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SANTRUMPOS
ADT - androgeny slopinimo terapija (angl. androgen deprivation therapy)
AR — androgeny receptorius (angl. androgen receptor full length)

ARE - androgeny atsako elementai (angl. androgen response elements)

AT-kPGR — atvirkstinés transkripcijos kiekybiné PGR (angl. reverse transcription quantitative
PCR)

BLP — biocheminé ligos progresija (angl. biochemical disease recurrence, BCR)
DRE — digitalinis rektalinis tyrimas (angl. digital rectal exam)

EMT — epitelio — mezenchimos tranzicija

GPH — gerybiné prostatos hiperplazija (angl. benign prostatic hyperplasia, BPH)
HDM - histony demetilazes

HM genai — histony metilinima reguliuojantys genai / metilinimo reguliatoriai
HMT — histony metiltransferazés

HPRT1 — hipoksantino fosforiboziltransferazés 1 genas (angl. hypoxanthine
phosphoribosyltransferase gene 1)

KAPV — kastracijai atsparus prostatos vézys (angl. castration resistant prostate cancer)
KDMS3A — lizino demetilazés 3A genas (angl. lysine demethylase 3A gene)

KDM4B — lizino demetilazés 4B genas (angl. lysine demethylase 4B gene)

KDMBA — lizino demetilazés 5A genas (angl. lysine demethylase 5A gene)

KDMS5D - lizino demetilazés 5D genas (angl. lysine demethylase 5D gene)

KDMT7B — lizino demetilazés 7B genas (angl. lysine demethylase 7B gene)

kKDNR — komplementari DNR

KMTL1E - lizino metiltransferazés 1E genas (angl. lysine methyltransferase 1E gene)
KMTS5A — lizino metiltransferazés 5A genas (angl. lysine methyltransferase 5A gene)
NPA — histologiskai nepakites (nevézinis) prostatos audinys (angl. NPT)

PSA — prostatos specifinis antigenas (angl. prostate—specific antigen)

PV — prostatos veézys

TNM — prostatos vézio klasifikacijos sistema pagal naviko dyd;j (angl. tumor), sritiniy limfmazgiy
pazeidima (angl. node) ir tolimgsias metastazes (angl. metastasis; Tumor-Node-Metastasis System)
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SANRAUKA

Prostatos vézys (PV) yra heterogeniska liga histologiniu ir molekuliniu pozitriu, o tai lemia
sunkiai nuspéjamg ligos progresavimg. Todél svarbu atskirti neagresyvius ir 1étai augancius navikus
nuo greitai progresuojanciy PV atvejy optimalaus gydymo parinkimui. PV lgstelése daznai nustatomi
histony metilinimo poky¢iai, kuriuos lemia sutrikusi histony metilinimg regulivojanciy (HM) geny
raiska. Sie genai galéty biti pritaikyti kaip biologiniai Zymenys tikslesniam PV prognozés vertinimui.

Taikant atvirkStinés transkripcijos kiekybinés PGR metoda, istirta 7 HM geny (KDM34,
KDM4B, KDM5A, KDM5D, KDM7B, KMTIE ir KMT5A) raisSka PV (N = 64), nevézinio prostatos
audinio (NPA; N = 25) ir gerybinés prostatos hiperplazijos (GPH; N = 16) méginiuose. In silico bidu
identifikavus potencialias jy reguliacines mikroRNR, jvertinta pasirinkty Sesiy (miR-7-5p, miR-9-5p,
miR-149-5p, miR-186-5p, miR-425-5p ir miR-618) raiSka. Gauti duomenys palyginti su ligoniy
klinikinémis—patologinémis charakteristikomis.

KDM>5A ir KMTIE raiska PV buvo mazesné nei NPA, o KDM3A, KDM4B, KMTIE ir KMT5A
atveju skyrési nuo GPH (visi p < 0,0500). Zemesné KDMS5A4, KDMS5D ir KDM7B raiska buvo susijusi
su veélesne naviko stadija (pT3), KDM5A4, KDMS5D ir KMTIE atveju — su labiau dediferencijuotu
naviku, o aukStesné KDM5D raiSka — su TMPRSS2-ERG sulietinio transkripto statusu (visi p <
0,0500). KDM5A, KMT5A ir KMTIE raiSka buvo susijusi su trumpesniu iSgyvenamumu iki
biocheminés ligos progresijos (BLP; visi p < 0,0500). Vienmaciuose ir daugiamaciuose Cox
modeliuose KDM5A4 ir KMTIE turéjo prognosting verte tiek analizuojant bendroje PV imtyje, tiek ir
atskirai pT2 stadijos, ISUP 2 grupés ir / ar TMPRSS2-ERG turiniy naviky subgrupése (visi p >
0,0500). Siy geny, kaip prognostiniy Zymeny, jautrumas ir specifiskumas bendroje imtyje atitinkamai
sieké 65,79% ir 70,89% (abu p < 0,0001). IS identifikuoty SeSiy potencialiy reguliaciniy miRNR tik
miR-7-5p lygis neigiamai koreliavo su KMT5A raiska (p = 0,0435).

Apibendrinant, Sis tyrimas parod¢ HM geny raiSkos sasajas su PV ir galimg jy pritaikyma
diagnostikai pagerinti, 0 KDM5A ir KMTIE genai iSsiskyré kaip nepriklausomi BLP Zymenys,

analizuojant tiek bendroje imtyje, tiek atskirose naviky subgrupése.
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SUMMARY

Prostate cancer (PCa) is a histologically and molecularly heterogeneous disease, which leads to
unpredictable disease progression. Therefore, it is important to distinguish non—aggressive and slow—
growing tumors from rapidly progressing PCa cases for optimal treatment selection. Altered histone
methylation is often detected in PCa due to impaired expression of histone methylation—regulating
(HM) genes. Their disregulation might be used for more accurate assessment of PCa prognosis.

In this study, the expression of 7 HM genes (KDM3A4, KDM4B, KDM5A, KDM5D, KDM7B,
KMTIE and KMT5A) in PCa (N = 64), non—cancerous prostate tissue (NPT; N = 25) and benign
prostatic hyperplasia (BPH; N = 16) samples was evaluated by quantitative PCR. Potential regulatory
microRNAs were identified using in silico analysis, the expression of the selected six (miR-7-5p,
miR-9-5p, miR-149-5p, miR-186-5p, miR-425-5p and miR-618) was evaluated. Expression of HM
genes and miRNAs was assoaciented with the clinical-pathological patients’ characteristics.

KDM5A and KMTIE expression was lower in PCa than in NPT, while KDM3A4, KDM4B,
KMTIE and KMT5A levels also differed from BPH (all p < 0.0500). Lower expression of KDM5A4,
KDM5D and KDM?7B was associated with later tumor stage (pT3), for KDM5A, KDM5D and KMTIE
— with more dedifferentiated tumor tissue, and higher expression of KDM5D — with TMPRSS2-ERG
fusion transcript status (all p < 0.0500). Expression of KDM5A4, KMT54 and KMT1E was associated
with shorter survival to biochemical disease recurrence (all p <0.0500). In univariate and multivariate
Cox models, KDM5A4 and KMTIFE had prognostic value when analyzed in both the total PCa cohort
and subgroups of pT2 stage, ISUP group 2 and / or TMPRSS2-ERG positive tumors (all p > 0.0500).
The sensitivity and specificity of these genes, as prognostic markers, in the total PCa cohort were
65.79% and 70.89%, respectively (both p < 0.0001). From the six identified potential regulatory
miRNAs, only miR-7-5p level negatively correlated with KMT5A expression (p = 0.0435).

In conclusion, in this study, associations of HM gene expression with PCa and their potential
utility to improve PCa diagnosis were identified. KDM5A4 and KMT1E genes stood out as independent

predictors of BCR in the overall PCa group and in specific tumor subgroups.



IVADAS

Prostatos vézio (PV) diagnoze kiekvienais metais iSgirsta milijonai vyry. Ekonomiskai
iSsivysciusiose Salyse PV yra vienas i$ labiausiai paplitusiy piktybiniy naviky, o Sios ligos prognozé
labai skiriasi priklausomai nuo vyro amziaus, etninés kilmés, Seiminés ligos istorijos ar genetiniy
veiksniy jtakos (Rebello et al., 2021). Tobuléjancios vézio diagnostikos priemonés 1émé vis labiau
didéjant] nustatomy PV atvejy skaiciy. Taciau tai kelia didelj susirtipinimg dél pacienty gerovés, nes
dalis PV atvejy gali biiti neagresyviis ir létai augantys navikai, kurie gali kliniskai niekada
nepasireiksti. Kiti atvejai gali pasizymeti agresyvumu ir greitu progresavimu iki metastazuojancios
ligos. Ankstyvas PV diagnozavimas ir geb¢jimas prognozuoti ligos eigg yra vienas i§ svarbiausiy
Siuolaikinés medicinos uzdaviniy (Jain et al., 2023).

PV yra heterogeniska liga ne tik histologiniu, bet ir molekuliniu pagrindu. Epigenetinés
chromatino modifikacijos yra vienos i§ pagrindiniy veiksniy, palaikanc¢iy lastelés homeostaze. Dél
sutrikusios $ias modifikacijas valdan¢iy geny, pvz., uz histony metilinimg atsakingy lizino
metiltransferaziy ar demetilaziy, raiskos pakinta Iastelés epigenetinio kodo reguliavimas, o tai gali
lemti globalius geny raiskos pokycius, kurie prisideda prie PV progresavimo. Kadangi histony
metilinima reguliuojanc¢iy (HM) geny raiSkos pokyciai yra susij¢ su padidéjusia PV iSsivystymo
rizika, manoma, kad jie galéty buti panaudojami kaip biologiniai Zymenys PV diagnozés nustatymui
ir tolimesnés ligos prognozes numatymui. O dél savo griztamojo pobtidzio epigenetinés chromatino
modifikacijos yra patrauklus taikinys personalizuotos vézio terapijos kirimui (Graga et al., 2016).

Sio darbo tikslas — iitirti pasirinkty septyniy HM geny raikos skirtumus PV ir kontroliniuose
méginiuose, jvertinti jy pritaikomuma PV diagnostikai ir progresijos numatymui bei nustatyti

potencialiai Siuos genus reguliuojanc¢ias miRNR.
Tikslui pasiekti buvo iskelti Sie uzdaviniai:

1. Istirti pasirinkty HM geny — KDM3A, KDM4B, KDM5A, KDM5D, KDM7B, KMT1E ir
KMT5A — raiSkos skirtumus tarp PV, histologiskai nepakitusiy prostatos audiniy (NPA) ir
gerybinés prostatos hiperplazijos (GPH) bei jvertinti jy diagnostinj potencialg.

2. Palyginti HM geny raiska su PV ligoniy klinikiniais—patologiniais rodikliais ir TMPRSS2-
ERG sulietinio transkriptu buvimu.

3. Nustatyti HM geny raiSkos prognosting verte, iStiriant sgsajas su biochemine ligos progresija
(BLP).

4. ldentifikuoti HM geny potencialias reguliacines miRNR in silico ir susieti jy raiska su

reguliuojamy HM geny-—taikiniy raiska.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Prostatos anatomija, histologija ir patologija

Prostata, arba priesiné liauka, yra vyry reprodukcinés sistemos liauka, esanti po Slapimo pisle,
pries tiesiaja Zarna, per ja praeina Slapimtakis. Pagrindiné prostatos funkcija — gaminti sekreta, kuris
palaiko spermos gyvybinguma ir sudaro palankig terp¢ spermatozoidams judéti. Prostata taip pat
atlicka svarby vaidmenj gaminant hormonus ir padeda reguliuoti $lapimo tekéjima (Verze et al.,
2016).

Zmogaus prostatos liauka yra anatomiskai heterogeniskas organas, kurj sudaro centring,
pereinamoji ir periferiné liaukinés sritys bei fibromuskulinés stromos sritis (1.1 pav.; McNeal, 1981).
Sios sritys skiriasi savo embriologine kilme ir audinio sudétimi, todél gali biiti atskirtos pagal jy
histologija, anatomija, biologines funkcijas ir polinkj j patologinius pakitimus. Liaukos pagrinda
sudaro centriné¢ zona, kuri apima ejekuliacinius kanalus. Centrinéje zonoje navikai aptinkami
reciausiai. Periferiné zona yra didZiausia prostatos sritis ir pagrindiné PV atsiradimo vieta. GPH
dazniausiai i$sivysto pereinamojoje zonoje, kuri apgaubia viduring Slaplés dali. Prostata apgaubia
jungiamojo audinio kapsulé, sudaryta i$ lygiyjy raumeny skaiduly (Lee et al., 2011).

e Slapimo piisle
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" { =
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1.1 pav. Zmogaus prostatos anatomin¢ sandara (adaptuota pagal Rebello et al., 2021)

HistologiSkai prostatos epitel] sudaro trijy tipy lastelés: bazalinés, luminalinés ir
neuroendokrininés (1.2 pav.), kurios ir sukelia vézinius susirgimus vidurinio ar vélyvojo amZiaus
tarpsnyje. Kiekvienas prostatg sudaranciy Igsteliy tipas apibréziamas pagal Iasteliy forma, Iastelése
vykstan¢iy Zymeny raiSka, pavirSiaus antigenus ir padétj liaukoje (Henry et al., 2018). Luminalinés
lastelés yra sekrecinés, nuo androgeny priklausomos Igstelés, kurios iSskiria prostatos specifinj
antigeng (PSA) ir serino proteaz¢. JOS pasizymi androgeny receptoriy (AR), pavirSiaus baltymy
CD24/26, citokeratiny CK8/18 raiska. Bazalinése lastelése vyksta pavirSiaus transkripcijos faktoriaus
p63, CD44 ir CK5/14 zymeny raisSka, taCiau jose beveik neaptinkama AR ir PSA raiSka. Tarp

bazaliniy ir luminaliniy lgsteliy prostatos epitelyje pasklidusios neuroendokrininés Igstelés (NE),



kuriose nevyksta AR ir PSA raiska (Rybak et al., 2014). NE Igstelés pasizymi endokrininiy Zymeny
chromogranino A, CD56, sinaptofizino ir neuronams specifinés enolazés raiska (Teh et al., 2022).

Daniausiai vyresniame amZiuje pasitaikan¢ios prostatos ligos yra GPH ir PV. Sie prostatos
susirgimai glaudziai susij¢ su prostatos anatomija ir histologija. GPH yra nevéZzinis prostatos lasteliy
iSveséjimas, kuris daZzniausiai pasireiSkia vyresnio amziaus vyrams. GPH biidinga prostatos
pereinamojoje zonoje esan¢iy stromos ir epitelio lasteliy proliferacija, tai sukelia prostatos
padidéjima. Dél padidéjusios prostatos pasireiSkia jvairiis apatiniy Slapimo taky simptomai: Slapimo
nelaikymas, nesugebéjimas visiSkai i$tuStinti Slapimo puslés ar padidéjes Slapinimosi daznis naktj
(Chughtai et al., 2016). Is GPH negali i$sivystyti PV, nes Sios ligos atsiranda skirtingose prostatos
zonose. Tikslios GPH iSsivystymo priezastys vis dar neaiskios, taCiau nustatyta, kad Sios ligos
atsiradimui turi jtakos uzdegiminiai atsako keliai ir su amziumi susij¢ hormony pusiausvyros poky¢iai
(Madersbacher et al., 2019).

PV vystymosi ir progresavimo metu prostatos liaukoje vyksta jvairiis nenormalis histologiniai
poky¢iai, kuriuos sukelia mutacijos ar pazeidimai molekuliniame lygyje. Prostatos kancerogeneze
gali sukelti uzdegimas, oksidacinis stresas, sutrik¢s hormony reguliavimas, chromosomy mutacijos,
genetinés ir (arba) epigenetinés modifikacijos (Shen & Abate-Shen, 2010). PV vystymosi schema
pateikta 1.2 pav.

Neuroendokrininés

y lasteles
Bazalinés

lastelées

Luminalinés
lasteles .
Normalus Prostatos Prostatos Prostatos Metastazinis
prostatos —» intraepiteliné —» adenokarcinoma —, adenokarcinoma __, prostatos
epitelis neoplazija (lokali) (invaziné) vézys
(PIN)

1.2 pav. Prostatos vézio (PV) vystymosi stadijos (adaptuota pagal Canesin, 2021)

PV vystymasis yra daugiapakopis procesas, kuris prasideda kaip prostatos intraepiteliné
neoplazija (PIN), kuriai budinga luminalinio epitelio hiperplazija, citoplazminé hiperchromazija,
padidé¢je¢ branduoliai ir branduoléliai, bazaliniy lasteliy sumazéjimas, taciau jos visiskai nedingsta,
todél islaikoma nepaZeista baziné membrana (Rybak et al., 2014; Shen & Abate-Shen, 2010). PIN
pazeidimai, kaip ir PV, randami prostatos periferinéje zonoje. PIN nuo invazinés karcinomos skiriasi
tuo, kad turi nepazeista bazing membrang, todel lastelés nejsiverzia | stromg. PIN paZeidimai
nesukelia PSA lygio padid¢jimo, todél Sig patologija galima aptikti tik biopsijos méginiuose, o ne
tiriant serumg (Abate-Shen & Shen, 2000).



Aptikus PIN darinius prostatoje padidéja rizika véliau susirgti PV. Vézio progresavimo metu
pleciasi luminalinés sritys ir prarandamos bazalinés lastelés, todél fenotipiskai 95% PV atvejy
dazniausiai klasifikuojami kaip luminalinio tipo navikas (Shen & Abate-Shen, 2010).
Adenokarcinoma pirmiausia biina latentiné, o véliau progresuoja iki klinikinés stadijos, kuriai
biidingas bazaliniy lasteliy praradimas ir stiprus luminalinis fenotipas. Siame etape naviko augimas
priklauso nuo androgeny signalo (Testa et al., 2019).

Galiausiai naviko vystymosi metu suardomas prostatos bazaliniy lasteliy sluoksnis ir vézinés
lastelés pradeda plisti limfine ir kraujotakos sistemomis j nutolusius organus: kaulus, limfmazgius,

plaucius, smegenis. Taip iSsivysto metastazuojantis PV (Wang et al., 2018).

1.2 PV klinikinés—patologinés charakteristikos

PV diagnozuoti naudojamas PSA tyrimas ir prostatos apCiuopa per tiesing zarng (angl. digital
rectal examination, DRE; llic et al., 2018). Nustacius aukstesng PSA koncentracijg ir / ar netipiskus
prostatos darinius, imama biopsija ir vertinamas PV i$plitimas bei audinio diferenciacija. Biopsija yra
invazinis PV diagnostikos tyrimas, kuomet i§ prostatos paimami labai mazi audinio gabaléliai.
Biopsijos paémimo metu galima netiksliai pataikyti j sveikg audinj, todél vézys gali buti
diagnozuojamas netiksliai arba i§ viso nediagnozuojamas. Tod¢l svarbu pagerinti pacienty, kuriems
reikalinga biopsija, atranka, nes tai padéty parinkti tikslesne gydymo strategija bei pagerinty pacienty
gyvenimo kokybe (Shariat & Roehrborn, 2008).

Pagrindinis rodiklis, kuriuo remiantis jtariamas PV, yra PSA kiekis kraujyje. PSA yra serino
proteazé, koduojama KLK3 geno 19 chromosomoje. Sio geno raiska reguliuojama AR atsako keliu.
PSA baltymas gaminamas ir sekretuojamas normaliy ir véziniy prostatos epitelio Igsteliy ir yra
svarbus normaliam prostatos funkcionavimui (Kohaar et al., 2019). PV lastelés negamina daugiau
PSA nei gerybinés lastelés; 1§ tikryjy jos linkusios gaminti mazZiau. Taciau piktybinés Igstelés
lengviau leidZia PSA pereiti per lastelés sienele ] aplinkinj tarplastelinj skyst] ir galiausiai pasiekti
kraujg. Taip yra todél, kad navikuose triiksta bazalinio sluoksnio, kuris apriboty PSA patekimg uz
lastelés riby (David & Leslie, 2023). PSA daugiausia yra spermoje, taciau nedidelis kiekis yra ir
kraujyje. Normalus PSA kiekis kraujyje yra iki 3—4 ng/ml, nustacius PSA kiekio padidéjima (4-10
ng/ml) jtariamas patologijos vystymasis (Kohaar et al., 2019). PSA testas néra 100% tikslus, kadangi
gali parodyti klaidingai teigiamus arba klaidingai neigiamus rezultatus. PSA yra specifinis organui,
one PV. PSA kiekj kraujyje gali padidinti ir kitos su prostata susijusios ligos, pvz., GPH ar prostatitas.
Remiantis PSA testu taip pat sunku pasakyti, ar véZys yra linkegs progresuoti ir reikalaujantis

intensyvaus gydymo (llic et al., 2018).



PV stadija vertinama remiantis TNM Kklasifikacija, kuri apima: naviko dydzio (angl. tumor, T),
iSplitimo j limfmazgius (angl. lymph nodes, N) ir metastaziy (angl. metastasis, M) jvertinima.
ISskiriamos klinikiné (cTNM) arba patologin¢ (pTNM) TNM stadijos. Klinikin¢ stadija CTNM
nustatoma remiantis fizine apziiira, laboratoriniais duomenimis ir vaizdiniais tyrimais pries§ pradedant
gydyma. Patologiné stadija pPTNM nustatoma atlikus chirurginj ligos tyrimg ar histologinj audiniy
tyrima, todél tiksliausiai apibtdina ligg (Espina, 2017). PV TNM klasifikacija pateikta 1.1 lenteléje.

1.1 lentelé. PV TNM Klasifikacija (Buyyounouski et al., 2017)
T — Naviko dydis

TO Naviko néra
KliniSkai neaptinkamas, neap€iuopiamas navikas, ta€iau aptiktas iStyrus biopsijos
meginj, kuriame vézinés Igstelés sudaro:
T1 a — <5 % tiriamo audinio;
b — >5 % tiriamo audinio;
¢ — navikas nustatytas prostatos biopsijos metu dél padidéjusio PSA
Apciuopiamas ir uz prostatos neisplites navikas:
T2 a — navikas apima puse (ar maziau) vienos skilties;
b — navikas apima daugiau negu puse vienos skilties, bet ne abi skiltis;
¢ — navikas apima abi skiltis
Navikas iSplites uz prostatos riby:
T3 a — navikas iSplites uz prostatos kapsulés (vienoje ar abiejose pusése), jskaitant
iSplitimg j Slapimo puslés kaklelj;
b — navikas iSplites j vieng ar abi séklines pUsleles
T4 Navikas iSplites j kitas gretimas struktdras (ne j séklines pusleles): iSorinj rauka,
tiesigjg zarng, tarpvietés raumenis ir (ar) pilvo sieng
N — sritiniai limfmazgiai
NO Nepazeisti
N1 Pazeisti
M — tolimosios metastazés
MO Metastaziy néra
Metastazés nustatytos:
a — nutolusiuose limfmazgiuose;
M1 )
b — kauluose;
¢ — kitoje kuno dalyje

T — naviko dydis ir i$plitimas j aplinkinius audinius (angl. tumor), N — sritiniy limfmazgiy
pai_eidimas (angl. node); M — tolimosios metastazés (angl. metastasis), PSA — prostatos specifinis
antigenas

Gleason baly sistema apibtidina PV audinio diferenciacijos lygj. Si sistema sukurta 1966 m.
Donaldo F. Gleasono ir buvo laikoma pirminiu PV prognostiniu parametru (Delahunt et al., 2012).
Gleason baly sistemos apraSymas pateiktas 1.2 lenteléje. 2014 m. tarptautiné urologinés patologijos
draugija (angl. International Society of Urological Pathology, ISUP) pasitlé Sios sistemos
modifikacijg, kuria remiantis tiksliau apraSoma naviko diferenciacija. Tai padeda skirti tinkamesn;j
gydyma Zemo laipsnio navikams, sumazinant nereikalingy procediiry skaiciy progresuoti nelinkusio

PV atveju. Naviko audinio jvertj sudaro dviejy laipsniy (nuo 1 iki 5) suma. Pagal $ig sistemg maZesnis
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laipsnis skiriamas normaliai atrodan¢ioms lgsteléms, o didesnis laipsnis — dediferencijuotoms
lasteléms. Pirminis laipsnis skiriamas lasteléms, kurios dazniausiai aptinkamos navike, apibiudinti, o
antrinis laipsnis — kitoms daZniausiai aptinkamoms lasteléms navike. Siy dviejy laipsniy suma sudaro

Gleason balg ir pagal jg priskiriama ISUP grupé (Epstein et al., 2016).

1.2 lentelé. Tarptautinés urologinés patologijos draugijos (ISUP) prostatos naviko diferenciacijos

sistema (Epstein et al., 2016)

Gleason
diferenciacijos ISUP grupé 2014 m. ISUP grupés aprasymas
balas
<6 1 Matomos tik individualios ir gerai susiformavusios liaukos
3+4=7 > Dominuoja gerai susiformavusios liaukos, taciau aptinkama ir prastai
susiformavusiy, susiliejusiy liauky
_ Dominuoja prastai susiformavusios, susiliejusios liaukos, aptinkama
4+3=7 3 o . . . -
nedidelé dalis gerai susiformavusiy liauky
Dominuoja tik prastai susiformavusios, susiliejusios liaukos / gerai
8 4 susiformavusios liaukos su $alia esanciu audiniu be liauky / audinys be
liauky su $alia esanciu audiniu su gerai susiformavusiomis liaukomis
9arl0 5 Susiformavusios liaukos neaptinkamos arba nekrotizuotos

Remiantis TNM, Gleason balu / ISUP grupe ir PSA verte iSskiriamos keturios PV stadijos (1.3

lentelé). Kuo labiau pazenges vézys, tuo didesnis stadijos skaiCius priskiriamas. Po roménisko
skaiciaus naudojamos raidés pateikia daugiau informacijos apie priskiriamg stadija. Naviko stadijos
nustatymas ir charakterizavimas yra labai svarbis klinikinés onkologijos praktikai, nes S$ios

klasifikacijos yra pacienty priezitiros atskaitos taskas (Buyyounouski et al., 2017).

1.3 lentelé. Prostatos vézio (PV) stadijy klasifikacijos sistema (Buyyounouski et al., 2017)

TNM klasifikacija PSA kieki
Stadija - /rlfl) 1S ISUP grupé
T kategorija N kategorija M kategorija
cTla—c, cT2a,
| pT2 <10 1
cTla—c, cT2a,
A 0T2, cT2b—c 210, <20 1
1B Tl arbaT2 NO <20 2
Ic T1 arba T2 MO 3arba4
IMA Tl arbaT2 220 nuo 1 iki 4
1B T3 arba T4 nuo 1 iki 4
nc Bet kok 5
et koks
IVA Bet koks T N1 )
VB Bet koks N M1 Bet kuri

T — naviko dydis ir i$plitimas (angl. tumor), N — metastazés limfmazgiuose (angl. node), M —
tolimosios metastazés (angl. metastasis), ISUP — angl. International Society of Urological
Pathology, PSA — prostatos specifinis antigenas
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1.3 PV progresavimas

PV yra heterogeniska liga. Pirminis PV daznai biina daugiazidininis, nes daugiau nei 80 %
atvejy turi du ar daugiau skirtingy naviko zidiniy, kurie gali pasizyméti tarpusavyje unikaliomis
mutacijomis. Todél vienas pacientas gali turéti daugiau nei vieng genomiskai ir fenotipiSkai
besiskirian¢ius PV zidinius, kurie gali skirtingai prisidéti prie PV progresavimo ir skirtumo tarp
kliniskai reik§Smingo ir mazos rizikos PV (Haffner et al., 2021).

PV vystymuisi ir progresavimui svarbus androgeny poveikis. Androgenai yra lytiniai
hormonai, reguliuojantys vyrisky lytiniy organy diferenciacijg ir brendima, taip pat antriniy vyrisky
bruozy vystymasi. Vienas i§ zinomiausiy androgeny yra testosteronas, kuris yra pagrindinis vyry
Iytinis hormonas. Testosteronas gaminamas séklidése, nedidelius kiekius taip pat gamina ir
antinksciai. Testosteronas yra lipofilinis hormonas, todél gali lengvai patekti i lasteles, kur yra
ver¢iamas kitu androgenu, dihidrotestosteronu (DHT), veikiant Sa-reduktazei. Lastelés citoplazmoje
testosteronas ir DHT jungiasi prie AR, kuris yra priklauso branduolio receptoriy Seimai. Bazinéje
biisenoje AR citoplazmoje egzistuoja komplekse su kar$¢io Soko baltymais (HSP, angl. heat-shock
proteins). Prisijungus prie androgeno, pasikeicia §io komplekso konformacija ir sudétis, dél ko AR
homodimerizuojasi ir kartu su ligandu yra pernesamas j branduolj. Branduolyje AR jungiasi prie
androgeny atsako elementy (ARE, angl. androgen response elements), kurie yra jvairiy tiksliniy geny
promotoriy srityse, ir inicijuoja transkripcijg (1.3 pav.). Androgenai reguliuoja geny, kurie atsakingi
uz lasteliy proliferacija, diferenciacija, iSgyvenamuma, taip pat metabolines ir sekrecijos funkcijas,
raiSka. Androgenais valdomas geny raiSkos reguliavimas taip pat svarbus su androgenais susijusiy

geny, tokiy kaip PSA, raiskai (Basu & Tindall, 2010).
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Lastelés biologinis atsakas
1.3 pav. Androgeny receptoriaus (AR) veikimo mechanizmas. SHBG - lytinius hormonus
sujungiantis globulinas (angl. sex hormone-binding globulin); DHT — dihidrotestosteronas; HSP —
kar$¢io Soko baltymais (angl. heat-shock protein); P — fosfato grupé; ARA70 — AR transkripcijos
koaktyvatorius; GTA — transkripcijos baltymy kompleksas (adaptuota pagal Feldman & Feldman,
2001)

PV lasteliy, kaip ir normaliy lgsteliy, augimui yra reikalingi androgenai. Todél AR atsako kelias
yra vienas i§ taikiniy PV terapijoje, kurios metu slopinama androgeny sintezé ar blokuojamas
androgeny prisijungimas pric AR. Taciau dél dazno poveikio AR atsako kelig slopinanc¢iomis
medZiagomis gyvenimo bégyje gali atsirasti jvairts Sio reguliacinio mechanizmo sutrikimai, pvz., AR
geno amplifikacija ar pakitusi su AR susijusiy koreguliatoriy raiska, kurios skatina AR atsako kelio
aktyvumo palaikyma PV lastelése. Dél padidéjusios AR raiskos PV lastelés tampa jautrios net ir labai
mazam androgeny kiekiui arba androgenai jy augimui tampa nebereikalingi. Su progresuojancio PV
i$sivystymu siejamas AR transkripty varianty susidarymas alternatyvaus splaisingo metu. Vienas i$
geriausiai apraSyty AR varianty AR—V7 pasizymi ligando prisijungimo domeno praradimu, tai leidzia
AR atsako keliui veikti be androgeny, o AR biiti nuolat aktyviems. Nepriklausomumas nuo hormony
lemia atsparumo terapijai iSsivystymga ir yra susijes su PV progresavimu iki kastracijai atsparaus PV

(KAPV), kuris pacientams dazniausiai yra mirtinas (Tietz & Dehm, 2020).
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1.4 PV gydymas

PV gydimas skirstomas j du etapus ir priklauso nuo to, ar vézys yra lokalizuotas tik prostatos
liaukoje ar metastazes yra iSplitusios uz prostatos riby. Jei pacientui nustatomas lokalus mazos rizikos
PV, pacientas nejaucia diskomforto arba paciento gyvenimo trukmé yra trumpa, tuomet jam taikoma
aktyvaus stebéjimo programa, kurios metu sekamas PV progresavimas. Aktyvaus steb&jimo metu
stebimas PSA lygis paciento kraujyje, taip pat gali biiti atliekama magnetinio rezonanso tomografija.
Gydymas pradedamas tik tada, kai nustatomi ligos progresijos pozymiai. Sio metodo privalumas tas,
kad néra nereikalingai skiriamas gydymas neagresyviems, progresuoti nelinkusiems navikams, todél
mazesnés gydymo i$laidos, o paciento gyvenimo kokybé nepakinta (Costello, 2020).

PV gydyti gali buti taikoma radikali prostatektomija, kurios metu paSalinama prostatos liauka
atviros ar laparoskopinés operacijos metu. Sis gydymo metodas paprastai taikomas pacientams, kuriy
navikas néra i$plites j aplinkinius audinius, todél operacijos metu sumazéja tikimybé pazeisti gretimus
organus. Taciau po Sio gydymo biido gali atsirasti komplikacijos, pvz., Slapimo nelaikymas ar
erekcijos disfunkcija, taip pat po operacijos gali prasidéti vidinis kraujavimas (Sekhoacha et al.,
2022).

Spindulinés terapijos tikslas — specifiSkai perduoti didelés energijos spinduliy ar daleliy dozes
tiesiai 1 PV ir naikinti vézines lagsteles nepazeidziant Salia esanciy normaliy audiniy. Spinduliuoté
nukreipiama j véZines lgsteles specialiomis technikomis, pvz., taikant brachiterapija arba iSoring
spinduling terapija. Brachiterapijos metu radioaktyvus Saltinis jvedamas | prostatos liauka
specialiomis injekcijomis. Taip Salia jo esancios véZinés lgstelés yra naikinamos radiacijos. ISorinés
spindulinés terapijos metu i§ iSorinio Saltinio skleidZiami stipris rentgeno spinduliai, specialiai
nukreipti ] prostatos audinius. Spinduliné terapija dazniausiai naudojama gydyti lokaly PV, taip pat
susilpninti metastazavusias PV lgsteles (Gay & Michalski, 2018).

Po $iy gydymo biidy pacientai turi nuolat tikrintis, ar PV neatsinaujino. Patikros metu stebimas
paciento PSA kiekis kraujyje. Jei nustatoma PSA koncentracijos padidéjimas >0,2 ng/ml, laikoma,
kad pasireiské biocheminé ligos progresija (BLP) arba biocheminis atkrytis. Tai reiskia, kad PV
nebéra lokalizuotas tik prostatos liaukos srityje, bet yra atsirade metastaziy zidiniai, kurie ir
produkuoja PSA.

Progresavusio ir (arba) metastazavusio PV gydymui taikoma androgeny slopinimo
(deprivacijos) terapija (ADT). Terapijos principas pagristas testosterono ir kity vyrisky hormony
gamybos blokavimu, neleidzian¢iu pastariesiems skatinti PV lgsteliy augimo. Hormony terapijos
metu naudojami medikamentai, kurie slopina androgeny sintez¢ (pvz., abiraterono acetatas) arba
blokuoja jy prisijungima prie AR (pvz., enzalutamidas). Taip pat gali buti atlickama chirurgine

kastracija— orchiektomija, kurios metu visiskai paSalinamos séklidés, kuriose sintetinami androgenai.
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Sumazinus androgeny kiekj arba sustabdzius jy patekima j PV lasteles, navikas tam tikrg laikg auga
léciau (Sekhoacha et al., 2022).

ADT yra veiksminga, kol PV lasteliy augimui svarbiis androgenai, ta¢iau daugumai pacienty
atsiranda atsparumas Siam gydymui ir konstatuojamas KAPV issivystymas. Tokiu atveju gydymui
gali buti skiriama chemoterapija, kurios metu pasitelkiami stipriis prieSvéZziniai vaistai, kurie atakuoja
vézines lasteles skirtingu lgsteliy ciklo metu ir taip inhibuoja jy augima sutrikdant DNR replikacija,
mitoze, baltymy sintezg ir daugelj kity procesy. Docetakselis laikomas pirmos eilés standartiniu
vaistu gydyti KAPV. Docetakselis Igsteles veikia citotoksiskai, prisijungdamas prie -tubulino ir taip
slopindamas mikrovamzdeliy depolimerizacija, kas savo ruoztu sukelia Igsteliy mitozés sutrikimus ir
apoptozés iniciacijg (Sekhoacha et al., 2022).

Imunoterapija yra dar vienas pazengusio PV gydymo metodas, kai naudojami vakciny principu
veikiantys preparatai, kurie skatina Zzmogaus imuning sistema veiksmingiau atpazinti ir sunaikinti
vézines lgsteles. Tokie vaistai yra pritaikyti kiekvieno paciento imuninei sistemai. Sipuleucelis—T kol
kas yra vienintelis JAV Maisto ir vaisty administracijos (angl. Food and Drug Administration, FDA)
patvirtintas imunoterapinis preparatas gydyti PV. Si vakcina sukuriama i§ imuniniy lasteliy,
surenkant baltuosius kraujo kiinelius ir paveikiant juos PV lasteliy baltymu prostatos rugsties
fosfataze. Sis poveikis i§moko baltuosius kraujo kiinelius atpazinti PV lasteles. Ismokytos lastelés
suleidziamos atgal j paciento kiing, kur padeda kitoms imuninés sistemos lasteléms atakuoti PV (Cha
et al., 2020).

Siuo metu galimos gydymo galimybés daznai kombinuojamos kartu gydyti pazengusj PV ar
KAPV. Taciau toks gydymo biidas dazniausiai tik palengvina ligos simptomus ir prailgina paciento
gyvenimg keliais ménesiais. Nepaisant Siandien pritaikomy gydymo strategijy, pazenges PV tebéra

nepagydomas (Sekhoacha et al., 2022).

1.5 PV molekuliniai Zymenys

Dél PV budingo heterogeniSkumo susiduriama su sunkumais $ig liga diagnozuojant,
prognozuojant jos progresijg ar parenkant optimaly gydymo biida. Ankstyvas ligos rizikos nustatymas
bei besimptomiy, lokalizuoty ir neagresyviy naviky atskyrimas nuo linkusiy spar¢iai progresuoti yra
pagrindiniai klinikiniai i§$tkiai siekiant gerinti PV prevencijos programas ir gydymo strategijas (1.4
pav.). Tod¢l labai svarbu tirti ne tik diagnostinius, bet ir prognostinius biologinius Zymenis, kurie
informuoty apie galima ligos progresavima. Siandien sukurta daugybé PV diagnozavimo ir prognozés
numatymo metody, tac¢iau daugumai trikksta specifiSkumo, kad padéty nustatyti tikslig ligos

progresavimo eiga.
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1.4 pav. Biologiniy zymeny svarba prostatos vézio vVystymosi ir progresavimo metu (adaptuota

pagal Delpu et al., 2013)

Siandien PSA testas yra vis dar naudingiausia ir prieinamiausia priemoné ankstyvos stadijos
PV aptikimui, rizikos stratifikavimui ir ligos stebé&jimui, taciau $io testo naudojimas yra priestaringas.
Dél palyginti riboto specifiskumo PSA tyrimas gali parodyti ir klaidingai teigiamus arba klaidingai
neigiamus rezultatus, kas lemia netiksly ligos diagnozavima ir, savo ruoztu, nereikalingai skiriama
gydyma kliniSkai nereik§mingiems navikams. Todél galutinis sprendimas priimamas tik iSanalizavus
biopsijos medziaga, kas S§iuo atveju yra nereikalinga invaziné procediira, sukelianti diskomforta
pacientui. Komplikacijos, kurios gali atsirasti po biopsijos, yra infekcija, skausmas, kraujavimas,
Slapimo susilaikymas ir hematurija. Todél egzistuoja didelis poreikis atrasti neinvazinius PV
zymenis, kurie padéty jvertinti, ar reikalinga biopsija, anks¢iau nustatyti ligos atsiradima, jvertinti jos
agresyvuma, tiksliau sekti ligos progresija, atsakg j gydymga ir padéty paskirti tinkamiausig gydymo
strategija (Duffy, 2020).

Per pastargjj deSimtmet]j rinkoje atsirado nemazai molekuliniais Zymenimis, Kkurie tiriami
pacienty kraujo serumo, Slapimo ar prostatos audinio méginiuose, pagristy testy PV diagnostikai ir
prognozés jvertinimui (1.4 lentelé), taciau inovatyviy, naujos kartos zymeny sistemy poreikis islicka
(Visser et al., 2020).
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1.4 lentelé. Molekuliniy zymeny testai prostatos vézio (PV) diagnostikai ir prognostikai kraujo,

Slapimo ir audiniy méginiuose (Visser et al., 2020; Porzycki & Ciszkowicz, 2020)

Tiriamo
Testo pavadinimas meginio Tiriami bioZzymenys Testo tipas
tipas
PHI _ Bendras PSA, fPSA, p2PSA izoforma Diagnostinis
Proclarix Sgrrjr‘:]‘gs THBS1, CTSD, tPSA, %fPSA Diagnostinis
4KScore Bendras PSA, fPSA, nepazeistas PSA, hK2 Diagnostinis
ExoDX Prostate . . -
IntelliScore Egzosominé RNR (SPDEF, PCA3, ERG) Diagnostinis
MiPS lapimas PCA3 ir TMPRSS2-ERG mRNR Diagnostinis
Progensa PCA3 mRNR Diagnostinis
SelectMDX HOXC6, DLX1 mRNR Diagnostinis
: DNR hipermetilinimas (APC, RASSF1, : -
ConfirmMDx GSTP1) Diagnostinis
Prolaris mRNR raiska, 31 genas (Iastelés ciklo genai) Prognostinis
Oncotype Dx Prostatos mRNR ra'Ski’ 1t7 gl.er.]q. (12 kgrcmogenq, 5 Prognostinis
audinys ontroliniai genai)
Decipher mRNR raiska, 22 genai Prognostinis
Promark Baltymy tyrimas (8 baltymai) Prognostinis
PCMT Mitochondrinés DNR delecijos Diagnostinis

Nauji biologiniai Zymenys, tokie kaip TMPRSS2-ERG sulietinis transkriptas, nekoduojanti
RNR (PCAZ3) arba kalikreinas, jtrauktas j pagrindinj PHI (prostatos sveikatos indeksg) arba 4KScore
testus, padidina PSA, kaip zymens, jautruma ir specifiskuma, o tai leidzia tiksliau parinkti pacientus,
kuriems reikalinga biopsija, bei sumazinama perdiagnozavimo tikimybé (Porzycki & Ciszkowicz,
2020). PHI nustatyti iSmatuojamas tPSA, laisvo PSA, kuris néra susijunges su kitais baltymais, ir
p2PSA izoformos santykis kraujyje. Pagal rezultatus apskai¢iuojamas PHI balas, kuris parodo PV
tikimybeg. Testas rekomenduojamas vyrams, kuriy PSA kiekis kraujyje yra 4-10 ng/ml, o DRE
tyrimas neparodé jokiy nenormaliy rezultaty. PHI testas naudojamas aktyvaus stebéjimo metu,
kadangi leidzia jvertinti ir PV progresavimo tikimybe (Visser et al., 2020).

4K Score testo algoritmas atsizvelgia j keturiy kalikreiny (tPSA, fPSA, nepazeisto PSA ir hK2)
kiekj kraujo plazmoje, paciento amziy, DRE tyrimo rezultatus ir prostatos biopsijos istorijg. Sis
tyrimas padeda nustatyti agresyvaus PV rizikg ir Zenkliai sumazina prostatos biopsijy skaiciy bei su
tuo susijusj perdiagnozavima ir nereikalinga gydyma. Sj testa rekomenduojama atlikti pacientams,
kuriems paskirta pirminé arba pakartotiné biopsija (\Voigt et al., 2017).

Progensa testu analizuojamas PCA3 mRNR kiekis paciento §lapimo nuosédose. PCA3 genas
koduoja ilga nekoduojanc¢ia mRNR molekule, kurios raiSka biina smarkiai iSaugusi PV lastelése.
PCA3 testas savo prognostine verte ir specifiSkumu yra pranaSesnis uzZ PSA testa, taciau jo jautrumas

yra mazesnis. PCA3 tyrimas naudojamas atrinkti pacientus, turinCius didele rizikg susirgti PV.
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Progensa testas taip pat naudojamas nustatyti, ar butina pakartoti biopsijg, kai pirmos biopsijos
rezultatas yra neigiamas (Auprich et al., 2011).

Kitas genas, susijes su PV ir aptinkamas §lapime, yra TMPRSS2-ERG sulietinis transkriptas.
TMPRSS2-ERG susiliejimas aptinkamas daugiau nei 50 % PV atvejy. TMPRSS2 genas koduoja serino
proteaziy Seimai priklausant] baltymg, kuris dalyvauja prostatos kancerogenezéje. Jo aktyvumas
priklauso nuo susijungimo su ETS transkripcijos faktoriais, tokiais kaip ERG. ERG protoonkogenas
yra pagrindinis Iasteliy proliferacijos, diferenciacijos, angiogenezeés, uzdegimo ir apoptozes
reguliatorius. Jo raiSka labai svarbi normaliam organizmo vystymuisi, nes vyksta embrioninéje
mezodermoje ir endotelyje, kur jis turi lemiamg vaidmenj formuojant kraujagysliy sistema,
urogenitalinj traktg ir kauly vystymuisi. Abu $ie genai — TMPRSS2 ir ERG — randami 21-oje
chromosomoje mazdaug 3 Mb atstumu vienas nuo kito. TMPRSS2 susiliejimas su ERG gali jvykti
dviem mechanizmais: genomo regionas tarp dviejy geny gali biiti prarastas d¢l delecijos arba tai gali
biiti sudétingesnio genomo pertvarkymo rezultatas, kai chromosomoje jvyksta translokacija, kuri gali
apimti ir kitas chromosomas. TMPRSS2-ERG neaptinkamas esant normaliai prostatai ar GPH.
Androgenai gali paskatinti geny susiliejimg inicijuodami chromatino kilpos susidarymg per AR
transkripcijos kompleksa ir taip sujungdami ERG ir TMPRSS2 lokusus. Kartu su dvigrandziy DNR
trikiy taisymu, tai gali lemti intersticing delecijg ir geny susiliejimg. Gali susidaryti keli transkripty
variantai naudojant skirtingus TMPRSS2 ir ERG egzony derinius. Susidarius sulietiniam transkriptui
padidéja transkripcijos faktoriaus ERG, kuris aptinkamas tiek ankstyvos, tiek vélyvosios stadijos PV,
raika. Sj raiskos padidéjima lemia nuo androgeny priklausomo TMPRSS2 promotoriaus kontrolé.
Dél mazo jautrumo $io testo naudojimas yra nereik$mingas, taciau tiriant TMPRSS2-ERG Kartu su
PCAS3, testas pasizymi didesniu specifiSkumu ir jautrumu (Adamo & Ladomery, 2016; Gasi Tandefelt
etal., 2014; Wang et al., 2017).

PV molekuliniy Zymeny paieska néra sustojusi: daugelis naujy Zymeny Siuo metu yra
ikiklinikinéje tyrimy fazg¢je. Kaip galimi PV biologiniai Zymenys tiriamos cirkuliuojancios naviko
lastelés, jvairios mikroRNR (miRNR), ilgos nekoduojancios RNR, metabolitai (sarkozinas, alaninas,
glicinas ir glutamatas) ir kiti biologiniai Zzymenys (Szeliski et al., 2018). Siuo metu yra prieinamas
vienas mitochondrijy DNR testas, kuriuo tiriama mitochondrijy DNR variantai esant neigiamai
pirminei prostatos biopsijai ir siekiant nustatyti, ar pacientui vertéty ja atlikti pakartotinai (Kohaar et
al., 2019).

AtsiZzvelgiant | sudétingg nevienalyt] PV pobiid], vieno biologinio Zymens tyrimas neatsako |
visus riipimus klausimus. D¢l Sios priezasties biitina atlikti tolesnius naujy PV biologiniy Zymeny,

kurie padéty optimizuoti klinikinius sprendimus, tyrimus. Keliy biologiniy Zzymeny naudojimas leisty
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gydytojams suteikti pacientams geresnes, individualizuotas Klinikines konsultacijas bei tiksliau

prognozuoti ligos eigg (Porzycki & Ciszkowicz, 2020).

1.6 Histony metilinimas

Histony modifikacijos yra vienas i§ epigenetinés modifikacijos tipy, kaip prie histony uodegose
esanciy aminortigs¢iy kovalentiSkai prijungiamos funkcinés grupés. Histonai yra atsakingi uz
chromatino kompaktizavimg Igstelés branduolyje ir jo aktyvumo reguliacijg. Yra keturi pagrindiniai
histony baltymai (H2A, H2B, H3, H4), kurie evoliuciniu pozitiriu yra labai konservatyvis. Histonai
susijungia | oktamerg ir kartu su DNR sudaro nukleosomg, kuri yra pagrindinis chromatino
organizacijos vienetas. Histonai turi N ir C galus, prie kuriy (paprastai prie N) gali biiti prijungiamos
potransliacinés  modifikacijos:  metilinimas, acetilinimas, fosforilinimas, sumoilinimas,
ubikvitilinimas ir kt. (Sugiura et al., 2021). Priklausomai nuo modifikacijos tipo ir vietos kinta
chromatino struktiira ir jo prieinamumas jvairiems transkripcijos veiksniams (1.5 pav.). Nuo to
priklauso geny raiskos aktyvinimas ir slopinimas. Dauguma Siy histony modifikacijy lasteléje yra
uzdedamos lastelés diferenciacijos metu ir yra stabiliai palaikomos per kelis lasteliy dalijimosi ciklus
(Sharma et al., 2010). Histony modifikacijos, veikdamos kartu su kitais epigenetiniais veiksniais
(DNR metilinimas, nekoduojan¢iy RNR veikla, nukleosomy pertvarkymas, histony varianty
panaudojimas), palaiko normaly Igsteliy funkcionavimg. Epigenetinés modifikacijos suteikia
lasteléms galimybe turéti skirtingas tapatybes turint tg pacig geneting informacija (Kiefer, 2007).

Metilinimas (H3K9)

Me

/

\@—
\3

Histonai

v

Dekondensuota blsena lT Kondensuota bisena

N
1S

(aktyvi geny raiska) (geny raiska nutildyta)

Acetilinimas Metilinimas (H3K4)

Fosforilin\ir\nf \E ’ ’ /P ONy E ()E
P_\ /
__/ __/_./
‘ e
1.5 pav. Kovalentinés histony modifikacijos ir chromatino struktiira (adaptuota pagal Akil et al.,
2020)

Histony metilinimo metu prie lizino ar arginino histony N galuose pridedama viena, dvi ar trys

metilo grupés. Metilo grupe, kurios donoras Igstelése yra S-adenozil-L-metioninas, prijungia histony
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metiltransferazés (HMT). Histony demetilazés (HDM) yra atsakingos uz S$iy epigenetiniy
modifikacijy pasalinimg. Histony metilinimo modifikacijos gali lemti geny raiSkos aktyvinimg arba
slopinima, o tai priklauso nuo metilinty aminortigs¢iy lickany vietos ir metilinimo laipsnio (Sugiura
etal., 2021). Pavyzdziui, H3 histono 4 padétyje esancio lizino trimetilinimas (H3K4me3) yra biidinga
transkripciniu poZitriu aktyviy geny promotoriy zyme, 0 H3K9 ir H3K27 trimetilinimas yra susijes
su heterochromatino susidarymu (Sharma et al., 2010). Zinoma daug histony metilinimo viety, kurios
kei¢ia chromatino struktiirg. Histonas H3 gali baiti metilintas K4, K9, K14, K27, K36, K79 padétyse,
0 histonas H4 — K20 ir K59 padétyse. Dazniausias histono H3 metilinimas K4, K36 ir K79 padétyse
yra susijes su aktyvia geny raiska, o histono H3 metilinimas K9, K27 ir K20 padétyse ir histono H4
metilinimas — su heterochromatinu ir geny raiskos slopinimu (Navakauskiené, 2017). Lyginant su
kitomis histony potransliacinémis modifikacijomis, lizino metilinimas yra ilgalaiké zymé. Ji yra
termodinamiskai labai stabili, i$lieka per mitoze ir randama chromatino regionuose, kurie ilgg laika
nutildomi, pavyzdziui, pericentriniame chromatine (dimetilintas H3K9, H3K9me2) ir neaktyvioje X
chromosomoje (H3K27me3, H3K9me2) (Kiefer, 2007). Chromatinas taip pat gali biiti dvivalentinis,
kur kartu egzistuoja geny raiska aktyvinancios (H3K4me3) ir slopinancios (H3K27me3)
modifikacijos. Sie domenai daZniausiai aptinkami embrioninése kamieninése Igstelése ir su
vystymusi susijusiy geny promotoriuose. Manoma, kad toks dvivalentiSkumas padidina fenotipinj
plastiSkuma, leidziantj embrioninéms kamieninéms lgsteléms grieztai reguliuoti geny raiska skirtingy
vystymosi procesy metu ir prireikus jg greitai aktyvinti. Diferencijuotos Igstelés praranda §j

dvivalentiSkumg ir jgauna jprasta chromatino strukttirg (Sharma et al., 2010).

1.7 Histony metilinimas ir PV

Zmogaus véZio Iastelése, be daugybés genetiniy pakitimy, stebimos ir epigenetinés anomalijos.
Viena i$ tokiy — histony metilinimo profilio pakitimai — dazniausiai atsiranda dél sutrikusios $ia
modifikacija reguliuojanéiy veiksniy, HMT ir HDM, raiskos. Manoma, kad histony metilinimo
reguliatoriai (HM) atlieka svarby vaidmenj vézio vystymosi metu, nes nuo $iy veiksniy priklauso
chromatino struktiiros palaikymas ir valdymas. Nenormalios histony modifikacijos koreliuoja su
sutrikusia jvairiy geny raiSka véZio progresavimo metu. Nenormalios histony modifikacijos gali
sukelti onkogeny aktyvavima arba navika slopinanciy geny slopinimg. Genetiniai ir epigenetiniai
poky¢iai sgveikauja visuose vézio vystymosi etapuose, kartu skatindami vézio progresavima (Sugiura
etal., 2021).

Pirmieji histony metilinimo reguliatoriy tyrimai parodé, kad LSD1 (KDM1A), pirmoji
identifikuota KDM, gali pasSalinti tiek aktyvinancias, tiek slopinancias metilinimo zymes

(H3K4me1/2 ir H3K9me1/2) priklausomai nuo kartu komplekse esanéiy kity baltymy, veikdama kaip
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korepresorius arba koaktyvatorius. Véliau aptiktos kelios kitos histono lizino demetilazés, jskaitant
Jumonji C domeno baltymus (Sharma et al., 2010). Padidéjusi KDM1A raiska yra susijusi su
agresyvios eigos PV navikais, taigi ir prastu pacienty isgyvenimu ir PV atsinaujinimu. Taip pat buvo
tyrinéjama KDM5 demetilaziy Seima. Nustatyta, kad KDM5B (JARID1B) raiSka yra padidéjusi PV
audiniuose, 0 genas taip pat veikia kaip AR koaktyvatorius. KDM5C (JARID1C) raiskos padidéjimas
yra susijes su prasta PV serganciy pacienty prognoze, 0 KDM5C indikuoja nesékmingg terapija
(predikcinis PV zymuo). KMD5D (JARID1D) slopina PV lasteliy progresavima. Jo raiska sumazéjusi
metastazavusio PV atveju (Upadhyay et al., 2021).

HMT Seimoje placiai iStirta EZH2 (KMT6A) geno koduojama metiltransferazé, kuri katalizuoja
lizino trimetilinimg (H3K27me3). H3K27me3 zymé yra susijusi su transkripcijos slopinimu, todél
padidéjes jos lygis PV siejamas su navikg slopinanc¢iy geny, pvz., DAB2IP, slopinimu (Shen & Abate-
Shen, 2010). EZH2 padidéjusi raiska daznai stebima sergant jvairiomis vézio formomis, jskaitant PV,
inhibitoriy tyrimai (Sugiura et al., 2021). KAPV atveju EZH2 gali veikti kaip transkripcijos faktoriy,
pvz., AR, koaktyvatorius. AR aktyvavimui reikalingas EZH2 fosforilinimas ir nepazeistas
metiltransferazés domenas. Todél EZH2 tiriamas kaip galimas terapinis KAPV taikinys (Conteduca
etal., 2021).

Sekoskaitos tyrimy rezultatai leido nustatyti ir kitus chromatino pokycius, vykstancéius
kancerogenezeés metu. Nustatytos histony metilinimo vietos, kurios susijusios su PV atsiradimu ir
progresavimu. H3K4mel, H3K9me?2 ir H3K9me3 Zymiy lygis sumazéja PV meéginiuose lyginant su
nepiktybiniais audiniais. Tai sukelia nenormaly geny nutildymg. H3K27me3 genominis
pasiskirstymas PV lgsteliy linijose ir méginiuose keiciasi PV progresavimo metu. Metastazavus PV,
navikg slopinanciy geny promotoriy regionuose taip pat daznai aptinkama H3K27me3 modifikacija,
palyginti su lokaliu PV ir normaliais prostatos audiniais. Tai lemia Igsteliy proliferacijos padidéjima.
Padidé¢jes H3K27me3 Zymiy skai¢ius metastazavusiame PV Zinomas dél padidéjusios EZH2 raiskos.
(Sugiura et al., 2021).

Visi Sie epigenetiniai pokyciai neveikia po vieng, o daznai sgveikauja tarpusavyje ir kartu su
genetiniais pokyc€iais. De¢l Sios priezasties sudétinga visapusiSkai iSaiSkinti onkogening

transformacija.

1.8 Histony metilinimo reguliatoriai ir epigenetiné terapija

D¢l epigenetinio kodo reguliavimo sutrikimy, jskaitant DNR metilinimo pokyc¢ius, histony
modifikacijas ir nukleosomy remodeliavimg, atsiranda nenormaliis geny raiSkos poky¢iai, kurie

prisideda prie PV atsiradimo ir toliau kaupiasi ligos progresavimo metu. Epigenetinés modifikacijos
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yra atsakingos uz navikg slopinanc¢iy geny nutildyma, onkogeniniy veiksniy aktyvavimg ir atsparumo
terapijai valdyma, todél tapo perspektyviais PV gydymo taikiniais. Epigenetiniy modifikacijy sasaja
su PV progresavimu ir grjztamas epigenetiniy aberacijy pobtdis suteikia naujy jzvalgy, kaip $ios
modifikacijos ir jas reguliuojantys baltymai gali buti panaudoti PV prognozei bei rizikos vertinimui.
Epigenetiniy modifikacijy reguliatoriai tapo svarbiis kuriant epigenetinés terapijos vaistus
pacientams, sergantiems PV bei kitos lokalizacijos onkologinémis ligomis (Conteduca et al., 2021).
Epigenetiné terapija yra perspektyvi onkologijos strategija, pagrista transformuoty Igsteliy grizimu j
normalios diferenciacijos biiseng su normaliu epigenomu, naudojant jvairius cheminius ir biologinius
veiksnius (Navakauskiené, 2017). Jvairtis junginiai tiriami ir naudojami kaip epigenetinés terapijos
vaistai (1.6 pav.).

Vorinostat
Belinostat

Panobinostat
Tazemetostat Romidepsin

\/ CPI-1205
EZH2 _l_
ZEN-3694 V\

Decitabine

SP2509 5-azacytidine

GSK2879552
1.6 pav. Prostatos véZio (PV) epigenetinés terapijos junginiai ir jy taikiniai. AC — histony acetilinimo
modifikacija, BRD4 —bromodomain containing 4 baltymas, DNMTs — DNR metiltransferazés, EZH2
— enhancer of zeste homolog 2 baltymas, HDACs — histony deacetilazés, LSD1 — lysine-specific
demethylase 1 baltymas, Me — histony metilinimo modifikacija (adaptuota pagal Conteduca et al.,
2021)

Siuo metu yra keturi FDA patvirtinti histony deacetilaziy inhibitoriai (vorinostat, belinostat,
panobinostat ir romidepsin), skirti limfomai ir melanomai gydyti, o Sios klasés vaistai taip pat buvo
tiriami kaip terapiniai vaistai PV sergantiems pacientams (Conteduca et al., 2021). FDA patvirtino du
DNR metiltransferaziy inhibitorius: azacitiding ir decitabina. Sie vaistai skirti sergantiems @imine
mieloidine leukemija ir mielodiplastiniu sindromu. Azacitiding FDA ir Europos vaisty agentiira (ang.

European Medicines Agency, EMA) taip pat patvirtino 1étinés mielomonocitinés leukemijos gydymui
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(Gnyszka et al., 2013). Tazemetostatas yra EZH2 inhibitorius, patvirtintas folikulinei limfomai
gydyti. Sis junginys taip pat vertintas klinikiniame tyrime, kuriame dalyvavo pacientai, sergantys
metastaziniu KAPV kartu su AR blokada. Klinikiniuose tyrimuose kartu su AR signalo inhibitoriais
arba imunoterapija taip pat tiriamas EZH2 inhibitorius CP1-1205 (Conteduca et al., 2021).

Bromodomenas yra baltymy domenas, kuris atpazjsta ant histony uodegy randamas acetilintas
lizino liekanas, o tai rodo, kad Sis baltymy domenas svarbus histony kodo reguliavimui. Todé¢l taip
pat tiriami junginiai, kuriy taikinys yra BET Seimos baltymai (angl. bromodomain and extraterminal
protein family). ZEN3694 yra $iy baltymy inhibitorius, kurio naudingumas vertinamas pacientams,
sergantiems metastaziniu KAPV, kuriems pasireiské ligos progresija po ankstesnio abiraterono
acetato ir (arba) enzalutamido vartojimo. Klinikiniuose bandymuose taip pat tiriami keli LSD1
inhibitoriai: SP2509 ir GSK2879552 (Conteduca et al., 2021).

Kadangi HM reguliatoriai gali pasizyméti skirtingu poveikiu priklausomai nuo reguliuojamos
dabar atlikti tyrimai rodo, kad dauguma HM reguliatoriy yra susij¢ su jvairiy lokalizacijy navikais, o
taip pat ir PV.

Histono demetilazé¢ KDM3A (dar Zinoma kaip JMJD1A) atlieka pagrindinj vaidmenj
spermatogenezeje, lyties nustatyme, kamieniniy lgsteliy atsinaujinime ir vézio vystymosi metu
pasalindama mono— ir dimetilo grupes nuo H3K9. H3K9mel ir H3K9me2 Zymés yra susijusios su
heterochromatinu, tod¢l veikia kaip represiné epigenetiné modifikacija, o KDM3A reguliuoja geny
raiS$ka pasalindama §ias zZymes in vivo ir in vitro salygomis, bet pirmenybe teikia dimetilintoms
liekanoms (Tang et al., 2020a). Sutrikusi KDM3A geno raiska pastebéta daugelio vézio tipy atveju,
1skaitant kriities, storosios zarnos, plauciy, kepeny vezj, limfoma. Padid¢jes KDM3A lygis yra susijes
su blogesne véZio prognoze, o Sio geno nutildymas sutrikdo naviko formavimasi (Yoo et al., 2020).
KDMS3A labai svarbus PV vystymosi metu, nes gali veikti kaip AR koaktyvatorius, kuris daznai
aptinkamas ant ARE sekos, reguliuojantis geny raiska per demetilinimg (Wilson et al., 2017). Be to,
KDM3A reguliuoja AR alternatyvy splaisingg, skatindamas AR—V7 susidarymg, 0 pastarasis yra
vienas i$ pagrindiniy genetiniy poky¢iy, lemianciy PV atsparumo ADT issivystyma (Fan et al., 2018).

KDM4B (JMJD2B) koduojama demetilazé pasizymi H3K9me2/3 (represiné zymé) ir
H3K36me2/3 (aktyvi Zymé) demetilinimo aktyvumu. Naujausiais duomenimis, §i demetilazé geba
pasalinti ir represing H4K20me3 zyme (Xiang et al., 2020). KDM4B reguliuoja jvairiy geny, kurie
svarbiis kamieniniy lgsteliy atsinaujinimui ir diferenciacijai bei jvairiy organy vystymuisi, raiska.
KDM4B skatina mezenchiminiy kamieniniy Igsteliy, kurios yra svarbios lytiniy organy, kauly,
kepeny ir vidinés ausies formavimuisi, diferenciacija. Sutrikusi Sio geno raiSka siejama ir su

Jvairiomis Zmogaus ligomis, jskaitant ir véZinius susirgimus. Taigi, nors §is genas gali biiti
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potencialus biologinis zymuo vézinéms ligoms, gydymo strategijy, kurios nutaikytos j Sio geno
raiSkos pokycius, kiirimas kelia daug issukiy. Tyrimais su nustatyta, kad KDM4B i§jungimas peléms
sukelia osteoporoze ir sunky nutukimg. KDM4B taip pat labai svarbus DNR pazaidy taisymui. Nors
KDM4B praradimas sustiprina radioterapijos poveik]j, taCiau tai lemia ir padidéjusj DNR pazaidy
daznj normaliuose audiniuose. KDM4B svarbus PV progresavimui dé¢l atsparumo ADT iSsivystymo
ir tolimesnio ligos progresavimo iki KAPV. D¢l padidéjusios KDM4B raiskos padid¢ja ir AR-V7
lygis (Wang et al., 2022). O KDM4B raiskos inhibicija lemia AR-V7 kiekio sumazgjima, taip
slopinant PV lIgsteliy augimg (Duan et al., 2019).

KDMb5A (JARID1A) koduojama demetilazé pasalina H3K4me2/3 zymes. KDMS5A svarbus
jvairiems fiziologiniams ir patologiniams procesams, pvz., lasteliy judrumui, kamieniSkumui ir
epitelio-mezenchimos tranzicijai (EMT), aktyvuojant arba slopinant transkripcija nuo demetilazés
priklausomu arba nepriklausomu buidu tiek palaikant homeostazg, tiek ir ligos atveju. KDMS5A taip
pat svarbus lasteliy ciklo vyksmui, Igsteliy senéjimui, cirkadinio ritmo palaikymui (Yang et al., 2021).
KDM5A raiskos pokyciai svarbiis PV vystymosi metu, kadangi nustatyta, kad KDMS5A yra labai
svarbus létinio vaisto poveikio metu vaistams atspariy PV lasteliy susidarymui (Yan et al., 2011).

KDM5D (JARID1D) koduojamas fermentas demetilina H3K4me2 ar H3K4me3 Zymes, o tai
susije su tam tikry geny, kurie svarbis lgsteliy gebé&jimu plisti, raiSkos nuslopinimu. KDMS5D slopina
PV lasteliy invazijg in vitro ir in vivo, bet ne proliferacija ar migracija. KDM5D aktyvumas yra
bitinas daugelio su invazija siejamy geny raiSkos reguliacijai. KDM5D raiska daznai sumazéjusi
metastazavusiame PV, o tai savo ruoZtu siejama su bloga PV ligoniy prognoze. Tyrimais nustatyta,
kad KDM5D delecija nustatoma 52 % véziniy ligy atveju (Li et al., 2016a; Jangravi et al., 2016)
Ikiklinikiniy tyrimy duomenys rodo, kad KDMS5D yra susijes su efektyviu atsaku i chemoterapija
docetakseliu. Knockdown tyrimais nustatyta, kad KDMS5D sgveikauja su AR branduolyje ir reguliuoja
jo transkripcijos aktyvuma demetilinant aktyvios transkripcijos zyme H3K4me3. KDM5D raiskos
sumazéjimas sutrikdo AR aktyvumo reguliavima, todél iSsivysto atsparumas docetakseliui (Komura
et al., 2016).

KDM7B (PHF8) koduojama demetilazé pasizymi represiniy H3K9mel, H3K9me2,
H3K27me2 ir H4K20mel chromatino zymiy demetilinimu (Ma et al., 2015). KDM7B veikia kaip
transkripcijos koaktyvatorius, dalyvaujantis lastelés ciklo uztikrinime, taciau jo fiziologinis vaidmuo
vis dar menkai isaiskintas. KDM7B reguliuoja geny, dalyvaujanéiy lasteliy adhezijoje ir citoskeleto
organizavime, raiSkg. Del KDM7B trikumo gali pasireiksti 1gstelés ciklo vélavimas, netvarkingas
aktino citoskeleto susidarymas, sutrikti lasteliy adhezija (Asensio-Juan et al., 2012). KDM7B
valdomas histony metilinimas svarbus neurony diferenciacijoje, smegeny ir kaukolés, veido

vystymesi. Tyrimai rodo, kad padidéjusi KDM7B raiska susijusi su PV, stemplés plokscialgstelinés
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karcinomos, plauciy ir krities vézio progresavimu. Padidéjusi KDM7B raiSka prisideda prie Iasteliy
proliferacijos reguliuvodama su lgstelés ciklu susijusius genus, taciau neaisku, kaip KDM7B
reguliuoja lasteliy migracija. Sios demetilazés aktyvumas svarbus MYC valdomai lasteliy
proliferacijai ir su EMT susijusiy geny aktyvavimui (Shao et al., 2017).

KMT1E (SETDB1) geno koduojama metiltransferazé trimetilina H3K9, o tai lemia
heterochromatino atsiradima, geny nutildymag ir transkripcijos slopinimg (Chen et al., 2017). KMT1E
svarbus centrinés nervy sistemos lgsteliy linijy embriologinei diferenciacijai, X chromosomos
inaktyvinimui, embriony vystymuisi, endogeniniy retrovirusy slopinimui ir T pagalbiniy lasteliy
diferenciacijos kontrolei (Strepkos et al., 2021). Nenormaliai padidéjusi KMTL1E raiska sicjama su
kancerogeneze, jskaitant PV, melanoma, plauciy, krities, kiausidziy vézj, glioma (Chen et al., 2017).
Nutildzius KMTL1E, slopinamas PV lasteliy augimas, migracija ir invazija (Sun et al., 2014). Parodyta,
kad PV atveju KMTL1E gali skatinti kauly metastaziy i§sivystymg dalyvaudamas WNT kelyje (Li et
al., 2016b).

KMT5A (SETD8) genas koduoja metiltransferaze, kuri atlicka H4K20 monometilinima.
KMTS5A metiltransferazés aktyvumas yra susijes su daugeliu esminiy Igstelés procesy, jskaitant DNR
replikacija, reparacija, genomo stabilumo palaikymag ir Igstelés ciklo reguliavimg. KMTS5A dalyvauja
tiek transkripcijos aktyvinime, tiek ir slopinime (Milite et al., 2016). Sio fermento vaidmuo svarbus
reguliuojant chromosomy stabilumg mitozés metu, nes jo praradimas sukelia apoptoze ir Igstelés Ciklo
sustojimg S ir G2/M fazése (Driskell et al., 2012). Sutrikusi KMT5A raiska nustatyta jvairios
lokalizacijos navikuose, todél manoma, kad $is genas gali dalyvauti naviko vystymesi ir progresavime
(Malik et al., 2015). KMT5A yra susijes su véziniy Igsteliy invaziSkumu ir metastazémis dél sgveikos
su transkripcijos faktoriumi TWIST, kuris yra pagrindinis EMT reguliatorius. KMT5A taip pat veikia
kaip epigenetinis reguliatorius TWIST reguliuojamy baltymy E-kadherino ir N-kadherino
promotoriuose (Yang et al., 2012). Tyrimais parodyta ir KMT5A sgveika su AR: H4K20mel ir
KMTSA daZnai randami AR reguliuojamy geny promotoriuose. Dél KMT5A raiskos nutildymo
sumazéja H4K20mel lygis PSA koduojanc¢io geno promotoriuje, 0 KMT5A raiskos lygis koreliuoja
su PSA mRNR lygiui PV lasteliy linijose. Todél Sio geno / baltymo raiska gali bati perspektyvus
terapinis taikinys PV gydymui, kuriame AR vaidina pagrindinj reguliacinj vaidmenj (Yao et al.,
2014).

1.9 MiRNR ir jos biogenezé

MIRNR — tai klasé trumpy, ~20-22 nt ilgio, nekoduojan¢iy RNR, kurios atlicka svarby
vaidmen] reguliuojant geny raiska. Jos geba prisijungti prie taikinio mRNR, tokiu biidu slopindamos

baltymo transliacija. Mazdaug pusé visy §iuo metu nustatyty miRNR yra intrageninés ir dazniausiai
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koduojamos kity, baltymus koduojan¢iy geny intronuose, re¢iau miRNR genai randami baltymus
koduojan¢iy geny egzonuose. Manoma, kad tokiy miRNR raiskos reguliavimas priklauso nuo
motininio geno promotoriaus. Intergeninés miRNR aptinkamos tarpgeniniuose regionuose, todél
reguliuojamos nuo savo promotoriaus ir jy transkripcija vyksta nepriklausomai (O’Brien et al., 2018).

Kanoniné miRNR biogenez¢é susideda iS keliy etapy, kurie vyksta lgstelés branduolyje ir
citoplazmoje (1.7 pav.). Pirmiausia RNR polimerazé II nuraso pirming miRNR (pri-miRNR) nuo
geno. Pri-miRNR yra smeigtuko forma turintis transkriptas. Sig struktiirg atpazjsta Drosha ir DGCRS
baltymai, kurie susijungia ir skelia susidariusj transkriptg. Taip susidaro tarpinis miRNR brendimo
produktas — mMIiRNR pirmtakas (pre-miRNR). Prie $io komplekso prisijungia Exportin-5
(XPOS5)/RanGTP baltymy kompleksas, kuris pernesa prie—-miRNR i$ branduolio j citoplazmag
tolesniam brendimui. Citoplazmoje esanti endoribonukleazé Dicer nuskelia smeigtuko galvute. Taip
susidaro miRNR dubleksas. MiRNR grandinés kryptingumas lemia subrendusios miRNR formos
pavadinimg. 5p grandiné susidaro i§ pre-miRNR plauky segtuko 5’ galo, o 3p grandiné — i§ 3’ galo.
Abiejy krypciy grandinés, gautos i$ subrendusio miRNR gali sgveikauti su argonauty (AGO) baltymy
Seimg. Subrendusi viengrandé miRNR susijungia su AGO baltymais ir susidaro geny raiska
slopinantis kompleksas RISC (1.7 pav.). Likusi komplementari miRNR seka lgsteléje degraduojama
AGO2 baltymy (O’Brien et al., 2018).

psS By

’ ” ’miRNR gena? B S
Y 4 4D I@iﬁev N\ miRNR Transliacijos  Transliacijos
Y 4 l \ Kirpimas slopinimas aktyvinimas
J pri-miRNR
g 1 RISC RISC RISC
I 5‘—()—0,05,,3— 3 | / JUTR @7 ~-3.UTR T3P 5-UTR
\ | = t t t
\ J |
\ : 4 ,
\ pre-miRNR ‘ / RISC Subrendusi
\ 5 XP05-3 V4 T miRNR RISC
- ~ RanGTP* o 1 komplekse
~_r7
/
pre-miRNR [ Dicer —> — T s, e
miRNR Degradacija
dupleksas
1.7 pav. MiRNR biogenezé. Pol Il — RNR polimerazé II; Drosha — ribonukleazé III (angl.

Ribonuclease 111); DGCR8 — DGCR8 mikroprocesoriaus komplekso subvienetas (angl. DGCR8
Microprocessor Complex Subunit); XPO5 — Eksportinas 5; RanGTP — RAS superSeimai priklausanti
mazoji GTPazé (angl. member of the RAS superfamily of small GTPases); Dicer — endoribonukleazé;
RISC — RNR-indukuojamas nutildymo kompleksas (angl. RNA—induced silencing complex); UTR —

netransliuojamas regionas (angl. untranslated region; adaptuota pagal Li & Yang, 2013)
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MiRNR reguliuoja geny rai$ka skirtingais mechanizmais (1.7 pav.). Vienas i$ jy yra mRNR
skilimas, kai taikinio mRNR yra perkerpama j dvi dalis, ir Kitas — transliacijos slopinimas, kai miRNR
prisijungia prie taikinio mRNR 3’-UTR netransliuojamo regiono ir neleidzia prisijungti kitiems
baltymams, kad prasidéty baltymo transliacija. Nors dauguma tyrimy orientuoti j miRNR slopinimo
funkcijg, ta¢iau miRNR gali ir aktyvinti geny raiSkg, kai prisijungia priec mRNR 5’-UTR
netransliuojamo regiono, kur konkuruoja su transkripcija slopinanciais baltymais. Manoma, kad $is
procesas vyksta specifinémis salygomis Igsteléje, pvz., aminorigsciy bado metu (O’Brien et al.,
2018). MiRNR aktyvumui svarbi 2—8 nt reguliaciné seka (angl. seed region), kuri komplementariai
gali prisijungti prie taikinio sekos. Kuo didesnis atitikimas, tuo didesné tikimybé, kad RNR
transkriptas bus paveiktas miRNR.

MiRNR yra atsakingos uz epigenetinius pokycius dél jy gebéjimo reguliuoti geny raiska
potranskripciniame lygmenyje. MiRNR ir Kiti epigenetiniai veiksniai gali reguliuoti vienas kitg arba
veikti bendrai reguliuojant kitus biologinius procesus. MiRNR raiska nutildoma DNR metilinimo
budu, o histony modifikacijos taip pat gali reguliuoti miRNR raiska daugelio lasteliy tipy ar ligy
atveju. Kita vertus, miRNR gali tiesiogiai reguliuoti epigenetinius veiksnius, tokius kaip DNR
metiltransferazés ar histono deacetilazés, taip reguliuvodamos chromatino struktira (Bianchi et al.,

2017).

1.10 MiRNR ir vézys

MiRNR vaidina svarby vaidmenj reguliuojant daugelj biologiniy procesy, svarbiy normaliam
vystymuisi, jskaitant lasteliy proliferacija, apoptoze ir diferenciacija. Zmogaus genome nustatyty
miRNR ir galimy tiksliniy geny kiekis sparciai auga, o tai rodo svarby miRNR vaidmen; palaikant
normaly geny raiskos profilj. Kaip ir kity geny, miRNR motininiy geny raiska galima reguliuoti
epigenetiniais mechanizmais. Pafios miRNR taip pat gali reguliuoti epigenetinius mechanizmus
lastelés viduje, reguliuodamos geny, atsakingy uz DNR metilinimg ar histony modifikacijas (EZH2)
raiSka (Sharma et al., 2010). Todél sutrikes miRNR reguliavimas yra susijes su jvairiomis Zmogaus
ligomis, ypac su véZziu, nes miRNR gali veikti kaip onkogenai ir naviko slopikliai (O‘Brien et al.,
2018). Onkogeninés miRNR (onkomiR) skatina vézio lgsteliy dauginimasi, slopindamos naviko
slopinan¢iy geny raiSkg. Navika slopinan¢ios miRNR (miRsupps) slopina vézio progresavima
reguliuvodamos onkogeny raiska potranskripciniame lygyje. MiRNR veikla priklauso nuo audinio
tipo, todé¢l vieno tipo miRNR gali biiti ir onkogeninémis, ir navika slopinanc¢iomis skirtingy tipy
navikuose (Li & Yang, 2013). Taciau ne visada aisku, ar pakites miRNR raiskos profilis yra tiesioginé
ve€Zzio priezastis ar netiesioginis Igsteliy fenotipo pokyciy poveikis. Be to, viena miRNR gali reguliuoti

kelis taikinius.
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Nekoduojancios RNR ligy atveju paprastai pasizymi audiniui ir stadijai specifine raiska.
MIRNR ypatingos tuo, kad jas daznai galima rasti jvairiuose organizmo skysciuose, pvz., kraujas,
Slapimas, sperma. Taip pat nustatyta, kad miRNR pasizymi skirtinga raiSka tarp navikinio ir
normalaus audiniy ir yra naudingos naviky klasifikavimui pagal kilmés linija, diferenciacijos stadijg
ir naviko agresyvuma (Alarcon-Zendejas et al., 2022). Nustatyta daugybé miRNR, kuriy raiska
padidéjusi jvairiy véziniy ligy atveju. MiR-21 yra viena dazniausiy miRNR, kurios padidéjusi raiska
nustatoma jvairaus tipo navikuose. Si miRNR reguliuoja daugelio geny, susijusiy su
mikrokraujagysliy proliferacija ir naviko invaziSkumu, raiSkg. Padidéjusi jos raiSka susijusi su
sumazéjusiu iSgyvenimu be BLP ir turi prognosting reikSme BLP rizikai PV sergantiems pacientams
po radikalios prostatektomijos (Li et al., 2012). MiR-221/miR-222 raiska padidéja sergant PV. Siy
miRNR veikimas padidina Igsteliy proliferacija, invazija, lasteliy iSgyvenima, padidina lasteliy
klonogeniskumg ir indukuoja naviko vystymasi in vivo. MiR-221/miR-222 taikinys yra navika
slopinantis genas p27KP1. Todél teigiama, kad padidéjusi miR-221/miR-222 raiska prisideda prie
onkogenezés ir PV progresavimo per p27K! raigkos slopinima (Galardi et al., 2007). Padidéjusi miR-
18a raiSka nustatoma PV serganciy pacienty periferiniame kraujyje, palyginti su GPH serganciais
pacientais ir sveikais asmenimis. Didesnis miR-18a raiskos lygis susij¢s su PV progresavimu (Al-
Kafaji et al., 2016). Let-7 miRNR $eimos nariy raiSka daznai sumazéjusi lokalizuoto PV atveju.
Tyrimai rodo, kad let-7 pasizymi navikg slopinanc¢ia funkcija ir reguliuoja onkogeny, susijusiy Su
lastelés ciklo progresavimu, proliferacija, migracija, diferenciacija ir EMT, raiskg. Let-7 miRNR
praradimas susijes su PV progresavimu (Kong et al., 2012).

MiRNR dalyvavimas PV vystyme ir progresavime yra labai svarbus, todé¢l biitina suprasti tiksly
Siy molekuliy vaidmenj PV vystymosi eigoje. Kadangi miRNR atsakingos uz geny raiskos pokyc¢ius
normaliuose ir véziniuose audiniuose, miRNR ir geny saveikos nustatymas gali biiti naudojamas kaip

perspektyvi terapijos priemones.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Ligoniai ir méginiai
Meéginiai Siam tyrimui buvo surinkti 2008—2014 m. ankstesniy projekty vykdymo metu (C—
03/2009 ir LIG-14/2012). I$ viso buvo istirta 186 prostatos audinio méginiai, kurie buvo jtraukti j
HM geny raiSkos tyrimg ir dalis méginiy — j miRNR raikos tyrimg (2.1 lentel¢). Tyrimams atlikti
buvo gautas bioetikos komiteto leidimas (2007-11-23 Nr. 50) su pratgsimais. | tyrimg jtraukty ligoniy

klinikinés—patologinés charakteristikos yra pateiktos 1 priede. Apibendrinta tyrimo eiga pateikta 2.1

pav.

2.1 lentelé. | tyrima jtrauktos tiriamosios grupés ir méginiy skaicius

L IStirty méginiy imtis, N
Audinio tipas = : =
Geny raiska MiRNR raiska
PV 123 36
NPA 47 16
GPH 16 —
Viso 186 52

PV — prostatos véZys, NPA — nevézinis prostatos audinys, GPH — gerybiné prostatos hiperplazija.

Visumings RNR ~ kDNR sintezeé ir  Rezultaty statisting analizé  HM genus KDNR sinteze ir  Bendra miRNR
15skyrimas AT-kPGR HM genu ir HM genuy atranka potencialiai ~ AT-kPGR miRNR ir HM geny
tyrimui tolimesniam tyrimui reguliuocjanciy tyrimui statistiné analize
miRNR paieska ‘

' =
2.1 pav. Tyrimo eiga. AT-kPGR — atvirkstinés transkripcijos kiekybiné PGR; kKDNR —

komplementari DNR; HM genai — histony metilinima reguliuojantys genai

2.2 RNR skyrimas

Saldyti prostatos audinio méginiai buvo mechaniskai homogenizuoti naudojant tissueTUBEs
TT1 mégintuvélius (Covaris, JAV) ir cryoPREP™ CP02 Impactor homogenizatoriy (Covaris).
Visuminé¢ RNR buvo iSskirta naudojant ,,mirVana™ miRNA Isolation kit“ rinkinj (Ambion®,
Thermo Fisher Scientific, Lietuva) pagal modifikuotg gamintojo protokola (Daniunaite et al., 2017).
ISskirtos RNR koncentracija ir grynumas jvertinta bekiuveciu spektrofotometru NanoDrop™ 2000
(Thermo Fisher Scientific), iSmatavus Sviesos sugertj ties 260/280, 260/230 ir 320 nm bangy ilgiais.
Isskirtos RNR integralumas buvo tiriamas elektroforezés biidu 1,0-1,5% agarozés gelyje, 1X TAE
buferyje (Thermo Fisher Scientific) su atsitiktinai parinktais méginiais. ISskirta RNR saugoma —20

°C arba 18 karto tiriama.
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2.3 Komplementarios DNR sintezé

Histony metilinimo reguliatoriy komplementarios DNR (kDNR) sintez¢ buvo atliekama High—
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor (Applied Biosystems™, Thermo
Fisher Scientific) rinkiniu pagal gamintojo protokola. Reakcijai naudota 250 ng iSskirtos RNR.
Temperatiirinis rezimas: 25 °C — 10 min., 37 °C — 120 min., 85 °C — 5 min, 4 °C — .

MiRNR raiskos tyrimui kDNR sintezé buvo atlickama TagMan™ Advanced miRNA cDNA
Synthesis Kit (Applied Biosystems™) rinkiniu pagal gamintojo protokola atlikus tam tikras
modifikacijas. Reakcijai naudota 200 ng iSskirtos RNR. Prie§ kDNR sintez¢ ] méginj buvo dedama
50 pM sintetinés egzogeninés ath-miR159a su fosforilintu 5° galu (Metabion, Vokietija). MiRNR
kDNR sintetinta visoms méginyje esanc¢ioms miRNR kartu. MiRNR kDNR sintez¢ sudaryta i$
keturiy etapy, kuriy temperatiriniai rezimai: poliadenilinimo reakcija (37 °C — 45 min, 65 °C — 10
min, 4 °C — ), adapterio prijungimo reakcija (16 °C — 60 min.), atvirkstinés transkripcijos reakcija
(42 °C — 15 min, 85 °C — 5 min, 4 °C — «), gautos kKDNR pirminés amplifikacijos reakcija (95 °C —
5 min, 14 cikly po 95 °C -3 s ir 60 °C —30's, 99 °C — 10 min, 4 °C — ).

Atvirkstiné transkripcija atlikta termocikleryje MasterCycler EP Gradient S (Eppendorf,
Thermo Fisher Scientific). KDNR méginiai i$ karto tirti toliau arba trumpai saugoti —20 °C.

2.4 Kiekybiné PGR

Histony metilinimo reguliatoriy raiskos tyrimui atvirkstinés transkripcijos kiekybinés PGR
(AT-kPGR) metodu atlikti buvo ruoSiami 8 reakcijos miSiniai su 8 skirtingais TagMan® (Applied
Biosystems™) zondy ir pradmeny rinkiniais, kuriy numeriai Hs00218331 m1, Hs00943636 ml,
Hs00231908 m1, Hs00190491 ml, Hs00697293_m1, Hs00180850_m1l, Hs01029949 ml ir
Hs02800695_m1 atitinkamai genams KDM3A, KDM4B, KDM5A, KDM5D, KDM7B, KMTLE,
KMT5A ir HPRT1. Reakcijos misinj (20 ul) sudaré 2x TagMan™ Universal Master Mix 11, no UNG
(Applied Biosystems™), 20x TagMan® zondy ir pradmeny rinkinio ir 2 ul KDNR reakcijos produkto.
Amplifikacija vykdyta 96 Sulinéliy plokstelése Eppendorf™ twin.tec™ Real-Time 96-Well PCR
Platesc (Eppendorf, Vokietija), PGR plokstelés uzdengiamos PGR plévele Eppendorf™
Masterclear™ Real-time PCR Film (Eppendorf). Kiekvienas genas tirtas atliekant du pakartojimus.
I kiekvieng reakcijg jtrauktos vandens tarSos kontrolés kiekvienam taikiniui. UZpildyta plokstele
centrifuguojama 4000 g 2 min. (centrifuga Heraeus Megafuge 40, Thermo Fisher Scientific).
Amplifikacija atlikta kiekybinés PGR sistema Mx3005P (Agilent Technologies, JAV).
Temperatiirnis rezimas: 95 °C — 10 min., 40 cikly po 95 °C — 15 sek. ir 60 °C — 1 min.
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Pirminiai duomenys surinkti ir apdoroti MxPro v4.10 programa (Agilent Technologies).
Fluorescencijos signalas normalizuotas pagal pasyvios fluorescencijos daza ROX (2x TagMan™
Universal Master Mix Il, no UNG sudétyje). Amplifikacijos baziné linija (angl. baseline) ir slenkstiné
riba (angl. threshold) nustatytos automatiSskai. KDM3A, KDM4B, KDM5A, KDM5D, KDMT7B,
KMTLE ir KMT5A raiSka normalizuota pagal endogeninés kontrolés geng HPRT1 ir konvertuota j
santykinius dydzius tiesinéje skaléje naudojant GenEx7 v7.0 (MultiD Analyses, Svedija) programa.

MIRNR raiskos tyrimui AT-kPGR atlikti buvo ruoSiami 7 reakcijos misiniai su 7 skirtingais
TagMan® (Applied Biosystems™) zondy ir pradmeny rinkiniais, kuriy numeriai 483061 mir,
478214 mir, 477917_mir, 477940 _mir, 478094 _mir, 479101 _mir ir 478411 mir atitinkamai miR-7-
5p, miR-9-5p, miR-149-5p, miR-186-5p, miR-425-5p, miR-618 ir ath-miR 159a. Reakcijos misinj (20
ul) sudaré TagPath™ 1-Step Multiplex Master Mix (No ROX) (Applied Biosystems™), 1 uM ROX
i§ Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (2X), with separate ROX vial rinkinio (Thermo Fisher
Scientific), 20x TagMan® zondy ir pradmeny rinkinio ir 5 pl 10 karty autoklavuotu distiliuotu
vandeniu skiesto kDNR reakcijos produkto. Amplifikacija vykdyta 96 Sulinéliy plokstelése
MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode, 0.1 mL (Applied Biosystems™),
PGR plokstelés uzdengiamos PGR plévele MicroAmp™ Optical Adhesive Film (Applied
Biosystems™), Kiekviena miRNR tirta atlieckant du pakartojimus. | kiekvieng reakcija jtrauktos
vandens tar$os kontrolés kiekvienam taikiniui. Uzpildyta plokstelé centrifuguojama 4000 rpm 2 min
(centrifuga Universal 320, Hettich Zentrifugen, Vokietija). Amplifikacija atlikta realaus laiko PGR
sistema StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems™), Temperatarinis rezimas: 95 °C
— 2 min., 50 cikly po 95 °C — 3 sek. ir 60 °C — 30 sek.

Pirminiai duomenys surinkti ir apdoroti Stepone Software v2.3 programa (Applied
Biosystems™). Fluorescencijos signalas normalizuotas pagal pasyvios fluorescencijos dazg ROX.
Amplifikacijos baziné linija nustatyta automatiskai, slenkstiné riba nustatyta pagal gamintojo
rekomendacijas (0,2). MiR-7-5p, miR-9-5p, miR-149-5p, miR-186-5p, miR-425-5p ir miR-618
kiekiai normalizuoti pagal egzogening kontroling ath-miR159a ir konvertuoti j santykinius dydzius

tiesingje skaléje naudojant GenEx7 v7.0 programa.

2.5 MiRNR atrinkimas

[Sanalizavus geny raiSkos duomenis, buvo pasirinkti 5 genai (KDM5A, KDM5D, KDMY7B,
KMT1E, KMT5A), kurie rodé reikSmingus raiSkos skirtumus tarp tiriamyjy grupiy ir sasajas su BLP.
Pasitelkus in silico analize buvo atlikta spéjamy ir / ar eksperimentiskai patvirtinty histony metilinima
reguliuojanc¢iy geny reguliaciniy miRNR paieSska septyniuose atviros prieigos Saltiniuose:

miRTarBase (Huang et al., 2022), miRDB (Chen & Wang, 2020), DIANA tools TarBase v.8
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(Karagkouni et al., 2018), mirWalk (Sticht et al., 2018), starBase v2.0 (Li et al., 2014),
miRTargetLink 2.0 (Kern et al., 2021) ir TargetScanHuman 8.0 (McGeary et al., 2019). Vykdant
tiriamyjy miRNR atrankg i§ visy miRNR buvo pasalintos tos, kurios pasizymejo Zemu patikimumo
kriterijumi, t.y. jy sgveika su potencialiu taikiniu pagrjsta menkai arba visai netirta eksperimentiniais
metodais. Tolimesnei analizei pasirinktos $eSios miRNR (miR-7-5p, miR-9-5p, miR-149-5p, miR-
186-5p, miR-425-5p, miR-618), kurios galimai reguliuoja tiriamus genus pagal >3 duomeny bazes.

MiRNR paieska atlikta 2022 mety vasario—geguzés mén.

2.6 Statistiné analizé

jvertintos Mann-Whitney U testu ir apskaic¢iuojant Spearman koreliacijos koeficientg. Kaplan-Meier
kreiviy analizé atlikta geny raiSka diferencijuojant pagal mediang, grupiy palyginimui naudotas Log-
rank (Mantel-Cox) testas. ISgyvenamumui be progresijos jtaka daranciy pavieniy (angl. univariate)
ir visy rodikliy (angl. multivariate) santykinés rizikos jvertinimas buvo atliktas Cox regresijos metodu
(angl. Cox proportional hazards regression), taikant visy kintamyjy jtraukimo j modelj vienu metu
(angl. enter) ir laipsniska kintamyjy jtraukimo j modelj (angl. forward) algoritmus. Apskaiciuota
santykiné rizika (HR, angl. hazard ratio) ir 95 % pasikliautinieji intervalai (Cl, angl. confidence
interval). Biologiniy zymeny tinkamumas diagnostikai buvo jvertintas atlikus ROC (angl. Receiver
Operating Characteristic) kreiviy analize. Buvo apskaiciuotas jautrumas, specifiSkumas ir ploto po
kreive jvertis AUC (angl. area under the ROC curve).

MiRNR sasajy su histony metilinimo reguliatoriais tyrimui buvo panaudoti ankstesnio tyrimo
metu gauti miRNR raiskos duomenys (Stuopelyte et al., 2016) tiriant tos pacios PV imties méginius,
naudojant TagMan® mazo tankio gardeles Human MicroRNA A+B v3.0 (Applied Biosystems™),
Sio tyrimo metu istirty miRNR raidkos sgsajos su pasirinkty geny raiska jvertintos apskai¢iuojant
Spearman koreliacijos koeficientg. Eksperimentiskai iStirty miRNR raiskos skirtumai tarp skirtingos
patologijos méginiy ir sgsajos su ligoniy biocheminiais rodikliais jvertintos Mann-Whitney U testu.

Duomenys laikyti statistiSkai reikSmingais, kai p < 0,0500. Skai¢iavimams atlikti ir rezultatams
pateikti naudotos Microsoft Office Excel 2013 (Microsoft Corporation, JAV), GraphPad Prism 7
(demonstraciné versija; GraphPad Software, JAV) ir MedCalc v14.8.1 (demonstraciné versija;
MedCalc Software, Belgija) programos. Tyrimo schemai ir miRNR reguliaciniam tinklui sudaryti ir
pateikti naudota programa Krita (Krita Foundation, Nyderlandai).
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3. REZULTATAI

Siekiant jvertinti histony metilinimo reguliacijoje dalyvaujanciy geny galimg diagnostinj ir
prognostinj potencialg PV atveju, remiantis literatiiros duomenimis, geny raiskos analizei buvo
pasirinkti 7 genai: KDM3A, KDM4B, KDM5A, KDM5D, KDM7B, KMT1E ir KMT5A. Tyrimo metu
buvo analizuojami $iy geny raiskos skirtumai PV ir kontroliniuose méginiuose (NPA ir GPH) bei
jvertintas tirty geny, kaip zymeny, pritaikomumas diagnostikai. Nustatytos sasajos su ligoniy
klinikinémis—patologinémis charakteristikomis. Siekiant jvertinti HM geny raiskos skirtumy, kaip
prognostiniy zymeny, potencialg, toliau buvo analizuojama jy sgsajos su BLP. Atlikus in silico
analizg, nustatytos reguliacinés miRNR ir keleto pasirinkty raiSka (miR-7-5p, miR-9-5p, miR-149-
5p, miR-186-5p, miR-425-5p, miR-618) jvertinta eksperimentiskai.

3.1. HM geny raiskos analizé

3.1.1 Geny raiskos palyginimas PV ir kontroliniuose méginiuose

KDM3A, KDM4B, KDM5A, KDM5D, KDM7B, KMT1E ir KMT5A geny raiska buvo
kiekybiskai jvertinta PV (N = 123), NPA (N = 47) ir GPH (N = 16) audiniuose AT-kPGR metodu.
Gauti rezultatai parodé, kad KDM5A ir KMT1E geny atveju raiSka PV buvo mazesné nei NPA, 0
pastarojo geno atveju — ir palyginus su GPH (visi p < 0,0500; 3.1 pav.). KDM3A ir KDM4B raiska
buvo maziausia GPH méginiuose , 0 KMT5A atveju nustatytas prieSingas skirtumas (visi p < 0,0500).
KDMS5D ir KDM7B geny raiskos skirtumai tarp PV, NPA ir GPH audiniy nenustatyti (3.1 pav.).
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3.1 pav. Tirty histony metilinimo reguliatoriy geny raiSkos palyginimas prostatos navikuose (PV) ir
kontroliniuose méginiuose. A—G atitinkamai KDM3A, KDM4B, KDM5A, KDM5D, KDM7B, KMT1E
ir KMT5A geny raiskos palyginimas. NPA — nevézinis prostatos audinys, GPH — gerybiné prostatos
hiperplazija. Dézuté iliustruoja 25—75 percentilius, dézutés viduriné linija — mediana, ,,isai* — Tukey

intervalas, nukrype duomenys vaizduojami taskais. ReikSmingos p vertés paryskintos.

KDM3A, KDM4B, KDM5A, KDM5D, KDM7B, KMT1E ir KMT5A geny raiska buvo susieta su
ligoniy amziumi, prostatos mase ir PSA kiekiu kraujyje, taciau reikSmingy sgsajy nenustatyta nei
vieno geno atveju (visi p > 0,0500, 3.1 lentelé).

Palyginus tirty HM geny raiska tarp pT2 ir pT3 stadijos naviky buvo nustatyta, kad KDM5A,
KDM5D ir KDM7B raiska buvo mazesné pT3 stadijos atvejuose palyginus su pT2 (atitinkamai p =
0,0338, p = 0,0342 ir p = 0,0178; 3.2 pav.). Kity geny atveju taip pat stebéta mazesnés raiSkos

tendencija esant vélesnei naviko stadijai, taciau skirtumai nebuvo reikSmingi (visi p > 0,0500; 3.2

pav.).
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3.1 lentelé. Tirty histony metilinimo reguliatoriy geny raiSkos sgsajos su prostatos véziu serganciy

Amzius (m.) Prostatos masé (g) PSA (ng/ml)
Genas
r P r p r p
KDM3A 0,07 0,4644 -0,08 0,3879 0,02 0,8176
KDM4B 0 0,9888 -0,01 0,9097 0,01 0,9342
KDM5A 0 0,9781 -0,03 0,7183 -0,11 0,2372
KDM5D —-0,05 0,5989 —0,09 0,3124 -0,14 0,1389
KDM7B 0,08 0,3958 -0,01 0,9263 -0,07 0,4267
KMT1E 0 0,9932 -0,13 0,1426 0,1 0,1655
KMT5A 0,04 0,6642 —0,05 0,5521 -0,12 0,2054
r — Spearman koreliacijos koeficientas.
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3.2 pav. Tirty histony metilinimo reguliatoriy geny raiSkos palyginimas tarp antros (pT2) ir trecios
(pT3) stadijos naviky. A—G atitinkamai KDM3A, KDM4B, KDM5A, KDM5D, KDM7B, KMTLE ir
KMT5A geny raiskos palyginimas. Dézuté iliustruoja 25-75 percentilius, dézutés viduriné linija —
mediang, ,,0sai“ — Tukey intervalas, nukrype duomenys vaizduojami taskais. Reik§mingos p vertés

paryskintos.
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Palyginus tirty geny raiSkos lygj tarp ISUP 2 ir ISUP 3 grupés naviky nustatyta, kad KDMB5A,
KDM5D, KMTL1E geny raiska buvo reikSmingai mazesné pastarosios grupés navikuose (atitinkamai
p =0,0415, p =0,0152 ir p = 0,0307; 3.3 pav.). Analogiskos tendencijos buvo stebimos ir kity geny

atveju, taciau skirtumai nebuvo statistiskai reikSmingi (visi p > 0,0500).
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3.3 pav. Tirty histony metilinimo reguliatoriy geny raiskos palyginimas tarp antros (ISUP 2) ir trecios
(ISUP 3) grupés naviky. A-G atitinkamai KDM3A, KDM4B, KDM5A, KDM5D, KDM7B, KMTL1E ir
KMT5A geny raiskos palyginimas. Dézuté iliustruoja 25-75 percentilius, déZutés viduriné linija —
mediang, ,,0sai* — Tukey intervalas, nukrype duomenys vaizduojami taskais. Reik§mingos p vertés

paryskintos.

3.1.3 Geny raiskos sasajos su TMPRSS2-ERG transkripto raiska

Tos pacios PV imties ankstesniy tyrimy metu buvo jvertintas TMPRSS2-ERG sulietinio
transkripto raiskos statusas (Sabaliauskaite et al., 2012; Demidenko et al., 2017). Sio tyrimo metu
buvo siekta palyginti, ar tirty geny raiskos lygis susijes su Sio sulietinio transkripto buvimu PV
audiniuose. Atlikta analizé parodé, kad KDM5D geno raiska PV audiniuose buvo didesn¢, kai buvo

aptiktas ir TMPRSS2-ERG, palyginus su atvejais, kai Sio transkripto nebuvo rasta (p = 0,0098).
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PrieSinga tendencija stebéta KDM7B atveju, tac¢iau sgsaja nebuvo statistiskai reikSminga (p = 0,0611;
3.4 pav.).
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3.4 pav. Tirty histony metilinimo reguliatoriy geny raiskos palyginimas pagal sulietinio transkripto
TMPRSS2-ERG raiskos statusg. A—G atitinkamai KDM3A, KDM4B, KDM5A, KDM5D, KDM7B,
KMTL1E ir KMT5A geny raiskos palyginimas. T-E+/—— TMPRSS2-ERG raiska nustatyta / nenustatyta.
Dézuté iliustruoja 25-75 percentilius, dézutés viduriné linija — mediang, ,,Gsai“ — Tukey intervalas,

nukrype duomenys vaizduojami taskais. ReikSmingos p vertés paryskintos.

3.1.4 Geny raiskos sasajos su biochemine ligos progresija

Tyrimo metu siekta nustatyti, ar tirty geny raiSka yra susijusi su BLP. Pirmiausia buvo
analizuojamos geny raiskos sgsajos su BLP statusu. KDM4B, KDM5A, KMTL1E ir KMT5A geny raiska
buvo mazesné esant BLP nei ligai neprogresavus (atitinkamai p = 0,0192, p < 0,0001, p = 0,0003, p
=0,0172; 3.5 pav.).
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3.5 pav. Tirty histony metilinimo reguliatoriy geny raiSkos skirtumai, kai pacientui pasireiské ir
nepasirei§ké biocheminé ligos progresija (BLP+/-). A—G atitinkamai KDM3A, KDM4B, KDM5A,
KDM5D, KDM7B, KMTI1E ir KMT5A geny raiskos palyginimas. Dézuté iliustruoja 25-75
percentilius, dézutés viduriné linija — mediang, ,,Gsai“ — Tukey intervalas, nukrype duomenys

vaizduojami taskais. ReikSmingos p vertés paryskintos.

Kaplan-Meier isgyvenamumo kreiviy analizé pilnoje méginiy imtyje patvirtino KDM5A,
KMT1E ir KMT5A Zemesnio raiSkos lygio rysj su trumpesniu PV ligoniy i§gyvenamumu be BLP
(atitinkamai p = 0,0055, p = 0,0045 ir p = 0,0452; 3.6 pav.).

Atlikus pavieniy kintamyjy Cox analiz¢ pilnoje méginiy imtyje mazesné KDM4B, KDM5A,
KDMS5D ir KMT1E geny raiska statistiskai reikSmingai siejosi su didesne rizika greiciau pasireiksti
BLP (visi p < 0,0500). Klinikiniy—patologiniy kintamyjy analizé parod¢, kad aukStesnis PSA lygis,
vélesné naviko pT stadija ir ISUP grupé buvo susije su trumpesniu iSgyvenamumu be BLP (visi p <
0,0500; 2 priedas).

Daugiamatéje Cox analizéje derinant skirtingas histony metilinimg reguliuojanciy geny

ISUP grupémis sudaré reik§mingus modelius BLP prognozuoti (visy modeliy p < 0,0001). Taikant
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Forward kintamyjy jvedimo algoritmg, KDM4B, KDM5A, KDM5D ir KMT1E geny raiskos
kombinacijos kartu su PSA lygiu kraujyje sudaré statistiS$kai reikSmingus modelius, kurie pranoko
PSA, kaip pavienio rodiklio, prognostine verte (modeliy p = 0,0085, p = 0,0001, p = 0,0243, p =
0,0002 ir PSA p = 0,0214). Kombinuojant geny raiskg su TMPRSS2-ERG sulietinio transkripto
statusu, modeliai su KDM5A ir KMT1E genais taip pat rodé prognosting verte (modeliy p = 0,0041 ir
p = 0,0030; 2 priedas).
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3.6 pav. Prostatos vézio (PV) biocheminés progresijos sasaja su tirty histony metilinimo reguliatoriy
geny raiSka. A-G atitinkamai KDM3A, KDM4B, KDM5A, KDM5D, KDM7B, KMTL1E ir KMT5A
geny raiSkos palyginimas. Geny raiska kategorizuota j aukstg ir Zemg pagal apskaiciuotg atitinkamo

geno raiSkos mediang. ReikSmingos p vertés paryskintos.

Siekiant geriau jvertinti HM geny prognostinj potencialg, jy raiskos skirtumy sgsajos su BLP

buvo analizuojamos ankstyvos stadijos (pT2) ir sglyginai menkai dediferencijuotuose (ISUP2) naviky
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subgrupése. Kaip ir bendroje imtyje, pT2 stadijos navikuose mazesné KDM5A ir KMT1E raiska buvo
susijusi su trumpesniu iSgyvenamumu be BLP (p = 0,0249 ir p = 0,0328). Be to, analogiskas rezultatas

gautas ir KDM5D atveju (p = 0,0448; 3.7 pav.).
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3.7 pav. Prostatos vézio (PV) biocheminés progresijos sgsajos su tirty histony metilinimo reguliatoriy
geny raiska pT?2 stadijos méginiy grupéje. A—C atitinkamai KDM5A, KDM5D ir KMT1E geny raiskos
palyginimas. Geny rai$ka kategorizuota | auksta ir Zemga pagal apskaiciuotg atitinkamo geno raisSkos

mediang. Reik§mingos p vertés paryskintos.

Pavieniy kintamyjy Cox analizé pT2 stadijos méginiuose patvirtino KDM5A ir KMT1E geny
prognosting verte (atitinkamai p = 0,0201 ir p = 0,0429), ta¢iau KDM5D atveju rySys su trukme iki
BLP nebuvo nustatytas (p > 0,0500). Nors mazesné KDM3A geno raiska Kaplan-Meyer analizéje
neparodé sgsajos su BLP, vienmaciame Cox modelyje §is genas turéjo prognosting verte (p = 0,0183).
(p =0,0021; 3 priedas).

Daugiamatéje analizéje ISUP grupé kartu su KDM3A arba KDM5A genais sudaré¢ statistiskai
reikSmingus modelius laikui iki BLP prognozuoti (atitinkamai p = 0,0003 ir p = 0,0012). Be to,
KDM3A, KDM5A ir KMT1E pasizyméjo nepriklausoma prognostine verte modeliuose su PSA ar / ir
TMPRSS2-ERG sulietiniu transkriptu (visy modeliy p < 0,0500; 3 priedas).

Analizuojant tik ISUP 2 grupés naviky méginius, Kaplan-Meier kreiviy palyginimas parodeé,
kad mazesné KDM5A geno raiska buvo susijusi su BLP (p = 0,0344), o KMTL1E ir KMT5A atveju
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stebéta tik analogiska tendencija (abu p > 0,0500; 3.8 pav.). Kity geny reik§mingos raiskos sgsajos

su ligoniy i§gyvenamumo laiku iki BLP nenustatytos (nepateikiama).
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3.8 pav. Prostatos vézio (PV) biocheminés progresijos sgsajos su tirty histony metilinimo reguliatoriy
geny raiska ISUP 2 stadijos méginiy grupéje. A—C atitinkamai KDM5A, KMT1E ir KMT5A geny
raiSkos palyginimas. Geny raiska kategorizuota  auksta ir Zemg pagal apskaiciuotg atitinkamo geno

raiSkos mediang. ReikSmingos p vertés paryskintos.

Vienmaté kintamyjy Cox analizé patvirtino KDM5A geno raisSkos prognosting verte (p =
0,0136). Be to, sasajos su trukme iki BLP taip pat nustatytos ir KMT1E bei KMT5A geny atveju
(atitinkamai p = 0,0385 ir p = 0,0258). [vairtis daugiamaciai modeliai su Siais genais ir pT ar / ir PSA
taip pat buvo statistiskai reik§Smingi (4 priedas).

Kadangi PV vystymosi metu daznai susidaro TMPRSS2-ERG sulietinis transkriptas, todél
nuspresta patikrinti, ar histony metilinimo reguliatoriy raiSka yra susijusi su BLP navikuose, kuriuose
buvo aptiktas §is transkriptas. Kaplan-Meier analizé parod¢, kad Sioje naviky grupéje zema KDM5A
ir KMT1E raiska susijusi su BLP (atitinkamai p =0,0178 ir p = 0,0114; 3.9 pav.).

Pavieniy kintamyjy Cox analizé TMPRSS2-ERG sulietinj transkripta turin¢iy naviky grupéje
patvirtino KDM5A ir KMTLE geny prognostine verte (abu p < 0,0500). Vélesné pT stadija ir ISUP
grupé taip pat siejosi su didesne rizika greiciau pasireiksti BLP (abu p = 0,0003). Kaip ir bendroje

méginiy imtyje, taip pat ir Sioje subgrupéje nustatyta statistiSkai reikSminga PSA, kaip nepriklausomo
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rodiklio, verté (p < 0,0001). Daugiamatéje analizéje KDM5A ir KMT1E geny deriniai su pT, ISUP ir
PSA sudaré reik§mingus modelius laikui iki BLP prognozuoti (visi modeliy p < 0,0500; 5 priedas).
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3.9 pav. Prostatos vézio (PV) biocheminés progresijos sgsajos su tirty histony metilinimo reguliatoriy
geny raiska méginiuose, kuriuose buvo nustatytas TMPRSS2-ERG (T-E+) sulietinis transkriptas. A—
B atitinkamai KDM5A ir KMT1E geny raiskos palyginimas. Geny raiSka kategorizuota j aukstg ir

zema pagal apskaiciuotg atitinkamo geno raiSkos mediang. Reik§mingos p vertés paryskintos.

Siekiant jvertinti HM geny raiskos skirtumy, kaip prognostiniy zymeny, jautrumg ir
specifiskumg BLP prognozavimui, buvo atlikta ROC analizé. KDM5A ir KMT1E geny atveju
jautrumas ir specifiSkumas atitinkamai sieké 65,79% ir 70,89 %, o AUC rodiklis — 0,73 (3.10 pav).
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3.10 pav. Prostatos vézio audinyje tiriamy histony metilinimo reguliatoriy ROC kreiviy analize. A—
D atitinkamai KDM4B, KDM5A, KMT1E ir KMT5A geny raiskos, E — prostatos specifinio antigeno
(PSA) kiekio kraujyje analizé. Zymeny jautrumas ir specifiskumas vaizduojamas ROC kreivémis;

AUC - plotas po ROC kreive. Reik§mingos p vertés paryskintos.

3.2 HM geny reguliaciniy miRNR paieSka ir analizé

3.2.1 HM genus potencialiai reguliuojanc¢iy miRNR paieSka

rodikliais, remiantis gautais rezultatais tolimesniame tyrimo etape démesys buvo labiau kreiptas j 5
genus: KDM5A, KDM5D, KDM7B, KMT1E ir KMT5A, kurie rodé sgsajas su BLP. Remiantis
miRTarBase (Huang et al., 2022), miRDB (Chen & Wang, 2020), DIANA tools TarBase v.8
(Karagkouni et al., 2018), mirWalk (Sticht et al., 2018), starBase v2.0 (Li et al., 2014),
miRTargetLink 2.0 (Kern et al., 2021), TargetScanHuman 8.0 (McGeary et al., 2019) duomeny
bazémis buvo identifikuotos Siuos genus reguliuojanc¢ios miRNR (6 priedas) ir identifikuotos

pasikartojanc¢ios miRNR, kaip potencialis HM geny reguliatoriai (7 priedas). Sgveikoms tarp
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mMIRNR ir jy reguliuojamy HM geny-taikiniy susisteminti buvo sudarytas reguliacinis tinklas (3.11

pav.). Kadangi skirtingus genus potencialiai reguliuojan¢iy miRNR persidengimas tarp duomeny

baziy skiriasi, todél reguliacinio tinklo sudarymui buvo atmestos mMiRNR, turin¢ios zema patikimumo

kriterijy (sgveika su galimu taikiniu menkai pagrjsta ar visai netirta eksperimentiniais metodais) ir

pasikartojancios <3 duomeny bazése.

miR-186-5p

miR-9-5p

miR-618

miR-7-5p

KDM5A

miR-149-5p

miR-425-5p

3.11 pav. Histony metilinimo reguliatoriy ir juos potencialiai reguliuojan¢iy miRNR reguliacinis

tinklas.

3.2.2 HM geny ir miRNR raiskos sasajos

Pirmiausia, pasirinkty geny raiskos lygis buvo susietas su ankstesnio tyrimo, Kurio metu

miRNR raiSka dalyje tos pacios imties méginiy (N = 54) buvo profiliuota kPGR 384-formato

gardelémis, duomenimis (Stuopelyte et al., 2016). Koreliacijy tarp analizuoty HM geny ir jy

regulaiciniy miRNR raiskos nebuvo nustatyta (3.2 lentelé).

3.2 lentelé. Tirty histony metilinimo reguliatoriy geny raiSkos sasajos su miRNR raiskos lygiais.

miR-7-5p miR-9-5p miR-149-5p miR-186-5p miR-425-5p miR-618

cenas r p r p r p r p r p r p
KDM5A - - -0,21 | 0,532 | 0,17 | 0,2455 - - -0,13 | 0,3873 0 0,9815
KDM5D - - - - - - - - -0,16 | 0,2852 | -0,06 | 0,6979
KDM7B - - 0,19 | 0,2128 - - 0,04 | 0,8064 - - -0,11 | 0,4965

KMT1E - - - - - - - - - - - -

KMT5A - - - - - - -0,04 | 0,8064 - - - -

r — Spearman koreliacijos koeficientas.

Siekiant patvirtinti rezultatus, 6—iy pasirinkty miRNR raiska buvo istirta visoje PV imtyje ir

palyginta su HM raiskos duomenimis. MiR-7-5p lygis neigiamai koreliavo su KMT5A geno raiska (p

= 0,0435). Patikimy koreliacijy tarp kity miRNR ir histony metilinimo reguliatoriy nebuvo (3.3

lentelé).
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3.3 lentelé. Tirty histony metilinimo reguliatoriy geny raiskos sgsajos su miRNR raiskos lygiais.

miR-7-5p miR-9-5p miR-149-5p miR-186-5p miR-425-5p miR-618

cenas r p r p r p r p r p r p
KDM5A | -0,18 | 0,2237 | 0,04 | 08014 | -0,07 | 0,6833 - - -0,23 | 0,0969 | 0,05 | 0,8014
KDM5D - - - - - - - - -0,14 | 0,3395 | 0,26 | 0,2227
KDM7B - - -0,19 | 0,1871 - - -0,13 | 0,3700 - - 0,13 | 0,5583

KMT1E | -0,18 | 0,2133 - - - - - - - - - -

KMT5A | -0,29 | 0,0435 - - - - -0,08 | 0,5909 - - - -

r — Spearman koreliacijos koeficientas.
3.2.3 MiRNR raiskos palyginimas tarp skirtingu prostatos audiniy tipy ir BLP statuso

Jvertinus miR-7-5p, miR-9-5p, miR-186-5p, miR-149-5p, miR-186-5p, miR-425-5p ir miR-
618 kiekius pacienty prostatos audiniuose reikSmingi miRNR raiskos lygio skirtumai nenustatyti nei

vienos miRNR atveju (visi p > 0,0500; 3.12 pav.).

A B C
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3.12 pav. Tirty miRNR kiekiy palyginimas prostatos navikuose (PV) ir nevéziniame prostatos
audinyje (NPA). A-F atitinkamai miR-7-5p, miR-9-5p, miR-149-5p, miR-186-5p, miR-425-5p ir
miR-618. Dézuté iliustruoja 2575 percentilius, dézutés viduriné linija — mediang, ,,asai* — Tukey

intervalas, nukrype duomenys vaizduojami taskais.
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Palyginus miRNR kiekio sirtumus tarp pacienty, kuriems pasireiské ir nepasireiské BLP,
reikSmingy raiskos lygio skirtumy taip pat nebuvo nustatyta nei vienos miRNR atveju (visi p >
0,0500; 3.13 pav.).
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3.13 pav. Tirty miRNR lygio skirtumai, kai pacientui nepasireiské ir pasireiské biocheminé ligos
progresija (BLP—/+). A—F atitinkamai miR-7-5p, miR-9-5p, miR-149-5p, miR-186-5p, miR-425-5p
ir miR-618. Dézuté iliustruoja 25-75 percentilius, dézutés viduriné linija — mediana, ,,isai“ — Tukey

intervalas, nukrype duomenys vaizduojami taskais.

46



4. REZULTATU APTARIMAS

PV islicka labiausiai paplitusi vézio ruSis tarp vyry visame pasaulyje. Dél savo
heterogeniSkumo PV kelia daug i$Sukiy vertinant ligos agresyvumg. Gebéjimas atskirti 1étai
progresuojancius lokalius navikus nuo ypac agresyviy ir sistemiskai iSplitusiy PV atvejy yra vienas
1§ svarbiausiy faktoriy tinkamiausio gydymo sprendimo priémimui. Dauguma ankstyvu PV serganciy
vyry neturi jokiy simptomy, todél padidéjes PSA kiekis kraujyje yra dazniausias pradinis indikacinis
rodiklis. Taciau dél dazno PSA testo naudojimo kasdieninéje praktikoje dazniau nustatomi gyvybei
pavojaus nekeliantys PV atvejai, kuriems gali biiti skiriamas per stiprus gydymas. Molekuliniy PV
ypatybiy nustatymas gali padéti jveikti §j klinikinj 1§Stukj skiriant tinkamesnj gydyma agresyviai ligai.
D¢l sios priezasties ieSkoma molekuliniy Zymeny tarp epigenetiniy mechanizmy, tokiy kaip histony
metilinimo modifikacijos ir §ias modifikacijas reguliuojanéiy geny raiskos pokyéiai. Sio tyrimo metu
jvertinti septyniy HM geny (KDM3A, KDM4B, KDM5A, KDM5D, KDM7B, KMTL1E ir KMT5A) ir
Sesiy Siuos genus galimai reguliuojanc¢iy miRNR (miR-7-5p, miR-9-5p, miR-149-5p, miR-186-5p,
miR-425-5p, miR-618) raiskos poky¢iai PV serganéiy vyry prostatos audinio méginiuose, kurie toliau

Tang et al. (2020a) nustaté, kad KDM3A geno ir baltymo raiska buvo padidéjusi PV audinyje.
KDM3A raiska taip pat buvo susijusi su aukstesniu prieSoperaciniu PSA lygiu, paZzengusia PV stadija
nebuvo nustatytos. KDM3A raiskos padidéjimo mechanizmas dar néra tiksliai nustatytas, taciau
tyrimai rodo, kad KDM3A raiskos padidéjimas skatina lasteliy proliferacija, migracijg ir invazija per
EMT ar nuo jo nepriklausomg mechanizmg PV lgstelése. Knockdown tyrimai parodé, kad geno
inaktyvinimas sumazina PV lgsteliy i§gyvenamumag ir slopina lasteliy migracija bei invazija in vitro
(Tang et al., 2020a). Suikki et al. (2010) aptiko sumazéjusj KDM3A geno raiskos lygi GPH
meéginiuose palyginus su KAPV audiniu. KAPV audinyje geno raiskos lygis taip pat buvo maZesnis
nei negydytame PV audinyje. Sio eksperimento metu taip pat buvo aptiktas sumazéjes KDM3A
raiskos lygis GPH audinyje. Pasitelkus bioinformating analize Bjorkman et al. (2012) palygino
KDM3A raiska tarp vézinio ir nevézinio audinio ir nustaté, kad KDM3A geno raiska yra padidéjusi
PV atveju. Sio darbo metu geno raiskos skirtumai tarp PV ir NPA nebuvo nustatyti, manytina, dél
daugiausia ankstyvos stadijos PV atvejy jtraukimo j imtj. Be to, Sio geno raiSka nebuvo susijusi su
laiku iki BLP visoje méginiy imtyje, taciau pT2 meginiy grupéje KDM3A pasizyméjo prognostine
verte. Prognostiniai KDM3A tyrimai PV audiniuose dar néra atlikti, taCiau kelios literatiiroje
apraSytos Cox regresijos analizés kito tipo vézinése ligose parodé, kad dél nustatytos iSaugusios
raiSkos veéziniuose audiniuose KDM3A yra galimas nepriklausomas prognostinis Zymuo skrandZio

(Yang et al., 2015), gimdos kaklelio (Liu et al., 2016), gaubtinés ir tiesiosios zarnos vézio (Liu et al.,
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2019a) atvejais. Taip pat visuose Siuose tyrimuose buvo nustatyta, kad auksta geno raiska susijusi su
trumpesniu bendru pacienty iSgyvenamumu. Geno raiSkos tyrimai kepeny lasteliy karcinomoje
parod¢, kad liga progresuoja greiCiau tiems pacientams, kuriy audiniuose nustatyta padidéjusi
KDM3A raiska, o Cox analizé patvirtino, kad Sis genas yra nepriklausomas prognostinis zZymuo
(Yamada et al., 2012). Taigi, galima daryti priclaidg, kad KDM3A prognostinis potencialas iSrySkéty
PV progresavimo eigoje, taciau tam pagrijsti reikalingi papildomi tyrimai. Nepaisant to, KDM3A
funkcija tiriama jvairiy lokalizacijy vézinése ligose, o jo gebéjimas skatinti véziniy lasteliy
proliferacijg ir sgsajos su AR signalo perdavimu rodo, kad $is genas yra galimas terapinis taikinys
pazengusiam PV gydyti.

Remiantis kity autoriy duomenimis, KDM4B mRNR ir baltymo raiskos lygis PV audinyje yra
didesnis palyginus su NPA. Aukstesné baltymo raiska susijusi su aukstesniu prieSoperaciniu PSA
lygiu, klinikine T2 stadija ir Gleason balu. Isgyvenamumo analizé parodé, kad didesné KDM4B raiska
koreliuoja su trumpesniu bendru pacienty i§gyvenimu (Tang et al., 2020b). Sio tyrimo metu geno
sumazgjusi raiSka pacienty, kuriems pasireiské BLP, méginiuose, taciau iSgyvenamumo analizé
sasajy nepatvirtino. Tang et al. (2020b) tyrimo metu nustatyta padidé¢jusi KDM4B raiska
enzalutamidui atspariose PV lastelése. KDM4B nutildymas sutrikdé AR reguliuojamas geny
programas, o Igstelés atgavo jautrumg gydymui enzalutamidu tiek in vitro, tiek in vivo. Kadangi nuo
KDM4B raiskos priklauso AR reguliuojamo c-Myc raiSka, autoriai teigia, kad Sio geno raiSkos
slopinimas gali biiti vertinga strategija jveikti atsparuma naujos kartos antiandrogeny terapijai KAPV
serganciuose pacientuose. Chu et al. (2014) bioinformatiné analizé parodé, kad 8 i§ 14 duomeny
rinkiniy nustatyta padidéjusi KDM4B geno raiska PV audinyje palyginus su sveiku audiniu.
Dviejuose 1§ $iy analiziy buvo lyginama geno raiSka ir metastazavusiame PV audinyje, kuriame
KDM4B geno raiska buvo smarkiai iSaugusi palyginus su lokalaus naviko audiniu. Liu et al. (2022)
atlikta duomeny baziy analiz¢ taip pat parodé KDM4B geno raiskos padid¢jima metastazavusiuose
PV navikuose palyginus su lokaliu PV. Sha et al. (2020) nustaté, kad KDM4B veikia kaip onkogenas,
kurio raiSka padidéjusi KAPV audiniuose ir Igsteliy linijjose. KDM4B skatina PV lasteliy proliferacija
ir autofagija aktyvuodamas kanoninj Wnt/B-katenino signalo keliag. KDM4B nutildymas nuslopino
KAPYV lasteliy linijy proliferacija. Taip pat nustatyta, kad aukStesnis KDM4B raiskos lygis buvo
susijes su didesniu Gleason balu, nors reik§mingos koreliacijos tarp KDM4B raiskos ir amziaus, PSA
lygio, limfmazgiy paZzeidimo ar naviko stadijos nebuvo nustatyta. Vieira et al. (2014) tyr¢ keliy KDM
ir KMT raiskg PV ir NPA, kad nustatyty epireguliatorius, kuriy raiSkos pokyciai gali turéti didZiausia
jtaka PV progresavimui. Nors atrankos tyrimai parod¢, kad KDM4B geno raiSka yra padidéjusi PV

audinyje, taciau AT-kPGR analizé didesn¢je méginiy imtyje parodé, kad Sio geno raiska yra
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sumazéjusi PV audinyje. Sio tyrimo metu geno raiskos skirtumai tarp PV ir NPA nebuvo nustatyti,
todél galima manyti, kad S§io geno onkogeninés funkcijos ir raiSkos pokyciai iSrySkéty PV
progresavimo eigoje. Literatiiroje dar néra pakankamai informacijos apie Sio geno raiskos lygi GPH
audinyje, taCiau Siame darbe apraSyto tyrimo metu nustatytas KDM4B raiSkos lygio sumazéjimas
GPH audinyje. Remiantis $io darbo metu atlikta Cox analize, KDM4B yra galimas PV prognostinis
biozymuo, tafiau dél prognostiniy tyrimy trikumo PV audiniuose sunku tiksliai vertinti gautus
rezultatus, todél galima tik palyginti KDM4B prognosting verte kitos lokalizacijos vézinése ligose. Ll
et al. (2020) aptiko padidéjusj KDM4B baltymo raiSkos lygj gaubtinés ir tiesiosios zarnos vézio
audiniuose palyginus su gretimais sveikais gleivinés audiniais. Pastebéta reikSminga koreliacija tarp
naviko KDM4B raiskos lygio ir pT stadijos, aukstesnés klinikinés stadijos. Cox regresijos analizé
parodé, kad KDM4B yra nepriklausomas bendro iSgyvenamumo prognostinis kintamasis sergant
gaubtings ir tiesiosios zarnos vézio forma. AukSta KDM4B raiska koreliavo su trumpesniu
iSgyvenimu (Li et al., 2020).

KDMB5A raiska yra menkai tyrinéta PV kontekste, tac¢iau Du et al. (2020) nustate, kad KDM5A
mRNR ir baltymy raiSkos lygiai vézio audiniuose buvo didesni, palyginti su gretimais normaliais
audiniais, o padid¢jusi KDM5A raiska skatino PV lasteliy proliferacija, migracija ir invazija, bet
slopino lgsteliy apoptoz¢. Remiantis Kaplan-Meier analize mokslininkai parodé, kad padidéjusi
KDMB5A raiSka 1émé trumpesnj bendrg iSgyvenamuma ir laika iki ligos atsinaujinimo. Vieira et al.
(2014) taip pat aptiko padidéjusj KDMB5A raiskos lygj PV audinyje palyginus su sveiku prostatos
audiniu. Mi et al. (2022) nustaté aukstesnj KDM5A mRNR lygj PV audiniuose palyginus su NPA.
Panasi tendencija nustatyta ir KDMS5A baltymo atveju taikant imunohistocheming analize.
Knockdown eksperimentai parodé, kad KDM5A i§jungimas slopino PV lasteliy proliferacija, kolonijy
susidaryma, migracija ir invaziSkumg bei sumazino endotelio lgsteliy angiogenezés savybes (Mi et
al., 2022). Remiantis i§gyvenamumo analize nustatyta, kad didesné KDM5A raiska yra susijusi su
trumpesniu 5 mety i§gyvenamumu, o koreliaciné analizé parodé¢, kad iSaugusi KDMS5A raiSka susijusi
su kauly ir limfmazgiy metastaziy atsiradimu, padidéjusiu Gleason balu ir pazengusia klinikine
stadija (Mi et al., 2022). Sio tyrimo metu nustatytas geno raiskos sumaz¢jimas PV audinyje. Kadangi
tyrimai rodo, kad KDMS5A taip pat yra susijgs su lgsteliy invaziSkumu ir migracija, galima manyti,
kad Sio geno raiSka turéty iSaugti PV progresavimo metu. Viena i§ prielaidy, kad gauta geno raiskos
skirtumg galéjo lemti kiti epigenetiniai faktoriai, pvz., miRNR, veikiantys ankstyvoje PV stadijoje.
Sio eksperimento metu nustatyta, kad sumazéjusi geno raiska lemia trumpesnj isgyvenamuma be
ligos atsinaujinimo. Jdomu tai, kad mazéjanti KDM5A geno raiska pasiZymi prognostinémis
savybémis ne tik bendroje méginiy imtyje, bet ir ankstyvos stadijos (pT2) ir santykinai geros

diferenciacijos (ISUP 2) méginiy grupése ir audiniuose, kuriuose nustatytas TMPRSS2-ERG. Tai
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rodo, kad KDM5A funkcija gali biiti svarbi sveikam prostatos audiniui, 0 maZzas raiskos lygis svarbus
ankstyvose PV stadijose. Kol kas panasis rezultatai dar néra aprasSyti kity autoriy darbuose, todél Sios
hipotezés patvirtinimui bei tiksliam KDMS5A diagnostinio ir prognostinio potencialo jvertinimui
reikalingi i§samesni tyrimai ateityje.

Pastaraisiais metais KDM5D yra pladiai tiriamas PV audinyje. Schifer et al. (2021) tyré
KDMS5D raiska zmogaus audiniuose, gautuose i$ pacienty, kuriems lokalizuotoje ligos stadijoje buvo
atlikta radikali prostatektomija ir kurie ligai progresavus iki metastazavusio KAPV buvo gydyti
docetakseliu. Tyrimo metu nustatyta, kad KDM5D raiska buvo didesné ty pacienty, kuriems
progresavusios ligos chemoterapinis gydymas buvo veiksmingas, naviko Igstelése, palyginti su tais
pacientais, kuriems chemoterapija nebuvo veiksminga. Didesn¢é KDM5D raiska taip pat buvo
nustatyta pacienty, kuriems chemoterapija buvo veiksminga, nevéziniuose audiniuose. Remiantis
Siais rezultatais mokslininkai teigé, kad dél pakitusios KDM5D raiskos sutrinka AR transkripcijos
aktyvumas branduolyje, todél PV lastelés tampa atsparios docetakseliui (Schéfer et al., 2021). Tai
rodo, kad KDM5D yra perspektyvus Zymuo, numatantis atsakg j docetakselio chemoterapija jau
lokalizuotos ligos metu. Li et al. (2016a) palygino KDM5D lygius normaliuose audiniuose,
pirminiuose prostatos navikuose ir metastazavusiuose prostatos navikuose. KDM5D baltymo kiekis
metastazavusiuose prostatos navikuose buvo drastiSkai sumazgjes, o pirminiuose prostatos navikuose
kiekis buvo sumazéjes nezymiai. Naudojant viesai prieinamas duomeny bazes mokslininkai nustaté,
kad KDM5D mRNR lygis metastazavusiame PV buvo Zymiai mazesnis nei pirminiuose prostatos
navikuose ir normaliuose audiniuose. Remiantis baltymy duomenimis Kaplan-Meier i§gyvenamumo
analize atskleid¢, kad mazas KDMS5D baltymy kiekis buvo reik§Smingai susijes su prastu bendru PV
ligoniy i§gyvenamumu. O bioinformatiné analizé parodé, kad Zzemas KDM5D mRNR lygis taip pat
reiSké prasta bendrg PV serganciy pacienty iSgyvenamumga dviejose skirtingose PV serganciy
pacienty kohortose (Li et al., 2016a). Komura et al. (2016) taip pat atliko bioinformating analize ir
parodé¢, kad KDMSD geno raiska yra reikSmingai sumazéjusi KAPV serganciy pacienty audiniuose
ir yra susijusi su trumpesniu pacienty iSgyvenamumu lyginant su pacientais, kuriems nustatytas
lokalus PV. Tyrimo metu taip pat nustatyta, kad KDM5D yra vienas i§ AR signalo valdytojy ir yra
susijes su jautrumo docetakseliui poky¢iais. Kito tyrimo metu Komura et al. (2018) atliko dviejy geny
raiSkos profiliy duomeny rinkiniy i§ radikalios prostatektomijos méginiy analizg. Nustatyta, kad
duomeny rinkiniuose ir buvo susijusi su didesne mirtino PV tikimybe po prostatektomijos. KDMSD
mRNR raiskos lygis taip pat buvo Zymiai mazesnis pacientams, anks¢iau gydytiems androgeny
signalinio kelio inhibitoriais (abirateronu ar enzalutamidu), nei tiems, kurie anks¢iau netur¢jo Sio

gydymo. Tai rodo, kad mazé¢janti KDMSD raiSka palaipsniui prarandama progresuojant | KAPV ir
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prisideda prie atsparumo abirateronui ir enzalutamidui i$sivystymo. Siame darbe aprasyto tyrimo
metu nebuvo nustatyti geno raiskos poky¢iai tarp skirtingos patologijos méginiy, o geno raiska nerodé
jokiy sasajy su BLP. Tikétina, kad §io geno raiskos poky¢iai atsirasty vélyvesnés stadijos méginiuose,
prieSingai nei ankstyvos stadijos méginiuose, kurie buvo tiriami Sio eksperimento metu. Literatiiroje
pateikta informacija rodo, kad KDM5D yra navikg slopinantis genas, kuris sgveikauja su AR ir
slopina jo aktyvumg. KDM5D raiskos sumaz¢jimg galima susieti su geno viena genome. KDM5D
randamas Y chromosomoje, kuri, PV vystymosi metu ir besikaupiant mutacijoms genome, gali biti
visiS§kai arba dalinai prarandama, o kartu su ja i$ $is genas (Patel et al., 2018). Dél KDM5D praradimo
padidéja H3K4me3 lygis geny, susijusiy su metastaziy i§sivystymy, promotoriaus regionuose. Sios
i$vados rodo, kad KDM5D yra svarbus veiksnys PV vystymosi procese, kurio veikimo mechanizma
svarbu istirti.

Remiantis literatiros duomenimis, KDM7B yra biitinas neuroendokrininio PV i§sivystymui.
Liu et al. (2021) nustaté, kad KDM7B raiska yra iSaugusi neuroendokrininio PV audiniuose.
Funkciniai tyrimai parodé, kad KDM7B padidina FOXA2 raiska, demetilindamas ir pasalindamas
represines histono zymes FOXA2 geno promotoriaus regione. KDMT7B raiskos svarba
neuroendokrininio PV iSsivystymui pagrind¢ ir tai, kad d¢l KDM7B geno iSmusSimo peléms
neissivysté neuroendokrininis PV. Liu et al. (2021) atlikta bioinformatiné analizé taip pat parodé, kad
~30 % neuroendokrininio PV kohortos pacienty turi KDM7B amplifikacija, o tai molekuliniu biidu
paaiskina padidéjusj KDM7B raiskos lygj neuroendokrininio PV atveju. Bjérkman et al. (2012) tai
pat istyré KDM7B geno raiskos sasajas su PV. Bioinformatiné analizé parodé, kad KDM7B buvo
Zymiai iSaugusi PV audiniuose, o ypa¢ metastazavusiuose PV audiniuose, palyginus su gerybiniais
audiniais. Remiantis baltymy raiSkos analize nustatyta, kad padidéjusi KDM7B raiSka koreliavo su
aukstu Gleason balu ir buvo susijusi su trumpesniu pacienty i§gyvenamumu. Ma et al. (2015) taip pat
nustate, kad KDM7B mRNR ir baltymo raiSka buvo iSaugusi PV audiniuose. Mokslininkai taip pat
nustaté, kad KDM7B iSmusimas susilpnina PV lasteliy augimg ir lasteliy transformacija, taip pat
sukelia apoptoze PV lgstelése, padidindamas apoptotiniy baltymy ir sumazindamas antiapopotiniy
baltymy raiska. Tong et al. (2016) atlikto tyrimo metu pademonstravo, kad KDM7B baltymo raiska
yra padidéjusi PV audiniuose, o ypac velyvos stadijos PV audiniuose palyginus su GPH. Tyrimai
parodé, kad KDM7B raiska jvairiose PV lasteliy linijose sukelia hipoksija. HIF2a arba HIFla
1ISmusimas beveik visiSkai panaikino hipoksijos sukelta KDM7B raiska. Be to, KDM7B lygis GPH,
kastracijai jautriuose ir KAPV méginiuose buvo susijes su diferenciacijos laipsniu, didziausias
KDM7B lygis buvo pastebétas sergant KAPV. Kaplan-Meyer analizé parodé, kad 5 mety
iSgyvenamumas ir bendras iSgyvenamumas buvo Zymiai trumpesni pacientams, kuriy audiniuose

nustatyta aukSta KDM7B raiska. Taip pat nustatyta, kad KDM7B veikia kaip AR koaktyvatorius
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sustiprinantis AR transkripcijos aktyvavima ir PV progresavima. Sio tyrimo metu KDM7B nerodé
reikSmingy sasajy nei su BLP, nei tarp skirtingos patologijos prostatos méginiy. Todél, remiantis
literatuiros Saltiniais, galima teigti, kad Sio geno raiSkos skirtumai atsirasty ligai progresuojant, o $io
tyrimo metu per maza méginiy patologiné stadija 1émé geno raiskos skirtumy nebuvima.

Dar vienas genas retai tiriamas PV kontekste yra KMT1E. Sun et al. (2014) tyrimo metu nustate,
kad KMT1E raiska padidéjusi 19 i§ 25 PV audiniy, palyginti su gretimais normaliais audiniais.
Vidutiniskai KMT1E raiska buvo 3,3 karto didesné nei gretimuose normaliuose audiniuose. KMT1E
raiSka taip pat buvo Zymiai didesné nuo androgeny priklausomo ir nepriklausomo PV audiniuose
palyginus su GPH. KMTL1E i$jungimas slopino lgsteliy augimag, invazijg ir migracijg, sumazino
kolonijy susidaryma ir sukélé lastelés ciklo sustabdyma (Sun et al., 2014). Siame darbe aprasyto
tyrimo metu gauti rezultatai rodo, kad $io geno raiska PV yra sumazéjusi lyginant su NPA ir GPH.
MazZesné geno raiSka taip pat buvo susijusi su trumpesniu iSgyvenamumu iki BLP ir ISUP 3 grupe.
Svarbu pabrézti tai, kad KMTL1E buvo nustatytas kaip prognostinis biozymuo ankstyvesniy stadijy
PV audinio méginiuose. Taigi, tai rodo, kad $is genas yra svarbus veiksnys ankstyvo PV vystymosi
metu, tac¢iau dél informacijos triikumo biitina atlikti tolimesnius KMT1E tyrimus PV geno funkcijos
nustatymui.

KMT5A kol kas néra tyrinétas zmogaus audiniuose PV kontekste, todé¢l Sio tyrimo metu gauti
rezultatai palyginti su rezultatais, kurie buvo gauti tiriant kity lokalizacijy navikus. Piao et al. (2020)
atliko tyrimg su nesmulkialgstelinio plauciy véZio audiniais ir nustate, kad KMT5A raiSka susijusi su
blogesne vézio prognoze. Mokslininkai parode, kad KMTS5A mRNR ir baltymo raiska buvo iSaugusi
veézinuose audiniuose. O aukSta KMT5A raiska buvo susijusi su pT stadija, limfmazgiy paZeidimu,
pazengusia klinikine stadija. Kaplan-Meyer analizé parodé, kad KMT5A raiSka yra susijusi su
trumpesniu bendru pacienty iSgyvenamumu. CoX regresiné analizé parodé, kad naviko dydis, pT
stadija ir KMT5A raiska yra reikSmingi bendro iSgyvenamumo prognostiniai veiksniai sergant
nesmulkialgsteliniu plauciy véziu. Kukita et al. (2022) aptiko iSaugusi KMT5A raiSkos lygi
endometriumo vézio audiniuose palyginus su normaliais endometriumo audiniais. Mokslininkai taip
pat nustaté, kad KMT5A i§jungimas slopina lIgsteliy proliferacijg ir sukelia apoptoze endometriumo
vézio lastelése. KMT5A raiskos lygis buvo zymiai padidéjes inksty skaidriyjy lasteliy karcinomos
audiniuose palyginus su normaliais gretimais audiniais, o aukSta KMTSA geno raiska buvo susijusi
su trumpesniy bendru pacienty igyvenamumu (Lin et al., 2019). Sio tyrimo metu nustatyta iSaugusi
KMT5A raiska GPH audinyje, ta€iau ji nesiskyré tarp PV ir NPA. Literatiiros Saltiniai teigia, kad
iSaugusi geno raiSka susijusi su blogesne vézinémis ligomis serganciy pacienty prognoze, taciau $io

tyrimo rezultatai rodo, kad mazesné geno raiska lemia greitesnj ligos atsinaujinima. Toks geno raiskos
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skirtumas gali atsirasti dél skirtingo audinio tipo, todél reikalingi papildomi tyrimai KMT5A svarbai
PV vystymosi metu jvertinti.

Sio tyrimo metu buvo nustatyta, kad KDM5D geno raiska yra padidéjusi PV méginiuose,
kuriuose buvo aptiktas TMPRSS2-ERG sulietinio transkripto buvimas. Kol kas literatiiroje néra
tyrimy, kurie parodyty sasajas tarp S$iy veiksniy susidarymo ar sgveikos. Tikétina, kad KDM5D
aktyvumas ir TMPRSS2-ERG susidarymas néra tarpusavyje susij¢ procesai. Kadangi literatiiroje
pateikti duomenys rodo, kad KDM5D genas, priesingai nei ERG, yra navika slopinantis genas. Nuo
hormony priklausomo PV audiniuose KDM5D tiesiogiai sgveikauja su AR, kad susilpninty AR
tiksliniy geny transkripcijos aktyvavima. KDMS5D raiskos praradimas, progresuojant iki KAPV, gali
sukelti atsparuma gydymui dél AR signaly reguliavimo sutrikimo (Komura et al., 2016). TMPRSS2-
ERG transkripto funkcijai svarbus AR poveikis, kurio raiskos lygis nebuty didelis aplinkoje esant
KDMSD. Kitas galimas paaiSkinimas yra susijes su sulietinio transkripto susidarymu. Epigenetiniai
reguliatoriai yra svarbis alternatyviam splaisingui (Maor et al., 2015). KDMS5D demetilazé
demetilindama tam tikras vietas genome gali lemti, prie kurios splaisingo vietos gebés prisijungti
splaisingo baltymai ir atlikti transkripto kirpima. Siuo atveju padéty susidaryti TMPRSS2-ERG
sulietiniam transkriptui. Taciau nustatyti tikslias $io darbo metu aptiktas sgsajas tarp TMPRSS2-ERG
ir KDM5D reikalingi papildomi tyrumai.

Remiantis duomeny baziy informacija buvo nustatytos galimai Siame tyrime analizuotus genus
reguliuojancios miRNR. [vertinus tiriamyjy geny ir miRNR tarpusavio sgsajas, tik KMT5A ir miR-7-
5p atveju nustatyta neigiama koreliacija. Si sasaja dar néra apradyta PV audinyje, tatiau remiantis
Reporter assay ir Western blot metodais parodyta, kad KMT5A yra tikslinis miR-7 taikinys kriities
vézio audinyje. Mokslininkai taip pat nustaté, kad miR-7 skatina KMT5A mRNR skaidymag ir slopina
H4K20 monometilinimg (Yu et al., 2013). Tikétina, kad §i sgveika gali pasireiksti ir PV atveju, tac¢iau
del duomeny trikumo Sios hipotezés pagrindimui reikalingi papildomi tyrimai.

Nors $io tyrimo metu miRNR raiSkos skirtumai tarp skirtingos patologijos prostatos audiniy
nenustatyti, taciau literatiiroje galima rasti informacijos ne tik apie miRNR raiSkos skirtumus tarp
skirtingy prostatos audiniy, bet ir galimas miRNR raiskos sgsajas su atsparumo chemoterapiniams
vaistams i$sivystymu. Remiantis literatiiros Saltiniais, miR-7 jau yra tirta PV audiniuose ir
apibiidinama kaip navika slopinanti miRNR (Morales-Martinez & Vega, 2022). Kito tyrimo metu
nustatyta, kad miR-7-5p raiska buvo sumazéjusi docetakseliui jautraus PV audiniuose, palyginus su
gretimais normaliais audiniais. Zymiai maZesné¢ miR-7-5p raiska nustatyta docetakseliui atsparaus
PV audiniuose palyginus su docetakseliui jautriais PV audiniais (Gao et al., 2020). MiR-9 veikia kaip
onkogeniné miRNR, kuri skatina naviko progresavima ir metastaziy atsiradima PV audinyje. Sios

miRNR raiSka taip pat buvo iSaugusi 3 i§ 4 lazerinés mikrodisekcijos metodu gautuose PV
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meéginiuose. Taigi, miR-9 siejama su vézio Igsteliy proliferacijos, invazijos ir migracijos reguliavimu.
Taciau tikslus miR-9 reguliavimo vaidmuo ir pagrindiniai mechanizmai PV audinyje néra pilnai istirti
(Seashols-Williams et al., 2016). Ma et al. (2021) nustaté, kad miR-149-5p raiska yra sumazéjusi PV
audiniuose ir Igsteliy linijose. Mokslininkai taip pat parodé, kad padidéjusi Sios miRNR raiska slopino
PV lasteliy gyvybinguma, proliferacijg ir migracijg. Jones et al. (2018) nustaté, kad miR-186-5p
atlieka onkogeninj vaidmenj PV, kadangi miR-186-5p raiska buvo padidéjusi PV serganciy pacienty
serume ir metastatinio PV lasteliy linijose, palyginti su serumu i§ PV neserganciy asmeny arba
normaliomis prostatos epitelio lastelémis. Lasteliy linijy tyrimas parodé, kad miR-186-5p slopinimas
sumazino PV lgsteliy proliferacijg ir invazijg. Zhang et al. (2019) aptiko iSaugusj miR-425-5p raiskos
lygi PV audiniuose ir Igsteliy linijose. Padidéjusi miR-425-5p raiska skatino PV lgsteliy proliferacija,
kolonijy susidaryma, migracijg ir invazijg in vitro. Taciau Liu et al. (2019b) tyrimas parodé prieSingus
rezultatus, kadangi §io tyrimo metu buvo aptiktas miRNR raiskos sumaZzéjimas PV audinyje
palyginus su sveiku audiniu. Song et al (2017) nustaté, kad miR-618 raiSka sumaZzéjusi sergant
metastazavusiu KAPV. Sumazéjusi miR-618 raiska buvo susijusi su trumpesniu bendru pacienty
iSgyvenamumu. Tyrimo metu buvo nustatyta, kad padidéjusi miR-618 raiska slopino PV Iasteliy
migracijg ir invazija ir sukélé MET (mezenchimos — epitelio tranzicija). PrieSingai, miR-618
iSmusimas paskatino migracijg ir invazija bei paskatino EMT. Taip pat nustatyta, kad miR-618 nuo
androgeny priklausomo PV audiniuose raiskos lygis buvo didesnis palyginus su nuo androgeny
nepriklausomais PV audiniais. Tai rodo, kad miR-618 gali slopinti PV progresavima.
Apibendrinant, literattiros Saltiniuose pateikta informacija rodo, kad su histony metilinimo
reguliavimu susijusiy geny raiSkos pokyciai daZniausiai atsiranda vélyvesnése PV stadijose ir yra
susij¢ su metastaziy atsiradimu ar KAPV i$sivystymu. Taciau §io tyrimo metu ypac i§siskyré KDM5A
ir KMTL1E genai, kurie ne tik pasizyméjo raiskos poky¢iais tarp skirtingos patologijos méginiy, BLP
statuso, laiko iki ligos atsinaujinimo, taciau iSsiskyré kaip galimi prognostiniai ir diagnostiniai
biozymenys ankstyvai PV stadijai. Todél vertéty toliau tirti Siuos genus PV audinyje. Bioinformatinés
analizés metu nustatytos HM geny sgsajos su juos potencialiai reguliuojanc¢iomis miRNR $io tyrimo
metu buvo patvirtintos tik KMT5A ir miR-7-5p atveju. Tikslesniems miRNR—mRNR reguliaciniams

mechanizmams ir jy vaidmeniui PV vystymesi nustatyti biitina atlikti funkcinius tyrimus.
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ISVADOS

KDM5A ir KMT1E raiska PV buvo mazesné nei NPA (abu p <0,0001). KDM3A ir KDM4B raiska
buvo didesné PV audinyje palyginus su GPH (atitinkamai p = 0,0021 ir p < 0,0001), 0 KMT5A ir
KMTL1E atveju skirtumas buvo priesingas (atitinkamai p < 0,0001 ir p=0,0178). KDM3A, KDM4B
ir KMT5A raiskos lygis skyrési tarp NPA ir GPH (atitinkamai p = 0,0063, p <0,0001 ir p <0,0001).

KDMBA ir KDMS5D raiska skyrési tarp skirtingos pT stadijos naviky (atitinkamai p = 0,0338 ir p
=0,0342), o KDM5A, KDM5D ir KMTL1E — tarp skirtingos ISUP grupés méginiy (atitinkamai p =
0,0415, p = 0,0152 ir p = 0,0307). KDM5D raiska taip pat buvo susijusi su TMPRSS2-ERG
sulietinio transkripto buvimu (p = 0,0098). Tirty geny raiskos sasajy su PSA, amziumi ir prostatos

mase nustatyta (visi p > 0,0500).

KDM5A, KMTL1E ir KMT5A raiska buvo susijusi su BLP pasireiskimu (atitinkamai p < 0,0001, p
=0,0003 ir p = 0,0172) ir mazesne PV ligoniy iSgyvenamumu be BLP trukme (atitinkamai p =
0,0055, p = 0,0045 ir p = 0,0452). Vienmaciuose ir daugiamaciuose Cox modeliuose KDM5A ir
KMT1E turéjo nepriklausoma prognosting verte tiek analizuojant bendroje PV imtyje, tiek ir
atskirai pT2 stadijos, ISUP 2 grupés ir / ar TMPRSS2-ERG turinéiy naviky subgrupése (visi p <
0,0500). Siy geny, kaip prognostiniy Zymeny, jautrumas ir specifiSkumas bendroje imtyje

atitinkamai sieké 65,79% ir 70,89% (abu p < 0,0001).

. Atlikus in silico analizg, identifikuotos $esios miRNR, potencialiai galin¢ios reguliuoti analizuotus
HM genus: miR-7-5p, miR-9-5p, miR-149-5p, miR-186-5p, miR-425-5p, miR-618. KMT5A raiska
neigiamai koreliavo su miR-7-5p (p = 0,0435). Kity geny atveju sgsajy su miRNR raiSka nebuvo
nustatyta (visi p > 0,0500).
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PRIEDAI

1 priedas. PV serganciy ligoniy klinikinés—patologinés charakteristikos

Grupiy duomenys

Parametras PV NPA GPH
(N =123) (N =47) (N =16)
Amzius, m.
Vidurkis 60,9 62,3 70,88
Mediana 61 63 73
Intervalas 41-82 48-75 59-80
Prostatos masé, g
Vidurkis 47,2 48,3 -
Intervalas 16-123 16-104 -
PSA, ng/ml
Vidurkis 10,45 9,67 7,46
Intervalas 2,49-84,2 2,49-44,1 0,79-28,05

TMPRSS2-ERG sulietinis transkriptas, N

Yra 68 - —
Néra 35 — —
Nezinoma 20 - -

Naviko stadija, N

pT2 80 25 -

pT3 43 6 -

NeZinoma - 16 -
ISUP grupé, N

ISUP 2 95 - -

ISUP 3 26 - -

NeZinoma 2 - -

Biocheminé ligos progresija (BLP), N
Yra (vidutine

trukmé iki BLP, 38 (34,7) 28 (35,32) -
mén.)

Néra 79 16 -

Nezinoma 6 3 -

PV — prostatos vézys, NPA — nevéZinis prostatos audinys,
GPH — gerybiné prostatos hiperplazija.



2 priedas. Isgyvenamumui be progresijos jtakg daranciy pavieniy (angl. univariate) ir visy rodikliy

(angl. multivariate) rizikos jvertinimas Cox regresijos metodu. Visa méginiy imtis.

NI, Kintamasis HR (95% Cl) Rodikliop | 104 o verte
verté
Pavieniy rodikliy analizé (visi méginiai)

1 | KDM3A (tolyd.) 0,26 0,04-1,82 0,1765 -

2 | KDM4B (tolyd.) 0,30 0,10-0,94 0,0393 -

3 | KDM5A (tolyd.) 0,33 0,17-0,64 0,0011 -

4 | KDM5D (tolyd.) 0,43 0,20-0,93 0,0318 -

5 | KDM7B (tolyd.) 0,98 0,89-1,08 0,6892 -

6 | KMTL1E (tolyd.) 0,35 0,18-0,68 0,0021 -

7 | KMT5A (tolyd.) 0,94 0,85-1,05 0,3048 -

8 | pT (2vs.3) 4,36 2,22-8,56 < 0,0001 -

9 | ISUP (2vs.3) 5,75 2,90-11,39 <0,0001 -

10 | TMPRSS2-ERG (+/-) 0,83 0,42-1,65 0,5990 -

11 | PSA (tolyd.) 1,02 1,00-1,05 0,0214 -

12 | Amzius (diskret.) 0,99 0,95-1,04 0,7709 -

13 | Prostatos masé (diskret.) 1,01 0,99-1,03 0,2388 -

Kombinacijos su klinikiniais—patologiniais rodikliais (visi méginiai)

pT (2 vs. 3) 3,58 1,79-7,14 0,0003

12 <0,0001*
KDMb5A (tolyd.) 0,44 0,23-0,84 0,0127
pT (2 vs. 3) 3,93 2,00-7,74 0,0001

13 <0,0001*
KMT1E (tolyd.) 0,40 0,21-0,77 0,0065
ISUP (2 vs. 3) 4,90 2,47-9,72 <0,0001

14 <0,0001*
KDMB5A (tolyd.) 0,37 0,18-0,76 0,0069
ISUP (2 vs. 3) 5,14 2,59-10,21 <0,0001

15 <0,0001*
KMT1E (tolyd.) 0,40 0,20-0,79 0,0083
PSA (tolyd.) 1,03 1,01-1,07 0,0108

16 0,0085*
KDM4B (tolyd.) 0,27 0,09-0,85 0,0253
PSA (tolyd.) 1,03 1,01-1,06 0,0173

17 0,0001*
KDMb5A (tolyd.) 0,30 0,15-0,58 0,0004
PSA (tolyd.) 1,02 1,00-1,05 0,0262

18 0,0243*
KDM5D (tolyd.) 0,45 0,20-0,99 0,0491
PSA (tolyd.) 1,03 1,01-1,05 0,0119

19 0,0002*
KMT1E (tolyd.) 0,31 0,16-0,63 0,0011

Kombinacijos su TMPRSS2-ERG buvimu (visi meéginiai)

TMPRSS2-ERG (+/-) 0,84 0,42-1,66 0,6080

20 0,0041
KDMB5A (tolyd.) 0,34 0,17-0,68 0,0021
TMPRSS2-ERG (+/-) 0,96 0,48-1,92 0,9152

21 0,0030
KMT1E (tolyd.) 0,33 0,16-0,66 0,0020

HR — santykiné rizika; CI — pasikliautinasis intervalas; mod. — modelis; tolyd. — tolydus dydis,
diskret. — diskretus dydis. ReikSmingos p vertés paryskintos. *Forward kintamyjy modelio
algoritmas.
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3 priedas. Isgyvenamumui be progresijos jtakg daranéiy pavieniy (angl. univariate) ir visy rodikliy
(angl. multivariate) rizikos jvertinimas Cox regresijos metodu. pT2 stadijos méginiy imtis.

NI, Kintamasis HR (95% Cl) Rodikliop | n104 o verte
verté
Pavieniy rodikliy analizé (pT2 méginiy grupé)
1 | KDM3A (tolyd.) 0,01 0-0,46 0,0183 -
2 | KDM4B (tolyd.) 0,32 0,06-1,64 0,1731 -
3 | KDM5A (tolyd.) 0,27 0,09-0,81 0,0201 -
4 | KDM5D (tolyd.) 0,34 0,09-1,22 0,0991 -
5 | KDM7B (tolyd.) 0,74 0,52-1,06 0,1020 -
6 | KMTL1E (tolyd.) 0,34 0,12-0,96 0,0429 -
7 | KMT5A (tolyd.) 0,99 0,92-1,06 0,7604 -
8 | ISUP (2vs.3) 6,60 1,99-21,81 0,0021 -
9 | TMPRSS2-ERG (+/-) 0,66 0,23-1,84 0,4264 -
10 | PSA (tolyd.) 1,04 0,99-1,10 0,1303 -
11 | Amzius (diskret.) 1,00 0,93-1,07 0,8983 -
12 | Prostatos maseé (diskret.) 0,99 0,95-1,03 0,5576 -
Skirtingy geny kombinacijos (pT2 méginiy grupé)
KDM3A (tolyd.) 0,02 0-0,68 0,0316
13 0,0055*
KMTLE (tolyd.) 0,40 0,14-1,11 0,0803
Kombinacijos su klinikiniais—patologiniais rodikliais (pT2 meéginiy grupé)
ISUP (2 vs. 3) 11,03 2,98-40,80 0,0003
14 0,0003*
KDM3A (tolyd.) 0 0-0,14 0,0036
ISUP (2 vs. 3) 6,70 2,00-22,50 0,0022
15 0,0012*
KDMB5A (tolyd.) 0,26 0,08-0,82 0,0220
ISUP (2 vs. 3) 5,41 1,60-18,25 0,0068
16 0,0050*
KMTLE (tolyd.) 0,41 0,15-1,12 0,0839
PSA (tolyd.) 1,05 0,99-1,12 0,0823
17 0,0426*
KDM3A (tolyd.) 0,02 0-0,78 0,0383
PSA (tolyd.) 1,04 0,99-1,10 0,1461
18 0,0119
KDM5A (tolyd.) 0,20 0,06-0,73 0,0146
PSA (tolyd.) 1,06 1,00-1,12 0,0682
19 0,0240*
KMTLE (tolyd.) 0,27 0,08-0,89 0,0326
Kombinacijos su TMPRSS2-ERG buvimu (pT2 méginiy grupé)
TMPRSS2-ERG (+/-) 0,76 0,27-2,17 0,6128
20 0,0368
KDM3A (tolyd.) 0,01 0-0,43 0,0176
TMPRSS2-ERG (+/-) 0,69 0,25-1,93 0,4788
21 0,0449
KDMB5A (tolyd.) 0,29 0,10-0,88 0,0288

HR — santykiné rizika; CI — pasikliautinasis intervalas; mod. — modelis; tolyd. — tolydus dydis,
diskret. — diskretus dydis. ReikSmingos p vertés paryskintos. *Forward kintamyjy modelio
algoritmas.
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4 priedas. Isgyvenamumui be progresijos jtakg daranéiy pavieniy (angl. univariate) ir visy rodikliy
(angl. multivariate) rizikos jvertinimas Cox regresijos metodu. ISUP 2 stadijos méginiy imtis.

NI, Kintamasis HR (95% Cl) Rodiklio p | n1o4 o verte
verté
Pavieniy rodikliy analizé (ISUP 2 méginiy grupé)

1 KDMS3A (tolyd.) 0,13 0,01-2,17 0,1594 -

2 KDM4B (tolyd.) 0,33 0,08-1,39 0,1342 -

3 KDMb5A (tolyd.) 0,35 0,15-0,80 0,0136 -

4 KDM5D (tolyd.) 0,62 0,20-1,93 0,4076 -

5 KDMT7B (tolyd.) 0,79 0,58-1,06 0,1117 -

6 KMTLE (tolyd.) 0,42 0,18-0,95 0,0385 -

7 KMT5A (tolyd.) 0,79 0,65-0,97 0,0258 -

8 pT (2 vs. 3) 4,15 1,72-10,01 0,0016 -

9 TMPRSS2-ERG (+/-) 0,80 0,33-1,93 0,6207 -

10 PSA (tolyd.) 1,02 0,99-1,05 0,2452 -

11 | Amzius (diskret.) 0,99 0,93-1,04 0,6576 -

12 Prostatos masé (diskret.) 1,01 0,98-1,03 0,5688 -

Skirtingy geny kombinacijos (ISUP 2 méginiy grupé)

KDMb5A (tolyd.) 0,41 0,17-0,99 0,0492

13 0,0042*
KMT5A (tolyd.) 0,83 0,68-1,02 0,0796

Kombinacijos su klinikiniais—patologiniais rodikliais (ISUP 2 méginiy grupé)

pT (2 vs. 3) 3,40 1,38-8,42 0,0083

14 0,0013*
KDMB5A (tolyd.) 0,46 0,21-1,01 0,0547
pT (2 vs. 3) 3,77 1,55-9,15 0,0035

15 0,0015*
KMTLE (tolyd.) 0,48 0,22-1,05 0,0686
pT (2 vs. 3) 3,43 1,40-8,41 0,0074

16 0,0011*
KMT5A (tolyd.) 0,84 0,69-1,01 0,0677
PSA (tolyd.) 1,02 0,99-1,06 0,2265

17 0,0136
KDMB5A (tolyd.) 0,32 0,14-0,74 0,0083
PSA (tolyd.) 1,02 0,99-1,06 0,2107

18 0,0456
KMTL1E (tolyd.) 0,39 0,17-0,93 0,0339
PSA (tolyd.) 1,01 0,97-1,06 0,4885

19 0,0024
KMT5A (tolyd.) 0,71 0,56-0,91 0,0063

Kombinacijos su TMPRSS2-ERG buvimu (ISUP 2 méginiy grupé)

TMPRSS2-ERG (+/-) 0,80 0,33-1,92 0,6146

20 0,0438
KDMB5A (tolyd.) 0,37 0,16-0,85 0,0194
TMPRSS2-ERG (+/-) 0,86 0,35-2,07 0,7334

21 0,0532
KMT5A (tolyd.) 0,81 0,66-0,99 0,0395

HR — santykiné rizika; CI — pasikliautinasis intervalas; mod. — modelis; tolyd. — tolydus dydis,
diskret. — diskretus dydis. ReikSmingos p vertés paryskintos. *Forward kintamyjy modelio
algoritmas.
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5 priedas. Isgyvenamumui be progresijos jtakg daranciy pavieniy (angl. univariate) ir visy rodikliy
(angl. multivariate) rizikos jvertinimas Cox regresijos metodu. Méginiy, kuriuose nustatytas
TMPRSS2-ERG sulietinis transkriptas, imtis.

NI, Kintamasis HR (95% Cl) Rodiklio p Mod. p verté
verté
Pavieniy rodikliy analizé (T-E+ méginiy grupé)

1 KDMS3A (tolyd.) 0,49 0,03-7,49 0,6094 -

2 KDM4B (tolyd.) 0,24 0,06-1,03 0,0560 -

3 KDMb5A (tolyd.) 0,30 0,13-0,71 0,0063 -

4 KDM5D (tolyd.) 0,48 0,12-1,87 0,2904 -

5 KDMT7B (tolyd.) 0,78 0,57-1,08 0,1393 -

6 KMTL1E (tolyd.) 0,28 0,11-0,69 0,0058 -

7 KMT5A (tolyd.) 0,97 0,84-1,12 0,6976 -

8 pT (2 vs. 3) 5,30 2,17-12,94 0,0003 -

9 ISUP (2 vs. 3) 511 2,11-12,39 0,0003 -

10 | PSA (tolyd.) 1,10 1,06-1,15 <0,0001 -

11 | Amzius (diskret.) 1,00 0,95-1,06 0,9999 -

12 | Prostatos mase (diskret.) 1,01 0,99-1,03 0,2507 -

Kombinacijos su klinikiniais—patologiniais rodikliais (T-E+ méginiy grupé)

pT (2 vs. 3) 4,11 1,63-10,38 0,0029

13 0,0002*
KDMB5A (tolyd.) 0,44 0,18-1,03 0,0610
pT (2 vs. 3) 4,17 1,69-10,26 0,0020

14 0,0001*
KMTL1E (tolyd.) 0,35 0,13-0,89 0,0278
ISUP (2 vs. 3) 4,65 1,92-11,25 0,0007

15 0,0001*
KDMB5A (tolyd.) 0,30 0,11-0,77 0,0129
ISUP (2 vs. 3) 4,02 1,65-9,78 0,0022

16 0,0002*
KMTL1E (tolyd.) 0,33 0,13-0,84 0,0213
PSA (tolyd.) 1,09 1,04-1,14 0,0001

17 <0,0001*
KDMb5A (tolyd.) 0,26 0,10-0,71 0,0091
PSA (tolyd.) 1,08 1,04-1,13 0,0002

18 <0,0001*
KMTL1E (tolyd.) 0,28 0,10-0,77 0,0146

HR — santykiné rizika; CI — pasikliautinasis intervalas; mod. — modelis; T-E+ — TMPRSS2-ERG

sulietinis transkriptas tolyd. — tolydus dydis, diskret. — diskretus dydis. Reik§mingos p vertés
paryskintos. *Forward kintamyjy modelio algoritmas
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6 priedas. Pagal skirtingas duomeny bazes nustatytas histony metilinimo reguliatorius

reguliuojanciy miRNR kiekis

Duomeny bazés KDM5A | KDM5D | KDM7B | KMT1E | KMT5A

miRTarBase

(https://mirtarbase.cuhk.edu.cn/) 199 2 96 12 116

MIRDB (https://mirdb.org/) 276 44 237 54 132
DIANA tools TarBase v.8
(https://dianalab.e-ce.uth.gr/) 73 6 20 14 40
mirwWalk
(http://mirwalk.umm.uni- 2135 2185 2235 2167 1630
heidelberg.de/)
Starbase
(http://starbase.sysu.edu.cn/) 308 17 212 9 187
miRTargetLink _2.0 (https://ccb- 80 > 54 23 39
compute.cs.uni-saarland.def)
TargetScanHuman 8.0 1833 171 1292 141 596

(https://www.targetscan.org/)




7 priedas. MiRNR persidengimas tarp skirtingy duomeny baziy

Saltinis KDM5A | KDM5D | KDM7B | KMT1E | KMT5A
Nustatyta pagal 7i5 7 .
duomeny baziy
Nustatyta pagal 6 is7 5 L . .
duomeny baziy
Nustatyta pagal 5 is7 30 " ] »
duomeny baziy
Nustatyta pagal 4 i5 7
duomeny baziy 113 4 56 8 38
Nustatyta pagal 3i5 7
duomeny baziy 321 28 264 46 119
Nustatyta pagal 2 i§ 7
duomeny baziy 1161 120 873 140 387
Nustatyta pagal 1i§ 7 981 2087 1323 2004 132

duomeny baziy
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