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Santrumpuy sarasas

AS — aktyvi stebésena (angl. active surveillance);

CCI — Charlson‘o gretutiniy ligy indeksas (angl. Charlson ‘s comorbidity index);
ccRCC — sviesiy Igsteliy RCC (angl. clear cell RCC);

cfDNR — nelgsteliné DNR (angl. cell-free DNA (cfDNA));

chRCC - chromofobiné RCC (angl. chromophobic RCC);

CTC — cirkuliujancios naviko lastelés (angl. circulating tumour cells);

ctDNR - cirkuliuojanti naviko DNR (angl. circulating tumour DNA (ctDNA));
HIF — hipoksijos indukuojami faktoriai (angl. hypoxia—inducable factors);

LIL — 1étiné inksty liga;

NVNU — nesteroidiniai vaistai nuo uzdegimo;

PN — daliné nefrektomija (angl. partial nephrectomy);

PRCC — papiliariné RCC (angl. papillary RCC);

PSO — Pasaulio Sveikatos Organizacija (angl. World Health Organization (WHO)).
RCC - inksty Igsteliy karcinoma (angl. renal cell carcinoma);

RN — radikali nefrektomija (angl. radical nephrectomy);

SRM - inksty mazi navikai (angl. small renal mass);

TA —termin¢ abliacija (angl. thermal ablation);



VILNIAUS UNIVERSITETAS
GYVYBES MOKSLU CENTRAS

BIOMOKSLU ISTITUTAS

Dalia Jurkénaité

Epigenetiniy bioZymeny ankstyvai neinvazinei inksty naviky diagnostikai ir stebésenai

tyrimas

Magistro baigiamasis darbas

SANTRAUKA

Inksty mazi navikai (SRM) — pTla stadijos <4 cm navikai, sudarantys didZiaja dalj inksty
veézio atvejy. SRM aptikimas yra sudétingas dél nedidelio jy dydzio ir mazZo diagnostikoje
naudojamy metody jautrumo. Sie metodai taip pat neatskiria piktybiniy naviky nuo gerybiniy ir dél
to pasitaiko perdéto gydymo atvejy kuomet dél pavojaus nekelian¢io naviko pasalinamas inkstas ar
jo dalis. Aktyvi SRM stebésena leidzia atidéti ar iSvengti radikalaus gydymo, tac¢iau SRM atveju
néra prieinamy neinvaziniy biozymeny testy diagnostikai ar prognostikai. Sio darbo tikslas yra
nustatyti geny ZNF677, FBN2, PCDH8, TFAP2B, TAC1 ir FLRT2 metilinimo lygj inksty mazus
navikus turin¢iy asmeny $lapimo nuosédose bei jvertinti $iy biozymeny pritaikomumg ankstyvai
diagnostikai ir ligos eigos stebésenai. | tyrimg buvo jtraukti 54 pacientai, kuriems buvo
diagnozuotas SRM ir atlikta perkutaniné biopsija inksty véziui patvirtinti. Diagnozavus SRM,
pacientai buvo aktyviai stebimi ir buvo periodiSkai paimami $lapimo meéginiai, kartu su jvairiais
klinikiniais bei demografiniais rodikliais. IS Slapimo nuosédy iSskirtai DNR buvo atlikta bisulfitiné
modifikacija ir nustatytas metilinimo lygis kiekybinés metilinimui jautrios PGR metodu. Pagal
gautus metilinimo lygius buvo vertinama biozymeny ZNF677, FBN2, PCDH8, TFAP2B, TACL1 ir
FLRT2 diagnostiné ir prognostiné verté. Geriausia diagnostine verte pasizyméjo genas TAC1 (AUC
= 0,69, jautrumas — 72,22 %, specifiSkumas — 61,96 %) bei geny ZNF677, PCDH8, TAC1 ir FLRT2
kombinacija (AUC = 0,74, jautrumas — 90,74 %, specifiSkumas — 50 %). PCDH8 geno metilinimo
lygis teigiamai koreliavo su naviko dydziu, bei neigiamai koreliavo su glomeruliy filtracijos greiciu,
taigi Sis bioZzymuo galéty biiti naudojamas prognostikoje, siekiant jvertinti naviko augima.
Apibendrinant, gauti rezultatai rodo tirty epigenetiniy biozymeny potencialg bti pritaikytiems ypaé
ankstyvai SRM diagnostikai, bei ligos eigos stebésenai.
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SUMMARY

Small renal masses (SRMs) are stage pTla tumours <4 cm that make up the majority of
kidney cancers. Detection of SRMs is difficult due to their small size and low sensitivity of
currently used diagnostic methods. These methods also are not able to distinguish malignant
tumours from benign ones, and as a result, there are cases of overtreatment when a kidney (or part
of it) is removed due to a harmless tumour. Active surveillance of SRMs can delay or avoid radical
treatment, but in the case of SRMs, there are no available biomarker tests for diagnostic or
prognostic purposes. The aim of this thesis is to determine the level of methylation of genes
ZNF677, FBN2, PCDH8, TFAP2B, TAC1 and FLRT2 in the urine sediments of individuals with
SRMs and to evaluate the applicability of these biomarkers for early diagnosis and monitoring of
the course of the disease. The study included 54 patients who were diagnosed with SRM and
underwent percutaneous biopsy to confirm renal cell carcinoma. After a diagnosis of SRM, patients
were actively surveilled and periodic urine samples were collected, along with various clinical and
demographic variables. The DNA extracted from the urine sediment was subjected to bisulfite
modification and the methylation level was determined by quantitative methylation-specific PCR.
The diagnostic and prognostic value of the biomarkers ZNF677, FBN2, PCDH8, TFAP2B, TAC1
and FLRT2 was evaluated according to the obtained methylation levels of the genes. The gene
TAC1 (AUC = 0.69, sensitivity — 72.22 %, specificity — 61.96 %) and the combination of genes
ZNF677, PCDH8, TAC1 and FLRT2 (AUC = 0.74, sensitivity — 90.74 %, specificity — 50 %) had
the best diagnostic value. PCDH8 gene methylation level positively correlated with tumour size and
negatively correlated with glomerular filtration rate, so this biomarker could be used in prognostics
to evaluate tumour growth. In summary, the obtained results show the potential of the studied
epigenetic biomarkers to be used for early diagnosis of SRM and for monitoring the course of the

disease.



IVADAS

Pagal Tarptauting vézio tyrimy agentiira 2020 metais Lietuvoje sergamumas inksty véziu
buvo didziausias pasaulyje, ir uzémé penktg vieta pagal mirtingumg (Cancer today, The
International Agency for Research on Cancer). Inksty véziui taip pat budingas didZiausias
mirtingumas tarp visy urogenitalinés srities naviky (Kabaria et al., 2016). Inksty lasteliy karcinoma
(angl. renal cell carcinoma (RCC)) yra labiausiai paplitgs inksty vézio tipas, sudarantis mazdaug
90 % visy inksty véZio atvejy. Si vézio forma yra daZnai aptinkama atsitiktinai, nes simptomai
pasireiSkia retai, ypa¢ ankstyvose stadijose. Jeigu simptomai yra pastebimi — jie retai kada
specifiniai inksty véziui ir gali bati klaidingai palaikyti kitos ligos simptomais — kaip skausmas
apatinéje nugaros dalyje ar Sone, hematurija — kraujas Slapime ir apCiuopiamas darinys nugaroje
(Vasudev et al., 2020). Per paskutinius du deSimtmecius sergamumas RCC stipriai padidéjo —
kiekvienais metais po ~2 % Europoje, taciau padidé¢jes RCC daznis daugiausial susijgs su
padaznéjusiu pilvo ertmés tomografijos ar ultragarso tyrimy naudojimu esant su RCC nesusijusiems
simptomams (Ferlay et al., 2018). Siuo metu daugiau nei 50 % RCC atvejy yra diagnozuojami
atsitiktinai (Chenam & Lau, 2018). Ankstyvas vézio aptikimas yra labai reikSmingas sékmingam
gydymui. Siam tikslui reikalingi nauji ligos diagnozei bei eigai prognozuoti naudojami biozymenys.
Neisplitusio vézio atveju daZzniausiai taikomas gydymas — chirurginis naviko pasalinimas, atliekant
daline ar radikalig nefrektomija dazniausiai be biopsijos, dél ko pasitaiko perdéto gydymo atvejy,
kai dél gerybinio, pavojaus nekelian¢io naviko pasalinamas inkstas, kas Zenkliai sutrikdo paciento

tolimesnio gyvenimo kokybe (Chenam & Lau, 2018).

Didziajg dalj inksty vézio atvejy sudaro inksty mazi navikai (angl. small renal mass (SRM))
(Rebez & Mir, 2022). Dabartinés SRM diagnozés strategijos apima tyrimg ultragarsu, kompiutering
tomografija ir magnetinio rezonanso tomografija. Pagrindinis $iy metody apribojimas yra nedidelis
ju jautrumas — mazo dydZio navikai sunkiai aptinkami ir stebimi, metodai nesugeba atskirti
piktybiniy nuo gerybiniy naviky ar jy klasifikuoti. Inksty véZys daZnai aptinkamas vyresnio
amziaus zmonéms — daZniausiai diagnozeés metu pasitaikantis amzius — nuo 70 iki 74 mety, vyrams
ir moterims (Kidney Cancer Incidence Statistics, 2015). Siems zmonéms Viso inksto ar inksto dalies
pasalinimo operacija sukelia ypatingai daug komplikacijy, dél to biozymenys ypatingai praversty
stebint ligos eiga, kad operuojama biity tik esant butinybei. Nors DNR metilinimu paremti Kkiti
diagnostiniai urologenitaliniy taky (prostatos bei §lapimo puslés) vézio testai yra prieinami jau ilga
laikg, inksty vézio atveju, nepaisant didelio poreikio, nei vienas bioZymeny testas dar néra

komerciskai prieinamas (Kubiliute & Jarmalaite, 2021).

Beveik visuose vézio tipuose, iskaitant ir inksty vézj, stebimas CpG saly hipermetilinimas

(Locke ir kt.,, 2019). Naviko supresijos geny promotoriaus regionuose esan¢iy CpG saly
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hipermetilinimas yra svarbus $iy geny transkripcijos aktyvumui slopinti. DNR metilinimo pokyc¢iai
véziniuose audiniuose vyksta anksti bei kaupiasi kancerogenezés metu (Arai & Kanai, 2010). Todél
DNR metilinimo bioZymenys potencialiai galéty buti naudojami diagnozuoti vézj ankstyvoje
stadijoje, parinkti tinkamg gydyma bei papildyti dabartines ligos raidos ir gydymo atsako stebé&jimo
strategijas. DNR metilinimas yra pladiai iStirtas epigenetinis reiSkinys, dalyvaujantis geny raiskos
reguliacijoje ir todél siejamas su jvairias procesais, vykstanciais kancerogenezés metu bei daranciais
jitaka naviko vystymosi eigai (Locke et al., 2019). Be to metilinimo poky¢iai inksty véZio atveju yra
kur kas daznesni lyginant su genetiniais pokyciais ir lengvai aptinkami naviko kilmés DNR,
isskirtoje i§ pacienty §lapimo méginiy. Slapimo méginio paémimas — neinvazyvus, paprastas, pigus
bei pacientui nepavojingas procesas, jj tiriant atsizvelgiama j naviko heterogeniskuma. Slapimo,
kaip tiriamosios medziagos naudojimas sudaro galimybe pakartotiniam méginiy paémimui, kas
parodo metodo tinkamumg paciento ligos progresijos ir atsako j gydyma stebéjimui. Taciau norint
naujus biozymenis pritaikyti klinikoje reikalingas didelis iStirty pacienty kiekis, validavimo etapai

bei aukstos diagnostinés ir prognostinés zymeny vertes.

Darbo tikslas

Sio darbo tikslas yra nustatyti geny ZNF677, FBN2, PCDH8, TFAP2B, TAC1 ir FLRT2
metilinimo lygi inksty mazus navikus turin€iy asmeny Slapimo nuosé¢dose bei jvertinti Siy

bioZymeny pritaikomumg ankstyvai diagnostikai ir ligos eigos stebésenai.

Darbo uzdaviniai

1. Istirti geny ZNF677, FBN2, PCDH8, TFAP2B, TACL ir FLRT2 reguliaciniy regiony DNR
metilinimo lygj ligoniy, kuriems diagnozuoti mazi inksty navikai, Slapimo méginiuose,
kiekybiniu metilinimui jautrios PGR (QMSP) metodu.

2. Jvertinti geny ZNF677, FBN2, PCDH8, TFAP2B, TAC1 ir FLRT2 reguliaciniy regiony DNR
metilinimo pokyc¢iy reikSme ankstyvai neinvazinei inksty mazy naviky diagnostikai.

3. Ivertinti geny ZNF677, FBN2, PCDH8, TFAP2B, TAC1 ir FLRT2 reguliaciniy regiony DNR
metilinimo poky¢iy sgsaja su inksty mazy naviky augimo dinamika.

4. Jvertinti geny ZNF677, FBN2, PCDH8, TFAP2B, TAC1 ir FLRT2 reguliaciniy regiony DNR



Sergamumas/100 000 Zmoniy

1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Inksty lasteliy karcinoma (RCC)

Dazniausiai pasitaikantis inksty vézio tipas — inksty lasteliy karcinoma (angl. renal cell
carcinoma (RCC)), kuri sudaro apie 3 % visy vézio atvejy ir pasizymi didZiausiu sergamumu
Vakary Salyse (1.1 pav.) (Ferlay et al., 2018). Visose amziaus grupése abiejy ly¢iy atveju RCC
daznis yra 4,4/100 000, o bendra rizika (0—74 mety amziaus) yra 0,51%, taiau Sie skaiCiai labai
skiriasi priklausomai nuo $alies. Visame pasaulyje didZiausias sergamumas matomas Siaurés
Amerikoje (11,7/100 000), po to seka Vakary Europa (9,8) ir Australija/Naujoji Zelandija (9,2)
(Capitanio et al., 2019). Manoma, kad Europoje ir Siaurés Amerikoje esantis didesnis sergamumas
inksty véziu yra dél didesnio inksty mazy naviky (angl. small renal mass (SRM)) daznio, nes jie
dazniausiai aptinkami pilvo ertmés vaizdavimo metodais, kuriy naudojimas paplites Siuose
regionuose (Bukavina et al., 2022). Europoje didZiausias sergamumas pastebimas Vakary Salyse,
taciau nestipriai skiriasi tarp Sio ir kity Europos regiony. Lietuvoje 2020 m. buvo matomas
didziausias bendras RCC daznis (14,5/100 000), o antroje vietoje buvo Cekija (14,42/100 000).
Kalbant apie mirtinguma, didZiausias buvo uzfiksuotas Lietuvoje (4,9/100 000), Cekijoje (4,8),
Latvijoje (4,7) ir Estijoje (4,6) (Capitanio et al., 2019). Nors mirtingumas pastaruoju metu sumazéjo
Skandinavijos Salyse, Pranciizijoje, Vokietijoje, Austrijoje, Nyderlanduose ir Italijoje, kai kuriose

Europos Salyse (Airijoje, Kroatijoje, Graikijoje, Estijoje ir Slovakijoje), mirtingumas tik auga.

B i

| BEREN
1.9-31 t
1.1-1.9 - Nepritaikoma :
<11 Néra duomeny

1.1 pav. Sergamumas inksty véziu pasaulyje 2020 metais (Cancer today, The
International Agency for Research on Cancer).



1.1.1 RCC etiologija

RCC yra daugiafaktoriné liga, turinti daugybe rizikos faktoriy. Rizikos faktoriai apima
gyvenimo biuida, gretutines ligas, vartojamus vaistus bei aplinkos veiksnius. Taciau svarbu paminéti,
kad atsitiktinis RCC aptikimas ultragarsu bei kompiuterine tomografija ar magnetiniu rezonansu dél
kity, su RCC nesusijusiy priezasciy, galéjo sukurti netikrg asociacijg tarp kai kuriy faktoriy ir RCC
(Capitanio & Montorsi, 2016).

Amzius ir lytis yra stipriai susij¢ su rizika sirgti RCC. Sergamumas didé¢ja vyresniy asmeny
tarpe. Amziui standartizuota norma/10 000 Zmoniy jaunesniy nei 40 mety amziaus grupéje yra 0,5
ir palaipsniui didéja iki 35 vyresniems nei 75 metai (Capitanio et al., 2019). Didziausias
sergamumas aptinkamas 60—70 mety grupéje. Sergamumas taip pat skiriasi tarp ly¢iy santykiu 1,5:1
— vyry tarpe jis yra didesnis visose amziaus grupése, 0 didZiausias skirtumas tarp ly¢iy aptinkamas

vyresniy zmoniy grupése.

Kitas RCC rizikos faktorius — aukstas kino masés indeksas (KMI). Nutukimas yra siejamas
ne tik su daugybe jvairiy ligy bet ir su keliais vézio tipais, jskaitant ir RCC (Bergstrom et al., 2001).
KMI padidéjus 5 kg/m? RCC rizika didéja 25 % vyruose ir 35 % moteryse, turin¢iuose vir§svorio
(Gild et al., 2017). Be padidéjusios rizikos sirgti RCC, nutukusiy pacienty prognozé taip pat yra
prastesné, pasireiSkia blogesnis atsakas j chirurginj naviko paSalinimg bei padidéja operacijos
komplikacijy rizika (Gluba-Brzozka et al., 2022). Viena i§ piktybiniy naviky savybiy —
nekontroliuojamas lgsteliy augimas, invazija bei plitimas ] kitas kiino vietas. Vézio atsiradimas ir
vystymasis yra susijes su lgsteliy metabolizmo disreguliacija, kadangi piktybinés Iastelés
proliferacijai yra reikalingi dideli kiekiai energijos (Gluba-Brzozka et al., 2022). Taigi pertekliniai
energijos ir maistiniy medziagy kiekiai yra palankils vézio vystymuisi. Svorio padidéjimas
ankstyvame (18-35 m.) ir vidutiniame (35-50 m.) amziaus tarpsnyje koreliuoja su didesne rizika
sirgti RCC, tuo tarpu svorio padidéjimas po vidutinio amziaus (>50 m.) stiprios sgsajos Su rizika
sirgti RCC neparodé (Adams et al., 2008). Didesnis visceralinio riebalinio audinio kiekis taip pat
koreliuoja su auks$tesniu Fuhrman laipsniu, Kuris pagal lasteliy pozymius jvertina naviko lgsteliy
netaisyklingumg lyginant su normaliomis, nevézinémis lastelémis (Gluba-Brzozka et al., 2022).
Riebalinio audinio kaupimasis yra gana gerai zinomas RCC rizikos veiksnys, taciau tikslas
mechanizmai, atsakingi uz §j reiSkinj, néra iSaiSkinti. Manoma, kad tokie hormonai kaip insulino
tipo augimo veiksniai bei adipokinai dalyvauja Siame procese (Liao et al., 2017). Didelis kiekis
laisvyjy riebaly rugsciy, gauty i$ hipertrofiniy adipocity, gali biiti transportuojamas j insulinui
jautrius organus, jskaitant kepenis bei kasa, todél sumazéja jautrumas insulinui (Gluba-Brzozka et
al., 2022). Kiti galimi mechanizmai yra susij¢ su lytiniy hormony disreguliacija ir 1étiniu uzdegimu,

kurj skatina trigliceridy kaupimasis adipocituose (Gild et al., 2017). Be to RCC kancerogeneze¢ gali
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paskatinti medziagy apykaitos poky¢iai, atsirandantys dé¢l mutacijy genuose, kuriy produktai yra
susije su metabolizmo reguliavimu (Qi et al., 2021). Kai kuriy tyrimy rezultatai parodé, kad vieno i§
RCC potipiy — Sviesiy lgsteliy RCC — naviko lastelése yra didesnis cholesterolio, cholesterolio
esteriy ir trigliceridy kiekis, palyginti su normaliais audiniais (Saito et al., 2016). Taciau kai kurie
tyrimai parodé teigiamg rysj tarp nutukimo ir geresnio iSgyvenamumo sergant RCC (Turco et al.,
2021), nors atsakingi mechanizmai taip pat néra gerai suprantami. Taip galéjo nutikti dél
kacheksijos — riebalinio ir raumeninio audinio praradimo, kuris ypatingai daznai pasireiskia vézio
pacientams ir nuspéja prastesne ligos prognoze (Gu et al., 2017). Vir§svor] turintiems Zmonéms
kacheksija kelia maziau pavojaus, taigi virSsvoris galbit turi apsauginj poveikj nuo RCC. Fiziné
veikla taip pat galimai sumazina RCC rizika, nes sumazina kiino svori, kraujo spaudima, atsparuma

insulinui bei lipidy peroksidacijg (Capitanio et al., 2019).

Rilkymas jau ilga laikg siejamas su padidéjusia rizika sirgti daugeliu daznai pasitaikanciy
vezio formy, jskaitant ir RCC. Tabako dimuose yra kancerogeny, kurie dalyvauja inksty vézio
vystymesi, jskaitant N—nitrozaminus bei arilaminus (Capitanio et al., 2019). Rikymo intensyvumas
yra reikSmingai susij¢s su didesne rizika i8sivystyti RCC ir prastesne prognoze (Lotan et al., 2016).
Be to, sergamumo rizika yra tiesiogiai susijusi su rikymo trukme ir mazéja didéjant laiko tarpui nuo

metimo.

Kai kuriuose tyrimuose pastebéta, kad saikingas alkoholio vartojimas turi apsauginj efekta
nuo RCC, lyginant su abstinencija (Karami et al., 2015; Lew et al., 2011; Xu et al., 2015). Lew ir
kt. (2011) isanalizavo NIH-AARP (National Institutes of Health — The American Association of
Retired Persons) dietos ir sveikatos tyrimo dalyvius (n = 492 187, 1814 RCC atvejy), ir nustaté
atvirkstinj ry$j tarp alkoholio vartojimo ir RCC rizikos. Vyry tarpe tokia asociacija buvo pastebéta
vartojant aly, o motery — vartojant vyng ir stipriuosius alkoholinius gérimus, bet ne aly. Taciau, nors
ir buvo pastebéta tokia sgsaja, alkoholio vartojimas gali padidinti tikimybe sirgti kity formy véZiu ar
kitais psichinés bei fizinés sveikatos sutrikimais. Kai kuriuose kituose tyrimuose toks rysys tarp

alkoholio vartojimo ir rizikos sirgti RCC uzfiksuotas visai nebuvo (Macleod et al., 2013).

Analgetikai — vieni populiariausiy vaistinéje parduodamy vaisty, skirty malSinti skausmui.
Cho ir kt. (2011) parodé, kad aspirinas bei acetaminofenas rizikos susirgti RCC nepadidino, taciau
reguliariai vartojant nesteroidinius vaistus nuo uzdegimo (NVNU) galimai padidéja RCC rizika.
Kitame tyrime buvo pastebéta, kad acetaminofenas ir NVNU buvo siejami su RCC rizika, taciau
aspirinas — ne, o didesné suvartojamy analgetiky doz¢é atitiko didesne rizika sirgti RCC (Choueiri et
al., 2014).
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Dar buvo pastebéta, kad moteryse RCC rizika padidéja 15 % su kiekvienu pagimdytu vaiku
(Lambe et al., 2002) taciau reikalingi tolimesni tyrimai, patvirtinantys tokig asociacija. Taip pat
zinoma, kad kai kurios industrinés medziagos, kaip benzenas, herbicidai ir vinilas padidina RCC

rizikg (Ballard & Guzman, 2022).

Rizikai susirgti RCC jtaka daro ne vienas demografinis ir klinikinis faktorius, kurie
tarpusavyje taip pat yra daznai susij¢. Nors kai kurie i$ Siy faktoriy néra priklausomi nuo gyvenimo
budo — kaip lytis ar amzius, kiti yra susij¢ su bendrai nesveiku gyvenimo biidu, kuris taip pat
sukelia kitas gretutines ligas, o Sios savaime didina rizikg sirgti RCC bei prisideda prie prastos ligos

prognozes.

1.1.2 Gretutinés ligos

SRM sergantys vyresnio amziaus Zzmoneés, kuriems SRM daZniausiai ir diagnozuojami, daznai
serga gretutinémis ligomis, ir dél komplikacijy rizikos sumazéja galimy gydymo metody
pasirinkimas. Charlson‘o gretutiniy ligy indeksas (angl. Charlson ‘s comorbidity index (CCI/CI)) —
tai indeksas, skirtas jvertinti paciento 10—ies mety iSgyvenamuma, atsizvelgiant | gretutiniy ligy
skai¢iy ir sunkuma. Sis indeksas yra sudaromas kiekvienai i§ j indeksa jtraukty ligy suteikiant 1-6
baly verteg, pagal jy potencialg paveikti paciento 1—eriy mety mirtingumg ir susumuojant $ias vertes
(Charlson et al., 2022). | indeksa itrauktos ligos apima Sirdies ir kraujagysliy, endokrininius,
plauciy, neurologinius, inksty, kepeny, virSkinimo trakto ir vézinius susirgimus. CCI yra siejamas
su iSgyvenamumu inksty vézio atveju — Ather ir Nazim (2010) aprasé, kad RCC pacienty, kuriems
buvo atlikta radikali ar daliné nefrektomija, ir kuriy CCI buvo > 5, bendras iSgyvenamumas buvo
mazesnis, lyginant su RCC pacientais su CCI < 2 ar 34 reikSme. Kitame tyrime buvo tiriamas
pagal amziy koreguotas Charlson‘o indeksas (angl. age—adjusted Charlson'‘s comorbidity index
(AACI)) ir jo sasaja su $viesiy lasteliy RCC potipio pacienty i§gyvenamumu (Kang et al., 2020). Cia
buvo aptikta, kad auksSta AACI reikSme taip pat koreliavo su pazengusia naviko stadija, o AACI > 6

buvo susieta su trumpesniu véziui specifiniu ir bendru i§gyvenamumu.

Hipertenzija — vienas i§ nepriklausomy rizikos faktoriy, kalbant apie RCC. Astuoniolikos
tyrimy metaanalizé patvirtino teigiama rysj tarp hipertenzijos ir RCC rizikos — hipertenzija buvo
susijusi su 67 % padidéjusia RCC rizika, o kiekvienas 10 mmHg kraujosptidZio padidéjimas buvo
susijes su 10-22 % padidéjusia RCC rizika (Hidayat et al., 2017). Biologinis mechanizmas, nuo
kurio priklauso tokia asociacija néra aiskus, ta¢iau mokslininkai mano, kad jame dalyvauja létiné
inksty hipoksija ir lipidy peroksidacija bei besiformuojancios reaktyvios deguonies formos
(Capitanio et al., 2019). Hipertenzija yra viena pagrindiniy létinés inksty ligos (LIL) priezasciy, ir

abiejy ligy atveju hipoksija yra vienas i§ mechanizmy, atsakingy uz zalg inksty parenchimai (Pruijm
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et al., 2013). Hipoksijg skatinantys faktoriai, kuriy transkripcija tokiomis sglygomis aktyvéja,
prisideda prie naviko lasteliy proliferacijos ir angiogenezés (Sharifi & Farrar, 2006). Taciau svarbu
paminéti, kad hipertenzija patiriantiems zmonéms dazniau atlickami pilvo ertmés ultragarso tyrimai
bei kompiuterinés ir magnetinio rezonanso tomografijos, o tai gali prisidéti prie padidéjusio

atsitiktinai aptikty inksty naviky skaiciaus ir sukurti klaidingg ry$j tarp Siy ligy.

Antro tipo cukrinis diabetas yra siejamas su padidéjusia rizika sirgti keliy tipy véziu, jskaitant
kepeny, kasos bei Slapimo puslés vézj (Pearson-Stuttard et al., 2018). Taciau ar tokia pati asociacija
egzistuoja RCC atveju néra aisku. Macleod ir kt. (2013) neuzfiksavo rysio tarp diabeto ir RCC,
taciau Joh ir bendraautoriy tyrime (2011), remiantis 330 patologiskai patvirtinty RCC atvejy tarp
~120 000 motery, 2 tipo cukrinis diabetas buvo reik§mingai susijes su padidéjusia RCC rizika. Joh
ir kt. tyrime taip pat rasta, kad rizika sirgti RCC augo didéjant gretutiniy ligy skaiciui, jskaitant
nutukima, hipertenzijg ir 2 tipo diabeta.

Metabolinis sindromas (MS) — cukrinio diabeto, hipertenzijos ir nutukimo kombinacija,
sukelianti Sirdies ir kraujagysliy ligas. Sio sindromo poZymiai apima auksta (>140/90 mmHg)
kraujospiidj, atsparumg insulinui, auksta trigliceridy kiekj kraujyje bei vir§svorj juosmens srityje
(Saklayen, 2018). MS yra siejamas su kepeny, kasos, skrandZzio, storosios zarnos, $lapimo puslés,
prostatos, gimdos kaklelio ir krities véziu (Zhang et al., 2014). Kaip anks¢iau minéta, daugybé
tyrimy parodo rysj tarp RCC ir pagrindiniy metabolinio sindromo komponenty — nutukimo bei
hipertenzijos, o MS taip pat laikomas nepriklausomu RCC rizikos faktoriumi. Zhang ir
bendraautoriai (2022) pademonstravo MS sgsajg su aukstesniu naviko laipsniu bei stadija Sviesiy
lasteliy RCC pacientuose, ir jvardino MS kaip nepriklausomg rizikos faktoriy §viesiy lasteliy RCC
potipiui.

Inksty akmenligé taip pat yra siejama su RCC. Viename tyrime praneSta, kad inksty
akmenlige buvo reikSmingai susijusi su padid¢jusia RCC rizika vyrams, bet ne moterims
(Cheungpasitporn et al., 2015). Dar vienas rizikos faktorius — 1étiné inksty liga (LIL) — 10-52 %
pacienty su RCC serga LIL diagnozés metu (Sanchez ir kt., 2018). RCC pacientams, sergantiems
LIL arba proteinurija (baltymy atsiradimas Slapime), sumazéja bendras iSgyvenamumas ir padidéja

rizika, kad po gydymo palaipsniui mazés inksty funkcija (Lane et al., 2015).

Gretutinés ligos ne tik apsunkina RCC ligoniy gyvenimg taciau ir nulemia gydymo biidg bei
paveikia RCC ligos eigg. Su RCC sergamumu bei prastesne prognoze yra sicjama hipertenzija,
antro tipo cukrinis diabetas, metabolinis sindromas bei kai kurios inksty ligos. Siy ligy buvimas ar

nebuvimas yra svarbus norint jvertinti RCC ligoniy biiseng ir nuspresti dél gydymo.
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1.1.2 RCC potipiai

RCC apima kelis histologiskai skirtingus potipius, kurie skiriasi patofiziologija, ligos eiga,
atsaku j gydyma bei prognoze. Pagrindiniai RCC potipiai yra Sviesiy Igsteliy RCC (angl. clear cell
RCC (ccRCC)), papiliariné RCC (angl. papillary RCC (pRCC)) ir chromofobiné RCC (angl.
chromophobic RCC (chRCC)) (Linehan & Ricketts, 2019). ccRCC ir pRCC potipiai yra kile i$
proksimalinio nefrono kanalélio, o chRCC kilmé — distalinis kanalélis (Arai & Kanai, 2010). Kai
kurie paveldimi sindromai, kaip VVon Hippel-Lindau (VHL) liga, paveldima papiliariné RCC ir
Birt-Hogg—Dube (BHD) sindromas, padidina rizikg susirgti ccRCC, pRCC ir chRCC atitinkamai
(Rosner et al., 2009). Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) (angl. World Health Organization
(WHO)) klasifikacija i$skiria ir daugiau retesniy histologiniy RCC potipiy (kaip $viesiy lgsteliy
papiliariné RCC) (Biittner et al., 2022), o inksty navikai taip pat gali biiti heterogeniski ir turéti
keliy histopatologiniy potipiy lasteles (Moch et al., 2016). RCC potipio identifikacija yra labai

svarbi, nes padeda teisingai pasirinkti gydymo btidg bei nuspéti ligos eiga ir gydymo pasekmes.

Sviesiy lasteliy RCC yra dazniausias histologinis potipis RCC pacienty tarpe ir apima ~70 %
visy atvejy (Cimadamore et al., 2021). ccRCC navikai daznai i$sikiSa i$ inksto zievés, jy pavirSius —
geltonos spalvos, taip pat matomas kraujavimas ir nekrozés paveiktos sritys (1.2 pav., A). Sio
potipio naviky Iastelés pasizymi perSvieCiama lasteliy citoplazma, kuri uzpildyta lipidais ir
glikogenu, ryskia plazmine membrana ir apvaliu branduoliu (1.2 pav., B) (Arai & Kanai, 2010).
ccRCC issiskiria nuo kity potipiy 3p chromosomos praradimu, lemianciu heterozigotiSkumo
praradimg Siame regione esanciuose keturiuose naviko supresijos genuose: VHL, PBRM1, SETD2 ir
BAP1 (Turajlic et al., 2018). Didziojoje dalyje ccRCC aptinkamas VHL naviko supresijos geno
praradimas dél mutacijy, kopijy delecijy ar promotoriaus hipermetilinimo (Cimadamore et al.,
2021). Pacientali, sergantys Von Hippel-Lindau sindromu paveldi vieng inaktyvig VHL geno kopija
ir juose daznai iSsivysto kiti navikai, kaip hemangioblastomos, feochromocitomos, kasos cistos ir
kt. (Ricketts et al., 2018). VHL geno produktas — 30 kDa baltymas, turintis daugybe funkcijy, i$
kuriy geriausiai zinoma — jo, kaip E3-ubikvitino ligazés komplekso komponento, substrato
atpazinimo funkcija (Arai & Kanai, 2010). Sis kompleksas pazymi HIF (angl. hypoxia—inducable
factors) poliubikvitilinimui ir proteosominiam skaidymui (Mandriota et al., 2002). Hipoksijos
salygomis (arba kuomet neegzistuoja funkcionalus VHL) kaupiasi HIF-1a ir HIF-2a, formuoja
heterodimerus su HIF-1p ir persikelia j branduolj, kur skatina daugelio geny transkripcija. Tokie
genai apima kraujagysliy endotelio augimo faktoriaus (VEGF) gena, kuris skatina angiogeneze,
eritropoetino (EPO) geng, skatinantj eritrocity gamyba, epidermio augimo veiksnio receptoriaus
(EGFR) gena, skatinantj lasteliy proliferacija, ir daugiau geny, prisidedanciy prie naviko vystymosi
(Gossage & Eisen, 2010). Be to, VHL baltymas atlieka funkcijas, kurios nepriklauso nuo HIF-1a ir
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HIF-20. ir, manoma, yra svarbios jo navikg supresuojan¢iam poveikiui (Arai & Kanai, 2010).
PBRM1 geno inaktyvacija randama 40 % ccRCC naviky, ir, kadangi genome Sis genas yra arti VHL
geno, jy delecija daznai jvyksta vienu metu (D’Avella et al., 2020). PBRM1 genas koduoja BAF180
— SWI/SNF (angl. SWItch/Sucrose Non—Fermentable) chromatino remodeliavimo komplekso
komponenta, kuris suri$a DNR ir taip padaro ja maziau prieinamg transkripcijos faktoriams bei
RNR polimerazei (Akhtar et al., 2018). Kol kas PBRM1 praradimo reik§mé naviko progresijai néra
pilnai suprantama, taciau panasu, kad jis yra susijes su Igsteliy judrumu ir proliferacija. BAP1 (angl.
BRCA1-associated protein—1) mutacijos randamos 10—15 % ccRCC. BAP1 baltymas saveikauja su
HCF-1 (angl. host cell factor 1), kuris dalyvauja transkripcijos reguliacijoje ir kurj BAP1
deubikvitilina (D’Avella et al., 2020). SETD2 geno vaidmuo ccRCC vystymesi néra iSaiskintas,
tac¢iau manoma, kad jis svarbus transkripcijos reguliacijai, kartu su kitais veiksniais vézio vystymosi

metu.
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1.2 pav. RCC potipiai. Vaizduojama skirtingy RCC pOtlplL} nav1kq (A C,FQG)ir
lasteliy (B, D, E, H) morfologija. A ir B — Sviesiy lasteliy RCC, C, D ir E —
papiliariné RCC, F, G ir H — chromofobiné RCC (Arai & Kanai, 2010).
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Papiliariné RCC apima 15-20 % visy inksty vézio atvejy ir yra skirstoma j dvi grupes: pirmo
tipo pRCC, kuri sudaryta i§ papiliy, padengty viengubu ar dvigubu mazy lasteliy su menka
citoplazma sluoksniu (1.2 pav., D), ir antro tipo pRCC, sudaryta i§ papiliy, padengty didelémis,
netaisyklingai i$sidés¢iusiomis eozinofilinémis Igstelémis (1.2 pav., E) (Arai & Kanai, 2010). Pirmo
tipo pRCC pacientuose dazniausiai randamos mutacijos MET gene, kartu su mutacijomis TERT,
CKDN2A/B, ir EGFR genuose (D’Avella et al., 2020). MET genas — proto—onkogenas, koduojantis
transmembraniniy receptoriy tirozino kinaze, kurios ligandas yra hepatocity augimo faktorius
(HGF) (Yang et al., 2022). MET aktyvacija ligandu apima kelias intralgstelines kaskadas, kurios
skatina jvairius lgstelés procesus, tokius kaip proliferacija ir migracija, taip skatinant greitg vézio
vystymasi ir plitimg (Arai & Kanai, 2010). Antro tipo pRCC atveju budingos mutacijos
CDKNZ2A/B, TERT, NF2, ir FH genuose (D’Avella et al., 2020). FH geno koduojama fumarazé
aktyvuoja HPH (angl. HIF prolyl hidroxylase), kuri atlicka HIF hidroksilinima, kad $j atpazinty
VHL. FH geno mutacija skatina kancerogeneze, nes dél neveiklios HPH kaupiasi HIF baltymai
(Arai & Kanai, 2010). Antras pRCC tipas dazniausiai siejamas su prastesne prognoze, lyginant su
pirmu pRCC tipu (Wong et al., 2019). Genas CDKN2A/2B (angl. cyclin dependent kinase inhibitor
2A/B), kurio mutacijos aptinkamos abiejuose pRCC tipuose — naviko supresoriaus genas, jo
mutacijos randamos ir daugelyje kity vézio tipy (Chan et al., 2021). TERT (angl. telomerase reverse
transcriptase) geno mutacijos taip pat aptinkamos jvairiuose piktybiniuose navikuose, kadangi Sis

genas yra svarbus reguliuojant telomerazés aktyvumg vézinése lastelése (Colebatch et al., 2019).

Chromofobiné RCC (chRCC) apima apie 5-7 % visy suaugusiyjy inksty naviky. Sie navikai
turi aiSkiai apibréZtg riba, ir pasiZymi Sviesiai rudos spalvos pavirSiumi (1.2 pav., F ir G). Juos
sudaro lgstelés, pasizymincios rySkiomis membranomis, susitraukusiais netaisyklingos formos
branduoliais bei aplink branduolj esanéia aureole, kuri atsiranda branduoliui susitraukiant (1.2 pav.,
H) (Cimadamore et al., 2021). chRCC pasizymi daugybiniais chromosomy praradimais
(chromosomy Y, 1, 2, 6, 10, 13, 17.21), sumazéjusia CYCLOPS geny ekspresija ir TP53 ir PTEN
geny mutacijomis (Ohashi et al., 2019). CYCLOPS (angl. Copy—number alterations Yielding
Cancer Liabilities Owing to Partial 10sS) genai — tai genai, esantys $alia naviko supresijos geny ir
viena jy kopija yra daznai prarandama vézinése lastelése, todél likusi kopija tampa ypatingai svarbi
ir gali buti naudojama kaip chemoterapijos taikinys (Ohashi et al., 2019). CYCLOPS apima 124
genus, ir chromosomose, kuriy praradimai yra dazni chRCC atveju, yra apie trecdalis Siy geny.
Chromofobinés RCC atveju taip pat daznai pasitaiko per didelé KIT geno ekspresija, kartu su
kitomis §io geno mutacijomis (Arai & Kanai, 2010). KIT yra Il tipo receptoriaus tirozino kinaz¢,
kurios aktyvinimas sukelia fosforilinimo kaskadg, ir taip aktyvuojami jvairiis transkripcijos
faktoriai, kurie reguliuoja apoptoze, lastelés diferenciacijg, proliferacijg, chemotaksj ir lgstelés

adhezijg — visi Sie procesai yra svarbiis vézio vystymosi ir plitimo metu.



Tikslesnis RCC naviky potipio identifikavimas ne tik svarbus pacienty gydymo procese, bet ir
gali turéti jtakos jy Seimos Sveikatai, su genetiniais sindromais susijusiy RCC atveju. RCC tipai
skiriasi histologija bei agresyvumu, be to skirtingy RCC potipiy atveju egzistuoja metilinimo

skirtumai, kurie gali buti potencialiai panaudojami diagnozei bei klasifikacijai.

1.2 DNR metilinimo poky¢iai inksty véZio kancerogenezéje

Vézinés lastelés pasizymi ne tik genetiniais, bet ir epigenetiniais pokyciais. DNR metilinimas
— tai kovalentiné cheminé modifikacija, kurios metu CpG dinukleotiduose citozino ziedo 5 anglies
pozicijoje prijungiama metilo grupé (Jin et al., 2011). DNR metiltransferazés perkelia metilo grupes
nuo S-adenozilmetionino ant citoziny. DNR metilinimas yra stabili modifikacija, perduodama
dukterinéms lgsteléms i§ motininiy joms dalijantis ir yra labai svarbus procesas X chromosomos
inaktyvacijai, genominiam imprintingui, transpozony nutildymui ir geny ekspresijos reguliacijai
(Mohn & Schiibeler, 2009). Kancerogenezés metu lasteléje vyksta metilinimo pokyciai, kuriy
rezultatas dazniausiai bina globaliai hipometilintas genomas ir daugelio CpG saly hipermetilinimas,
paprastai apimantis geny promotorius ir pirmus egzonus (Locke ir kt., 2019). Geno reguliaciniy
sri¢iy  hipermetilinimas ir globalus hipometilinimas skirtingai paveikia kancerogenezg.
Hipometilinimas daugiausiai vyksta pasikartojanc¢iuose genomo regionuose ir skatina genominj
nestabiluma, taip sukeldamas neteisinga chromosomy segregacija lastelei dalijantis ir transpozabiliy
elementy aktyvinima. Sie procesai toliau sukelia geneting Zala (Ehrlich, 2009). Zidininis
hipermetilinimas gali sukelti naviko supresijos geny ar reguliatoriniy genomo regiony, svarbiy
normaliam lastelés funkcionavimui nutildymg (Stone et al., 2015). Metilinimo poky¢iai inksty
kancerogenez¢je vyksta vieni pirmyjy, o DNR metilinimo kaupimasis taip pat buvo susietas su
prastesne prognoze RCC pacientuose (Arai & Kanai, 2010). Epigenetiniai ir genetiniai poky¢iai
néra iSimtini vienas kito atZvilgiu vykstant inksty kancerogenezei ir DNR metilinimo pokyciai

veikia kartu su geny mutacijomis ir yra svarbus jvykis inksty véZiui vystantis.

1.3 Inksty véZio diagnostika

Pastaruoju metu sergamumas RCC stipriai padidéjo — JAV 1975 metais sergamumas buvo
7,09/100 000 Zmoniy, o 2012 m. Sis skaicius iSaugo iki 15,91/100 000 zmoniy (Chenam & Lau,
2018). Kai kurie mokslininkai sitlo, kad padidéjes RCC ir kity inksty naviky daZnis gali buti
siecjamas su padidéjusiu hipertenzijos ir nutukimo dazniu (Sanfilippo et al., 2014), taciau Sis
padidéjimas labiausiai susijes su padaznéjusiu pilvo ertmés tomografijos ar ultragarso tyrimy
naudojimu esant su RCC nesusijusiems simptomams (Chenam & Lau, 2018). Inksty vézio
simptomai apima hematurijg, skausmg Sone bei apCiuopiamg mas¢ ties inkstu, taiau, dél

padaznéjusio vaizdinimo metody naudojimo, inksty navikai daZniausiai aptinkami Siems
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simptomams pasireik$ti nespéjus (Ballard & Guzman, 2022). Didesnis atsitiktinai aptikty inksty
naviky daznis stebimas visose klinikinése stadijose, taiau dazniausiai pasitaikantys yra inksty mazi
navikai (angl. small renal mass (SRM)), (smulkiau aptarti véliau) kurie apima Tla (<4 cm
skersmens) stadijos navikus. SRM proporcija tarp 1993 ir 2004 mety padidéjo nuo 43,0 % iKi
57,1 % (Marra et al., 2017). 1 ir 2 stadijos RCC sergan¢iy zmoniy 5 mety iSgyvenamumas yra
didesnis nei 90 %, lyginant su aukstesnés stadijos liga, kurios atveju §i reik§mé sumazéja iki 15 %
(Ballard & Guzman, 2022). Taigi ankstyva tiksli diagnozé labai svarbi, norint pagerinti pacienty

gyvenimo kokybe bei uztikrinti tinkama gydyma ir prognozg.

1.4 Inksty vézio klasifikacija
1.4.1 TNM Kklasifikacija inksty véZio atveju

Inksty véziui apibtudinti galima pasitelgti jvairius prognostinius faktorius, kai kurie i jy —
naviko stadija, histologinis laipsnis ir paciento amzius. Naviko stadija yra vienas svarbiausiy
tokiy faktoriy ir RCC atveju gali biiti nustatyta naudojant jvairias sistemas, taciau placiausiai
naudojama TNM sistema, kurig pasitlé UICC (angl. Union for International Cancer Control) ir
AJCC (angl. American Joint Committee on Cancer) organizacijos (Swami et al., 2019). TNM
(angl. Tumour, Node, Metastasis) sistema klasifikuoja piktybinius navikus pagal pirminio naviko
dydj (T), jo plitimg j limfmazgius (N) bei metastazes (M) (Amin et al., 2016). Tokia sistema
reikalinga norint prognozuoti ligos eiga, daryti sprendimus renkantis gydyma bei standartizuoja
vézio nomenklatiirg, taip palengvinandama vézio tyrimus skirtinguose regionuose. Yra 4 T
stadijos, kurios apibudina naviko dyd; — T1, T2, T3 ir T4, o did¢janti stadija atspindi didesnj
naviko dydj ir iSplitimg (Amin et al., 2016). T stadijos dar gali buti smulkiau i$skirstomos itin
detaliam naviko apibiidinimui — T1 stadija, kuri apima navikus, neiSplitusius uz inksto riby,
skirstoma j Tla (<4 cm skersmens) ir T1b (4-7 cm skersmens). N stadija, apibiidinanti naviko
i8plitimg ] netoliese esancius limfmazgius, skirstoma j 3 stadijas — NX, kuomet limfmazgiai
negali buti iStiriami, NO — limfmazgiuose véziniy lasteliy nerandama ir N1 — viename ar
daugiau limfmazgiy egzistuoja véZinés lastelés. M stadija skirstoma j; MO, kuri nurodo

metastaziy nebuvimg ir M1, nurodancig metastaziy buvimag (Amin et al., 2016).

1.4.2 Fuhrman ir WHO/ISUP Klasifikacija inksty véZio atveju

Histologinis naviko laipsnis — svarbus prognostinis faktorius inksty vézio atveju. Viena
populiariausiy ir placiausiai naudojamy RCC klasifikavimo sistemy — 1982 m. Fuhrman ir kt.
apraSyta sistema, kuri jvertina branduolio dydj, forma ir branduoléliy ryskuma (Delahunt et al.,
2019). Sis naviko laipsnio jvertinimo badas susilauké daug kritikos dél jo pritaikomumo,

atkuriamumo bei tikslumo, taciau net ir atsizvelgus | jvairias problemas, Fuhrman sistema ilga laika
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buvo placiai naudojama, ypa¢ JAV (Delahunt et al., 2016). Be Fuhrman klasifikavimo sistemos,
nuo 1978 iki 2002 m. buvo pasiiilytos dar 8 branduolio pozymiy vertinimu pagristos RCC
klasifikavimo sistemos, taciau $iuo metu naudojama WHO/ISUP sistema (Delahunt et al., 2019).
2012 m. ISUP (angl. International Society of Urologic Pathologists) pasitlé naujag ccCRCC ir pPRCC
tipy klasifikavimo sistemg, kurig jgyvendino PSO (Delahunt et al., 2016). WHO/ISUP sistemoje
naviko laipsnio jvertinimas pagrjstas branduolélio ryskumu (1-3 laipsniai), 0 4 laipsnio navikai
pasizymi branduolio anaplazija, milziniSkomis Igstelémis ir rabdoidiniais ir/arba sarkomatoidiniais
pozymiais (1.3 pav.) (Browning et al., 2021). Si sistema yra pagrjsta tuo, kad ccRCC ir pRCC
pacienty ligos eiga ir baigtis yra susije su naviko Igsteliy branduoléliy rySkumu. Remiantis Fuhrman
ar WHO/ISUP Kklasifikavimo sistema, chRCC atveju tyrimai neparodé koreliacijos tarp histologinio

laipsnio ir ligos eigos bei baigties, todél sie navikai néra klasifikuojami (Delahunt et al., 2019).
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1.3 pav. WHO/ISUP laipsniai ccRCC histologijai klasifikuoti. A paveikslélyje matomas
1 laipsnis, B — 2, C — 3 ir D — 4 laipsnis, kurio atveju matomos atipiskos milziniskos
lastelés ir branduolinis pleomorfizmas — branduolio dydzio, formos ir/ar kity pozymiy
nepastovumas (Delahunt ir kt., 2019).

1.4.3 Inksty maZzi navikai

Inksty mazi navikai (angl. Small renal mass (SRM)) — tai mazesni nei 4 cm skersmens, Tla
stadijos inksty navikai (Sanchez ir kt., 2018). SRM sudaro 48-66 % visy RCC diagnoziy ir apima
platy spektrag naviky, kurie pasizymi jvairiu metastatiniu bei augimo potencialu (nors augimo greitis
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ir metastazavimo daznis dazniausiai yra labai Zemas), ir apima gerybinius, neprogresuojanéius bei
agresyvius navikus (Burruni et al.,, 2016). Tam tikrais atvejais kompiuteriné ar magnetinio
rezonanso tomografija gali aptikti makroskopinius riebalus esancius navike, kurie parodo
angiomiolipomg (AML) — gerybinj navika, ta¢iau, nors per pastaruosius deSimtmec¢ius vaizdavimo
metodai stipriai patobuléjo, naudojant vien tik vaizdavimo metodus galutiné diagnozé,
apsprendzianti naviko piktybiskuma, néra jmanoma, taigi naviko histologijai jvertinti pasitelkiamos

inksty naviko biopsijos (Chenam & Lau, 2018).

1.5 SRM gydymas

RCC gydymas priklauso nuo daug faktoriy, jskaitant paciento klinikines charakteristikas,
naviko dydj, formg bei naviko patologija. Gydymo buidai apima aktyvig stebésena (angl. active
surveillance (AS)), daling nefrektomija (angl. partial nephrectomy (PN)), radikalia nefrektomija
(angl. radical nephrectomy (RN)), termine¢ abliacija (angl. Thermal ablation (TA)) bei taikiniy
terapija (angl. Targeted therapy) (Ballard & Guzman, 2022), taciau taikiniy terapija yra

rekomenduojama tik esant metastazavusiam inksty véziui (Kim et al., 2016).

1.5.1 Aktyvus SRM chirurginis gydymas

Nefrektomija — tai operacija, kurios metu pasalinamas pazeistas inkstas (radikali
nefrektomija) ar inksto dalis (daliné nefrektomija) (Sun et al., 2017). Pirmenybé teikiama PN, nes
Siuo atveju iSsaugoma dalis inksto ir kartu inksty funkcijos, kas ypatingai svarbu pacientams,
sergantiems LIL ar turintiems kity gretutiniy ligy (Campbell et al., 2017). Radikalios nefrektomijos
metu pasSalinus visg inkstg stipriai sumazéja inksty funkcija, taigi, nors praeityje RN buvo laikoma
auksiniu standartu, dabar ja pakeit¢ PN (Young et al., 2019). Terminé abliacija yra maziau
invazyvus procesas nei nefrektomija, taciau turi didesng¢ vézio atsinaujinimo rizika (Ballard &
Guzman, 2022). Sios procediiros metu navikas sunaikinamas jvairiais metodais pasiekiamu lokaliu
temperatiiros pokyc¢iu, kuris sukelia lasteliy mirtj (Regier & Chun, 2015). Terminé abliacija
paprastai siiloma ligoniams, kuriems nefrektomija dél jvairiy priezasCiy netinkama — esant

gretutinéms ligoms ar sumazéjusiai inksty funkcijai.

Gydymo poveik] inksty funkcijai veikia daug faktoriy, jskaitant pasalintos/abliuotos inksty
parenchimos kiekj, paciento amziy bei gretutiniy ligy ir anks¢iau diagnozuotos LIL buvimg ar
nebuvimg (Sanchez ir kt., 2018). Nors RCC pacienty prognozé vis geréja, greiciausiai dél
ankstesnio vézio aptikimo, 4—iems i§ 10—ies pacienty inksty vézys po nefrektomijos atsinaujina
pakartotinai (Sun et al., 2017). Po atliktos TA atsinaujinus véziui, gali biti vykdoma PN arba
pakartotiné TA, taciau po pries tai atliktos TA PN gali biiti techniskai sudétinga atlikti, dél to didéja
komplikacijy rizika (Sanchez ir kt., 2018). TA atveju taip pat matomas didesnis mirtingumo daznis,
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taCiau mazesnis komplikacijy (ypatingai kraujo netekimo ir perpylimo) daznis bei trumpesnis
laikas, praleistas ligoninéje, lyginant su PN ar RN (Rivero et al., 2018). Né vienas i§ $iy trijy
gydymo metody (TA, PN ir RN) néra susijgs su aukstesniu lokalaus vézio atsinaujinimo dazniu

(Sanchez et al., 2018).

Didel¢ dalis SRM yra diagnozuojami vyresnio amziaus pacientams, ar pacientams,
sergantiems gretutinémis ligomis, kuriems chirurginis inksto ar jo dalies paSalinimas smarkiai
sumazina gyvenimo kokyb¢. Po nefrektomijos, kuomet navikas yra paSalinamas, iStyrus jo
histologija randama, kad 20-30 % SRM yra gerybiniai (Chenam & Lau, 2018). Perdétas gydymas —
pasalinimas gerybinio ar neprogresuojancio naviko, kuris niekada neprogresuoty ar progresuoty taip
létai, kad pacientui iki mirties nepasireiksty vézio simptomai (Welch & Black, 2010). Daugiau nei
60 % visy naujy inksty naviky diagnoziy — SRM, kurie daZnai buna asimptomatiniai ir
neprogresuojantys (Marra et al., 2017). DidZiausia rizika, kuria sukuria perdétinis SRM gydymas
yra chirurginés operacijos komplikacijos — kraujo perpylimas (5% minimaliai invazyviy
laparoskopiniy operacijy metu, iki 20 % atviry operacijy metu), pakartotiné operacija (2-5 %),
uzsitesusios kvépavimo komplikacijos (1-7 %) ar netgi mirtis (Liu et al., 2014). Atsizvelgiant j
didéjant] perdéto gydymo atvejy daznj, per pastargjj deSimtmetj aktyvi stebésena vis dazniau

vertinama kaip tinkama SRM gydymo strategija (Chenam & Lau, 2018).

1.5.2 Aktyvi inksty mazZy naviky stebésena

Aktyvi stebésena — AS — tai naviko dydzio stebéjimas su atidéta intervencija naviko
progresijos atveju (Chenam & Lau, 2018). Nors AS yra saugus metodas, kol kas néra placiai
naudojamas klinikoje — tik apie 10 % naujai diagnozuoty SRM ligoniy renkasi AS (Ueno et al.,
2018). Nepaisant to, kad Amerikos urology asociacija pritaria $iam gydymo budui (Campbell et al.,
2017), kadangi néra neinvazyviy metody nustatyti naviko piktybiskumui ir stebéti jo progresijai, $is
gydymo budas kol kas néra labai placiai taikomas. AS su galima atidéta intervencija taip pat turi
maziausias bendras i§laidas vienam pacientui, palyginti su i$ karto atlickama PN, RN ar TA (Su et
al., 2022).

Nors paskutiniu metu padidé¢jgs diagnozuojamy SRM daznis padidino nefrektomijy daznj,
mirtingumas nuo RCC nesumazgjo, o netgi padidéjo (Marra et al., 2017). Nuo 1993 iki 2004 mety,
Tla atvejy proporcija padidéjo nuo 43,0% iki 57,1%, ir tuo paciu metu taip pat buvo matomas
retesnis didesniy naviky (>4 cm) aptikimas — diagnozés metu vidutinis naviko dydis sumazéjo
~1 cm (Kane et al., 2008). Taciau, nors ir nefrektomijy skaicius inksty navikams ir ypatingai SRM
iSaugo (nuo 0,9 iki 3,6 procediiry per 100 000 JAV populiacijoje nuo 1983 iki 2002 mety), bendras
mirtingumas taip pat padidéjo (Hollingsworth et al., 2006). Tai galima biity paaiskinti tuo, kad
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didzioji dalis tokiy naviky yra diagnozuojami vyresnio amziaus zmonéms (>65 mety), kuriems
dazniau atliekami jvairaus pobtidzio tyrimai dél aukStesnio gretutiniy ligy daznio. Toks atitrikimas
parodo, kad dabartinis SRM gydymas néra optimalus ir reikalinga apsvarstyti kitas prieinamas
alternatyvas. Vienas i§ galimy budy iSspresti Sig problemg — platesnis aktyvios stebésenos
pritaikymas, nes §i turi daug pranasumy lyginant su kai kuriais kitais RCC gydymo budais ir

ypatingai tinka inksty maziems navikams dél Zemiau pateikiamy priezasciy.

Apie 20 % SRM yra gerybiniai, 0 didzioji dalis piktybiniy SRM pasizymi labai létu naviko
augimu arba jo dydis apskritai nekinta (Gontero et al., 2013). Méginiai, gauti nefrektomijos ar
biopsijos metu, parodo gerybiniy naviky daznj nuo 19,5 % iki 31,7 % (Marra et al., 2017). Tarp
naviko dydzio ir naviko piktybiskumo egzistuoja koreliacija — piktybiskumo tikimybé padidéja
17 % su kiekvienu 1 cm naviko dydzio padidéjimu. Viename tyrime buvo rasta, kad 46,3 % naviky,
mazesniy nei 1 cm buvo gerybiniai, palyginus su 6,3 % naviky, didesniy nei 7 cm (Frank et al.,
2003). Kitame, iStyrus 2650 RCC pacienty, kuriems buvo atlikta daliné ar radikali nefrektomija,
pastebéta, kad didé¢jant naviko dydziui did¢jo ir piktybisSkumo bei agresyvios histologijos tikimybé.
2 cm dydzio navikai pasizyméjo 84 % piktybiskumo ir 18 % agresyvios histologijos tikimybe, o
4 cm dydzio naviky atveju piktybiskumo bei agresyvios histologijos tikimybé buvo 88 % ir 29%
atitinkamai (Bhindi et al., 2018). ccRCC atveju naviko laipsnis taip pat koreliuoja su naviko dydziu
(Marra et al., 2017).

SRM augimo greitis yra Zemas (svyruoja tarp 0,11-0,71 cm per metus), lyginant su >4 cm
navikais, 0 20-40 % SRM islieka stabilis ir neprogresuoja (Marra et al., 2017). Dar viename tyrime
buvo stebimi SRM ligoniai, pasirinke¢ AS, ir apskaiCiuotas vidutinis augimo greitis buvo
0,2 cm/metus (0-1,9 cm/metus), ir tik 16,2 % naviky progresavo (Park et al., 2017). SRM pasizymi
ne tik 1étu augimu, bet ir reta progresija j metastazing ligos formg AS metu, vidutinis daznis — apie
1 %, o kai kurie tyrimai tokios progresijos neaptiko (Marra et al., 2017). Viename tyrime autoriai
pranesé, kad naviko metastazavimas buvo daznesnis po nefrektomijos, nei po AS (Patel et al.,
2012). Taciau taip greiCiausiai yra dél to, kad navikai, kuriems taikoma AS, yra tie, kuriy

metastazavimo tikimybé yra maziausia.

Jeigu aktyvios stebésenos metu yra stebima naviko progresija, norint i§ anksto uzkirsti kelig
tolimesniam ligos vystymuisi ir plitimui, ligoniui gali buti taikomi aktyvaus gydymo metodai —
nefrektomija ar abliacija. Aktyvios stebésenos laikotarpis netrukdo aktyvaus gydymo procesui, 0
galimybé atlikti nefrektomijg ar abliacijg paprastai nesumazéja aktyvy gydyma atidéjus (Pierorazio
et al., 2015). Taciau kai kuriais atvejais dél iSaugusio naviko dydzio nebebuvo manoma atlikti PN ir

vienintelis pasirinkimas liko RN (Marra et al., 2017). Zemiausias intervencijos daznis AS metu
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buvo vyresnio amziaus pacientuose (Lughezzani et al., 2009), o tai parodo, kad vyresnio amziaus

zmoniy grupéje AS dazniausiai bus naudingiausias gydymo metodas.

SRM daznai diagnozuojami vyresnio amziaus pacientams, kuriems dazniau pasireiskia
jvairios gretutinés ligos, ir visa tai apsunkina tradicinius gydymo budus, kurie galbit turéty daugiau
zalos nei naudos Sioje pacienty grupéje. 5 mety mirties nuo T1 RCC rizika yra mazesné nei mirties
nuo kity priezasCiy rizika (Marra et al., 2017). Viena pagrindiniy mirties prieZas¢iy vyresnio
amziaus zmoniy grup¢je iSlieka Sirdies ir kraujagysliy ligos, kuriomis sirgti tikimybé Zymiai
padidéty atlikus nefrektomija, kurios trumpalaikés komplikacijos apima kraujavimg bei infekcija, o
ilgalaikés — hipertenzijg ir sumazéjusia inksty funkcija (Marra et al., 2017). Dideléje dalyje tyrimy,
kuriuose pacientams skiriama AS, tiriamieji paprastai yra vyresnio amziaus ir turi daugiau
gretutiniy ligy, nes tokiems pacientams yra svarbiausia i§saugoti inksty funkcijg (Vartolomei et al.,
2022). Dél sitos priezasties AS pacientai savo gyvenimo kokybe yra linke ivertinti prasciau, nes jy
sveikatos blisena dél su véziu nesusijusiy priezasCiy (gretutiniy ligy ar senyvo amziaus) daznai yra
prastesné nei pacientuose, pasirenkanciuose nefrektomijg ar abliacijg (Alam et al., 2019; Vartolomei
et al., 2022). Taip pat AS pacientuose matomas aukstesnis psichologinio streso lygis, nors tokiems

rezultatams patvirtinti yra reikalingi papildomi tyrimai (Vartolomei et al., 2022).

1.6 Skysciu biopsijos

Vézio biozymeny analizé gali buti atlieckama naudojant audinius ar jvairius biologinius
skys¢ius — tai paprastai vadinama skysc¢iy biopsija. Skys¢iy biopsijos metu analizuojami naviko
komponentai, cirkuliuojantys jvairiuose kiino skyséiuose. Siuose skys¢iuose egzistuoja jvairios
molekulés, kurios yra susijusios su naviko vystymusi, augimu, imuniteto atsaku j vézj, lastelés
mirtj, taip pat cirkuliujan¢ios naviko Igstelés (angl. circulating tumour cells (CTC)), nelasteliné
DNR (angl. cell-free DNA (cfDNA)), cirkuliuojanti naviko DNR (angl. circulating tumour DNA
(ctDNA)) ar mikropuslelés (J. Wang et al., 2017). ¢fDNR yra DNR fragmentai, i$skiriami j plazma,
kai lgstelés jvykdo apoptoze lizés budu (Locke ir kt., 2019). ctDNR yra cfDNR dalis, gauta i$
naviky, metastaziy ar cirkuliuojanciy naviko lasteliy (Zhao et al., 2021).

Didziausias skys¢iy biopsijy pranasumas — nedidelis jy invazyvumas, nesukeliantis pacientui
didelio nepatogumo ir leidZiantis méginius imti kelis kartus ir daznai per trumpg laiko tarpa, todél
Sis metodas ypatingai pravartus norint stebéti ligos progresija bei atsakg j gydyma (Nikanjam et al.,
2022). Skysciy biopsijos taip pat yra daug pigesnés lyginant su dauguma kity méginiy paémimo
biudy, be to naudojami metodai jau yra placiai taikomi ir nereikalauty papildomy istekliy (Locke ir
kt., 2019). Tiriami skysciai cirkuliuoja po visg kiing, ir j juos CTC, cfDNR ar ctDNR gali patekti i$

bet kurios naviko vietos, taigi jmanoma aptikti kai kuriuos genetinius ar epigenetinius pakitimus,
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kurie buty praleisti tiriant méginius i§ lokalizuotos audiniy biopsijos, kuri neretai neatsizvelgia j
naviko heterogeniskuma (Dagogo-Jack & Shaw, 2018). Skysciy biopsijos taip pat labai tinkamos,
kuomet navikas yra sunkiai pasiekiamoje vietoje ar nedidelis jo dydis trukdo paimti tinkama méginj
(Locke ir kt., 2019).

Skyséiy  biopsijos testai gali buti kombinuojami su tyrimais ultragarsu ar
kompiuterinés/magnetinio rezonanso tomografijos vaizdavimo testais, taip padidinant jy tiksluma.
Nors skys¢iy biopsijos testai pasizymi daugeliu privalumy, jie negali nurodyti tikslios naviko
vietos, dél to reikalingi vaizdavimo metodai, ypatingai prie$ operacijg ar metastazuojancio vézio
atveju (Locke ir kt., 2019). Pasiekus pakankamg tokiy testy specifiSkuma ir jautrumg, biozymeny

testai galéty pakeisti rizikingesnes audiniy biopsijos procediiras.

RCC atveju §lapimas yra idealus tyrimo objektas dél keliy prieZas¢iy. Slapima gauti yra daug
lengviau ir pigiau nei kraujg, todél esant ribotiems iStekliams Slapimo tyrimai yra tinkamesni
(Locke ir kt., 2019). Taip pat manoma, kad ankstyvam urogenitaliniy taky véZio nustatymui arba
ligos progresijai stebéti Slapimas yra tinkamesné biologiné medziaga, dé¢l didelio jautrumo S$iy vézio

tipy atveju (Lin et al., 2017).

1.7 Neinvaziniai inksty lasteliy karcinomos bioZymenys

Keli serumo ir §lapimo biozymenys buvo pasitilyti kaip potenialtis jrankiai RCC diagnozei bei
prognostikai. Siy skys¢iy paémimas — pigus, neinvazyvus/minimaliai invazyvus bei pladiai
naudojamas metodas, dél to jie yra patrauklis tiriant prognostinius biozymenis, kurie bity tiriami
salyginai daZnai. Pastaruoju metu epigenetiniy RCC biozymeny tyrimy populiarumas didéja,
ypatingai DNR metilinimo, mikroRNR (miRNR) ir ilgy nekoduojan¢iy RNR (IncRNR) biozymeny

tyrimai.

1.7.1 DNR metilinimo bioZymenys

Kaip minéta anks¢iau, DNR metilinimo poky¢iai jvyksta anksti kancerogenezés metu ir jie
taip pat yra specifiski skirtingiems RCC tipams. DNR metilinimo ties CpG salomis kaupimasis
koreliuoja su aukstesniu histologiniu naviko laipsniu bei augimo grei¢iu (Arai & Kanai, 2010). Dél
Siy priezas¢iy DNR metilinimo biozymenys yra tinkami ankstyvai vézio detekcijai bei ligos
progresijos steb¢jimui, o taip pat gali buti panaudojami vézio klasifikacijoje, atsako | gydyma
stebéjimui ir vézio atsinaujinimo po gydymo aptikimui. DNR metilinimo bioZymenys inksty vézio

atveju tiriami jau gana ilgg laika, taciau komerciskai jie kol kas néra prieinami.

Didziojoje dalyje DNR metilinimo bioZymeny tyrimy, biozymenys buvo pasirinkti remiantis

anksCiau publikuotais straipsniais, kurie tyré gerai zinomus naviko supresijos genus, kuriy
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metilinimas pastebimas ir kituose vézio tipuose, taCiau buvo ir tokiy, kurie rémési RCC
mikrogardaliy bei geny raiskos informacija, su tikslu identifikuoti RCC specifiskus biozymenis
(Lommen et al., 2021). Pastaruosiuose tyrimuose buvo daZzniau praneSama apie aukstesn]
biozymeny jautruma (61-100%), lyginant su publikacijomis, tyrusiomis genus, kurie buvo

nespecifiniai RCC.

Biozymeny analizei skysCiy biopsijose yra teikiama pirmenybé dél nedidelio metodo
invazyvumo, ta¢iau dauguma RCC DNR metilinimo biozymeny buvo tiriami audinio méginiuose,
nesiekiant pratgsti tyrimus naudojant skys¢iy biopsijas (Lommen et al., 2021). Audinio méginiais
pagristas biozymeny testas neturi didelés vertés, kadangi tiriant audinius $iuo metu galima kitais
metodais diagnozuoti ir klasifikuoti RCC. Taip pat didel¢ dalis tyrimy apémé jvairiy dydziy ir
stadijy navikus, ir, nors svarbu, kad diagnostiniai biozymenys bty tiriami kiekvieno vézio etapo
metu, per didelis j tyrimg jtraukty aukstos stadijos/laipsnio naviky skaicius gali iSkreipti rezultatus.
Taip pat ne visy publikacijy atveju autoriai pranesé apie tyrime analizuotus RCC potipius, nors $ie
potipiai, kaip minéta anksCiau, turi skirtingg biologing kilm¢ ir pasizymi savita ligos eiga,

histologija, prognoze bei atsaku j gydyma.

Keli tyrimai susiejo cirkuliuojan¢ios DNR metilinimo bioZymenis su kai kuriais klinikiniais
rodikliais. Dauguma tokiy tyrimy nagrinéjo metilinimo daznj ar lygj skirtinguose ligos eigos
etapuose ir susiejo ankstesnj rodiklj su tokiais kintamaisiais kaip naviko laipsnis, stadija, metastaziy
] netoliese esancius limfmazgius buvimas/nebuvimas, iSgyvenamumas bei mirties rizika (Kubiliute
& Jarmalaite, 2021). Tokia biozymeny analizé suteikia reikalingos jzvalgos kuriant biozymeny

testus su tikslu juos pritaikyti ligos klasifikacijai ar progresijos stebéjimui.

Tik keli individualiis DNR metilinimo bioZzymenys ir biozymeny kombinacijos pasieké >70 %
jautrumg, 0 DNR metilinimo bioZymeny kombinacijos pasizyméjo geresniais rezultatus, nes
kombinacijos geriau atspindéjo naviko heterogenetiskumg (Kubiliute & Jarmalaite, 2021; Lommen
et al., 2021). 6-iy biozymeny kombinacija (VHL, P16, P14, APC, RASSF1A ir TIMP3) pasizyméjo
auksciausiu jautrumu ir specifiskumu (90% ir 100% atitinkamai) §lapimo méginiuose (Kubiliute &
Jarmalaite, 2021). Taciau apibendrinus, nors rezultatai yra daug Zadantys, daugumos publikacijy
atveju yra reikalingi issamts papildomi tyrimai, apimantys didesnes tiriamyjy grupes, ir né vienas
biozymuo nepasieké tokios stadijos, kurioje galéty buti naudojami klinikoje. SRM atveju
neinvazyviy DNR metilinimo biozymeny, kurie galéty padéti laiku aptikti SRM ir tiksliai numatyti

SRM progresavimg Kol kas néra.
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1.7.2 miRNR bioZymenys

mMIRNR (angl. microRNA (miRNA)) — tai nedidelés RNR molekulés (19-25 nukleotidy ilgio),
reguliuojancios geny ekspresija po transkripcijos juos nutildant, nes prisijungia prie tikslinio geno
mRNR 3‘UTR ir taip inhibuoja jo transliacijg (T. X. Lu & Rothenberg, 2018). [vairiuose kiino
skysCiuose cirkuliuojan¢ios miRNR yra gana stabilios ir apsisaugo nuo endogeniniy RNaziy
prisijungdamos prie baltymy, lipoproteiny, ar pasinaudojant mikropislelémis ir egzosomomis
(Kubiliute & Jarmalaite, 2021). Didelé jvairové miRNR buvo tiriamos kaip biozymenys RCC
diagnozei ar prognostikai pagelbéti, kaip miR—122-5p ir miR-206, kuriy padidéjes lygis serume
buvo tiesiogiai susijes su aukStesne naviko stadija, laipsniu bei trumpesniu bendru i§gyvenamumu ir
iSgyvenamumu be ligos progresijos (Heinemann et al., 2018). Taciau placiausiai iStirtas MiRNR
biozymuo RCC atveju yra miR-210, kurios lygis RCC pacientuose buvo padidéjes, lyginant su
sveika kontrole (Makino et al., 2022). miR—210 ekspresuojama reaguojant j hipoksija, daugiausia
per HIF-1a, kuris, kaip minéta anksCiau, dalyvauja inksty kancerogenezéje. Taciau miR—210
padidéjimas taip pat buvo nustatytas esant ir kity tipy véziui (Lu et al., 2015). SRM atveju miRNR
kaip potencialius biozymenis tyré tik vienas tyrimas, kuris identifikavo 9 miRNR ankstyvai cCRCC
SRM diagnozei (Di Meo et al., 2020). Di Meo ir kt. aptiko, kad miR-328-3p ekspresija buvo zymiai
sumazéjusi progresuojanciy ccRCC SRM, lyginant su neprogresuojanciais ccRCC SRM, o0
aukstesni Sios miRNR ekspresijos lygiai buvo susije su ilgesniu iSgyvenamumu, rodant Sios miRNR

prognostinj potencialg.

1.7.3 IncRNR bioZymenys

IncRNR (angl. long non—coding RNA (IncRNA)) — tai baltymy nekoduojancios RNR, ilgesnés
nei 200 nukleotidy ir dalyvaujancios geny ekspresijos reguliavime (Bridges et al., 2021). IncRNR
dalyvauja jvairiuose procesuose, susijusiuose su vézio vystymusi ir progresija — lastelés ciklo
reguliacijoje, proliferacijoje, apoptozéje, lasteliy senéjime, migracijoje ir invazijoje (Kubiliute &
Jarmalaite, 2021). ccRCC pacienty serume stebima sumazéjusi Siy IncRNR — LET, PVTIL,
PANDAR, PTENP1, ir LINC00963 ekspresija, lyginant su kontrole, be to Sie biozymenys atskyré
ccRCC nuo gerybiniy naviky (Y. Wu et al., 2016). RCC pacienty serume taip pat buvo rasti
reikSmingai padidéje GIHCG (He et al., 2018) ir LINC00887 (Xie et al., 2020) lygiai palyginus su
kontrole, kas taip pat buvo susieta su aukStesniu naviko laipsniu bei trumpesniu iS§gyvenamumu.
Sios IncRNR yra susijusios su RCC lgsteliy proliferacija ir migracija in vitro (Makino et al., 2022).
Vienas i§ IncRNR bioZzymeny, kuris potencialiai galéty biiti naudojamas kaip ankstyvas trumpo
iSgyvenamumo prediktorius RCC pacientams — auksta MALATI ekspresija, kuri indikuoja
limfmazgiy metastazes (J. Wang et al., 2016). Su prasta prognoze taip pat asocijuojamos TCLS,
NBAT-1, SPRY4-IT1, RCCRT1, GAS5, ir CADM1-AS1 IncRNR (Makino et al., 2022).
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1.7.4 Kiti bioZymenys

RCC diagnozés bei prognozés metodikoms palengvinti yra sitilomi ne tik epigenetiniai
biozymenys. Vienais i§ perspektyviausiy Slapimo bioZymeny yra laikomi AQP1 ir PLIN2 baltymai
ankstyvai ccRCC ar pRCC detekcijai (Morrissey et al., 2010). Kitas RCC biozymuo, kuris atspindi
jvairias inksty pazaidas, ne tik vézj — KIM1 (angl. kidney injury molecule-1) baltymas, Kuris,
manoma, dalyvauja inksty kanalélio epitelio atstatyme (Makino et al., 2022). Metabolomikos
tyrimai tiria jvarius metabolitus kaip potencialius RCC biozymenis, vienas i$ tokiy — p—krezolio
gliukuronidas, skirtas RCC diagnozei (Oto et al., 2020). Oto ir kt. tyrime taip pat buvo identifikuoti
izobutiril-L—karnitinas ir L—prolino betainas kurie turi potencialo kaip prognostiniai Zymenys, ir
visi trys metabolitai buvo siejami su inksty ligomis. Biozymeny tyrimuose taip pat pasizymi
proteomikos ir lipidomikos tyrimai bei aminortigsciy profilio analizé. Tiriant serumo aminoragsciy
profilj pagal tam tikry aminoriig§¢iy koncentracijas galima atskirti RCC sergancius Zzmones nuo

kontroliy (Makino et al., 2022). Toks modelis taip pat turi ir prognostiniy savybiy.

Nors $iuo metu biozymenys inksty véziui néra komerciskai prieinami, jvairiy tipy bioZymenys
RCC diagnostikai ir prognostikai yra gana aktyviai tiriami. Tac¢iau SRM atveju tokiy tyrimy yra

atlikta labai mazai, nors SRM apima didesne dalj Siuo metu diagnozuojamy inksty vézio atvejy.

1.8 Tirty geny charakteristikos

Ankstesniuose tyrimuose atlikus viso genomo metilintos DNR audiniuose analize¢ buvo
atrinkti genai, kuriy reguliaciniy sri¢iy metilinimo lygis buvo aukStesnis, lyginant su normaliais,
nevéziniais inksty audiniais, ir Siy geny hipermetilinimas toliau buvo analizuojamas $lapimo
méginiuose (Kubilitité et al., 2022). Toliau trumpai aprasoma atrinkty geny ZNF677, FBN2,
PCDHS8, TFAP2B, TACL1 ir FLRT2 biologiné funkcija ir ankstesni tyrimai, susij¢ su inksty véziu ar
kitomis vézio formomis. ZNF677 (angl. Zinc finger protein 677) genas koduoja transkripcijos
faktoriy ir grei€iausiai veikia kaip naviko supresijos genas, kurio padidéjusi raiska slopina Igsteliy
proliferacija, migracija, invazijg bei apoptoze (Li et al., 2018). Padidéjes ZNF677 metilinimo lygis,
metilinimo daznis ir raiSkos praradimas buvo aptiktas tiriant daugel; vézio formy, jskaitant storosios
zarnos bei ccRCC potipio vézj (Liang et al., 2022; Siraj et al., 2021). PCDH8 genas koduoja
protokadhering—8. Protokadherinai — tai transmembraninés molekulés, reguliuojancios lasteliy
adhezija (Pancho et al., 2020). PCDHS8 taip pat yra naviko supresijos genas, kuris reguliuoja Iasteliy
adhezija, proliferacijg ir migracija (S. Wu et al., 2022), o $io geno metilinimo aberacijos buvo
pastebétos ir kity vézio tipy tyrimuose. Sumazéjusi PCDHS8 ekspresija bei aukstesnis promotoriaus
srities metilinimo lygis apraSytas kepeny, storosios zarnos ir kity vézio formy atveju, jskaitant ir

ccRCC potipj (Y.-L. Lin et al., 2014; S. Wu et al., 2022; C. Zhang et al., 2016). FLRT2 (angl.
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Fibronectin leucine rich transmembrane protein 2) koduoja membranos baltyma, kuris sgveikauja
su fibronektinu, dalyvauja lasteliy adhezijoje ir reguliuoja lasteliy augima (Ando et al., 2022). Sio
geno hipermetilinimas, kartu su sumazéjusia ekspresija buvo aptiktas storosios zarnos vézio
pacientuose (Guo et al., 2020). Krities vézio audiniuose bei Igsteliy linijose buvo aptiktas FLRT2
geno hipermetilinimas ir sumazéjusi ekspresija, kuri skatino Igsteliy proliferacija bei migracija (Bae
et al., 2017). FBN2 (angl. fibrillin—2) — tai ekstralastelinio matrikso glikoproteinas, kuris reguliuoja
TGF-beta biopriecinamuma, 0 tai gali skatinti ar slopinti vézio vystymasi (van Loon et al., 2020).
Sio geno hipermetilinimas buvo aptiktas storosios Zarnos bei inksty vézio atveju (Morris et al.,
2011; Rasmussen et al., 2016). TFAP2B genas koduoja transkripcijos faktoriy AP-2 beta, kuris
regulivoja proliferacija, diferenciacija ir dalyvauja nefrono kanalélio epiteliniy Iasteliy
diferenciacijoje, dél to yra butinas inksty vystymuisi (Zhu et al., 2020). TAC1 genas koduoja
tachikining—1, kuris priklauso neuropeptidy Seimai ir veikia lgsteliy sekrecijg, judruma bei
uzdegimines reakcijas. AukStesni $io geno metilinimo lygiai buvo pastebéti storosios Zarnos ir kity

vézio tipy atveju (Ma et al., 2019).

Visi §ie genai yra susije su kancerogenezeje svarbiais lastelés procesais, kaip proliferacija ar
lasteliy migracija, o genas TFAP2B taip pat yra reikSmingas inksty vystymesi. Tiriami bioZymenys
taip pat anksc¢iau buvo tirti RCC ir kity lokalizacijy naviky atveju.

Apibendrinant inksty mazi navikai — SRM — tai inksty navikai, kuriy skersmuo < 4 cm, ir jie
sudaro didziaja dalj inksty vézio atvejy bei daZniausiai yra diagnozuojami atsitiktinai. Ankstyva
diagnoze, kaip ir kity vézio formy atveju, yra labai svarbi inksty vézio gydyme, tac¢iau dabartiniai
diagnostiniai metodai nepasiZymi pakankamu jautrumu, be to yra invazyviis, brangiis ir neatskiria
gerybiniy dariniy nuo piktybiniy naviky. Taciau inksty vézio atveju, nepaisant didelio poreikio, né
vienas neinvazis$kai aptinkamy biozymeny testas dar néra komerciskai prieinamas. SRM augimo
greitis bei metastaziy tikimybé daZniausiai yra labai nedidelé, 0 apie 25 % tokiy naviky yra
gerybiniai, taigi gana daznai pasitaiko perdéto gydymo atvejy, kuris sukelia daug komplikacijy,
ypatingai vyresnio amziaus zmonéms, kuriems SRM daZniausiai ir diagnozuojami. Todel aktyvi
stebésena tampa vis labiau priimtinas gydymo bitdas, ypatingai SRM atveju. Taciau aktyviai
stebésenai papildyti triksta biozymeny, kurie galéty jvertinti ligos progresija. Vienas i$ anksc¢iausiy
inksty kancerogenezés metu jvykstan¢iy pokyC¢iy — DNR metilinimo pokyciai, kuriuos galima
aptikti prieinamais ir paprastais metodais skys¢iy biopsijose, pavyzdziui §lapime. Siame darbe ir
siekiama jvertinti ankstesniuose tyrimuose identifikuoty neinvazyviy DNR metilinimo biozymeny

diagnosting bei prognostine verte.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Tyrimo objektas

Siam tyrimui atlikti buvo gautas Lietuvos Bioetikos Komiteto leidimas Nr. 158200-17-952—
457. Visi | tyrimg jtraukti asmenys pasirasé informuoto asmens sutikimo forma. IS viso buvo
jtraukti 54 pacientai, kuriems buvo diagnozuotas SRM ir buvo atlikta perkutaniné biopsija, siekiant
patvirtinti RCC. Buvo nustatytas naviko laipsnis pagal WHO/ISUP vertinimo sistemg ir histologinis
naviko tipas. Visi RCC histologiniai tipai buvo jtraukti j tyrimg. Diagnozavus SRM, pacientai buvo
aktyviai stebimi ir buvo periodiskai paimami Slapimo méginiai, kartu su jvairiais klinikiniais bei
demografiniais rodikliais. Skirtingy etapy metu paimty méginiy skai¢ius ir naviko dydzio rodikliai
apibendrinti 2.1 lentel¢je. Praktikos metu buvo istirtas 81 $lapimo nuosédy méginys, taciau dél
patikimesnés statistinés analizés buvo jtraukti ir anksCiau laboratorijoje iStirti méginiai bei
asimptomatiné kontrol¢ (AK). IS viso analizé apéme 215 Slapimo meéginius i§ SRM serganciy

asmeny ir 92 i8 sveiky asmeny (AK). Tiriamyjy charakteristikos apibendrintos 2.2 lenteléje.

2.1 lentelé. | tyrimg jtraukty pacienty naviko dydis skirtinguose aktyvios stebésenos etapuose.

Etapai | 1 i v \ Vi Vil Vil
Ménesiai po SRM 0 mén 2-9 5-17 | 11-28 | 22-34 | 25-39 | 3541 | 4248
diagnozés "| meén. meén. meén. meén. meén. meén. men.

Méginiy skaicius N=54 | N=46 | N=38 | N=34 | N=21 | N=13 | N=5 | N=3

1 radiologas

Vidutinis naviko

tiiris. mm® 7356 7418 | 10238 | 9910 | 12081 | 7219 1118 8623

Vidutinis
didZiausias naviko 23,69 | 23,76 | 25,88 | 26,32 27,81 2291 18,67 23
skersmuo, mm

2 radiologas

Vidutinis naviko

tiiris. mm® 8078 7896 9762 9609 | 11847 | 10845 | 4070 7145

Vidutinis
didziausias naviko 23,81 23,3 24 51 25,61 27,25 245 222 20,67
skersmuo, mm
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Kintamieji Ligoniy grupés Slapimo nuosédy méginiy grupés
. _ . _ Moterys e
Lytis Moterys (N=32) | Vyrai (N =22) (N = 134) Vyrai (N = 81)
Rulea Riko Neriko Anrlf_icéau Riuko Neriiko Anrlf_icgau

(N=1) (N =47) (N = 6) (N =6) (N =184) (N = 25)
Histologinis ccRCC pRCC chRCC ccRCC pRCC chRCC
naviko tipas (N=37) (N=28) (N=4) (N =141) (N=42) (N =19)
Naviko laipsnis
pagal 1 °(N =14) 2°(N=230) 1 °(N =14) 2°(N=230)
WHO/ISUP
Naviko augimo Stabilus Spartus Stabilus Spartus
greitis (N=43) (N=11) (N =166) (N =49)
Cukrinis _ i _ _ : -
diabetas Yra (N =15) Néra (N = 39) Yra (N =59) Néra (N = 151)
Arteriné _ . _ _ ; _
hipertenzija Yra (N =47) Néra (N=7) Yra (N = 185) Néra (N = 26)
Kitos
(esamos/buvusi _ ) _ _ ) _
) Yra (N =14) Néra (N = 40) Yra (N =47) Néra (N = 163)
ligos

Kitos charakteristikos

Vidutinis amzZius diagnozés metu 74,6 metai
Vidutinis KMI 28,81 kg/m?

KMI — kiino masés indeksas; WHO/ISUP — International Society of Urologic Pathologists/World

Health Organization, ccCRCC — §viesiy lasteliy RCC potipis, pPRCC — papiliarinis RCC potipis,
chRCC - chromofobinis RCC potipis.
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2.2 DNR skyrimas i$ Slapimo nuosédy

Slapimo méginiai atSildomi +4 °C temperatiiroje (~3—4 val.). | sterilius 1,5 ml tirio
mégintuvélius pilama iki 1 ml Slapimo méginio. Méginiai centrifuguojami 5 min. 2000 x g greiciu.
Supernatantas perkeliamas | naujg mégintuvélj, centrifuguojama 2 min. 14000 aps./min. greiéiu.
Ant nuosedy pilama 500 ul Rene lizés buferio, susidedancio i§ 175 mM EDTA (Carl Roth GmbH +
Co. KG, Vokietija), 750 mM NaCl (Carl Roth GmbH + Co. KG, Vokietija), 100 mM Tris—HCI pH
8,0 (Carl Roth GmbH + Co. KG, Vokietija) ir 1% SDS (Carl Roth GmbH + Co. KG, Vokietija).
Maisoma stkurine purtykle, trumpai nucentrifuguojama staline centrifuga. Pakartotinai
centrifuguoto supernatanto skystoji dalis paSalinama, likes mégintuvéliy turinys perkeliamas |
pagrindinius mégintuvelius su nuosédomis ir lizés buferiu. | kiekvieng mégintuvelj pilama po 10—
15 ul proteinazés K (Thermo Fisher Scientific, Lietuva). Méginiai inkubuojami terminéje
maisykléje ~16-18 val. 55 °C 400 aps./min. Po inkubacijos ] mégintuvélius pilama 500 ul fenolio—
chloroformo—izoamilo alkoholio miSinio (25:24:1) (Carl Roth GmbH + Co. KG, Vokietija),
méginiai 10 min. maiSomi horizontaliai vartant rankose. Méginiai centrifiguojama 10 min.
14000 aps./min. greiciu, virSutinis sluoksnis perkeliamas j nauja sterily mégintuvélj. Dar kartg
pilama 500 pl fenolio—chloroformo—izoamilo alkoholio misinio, maisoma 10 min. horizontaliai
vartant rankose ir centrifiguojama 10 min. 14000 aps./min. grei¢iu. VirSutinis sluoksnis perkeliamas
naujg sterily mégintuvélj, pilama 500 pl chloroformo (Carl Roth GmbH + Co. KG, Vokietija),
maiSoma 10 min. horizontaliai vartant rankose, centrifuguojama 10 min. 14000 aps./min. grei¢iu.
Virsutinis sluoksnis perkeliamas j naujg sterily mégintuvélj. Pilama 40 ul 5 M amonio acetato
(Sigma—Aldrich Chemie GmbH, Vokietija), 1 pl (galutiné koncentracija — 0,01 mg/ml) glikogeno
(Thermo Fisher Scientific, Lietuva), 1 ml 96 % etanolio. Méginiai precipituojami 2 val. —20 °C
temperatiiroje. Po to centrifuguojami 25 min. 13500 aps./min. greiciu, supernatantas pasalinamas.
Nuosédos praplaunamos 500 ul 70 % etanolio tirpalo. Centrifuguojama 25 min. 13500 aps./min.
greiiu, supernatantas pasalinamas, o etanolio likuéiai iSgarinami méginius centrifuguojant 10 min
45 °C vakuuminéje centrifugoje (Concentrator plus, Eppendorf). DNR tirpinama 40 pl sterilaus
vandens (Thermo Fisher Scientific, Lietuva) ~1 val. kambario temperatiiroje. DNR koncentracija
matuojama bekiuveciu spektrofotometru (NanoDrop 2000, Thermo Scientific). Méginiai saugomi —

20 C° temperataroje.

2.3 DNR modifikacija natrio bisulfitu

Geny metilinimo analizei 1§ $lapimo nuosédy iSskirtos DNR modifikuojama natrio bisulfitu
naudojant EZ DNA Methylation™ Kit (Zymo Research, Irvinas, JAV). Bisulfitinés modifikacijos
metu nemetilinti citozinai virsta uracilu, o metilinti i§lieka nepakite. Si konversija leidZia jvairiais
metodais analizuoti DNR metilinimg — PGR amplifikacija, DNR sekvenavimu ir Kkitais. Prie$
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modifikacijg paruoSiamas CT conversion reagentas — j meégintuvélj] su reagentu pilama 750 ul

vandens ir 210 ul M-Dilution buferio, tuomet 10 min maiSoma mégintuvélj vartant rankose.

Meégintuvélyje 400 ng i$ Slapimo nuosédy iSskirtos DNR yra sumaiSoma su tiek vandens, kad
galutinis miSinio taris siekty 50 pl, ir 5 ul M—Dilution buferio. Méginiai tuomet iSmaiSomi ir 15 min
inkubuojami 42 °C temperatiroje. Po inkubacijos pilama 100 ul CT Conversion reagento,
supurtoma ir méginiai 16 val inkubuojami 50 °C temperatiiroje, termostate. Kadangi CT Conversion
reagentas yra jautrus Sviesai, dirbama greitai, kad bity sumazintas Sviesos poveikis reakcijai.
Tuomet reakcija nutraukiama méginius 10 min inkubuojant 4 °C temperattroje. Zymo—Spin™ |C
Column kolonélés jstatomos j surinkimo mégintuvélius ir j kiekvieng kolonéle pilama 400 ul M-
Binding buferio. Tuomet jnesama modifikuota DNR, kolonélés uzdaromos ir sumaiSomos kelis
kartus pavartant. Centrifuguojama 30s, 11000 x g, filtratas paSalinamas. | kiekvienga kolonélg
pilama po 100 ul M—Wash buferio, centrifuguojama 30 s 11000 x g. Tuomet j kieckvieng kolonelé
pilama po 200 ul M—-Desulphonation buferio ir palickama kambario temperataroje 15-20 min. Po
inkubacijos centrifuguojama 30 s 11000 x g. Tuomet plovimui uzpilama 200 ul M—Wash buferio ir
centrifuguojama 30 s 11000 x g, procediira pakartojama. Kolonélé jstatoma j nauja, sterily 1,5 ml
mégintuvelj, uzpilama 40 ul M-Elution buferio, centrifuguojama 30s 12000 x g ir surenkama
modifikuota DNR. Modifikuotos DNR meéginiai buvo iSkart analizuojami arba laikomi —20 °C

temperatiiroje.

2.4 Geny metilinimo analizé Kiekybiniu metilinimui jautrios PGR metodu

IS Slapimo nuosédy iSskirta bisulfitu modifikuota DNR buvo naudojama kiekybinei
metilinimui jautriai PGR (angl. quantitative methylation—specific polymerase chain reaction
(QMSP)) atlikti. Pradinio DNR kiekio normalizavimui kiekvienos reakcijos metu buvo naudota
ACTB (aktinas—B) geno endogeniné kontrolé. Pradmenys ir zondai specifiniai metilintoms geny
ZNF677, FBN2, PCDH8, TFAP2B, TACl ir FLRT2 sekoms anks¢iau sukurti laboratorijoje
naudojant Methyl Primer Express® v1.0 (Applied Biosystems™, Thermo Fisher Scientific,
Karlsbadas, JAV) programg (Kubilitité et al., 2022) ir uzsakyti i§ Metabion (Martinsried, Vokietija).

Reakcija atlickama 20 pL toryje, 96 Sulinéliy MicroAmp® ploksteléje  (Applied
Biosystems™). Reakcijos misinio komponentai ir jy kiekiai vienai reakcijai pateikti 2.3 lenteléje.
Atskiriems genams ir endogeninei kontrolei reakcijos miSiniai ruoSiami atskirai ir iSpilstomi po
18 uL, i kiekvieng Sulinélj dedama po 2 puL du kartus praskiestos natrio bisulfitu modifikuotos DNR
(10 ng). Reakcijos metu naudojama tarSos kontrolé (angl. No Template Control (NTC)) ir metilinta
kontrolé (angl. Methylated Control (MC)), kiekvienam méginiui ir endogeninei kontrolei vykdomi
trys techniniai pakartojimai, MC — du pakartojimai. Buvo jskaitomos tik tos reakcijos, kuriy metu

MC sulinélivose buvo gautas teigiamas signalas, o NTC Sulinéliuose amplifikacija nevyko.
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Uzpildyta plokstelé uzklijuojama MicroAmp® Clear Adhesive Film plévele (Applied Biosystems™)
ir centrifuguojama 4000 x g, 2 min. Plokstelé talpinama j ViiA7 Real-Time PCR (Applied
Biosystems™) aparatg sujungta su kompiuteriu, paleidziama programa, kurios salygos nurodytas
2.4 lenteléje. Rezultatai buvo apdorojami naudojant QuantStudio Real-Time PCR Software
(Thermo Scientific) programg. Geny-taikiniy metilinimo lygis buvo apskaiciuotas naudojant AACq

algoritmg ir iSreikStas procentais atitinkamai nuo MC, pagal 1 formule.
ACt (méginio/MC) = Ct(tiriamo geno) — Ct(endogeninés kontrolés)
Metilinimo Iygls :27(ACt(tiriamo méginio) — ACt (MC)) *100%

1 formulé Formulé, naudota apskaiciuoti tiriamo geno metilinimo lygj procentais. Ct — slenkstinis
ciklas (angl. cycle threshold), MC — metilinta kontrolé (angl. methylated control) (Livak &
Schmittgen, 2001).

2.3 lentelé QMSP reakcijos komponentai ir jy kiekiai vienam meéginiui

Reakcijos miSinio komponentai Kiekis reakcijos tiiryje (20 pul)
Vanduo 6,6 ul
1 xTagMan® Uni}/ersa.l Master Mix 11, no UNG 10 ul
(Applied Biosystems™)
Pradmuo (prasminis) 0,6 ul
Pradmuo (antiprasminis) 0,6 ul
Zondas 0,2 ul
Natrio bisulfitu modifikuota DNR 2 ul (10 ng)

2.4 lentelé QMSP temperatiirinis reZimas

Reakcijos stadija Etapas Temperatira | Trukmé
Pradiné denatiiracija Denatiiracija ir fermento aktyvinimas 95 °C 10 min
Amplifikacija (50 DNR grandiniy atskyrimas 95 °C 15s

cikly) Pradmeny prijungimas/grandinés 60 °C 1 min

2.5 Statistiné analizé

Statistiné duomeny analiz¢ atlikta naudojant MedCalc® v14.0 (MedCalc Software, Ostendas,
Belgija) ir GraphPad Prism v8.0.2 (GraphPad Software, Lojola, JAV) programas. Sgsajos tarp
dviejy neparametriniy kintamyjy jvertintos naudojant Spearman koreliacijos koeficienta. Pagal

kategorinius kintamuosius i$skirstytoms grupéms lyginti buvo naudojami Mann-Whitney U bei
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Kruskal-Wallis testai. Biozymeny diagnostiniam potencialui jvertinti buvo atlikta ROC (angl.
Receiver Operating Characteristic) kreiviy analizé ir apskaiciuotos ploto po kreive (angl. Area
under the ROC Curve (AUC)), jautrumo bei specifiskumo reik§més. AUC reikSmei artéjant link 1,
sugebéjimas atskirti dvi grupes — asimptomating kontrole ir Zmones, turin¢ius SRM — didéja.
Jautrumas — teisingai identifikuoty serganciy Zmoniy proporcija, o specifiSkumas — teisingai
identifikuoty neserganciy zmoniy proporcija, abi Sios reik§Smés yra iSreiSkiamos procentais. [vairiy
geny kombinacijy analizei buvo atlikta logistiné regresija. Pasirinkti statistinio reikSmingumo

lygmenys: p > 0,05 — statistiS$kai nepatikima, p < 0,05 — patikima.
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3. REZULTATAI

Geny ZNF677, FBN2, PCDH8, TFAP2B, TAC1 ir FLRT2 reguliaciniy sri¢iy DNR metilinimo
lygis SRM ligoniy (N (meéginiy) = 214) ir asimptomatiniy kontroliy (AK; N = 92) Slapimo
nuosédose buvo tirtas QMSP metodu. Pagal gautus metilinimo lygius buvo vertinama biozymeny
ZNF677, FBN2, PCDHS8, TFAP2B, TACL ir FLRT2 diagnostiné verté — gebéjimas atskirti SRM
turinéius zmones nuo sveiky asmeny. Tiriamy geny metilinimas taip pat buvo toliau analizuojamas
pagal demografinius bei klinikinius—patologinius kintamuosius, siekiant jvertinti $iy biozymeny

prognosting verte.

3.1 BioZzymeny diagnostinés vertés analizé

BioZymeny diagnostinei vertei patikrinti buvo atliekama ROC kreiviy analizé bei lyginami
vidutiniai tiriamy geny metilinimo lygiai AK bei SRM ligoniy $lapimo nuosédose. Priedy 1 bei 2
lenteléje pavaizduota pilna visy geny bei jy kombinacijy diagnostinés vertés analizé. Visy tirty geny
metilinimo lygis buvo reik§mingai auks$tesnis SRM ligoniy $lapimo nuosédose, lyginant su AK (3.1
pav., A). Genus tiriant atskirai, auks¢iausia diagnostiné vert¢é matoma PCDH8 geno atveju, kurio
AUC buvo 0,69, jautrumas — 49,53 % ir specifiSkumas — 88,04 % (3.1 pav., B). Taciau geresné
diagnostiné verté matoma analizuojant geny kombinacijas — auk$¢iausia AUC reikSme pasizyméjo
penkiy geny — ZNF677, FBN2, PCDHS8, TAC1 ir FLRT2 kombinacija (AUC = 0,75, jautrumas —
65,89 %, specifiskumas — 73,91 %; P < 0,001) (3.1 pav., C). Visais atvejais buvo gautos patikimos
P reik§mes (< 0,05) (priedai, 1 lentelé).
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A DNR metilinimo lygio analizé

1.5+
P<0,001
1
S
k%)
2 104 P<0,001
° P<0,001 [ —
£ —
£ O AK (N=92)
g P<0,001 B SRM (N=214)
£ —
@
g 0.5
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, , : , _ ; ' 0,744 63,08 77,17 <0,001
— FBN2 0,560 19,16 92,39 0,002 TAC1, FLRT2
— PCDH8 0,688 49,53 88,04 <0,001 ZNF677, FBN2, 0747 6589 7391 <0001
B <
— TFAP2B 0,686 51,87 78,26 <0,001 EEE%S’ TACL, ‘ ‘ ’ ’
— TACL 0,683 72,90 61,96 <0,001
__ FBN2,PCDHS8, 741 6308 76,09 <0,001
FLRT2 0595 30,84 88,04 <0,001 TAC1, FLRT2

3.1 pav. Biozymeny diagnostinés vertés analizé. A — Tirty geny reguliaciniy sri¢iy DNR metilinimo
lygis SRM ligoniy ir AK S§lapimo nuosédose. B — pavieniy geny, C — geny kombinacijy ROC (angl.
Receiver Operating Characteristic) kreiviy analizé, parodanti biozymeny diagnosting verte. AK —
asimptomatiné kontrolé; SRM — inksty mazi navikai (angl. Small Renal Mass); AUC — plotas po
kreive (angl. Area under the ROC Curve); DJ — diagnostinis jautrumas; DS — diagnostinis
specifiSkumas. ReikSmingos P reik§més parysSkintos.
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Diagnozés metu paimti (I etapas, 0 mén.) meéginiai buvo analizuojami atskirai ir geny
metilinimo lygis buvo palygintas su AK bei apskaiCiuota biozymeny diagnostin¢ verté toje
stadijoje, kurioje liga buvo aptikta. Visy geny atveju metilinimo lygis buvo reik§mingai aukstesnis
nei AK (3.2 pav., A). Genus tiriant atskirai auks$¢iausia AUC pasizyméjo TAC1 genas (AUC = 0,69,
jautrumas — 72,22 %, specifiskumas — 61,96 %, P < 0,001) (3.2 pav., B). Geriausia diagnostiné
verté buvo matoma keturiy geny rinkinio atveju — ZNF677, PCDH8, TAC1 ir FLRT2 (AUC = 0,74,
jautrumas — 90,74 %, specifiskumas — 50 %, P < 0,001; 3.2 pav., C).
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DNR metilinimo lygio diagnozés metu analizé
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3.2 pav. Biozymeny diagnostinés vertés I etapo metu analizé. A — Geny biozymeny reguliaciniy
sri¢iy DNR metilinimo lygis SRM ligoniy ir AK Slapimo nuosédose. B — pavieniy geny, C — geny
kombinacijy ROC (angl. Receiver Operating Characteristic) kreiviy analizé, parodanti bioZymeny
diagnosting verte. AK — asimptomatiné kontrolé; SRM — inksty mazi navikai; AUC — plotas po
kreive (angl. Area under the ROC Curve); DJ — diagnostinis jautrumas; DS — diagnostinis
specifiSkumas. ReikSmingos P reik§meés (< 0,05) paryskintos.
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3.2 Tirty bioZymeny s3asaja su naviko augimo dinamika
3.2.1 Naviko rodikliai skirtinguose tyrimo etapuose

Aktyvios stebésenos metu ligoniams periodiskai paimti §lapimo nuosédy méginiai bei kai
kurie kiti rodikliai buvo suskirstyti j etapus, priklausomai nuo méginio paémimo eilés. Naviko dydis
Siuo metu yra vienas pagrindiniy parametry, naudojamy naviky klasifikacijai ir naviko agresyvumui
bei progresijos tikimybei jvertinti. Tyrimo eigoje naviko dydj apibtidina naviko tiirio ir didZiausio
naviko skersmens parametrai. Sie skai¢iavimai buvo atlikti dviejy radiology. Visi ¢ia ir toliau §iame
skyriuje vaizduojami rezultatai buvo analizuojami pasitelkus antrojo radiologo skaiciavimus.
Analogiski rezultatai, iSanalizuoti pasitelkus pirmojo radiologo skaiciavimais, Vvaizduojami
prieduose 5 — 11 paveiksluose. Navikai buvo suskirstyti pagal jy augimo greitj j stabilaus ir spartaus
augimo navikus. Spartaus augimo buvo laikomi tokie navikai, kuriy tiris per 12 ménesiy
padvigubéjo arba kuriy didziausias skersmuo per aktyvios stebésenos laikotarpj pasieké >4 cm. I$
tirty naviky 43 buvo stabilaus augimo ir 11 — spartaus, o sparciai auganc¢iy naviky tarpe 3 buvo 1
WHO/ISUP laipsnio, like — 2 WHO/ISUP laipsnio (3.3 pav., A; B). Tarp sparéiai auganc¢iy naviky
didzioji dalis — 9 — buvo Sviesiy lasteliy histologijos, vienas papiliarinés ir vienas chromofobinés
histologijos (3.3 pav., A). Aktyvios stebésenos metu stabilaus augimo naviky trio vidutinis augimo
greitis buvo 1,44 %/mén., o spartaus augimo naviky tiirio vidutinis augimo greitis buvo Zymiai
didesnis — 9,37 %/mén., ir statistiSkai patikimai skyrési nuo stabiliy naviky trio augimo greiéio (P
< 0,001). Stabilaus augimo naviky vidutinis didziausio skersmens augimo greitis (0,3 %/mén.) taip
pat buvo reikSmingai mazesnis nei spartaus augimo naviky vidutinis didziausio skersmens augimo

greitis (2,33 %/mén.) (P < 0,001).

Toliau buvo analizuojamas naviko dydis skirtingy etapy metu. Stabilaus augimo naviky atveju
juy turis bei didziausias skersmuo etapy bégyje didelio pokycio neparodé (3.3 pav., B; 3.4 pav.). O
spartaus augimo naviky buvo stebimas stabily abiejy Siy parametry did¢jimas (3.3 pav., B; 3.4
pav.). Visy, i$skyrus pirma (0 mén.), etapy metu spartaus augimo navikai pasizyméjo reik§mingai
didesniu naviko dydziu, lyginant su stabilaus augimo navikais (3.4 pav.). Sparciai auganciy naviky
dydzio skirtumas (lyginant su stabiliai auganciais) iSrySkéja jau nuo antro etapo, o sparc¢iai auganciy
naviky grupéje tirio skirtumas tarp pirmo etapo ir sekanéiy etapy pastebimas tik 5 etape. Svarbu
pamineéti, kad 3.4 paveiksle vaizduojami tik pirmi Sesi etapai, nes paskutiniai du etapai apémé labai
nedidelj méginiy skai¢iy. Prieduose 1 ir 2 paveiksluose vaizduojamas geny metilinimo kitimas ligos

eigoje.
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3.3 pav. SRM augimas aktyvios stebésenos metu. A — kiekvieno paciento naviko dydzio (naviko
tario ir didziausio skersmens) pokytis aktyvios stebésenos metu. B — kiekvieno paciento naviko
taris skirtinguose aktyvios stebésenos laiko taskuose.
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3.4 pav. Inksty mazy naviky dydZio poky¢iai aktyvios stebésenos metu. A — vidutinis tiiris skirtingy
etapy metu, B — vidutinis didZiausias naviko skersmuo skirtingy etapy metu. * — nurodo statistiSkai
reikSmingg (P<0,05) tirio/didziausio naviko skersmens skirtumg etapuose tarp stabiliai ir sparciai
augan¢iy naviky, ** — nurodo statistiSkai reikSmingg tiirio/didZiausio naviko skersmens skirtuma
grupéje tarp pirmo ir sekanciy etapy.

Touomet buvo sprendziama, ar tirty geny metilinimo lygis yra susij¢s su nuo naviky augimo
greiciu. Tiriant visy etapy metu paimtus méginius buvo matoma, kad TFAP2B geno metilinimo
lygis buvo reikSmingai didesnis stabilaus augimo navikuose, lyginant su spartaus augimo navikais
(3.5 pav., A) (P = 0,005). Kity geny atveju statistiskai patikimy skirtumy rasta nebuvo. Tiriant tik
diagnozés metu (I etapas, 0 mén.) paimtus méginius, né vieno geno atveju reikSmingy skirtumy tarp
Siy dviejy grupiy nebuvo (3.5 pav., B). Taciau abejais atvejais, ZNF677, FBN2, PCDH8 ir TAC1
geny atveju yra matomas didesnis geny metilinimo lygis spartaus augimo navikus turin¢iy asmeny

Slapimo meéginiuose, o Sis skirtumas tampa dar rySkesnis analizuojant tik diagnozés metu paimtus
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méginius (3.5 pav., A; B). Galbiit esant didesnei imciai biity jmanoma aptikti ir statistiSkai

patikimus skirtumus.
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3.5 pav. Geny metilinimo lygio sasaja su naviky augimo grei¢iu. A — tirty geny vidutinis
metilinimo lygis stabiliai ir spar¢iai auganciuose navikuose viso tyrimo metu. B — tirty geny
vidutinis metilinimo lygis stabiliai ir spar¢iai auganciuose navikuose diagnozés metu. Reik§mingos
P reikSmeés paryskintos.

3.2.2 Tirty bioZymeny sasaja su naviko dydzZiu

Toliau buvo analizuojama geny metilinimo lygio sgsaja su naviko dydj apiblidinanciais
parametrais — ttriu bei didziausiu skersmeniu. Analizuojant geny metilinimo lygio sasaja su naviko
tariu, PCDH8 geno atveju buvo pastebéta reikSminga teigiama koreliacija (R = 0,155, P = 0,027)
(3.6 pav.). Kity geny atveju statistiskai patikima koreliacija tarp geno metilinimo lygio ir naviko

tiirio pastebéta nebuvo.
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3.6 pav. Tirty geny metilinimo lygio sgsajos su naviko tiriu analizé. Reik§mingos P reik§més

paryskintos.

PCDH8 geno metilinimo lygis taip pat reikSmingai teigiamai koreliavo su kitu naviko dydj

apibudinané¢iu parametru — didZiausiu naviko skersmeniu (R = 0,157, P = 0,023) (3.7 pav.). Kity

geny atveju statistiSkai patikima koreliacija tarp geno metilinimo lygio ir didZiausio naviko

skersmens nepastebéta, ta¢iau ZNF677 geno atveju buvo matomas ribinis patikimumas (R = 0,123,

P =0,076).
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3.7 pav. Metilinimo lygio koreliacijos su didziausiu naviko skersmeniu analizé. ReikSmingos P
reik§mes paryskintos.

Tirty geny metilinimo lygio sasaja su naviko dydZziu taip pat buvo atskirai tiriama diagnozés
metu paimtuose méginiuose. Vélgi PCDH8 geno metilinimo lygis teigiamai koreliavo su naviko
tariu ir didziausiu naviko skersmeniu (3.8; 3.9 pav.). Remiantis pirmo radiologo duomenimis taip
pat buvo pastebéta teigiama sgsaja tarp TFAP2B geno metilinimo lygio ir naviko turio bei
didziausio naviko skersmens diagnozés metu (priedai, 8§ ir 9 pav.), taCiau atliekant analizg

pasinaudojus antro radiologo duomenimis tokios sgsajos rasti nepavyko.
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3.8 pav. Metilinimo lygio sasajos su naviko tiiriu diagnozés metu analizé. Reik§mingos P reik§més

paryskintos.
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3.9 pav. Metilinimo lygio sasajos su didziausiu naviko skersmeniu diagnozés metu analizé.
ReikSmingos P reik§més paryskintos.
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Toliau buvo analizuojama sgsaja tarp tirty geny metilinimo ir naviko dydzio skirtingo augimo
grei¢io naviky grupése. Buvo aptikta statistiSkai patikima teigiama sgsaja tarp PCDH8 geno
metilinimo lygio ir naviko ttrio bei didziausio naviko skersmens stabilaus augimo naviky grupéje
(priedai, 12 pav., A; 13 pav., A). Spartaus augimo naviky grupéje sgsajy tarp naviko dydj
apibudinanéiy parametry ir tirty geny metilinimo lygio neaptikta (priedai, 12 pav., B; 13 pav., B).
Ivertinus geny reguliaciniy sri¢iy metilinimo lygio koreliacijas su naviko turiu individualiuose
ligoniuose skirtinguose aktyvios stebésenos etapuose, kai kuriy ligoniy atveju galima buvo matyti
kaip tirty geny metilinimo lygis atspindéjo naviko tarj (priedai, 14 — 16 pav.). Taciau daugeliu

atveju analizuojant tokias koreliacijas tirty geny metilinimo lygis tik i§ dalies atspindéjo naviko tirj.

rodikliais

Siekiant jvertinti tiriamy biozymeny prognosting verte toliau buvo vertinama geny metilinimo
demografiniy ir kai kuriy klinikiniy rodikliy sgsajg su tirty geny metilinimu buvo nejtraukiami
pakartotinai i§ to paties ligonio paimti méginiai. Prieduose 3 ir 4 paveiksluose vaizduojama analizé

apimanti visus tirtus méginius.

3.3.1 Geny metilinimo lygio sasaja su demografiniais rodikliais

Pirmasis 1§ demografiniy rodikliy, kuriy sgsaja su tirty geny metilinimo lygiu buvo tirta —
Iytis. Geny metilinimo lygis reik§mingai skyrési tarp ly¢iy ZNF677, PCDH8, TFAP2B ir TAC1
geny atveju (3.10 pav., A). Visy $iy geny atveju motery tarpe buvo matomas aukstesnis metilinimo
lygis lyginant su vyrais. Vienintelis genas, kurio atveju vyry tarpe buvo matomas aukStesnis
metilinimas — FLRT2, taiau jo metilinimas statistiSkai reik§mingai tarp ly¢iy nesiskyré. Né vieno
geno atveju nenustatyta reikSminga koreliacija tarp metilinimo lygio ir ligoniy amziaus diagnozés

metu (3.10 pav., B).
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3.10 pav. Geny metilinimo lygio s3sajos su demografiniais rodikliais. A — geny metilinimo lygis
tarp skirtingy ly€iy. B — geny metilinimo lygio koreliacija su ligoniy amZiumi diagnozés metu.
ReikSmingos P reik§meés paryskintos.

Rikymas yra siejamas su padidé€jusia rizika susirgti inksty véziu bei prastesne ligoniy
prognoze, taigi toliau buvo analizuojama tirty bioZymeny metilinimo lygio sgsaja su pacienty
rukymo statusu. Anksc¢iau rukiusiy bei méginio paémimo metu riikanc¢iy asmeny meéginiai buvo
apjungti ir palyginti su neriikan¢iy asmeny méginiais. Né vieno geno atveju statistiSkai patikimi
skirtumai tarp rtikanciy ar anksciau rukiusiy ir neriikan¢iy asmeny metilinimo lygio neaptikti (3.11

pav.).
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3.11 pav. Geny metilinimo lygio skirtumai tarp nertikanc¢iy ir riikan¢iy ar anksciau rukiusiy

pacienty.

kuris yra siejamas su padidéjusia rizika sirgti jvairiomis ligomis, tarp jy ir RCC, bei su prastesne

Sios ligos prognoze. ISanalizavus geny metilinimo lygio s3saja su KMI paaiskejo, kad visy geny

atveju reik§mingy koreliacijy tarp metilinimo lygio ir KMI nebuvo (3.12 pav., B).
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3.12 pav. Geny metilinimo lygio s3saja su kiino masés indeksu (KMI).

50

Vienas i§ inksty vézio rizikos faktoriy — jvairios gretutinés ligos, kurios ne tik didina rizikg

sirgti §ia liga, bet ir yra siejamos su prastesne gyvenimo kokybe ir trumpesniu iSgyvenamumu.

Buvo tikrinama geny metilinimo lygio priklausomybé nuo sergamumo cukriniu diabetu, arterine

hipertenzija, kitomis (dabartinémis ar anks¢iau buvusiomis) piktybinémis ligomis. Né vieno geno

atveju nebuvo rasta reikSmingy skirtumy tarp metilinimo lygio cukriniu diabetu serganciuose ir

neserganciuose ligoniuose (3.13 pav., A). Artering hipertenzija turinciy ligoniy tarpe TFAP2B ir

TAC1 geny metilinimo lygis buvo statistiS8kai patikimai auksStesnis lyginant su $ia liga neserganciy

ligoniy (3.13 pav., B). Kitomis (dabartinémis ar anks¢iau buvusiomis) piktybinémis ligomis

serganCiy asmeny tarpe né vieno geno metilinimo lygis statistiSkai patikimai nesiskyré nuo tokiy

ligy neturin¢iy asmeny (3.13 pav., C).
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tarp ligoniy serganciy ir neserganciy jvairiomis ligomis: A — cukriniu diabetu, B — arterine
hipertenzija, C — kitomis (dabartinémis ar anks¢iau buvusiomis) piktybinémis ligomis. ReikS§mingos
P reikSmés paryskintos.

Toliau buvo ieSkoma sgsajy tarp visy tirty geny metilinimo lygio ir Charlson‘o gretutiniy ligy

indekso (angl. Charlson ‘s Comorbidity Index (CCI)) indekso. Méginiai buvo suskirstyti j dvi grupes
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pagal CCl — <4 ir >5. Tarp $iy dviejy grupiy né vieno geno atveju reikSmingy metilinimo lygio

skirtumy rasta nebuvo (3.14 pav.)

1.5 P=0553
X I 1
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%
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g [ <4 (N=35)
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z P=0,451
2 057 2 P=0,258
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3.14 pav. Geny metilinimo lygio priklausomybé nuo Charlson‘o gretutiniy ligy indekso (angl.
Charlson's comorbidity index (CCI)). Geny metilinimo lygis vaizduojamas grupése, suskirstytose
pagal CCl — <4 ir >5.

Naviko agresyvuma bei progresavimo rizikg galima prognozuoti pagal daug parametry, vieni
i§ jy — RCC potipis ir WHO/ISUP laipsnis — kuriy galima sasaja su tiriamy geny metilinimo lygiu ir
buvo analizuojama toliau. Sviesiy lasteliy RCC (ccRCC), kaip daZniausiai pasitaikantis RCC
potipis, apémé didzigja dalj tirty méginiy, o kiti potipiai — chromofobinis ir papiliarinis — buvo
apjungti ] vieng grupg. Lyginant ccRCC su kitais RCC potipiais tirty geny metilinimo lygiai
nesiskyreé tarp Siy dviejy grupiy (3.15 pav., A). Tarp pirmo ir antro naviko WHO/ISUP laipsnio tirty

geny metilinimo lygiai statistiSkai reikSmingai nesiskyré (3.15 pav., B).

51



2.5
P=0,712
N 1
ST 2.0
% P=0,235
2 —
2 s P=0,847
= 1 3 ccRCC (N=38)
kS B Kiti tipai (N=16
g 104 pai ( )
wn
=
= P=0,960
2 05+ |
S
0.0 T T T ==
ZNF677 FBN2 PCDHS  TFAP2B TAC1 FLRT2
B 1.5
P=0,995
o
N P=0,385
2 —
Z 10_
o
£ 0O 1°(N=14)
[
= B 2° (N=30)
2 P=0,422
2 sl P=0,698 1
I —
3 P=0,956 P=0,550
g — —
i l‘i
ZNF677 FBN2 PCDHS TFAP2B TAC1 FLRT2

palyginimas tarp Sviesiy lasteliy RCC (ccRCC) potipio ir kity potipiy. B — Geny metilinimo lygio
skirtumai tarp pirmo ir antro ISUP (angl. International Society of Urologic Pathologists) laipsnio.
Taip pat buvo analizuojama geny metilinimo koreliacija su inksty funkcijas apibiidinanciais
parametrais — glomeruliy filtracijos grei¢iu (GFG) ir kreatinino koncentracija kraujyje. Statistiskai
patikima neigiama koreliacija buvo rasta tarp PCDH8 geno metilinimo lygio ir glomeruliy
filtracijos grei¢io (GFG) (R = -0,2053, P = 0,005) (3.16 pav., A). Né vieno i tirty geny metilinimo

lygis su kreatinino koncentracija kraujyje reikSmingai nekoreliavo (3.16 pav., B).
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3.16 pav. Geny metilinimo lygio koreliacijos su inksty funkcijos rodikliais analizé. A — glomeruliy
filtracijos grei¢io (GFG) koreliacija su geny metilinimo lygiu, B — kreatinino koncentracijos
kraujyje koreliacija su geny metilinimo lygiu. Reik§mingos P reik§més (< 0,05) paryskintos.

Apibendrinant, buvo iSanalizuoti geny ZNF677, FBN2, PCDH8, TFAP2B, TACL1 ir FLRT2
reguliaciniy sri¢iy DNR metilinimo lygiai SRM ligoniy ir asimptomatiniy kontroliy Slapimo
nuosédose, ir tiriami genai bei jvairios jy kombinacijos pasiZyméjo gera diagnostine verte tiek
tiriant viso aktyvios stebésenos laikotarpio metu tiek diagnozés metu paimtus meéginius. Taip pat

buvo tiriama $iy bioZymeny prognostiné vert¢ ir iSanalizuota geny metilinimo lygio koreliacija su
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naviko dydj apibudinanciais parametrais parodo $io biozymens galima pritaikomuma aktyviai SRM

turiniy ligoniy stebésenai.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Inksty lasteliy karcinoma — labiausiai paplitgs inksty vézio tipas, o sergamumas §ia liga vis
auga (Kabaria et al., 2016). Sis vézys dél besimptomés ligos eigos daznai aptinkamas atsitiktinai,
nors, kaip ir visose vézio formose ankstyvas ligos (angl. Small renal mass (SRM)) aptikimas yra
labai svarbus norint uzkirsti kelig tolimesniam vézio plitimui (Vasudev et al., 2020). Inksty mazy
naviky aptikimas yra dar sudétingesnis dél nedidelio jy dydzio ir mazo diagnostikoje naudojamy
metody jautrumo. Be to dabartiniai diagnostikoje naudojami vaizdavimo metodai neatskiria
gerybiniy bei piktybiniy naviky ir pasitaiko atvejy kuomet pasSalinamas pavojaus nekeliantis
gerybinis navikas ir, kartu su juo, dalis ar visas inkstas (Chenam & Lau, 2018b). Nefrektomija turi
daug komplikacijy, kurios ypatingai daZnai pasireiSkia ligoniams su gretutinémis ligomis ar
vyresnio amziaus ligoniams, kuriems SRM dazniausiai ir diagnozuojami. Tokiems ligoniams aktyvi
stebésena galéty tapti saugesne ir naudingesne SRM gydymo strategija, 0 ligos eigoje praversty
biozymenys, kurie puikiai papildyty dabartines Siy naviky diagnozés strategijas, ypac ankstyvoje

ligos stadijoje, be to praversty prognostikoje.

DNR metilinimo poky¢iai — vieni anks€iausiy inksty kancerogenezés metu, dél to gali buti
naudojami ankstyvai $ios ligos diagnostikai (Arai & Kanai, 2010). Inksty vézio vystymosi metu
vykstantys DNR metilinimo poky¢iai taip pat gali buti aptinkami i§ Slapimo nuosédy iSskirtoje
naviko DNR (Locke et al., 2019a). Slapimo méginio paémimas yra labai paprastas, pigus ir
neinvazyvus procesas, taigi leidzia dazng pakartoting méginiy paémima. Slapime aptinkama naviko
DNR taip pat atsizZvelgia } naviko heterogeniSkuma, ko biopsijos paprastai nedaro. Taigi DNR
metilinimo bioZymenys yra labai tinkami ne tik ankstyvai inksty vézio diagnozei bet ir ligos

progresijai bei atsakui j gydymga stebéti.

Ankstesniuose tyrimuose buvo atlikta viso genomo metilintos DNR audiniuose ir atrinkty
geny reguliaciniy sri¢iy metilinimo Slapimo meéginiuose analize ir atrinkti genai, kuriy reguliacinése

srityse jvyke metilinimo poky¢iai galéty biiti naudojami kaip biozymenys (Kubilitte et al., 2022).

Darbe nustatytas reikSmingai aukStesnis visy tirty geny metilinimo lygis SRM ligoniy §lapimo
nuosédose, lyginant su sveiky asmeny meéginiais, kas parodo jy diagnostinj potencialg. Pavieniy
Zymeny jautrumas svyravo nuo 19,16 iki 72,90 %. Geriausia diagnostine verte pasizyméjo genas
PCDHS8 (AUC - 0,69, jautrumas — 49,53 %, specifiskumas — 88,04 %). Didesne nei pavieniy geny
diagnostine verte pasizymeéjo biozymeny kombinacijos, geriausia i§ jy — ZNF677, FBN2, PCDHS,
TACL ir FLRT2 kombinacija (AUC = 0,75, jautrumas — 65,89 %, specifiskumas — 73,91 %). Inksty
vézio atveju ankstyva diagnozé yra ypatingai svarbi, taciau ji daznai apsunkinama besimptomes
ligos eigos, taigi pavieniy geny ir jy kombinacijy diagnostiné verté taip pat buvo tirta i$skirtinai

pirmame tyrimo etape, diagnozés metu. Siuo atveju geriausia diagnostine verte pasizyméjo TAC1
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genas (AUC = 0,69, jautrumas — 72,22 %, specifiskumas — 61,96 %) bei geny ZNF677, PCDHS,
TACL ir FLRT2 kombinacija (AUC = 0,74, jautrumas — 90,74 %, specifiskumas — 50 %). Didelé $iy
geny diagnostiné verté pirmame tyrimo etape parodo jy pritaikomumg ankstyvam SRM aptikimui, o
tai pagelbéty uzkirsti kelig tolimesniam vézio vystymuisi bei plitimui. Nors keli tyrimai aprasé
inksty vézio biozymenis su aukStesnémis AUC, jautrumo ar specifiSkumo vertémis, nedaugelis jy
iStyré pakankamai didele imtj, o tyrimy, kurie fokusavosi ties SRM, yra dar maziau. Viename i jy
buvo apraSytos 9 miRNR, kuriy kiekis buvo aukstesnis ccRCC potipio SRM serganciy ligoniy
Slapime lyginant su inksty onkocitomg — gerybinj navika turin¢iy ligoniy méginiais, ir visy miRNR
atveju buvo matoma mazesné AUC reik§mé negu rasta Siame tyrime (Di Meo et al., 2020). Taip pat
buvo rasti 6 baltymai, kuriy ekspresija ccRCC potipio SRM ligoniy $lapime buvo padidéjusi (Di
Meo, Batruch, et al.,, 2020). Taciau baltymais pagristy biozymeny tyrimai yra brangesni ir
sudétingesni nei DNR metilinimo biozymeny tyrimai, 0 miRNR biologinés funkcijos ir vaidmuo
kancerogenezéje yra sudétingi ir ne iki galo iSaiskinti (Kubiliute & Jarmalaite, 2021). DNR taip pat
yra stabili, 0 DNR metilinimo poky¢iai vyksta anksti RCC naviky vystymosi metu, taigi DNR
metilinimo biozymenys yra labiau tinkami ankstyvai vézio diagnozei, o DNR biozymenys laikomi
tinkamesniais ligos progresijai aptikti ankstyvose stadijose, lyginant su baltymy bioZymenimis

(Duffy & Crown, 2022).

Navikus suskirs¢ius pagal augimg j sparciai augancius ir stabiliai augancius, buvo pastebétas
reikSmingai auksStesnis TFAP2B metilinimo lygis stabiliai auganciy naviky atveju, lyginant su
sparciai augancCiais navikais. Tai galbiit galima buty paaiSkinti Sio geno dalyvavimu WNT/B-
katenino signalinio kelio aktyvavime, taip prisidedant prie lasteliy proliferacijos skatinimo (L.
Wang et al., 2020). Sis biozymuo galéty padéti atskirti stabiliai ir sparéiai auganéius SRM, ir taip
jvertinti jy tinkamumg aktyviai stebésenai. Didéjantis atsitiktinai aptikty SRM skai¢ius tapo didele
problema dél perdétinio gydymo. Galimybeé numatyti ligos eiga prie§ pritaikant radikaly gydyma,
kuris sukelia daug trumpalaikiy ir ilgalaikiy komplikacijy, gali sumazZinti §ig rizikg. Sparciai
auganc¢iy naviky atveju geriausia gydymo strategija grei€iausiai bus nefrektomija ar abliacija, tac¢iau
stabiliai augantiems navikams pritaikius aktyvia stebéseng galima bty i§saugoti inksty funkcija bei

iSvengti operacijos sukeliamy sunkumy.

Nuo lyties priklausomi metilinimo skirtumai specifiniuose genomo regionuose ar audiniuose
galimai atsiranda dél SRY geno buvimo, X chromosomos dozés bei lytiniy hormony (Lopes-Ramos
et al., 2020). Sergant véziu taip pat stebimi tam tikri su lytimi susij¢ DNR metilinimo skirtumai,
kurie gali apsunkinti DNR metilinimo bioZymeny paieSka bei tyrimus. RCC atveju prognozés ar
sergamumo skirtumai tarp lyCiy gali atsirasti dél genetiniy, gyvenimo biido, aplinkos ir epigenetiniy

veiksniy derinio (Dahlmann et al., 2023). ReikSmingai aukstesni ZNF677, PCDH8, TFAP2B ir
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TAC1 geny metilinimo lygiai moteryse lyginant su vyrais gali biiti paaiskinami bendrais visame
genome esanciais metilinimo skirtumais tarp vyry ir motery. Taciau lytis yra sunkiai jvertinamas
faktorius, nes skirtumai tarp lyCiy gali atsirasti ne tik dél biologinés lyties, bet ir dél socialiniy bei
demografiniy faktoriy, kurie gali labai stipriai varijuoti. Kad biity iSaiskinta Siame tyrime rasta

asociacija reikalingi tolimesni tyrimai su didesniu kiekiu tiriamyjy.

PCDHS8 geno metilinimo lygis koreliavio teigiamai su naviko dydj apibtdinanciais
parametrais, taigi Sis biozymuo galéty buti naudojamas prognostikoje, siekiant jvertinti naviko
augima ir ligos eigag. PCDH8 metilinimo aberacijos buvo pastebétos ir kituose tyrimuose. cCRCC
audiniuose $io geno metilinimo daznis buvo reikSmingai didesnis lyginant su sveikais inksty
audiniais, be to koreliavo su pazengusia naviko stadija ir aukStesniu naviko laipsniu bei
metastazémis limfmazgiuose (Lin et al., 2014). Lin ir bendraautoriy tyrime PCDH8 metilinimo
daznis taip pat buvo siejamas su prastesniu iSgyvenamumu be progresavimo. Diagnozés metu, be
PCDHS8 geno, vieno radiologo matavimo duomenimis TFAP2B geno metilinimo lygis diagnozés
metu taip pat koreliavo su naviko dydj apibiuidinandiais parametrais, demonstruodamas prognostinj

potenciala, Salia diagnostinio.

Arterinés hipertenzijos jtaka inksty vézio kancerogenzei kol kas néra pilnai suprantama,
taiau ne viename tyrime buvo apraSyta Sios ligos sgsaja su didesniu sergamumu inksty veéziu.
Siame darbe buvo aptiktas didesnis TFAP2B ir TAC1 geny metilinimo lygis artering hipertenzija
turin¢iy SRM ligoniy atveju. TFAP2B genas yra svarbus inksty vystymesi bei lasteliy augimo ir
diferenciacijos procesuose (Zhu et al., 2020), taigi jo reguliaciniy sri¢iy hipermetilinimas galimai
siejasi su prastesne inksty funkcija ir prognoze SRM pacientuose. Taip pat antihipertenziniai vaistai
buvo jvardinti kaip kancerogeniski inkstams ir siejami su didesniu sergamumu RCC (Ba et al.,
2022), todél jy vartojimas gali biiti susijes su prastesne prognoze RCC atveju, o aukstesnis TFAP2B
ir TAC1 metilinimo lygis atspindi tokig btisena.

Glomeruliy filtracijos greitis (GFG) nurodo greitj, kuriuo kraujas filtruojamas glomerulése, ir
yra pagrindinis rodiklis, atspindintis inksty funkcija (Kaufman et al., 2023). RCC ligoniuose
matoma sumazéusi inksty funkcija, ypatingai pazengusiose ligos stadijose, kuri dar labiau sumazéja
dél operacijos pasalinus visg ar dalj inksto (Z. Liu et al., 2020). Tyrime buvo aptikta neigiama
koreliacija tarp PCDH8 metilinimo lygio ir GFG, kas dar karta parodo PCDHS8 geno, kaip

prognostinio bioZymens verte.

Nors tirti genai parodé auksta diagnosting verte bei buvo rastos sgsajos su kai kuriais

pat reikalinga iStirti kity naviky atveju, kad patvirtinti jy tinkamumg bitent $io vézio atveju. Taip
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pat, nors buvo istirta didelé imtis SRM ligoniy, tikslesnei statistinei analizei jvykdyti ir apskritai
tolimesniuose tyrimuose turéty biti sickiama apimti kuo daugiau SRM ligoniy. Be to norint tiksliai
atskirti piktybiSkus SRM nuo ne tik sveiky asmeny bet ir asmeny su gerybiniais navikais, biity

naudinga ] tyrimg jtraukti gerybiniy SRM atvejy.

Apbendrinus §is tyrimas pademonstravo ZNF677, FBN2, PCDH8, TFAP2B, TAC1 ir FLRT2
epigenetiniy biozymeny galimybe aptikti SRM, tiriant Slapimo nuosédas. Buvo rasta geny TFAP2B,

rodikliais: naviko dydziu, arterine hipertenzija bei glomeruliy filtracijos grei¢iu, 0 tai parodé Siy
bioZymeny prognosting vertg ir jy potencialg papildyti aktyvios stebésenos strategijas stebint ligos
eigy.
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ISvados

Geny ZNF677, FBN2, PCDH8, TFAP2B, TACL ir FLRT2 metilinimo lygis ligoniy, kuriems
diagnozuoti mazi inksty navikai, Slapimo nuosédy meéginiuose yra reikSmingai didesnis

lyginant su asimptomatine kontrole (P < 0.050);

. Tarp pavieniy geny, geriausia diagnostine verte pasizymi TAC1 genas (AUC = 0,69,
jautrumas — 72,22 %, specifiskumas — 61,96 %). Tarp geny kominacijy, auksCiausia
diagnostine verte pasizymi geny ZNF677, PCDH8, TACL ir FLRT2 rinkinys (AUC = 0,74,
jautrumas — 90,74 %, specifiskumas — 50 %).

Geno PCDH8 metilinimo lygis SRM pacienty Slapimo nuosédose teigiamai koreliuoja su
naviko dydziu (Rs > 0,383; P = 0,005). Stabilaus augimo navikams budingas reik§mingai
didesnis TFAP2B geno reguliaciniy sri¢iy metilinimo lygis, lyginant su spar¢iai auganciais

navikais (1,187 % vs. 0,611 %; P = 0,005).

. Tarp pacienty, kuriems diagnozuotas SRM, aukstesnis geny ZNF677, PCDH8, TFAP2B ir
TAC1 metilinimo lygis buidingas moterims, lyginant su vyrais (P < 0,05). Geno PCDH8
reguliacinés srities metilinimo lygis neigiamai koreliuoja su glomeruliy filtracijos grei¢iu
(Rs = —0,205; P = 0,005), o TFAP2B ir TAC1 geny reguliaciniy sri¢iy metilinimo lygis
reikSmingai didesnis artering hipertenzijg turinCiy SRM ligoniy atveju, lyginant su

pacientais, kuriems arteriné hipertenzija nenustatyta.
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Asmeninio indélio aprasymas

Dalia Jurkénaité atliko visus eksperimentus su dalimi darbe analizuojamy méginiy (DNR
skyrimas, bisulfitiné modifikacija, kiekybiné¢ metilinimui jautri PGR), literatiiros analiz¢, duomeny
statisting analiz¢ ir vizualizavimg. Praktikos metu Dalia Jurkénaité iStyré 81 Slapimo nuosédy
méginj, taciau dél patikimesnés statistinés analizés buvo jtraukti ir anks¢iau laboratorijoje iStirti

méginiai (N=134) bei asimptomatiné kontrolé¢ (N=92).
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Priedai

1 lentelé Tirty biozymeny ir jy kombinacijy diagnostinés vertés analize.

Genai AUC P reiksmé | Jautrumas, % | SpecifiSkumas, %
ZNF677 0,639 <0,0001 31,31 96,74
FBN2 0,56 0,0018 19,16 92,39
PCDH8 0,688 <0,0001 49,53 88,04
TFAP2B 0,686 <0,0001 51,87 78,26
TAC1 0,683 <0,0001 72,9 61,96
FLRT2 0,595 0,0001 30,84 88,04
2 geny kombinacijos

ZNF677, PCDH8 0,704 <0,0001 55,14 84,78
ZNF677, FBN2 0,65 <0,0001 37,38 91,3
ZNF677, FLRT2 0,674 <0,0001 47,2 85,87
ZNF677, TACL 0,716 <0,0001 49,07 85,87
ZNF677, TFAP2B 0,721 <0,0001 47,2 89,13
FBN2, PCDH8 0,694 <0,0001 55,61 80,43
FBN2, TFAP2B 0,694 <0,0001 59,35 71,74
FBN2, TAC1 0,693 <0,0001 75,7 60,87
FBN2, FLRT2 0,631 <0,0001 42,06 83,7
PCDHS8, TFAP2B 0,713 <0,0001 62,15 76,09
PCDHS, TAC1 0,719 <0,0001 56,07 83,7
PCDHS8, FLRT2 0,72 <0,0001 62,15 76,09
TFAP2B, TAC1 0,688 <0,0001 57,94 73,91
TFAP2B, FLRT2 0,69 <0,0001 55,61 73,91
TAC1, FLRT2 0,698 <0,0001 76,64 59,78
3 geny kombinacijos

ZNF677, FBN2, PCDH8 0,708 <0,0001 60,75 77,17
ZNF677, FBN2, TFAP2B 0,724 <0,0001 50 84,78
ZNF677, FBN2, TAC1 0,72 <0,0001 78,04 57,61
ZNF677, FBN2, FLRT?2 0,69 <0,0001 54,21 81,52
ZNF677, PCDHS8, TFAP2B 0,727 <0,0001 53,74 84,78
ZNF677, PCDH8, TAC1 0,725 <0,0001 59,35 81,52
ZNF677, PCDHS8, FLRT2 0,73 <0,0001 62,15 77,17
ZNF677, TFAP2B, TAC1 0,72 <0,0001 62,62 72,83
ZNF677, TFAP2B, FLRT2 0,721 <0,0001 49,07 86,96
ZNF677, TACL, FLRT2 0,726 <0,0001 53,74 82,61
FBN2, PCDH8, TFAP2B 0,714 <0,0001 64,49 72,83
FBN2, PCDH8, TAC1 0,722 <0,0001 58,41 79,35
FBN2, PCDH8, FLRT2 0,724 <0,0001 65,89 73,91
FBN2, TFAP2B, TAC1 0,696 <0,0001 60,75 71,74
FBN2, TFAP2B, FLRT2 0,7 <0,0001 59,81 71,74
FBN2, TAC1, FLRT2 0,711 <0,0001 78,97 58,7
PCDH8, TFAP2B, TAC1 0,715 <0,0001 66,36 72,83
PCDHS8, TFAP2B, FLRT2 0,72 <0,0001 64,49 72,83
PCDH8, TAC1, FLRT2 0,739 <0,0001 60,75 79,35
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TAC1, FLRT2

TFAP2B, TAC1, FLRT2 0,698 <0,0001 61,68 70,65
4 geny kombinacijos

ZNF677, FBN2, PCDH8, TFAP2B 0,729 <0,0001 66,36 70,65
ZNF677, FBN2, PCDH8, TAC1 0,729 <0,0001 63,08 77,17
ZNF677, FBN2, PCDH8, FLRT2 0,732 <0,0001 62,15 77,17
ZNF677, FBN2, TFAP2B, TAC1 0,723 <0,0001 64,49 70,65
ZNF677, FBN2, TFAP2B, FLRT2 0,726 <0,0001 47,2 86,96
ZNF677, FBN2, TACL, FLRT2 0,732 <0,0001 82,71 54,35
ZNF677, PCDHS8, TFAP2B, TAC1 0,729 <0,0001 68,22 70,65
ZNF677, PCDHS8, TFAP2B, FLRT2 0,732 <0,0001 49,53 89,13
ZNF677, PCDH8, TACL, FLRT2 0,744 <0,0001 63,08 77,17
ZNF677, TFAP2B, TAC1, FLRT2 0,725 <0,0001 47,2 88,04
FBN2, PCDH8, TFAP2B, TAC1 0,717 <0,0001 67,29 70,65
FBN2, PCDH8, TFAP2B, FLRT2 0,723 <0,0001 67,76 69,57
FBN2, PCDH8, TAC1, FLRT2 0,741 <0,0001 63,08 76,09
FBN2, TFAP2B, TAC1, FLRT2 0,705 <0,0001 64,95 69,57
PCDH8, TFAP2B, TAC1, FLRT2 0,724 <0,0001 69,63 69,57
5 geny kombinacijos

Ly [ FENa PCDRS, TEARSE, | 731 | <0,0001 70,09 68,48
|Z:tlg$;7 FBN2, PCDHS, TFAPZB, 0,734 <0,0001 50,93 85,87
|Z:tlg$;7 S (HEPI, TAC 0,747 <0,0001 65,89 73,91
£porr, FENa, TRARZE, TACL, 0728 | <0,0001 67,29 67,39
étﬁ;? ORI, UIRaFAS, LACl 0,736 <0,0001 70,56 67,39
EES.?'ZPCDHS' TRAPZB, TACL, 0,727 <0,0001 70,56 68,48
6 geny kombinacija

ZNF677, FBN2, PCDH8, TFAP2B, 0,738 <0,0001 72.43 66.3

AUC - plotas po ROC kreive (angl. Area Under the ROC Curve)

2 lentelé Tirty biozymeny ir jy kombinacijy diagnostinés vertés analizé jtraukus tik diagnozés metu

(I etapas, 0 mén) paimtus méginius.

Genai AUC P reik§mé | Jautrumas, % | SpecifiSkumas, %
ZNF677 0,608 0,0007 25,93 96,74
FBN2 0,557 0,0614 14,81 96,74
PCDHS8 0,663 0,0002 44,44 88,04
TFAP2B 0,682 0,0001 51,85 78,26
TAC1 0,69 <0,0001 72,22 61,96
FLRT2 0,565 0,0607 24,07 90,22

2 geny kombinacijos

ZNF677, PCDHS8 0,698 <0,0001 51,85 86,96
ZNF677, FBN2 0,604 0,0045 31,48 91,3
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ZNF677, FLRT2 0,622 0,0016 35,19 88,04
ZNF677, TAC1 0,706 <0,0001 75,93 58,7
ZNF677, TFAP2B 0,699 <0,0001 50 83,7
FBN2, PCDH8 0,658 0,0003 50 83,7
FBN2, TFAP2B 0,681 <0,0001 75,93 53,26
FBN2, TAC1 0,683 <0,0001 72,22 60,87
FBN2, FLRT2 0,584 0,0279 31,48 84,78
PCDHS8, TFAP2B 0,683 0,0001 62,96 66,3
PCDHS8, TAC1 0,709 <0,0001 79,63 57,61
PCDHS8, FLRT2 0,675 0,0001 55,56 77,17
TFAP2B, TAC1 0,696 <0,0001 62,96 69,57
TFAP2B, FLRT?2 0,685 <0,0001 90,74 39,13
TAC1, FLRT2 0,705 <0,0001 74,07 61,96
3 geny kombinacijos

ZNF677, FBN2, PCDH8 0,683 <0,0001 57,41 80,43
ZNF677, FBN2, TFAP2B 0,695 <0,0001 57,41 73,91
ZNF677, FBN2, TAC1 0,697 <0,0001 75,93 57,61
ZNF677, FBN2, FLRT2 0,623 0,0024 38,89 83,7
ZNF677, PCDH8, TFAP2B 0,697 <0,0001 53,7 80,43
ZNF677, PCDHS8, TAC1 0,723 <0,0001 77,78 60,87
ZNF677, PCDH8, FLRT2 0,703 <0,0001 59,26 78,26
ZNF677, TFAP2B, TAC1 0,705 <0,0001 61,11 73,91
ZNF677, TFAP2B, FLRT2 0,697 <0,0001 51,85 80,43
ZNF677, TACL, FLRT?2 0,718 <0,0001 81,48 54,35
FBN2, PCDH8, TFAP2B 0,683 0,0001 74,07 55,43
FBN2, PCDHS8, TAC1 0,702 <0,0001 79,63 55,43
FBN2, PCDHS8, FLRT2 0,676 0,0001 59,26 75
FBN2, TFAP2B, TAC1 0,695 <0,0001 61,11 70,65
FBN2, TFAP2B, FLRT2 0,689 <0,0001 90,74 39,13
FBN2, TACL, FLRT2 0,704 <0,0001 79,63 55,43
PCDHS8, TFAP2B, TAC1 0,702 <0,0001 70,37 64,13
PCDHS8, TFAP2B, FLRT?2 0,69 <0,0001 92,59 38,04
PCDHS8, TAC1, FLRT2 0,729 <0,0001 83,33 58,7
TFAP2B, TAC1, FLRT?2 0,708 <0,0001 59,26 72,83
4 geny kombinacijos

ZNF677, FBN2, PCDH8, TFAP2B 0,694 <0,0001 55,56 76,09
ZNF677, FBN2, PCDH8, TAC1 0,712 <0,0001 77,78 58,7
ZNF677, FBN2, PCDH8, FLRT2 0,697 <0,0001 61,11 76,09
ZNF677, FBN2, TFAP2B, TAC1 0,7 <0,0001 61,11 72,83
ZNF677, FBN2, TFAP2B, FLRT2 0,697 <0,0001 59,26 70,65
ZNF677, FBN2, TAC1, FLRT2 0,714 <0,0001 81,48 54,35
ZNF677, PCDH8, TFAP2B, TAC1 0,705 <0,0001 61,11 73,91
ZNF677, PCDH8, TFAP2B, FLRT2 0,696 <0,0001 51,85 80,43
ZNF677, PCDHS8, TAC1, FLRT2 0,738 <0,0001 90,74 50
ZNF677, TFAP2B, TAC1, FLRT2 0,712 <0,0001 62,96 71,74
FBN2, PCDHS8, TFAP2B, TAC1 0,701 <0,0001 68,52 64,13
FBN2, PCDH8, TFAP2B, FLRT2 0,692 <0,0001 92,59 38,04
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FBN2, PCDHS8, TAC1, FLRT2 0,727 <0,0001 83,33 57,61
FBN2, TFAP2B, TAC1, FLRT2 0,708 <0,0001 62,96 67,39
PCDHS8, TFAP2B, TAC1, FLRT2 0,714 <0,0001 61,11 70,65
5 geny kombinacijos

%XE?W’ FBNZ, PCDHB, TFAP2B, 0,701 <0,0001 61,11 72,83
ZNF677, FBN2, PCDH8, TFAP2B, 0,696 <0,0001 59.26 70,65
FLRT2

ZNF677, FBN2, PCDHS8, TAC1,

ELRT? 0,733 <0,0001 90,74 50
ZNF677, FBN2, TFAP2B, TAC1, 0,709 <0,0001 62.96 70,65
FLRT2

ZNF677, PCDHS8, TFAP2B, TAC1, 0,709 <0,0001 62.96 7174
FLRT2

FBN2, PCDHS8, TFAP2B, TAC1,

FLRT? 0,712 <0,0001 98,15 32,61
6 geny kombinacija

ZNF677, FBN2, PCDH8, TFAP2B,

TACL, FLRT2 0,706 <0,0001 62,96 69,57

AUC — plotas po ROC kreive (angl. Area Under the ROC Curve)

ZNF677 FBN2 PCDH8
o 197 P=0,6948 < 08 P=0,9769 < 257 P=0,3857
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2 101 20 =
E £ o g
£ o5 = st
g g 0.2 g 0.5
0.0- 0.0- 0.0~
1 2 3 45 6 7 8 1 2 3 45 6 7 8 1 2 3 45 6 7 8
Etapai Etapai Etapai
TFAP2B TAC1 FLRT2
< 197 P=0,5024 < 9 P=0,2799 < 057 P=0,0065
k%) g 44 g
= 101 = 2
o o 3 o
£ £ £
£ 5l € 29 =
5 B 14 B
= = =
0- 0- 0.0~
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1 pav. Vidutinis geny metilinimo lygis skirtinguose méginio paémimo etapuose.
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2 pav. Geny metilinimo lygio sgsaja su ménesiy po diagnozés skai¢iumi.
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3 pav. A — geny metilinimo lygis skirtingose lytyse. B — geny metilinimo lygio koreliacija su
ligoniy amziumi. Reik§mingos P reik§meés (< 0,05) paryskintos.
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4 pav. A — geny metilinimo lygio skirtumai tarp nertikanciy (N) ir riikanciy ar anksciau rukiusiy
(R). B — geny metilinimo lygio koreliacija su kiino masés indeksu (KMI). Reik§mingos P reik§més
(<0,05) paryskintos.
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BERE0CO

1 Etapas (N=42+11)
2 Etapas (N=33+11)
3 Etapas (N=22+11)
4 Etapas (N=20+8)
5 Etapas (N=14+4)
6 Etapas (N=9+2)

1 Etapas (N=42+11)
2 Etapas (N=33+11)
3 Etapas (N=22+11)
4 Etapas (N=20+8)
5 Etapas (N=14+4)
6 Etapas (N=9+2)

5 pav. Inksty mazy naviky dydzio pokyciai aktyvios stebésenos metu, pirmo radiologo duomenys.
A — vidutinis taris skirtingy etapy metu, B — vidutinis didZiausias naviko skersmuo skirtingy etapy
metu. * — nurodo statistiSkai reikSmingg (P<0,05) turio/didZiausio naviko skersmens skirtumag
etapuose tarp stabiliai ir spar¢iai auganciy naviky, ** — nurodo statistiSkai reikSmingg
tiirio/didziausio naviko skersmens skirtumag grupéje tarp pirmo ir sekanciy etapy.
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6 pav. Tirty geny metilinimo lygio sgsajos su naviko tiiriu analizé, pirmo radiologo duomenys.

ReikSmingos P reikSmés (< 0,05) paryskintos.
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7 pav. Tirty geny metilinimo lygio sasajos su didziausiu naviko skersmeniu analizé, pirmo
radiologo duomenys. ReikSmingos P reik§més (< 0,05) paryskintos.
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8 pav. Metilinimo lygio sasajos su naviko tiriu diagnozés metu analizé, pirmo radiologo duomenys.

Reik$mingos P reik§més (< 0,05) paryskintos.
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9 pav. Metilinimo lygio sgsajos su didZiausiu naviko skersmeniu diagnozés metu analizé, pirmo
radiologo duomenys. Reik§mingos P reik§més (< 0,05) paryskintos.
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10 pav. Metilinimo lygio koreliacijos su naviko dydziu skirtingose naviko augimo grei¢io grupése
analizé. Geny metilinimo lygio koreliacija su naviko ttriu pirmo radiologo duomenimis: A —
stabilaus augimo navikai, B — spartaus augimo navikai. Reik§mingos P reik§més paryskintos.
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11 pav. Metilinimo lygio koreliacijos su naviko dydziu skirtingose naviko augimo grei¢io grupése
analizé. Geny metilinimo lygio koreliacija su didziausiu naviko skersmeniu pirmo radiologo
duomenimis: A — stabilaus augimo navikai, B — spartaus augimo navikai. Reik§mingos P reik§més
paryskintos.
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12 pav. Geny metilinimo lygio sgsajos su naviko tiiriu skirtingose naviko augimo greicio grupése
analizé: A — stabilaus augimo navikai, B — spartaus augimo navikai. Antro radiologo matavimai.
Reiksmingos P reik§meés (< 0,05) paryskintos.
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13 pav. Geny metilinimo lygio sasajos su didziausiu naviko skersmeniu skirtingose naviko augimo
grei¢io grupése analizé: A — stabilaus augimo navikai, B — spartaus augimo navikai. Antro
radiologo matavimai. ReikSmingos P reiksmés (< 0,05) paryskintos.
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14 pav. Individualiy ligoniy geny metilinimo lygio sasajos
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metu. Antro radiologo matavimai. ASIN — ligonio kodas.
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15 pav. Individualiy ligoniy geny metilinimo lygio sasajos
metu. Antro radiologo matavimai. ASIN — ligonio kodas.

su naviko turiu aktyvios stebésenos
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16 pav. Individualiy ligoniy geny metilinimo lygio sgsajos SU naviko tariu aktyvios stebésenos

metu. Antro radiologo matavimai. ASIN — ligonio kodas.
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