukti 283 pacientai (17 atvejy nejtraukta dél
klinikiniy ir anatominiy priezasciy, §iy atvejy duomenys nerodomi). Tyrimo
kohortos klinikinés ir radiologinés charakteristikos pateiktos 4 lenteléje.

4 lentelé. Tyrimosios grupés klinikinés ir radiologinés charakteristikos. PSA
— prostatos specifinis antigenas, mpMRT — multiparametrinis magnetinio
rezonanso tomografijos tyrimas, ADC — tariamasis difuzijos koeficientas,
ISUP — The International Society of Urological Pathology, GG — prostatos
vézio diferenciacijos laipsnis.

Kintamieji Pacientai (n=283)
AmZius, metais Mean 63.59
SD 7.41
PSA, ng/mL Mean 7.67
SD 5.89
PSA tankis, ng/mL/cc Mean 0.19
SD 0.49
Prostatos tiiris, mL Mean 50.84
SD 23.18
mpMRT zidiniy skaicius, n Mean 1.51
SD 0.65
mpMRT zidinio ttiris, mL Mean 1.21
SD 1.96
mpMRT ADC vitutiné reik§mé pm?/s Mean 634.56
SD 204.85
PI-RADS v2.1 balai, n (%) 3 11 (3.9 %)
190 (67.1 %)
5 82 (29.0 %)
ISUP reik$mé pagal grupes, n (%) Ne PV 56 (19.8 %)
GGl 130 (45.9 %)
GG2 62 (21.9 %)
GG3 28 (9.9%)
GG4 7 (2.5 %)

Bendras PV aptikimo daznis kohortoje buvo 80,21 % (227/283), o
pritaikomoji MRT/UG kontroliuojama biopsija ir adaptuota sisteminé biopsija
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(AdSB) PV aptiko 74,56 % (211/283) ir 48,76 % (138/283) PV (p<0,001),
atitinkamai.

Kliniskai reikSminga liga nustatyta 34,3% (97/283) pacienty, kuriems
buvo atlikta prostatos biopsija. Kliniskai reikSmingos ligos aptikimo daznis
taikant pritaikomaja MRT/UG kontroliuojamg biopsija buvo 34,28 %
(97/283), o tai sudaré 45,97 % (97/211) visy PV diagnoziy. Tuo tarpu kliniskai
reik§mingos ligos aptikimo daznis po AdSB buvo Zymiai mazesnis (8,48 %;
24/283; p<0,001), o tai sudare tik— 17,39 %,; (24/138) visy PV atvejy, lyginant
tik su pritaikomosios biopsijos metodika (17,39 % vs 45,97 %; p<0,001 13
pav.).

PV aptikimo daZnis
100%
90%
80%

70% 40.28%
e 60%
- 50% Kliniskai reikdmingas PV
= b
& 40.28% . e
5 A0% Klinigkai nereikémingas PV
o
2 30%
= 200/0 51.24% PV nenustatytas
6
10% 25.44%
0%
Sisteminé PB Pritaikomoji PB

Prostatos biopsijos atlikimo bldas

13 pav. Pritaikomosios ir sisteminés prostatos biopsijos diagnostinés vertés
palyginimas (n=283). PB — prostatos biopsija, PV — prostatos vézys.

Tarp pacienty, kuriems kliniskai reik§mingas PV buvo nustatytas
pritaikomosios prostatos biopsijos metu (n=97), AdSB kliniskai reikSminga
PV diagnozg patvirtino tik 24,74 % (n=24) pacienty.

Pacientams, kuriems pritaikomosios biopsijos biidu nebuvo nustatyta
kliniskai reikSmingo prostatos vézio, AdSB taip pat nenustaté kliniSkai
reikSmingo vézio. Be to, AdSB nustaté 16 papildomy kliniskai nereikSmingo
prostatos vézio atvejy pacientams, kuriems nebuvo vézio pozymiy, atlikus
pritaikomajg prostatos biopsija.

Remiantis PI-RADS v2.1 sistema, kliniSkai reik§mingos ligos aptikimo
daznis po pritaikomosios prostatos biopsijos priklausé nuo PI-RADS grupés
ir buvo vyraujantis tarp PI-RADS 5 atvejy (PI-RADS 3 vs PI-RADS 4 vs PI-
RADS 5, kai p<0,001; 14 pav.).
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9.9%

PI-RADS-3 PI-RADS-4 PI-RADS-5

14 pav. PI-RADS v2.1 kategorijos ir histologijos atitikimas po pritaikomosios
prostatos biopsijos. Pastaba — statistiSkai reikSmingas rySys tarp kliniskai
reik§mingy pazeidimy dalies (Gleason 3 +4 arba didesnis) kiekvienai PI-
RADS v2.1 kategorijai (p<0,001, n=283).

Tuo tarpu AdSB rezultatai neparodé¢ jokiy sasajy su mpMRT PI-RADS
balais (PI-RADS-3 0,00% vs PI-RADS-4 7,92% vs PI-RADS-5 11,00%, p =
0,415). ISUP GG balas taip pat buvo didesnis PI-RADS 5 grupéje, palyginti
su PI-RADS 4 ir PIRADS 3 grupémis, kuriy rezultatai pateikti 5 lenteléje.

5 lentelé. Skirtingi prostatos vézio laipsnio grupiy aptikimo rodikliai pagal PI-
RADS v2.1 balus.

Skirtingos PIRADS v2.1 vertés

PI-RADS-3  PI-RADS-4 PI-RADS-5  Viso, n=283

N % N % N % N %
Ne PV 7 6363 57 30.00 8 976 72 2544
GGl 4 3637 80 42.10 30 3659 114 40.28
GG2 0 0.0 35 1842 27 3292 62 21.90
GG3 0 0.0 16 8.42 12 1463 28 989
GG4 0 0.0 2 1.05 5 610 7 247
Viso 11 100 190 100 82 100 283 100
p<0.001

PI-RADS v2.1 - magnetinio rezonanso vaizdy ir poky¢iy interpretavimo sistema
versija 2.1 ne PV — audinys be prostatos véZio lasteliy. GG — prostatos véZio
laipsnio grupé.
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Naudojant radiologinio jverc¢io PI-RADS v2.1 balg 4 ir 5 kaip teigiama
testo rezultatg, siekiant aptikti ISUP >2 prostatos adenokarcinoma, MRT/UG
kontroliuojamos pritaikomosios biopsijos jautrumas ir specifiSkumas pasieké
35,56 % ir 92,31 % su Youdeno pasirinkta ribine verte. PI-RADS v2.1 > 4
(plotas po kreive (AUC) = 0,639 (95 % pasikliautinasis intervalas (PI): (0,6—
0,7). MRT/UG pritaikomosios biopsijos NPV buvo 7,02 % (95 % PI: 3,792-
11,677), o TPV buvo 98,88 % (95 % PI: 94,22-99,96, p=0,0007).

AdSB biopsijos jautrumas ir specifiSkumas buvo atitinkamai 8,52 % ir
92,31 %, o Youdeno pasirinkta ribiné verté¢ PI-RADS v2.1 >4 (AUC = 0,504;
95 % PI: (0,6-0,7). Metodo NPV buvo 5,04 % (95 % PI: 2,717-8,459), 0o TPV
buvo 95,47 % (95 % PI: 78,33-99,85; p=0,91); 15 pav.

mpMRT/UG pritaikomoji prostatos biopsija ~ Adaptuota sisteminé prostatos biopsija

100+ 100 | /-
< 80} < 80 /
s 60F © 60k /
: : /
= 40 S 40f
35 35
S 20 = 20} /
AUC: 0.639 / AUC: 0.504
0 1 1 1 1 1 0 "/ 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 10 0 20 40 60 80 10
Specifiskumas, 100 % Specifiskumas, 100 %

15 pav. Pritaikomosios ir sisteminés biopsijos jautrumas ir specifiSkumas
diagnozuojant ISUP >2 prostatos vézj taikant mpMRT/UG pritaikoma

prostatos biopsijg ir atliekant sisteming prostatos biopsija. AUC — plotas po
kreive.

6.2. Klinikiniai ir radiologiniai duomenimis

Statistiné analizé atskleidé, kad pacientai, turintys kliniskai reikSminga
PV, buvo vyresni (65,08 (SD=7,24) vs 62,82 (SD=7,4) mety, p=0,007) ir
turéjo reikSmingai mazesnj prostatos turj (44,25 ml (SD=17,83) vs 54,27)
(SD=24,89), p<0,001), palyginti su kliniskai nereik§mingos ligos atvejais.
PSAD reik§mé ir zidinio dydis reikSmingo skirtumo tarp pritaikomosios ir
sisteminés biopsijos grupiy nenustatyta (visos p>0,05).

Dauguma kliniskai reik§mingos ligos atvejy 54,64 % (53/97) nustatyta

tiriant pirmajj bioptata, o antrajame ir treCiajame tirtuose meéginiuose buvo
aptikta dar 16,49 % (16/97) ir 28,87 % (28/97) PV atvejy, atitinkamai. 78,95
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% pacienty, kuriems buvo paimti papildomi bioptatai, radiologinio vaizdo
dominangios sritys (ROI) buvo didesnés nei 0,5 cm?® arba 8 mm skersmens.
Pagal mpMRT, dazniausiai ROI buvo periferinéje prostatos zonoje (66,10%),
po to seké pereinamoji zona (27,51%) ir fibromuskuliné stroma (6,39%).
Statistiskai reik§mingy skirtumy tarp kliniskai reikSmingy ir nereik§mingy PV
aptikimo rodikliy pritaikomoje ir AdSB, atsizvelgiant | paZeidimo vieta
mpMRT, nenustatyta.

6.3. Epigenetinio lauko efekto nustatymas aplink vézio zidinj.

Misy tyrimo tikslas buvo molekuliniais metodais patvirtinti MRT/UG
kontroliuojamos pritaikomosios biopsijos i§ zidinio tikslumg nustatant
kliniskai reikSmingg PV. D¢l to epigenetiniai pakitimai buvo vertinami
mpMRT identifikuotame naviko zidinyje, bei 10 mm ir 20 mm nuo jo.
Siekiant jvertinti kancerizacijos lauko masta, 44 tiriamyjy pacienty DNR
metilinimo lygis RARB, RASSFI, GSTPI ir APC genuose buvo iStirtas
biopsijos méginiuose paimtuose i§ PV zidinio (n = 83), perifokalinio audinio
(n = 80) ir kontrolinio nevézinio audinio (n = 39). Visiems Siame tyrime
dalyvavusiems pacientams buvo atlikta pritaikomoji MRT/UG
kontroliuojama prostatos biopsija.

Tuo tikslu atlieckant pritaikomg transperining prostatos biopsija,
papildomai buvo paimti du biopstatai, nutolg 10 mm ir 20 mm nuo navikinio
zidinio stebimo mpMRT krasto. | Sio tyrimo dalj jtraukti 44 pacientai,
kuriems po patvirtinto kliniskai reikSmingo PV buvo taikytas radikalus
operacinis gydymas — radikali prostatektomija, 6 lentelé.

6 lentelé. Radikalios prostatektomijos kohortos klinikinés ir radiologinés

charakteristikos.

Kintamieji Patientai (n = 44)

Amzius. metais Vidurkis 62.92

’ SD 7.29

Vidurkis 8.24

PSA, ng/mL SD 6.63

PSA tankis, ng/mL/cc Vlcélgkls g ig

. Vidurkis 46.64

Prostatos tiris, mL SD 2071

mpMRT Zidiniy skaitius, n V“é‘gkls (1)'2‘6‘
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Kintamieji Patientai (n = 44)

Zidiniy skai¢ius po RP Vidurkis
. . - 2.72
galutiniame patologiniame SD
1.82
atsakyme, n
vige . . Vidurkis 1.37
mpMRT zidiniy dydis, mL SD 1.69
mpMRT ADC vidutiné Vidurkis 543.70
verté pm?/s SD 250.64
. 4 25 (56.82%)
_ )
PI-RADS V2.1 balai, n (%) 5 19 (43.18%)
GG1 15 (34.1%)
. GG2 19 (43.2%)
o,
ISUP grupé, n (%) GG3 9 (20.5%)
GG4 1 (2.3%)

PSA — prostatos specifinis antigenas, mpMRT — multiparametriné magnetinio
rezonanso tomografija, RP — radikali prostatektomija, ADC — tariamasis difuzijos
koeficientas, ISUP — The International Society of Urological Pathology, GG —
prostatos vézio laipsnio grupé.

Siekiant jvertinti biozymeny diagnosting vertg, keturiy geny RARB,
RASSFI1, GSTPI ir APC promotoriaus srities DNR metilinimas buvo
kiekybiskai istirtas formalinu fiksuotuose parafine impregnuotuose prostatos
audiniy blokuose. Prostatos biopsijos buvo atliktos pacientams, kuriems,
reminatis prostatos mpMRT tyrimo iSvadomis jtartas kliniSkai reik§mingas
prostatos vézys.

Analizé parod¢, kad visy keturiy geny reguliaciniy sriciy DNR
metilinimas buvo Zymiai intensyvesnis naviko zidiniuose, palyginti su
nutolusios zonos méginiais. Kiekybiné analizé atskleidé¢, kad visy tirty geny
DNR metilinimo lygis pagrindiniame navikiniame zidinje buvo statistiskai
reik§mingai didesnis, palyginti su perifokaliniais méginiais, esanciais 10 mm
atstumu nuo navikinio pazeidimo (p< 0,0001; 13 pav.).

Be to, nevéziniai audiniai, paimti 20 mm atstumu nuo mpMRT matomo
pazeidimo, parodé dar mazesnj DNR metilinimo lygj, palyginti su
perifokaliniais méginiais arba méginiais i Zidinio (p< 0,0001; 16 pav.).
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<0.0001 <0.0001 <0.0001 <0.0001
\° <0.0001 0.051 <0.0001 0.031 <0.0001 0.195 <0.0001 <0.0001 ST
o N — — A — Zldlnys (n:83)
& [1004 o @ o e ° @
) T 8
=
° )
E O  Perifokalinis audinys 10 mm atstumu nuo zidinio (n=80)
£
=
=
z
[~ © o . o
Z ‘ po Ne navikinis audinys, 20 mm atstumu nuo Zidinio (n=39)
A RARB RASSF1 GSTP1 APC
et RARB RASSF1 GSTPI APC
procentais,% [idinys Perifokalinis Ne Zidinys Perifokalinis Ne Zidinys Perifokalinis Ne Zidinys Perifokalinis Ne
audinys navikinis audinys navikinis audinys navikinis audinys navikinis
audinys audinys audinys audinys
47,65 8,98 3,75 55,78 4,45 2,48 28,43 0,48 0,12 32,48 1,57 0,00

16 paveikslélis. Kancerizacijos lauko epigenetinio profilio palyginimas su naviko Zidiniu. Geny RARB, RASSF1, GSTPI ir APC
promotoriy DNR metilinimo intensyvumas FFPE prostatos audiniy méginiuose pagal jy histologija. Linijos rodo mediang su 95 %
pasikliautiniais intervalais. Lenteléje parodytas vidutinis DNR metilinimo lygis naikiniuose pazeidimuose, 10 mm atstumu nuo jy

perifokaliniuose audiniy méginiuose ir ne véziniy audiniy méginiuose, 20 mm atstumu nuo navikinio pazeidimo
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Vidutiniskai RARB metilinimo lygis Zidinyje buvo 6 kartus didesnis,
palyginti su perifokaliniu audiniu, ir 13 karty didesnis nei nevézinio audinio.
Vidutinis RASSF'I metilinimo lygis zidinyje buvo 13 karty didesnis, palyginti
su perifokaliniu audiniu, ir 23 kartus didesnis nei nevéziniame audinyje.
Vidutinis GSTP1 ir APC metilinimo lygis zidinyje palyginti su perifokaliniu
audiniu, buvo atitinkamai 60 ir 21 kartg didesnis. Vidutinis GSTPI metilinimo
lygis buvo 234 kartus didesnis nei nevéziniame audinyje, o0 APC metilinimas
nevéziniame audinyje apskritai nebuvo aptiktas. Tai rodo MRT / UG vaizdu
kontroliuojamos prostatos biopsijos tiksluma nustatant zidininius pazeidimus
ir fokalinés PV terapijos sauguma, atsizvelgiant j PV lgsteliy plitima uz
mpMRT stebimo zidinio.

Siekiant gauti daugiau jzvalgy apie epigenetiniy pokyciy plitima
prostatos audinyje, buvo atlikta detali analizé, kuri leido mums nustatyti
kiekvieno méginio DNR metilinimo lygj (17 pav.). Kai kuriais atvejais (B20-
19937, B20-26292, B20-33989, B20-5479, B20-36740, B20-33707, B20-
20740) perifokaliniuose ir net nevézZiuose méginiuose buvo pastebéta gana
didelis DNR metilinimo lygis, pavyzdziai (B20-33707, B21-3263, B20-
20740). Daugeliu atvejy, kai i analize buvo jtraukti du méginiai i§ zidinio (n
= 34), epigenetiniy pakitimy mastas buvo gana vienodas, taciau kai kuriais
atvejais (B20-20740; B20-33707; B20-36740; B20-2088; B20-33989, B20-
7272) buvo pastebétas tam tikras nesutapimas.
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17 paveikslélis. Molekuliniy Zymeny analizé, iSskirianti prostatos vézio
zidinio pazeidimus (IL), perifokaliniy audiniy méginius (PeriF) ir nevézinj
prostatos audinj. Tai rodo vidutinj kiekvieno méginio geno DNR metilinimo
lygi.

Neatitinkancius atvejus papildomai tikrino patologas ir radiologas. B20-
20740 ir B20-2088 atvejai parodé auksta RARB, GSTP1, APCir RASSF1 DNR
metilinimo lygj perifokaliniuose méginiuvose (2 papildoma medZziaga).
Sulyginus radiologing ir histologing medziagas pasirodo, kad atstumas nuo
zidinio buvo neislaikytas ir tikrasis atstumas buvo atitinkamai 6 mm ir 5 mm,
o ne 10 mm. B20-33707 atvejis taip pat parodé aukstus RARB, GSTP1, APC
ir RASSF1 DNR metilinimo lygius perifokaliniuose méginiuose ir remiantis
patologo nuomone, Siame meéginyje buvo keletas GGl prostatos
adenokarcinomos lasteliy, kurios galéjo turéti jtakos epigenetiniams
radiniams. Kaip misy tyrimas rodo, §is kancerizacijos lauke esantis vézys yra
nematomas mpMRT vaizduose, tafiau aptinkamas atlickant genetinius
tyrimus. Remiantis galutiniu patologijos protokolus po RP S§iuo atveju
pacientui nustatyta (Gleason 3+4(5%)=7, 2 laipsnio grup€) acininé prostatos
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adenokarcinoma, pT3a (papildomas prostatos iSplitimas 6 mm ilgio deSin¢je),
del to aukstas metilinimo lygis galéjo biiti susijes su dideliu lokaliai iSplitusios
ligos kiekiu. Panasi situacija buvo ir B20-33989 atveju. B20-36740 atvejis
taip pat parodé aukstus RARB, GSTPI, APC ir RASSFI DNR metilinimo
lygius perifokaliniuose méginiuose, galimai dél to, kad §is méginys tur¢jo
auksto laipsnio prostatos intraepitelinés neoplazijos diagnoze pagal
histologijos protokola, o atstumas nuo navikinio pazeidimo buvo 6 mm.
Idomu tai, kad B20-7272 atvejis turéjo Zema metilinimo lygj visuose tirtuose
genuose, i§skyrus GSTPI, nors tirtas FFPE bioptatas buvo (Gleason 3+3=6/
1 laipsnio grupé) acininé prostatos adenokarcinoma, sudaranti 30% (4,0 mm).

Po Sio papildomo jvertinimo darome iSvada, kad kuo mazesnis atstumas
nuo zidinio, tuo didesnis pasirinkty geny hipermetilinimo intensyvumas
histologiskai normaliame prostatos audinyje. Tai reiSkia, kad
hipermetilinimas yra proporcingas atstumui nuo zidinio, kuris taip pat
stebimas kontroliniuose méginiuose. Be to, didelis metilinimo lygis gali buti
susijes su didesniu lokaliai pazengusios ligos kiekiu arba GG1 PV buvimu,
kuris iSlieka nematomas mpMRI vaizduose.

Tinkamiausiy Zymeny parinkimui molekulinei PV diagnostikai ir
kancerizacijos lauko dydzio jvertinimui atlikta ROC kreivés analizé.
Palyginus méginiy paimty i§ zidinio pazeidimg su nevéziniais audiniais,
didZiausias jautrumas ir specifiSkumas buvo pasiektas analizuojant RARB,
GSTPI ir APC geny hipermetilimg (AUC = 0,98; p < 0,0001) ir RARB,
RASSF1, GSTPI ir APC geny hipermetilinima (AUC = 0,98; p < 0,0001)
biozymeny deriniy (18 pav., 7 lentel¢). Vertinant kiekvieno i§ tirty geny
diagnostinj potencialg, didziausiu jautrumu ir specifiSkumu pasizyméjo
RASSFI genas (AUC =0,94; p <0,0001).
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RASSF1, GSTP1 & APC, AUC = 0.97 [0.93-0.99]
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= RARB, RASSF1 & APC, AUC = 0.96 [0.91-0.99]
—— RARB, RASSF1 & GSTP1, AUC = 0.96 [0.91-0.99]

18 pav. Pavieniy zymeny bei zymeny deriniy ROC kreiviy analizé, i§skiriant
PV zidinio ir nevéziniy audiniy méginius. 95 % pasikliautinasis intervalas
nurodytas skliausteliuose, AUC — plotas po kreive
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7 lentelé. Pavieniy Zymeny ir Zymeny deriniy ROC kreiviy analizé, siekiant atskirti PV Zidinio pazeidimus ir sveiky audiniy méginius.
AUC - plotas po kreive, PI — pasikliautinis intervalas, ACV — susijusi kriterijaus verté, PPV — teigiama predikciné verté, NPV —
neigiama predikciné verté

Zymuo AUC 95% CI | p-verté | SpecifiSkumas, % Jautl‘;:mas, in‘({i(:alll((:;: J ACV TPV, % | NPV, %
Vienas Zymuo
RARB 0.93 0.86-0.97 | <0.0001 87.88 89.16 0.77 >7.40 93.9 79.23
RASSF1 0.94 0.89-0.98 | <0.0001 94.59 84.34 0.79 >14.90 97.1 73.98
GSTPI 0.89 0.82-0.94 | <0.0001 94.59 79.52 0.74 >0 96.9 68.49
APC 0.93 0.87-0.97 | <0.0001 100 85.54 0.86 >0 100 76.50
Dviejy Zymeny derinys
RARB & RASSF1 0.94 0.88-0.98 | <0.0001 96.77 85.54 0.82 >0.76 98.3 75.90
RARB & GSTPI 0.96 0.91-0.99 | <0.0001 93.55 90.36 0.84 >0.48 96.8 82.04
RARB & APC 0.96 0.91-0.99 | <0.0001 100 90.36 0.90 >0.75 100 83.00
RASSFI & GSTPI 0.96 0.91-0.99 | <0.0001 100 84.34 0.84 >0.72 100 75.03
RASSFI & APC 0.96 0.91-0.99 | <0.0001 100 91.57 0.92 >0.53 91.6 84.81
GSTPI & APC 0.97 0.92-0.99 | <0.0001 100 91.57 0.92 >0.23 91.6 84.81
Trijy Zymenu derinys
RARB, RASSF1 & GSTPI 0.96 0.91-0.99 | <0.0001 100 84.34 0.84 >0.83 100 75.03
RARB, RASSF1 & APC 0.96 0.91-0.99 | <0.0001 100 91.57 0.92 >0.55 100 84.81
RARB, GSTPI & APC 0.98 0.93-0.99 | <0.0001 100 93.98 0.94 >0.60 100 88.66
RASSF1, GSTPI & APC 0.97 0.93-0.99 | <0.0001 100 93.98 0.94 >0.31 100 88.66
Keturiy Zymeny derinys
RARB, RASSFI, GSTP1 & APC | 098 | 093-0.99 | <0.0001 | 100 93.98 094 | >046 | 100 | 8866
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Analogiskai, kai PV zidinio pazeidimai buvo lyginami su
perifokaliniais audiniais, RARB ir GSTPI bei RASSFI ir GSTPI (abiejy
AUC =0,94; p <0,0001) deriniai tur¢jo didziausig plota po kreive (19 pav.,
8 lentelé). Toks pats AUC (AUC = 0,94; p < 0,0001) buvo pasiektas
naudojant tris (RARB, RASSF1 ir GSTP1; RARB, GSTPI ir APC; RASSF1,
GSTPI ir APC) arba visus keturis biologinius Zymenis. Kaip ir anks¢iau,
genas RASSF1 turéjo didziausig jautruma ir specifiSkuma (AUC =0, 92; p <
0, 0001), kaip savarankiskas PV zymuo.
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— APC, AUC = 0.87 [0.80-0.91] — GSTP1&APC,AUC=093[0.88-0.96]  — RASSF1, GSTP1 & APC, AUC = 0.94 [0.89-0.97]
— GSTP1,AUC=067(081-092] — RASSF1&APC, AUC =092[0.87-0.96] — RARB, GSTP1 & APC, AUC = 0.94 [0.89-0.97]
— RASSF1,AUC=0.92[087-096] —— RASSF1& GSTP1, AUC = 0.940.90-0.97] — RARB, RASSF1 & APC, AUC = 0.92 [0.87-0.96]
RARB, AUC = 0.89 [0.83-0.93] RARB & APC, AUC = 0.90 [0.85-0.94]

RARB, RASSF1 & GSTP1, AUC = 0.94 [0.90-0.97]
—— RARB & GSTP1, AUC = 0.94 [0.89-0.97]

—— RARB & RASSF1, AUC = 0.92 [0.87-0.96]

19 pav. Pavieniy zymeny ir zymeny deriniy ROC kreiviy analizé, iSskiriant
PV zidinio ir perifokaliniy audiniy méginius. 95 % pasikliautinasis intervalas
nurodytas skliausteliuose, AUC — plotas po kreive
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8 lentelé. Pavieniy zymeny ir zymeny deriniy ROC kreiviy analizé, skiriant PV zidinio pazeidimus ir perifokaliniy audiniy méginius.
AUC - plotas po kreive, PI — pasikliautinis intervalas, ACV — susijusi kriterijaus verté, PPV — teigiama predikciné verté, NPV —
neigiama nuspéjama verte.

iymuo AUC | 95% CI | p-value SpecifiSkumas, Jautrumas, Youden ACV TPV, | NPV,
% % indeksas J Y% %
Vienas Zymuo
RARB 0.89 | 0.83-0.93 | <0.0001 | 92.50 75.90 0.68 >22.26 | 91.33 78.67
RASSF1 0.92 0.87-0.96 | <0.0001 | 93.75 84.34 0.78 >15.44 | 93.35 85.19
GSTP1 0.87 0.81-0.92 | <0.0001 | 93.75 74.70 0.68 >1.32 92.56 78.07
APC 0.87 0.80-0.91 | <0.0001 | 96.25 73.49 0.70 >6.28 95.33 77.72
Dviejuy Zymenuy derinys
RARB & RASSF1 0.92 0.87-0.96 | <0.0001 | 93.75 85.54 0.79 >0.41 93.44 86.17
RARB & GSTPI 0.94 | 0.89-0.97 | <0.0001 | 90.00 87.95 0.78 >0.27 90.16 87.77
RARB & APC 0.90 | 0.85-0.94 | <0.0001 | 88.75 81.93 0.71 >0.37 88.34 82.51
RASSF1 & GSTP1 0.94 | 0.90-0.97 | <0.0001 | 96.25 81.93 0.78 >0.56 95.79 83.65
RASSF1 & APC 0.92 0.87-0.96 | <0.0001 | 91.25 87.95 0.79 >0.31 91.28 87.92
GSTPI & APC 0.93 0.88-0.96 | <0.0001 | 95.00 83.13 0.78 >0.40 94.54 84.40
Trijy Zymeny derinys
RARB, RASSF1 & GSTPI | 0.94 | 0.90-0.97 | <0.0001 | 92.50 85.54 0.78 >0.35 92.23 86.00
RARB, RASSF1 & APC 0.92 0.87-0.96 | <0.0001 | 91.25 87.95 0.79 >0.31 91.28 87.92
RARB, GSTP1 & APC 0.94 | 0.89-0.97 | <0.0001 | 92.50 84.34 0.77 >0.41 92.13 85.02
RASSFI1, GSTPI & APC 0.94 | 0.89-0.97 | <0.0001 | 96.25 83.13 0.79 >0.47 95.85 84.57
Keturiy Zymenuy derinys

RARB, RASSF1, GSTP1 & | 0.94 | 0.90-0.97 | <0.0001 | 96.25 83.13 0.79 >0.56 95.85 84.57
APC
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DNA methylation intensity, %

DNA methylation intensity, %

6.4. Naviko zidinio DNR metilinimo koreliacijos su klinikiniais

duomenimis.

Spearmano koreliaciné analizé atskleidé statistiSkai reikSminga silpna
teigiamg koreliacija tarp RARB (1S = 0,380, P =0,002) ir RASSFI (rS =0,270,
P = 0,036) reguliaciniy sriciy DNR metilinimo intensyvumo ir vyresnio
pacienty amziaus (20 pav.).
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20 pav. DNR metilinimo priklausomybé nuo paciento amziaus analizé. RS —
Spearmano koreliacijos koeficientas

Analizé taip pat nustaté statistiSskai reikSminga silpng teigiama koreliacija
tarp GSTPI DNR metilinimo (RS = 0,312, P = 0,020) ir didesnio prostatos
tario (21 pav.).
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21 pav. DNR metilinimo priklausomybé nuo prostatos tiirio analizé. 1S —
Spearmano koreliacijos koeficientas.

Koreliaciné analizé neatskleidé reikSmingy koreliacijy tarp DNR
metilinimo ZzZymeny ir PSA bei PSAD - pagrindiniy prostatos vézio
diagnostikos rodikliy (visi P > 0,050, 22 ir 23 pav.). Taigi, visy keturiy geny
DNR metilinimas nepriklauso nuo PSA koncentracijos kraujyje. Tai leidzia
labiau padidinti diagnostini PSA potenciala, derinant su epigenetiniai
Zymenimis, nei taikant iSvestinius su PSA siejamus Zymenis.
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22 pav. DNR metilinimo priklausomybés nuo PSA koncentracijos analizé. rS
— Spearmano koreliacijos koeficientas
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23 pav. DNR metilinimo priklausomybés nuo prostatos specifinio antigeno
tankio analizé. rS — Spearmano koreliacijos koeficientas.

6.5. Epigenetiniai Zymenys $lapimo nuosédose

Siekiant jvertinti pasirinkty Zymeny tinkamuma neinvaziniam kliniskai
reikSmino PV aptikimui RARB, RASSFI, GSTPI ir APC geny metilinimo
analizé buvo atlikta qMSP metodu PV serganciy pacienty Slapimo
méginiuose. Pacientai, pagal prostatos biopsijos gautus rezultatus buvo
suskirtyti i§ Sias grupes: klinikai reikSmingas PV (n = 71), kliniskai
nereik§mingas PV( n = 97), ir pacientai be PV (n = 104). Visiems Siems
pacientams buvo surinkti §lapimo méginiai genetinei analizei. | §j palyginima
buvo jtraukti visi atvejai i§ MRT/UG kontroliuojamos pritaikomosios
biopsijos kohortos ir palyginti su kontroline grupe, kuriems PV nebuvo
aptiktas. IS keturiy analizéje jtraukty geny tik GSTPI promotoriaus metilinimo
lygis sugebéjo atskirti PV atvejus nuo kontroliniy pacienty (p = 0,0005) ir net
kliniskai reik§Smingo PV atvejus nuo kliniskai nereikSmingy atvejy (p = 0,029,
24 pav.).
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24 pav. RARB, RASSF1, GSTPI ir APC geny DNR metilinimo lygis $lapimo nuosédose. GG — laipsnio grupé, PV — prostatos vézys.
GG>2 — kliniskai reikSmingas PV. Linijos rodo mediang su 95 % pasikliautiniu intervalu.
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Nelagstelinés DNR metilinimo lygis Slapime buvo akivaizdziai maZesnis
nei audiniy méginiuose. Taciau, nepaisant zemo DNR metilinimo lygio
Slapime, visi tirti Zymenys rodé ta pacia tendencija — maziausias DNR
metilinimo lygis buvo nustatytas kontrolingje grupéje, o didziausias —
kliniskai reikSmingo PV grupéje (GG > 2). Potencialiy Slapimo Zymeny
charakteristiky analizé parodé, kad visy keturiy Zymeny derinys su prostatos
specifiniu antigenu (PSA) kraujyje arba PSA tankiu (PSAD) padidina
jautrumg ir specifiSkumg atskiriant kliniSkai reikSmingg PV nuo kontrolinés
(nevézinés) grupés (25 pav.). Keturiy biologiniy Zymeny testo derinys su
PSAD leido identifikuoti kliniskai reikSminga PV su >90% jautrumu ir
specifiSkumu, o tai rodo didelj potencialg naudoti Sias neinvazines priemones
stebint atvejus po zidinés prostatos terapijos.
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25 pav. Pavieniy Zymeny ir penkiy zymeny deriniy ROC kreiviy analizé,
atskiriant kontroling grupe ir kliniskai reikSminga prostatos veézj. 95 %
pasikliautinasis intervalas nurodytas skliausteliuose, AUC — plotas po kreive
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6.6. Kliniskai reikSmingo prostatos vézio Zymenys i§ Slapimo nuosédy

Kliniskai reikSmingu PV laikyti atvejai, kuriy Gleason Dbalas
histopatologinéje analizéje buvo > 7 (GG > 2). 9 Sios analizé metu pacientai
buvo suskirstyti | dvi grupes pagal Gleason bala: Gleason > 7 vs. Gleason =
6 ir atlikta (ROC) analizé (26 pav.). Kancerizacijos lauko méginiai nebuvo
jtraukti j Sig analize. | kliniskai reikSmingo PV biozymeny palete buvo jtraukti
visi epigenetiniai Slapimo nuosédose iSskirti Zymenys, diagnostinis PSA
jvertis ir PSA tankis (PSAD).
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5714 8333 0022

. GSTP? 0679 6295 80.00 0021

RARB, GSTP1, PSA & P5AD
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26 pav. ROC kreivés analizé atskiriems bioZymenims ir dviejy-Sesiy
biozymeny deriniui, skiriant pagal Gleason bala. AUC — plotas po kreive; Se
— jautrumas; Sp — specifiSkumas; PSA — Prostatos specifinis antigenas; PSAD
— prostatos specifinio antigeno tankis.

Vertinant kiekvieno tirto Zymens diagnostinj potencialg atskirai, PSAD
pasizyméjo didziausio jautrumo ir specifiSkumo vertémis diagnozuojant
kliniskai reikSmingg PV (AUC = 0,579; p=0,279). Atlikta visy galimy
potencialiy Zymeny deriniy analizé (9 lentel¢) ir nustatyta, kad dviejy DNR
metilinimo Zymeny ir dviejy klinikiniy parametry (RARB, GSTPI, PSA ir
PSAD) panelé pasizyméjo geriausiu diagnostiniu potencialu, kuris sieké 78,57
proc. jautrumo ir 59,26 % specifiskumo (p=0,012).
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9 lentelé. Pavieniy ir Zymeny derinio ROC kreivés analizé atskiriant kliniskai

reik§mingg ir nereikSmingg prostatos vézj pagal Gleason bala.

Youden index

Associated

No. Biomarker AUC ‘ P-value | Specificity, % | Sensitivity, % L
J criterion value
Single biomarker
1 RARB 0.544 0.554 78.57 38.89 0.2 <25.25
2 RASSFI 0.549 0.514 46.15 68.57 0.1 >28.61
3 GSTPI 0.569 0.376 48.15 75.00 0.2 >5.09
4 APC 0.548 0.526 76.00 45.71 0.2 <12.26
5 PSA 0.5 1.000 57.14 61.11 0.2 >59
6 PSAD 0.579 0.279 92.86 36.11 0.3 >0.24
Panel of two biomarkers
7 RARB & RASSF1 0.623 0.099 76.92 45.71 0.2 >0.60
8 RARB & GSTPI 0.642 0.063 48.15 85.71 0.3 >0.45
9 RARB & APC 0.654 0.030 80.00 54.29 0.3 >0.62
10 RARB & PSA 0.547 0.526 100.00 16.67 0.2 >0.60
11 RARB & PSAD 0.6 0.520 40.00 100.00 04 <0.59
12 RASSF1 & GSTPI 0.593 0.249 40.00 81.48 0.2 >0.47
13 RASSFI & APC 0.512 0.874 4.17 76.47 0.2 <0.61
14 RASSFI & PSA 0.593 0.249 40.00 81.48 0.2 >0.47
15 RASSFI & PSAD 0.602 0.174 50.00 74.29 0.2 >0.53
17 GSTP1 & APC 0.576 0.367 25.00 96.43 0.2 >0.47
16 GSTPI & PSA 0.585 0.281 51.85 7143 0.2 >0.47
18 GSTP1 & PSAD 0.624 0.116 62.96 71.43 0.3 >0.47
19 APC & PSA 0.537 0.626 92.00 28.57 0.2 <0.57
20 APC & PSAD 0.608 0.154 72.00 57.14 0.3 >0.58
21 PSA & PSAD 0.565 0.377 78.57 41.67 0.2 >0.58
Panel of three biomarkers
22 RARB, RASSF1 & GSTPI 0.623 0.099 76.92 45.71 0.2 >0.60
23 RARB, RASSF1 & APC 0.627 0.096 66.67 61.76 0.3 >0.60
24 RARB, RASSF1 & PSA 0.621 0.105 76.92 45.71 0.2 >0.60
25 RARB, RASSFI & PSAD 0.646 0.049 73.08 57.14 0.3 >0.60
26 RARB, GSTP1 & APC 0.625 0.116 33.33 92.86 0.3 >0.45
27 RARB, GSTPI & PSA 0.64 0.065 48.15 82.14 0.3 >0.46
28 RARB, GSTP1 & PSAD 0.671 0.028 74.07 67.86 0.4 >0.51
29 RARB, APC & PSA 0.658 0.025 76.00 60.00 04 >0.62
30 RARB, APC & PSAD 0.648 0.041 92.00 45.71 0.4 >0.65
31 RARB, PSA & PSAD 0.589 0.226 46.43 75.00 0.2 >0.52
32 RASSF1, GSTP1 & APC 0.586 0.311 52.17 77.78 0.3 >0.52
33 RASSF1, GSTPI & PSA 0.575 0.354 80.00 37.04 0.2 >0.55
34 RASSF1, GSTP1 & PSAD 0.63 0.113 64.00 66.67 0.3 >0.50
35 RASSF1, APC & PSA 0.513 0.863 4.17 76.47 0.2 <0.61
36 RASSFI, APC & PSAD 0.602 0.189 75.00 52.94 0.3 >0.60
37 RASSFI, PSA & PSAD 0.599 0.185 53.85 65.71 0.2 >0.56
38 GSTPI, APC & PSA 0.582 0.332 50.00 75.00 0.3 >0.51
39 GSTP1, APC & PSAD 0.629 0.129 41.67 96.43 04 >0.45
40 GSTP1, PSA & PSAD 0.635 0.084 48.15 92.86 04 >0.44
41 APC, PSA & PSAD 0.587 0.251 60.00 62.86 0.2 >0.57
Panel of four biomarkers
42 RARB, RASSF1, GSTPI & APC 0.634 0.102 43.48 85.19 0.3 >0.48
43 RARB, RASSF1, GSTPI & PSA 0.649 0.062 68.00 70.37 04 >0.51
44 RARB, RASSF1, GSTP1 & PSAD 0.668 0.037 60.00 81.48 0.4 >0.47
45 RARB, RASSF1, APC & PSA 0.634 0.081 75.00 58.82 0.3 >0.61
46 RARB, RASSFI1, APC & PSAD 0.629 0.096 75.00 64.71 0.4 >0.59
47 RARB, RASSF1, PSA & PSAD 0.665 0.023 76.92 51.43 0.3 >0.61
48 RARB, GSTP1, APC & PSA 0.609 0.176 37.50 89.29 0.3 >0.46
49 RARB, GSTPI, APC & PSAD 0.637 0.098 75.00 57.14 0.3 >0.58
50 RARB, GSTPI, PSA & PSAD 0.687 0.012 59.26 78.57 0.4 >0.47
51 RARB, APC, PSA & PSAD 0.663 0.022 72.00 60.00 0.3 >0.58
52 RASSF1, GSTP1, APC & PSA 0.581 0.339 47.83 77.78 0.3 >0.51
53 RASSF1, GSTP1, APC & PSAD 0.612 0.199 43.48 92.59 04 >0.47
54 RASSF1, GSTPI, PSA & PSAD 0.64 0.077 72.00 59.26 0.3 >0.53
55 RASSF1, APC, PSA & PSAD 0.597 0.207 79.17 50.00 0.3 >0.61
56 GSTP1, APC, PSA & PSAD 0.616 0.162 50.00 85.71 04 >0.49
Panel of five biomarkers
57 RARB, RASSF1, GSTPI, APC & PSA 0.634 0.100 60.87 66.67 0.3 >0.54
58 RARB, RASSF1, GSTP1, APC & PSAD 0.628 | 0.129 43.48 92.59 0.4 >0.46
61 RARB, RASSF1, GSTP1, PSA & PSAD 0.679 0.021 80.00 62.96 0.4 >0.57
60 RARB, RASSF1, APC, PSA & PSAD 0.648 0.048 50.00 79.41 0.3 >0.53
59 RARB, GSTPI, APC, PSA & PSAD 0.679 0.022 83.33 57.14 04 >0.60
62 RASSF1, GSTP1, APC, PSA & PSAD 0.617 0.162 65.22 66.67 0.3 >0.53
Panel of six biomarkers
63 RARB, RASSF1, GSTPI, APC, PSA & PSAD 0.676 0.027 73.91 66.67 04 >0.57
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7. REZULTATU APTARIMAS

Sisteminé ultragarsu kontroliuojama prostatos biopsija yra pakankamai
netiksli ir daznu atveju lemia klaidingai neigiama biopsijos rezultata, dél ko
kliniskai reik§mingos PV diagnozé praleidziama, o kliniskai nereik§mingas
PV nustatomas per daznai ir liga klasifikuojama neteisingai. Remiantis
literatiiros duomenimis, kliniskai reikSmingos PV aptikimo daznis pirminiams
pacientams, kuriems atlieckama atsitiktiné sisteminé biopsija, yra tik 23 %.!2
Yra zinoma, kad kartotinés biopsijos duoda dar blogesnius rezultatus: antrinés
sisteminés biopsijos kliniskai reiksmingo PV aptikimo daznis 14%, treCiosios
kartotinés biopsijos — 6%.!?! Masy tyrime klini§kai reik§minga liga buvo
nustatyta 34,28% atvejy pritaikomosios biopsijos buidu, tuo tarpu kliniskai
reik§mingos ligos aptikimo daznis po sisteminés biopsijos buvo tik 8,48%.

Misy rezultatai i§ esmés atitinka tendencija, pateikiamg kity tyréjy
darbuose. PRECISION tyrimo duomenimis, ISUP > 2 laipsnio vézio aptikimo
daznis buvo Zymiai didesnis vyrams, kuriems buvo atlikta MRT tiksliné
biopsija, nei tiems, kuriems buvo paskirta sisteminé biopsija (38 % pries 26
%, p = 0,005, aptikimo koeficientas 1,46).!22 mpMRT eroje saturaciné
prostatos biopsija (24 biopsijos méginiai) taip pat turi rety indikacijy ir
naudojama tik iSskirtiniais atvejais, t.y., antriniams pacientams, kuriy mpMRT
neigiamas (PI-RADS 1-2 balai) ir iSlieka padidéjes PSA. Literatiiros
duomenimis, kliniskai reikSmingo prostatos vézio nustatymo daZnis po
saturacinés biopsijos siekia tik 16 %.123

Literatiiros duomenys rodo, kad po radikalios prostatektomijos iStyrus
patologing medziagg apie 8-24% kliniskai reikSmingy PV atvejy gali likti
nepastebéti mpMRT tyrimu.!?* Anks¢iau dominavo nuomong, kad sisteminiy
ir pritaikomyjy biopsijos schemy derinys uztikrina didziausiag PV aptikimo
daznj.'* Taiau misy duomenimis, atlikus adaptuota sisteming prostatos
biopsija, bendras PV nustatymo daznis pageréjo tik nuo 74,56% iki 80,21%.
Remiantis miisy rezultatais, sisteminé prostatos biopsija pagerino bendra PV
aptikimo daznj, taCiau nesuteiké papildomos naudos nustatant kliniskai
reikSmingg liga.

Europos urology asociacija rekomenduoja pirminiams pacientams atlikti
pritaikomaja ir sisteming biopsija, o pacientams, kuriems anksciau jau buvo
atlikta sisteminé prostatos biopsija, pakartotinai rekomenduojama atlikti tik
pritaikomaja biopsija i$ jtariamo zidinio, jei jy PIRADS balas yra > 3. Taciau
miisy duomenys rodo, kad pacientams, kuriems anks€iau nebuvo atlikta
biopsija ir radiologiSkai nustatytas PIRADS balo > 3 navikas, galima saugiai
atlikti tik pritaikomaja biopsija be papildomos sisteminés biopsijos ir i§laikyti
auksta kliniskai reikSmingo PV aptikimo daznj. Tai pagrindziame tuo, kad
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pacientams, kuriems pritaikomosios prostatos biopsijos bidu nebuvo
nustatyta kliniSkai reikSmingo PV, kliniSkai reikSmingo véZio nebuvo
nustatyta ir taikant adaptuota sisteming prostatos biopsija.

Kituose atsitiktiniy imciy kontroliuojamuose tyrimuose, kuriuose
pagrindinis démesys buvo skiriamas pirminiams pacientams, kuriy MRT buvo
teigiamas, nustatyta, kad pritaikomoji biopsija aptiko zymiai daugiau ISUP >
2 laipsnio vézio atvejy nei sisteminé biopsija (rizikos skirtumas -0,11 [95 %
PI: -0,2-0,0]; p=0,05).">* Kitas labai svarbus faktas yra tai, kad tiksliné
biopsija be sisteminés biopsijos sumazina ISUP 1 laipsnio PV aptikima,
palyginti su sistemine biopsija. PRECISION ir 4M tyrimuose kliniskai
nereikSmingos PV aptikimo daznis pritaikomosios biopsijos grupéje buvo
Zymiai mazesnis, palyginti su tik sisteminés biopsijos grupe (9% ir 22%, p <
0,001, PRECISION tyrimo aptikimo koeficientas 0,41; 14 %, palyginti su 25
%, p<0,001, aptikimo koeficientas 0,56 4M).!22125

Remiantis PROMIS tyrimo rezultatais, neigiamas MRT gali padéti
iSvengti 28% pacienty nereikalingy transrektaliniy ultragarsu kontroliuojamy
biopsijuy, i$ juy 21% bty nustatomas teisingai neigiamas rezultatas, taciau 7%
buty nustatytas klaidingai neigiamais rezultatas.!*® Remiantis paskelbtais
rezultatais, nejmanoma jvertinti, ar Sie kliniskai reikSmingi PV atvejai
nustatyti tik pritaikomosios biopsijos biidu, buty aptiktos papildomos
sisteminés biopsijos metu. Be to, negalime ignoruoti fakto, kad pritaikomosios
biopsijos metu atlikty biopsijos méginiy skaiCius yra Zymiai maZzesnis,
palyginti su sistemine biopsija (vidutinis bioptaty skaiCius: 2—7, palyginti su
branduoliy skai¢iumi: 8-15), o aptikimo daznio santykis (t. y. aptikimo
dazniy, gauty taikant vien tiksling biopsijg ir vien sisteming biopsija, santykis)
yra pranaSesnis uz tiksling biopsija (1,12 (95 % PI: 1,02-1,23), kai ISUP
laipsnis > 2 PV ir 1,20 (). 95 % PI: 1,06-1,36), kai ISUP laipsnis > 3 PV).!%
Sis faktas atsispindi ir misy tyrime.

Lieka atsakyti | ne maziau svarby klausima, kiek bioptaty reikia paimti
sickiant nustatyti kliniskai reikSmingg PV, transperinealinés MRT/UG
kontroliuojamos prostatos biopsijos metu. Remiantis literatiira, vyrams,
kuriems atlickama mpMRT/UG kontroliuojama biopsija, pirmieji du biopsijos
méginiai diagnozuoja daugumg kliniskai reikSmingy vézio formy. Taciau
iSlieka dalis vyry, kuriems biity naudingos papildomos biopsijos, ypac ty,
kuriy zidinio dydis didesnis nei 8 mm skersmens.'?” Miisy tyrimo metu
antrasis ir treCiasis tiksliniai méginiai aptiko dar 16,49% ir 28,87% kliniskai
reik§mingy PV atvejy. Sie papildomi méginiai aptiko 45,36 % visy klinigkai
reikSmingy PV atvejy, o tai rodo, kad pacientams, kuriy ROI didesnis nei 0,5
cm’ arba 8 mm skersmens, gali buti pagrjstos bent trys pritaikomosios
biopsijos Serdys.
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Biopsija gristos diagnostikos tiklsumo jvertinimas $iuo metu paremtas
histopatologiniu biospinés medziagos vertinimu, taciau kancerizacijos laukas
yra zymiai platesnis nei matoma histopatologinéje analizéje.

Remiantis atnaujinta PIRADS 2.1 baly sistema pageréjo kliniskai
reik§mingo PV aptikimo daZnis.!?® Tikima, kad agresyviausi Zidininiai
navikiniai pakitimai prostatoje, nustatyti mpMRT, atsispindi galutiniame
patologiniame méginyje ir gali biiti gydomi taikant zidining terapija, taciau
net ir $iam diagnostiniam tyrimui triksta specifiSkumo, ypatingai kalbant apie
PV forma, plitimo pobudj ir diferencijacija. MpMRT gali parodyti tik
agresyviausig PV forma, o einamuoju momentu kliniskai nereik§minga PV
gali ir praleisti. Remiantis literattira, pritaikomoji MRT/UG kontroliuojama
pritaikomoji prostatos biopsija, tiksliai diagnozuoja iki 80 % mpMRT matomy
pakitimy, taciau net iki 20 % mpMRT praleisty navikiniy zidiniy yra galimai
susije su potencialiai mirtinu- progresuoti linkusiu véziu.'?® Siai dienai
prostatos mpMRT yra jautriausias tyrimo metodas galintis aptikti kliniskai
reikSmingus PV zidinius prostatoje. Taciau jam triksta specifiSkumo atskirti
kliniskai reikSminga PV nuo kliniskai nereikSmingos ligos. Taip yra dél
mpMRT vaizdy interpretavimo ir techninio vertinimo problemy. Tiksliai
neatpazinus ar nejvertinus, pacienty, sergan¢iy Zemo laipsnio PV, gydymas
gali biiti neoptimalus ir turéti daug Salutiniy reiskiniy.'?° Pagrindiniai jprasti
klinikiniai ir patologiniai rodikliai (PSA lygis, GG laipsnio grupé, naviko
klinikiné ir radiologiné stadija) yra naudingi diagnozuojant pirminj PV, ta¢iau
jiems truksta jautrumo ir specifiSkumo klasifikuojant ligos rizikg.3>!30-132
sunku pasirinkti individualy PV serganciy pacienty gydyma.

Pastaruoju metu daugéja jrodymy, kad molekuliniai vézio zymenys gali
papildyti esamas standartines klinikinés diagnostikos priemones, tokias kaip
PSA, PSAD ir vaizdinius tyrimo metodus, ypac kai genetinei diagnostikai yra
naudojami epigenetiniai tyrimai.'"**DNR metilinimas yra ankstyviausias,
stabiliausias ir dazniausiai pasitaikantis PV genomo pokytis, i§samiai iStirtas
kaip molekulinis vézio zymuo.!34-13¢

Su PV susijusiy geny promotoriaus sritiecs DNR hipermetilinimas yra
daznas reiskinys, stebimas ankstyvuoju prostatos vézio atsiradimo metu, ir yra
susisje su vietiniu ligos progresavimu, galimu metastazavimu ir vyksta daug
daZniau nei genetinés mutacijos.!’”-13° Prostatos véziui yra budingas
daugiazidiniSkumas ir literatiros duomenimis, net 67-96% radikalios
prostatektomijos méginiy rodo, kad prostatoje vyrauja daugiau nei vienas
navikas. Tai rodo, kad kancerizacijos procesas vyksta didesnéje prostatos
dalyje ir kancerogenezg lemiantys veiksniai sukelia molekulinius pokycius,
kurie gali lemti keliy ir daugiau navikiniy zidiniy atsiradimg priesinéje
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liaukoje. Tokie pokyc€iai aptinkami histologiskai normaliose arba
uzdegiminése lastelése ir GPH audinyje, kuris paprastai nustatomas dar pries
kancerogeneze. Tyrimais yra nustatyta, kad su naviku besiribojancio sveiko
audinio lgstelése yra aptinkami geny ekspresijos pokyciai, telomery DNR
kiekio ir geny kopijy skaiciaus pakitimai, kurie lemia piktybinj fenotipa.
Geriausiai istirtuose genuose APC, RASFFI, GSTPI ir RARB PV atveju yra
stebimas aukstas hipermetilinimo lygis, ir §iy geny DNR metilinimas kartu su
PSA lygiu arba PSAD gali biiti naudojami kaip véZio Zymuo latentinio vézio
rizikai stratifikuoti, ligos progresavimui stebéti bei kartu su radiologiniu
prostatos vaizdavimu gali padéti tinkamai ir saugiai parinkti PV gydyma.'?
Sis tyrimas buvo pradétas siekiant geriau suprasti vietinj ligos i§plitimo
laipsnj prostatos liaukoje Salia PV Zidininio pazeidimo. Taip pat sickéme
jvertinti PV specifiniy geny DNR metilinimo mastg perifokaliniame audinyje,
kai mpMRT vizualiai neiSdiferencijuoja PV nuo sveiko prostatos audinio.
Taigi musy tyrimas bitent ir jrodo, kad kiekybinis, visy tirty geny DNR
metilinimo lygis navikiniame pazeidime buvo statistiSkai reikSmingai
didesnis, palyginti su perifokaliniais méginiais, esanciais 10 mm atstumu nuo
indekso pazeidimo (p< 0,0001; 13 pav.). Be to, ne véziniai audiniai, paimti 20
mm atstumu nuo mpMRT matomo pazeidimo, parodé dar mazesnj DNR
metilinimo lygj, palyginti su perifokaliniais méginiais arba méginiais i$
zidinio. Palyginus meéginiy paimty i§ Zzidinio paZeidima su nevéziniais
audiniais, didziausias jautrumas ir specifiSkumas buvo pasiektas analizuojant
RARB, GSTP1 ir APC geny hipermetilimg (AUC = 0,98; p <0,0001) ir RARB,
RASSF1, GSTPI ir APC geny hipermetilinimg (AUC = 0,98; p). < 0,0001)
biozymeny deriniy (15 pav., 7 lentel¢). Vertinant kiekvieno i§ tirty geny
diagnostinj potencialg, didziausiu jautrumu ir specifiSkumu pasizymeéjo
RASSFI genas (AUC = 0,94; p < 0,0001). Lyginant su literatiiroje pateiktais
duomenimis, miisy tyrimas i§ esmés ne tik patvirtina, bet ir rodo analogiskus
rezultatus. Tyrime, kurj atliko Hanson ir kt. (2006), GSTPI ir RARB2
metilinimas buvo aptiktas kai kuriuose histologiskai normaliai atrodanciuose
epitelio méginiuose. Be to, normaliis stromos méginiai §iame tyrime taip pat
parodé metilinimg. Daugumoje méginiy buvo nustatytas dalinis metilinimas,
nors dviejuose méginiuose metilinimo lygis virsijo 51%. Sie radiniai parodé
galima kancerizacijos lauko efekto pasireiSkima, kai geny metilinimas tgsiasi
uz naviko regiono.'* Tyrime, kurj atliko Mehrotra ir kt. (2008), metilinimo
zZymeny jautrumas ir specifiSkumas buvo jvertintas iSanalizavus 51 pora
histologiskai piktybiniy ir nepiktybiniy audiniy i§ prostatektomijy. Tyrimo
metu buvo pastebétas GSTPI metilinimas 62% naviko audiniy, palyginti su
2% nepiktybiniy audiniy. APC metilinimas buvo nustatytas 69% vézio
audiniy ir né viename i§ nepiktybiniy audiniy. RARB2 metilinimas buvo
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aptiktas 58% vézio audiniy, taCiau jo nebuvo nepiktybiniuose audiniuose.
Panasiai RASSFIA metilinimas nustatytas 58 % navikiniy audiniy ir 11 %
nepiktybiniy audiniy.'*! Panasiis DNR metilinimo lygiai PV Zidiniuose buvo
nustatyti Serenaités ir kt. (2015) tyrime. Buvo parodyta, kad GSTP1, RASSF1
ir RARB taip pat daznai (>75 %) buvo metilinami ir jie taip pat parodé auksta
metilinimo lygj (21-36 %) tiriant skirtingus PV Zidinius.'*> Nors tyrimy
rezultatai rodo gan dazng DNR metilinimo pakitimy paplitimg PV
kancerizacijos lauke, taciau tyrimuose naudoti skirtingi tyrimy metodai ir
eksperimentinés salygos gali turéti jtakos rezultatams ir néra tiesiogiai
palyginami su miisy gautais rezultatais.

Pleciantis mpMRT diagnostikai daugéja nuomoniy, kad dalis PV gali
biti gydoma Salinant navikinius zidinius vadinamosios Zidiniy
terapijos/chirurgijos metodu, taip iSvengiant komplikacijy susijusiy su
radikalia prostatektomija. Neurovaskulinius pluostus tausojanciose robotinés
prostatektomijos atvejuose daznai yra praneSama apie sunky Slapimo
nelaikyma ir erekcijos sutrikimg po operacijos. Taciau lyginant su minimaliai
invazyviais gydymo metodais, Siy komplikacijy atvejai néra fiksuojami né
vienoje prostatos fokalinés terapijos grupéje. Daugeliui vidutinés rizikos
pacienty, kuriems ligos progresavimo rizika taikant aktyvy stebé&jimag (AS) yra
nepriimtinai didelé, bet gyvenimo kokybé gydant visa liaukg biity per prasta,
tinkamiausias sprendimas yra zidininé terapija. Tac¢iau Siai dienai daugelis
klausimy lieka neatsakyty, kuriy svarbiausias - kokia zona, esanti aplink
jtariama navikg prostatoje, turi biiti paSalinta, kad iSvengtume ateityje ligos
atsinaujinimo ir progresavimo. Taikant zidining prieSinés liaukos krioterapija,
vidutinés trukmeés laikotarpiu, pastebimas didelis pacienty iSgyvenamumas,
taciau yra Zinoma, kad po 5 mety iSgyvenamumas Siai dienai siekia tik 70
%.14 Dideliai daliai pacienty, kuriems yra taikoma krioterapija ir HIFU,
tikétina, kad reikés pakartotinio zidininio gydymo, kad biity galima pilnai
kontroliuoti prostatos vézj. Pagrindinis argumentas, kuris pasisako pries§
zidining terapijg yra nepakankama pacienty, serganciy kliniskai reikSminga
liga, gydymo patirtis ir pacienty imtis. Netinkamai parinkus pacienta Zidininei
terapijai, pasekmés gali buiti rimtos ir susijusios su PV progresavimu ir
paciento mirtimi. Pacienty atrankos kriterijai zidininei terapijai ir toliau
tobulé¢ja remiantis naujomis prostatos mpMRT vertinimo gairémis,
atsiradusiomis ir vis tobuléjanciomis pritaikomosiomis prostatos
biopsijomis.'* Taciau Siai dienai dél diagnostinio nenuoseklumo paciento
atrankai fokalinei prostatos vézio terapijai yra reikalingi papildomi jrodymais
pagrijsti kriterijai.

Dabartinés fokalinés PV terapijos strategijos skiriasi ne tik tinkamumo
kriterijais, bet ir sunaikinamo ar i$saugomo audinio kiekiu t.y. nervus
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tausojanti prostatos abliacija, hemiabliacija, ledo ritulio lazdos formos ar tik
tiksliné zidiné terapija. Diseases (ICUD)/Societ Internationale de Urologie
(SIU) fokaline prostatos terapija laiko sékmingu gydymo metodu ne tik, kaip
trumpalaikj naviko sunaikinima, bet taip pat, kaip kliniskai reikSmingo vézio
sunaikinimg vidutiniu ir ilgalaikiu laikotarpiu. Tac¢iau tiksliai nezinant, kokie
pakitimai yra jvyke¢ Salia navikinio zidinio, ir tiksliai neparinkus fokalinés
terapijos apimties, galima palikti sglygas kliniSkai reikSmingam véziui
i8sivystyti ateityje. Trumpuoju laikotarpiu Sio vézio zidinio nesunaikinimas,
greiCiausiai reik§ fokalinés terapijos nesé¢kme, ir net vidutiniu ir ilgalaikiu
laikotarpiu tai gali lemti ligos atsinaujinimg ir progresavimg 12.!43

Siame biomedicininiame tyrime geny atranka buvo pagrista miisy
ankstesne patirtimi, tiriant bioZymenis susijusius su PV kancerogeneze.!'7-!"”
Siame tyrime bandéme jvertinti navika slopinanéiy geny DNR metilinimo
masta perifokaliniame audinyje esant mpMRT nematomam PV ir palyginti jj
su normaliu prostatos audiniu ir mpMRT matomu PV. Buvo iskelta hipotezé,
kad DNR metilinimo biozymenys véliau gali buti naudojami kaip jautri
priemon¢ vietiniam PV plitimui nustatyti. Remdamiesi ankstesniais tyrimais,
pasirinkome iStirti $iuos genus, kurie geriausiai atspindi PV specifinius
poky¢ius ir vietinj PV plitimg prostatos audinyje.!'714>14 GSTP1, RASSF1I,
APC ir RARB genai yra dazniausiai metilinami PV genai, kuriy metilinimo
daznis yra svyruoja nuo 70 iki beveik 100 % jvairiuose tyrimuose.!46-14 Miisy
tyrimo rezultatai atskleidé, kad visy tirty geny DNR metilinimo lygis
navikiniame pazeidime buvo statistiskai reik§mingai didesnis, palyginti su
perifokaliniais méginiais ir histopatologiSskai normaliais audiniais. Be to,
keturiy geny biozymeny derinys parodé didziausia diagnosting verte PV, testo
jautrumas buvo 94% ir specifiskumas 100%. Pagrindiné $io tyrimo i§vada yra
ta, kad nors radiologiniu poziiiriu mpMRT, perifokalinis prostatos audinys ir
plotas 20 mm atstumu nuo navikinio pazeidimo nesiskyré, genetiniame
lygmenyje buvo nustatyti reikSmingi skirtumai. Tai leidzia daryti prielaida,
kad >10 mm plotas atrodo pakankamai saugus zidininei PV terapijai,
remiantis molekuliniu lauko vézio masto kartografavimu.

Pasirinkty geny DNR metilinimo poky¢iai buvo analizuojami
kiekybinémis priemonémis naviko Zzidiniuose ir perifokaliniame prostatos
audinyje, lyginant su normaliu prostatos audiniu, kai diagnozé buvo nustatyta
mpMRT. Misy tyrimas rodo, kad visy tirty geny DNR metilinimo lygis
navikiniame pazeidime buvo statistiSkai reikSmingai didesnis nei
perifokaliniuose méginiuose, o pasickus >10 mm atstumg hipermetilinimas
reik§mingai sumazéja. Remdamiesi tuo, galime daryti iSvada, kad saugus
atstumas nuo pagrindinio navikinio pazeidimo yra ne maZzesnis kaip 10 mm,
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o galimas Zidininis vidutinés rizikos PV serganciy pacienty gydymas gali buti
atliekamas atliekant regionine fokaling hemi-abliacija.

Onkologijoje audiniy biopsija pagrista diagnostika vis dazniau papildo
skyséiy biopsija. Siuo metodu organizmo skysé¢iuose (kraujyje, lapime)
tirima laisvai cirkuliuojanti DNR (cfDNR). Sergant véziu ar turint
ikinavikiniy pakitimy cfDNR gausiai pasipildo naviko Igsteliy DNR, nes
naviko zonoje vyksta instensyvi lasteliy apykaita, o ZlivancCios Iastelés
paskleidzia savo DNR organizmo skysciuose. Tikétina, kad skysciy biopsija
galéty padéti identifikuoti kliniSkai reik§minga vézj, nepavykus tiksliai paimti
audinio biopsijos i§ naviko zidio, bei leisty stebéti navikui specifinés DNR
kiekio kitimus po Zidininés terapijos.

Siuo tyrimu jvertinome 4 epigenetiniy Zzymeny tinkamuma skysciy
biopsijos tyrimams. Musy tyrime nepaisant Zzemo DNR metilinimo lygio
Slapime, visi istirti biozymenys parodé tokia pat tendencija kaip ir audiniuose,
o didziausias DNR metilinimo lygis buvo aptiktas kliniskai reikSmingo PV
grupéje (GG > 2). Slapimo Zymeny rinkinio diagnostiné verté buvo Zymiai
pagerinta derinant Zymenis su kraujo tyrimo parametrais, tokiais kaip PSA ir
PSAD. I§ keturiy analizéje dalyvaujanciy geny tik GSTPI promotoriaus
metilinimo lygis sugebéjo atskirti PV atvejus nuo kontroliniy pacienty (p =
0,0005) ir net kliniskai reikSmingo PV atvejus nuo kliniSkai nereik§mingy
atvejy (p = 0,029, 17 pav.). Nelastelinés DNR metilinimo lygis $lapime buvo
akivaizdziai mazesnis nei audiniy méginiuose. Taciau, nepaisant Zemo DNR
metilinimo lygio Slapime, visi tirti biozymenys rodé ta pacig tendencija —
Zemiausias metilinimo lygis buvo nustatytas kontrolingje grupéje, o
didZiausias — kliniSkai reikSmingo PV grupéje. Potencialiy Slapimo zymeny
charakteristiky analizé parodé, kad visy keturiy zymeny derinys su PSA arba
PSAD zymiai padidina jautruma ir specifiSkuma atskiriant kliniSkai
reikSmingg PV nuo kontrolinés (ne vézio) grupés. Keturiy bioZymeny testo
derinys su PSAD leido identifikuoti kliniskai reikSmingg PV su >90%
jautrumu ir specifiSkumu, o tai rodo didelj potencialg naudoti Sias neinvazines
priemones stebint atvejus po zidinés — fokalinés prostatos terapijos.

Reminatis EAU rekomendacijomis, neinvazinis Slapimo testas Select
MDx (MDxHealth, Irvine, Kalifornija, JAV) yra rekomenduojamas
iSankstinei galimai agresyvaus prostatos vézio atvejy atrankai pries atliekant
prostatos mpMRT.> Tac¢iau musy tyrimas rodo galimg tokio neinvazinio
tyrimo nauda stebint pacientus po zidininés — fokalinés terapijos. Taciau
norint jrodyti testo patikimuma, reikia atlikti papildoma perspektyvinj tyrima,
kuriame pacientai su vidutinés ar Zemos rizikos PV bty gydomi zidinine PV
terapija.
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8. ISVADOS

Tyrimo eigoje nustatyti 227 prostatos vézio (PV) atvejai.
Pritaikomosios MRT/UG kontroliuojamos biopsijos metodu nustatyti
97 (34,28%,; 97/283) kliniskai reik§mingo PV atvejai. Naudojant
radiologinio jveréio PI-RADS v2.1 balg >4 kaip teigiama testo
rezultaty, siekiant aptikti kliniSkai reikSmingg PV, pritaikomosios
biopsijos jautrumas ir specifiSkumas sieké 35,56% ir 92,31% (plotas
po kreive (AUC) = 0,639).

Adaptuotos sisteminés (AdSB) biopsijos metodu nustatyti tik 24
kliniskai reikSmingo PV atvejai (8,48 %; 24/283), Zymiai maziau nei
pritaikomosios biopsijos metodu (p<0,001). Naudojant radiologinio
jverCio PI-RADS v2.1 balg >4 kaip teigiama testo rezultata, metodo
jautrumas ir specifiskumas buvo 8,52 % ir 92,31 %, (AUC = 0,504;
95 % PI: 0,6-0,6 0,7).

Visy tirty RASSF1, GSTPI, RARB ir APC geny promotoriaus DNR
metilinimo lygis pagrindiniame navikiniame zidinyje buvo statistiskai
reikSmingai didesnis nei kancerizacijos lauko méginiuose, esanciuose
10 mm atstumu nuo navikinio zidinio (p< 0,0001), ir nenavikiniuose
méginiuose, esanc¢iuose 20 mm atstumu nuo zidinio (p< 0,0001).

PV atvejy Slapimo nuosédy méginiuose GSTP! geno metilinimo lygis
buvo didesnis nei kontroliniy atvejy méginiuose (p = 0,0005), taip pat
kliniskai reikSmingo PV atvejuose lyginant su kitais PV atvejais (p =
0,029). Nustatant kliniskai reikSmingg PV geriausiu daignostiniu
potencialu pasizyméjo dviejy neinvaziniy DNR metilinimo Zymeny ir
dviejy klinikiniy parametry (RARB, GSTP1, PSA ir PSAD) derinys.
Sio zymeny rinkinio jautrumas sieké 78,57%, o specifiskumas 59,26
% (P=0,012).

9. REKOMENDACIJOS

Siekdami sumazinti kliniskai nereikSmingo PV aptikimo daznj galime
rekomenduoti visiSkai pakeisti sisteming prostatos biopsijg tik i
pritaikoma MRT/UG kontroliuojama prostatos biopsija. Sis tyrimas
rodo, kad tikslinés prostatos biopsijos pakanka saugiai ir jautriai
nustatyti kliniskai reikSmingg PV pirminés biopsijos metu.

Siekiant pagerinti kliniSkai reikSmingo PV aptikimo daznj atliekant
MRT/UG  kontroliuojamga  prostatos  biopsijos  procedira,
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rekomenduojame paimti bent keturis méginius i§ kiekvieno navikinio
zidinio, kai mpMRT identifikuoja ne mazesnj kaip 8 mm navikinj
zidinj.

Siekiant geriau nustatyti kliniskai reikSminga prostatos veézj, kaip
pirmine diagnostikos priemone rekomenduojama naudoti mpMRT,
taip pat atlikti tiksling prostatos biopsija, skysta prostatos biopsija ir
visus duomenis derinti su klinikiniais rodikliais, ypa¢ PSA ir PSAD.

Norint istirti lokaly PV i$plitimo lygj, nustatant kancerizacijos lauko
efekta aplink vézio zidinj, rekomenduojame jvertinti Siy RASSF,
GSTPI, RARB ir APC geny metilinimo lygj prostatos biopsijose,
paimtose i§ MRT aptikty vézio zidiniy ir 10 bei 20 mm atstumu nuo
navikinio zidinio krasto.

Galime daryti iSvadg, kad saugus atstumas nuo navikinio zidinio
krasto yra ne mazesnis kaip 10 mm, dél to rekomenduojame, sickiant
radikaliai i8gydyti vidutinés rizikos lokaly prostatos vézj naudoti
regioning tiksling prieSinés liaukos hemi-abliacija.
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11. SUMMARY

Prostate cancer (PCa) is the most prevalent oncological disease in males
in Western Europe, including Lithuania. Before the multiparametric magnetic
resonance imaging (mpMRI) era, the principal method to diagnose PCa and
determine the risk was a systematic 12-core transrectal ultrasound (TRUS)-
guided biopsy. Unfortunately, TRUS-guided biopsy is performed randomly,
without targeting the tumor, and leads to over-diagnosing of clinically
insignificant cancer in up to 50% of cases and not diagnosing clinically
significant cancer in up to 18% of men, particularly if the tumor is in the apical
or anterior regions of the prostate. In addition, TRUS-guided biopsy causes
side effects including bleeding, pain, and severe systematic infection. To
tackle this problem, new methods are being established which lead to
increased biopsy accuracy based on the prostate mpMRI. One of the most
promising and easily accessible prostate biopsy techniques is the mpMRI and
ultrasound fusion (mpMRI/US)-guided prostate biopsy, which uses a specially
designed system and software to fuse mpMRI images with real-time TRUS.
This technique allows us to target suspicious lesions much more accurately
than systemic TRUS-guided prostate biopsy, a little bit more accurately than
transrectal cognitive guidance prostate biopsy, and gives advantages of this
tactic mainly due to fewer biopsy cores taken that give lower rates of
complications and better tolerance for the patient. Based on the Cochrane
meta-analysis, MRT-FIRST and 4M clinical trials, the absolute added value
of systematic biopsy for the detection of clinically significant PCa is known
to be lower than that of targeted biopsy. Nowadays, it is important to get an
answer whether targeted prostate biopsy enhances the detection of clinically
significant PCa and safely obviates the need for systemic biopsy in primary
patients, as some controversies remain. This study aimed to prove the high
accuracy of mpMRI/US-guided targeted prostate biopsy for the detection of
clinically significant PCa and demonstrate that adapted systematic biopsy
(AdSB) does not provide additional benefit for the detection of clinically
significant PCa.

Even in the most contemporary nerve-sparing robotic prostatectomy
series, severe incontinence and erectile dysfunction are reported at detectable
rates that are not seen in any of the focal therapy cohorts. For many
intermediate-risk patients for whom the risk of progression with active
surveillance (AS) is unacceptably high, but for whom quality of life with
whole-gland treatment would be too low, focal therapy offers a possible
solution. However, many questions remain unanswered for every mode of
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focal therapy for PCa. High radical treatment-free survival is seen with focal
cryotherapy over a medium-term period, but it has been reported as low as
70% at 5 years. Many patients receiving both cryotherapy and high-intensity
focused ultrasound will need repeat focal treatment for definitive cancer
control. The major argument against focal therapy lies in the undertreatment
of patients with clinically significant disease. The consequences of improperly
designating a patient for focal therapy may be profound. Patient selection
criteria for focal therapy continue to evolve—mpMRI guidance, targeted
fusion biopsy. Due to diagnostic inconsistency, additional evidencebased
parameters are needed for patient selection. Nowadays evidence is increasing
that molecular biomarkers can complement existing standard clinic diagnostic
and prognostic tools, especially when a liquid biopsy is exploited. DNA
methylation is the earliest, most stable, and most frequent alteration in the PCa
genome and has been investigated in detail as a source of molecular
biomarkers. Frequent DNA hypermethylation of promoter region of PCa-
associated tumor suppressor genes is a prominent feature observed during
early prostate tumorigenesis, as well as during its local progression and
potential metastatic development, and perhaps occurs much more frequently
and consistently than genetic mutations.

This study was initiated to better understand the field cancerization effect
next to PCa index lesions and to evaluate the DNA methylation extent of target
tumor suppressor genes in perifocal tissue on mpMRI-nonvisible PCa and
compare it to the normal prostate tissue and mpMRI visible PCa.

Current strategies for organ-preserving PCa ablative therapy have varied
in their eligibility criteria but also in the amount of tissue targeted for
destruction and/or preservation: nerve-sparing prostate ablation, hemi-
ablation, hockey stick, and target focal therapy. Diseases (ICUD)/Societ
Internationale de Urologie (SIU) defined image-guided focal therapy success
as the eradication of the tumor focus on the short term, also the absence of
clinically significant cancer in the intermediate to long-term. Within the
untreated or outfield area for the development of clinically significant cancer.
In the short term, this out-field cancer focus likely represents selection failure
but in the intermediate-to-long-term, this may mean de novo cancer. Gene
selection was based on the genetic pathway significance in prostate
carcinogenesis and our previous experience on PCa biomarker research. DNA
methylation changes of selected genes were analyzed by quantitative means
in tumor foci and perifocal prostate tissue in comparison to normal prostate
tissue in PCa cases with mpMRI-diagnosed PCa. Therefore, we undertake to
determine the safe area of focal therapy (10-20 mm), to evaluate which area
needs to be affected to obtain long-term good results, believing that
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hypermethylation in the cancerization field is important in the progression of
PCa.

Aim of the thesis

e This study aimed to prove the high accuracy of mpMRI/US-guided
targeted prostate biopsy for the detection of clinically significant PCa and
demonstrate that adapted systematic biopsy (AdSB) does not provide
additional benefit for the detection of clinically significant PCa.

e  This study was initiated to better understand the field cancerization effect
next to PCa index lesions and to evaluate the DNA methylation extent of
target tumor suppressor genes in perifocal tissue on mpMRI-nonvisible
PCa and compare it to the normal prostate tissue and mpMRI visible PCa.

e  Therefore, we undertake to determine the safe area of focal therapy (10—
20 mm), to evaluate which area needs to be affected to obtain long-term
good results, believing that hypermethylation in the cancerization field is
important in the progression of PCa.

Objectives of the thesis

1. To determine the sensitivity and specificity of mpMRI/US-guided
targeted prostate biopsy for the detection of clinically significant PCa by
transperineal prostate biopsy method.

2. Comparison of prostate cancer detection rate in MRI/US fusion guided
targeted prostate biopsy with systematic prostate biopsy.

3. Investigate the possibility of specifying the local spread of the disease by
determining the epigenetic field effect around the cancer focus:

a. To evaluate the methylation of RASSFI, GSTPI, RARB and
APC genes in prostate biopsies taken from MRI-detected
cancer foci and 10 and 20 mm from the focus edge.

b. To study the correlation of mpMRI images with
hypermethylation of the aforementioned genes.

4. To compare epigenetic changes in patients with clinically significant
prostate cancer detected by mpMRI and to determine correlations with
clinical diagnostic indicators PSA, PSAD, and others.
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Novelty and practical significance of the thesis

This study investigated the specificity and sensitivity of mpMRI/US-
guided targeted prostate biopsy for the detection of clinically significant
prostate cancer. Based on the results of this study, clinical practice could
reduce the detection rate of clinically insignificant prostate cancer by
completely abandoning systematic prostate biopsy and replacing it with
adaptive MRI/US-guided prostate biopsy. This would allow a reduction in
overdiagnosis and associated adverse outcomes and maintain the same
frequency of detection of clinically significant prostate cancer. The study also
allowed us to evaluate the possibility of improving the prognostic value of
MRI by predicting the risk of cancer progression, selecting treatment tactics,
or performing active surveillance.

Our study showed that the level of DNA methylation of all investigated
genes was statistically significantly higher in mpMRI-recorded foci than in
perifocal samples, and that hypermethylation decreased significantly when it
reached a distance > 10 mm from the tumor focus. Therefore, we can conclude
that a safe distance from the tumor focus is at least 10 mm, and in clinical
practice, focal hemiablation of the prostate would be considered as a radical
treatment option for intermediate-risk prostate cancer. Noninvasive urine tests
are very valuable for follow-up of patients after prostate cancer treatment, but
larger prospective studies are needed.

Statements to be defended

1. The methods currently used in clinical practice to diagnose prostate
cancer do not have sufficient sensitivity and specificity to detect
clinically significant prostate cancer.

2. Currently, there is a lack of scientific evidence on whether it is sufficient
to perform only an targeted prostate biopsy in primary patients based on
the results of the mpMRI study or whether a systematic prostate biopsy
should be performed for this reason.

3. The methylation frequencies of the promoters of the genes RARB,
RASSF1, GSTP1, and APC differ reliably in normal prostate tissue,
prostate cancer, and the zone around prostate cancer tissue (carcinization
field), making them useful for PV diagnosis and treatment area selection.

4. Urine-detected gene RARB, RASSF1, GSTPI, and APC gene promoter
methylation can be used in combination with mpMRI to assess PV
aggressiveness and risk group.
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MATERIAL AND METHODS

The study was approved by the Vilnius Regional Biomedical Research
Ethics Committee 2019-11-05 (No. 2019/11-166-654. The permit was issued
until 2022-11-01). 2022-10-27 Vilnius Regional Biomedical Research Ethics
Committee extended the permit until 2023-11-01. No. 2020-LP-68. Patients
who were treated at the Centre of Oncourology of National Cancer Institute,
met inclusion criteria and did not have any exclusion criteria were included
into the study. Molecular analysis was performed at the Laboratory of Genetic
Diagnostic of NCI. A pathological examination was performed at the National
Center of Pathology, Affiliate of Vilnius University Hospital Santaros
Klinikos.

Inclusion criteria

o mpMRI with lesions by (PI-RADS v2.1) score equal to or greater than 3;

o Age > 18 years;

e Elevated or rising PSA (PSA > 2.5 ng/mL (ages 30-50) or PSA > 4.0
in ages 50-79);

e Suspicious DRE;

e After signing the informed consent form document,

e Itis planned to perform the initial biopsy or a repeat biopsy when the
information about the previous biopsy results is insufficient to predict
the treatment strategy.

Exclusion criteria

e Age <18 years or >80 years;

o Current treatment of prostate cancer (radiotherapy, antiandrogen
therapy, brachytherapy, HIFU);

e Previous treatment for prostate cancer

e Any contraindication to the standard TRUG prostate biopsy
procedure;

e Refusing to sign an informed consent document;

e Men without prostate mpMRI;

e mpMRI with lesions by (PI-RADS v2.1) score equal to 2 or less than 2;
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Patients and Samples

All patients who underwent primary mpMRI/US-targeted prostate biopsy
for suspected localized PCa at the National Cancer Institute (Lithuania)
between November 2019 and February 2022 were included in the study. The
Regional Bioethics Committee approved the study (No. 2019/11-166-654 and
2020-LP-68), and informed consent was obtained from all participants. All
1.5T and 3T mpMRI scans have been performed in the same institution
according to the standardized protocol, while external images have been re-
evaluated pre-operatively.

The PI-RADSv2.1 scoring system was used to report mpMRI results.
Contouring of the prostate margins and target lesions was performed by two
experienced radiologists using the transverse T2 TSE images. The mpMRI/US
biopsies have been performed with the “BioJet” fusion system (D&K
Technologies, Barum, Germany) using the transperineal approach by a single
interventional radiologist. Furthermore, we used this technique that avoids
rectal wall puncturing, which leads to a near-zero risk of infection. For all
patients, a prostate biopsy was performed under general anesthesia. Only 1 g
of Cefazolin was used during the procedure for the prevention of UTI, based
on the findings of a literature meta-analysis.

For all patients, lesion-targeted and systematic biopsies have been
performed. Lesion targeted biopsy 2-4 cores have been taken from each PI-
RADS 3-5 lesion, followed by a systemic 12-core biopsy ignoring index
lesions. Thus, the median number of cores taken from the lesions by the
targeted prostate biopsy was 4 (DS = 1.68), while 12 cores in median (SD =
4.8) were taken during systematic sampling. In general, the median number of
biopsy cores performed at one procedure was 16 (SD = 4.5). Slight biopsy
variations were allowed in large-size prostates and/or large-size target lesions.
All biopsy samples have been evaluated by urological pathologists from the
National Center of Pathology (Lithuania) and reported according to the EAU
recommendations. Clinically significant PCa was defined as ISUP grade
group > 2 detected at any biopsy core.

T2 mpMRI scans have been performed in the same institution and the PI-
RADSV2.1 scoring system was used to report mpMRI results.3 Contouring of
the prostate margins and target lesions was performed by two experienced
radiologists using the transverse T2 TSE images. The targeted prostate
biopsies have been performed with the “BioJet” fusion system (D&K
Technologies) using the transperineal approach by a single interventional
radiologist. For all patients, lesion-targeted and systematic biopsies have been
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performed and every core taken was documented in three dimensions and
registered to the mpMRI protocol (Figure 1).

* Normal prostate tissue

Prostate cancer
Gleason score 3+3=6
Grade group 1

Prostate cancer
Gleason score 3+4(25%)=7
Grade group 2

e Contouring line of the
prostate gland

@ Contouring line of the
index lesion according by
mpMRI on T2 images

SAGITAL VIEW LA Pathohistology

Fig. 1 A three-dimensional picture of prostate gland multiparametric magnetic
resonance imaging (mpMRI) after prostate biopsy with mapping of
histopathology. Original image modified by BioRender.com. [Color figure
can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

Lesion-targeted biopsy of two to four cores have been taken from each
PI-RADS three to five lesion, followed by a systemic 12- core biopsy ignoring
index lesions, and additional four biopsy cores were taken from distinct range
10 and 20mm from the index lesion for DNA methylation analyses. Four
tissue specimens were collected for each patient using a 22mm automatic
punching device: two samples from index lesions, one from perifocal 10mm
away tissue, and another one (control sample)}—20mm away from index
lesion; 20mm away from the focus were obtained from another lobe of the
prostate (Figure 2).

Perifocal tssue
Wide cancerization field, 20 mm

Perifocal tissue
Narrow cancerization field, 10 mm

Systemic 12-core biopsy ignaring
index lesions

Biopay core 20 mm away from
index lesion egde

Biopsy core 10 mm away from
index lesion egde

Biopsy core from index lesicn,
detected by mpMRI

®0e & ©

Index lesion

Fig. 2 Prostate biopsy technique and field cancerization scheme. Created with
BioRender.com. [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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All biopsy samples and RP specimens have been evaluated by dedicated
uropathologists (D. D.) from the National Center of Pathology (Vilnius,
Lithuania) and reported according to the The European Association of
Urology recommendations.17 Formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE)
prostate tissues, after accurate histological evaluation, were sent to the
National Cancer Institute, Laboratory of Genetic Diagnostics in Vilnius,
Lithuania for DNA purification procedure and further genetic analysis. The
RP specimen was fixed in 10% neutral buffered formalin for 24 h. After
fixation tissue was serially sectioned at 3—5mm intervals into perpendicular
sections (about 4mm thick). Sections were dehydrated and embedded in
paraffin wax. Hematoxylin and eosin (H&E)-stained sections (5 pm thick)
were produced for microscopic evaluation using whole slide images. Whole-
mount histopathology (Figure 3) of RP specimens was evaluated and
compared with mpMRI images in the same slices.18 This technique was used
to specify the location of prostate biopsies and to precisely evaluate the
distances of the perifocal field biopsies from the index lesion to perform a
qualitative analysis of hypermethylated genes.

ANTERIOR ",
‘m'\ i e

Gleason score 1
3+4(25%)=7 ¥ o

Grade group 2 N N

POSTERIOR

Fig. 3 Whole-mount prostate histopathology image.
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Prostate moderately differentiated (Gleason 3 + 4(25%) = 7, Grade Group 2)
acinic adenocarcinoma (with intraductal spread). Original image modified by
BioRender.com. [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

DNA extraction and bisulfite conversion

FFPE prostate tissues were pretreated with ImL of xylene (Carl Roth) for
10 min at 55°C twice. Xylene was removed from the samples by incubating
them with ImL of >96% ethanol at 55°C for 10 min. Samples were further
treated with 25 pL of proteinase K (Thermo Scientifc™, Thermo Fisher
Scientific) for 18 h at 55°C and 500 pL of lysis buffer, consisting of 50mM
Tris—HCI pH 8.5, ImM EDTA, 0.5% Tween-20 (all from Carl Roth). All
voided urine samples (n = 272) were prepared and further processed according
to the standard protocol.13 For DNA extraction from urine sediment samples
lysis buffer consisting of 10mM Tris—HCI pH 8.0, 1% Sodium dodecyl sulfate,
and 75mM NaCl (all from Carl Roth) was used. DNA was extracted using
standard phenolchloroform purification and ethanol precipitation method. For
qualitative DNA methylation analysis, up to 400 ng of purified DNA were
modified with bisulfite, using EZ DNA Methylation ™ Kit (Zymo Research)
according to the manufacturer's protocol, except that the initial incubation of
samples was performed at 42°C for 15 min, instead of 37°C.

Quantitative DNA methylation-specific PCR (QMSP)

The gMSP primers and probes specific for methylated DNA for genes
RARB, and GSTPI were designed using Methyl Primer Express® Software
v1.0 (Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific) and ordered from
Metabion. Primer sequences for APC, RASSF1, and ACTB were obtained
from previous publications19,20 (Supporting Information: 1). ACTB was
used in each run for the normalization of the DNA input. The qMSP was
performed in triplicates for each set of primers in separate wells. The reaction
mix (20 pL in total) consisted of 1x TagMan® Universal Master Mix II, no
UNG (Applied Biosystems™), 300 nM of each primer, 50 nM of the probe,
and ~ 10 ng of bisulfite-converted DNA. All assays were carried out under the
following conditions: 95°C for 10 min followed by 45-50 cycles of 95°C for
15 s and 60°C for 1 min, using QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems ™). Only those runs where no-template control (NTC)
gave no amplification products, and artificially methylated control (MC) gave
a positive signal were considered valid. The backgroundbased threshold
algorithm was applied for the estimation of the cycle of quantification (Cq)
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value. The methylation level of a particular gene was estimated based on the
AACq algorithm and expressed as a percentage of the MC.

Statistical analysis

In our study, descriptive statistics were used to outline main patient
characteristics (age, PSA, PSA density (PSAD), prostate volume, and mpMRI
findings). According to the PI-RADS score, all patients were divided into two
groups: clinically significant cancer with ISUP > 2 with a PI-RADS score > 3
and clinically insignificant PCa. Unpaired t-tests were used to assess the
differences between these groups, and values were given as mean =+ standard
deviation (SD). Sensitivity, specificity, negative predictive value (NPV), and
positive predictive value (PPV) of mpMRI/US-guided biopsy in diagnosing
clinically significant PCa (ISUP > 2) with a PI-RADS score > 3 were
evaluated with providing supremacy to the dominant lesion in each patient. P-
value was calculated as the probability that the observed sample area under
the Receiver Operating Characteristic (ROC) curve is found when, in fact, the
true area under the ROC curve is 0.5 (null hypothesis: area = 0.5). The
significance level of p < 0.05 was used for the evaluation of statistical
hypotheses. The combined histological results of MRI/US-guided and 12-core
systematic biopsy cores were used as a reference. All statistical tests were
performed using SPSS 28.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA).

Statistical analysis and data visualization of the genetic part of the study
were performed with MedCalc® v12.7 software (MedCalc Software) and
GraphPad Prism v8.0.1 software (GraphPad Software, Inc.). The Mann—
Whitney U test was used for two-group comparisons of continuous data. The
ability of the biomarkers to distinguish groups was evaluated by performing
receiver operating characteristic (ROC) curve analysis and estimating the area
under the curve (AUC) values. A p-value of <0.050 was considered
significant.
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RESULTS

Comparison of Diagnostic Values of Targeted and Systematic Prostate
Biopsies

In total, 283 patients have been included in the study (17 cases were
excluded due to the clinical and anatomical reasons; data of these cases are
not shown). Clinical and radiological characteristics of the study cohort are
provided in Table 1.

Table 1. Clinical and radiological characteristics of the study cohort. PSA—
prostate-specific antigen, mpMRI—multi-parametric magnetic resonance
imaging, ADC—apparent diffusion coefficient, ISUP— The International
Society of Urological Pathology, GG—prostate cancer grade group.

Variable Patients (n=283)
Age, years Mean 63.59
SD 7.41
PSA, ng/mL Mean 7.67
SD 5.89
PSA density, ng/mL/cc Mean 0.19
SD 0.49
Prostate volume, mL Mean 50.84
SD 23.18
mpMRI targets quantity, n Mean 1.51
SD 0.65
mpMRI target volume, mL Mean 1.21
SD 1.96
mpMRI ADC av. value pm?/s Mean 634.56
SD 204.85
PI-RADS V2.1 score, n (%) 3 11 (3.9 %)
4 190 (67.1 %)
5 82 (29.0 %)
ISUP grade group, n (%) No PCa 56 (19.8 %)
GG1 130 (45.9 %)
GG2 62 (21.9 %)
GG3 28 (9.9%)
GG4 7(2.5%)
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The overall detection rate of PCa in the cohort was 80.21% (227/283),
while targeted MRI/US-guided biopsy and adapted systematic biopsy detected
Pca in 74.56% (211/283) and 48.76% (138/283) of patients (p < 0.001),
respectively.

The clinically significant disease was detected in 34.28% (97/283) of
patients undergoing prostate biopsy. The detection rate of clinically
significant disease by targeted MRI/US-guided biopsy was 34.28% (97/283),
which accounted for 45.97% (97/211) of all PCa diagnoses. Meanwhile, the
detection rate of clinically significant disease after AASB was significantly
lower (8.48%; 24/283; p < 0.001), which accounted just for a small number
17.39%; 24/138) of all PCa cases in comparison to targeted methodology only
(17.39% vs. 45.97%; p < 0.001 Figure 4).

Among patients with clinically significant PCa detected by targeted
prostate biopsy (n = 97), AdSB reconfirmed clinically significant PCa
diagnosis just for 24.74% (n = 24) of patients. In patients for whom no
clinically significant PCa was detected by targeted biopsy, also, no clinically
significant cancer was detected by AdSB. AdSB identified 16 additional cases
of clinically insignificant PCa for patients with no signs of cancer on targeted
prostate biopsy.

Prostate cancer detection rate
100%
90%
80%

70% 40.28%
Clinically significant PCa

© 60%
G S0 . Clinically insignificant PCa
& 40.28%
o 40 No PCa
S 30%
[¥] 51.24%
5 20%
S 25.44%

0%

AdPB mpMRI/US fusion targeted

Prostate biopsy type
Fig. 4. The comparison of diagnostic value of targeted and systematic prostate
biopsy (n = 283). AdPB—12-core systematic biopsy ignoring index lesions,
mpMRI/US fusion targeted prostate biopsy.

Based on the PI-RADS v2.1 system, the detection rate of clinically
significant disease after the targeted prostate biopsy was dependent on PI-
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RADS?’s group and was predominant among cases with PI-RADS 5 (PI-RADS
3 vs. PI-RADS 4 vs. PI-RADS 5, while p < 0.001; Figure 5). Meanwhile, the
results of AdSB showed no associations with PI-RADS scores of mpMRI (PI-
RADS-3 0.00% vs. PI-RADS-4 7.92% vs. PI-RADS-5 11.00%, p = 0.415).

PI-RADS v2.1 histology concordance
100%

90%

80% 36.4%
70%
)
= 60%
o0 Gleason 23+4
€ 50%
é : 42.4% Gleason 3+3
e
K 40% Negative
30% 63.6% 37.0%
20%
29.9%
10%
9.9%
0%
PI-RADS-3 PI-RADS-4 PI-RADS-5

Fig. 5. Concordance between PI-RADS v2.1 category and histology after
targeted biopsy. Note— statistically significant association between the
proportion of clinically significant lesions (Gleason 3 + 4 or higher) for each
category of PI-RADS v2.1 (p <0.001, n = 283).

ISUP grade group score was also predominantly higher in the PI-RADS
5 group as compared to PI-RADS 4 and PIRADS 3 groups, and the results are
shown in Table 2.

Table 2. Different prostate cancer grade group detection rates according to PI-
RADS scores. GG— prostate cancer grade group.

PI-RADS-3 PI-RADS-4 PI-RADS-5 Total, n=283
n % n % n % n %
No PCa 7 63.63 57 30.00 8 9.76 72 25.44
GGl 4 36.37 80 42.10 30 36.59 | 114 | 40.28
GG2 0 0.0 35 18.42 27 32.92 62 21.90
GG3 0 0.0 16 8.42 12 14.63 28 9.89
GG4 0 0.0 2 1.05 5 6.10 7 2.47
Total 11 100 190 100 82 100 283 100
p<0.001
PI-RADS v2.1 - prostate imaging reporting and data system version 2.1
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When using a PI-RADS v2.1 score >4 as a positive test result to detect
ISUP >2 PCa, the sensitivity and specificity of MRI/US-targeted biopsy
reached 35.56% and 92.31% with a Youden-selected cut-off value of PI-

RADS v2.1 > 4 (area under the curve (AUC) = 0.639 (95% confidence
interval (CI): 0.6-0.7) Figure 6). NPV of MRI/US-targeted biopsy was 7.02%
(95% CI: 3.792-11.677), while PPV was 98.88% (95% CI: 94.22-99.96, p =
0.0007).

mpMRI/US-targeted prostate biopsy Adapted systematic prostate biopsy
100} 100 -
., 80t 80 i
o [ * i
2 60 2z 60}
2 L = [
@ 40 @ 40 L
% [ . % [
201 : : 20f
o AUC:0.639 i AUC: 0.504
O_;\\lwwwlwllllwwlwlwl 0 TERRRTE IFERRTIN EEFREIN RN SR |
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
100-Specificity, % 100-Specificity, %

Fig. 6. Sensitivity and specificity of targeted and systematic biopsy in
diagnosing ISUP >2 prostate cancer by (a) mpMRI/US-targeted prostate
biopsy; (b) Adapted systematic prostate biopsy. AUC— Area Under the
Curve.

Using the same approach, the sensitivity and specificity of AASB group
were 8.52% and 92.31%, respectively, with a Youden-selected cut-off value
of PI-RADS v2.1 >4 (AUC = 0.504; 95% CI: 0.6-0.7 Figure 3). The NPV of
the method was 5.04% (95% CI: 2.717-8.459), and PPV was 95.47% (95%
CI: 78.33-99.85; p=0.910).

Associations with Clinical and Radiological Variables

Statistical analysis revealed that the patients with clinically significant
PCa were significantly older (65.08 (SD =7.24) vs. 62.82 (SD = 7.4) years, p
= 0.007) and harbored significantly lower prostate volume (44.25 (SD =
17.83) vs. 54.27 (SD =24.89), mL, p < 0.001) as compared to cases with the
clinically insignificant disease. No significant difference was identified in
PSA, PSA density level, and target lesion size between targeted and
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systematic biopsy groups (all p > 0.05). Most cases with clinically significant
disease 54.64% (53/97) were detected by the first targeted core, while the
second and third targeted samples detected an extra 16.49% (16/97) and
28.87% (28/97) of cases, respectively. For 78.95% of patients with additional
biopsies, the regions of interest (ROI) were greater than 0.5 cm3 or § mm in
diameter. According to mpMRI, the most common ROIs were in the
peripheral zone of the prostate (66.10%), followed by the transition zone
(27.51%) and fibromuscular stroma (6.39%). There were no statistically
significant differences between clinically relevant and non-significant PCa
detection rates using target and AdSB, depending on lesion location on
mpMRI.

Epigenetic Biomarkers in FFPE Tissue Samples

To evaluate the field cancerization extent, DNA methylation level in the
RARB, RASSF1, GSTP1, and APC genes was analyzed in biopsy sample from
PCa index lesion (n = 83), perifocal tissue (» = 80) and control non-cancerous
tissue (n = 39) from 44 patients. All patients included in this study underwent
MRI/UG image-guided prostate biopsy.

Quantitative analysis revealed that the DNA methylation level of all
studied genes was statistically significantly higher in the index lesion
compared to the perifocal samples 10 mm distant from the index lesion (all p
<0.0001; Figure 7). Moreover, non-cancerous tissues taken 20 mm away from
the index lesion showed even lower levels of DNA methylation as compared
to perifocal samples or the samples from the index lesion.

On average, the level of RARB methylation in index lesions was 6 times
higher compared to perifocal tissue and 13 times higher than non-cancerous
tissue. The average level of RASSF1 methylation in index lesions was 13 times
higher compared to perifocal tissue and 23 times higher than in non-cancerous
tissue. The average methylation level of GSTPI and APC in the index lesion
compared to perifocal tissue was 60 and 21 times higher, respectively. The
average methylation level of GSTPI was 234 times higher than in non-
cancerous tissue, while APC methylation in non-cancerous tissue was not
detected at all. This shows the accuracy of MRI/UG image-guided prostate
biopsy in identifying index lesions and the safety of focal PCa therapy
considering the spread of PCa cells beyond the PCa foci.
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Fig. 7 DNA methylation levels of the regulatory regions of RARB, RASSF1I,
GSTPI, and APC genes in FFPE prostate tissue samples according to their
histology. Lines indicate a median with 95% confidence intervals. The table
shows the average level of DNA methylation in index lesions, 10 mm away
from them in perifocal tissue samples, and in non-cancerous tissue samples,
20 mm away from the index lesion.

To gather further insights about the spread of epigenetic changes in
prostate tissue, heatmap analysis was performed which allowed us to map
DNA methylation marks of each sample (Figure 8). In some of the cases (B20-
19937, B20-26292, B20-33989, B20-5479, B20-36740, B20-33707, B20-
20740) quite extensive DNA methylation was observed in perifocal samples,
and even in non-cancerous samples (B20-33707, B21-3263, B20-20740). In
most of the cases with two samples from index lesion involved in analysis (n
= 34) the extent of epigenetic alterations was rather uniform, but in a few cases
(B20-20740; B20-33707; B20-36740; B20-2088; B20-33989, B20-7272)
some disagreement was noted.
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Fig. 8 Heatmap analysis of biomarkers, distinguishing between prostate
cancer index lesions (IL), perifocal tissue samples (PeriF), and non-cancerous
prostate tissue (No PCa). It represents the average DNA methylation levels of
each gene in the sample

Discrepant cases were additionally checked by the pathologist and
radiologist. B20-20740 and B20-2088 cases showed high RARB, GSTPI,
APC, and RASSF1 DNA methylation levels in the PeriF samples
(Supplementary Material 2). The distance from index lesion was corrected and
the actual distance was 6 mm and 5 mm accordingly, instead of 10 mm. B20-
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33707 case also showed high RARB, GSTPI, APC, and RASSFI DNA
methylation levels in PeriF samples and according to pathologist opinion this
sample contained some GG1 prostate adenocarcinoma cells, that possibly
impacted epigenetic findings. This field cancerization is invisible on mpMRI
images, but detectable by genetic screening. According to the final pathology
protocol (Gleason 3+4(5%)=7, Grade Group 2) acinic adenocarcinoma of the
prostate, pT3a (extra prostatic spread 6 mm long on the right)), high
methylation levels could be related to the large volumes of locally advanced
disease. Similar situation was with the B20-33989 case. While the B20-36740
case also showed high RARB, GSTPI, APC, and RASSF1 DNA methylation
levels in PeriF samples, and this sample has High-Grade Prostatic
Intraepithelial Neoplasia diagnosis by histology protocol and the distance
from the index lesion was 6 mm. Of interest, the B20-7272 case had the low
methylation level in all studied genes, instead of GSTPI, at the sample from
index lesion, even though it was the (Gleason 3+3=6 / Grade group 1) acinic
adenocarcinoma of the prostate, 30% (4.0 mm).

After this additional assessment it is apparent that the shorter distance
from the index lesion, the greater hypermethylation intensity in histologically
normal prostate tissue. It means that hypermethylation is proportional to the
distance from the index lesion, which is also observed in control samples.
Also, high methylation levels could be related to larger volumes of locally
advanced disease or the presence of GG1 PCa, which is invisible on mpMRI
images.

Characteristics of Diagnostic Tool

For the selection of the most appropriate biomarkers for molecular
diagnostics of PCa and evaluation of field cancerization extent, the ROC curve
analysis was performed. When the index lesion was compared with non-
cancerous tissues, the highest sensitivity and specificity were reached by
analyzing RARB, GSTP1 & APC (AUC = 0.98; p < 0.0001), and RARB,
RASSFI, GSTP1 & APC (AUC = 0.98; p < 0.0001) biomarker combinations
(Figure 9, Table 3). When assessing the diagnostic potential of each of the
studied genes, the gene RASSFI had the highest sensitivity and specificity
(AUC =0.94; p <0.0001).
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Fig. 9 Analysis of ROC curves for single biomarkers and combinations of two
to four biomarkers, distinguishing between prostate cancer index lesions and
non-cancerous tissue samples. The 95% confidence interval is indicated in the
brackets, AUC — Area Under the Curve
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Table 3. Analysis of ROC curves for single biomarkers and combinations of two to four biomarkers in distinguishing between prostate
cancer index lesions and non-cancerous tissue samples. AUC — Area Under the Curve, CI — Confidence Interval, ACV — Associated
Criterion Value, PPV — Positive Predictive Value, NPV — Negative Predictive Value
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Single biomarker

RARB 0.93 0.86-0.97 <0.0001 87.88 89.16 0.77 >7.40 93.99 79.23
RASSF1 0.94 0.89-0.98 <0.0001 94.59 84.34 0.79 >14.90 97.07 73.98
GSTP1 0.89 0.82-0.94 <0.0001 94.59 79.52 0.74 >0 96.90 68.49
APC 0.93 0.87-0.97 <0.0001 100 85.54 0.86 >0 100 76.50

The panel of two biomarkers

RARB & RASSF1 0.94 0.88-0.98 <0.0001 96.77 85.54 0.82 >0.76 98.25 75.90
RARB & GSTP1 0.96 0.91-0.99 <0.0001 93.55 90.36 0.84 >0.48 96.75 82.04
RARB & APC 0.96 0.91-0.99 <0.0001 100 90.36 0.90 >0.75 100 83.00
RASSF1 & GSTPI 0.96 0.91-0.99 <0.0001 100 84.34 0.84 >0.72 100 75.03
RASSFI & APC 0.96 0.91-0.99 <0.0001 100 91.57 0.92 >0.53 91.57 84.81
GSTPI & APC 0.97 0.92-0.99 <0.0001 100 91.57 0.92 >0.23 91.57 84.81
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The panel of three biomarkers
RARB, RASSF1 & GSTPI 0.96 0.91-0.99 <0.0001 100 84.34 0.84 >0.83 100 75.03
RARB, RASSF1 & APC 0.96 0.91-0.99 <0.0001 100 91.57 0.92 >0.55 100 84.81
RARB, GSTPI1 & APC 0.98 0.93-0.99 <0.0001 100 93.98 0.94 >0.60 100 88.66
RASSFI1, GSTPI & APC 0.97 0.93-0.99 <0.0001 100 93.98 0.94 >0.31 100 88.66
The panel of four biomarkers
RARB, RASSF1, GSTPI & 0.98 0.93-0.99 <0.0001 100 93.98 0.94 >0.46 100 88.66
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Similarly, when PCa index lesions were compared with perifocal tissues, RARB & GSTP1 and RASSF1 & GSTPI (both AUC =
0.94; p <0.0001) combinations had the largest area under the curve (Figure 10, Table 4). The same AUC (AUC = 0.94; p < 0.0001)
was reached with three (RARB, RASSF1 & GSTPI, and RARB, GSTPI & APC, and RASSF1, GSTPI & APC) or all four-biomarker

panel. As previously, the gene RASSFI had the highest sensitivity and specificity (AUC = 0.92; p <0.0001) as a single biomarker of
PCa.

Single biomarker Combination of two biomarkers Combination of three biomarkers Combination of four biomarkers
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— APC, AUC = 0.87 [0.80-0.91] — GSTP1 & APC, AUC = 0.93 [0.88-0.96] — RASSF1, GSTP1 & APC, AUC = 0.94 [0.89-0.97]
— GSTP1,AUC=0.87[0.81-092] — RASSF1&APC, AUC=092[0.87-0.96] _ RARB, GSTP1 & APC, AUC = 0.94 [0.89-0.97]
— RASSF1,AUC =0.92[0.87-0.96] —— RASSF1& GSTP1, AUC =0.94[0.90-0.97] — RARB, RASSF1 & APC, AUC = 0.92 [0.87-0.96]
RARB, AUC = 0.89[0.83-0.93] RARB & APC, AUC = 0.90 [0.85-0.94]

RARB, RASSF1 & GSTP1, AUC = 0.94 [0.90-0.97]
—— RARB & GSTP1, AUC = 0.94 [0.89-0.97]

— RARB & RASSF1, AUC = 0.92 [0.87-0.96]

Fig. 10 Analysis of ROC curves for single biomarkers and combinations of two to four biomarkers, distinguishing between prostate

cancer index lesions and perifocal tissue samples. The 95% confidence interval is indicated in the brackets, AUC — Area Under the
Curve
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Table 4 Analysis of ROC curves for single biomarkers and combinations of two to four biomarkers in distinguishing between prostate
cancer index lesions and perifocal tissue samples. AUC — Area Under the Curve, CI — Confidence Interval, ACV — Associated
Criterion Value, PPV — Positive Predictive Value, NPV — Negative Predictive Value

Biomarker AUC 95% CI p-value Specj/t;lcity, Sens‘i;:vity, :ilodlzie; ACV PPV, % NPV, %
Single biomarker
RARB 0.89 0.83-0.93 <0.0001 92.50 75.90 0.68 >22.26 91.33 78.67
RASSF1 0.92 0.87-0.96 <0.0001 93.75 84.34 0.78 >15.44 93.35 85.19
GSTPI 0.87 0.81-0.92 <0.0001 93.75 74.70 0.68 >1.32 92.56 78.07
APC 0.87 0.80-0.91 <0.0001 96.25 73.49 0.70 >6.28 95.33 77.72
The panel of two biomarkers
RARB & RASSF1 0.92 0.87-0.96 <0.0001 93.75 85.54 0.79 >0.41 93.44 86.17
RARB & GSTPI1 0.94 0.89-0.97 <0.0001 90.00 87.95 0.78 >0.27 90.16 87.77
RARB & APC 0.90 0.85-0.94 <0.0001 88.75 81.93 0.71 >0.37 88.34 82.51
RASSF1 & GSTPI 0.94 0.90-0.97 <0.0001 96.25 81.93 0.78 >0.56 95.79 83.65
RASSFI1 & APC 0.92 0.87-0.96 <0.0001 91.25 87.95 0.79 >0.31 91.28 87.92
GSTPI & APC 0.93 0.88-0.96 <0.0001 95.00 83.13 0.78 >0.40 94.54 84.40
The panel of three biomarkers
RARB, RASSF1 & GSTP1 0.94 0.90-0.97 <0.0001 92.50 85.54 0.78 >0.35 92.23 86.00
RARB, RASSF1 & APC 0.92 0.87-0.96 <0.0001 91.25 87.95 0.79 >0.31 91.28 87.92
RARB, GSTP1 & APC 0.94 0.89-0.97 <0.0001 92.50 84.34 0.77 >0.41 92.13 85.02
RASSF1, GSTPI & APC 0.94 0.89-0.97 <0.0001 96.25 83.13 0.79 >0.47 95.85 84.57
The panel of four biomarkers
RARB, RASSF1, GSTPI & 0.94 0.90-0.97 <0.0001 96.25 83.13 0.79 >0.56 95.85 84.57
APC

91



Epigenetic Biomarkers in Urine Sediments

Aiming at assessment of suitability of selected biomarkers for noninvasive
detection of csPCa quantitative methylation analysis of genes RARB, RASSFI,
GSTPI1, and APC was performed by the gMSP method in urine samples of PCa
patients with clinically significant (n = 71), clinically insignificant (n = 97) PCa, and
patients without PCa (n = 104). using urine samples. In this comparison all cases from
the MRI/UG-guided biopsy cohort were included and compared to control group
without PCa. Out of four genes involved in analysis only GSTPI promoter
methylation level was able to discriminate PCa cases from controls (p = 0.0005) and
even the csPCa cases from the clinically insignificant cases (p = 0.029, Figure 11).
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Average DNA RARB RASSF1 GSTP1 APC
methylation | NoPCa | GG=1[GG22|NoPCa| GG=1| GG22 |NoPCa|GG=1|GG=22| NoPCa |GG=1| GG=2
level, % 004 | 008 | 098 | 352 | 436 | 769 | 000 | 001 | 088 | 023 | 015 | 050

Fig. 11 DNA methylation level of regulatory regions of genes RARB, RASSFI,
GSTP1,and APC, in DNA samples extracted from urine sediments. GG — grade group,
PCa — prostate cancer. Lines indicate median with 95% confidence intervals.

Cell-free DNA methylation levels in urine were apparently lower than in tissue
samples. However, despite the low DNA methylation levels in urine, all tested
biomarkers showed the same tendency — the lowest methylation levels were detected
in control group, and it was the highest in csPCa group (GG > 2). The analysis of the
characteristics of the potential urinary biomarkers showed that the combination of all
four biomarkers with prostate-specific antigen (PSA) or PSA density (PSAD) in
blood, significantly increases sensitivity and specificity in distinguishing csPCa from
the control (non-cancerous) group (Figure 12).The combination of four-biomarker test
with PSAD allowed the identification of csPCa with >90% sensitivity and specificity,
showing a strong potential to use these noninvasive measures during follow-up the
cases after focal therapy.
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Single biomarker Combination of five biomarkers
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— GSTP1, AUC = 0.56 [0.48-0.64] — RARB, RASSF1, GSTP1, APC & PSAD, AUC = 0.90 [0.84-0.95]

APC, AUC = 0.55 [0.47-0.62] —— RARB, RASSF1, GSTP1, APC & PSA, AUC = 0.71[0.63-0.79]

Fig. 12 Analysis of ROC curves for single biomarkers and combinations of five
biomarkers, distinguishing between control group and clinically significant prostate
cancer. The 95% confidence interval is indicated in the brackets, AUC — Area Under
the Curve
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DISCUSSION

Systematic ultrasound-guided biopsy leads to sampling errors that delay the
diagnosis of clinically significant PCa, overdiagnosis of clinically insignificant PCa,
and misclassification of the disease. Based on literature data, it is known that the
detection rate of clinically significant PCa in primary patients undergoing random
systematic biopsy is only 23%. It is known that repeated biopsies give even worse
results: secondary systematic biopsy—14% and third repeated biopsy—6% for
clinically significant PCa detection. In this study, the clinically significant disecase was
detected in 34.28% of cases by targeted biopsy only; meanwhile, the detection rate of
clinically significant disease after systematic biopsy only was just 8.48%. These
results have essentially the same trend compared to the data reported in the literature.
According to the PRECISION trial, men who underwent MRI-targeted biopsy had a
significantly higher rate of ISUP 2 cancer detection than those who underwent
systemic biopsy (38% vs. 26%, p = 0.005, detection ratio 1.46). In the mpMRI era,
saturating prostate biopsy also has rare indications and is used only in exceptional
cases, i.e., secondary patients with negative mpMRI (PI-RADS 1-2 scores) and
elevated PSA. According to the literature, the frequency of detection of clinically
significant prostate cancer after saturation biopsy (24 biopsy cores) is only 16%.

It has been reported that 8—24% of clinically significant PCa may go unnoticed
on mpMRI when a tumor has been diagnosed following radical prostatectomy.
However, according to our data, the overall detection rate of PCa improved only from
74.56% to 80.21% when an adapted systematic prostate biopsywas performed. A
combination of systematic and targeted biopsy schemes has previously been
suggested to provide the highest PCa detection rate, and our results are consistent with
this fact. However, based on our results, adapted systematic prostate biopsy improved
the overall detection rate of PCa but did not provide additional benefit for the detection
of clinically significant disease.

The European Association of Urology recommends for primary patients to
perform targeted plus systematic biopsy and targeted-only biopsy for secondary
patients if their PIRADS score is >3, but our data suggest that only targeted biopsy
could be performed safely in biopsy-naive patients with a PIRADS score > 3 by
avoiding systematic biopsy and maintaining a high clinically significant PCa detection
rate. We substantiate this on the fact that in patients for whom no clinically significant
PCa was detected by targeted prostate biopsy, also, no clinically significant cancer
was detected by adapted systemic prostate biopsy. Other randomized Controlled
Trials focusing on primary patients with a positive MRI found that targeted biopsy
detected significantly more ISUP > grade 2 cancers than a systemic biopsy (risk
difference, —0.11 (95% CI: —0.2-0.0); p = 0.05). Another extremely important fact is
that targeted biopsy without systematic biopsy reduces the detection of ISUP grade 1
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PCa compared to systematic biopsy. In the PRECISION and 4M trials, the detection
rate of clinically insignificant PCa was significantly lower in the targ ted biopsy group
as compared to the systematic-only biopsy group (9% vs. 22%, p < 0.001, detection
ratio of 0.41 for PRECISION; 14% vs. 25%, p < 0.001, detection ratio of 0.56 for
4M). According to the PROMIS study, a negative MRI could avoid unnecessary
TRUS biopsies in 28% of patients, while 21% would be confirmed based on true
negative results, but 7% would not be justified based on false negative results.
However, according to the presented results, it is not possible to assess whether these
clinically significant PCa detected by targeted-only biopsy would have been detected
by additional systematic biopsy. Moreover, we cannot ignore the fact that the number
of biopsy cores performed by targeted biopsy is significantly lower compared to a
systematic biopsy (median number of cores: 2—7 vs. median number of cores: 8—15),
and the detection ratio (i.e., the ratio of the detection rates obtained by targeted biopsy
alone and by systematic biopsy alone) is in the superiority of targeted biopsy (1.12
(95% CI: 1.02—1.23) for ISUP grade > 2 PCa and 1.20 (95% CI: 1.06—1.36) for ISUP
grade > 3 PCa). This fact is also reflected in our study.

An equally important question remains to be answered as to how many targeted
biopsy cores are required for the detection of clinically significant disease during
transperineal MRI/US-guided prostate biopsy. Based on the literature, in men
undergoing mpMRI/US guided biopsy, the first two biopsy cores diagnose the most
clinically significant cancers. However, there remains a proportion of men who would
benefit from additional diagnostic cores, particularly those with foci greater than
8mmin diameter. In our trial, the second and third targeted samples detected an extra
16.49% and 28.87% of clinically significant PCa cases. These additional samples
detected 45.36% of all clinically significant PCa cases, indicating that at least three
targeted biopsy cores might be reasonable for patients with an ROI greater than 0.5
cm3 or 8 mm in diameter.

Prostate cancer is characterized by a multi-focal phenomenon and 67-96% of
prostatectomy specimens display more than one tumor focus. This suggests the
presence of a field cancerization, whereby factors underlying carcinogenesis result in
molecular changes in large areas of the prostate grand. Such changes are detectable in
histologically normal or inflammatory cells and in PIN tissue which generally
precedes carcinogenesis. Studies of tumor-adjacent benign tissue have found
alterations in gene expression, telomere DNA content, and gene copy number that
mimics a malignant phenotype. Additionally, there is an increased prevalence of
methylation in genes such as APC, GSTPI, and RARB?2 known to be methylated in
PCa. DNA methylation biomarkers in combination with PSA level or PSAD could be
used to stratify risk for latent cancer, monitoring disease progression, and in
combination with radiological prostate imaging can assist in proper and safe treatment
selection.
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Prostate mpMRI is a proven imaging modality that can detect clinically
significant foci of PCa with a high degree of accuracy. However, it lacks the precision
to separate csPCa from clinically insignificant disease. This is due to the pitfalls in the
interpretation and technical evaluation of MRI images. A failure to recognize these
issues can result in suboptimal patient treatment in low-grade PCa. The main routine
clinical and pathological variables (PSA levels, GG/ISUP Grade Group, tumor
clinical and radiological staging) are useful in the diagnostic assessment of the tumor,
but they lack sensitivity and specificity in classifying the risk of the disease. Thus,
mpMRI alone may not be enough to choose an individualized treatment for PCa
patients.

DNA methylation biomarker discovery has accelerated rapidly with the
development of whole-genome profiling techniques. The clinically added value of
biomarkers in the era of upfront MRI and targeted biopsies remains unclear.

In this study, we tried to evaluate the DNA methylation extent of target tumor
suppressor genes in perifocal tissue on mpMRI-non-visible PCa and compare it to the
normal prostate tissue and mpMRI visible PCa. It was hypothesized that DNA
methylation biomarkers can subsequently be used as a sensitive measure to detect the
local spread of PCa. Based on previous studies, we chose to study these genes that
best reflect the PCa-specific changes and local spread of PCa in prostate tissue.
GSTP1, RASSF 1, APC, and RARB genes are the most frequently methylated genes in
PCa, with a frequency range from 70 to almost 100 % in different studies. Our results
revealed that the DNA methylation level of all studied genes was statistically
significantly higher in the index lesion, compared to the perifocal samples and
histopathologically normal tissues. Also, the four-gene biomarker combination
showed the highest sensitivity and specificity to PCa with 94% sensitivity and 100%
specificity. The main finding of this study is that although from a radiological point
of view by mpMRI, the perifocal prostate tissue and the area 20 mm away from the
index lesion did not differ, at the genetic level significant differences were determined.
This leads to the assumption that >10 mm area seems safe enough for focal PCa
therapy based on molecular mapping of extent of field cancerization.

In the study conducted by Hanson et al. (2006), GSTPI and RARB2 methylation
were detected in some of the histologically normal-appearing epithelial samples from
two and four patients, respectively. Additionally, normal stromal samples from one
and two patients, respectively, also exhibited methylation. Most of these samples
displayed partial methylation, although two samples showed methylation levels
exceeding 51%. These findings indicated the potential presence of a field effect, where
gene methylation extends beyond the tumor region*. In study conducted by Mehrotra
et al. (2008), the sensitivity and specificity of methylation markers were evaluated by
analyzing 51 pairs of histologically malignant and nonmalignant tissues from
prostatectomies. Additionally, one prostatectomy sample without matching normal
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tissue was included in the analysis. The study observed the presence of GSTPI
methylation in 62% of cancer tissues compared to 2% of nonmalignant tissues. APC
methylation was found in 69% of cancer tissues and none of the non-malignant tissues.
RARB2 methylation was detected in 58% of cancer tissues but was absent in
nonmalignant tissues. Similarly, RASSFIA methylation was identified in 58% of
cancer tissues and 11% of non-malignant tissues 3°. Similar DNA methylation levels
in PCa foci were found in the study by Serenaite et al. (2015), it was shown that
GSTP1, RASSF1, and RARB were also frequently (>75 %) methylated and they also
showed a high level of methylation (21-36 %). Thus, DNA methylation levels and
sensitivity of tested biomarkers found in this study are similar to the findings of other
researchers. However, it is necessary to consider that methods and experimental
conditions in different studies can influence the results.

To date, focal prostate therapy is based only on the results of histological
examination, and we do not have a comparative molecular analysis technique. Our
study showed that epigenetic tests have the potential to be combined with radiomics,
to increase the precision of focal prostate therapy to avoid local progression of cancer
in the future. Moreover, mpMRI misses up to 20% of foci with potentially csPCa. In
such case the liquid biopsy-based tests can be used to improve the diagnostic value of
MRI. The epigenetic test used in field cancerization analysis was also informative on
cell=free DNA extracted from urine of the patients. Despite the low DNA methylation
levels, all tested biomarkers showed the same tendency as in tissues, and the highest
DNA methylation levels were detected in the csPCa group (GG > 2). These values
were significantly improved by combining urinary biomarkers with blood test
parameters such as PSA and PSAD. Non-invasive urine test Select MDx (MDxHealth,
Irvine, California, USA) is recommended for preselection of aggressive prostate
cancer cases before the mpMRI of the prostate, while our study suggest possible
benefit of such non-invasive testing for follow-up of the patients after focal therapy.
However, to prove the concept additional prospective study is needed in the group of
cases treated by focal PCa therapy.
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CONCLUSIONS

In the mpMRI era, systematic prostate biopsy loses its relevance in clinical
practice to select the appropriate treatment for PCa patients. The frequency of
clinically insignificant PCa detection and over-diagnosis rates can be reduced
by completely replacing adapted systematic biopsy with targeted MRI/US-
guided prostate biopsy.

This study demonstrates that targeted prostate biopsy is sufficient for safe and
sensitive identification of clinically significant PCa in primary biopsy-naive
cases without the need to perform an adapted systematic biopsy.

Our study shows, that the DNA methylation level of all studied genes was
statistically significantly higher in the index lesion compared to the perifocal
samples, and hypermethylation significantly decreases after reaching a
distance of >10 mm.

Based on this, we can conclude that the safe distance from the index lesion is
no less than 10 mm and possible focal therapy for intermediate-risk PCa could
be performed by region target hemi-ablation.

Non-invasive urine tests are a highly valuable for further follow-up of patients
after prostate cancer treatment, however, larger prospective studies with
external validation are needed.

RECOMMENDATIONS

To reduce the frequency of clinically insignificant PCa detection and over-
diagnosis rates we could recommend completely replace adapted systematic
biopsy to only targeted MRI/US-guided prostate biopsy. This study
demonstrates that targeted prostate biopsy is sufficient for safe and sensitive
identification of clinically significant PCa in primary biopsy-naive cases
without the need to perform an adapted systematic biopsy.

In order to improve the detection rate of clinically significant PCa during
MRI/US fusion guided prostate biopsy procedure, we recommend to take at
least four samples from each lesion, when the index lesion size is not less than
8 mm visible on mpMRI.

In order to better detect clinically significant prostate cancer, it is
recommended to use mpMRI for initial diagnostic tool, also perform targeted
prostate biopsy, perform liquid prostate biopsy and combine all data with
clinical indicators, especially PSAD.

In order to investigate the local spread of the PCa by determining the
epigenetic field effect around the cancer focus we recommend to evaluate the
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methylation level of these RASSF1, GSTP1, RARB and APC genes in prostate
biopsies taken from MRI-detected cancer foci and 10 and 20 mm from the
focus edge.

We can conclude that the safe distance from the index lesion is no less than
10mm and possible focal therapy for intermediate-risk PCa could be
performed by region target hemi-ablation.
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