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SANTRUMPOS

chILK — chromofobiné inksty lasteliy karcinoma

DNMT — DNR metiltransferazé

ECM — uzlgstelinis matriksas

FBN2 —fibrilinas 2

ILK — inksty Igsteliy karcinoma

MAT — metionino adenoziltransferaze

MMP — matrikso metaloproteinazé

MS — metabolinis sindromas

MSP — metilinimui jautri polimerazés grandininé reakcija
PGR — polimerazés grandinine reakcija

pILK — papiliariné inksty lasteliy karcinoma

SAH — S-adenozilo homocisteinas

SIM1 - Single-Minded Homolog 1

SIILK — Sviesiy inksty Igsteliy karcinoma

TAC1 — tachikinino prekursorius 1

THF — tetrahidrofoliatas

VEGF — kraujagysliy endotelio augimo veiksnys

VHL — Von Hippel-Lindau sindromas ir i§ jo pavadinimo kilgs naviko augimag

slopinantis VHL genas



IVADAS

Inksty veézys (arba inksty lasteliy karcinoma, ILK) sudaro mazdaug 2-3 % visy
suaugusiyjy vézio atvejy, jam budingas didziausias mirtingumas tarp visy neoplastiniy
Slapimo taky sistemos ligy. Lictuva uzima trecig vietg pasaulyje pagal sergamumag ir antrg
vietg pagal mirtinguma (po Baltarusijos) nuo Sios ligos. Pagrindiné tokio mirtingumo nuo
inksty vézio priezastis — vélyva ligos diagnostika. Atliekant rutininius klinikinius tyrimus,
atsitiktinai nustatoma daugiau kaip pusé inksty vézio atvejy, i8 kuriy apie 30 % atvejy yra jau
pazengusiose stadijose. Nustacius inksty vézj ankstyvose stadijose, tikimybe ji 1Sgydyti siekia
80 %, taciau esant vélyvai stadijai, pacienty i§gyvenamumas yra mazesnis nei 8 %. Siekiant
diagnozuoti ligg pirminése jos vystymosi stadijose, reikalingi nauji molekuliniai biozymenys,
kurie ne tik palengvinty inksty vézio diagnostika, bet biity jautresni bei specifiskesni, nei §iuo
metu klinikingje vézio diagnostikoje taikomi metodai.

Ivairiis epigenetiniai veiksniai, tokie kaip DNR metilinimas, trumposios ir ilgosios
nekoduojancios RNR, histony modifikacijos, reguliuoja geny raiska, nevykstant DNR sekos
pakitimams. Placiausiai tyrin€¢jamas epigenetinis reiSkinys yra DNR metilinimas, kuris
zinduoliuose vyksta prie citozino bazés 5-o0jo anglies atomo prijungiant metilo grupg.
Navikingse lgstelése promotoriy regiony metilinimas dazniausiai aptinkamas naviko augima
slopinanc¢iuose genuose, tokiuose kaip FBN2, SIM1 ir TAC1, atsakinguose uz Igsteliy
proliferacijos, migracijos ir t.t. slopinimg. Epigenetiniai poky¢iai vyksta vos pradedant
navikui vystytis, todél §iy geny metilinimo tyrimas galéty biiti naudojamas ankstyvai véZzio

diagnostikai ar ligos eigos prognozavimui.

Darbo tikslas: Nustatyti geny FBN2, SIM1 ir TAC1 promotoriaus DNR metilinimo
bikle inksty navikiniuose audiniuose.
UZdaviniai:
1. Istirti FBN2, SIM1 ir TAC1 geno promotoriy metilinimo biiklg inksty naviky
méginiuose metilinimui jautrios PGR (MSP) metodu;
2. Ivertinti tirty geny metilinimo daznio s3saja su ligoniy demografiniais ir

klinikopatologiniais rodikliais.



|.  LITERATUROS APZVALGA

1.1. Inkstuy vézys

1.1.1. Inksty véZio epidemiologija

Inksty lasteliy karcinoma (ILK) yra daugiausiai mir¢iy sukelianti neoplastiné §lapimo
taky sistemos liga. Si véZio forma apima heterogeniska naviky grupe, kuri, remiantis
morfologijos ir histologijos ypatumais, skirstoma j $viesiy lasteliy karcinoma (S11LK),
papiliarinius (pILK), chromofobinius navikus (chlLK), onkocitomas (OCT), surenkamuyjy
arba Bellini kanaléliy navikus ir kt. (Shuch ir kt., 2015). SIILK, pILK ir chILK yra
dazniausiai nustatomi inksty véZzio subtipai, kurie sudaro 85-90 % visy piktybiniy inksty
naviky (Shuch ir kt., 2015). ILK atvejy skai¢ius didéja kasmet ir yra dazniau nustatomas
vyresnio (50-70 m.) amziaus vyrams. ILK dazniausiai nustatoma atsitiktinai, taciau yra
zinomos kai kurios Seiminés ligos formos, susijusios su Von Hippel-Lindau (VHL) sindromu
(Shenoy ir kt., 2015).

ILK yra Sestasis pagal daznuma vézys vyrams ir deSimtasis moterims ir tai atitinkamai
sudaro 5 % ir 3 % visy pasaulyje nustatomy onkologiniy susirgimy (Znaor ir kt., 2015).Visy
tipy ILK susirgimy skaicius kasmet didéja (Siegel ir kt., 2018) ir nors ankstyva diagnozé
Zymiai padidina ligoniy $ansus i$sigydyti, tac¢iau diagnozés metu daugiau nei 30 % ligoniy,
nustatoma jau metastazavusi liga. Remiantis ,,GLOBOCAN 2018 projekto duomenimis,
sergamumo ILK daZnis Lietuvoje yra 14,8 atvejy 100 tikst. gyventojy ir uZzima trecigjg vieta
Europoje, 0 mirtingumas nuo inksty vézio uzima antrgja vieta (5,1 atvejo 100 tukst.
gyventojy) (Bray ir kt., 2018). 2012 mety Lietuvos Nacionalinio véZio instituto duomenimis
inksty vézys buvo septintas pagal sergamuma (4 %) ir devintas pagal mirtinguma (3 %) tarp

visy vyry ir motery amziaus grupiy (1.1 pav).
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1.1 pav. Inksty vézio sergamumo ir mirtingumo rodikliai Lietuvoje 2006-2012 metais.
Diagramoje vaizduojama inksty vézio sergamumo ir mirtingumo dalis procentais nuo visy
atitinkamais metais uzregistruoty susirgimy ir mir¢iy nuo skirtingy vézio tipy (parengta pagal
Nacionalinio véZio instituto véZio registrg, internetiné prieiga: http://www.nvi.lt/vezio-

registras/).

1.1.2. Inksty véZio rizikos veiksniai

Svarbiausi inksty vézio rizikos veiksniai yra: rikymas, virSsvoris, diabetas,
hipertenzija ir antihipertenziniy preparaty naudojimas, Slapimo trakto infekcijos, kancerogeny
jtaka, inksty transplatacija. Prie profesiniy rizikos veiksniy priskiriamas asbestas, herbicidai,
benzinas. Gimdziusioms moterims rizika susirgti ILK yra 40-90 % didesné, palyginus su
negimdZziusiomis, ir didéja su kiekvienu néstumu (Kabat ir kt., 2007). Svarbi ir genetiné
predispozicija —VHL sindromas, paveldimas papilinis inksty vézys (Ljungberg ir kt., 2011)

Riilkymas — viena i§ svarbiausiy inksty vézio atsiradimo priezasCiy. Tarptautinés vézio
tyrimo agentiiros (angl. International Agency for Research on Cancer, IARC) duomenimis,
palyginus su neriikanciais, rikanciyjy rizika susirgti inksty véziu vyrams siekia 50 %, 0
moterims 20 % (Hunt ir kt., 2005). Manoma, kad ritkymas rizikg susirgti inksty véziu didina

dél 1étinés audiniy hipoksijos, kurig inksty audiniams sukelia anglies monoksidas (Sharifi ir
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Farrar, 2006), taip pat yra tyrimy, jrodanciy, kad pazeidziama limfocity DNR (Clague ir kt.,
2009).

[vairis tyrimai visame pasaulyje rodo, kad vir§sverj turintiems asmenims nustatoma
padidéjusi ILK susirgimo rizika, kuri Jungtinése Amerikos Valstijose siekia daugiau nei 40
%, 0 Europoje apie 30 % (Calle ir Kaaks, 2004). Yra keletas hipoteziy, aiskinanciy vir§svorio
jtaka inksty vézio atsiradimui. Rizika gali didéti dél 1étinés audiniy hipoksijos, atsparumo
insulinui ir kompensacinés hiperinsulinemijos, pakitusios endokrininés aplinkos ir adipokiny
gamybos, virSsvorio sukelto uzdegiminio atsako, lipidy peroksidacijos ir oksidacinio streso
(Klinghoffer ir kt., 2009). Be to, virSsvoris yra vienas i§ metabolinio sindromo (MS),
glaudziai siejamo su ILK iSsivystymo rizika, pozymiy (Zhang ir kt., 2014).

Hipertenzija kaip ir vir§svoris yra priskiriamas prie MS kriterijy ir skatina inksty
vézio vystymasi (Maitland ir kt., 2009). Biologiniai mechanizmai, kuriais grindZziamas rysys
tarp hipertenzijos ir ILK, islieka neaiskis, tac¢iau egzistuoja hipotezé, kad jie apima léting
inksty hipoksijg ir lipidy peroksidacija, formuojantis reaktyviems deguonies junginiams
(Sharifi ir Farrar, 2006).

Su metaboliniu sindromu (vir$svoriu ir hipertenzija) siejamas ir Il tipo cukrinis
diabetas (Mittal ir Singh, 2010). Yra Zinoma, kad cukrinis diabetas yra susij¢s su padidéjusia
keliy véziy rizika, taciau tiesioginis rysis su ILK kol kas néra jrodytas.

Rizika susirgti inksty véziu taip pat didina inksty transplantacija. Yra zinoma, kad
imunosupresiniai preparatai gali sukelti DNR pazeidimus ir trikdyti DNR reparacijos
mechanizmams. Be to, kai kurie véZio atvejai buvo susije¢ su virusinémis infekcijomis, kurios
pasireiSkia po transplantacijos. Galiausiai imunin¢ sistema, kuri paprastai uzkerta kelig
piktybiniy naviky augimui ir vystymuisi, gali sutrikti po imuning sistemg slopinanciy vaisty

vartojimo (Kasiske ir kt., 2004).

1.1.3. Inksty veézio histologiniai tipali

Inksty anatomija. Inkstas paprastai yra pupelés formos ir sveria apie 135-150 g. Sis
organas yra 10-12 cm ilgio, 5-7 cm plocio ir 2-3 c¢m storio. Inkstai yra suskirstyti j zieve ir
Serd]. Funkcinis inksty vienetas yra nefronas, kurj sudaro glomerulé ir Baumano kapsulé,
inksto Zievéje esantis proksimalinis kanalélis, Henlio kilpa, distalinis spiralinis kanalélis ir
galiausiai surinkimo kanalélis, kuris atsiveria j inksty papile (Chalouhy ir kt., 2017).

Pagrindin¢ inksty funkcija — Slapimo gamyba ir organizmui nereikalingy bei zalingy

medziagy Salinimas. Kiekvieng minute j inkstus patenka 1300 ml kraujo, 1§ kurio 1299 ml



iSteka 18 inksty atgal j kraujotaka, o 1 ml pasiSalina Slapimo pavidalu. Inkstai yra pagrindinis
organas, palaikantis organizmo homeostazg ir padedantis kontroliuoti kraujospudi. Jie palaiko
elektrolity, rigsc¢iy-baziy ir skys€iy pusiausvyra kraujyje. Inkstai i§ organizmo paSalina azoto
atliekas (kreatining, karbamidg, amoniakg) ir grazina j kraujg svarbiausias medziagas, biitinas
normaliam organizmo funkcionavimui. Inkstai gamina hormong eritropoeting, kuris
stimuliuoja raudonyjy kraujo kuineliy ir fermenty gamyba (parengta pagal healthpages.org,
internetiné prieiga : https://www.healthpages.org/anatomy-function/kidney/).

Tarptautiné sveikatos organizacija (angl. World Health Organisation, WHO) isskiria
keletg inksty naviky subtipy: Sviesiy lasteliy inksty karcinoma (S1ILK), papiliariné ILK
(pILK), chromofobin¢ ILK (chILK), surenkamyjy kanaléliy karcinoma (SKK), onkocitoma
(OCT), inksty meduliné karcinoma, MiT Seimos translokacijos ILK, sukcinato
dehidrogenazeés deficito ILK, tubulocistiné ILK, su jgyta cistine liga siejama ILK, Sviesiy
lasteliy papiliariné ILK, neklasifikuota ILK, papiliariné adenoma ir onkocitoma bei
nepiktybinis cistinis inksty navikas. Taciau pagrindiniai inksty vézio subtipai yra SIILK,

pILK, chILK ir OCT (1.2 pav.) (Lindgren ir kt., 2017).
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1.2 pav. Skirtingy inksty lasteliy karcinomos (ILK) subtipy atsiradimo vietos nefrone.
chILK — chromofobiné inksty lgsteliy karcinoma; OCT — onkocitoma; pILK — papiliariné
inksty Igsteliy karcinoma; SIILK — Sviesiy inksty lgsteliy karcinoma (pritaikyta pagal Lindgren
ir kt., 2017).

Sviesiy lasteliy ILK ($1ILK) yra daZniausiai nustatomas inksty véZio histologinis

subtipas (Muglia ir kt., 2015). Dauguma (95 %) SIILK atsiranda atsitiktinai, o like 5 % yra
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susije su paveldimais sindromais (VHL sindromu, tuberkuline skleroze). SILK yra kilusi i§
proksimalinio vingiuotojo kanalélio epitelio (inksty zievés) lasteliy. Mikroskopiskai SIILK
lastelés iSsiskiria skaidria citoplazma dél dideliy lipidy ir glikogeno sankaupy (Kaelin, 2008).

Papiliariné ILK (pILK) atsiranda ir vystosi proksimaliniame kanalélyje (Shen ir kt.,
2005). Sis tipas taip pat formuojasi atsitiktinai arba gali biti paveldimas. Remiantis
histologija ir lokalizacija, pILK skiriama j du potipius: bazofilinj ir eozinofilinj (Yoshimitsu ir
kt., 2006). Bazofilinio potipio (pirmas potipis) pILK sudaro vieng bazofiliniy Igsteliy sluoksnj
aplink bazaline membrana. Siose maZose lastelése yra gana nedidelis citoplazmos kiekis ir
padidéje branduoliai. Eozinofilinio potipio (antras potipis) pILK apibtidinama lgstelémis,
sgveikaujan¢iomis su papilémis bei turinCiomis labai granuliuota eozinofiling citoplazma
(Yoshimitsu ir kt., 2006).

Chromofobiné ILK (chlLK) yra maziau agresyvus inksty vézio subtipas negu SIILK
(Lopez-Beltran ir kt., 2009), kuris pradeda formuotis distaliniame kanalélyje (Shen, 2005).
ChILK Iagsteléms budinga Sviesi citoplazma, itin ry§ki membrana ir netaisyklingos formos
branduoliai (Badowska-Kozakiewicz ir kt., 2016). Metastazés pasitaiko tik 7 % atvejy.
Mikroskopiskai $ie navikai i$siskiria didelémis Sviesiomis lastelémis su aiskiai matomu
endoplazminiu tinklu ir i§sidésciusiomis aplink branduolj vakuolémis (Lopez-Beltran ir kt.,
2006).

Inksty onkocitoma (OCT) yra antra dazniausia nepiktybiné inksty neoplazma. Tai
retas nepiktybinis inksty epitelio navikas, sudarantis 3-9 % visy pirminiy inksty naviky.
Onkocitoma vystosi 1§ surenkamojo kanal¢lio 1gsteliy, o jos citologiniai pozymiai sutampa su
kity subtipy ILK pozymiais. Siuos navikus sudaro didelés granuliotos lastelés, kurioms
budinga eozinofiliné citoplazma, daug mitochondrijy bei palaikantis kraujagysliy sluoksnis.
Branduoliai mazi, apvalis ir vienodi (Biswas ir kt., 2014). Onkocitomos paprastai yra
vienalytés, dazniausiai besimptomés, tad aptinkamos atsitiktinai. Taciau kai kuriems
ligoniams galimas skausmas Sone, hematurija (kraujas Slapime) bei apiuopiama masé
(Wobker ir kt., 2017).

1.1.4. Patologinés inksty véZio charakteristikos

Fuhrmano laipsnis. Fuhrmano klasifikavimo schemg apibtidina 4 branduolio
savybés: branduolio dydis, forma, chromatino biisena bei branduolélio dydis. Sistema
apibrézia skalé nuo 1 iki 4 (1.1 lentelé). Navikui, kuriam biidinga geriausia prognozé,
priskiriamas 1 laipsnis, o blogiausia — 4 laipsnis. Fuhrmano laipsnis yra glaudziai susijes su

ligos vystymosi stadija (Kruk ir kt., 2016).



1.1. lentelé. Fuhrmano klasifikavimo kriterijai (parengta pagal Williamson, 2018)

Fuhrmano
o Navikiniy lasteliy branduoliy morfologija Nustatymo daZnis
laipsnis

Mazi, apvalis, vienodi branduoliai (10 pum),

1 nepastebimi branduoléliai, 1astelés atrodo kaip Labai retai
limfocitai
Siek tiek netaisyklingos formos branduoliai
(branduolio skersmuo 15 pm), branduolélius _

2 40 % naviky
galima jzvelgti tik 40x padidinimu, laisvas
chromatinas
Netaisyklingos formos branduoliai (20 um

3 skersmens), branduoléliai matomi tik 10x 30-40 % naviky
padidinimu, laisvas chromatinas
Keisti, daugybiniai, pleomorfiniai branduoliali,

4 15 % naviky

matomi makrobranduoléliai

TNM sistema. Pagal Amerikos jungtinj vézio komiteta (angl. American Joint

Committee on Cancer, AJCC) ir Tarptauting vézio kontrolés sgjunga (angl. Union for

International Cancer Control, UICC) naviky stadijai nustatyti turi biiti naudojama naviko-

limfmazgio-metastazés (angl. Tumor-Node-Metastases, TNM) klasifikavimo sistema. 1.2

lenteléje pateiktas inksty naviky stadijy nustatymas pagal §ig sistema.
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1.2 lentelé. Inksty vézio TNM sistema (parengta pagal Dunnick, 2016)

Stadija

Stadiju
grupés

(TNM)

PoZymiai

X

Pirminis navikas negali buti jvertintas

T0

Néra pirminio naviko pozymiy

T1, NO, MO

Navikas ne didesnis kaip 7 cm pagal didziausig iSmatavima,
yra inksto ribose, neisplites:

Tla—<4 cm;

T1b —>4 cm bet <7 cm

Néra plitimosi j limfmazgius (NO) ar tolimus organus (MO).

T2, NO, MO

Navikas didesnis kaip 7 cm pagal didziausig iSmatavima, yra
inksto ribose, neisplites:

T2a—>7 cm bet <10 cm

T2b->10cm

Neéra plitimo j limfmazgius (NO) ar tolimus organus (MO).

T3, N1, MO

Navikas i$plites | pagrindines venas arba perinefrinius
audinius, bet ne ] ipsilateraling antinksciy dalj ir ne ] inksty
kapsule:

T3a — navikas i$plites 1 inksty veng arba jos segmentines
Sakas arba  periferinius ir (arba) inksty sinusinius riebalus bet
ne ] inksty kapsulg;

T3b — navikas isplites j tus¢igjg veng zemiau diafragmos;

T3c — navikas labai i$plites j tus¢igja veng virs diafragmos
arba ] tus¢iosios venos sienele;

Navikas yra i$plites 1 limfmazgius (N1), tac¢iau néra plitimo

1 tolimus organus (MO).

T4, N1, M1

Navikas isplites uz inksty kapsulés riby (jskaitant gretima
plétimasi i ipsilateraling antinksciy dalj). Navikas yra isplites |

tolimus limfmazgius (N1) ir j tolimus organus (M1).
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Diferenciacijos laipsnis. Chirurginés patologijos srityje lasteliy diferenciacijos
samprata yra labai konkreti. Salia akivaizdaus uzdavinio — nustatyti, ar navikas yra piktybinis
ar gerybinis — patologas taip pat jvertina naviky diferenciacijos laipsnj G (angl. grade):

G1 - aukstas diferenciacijos laipsnis (geros diferenciacijos navikas): neoplazija yra
morfologiSkai panasi | normaly organg, formuojamos neoplastinés organoidinés strukttiros.
Dazniausiai aukstas diferenciacijos laipsnis pasizymi geresne prognoze negu mazesnj
diferenciacijos laipsnj turin€ios navikinés lgstelés.

G2 ir G3 — vidutiniskas ir zemas diferenciacijos laipsnis (vidutinés ir mazos
diferenciacijos navikas, atitinkamai); lastelés palaipsniui praranda struktiiring organizacija
(JOgi ir kt., 2012).

1.1.5. Molekuliniai inksty véZio patogenezés mechanizmai

Genetiniai poky¢iai. ILK gali biti atsitiktiné arba paveldima. Paveldimos ILK
formos yra: VHL (Gossage ir kt., 2015) ir Birt-Hogg-Dubé sindromai (Perdeaux ir Solly,
2013), paveldima pILK(Dharmawardana ir kt., 2004) ir leiomiomatozé (Shuch ir kt., 2013)
bei tuberkuling skleroz¢ (Sooriakumaran ir Anderson, 2013).

Ir atsitikting, ir paveldima ILK paprastai yra susijusi su trecios chromosomos
trumpojo peties struktiiriniais poky&iais. Sioje genomo vietoje yra gerai Zinomas naviko
augima slopinantis genas VHL, kurio somatinés mutacijos ar epigenetiniai pokyciai
nustatomi daugiau kaip 90 % SIILK atvejy (Gossage ir kt., 2015). Baltymas pVHL yra
svarbus Igstelinio deguonies jutiklis, kuris, esant pakankamam deguonies kiekiui, nukreipia
hipoksija skatinancius veiksnius j proteosomas, kur vyksta jy ardymas (Moore ir kt., 2011).
Manoma, kad hipoksijos geny (HIF1 ir HIF2) raiskos indukcija yra svarbi SIILK vystymosi
varomoji jéga (Kaelin, 2008). Esant neaktyviam VHL, hipoksijos indukcijos veiksnys HIF-1
nenukreipiamas j proteosomas suardymui, tad dél hipoksijos saglygy imitacijos lasteléje HIF
skatina kraujagysliy endotelio augimo veiksnio (VEGF) raiska (Lim ir kt., 2007). VEGF
transkripcijos veiksniy Seimai priklausantys VEGF-A, -C ir jy receptoriai yra pagrindiniai
angiogenezés reguliatoriai. Laukinio tipo VHL praradimas ar nuslopinimas aktyvina VEGF
signaling granding ir transformuojantj augimo veiksnj o (TGF-a), o tai skatina inksty vézio
vystymasi (Lim ir kt., 2007).

Somatiniy VHL mutacijy kiekis SIILK atveju siekia iki 90 % (Sato ir kt., 2013). I8
SIILK nustatyty somatiniy VHL mutacijy 55 % yra rémelio poslinkio arba stop (angl.
nonsense) tipo, o aminoriigstj kei¢iancios (angl. missense) mutacijos sudaro apie 30 %

(COSMIC, 2014). Rémelio poslinkio ir stop mutacijos lemia pVHL funkcijos praradima, tuo
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tarpu aminortigsties pokyti lemianc¢ios VHL mutacijos gali pasireiksti skirtingai, nes atskiros
mutacijos turi skirtingg poveiki pVHL vientisumui ir hipoksijos baltymy stabilizacijai
(Rechsteiner ir kt., 2011). Taip pat daug mutacijy nustatoma ir nekoduojanc¢iuose VHL
regionuose (Gossage ir kt., 2014).

Sekvenuojant inksty navikus buvo nustatytos ir Kity geny, pvz., chromatino
pertvarkymo veiksniy PBRM1, BAP1, SETD2 ir KDM5C, mutacijos ir susietos su ILK
patogeneze (Ibragimova ir kt., 2013). PBRML1 genas, koduojantis SWI/SNF chromatino
pertvarkymo komplekso BAF180 subvienetg, igauna taSkine mutacija 40 % visy SIILK atvejy.
Tai yra antras pagal daznumg mutaves genas po VHL Sio subtipo navikuose. KDM5C ir jo
homologas KDM6A koduoja fermentus, kaip ir PBRM1 dalyvaujanéius chromatino
pertvarkymo procesuose. Siuose genuose nustatomos taskinés mutacijos 3 % visy SIILK
atvejy (Dalgliesh ir kt., 2010). BAP1 yra naviko augima slopinantis genas, sgveikaujantis su
BRCAT1 baltymu ir reguliuojantis Igstelés ciklg bei dalijimasi. Mutacijos §iame gene
nustatomos 8-14 % SIILK atvejy (Pena-Llopis ir kt., 2012).

Epigenetiniai poky¢iai. Epigenetiniame lygmenyje ILK néra gerai iStyrinéta — tik
daugiau kaip 200 geny promotoriy nustatytas metilinimas ir apie 120 miRNR raiska rasta
pakitusi. Dauguma daznai metilinty geny ir pakitusios raiSkos miRNR veikia ILK lgsteliy
invazyvuma (CST6 (Morris ir kt., 2010)), Iastelés ciklo kontrole (CDKN2A
(p14(ARF)/p16(INK4a)) (Hauser ir kt., 2013; Ricketts ir kt., 2014), RASSF1A (Onay ir kt.,
2009)), apoptoze (DAPK1, APAF1 (Ahmad ir kt., 2012)) ir 1gsteliy metabolizma (GSTP1
(Hauser ir kt., 2013)), CDO1 (Schouten ir kt., 2016)). Be to, epigenetiniai poky¢iai,
atsirandantys ILK atveju, veikia kelis svarbius signalinius kelius, susijusius su Igstelinio
deguonies jutimu (VHL/HIF), signalo perdavimu (WNT/B-katenino) ir epiteline-
mezenchimine tranzicija (EMT; transformuojancio augimo veiksnio  (TGFp) ir epitelio
kadherino arba CDH1 (Banumathy ir Cairns, 2010)). Sagveikaudami tarpusavyje, Sie keliai
formuoja tinkla, kurio komponentai yra epigenetiskai iSreguliuojami ir prisideda prie ILK
vézio vystymosi (Shenoy ir kt., 2016). Kol kas pakitusi epigenetiné reguliacija nustatoma
reciau nei geny mutacijos (Joosten ir kt., 2018). Pavyzdziui, VHL promotoriaus metilinimas
pasireiskia tik iki 30 % visy SIILK atvejy (Young ir kt., 2009), 0 PBRM1, BAP1, KDM6A ir
kity chromating modifikuojanciy geny promotoriy hipermetilinimas §IILK navikuose
neaptinkamas arba aptinkamas retai (Ibragimova ir kt., 2013), dél to DNR metilinimo tyrimui
reikalingi nauji biozymenys. Minétuose Igsteliniuose procesuose dalyvauja tokie genai kaip
FBN2, SIM1 ir TACL, tad jy promotoriy metilinimo tyrimas galéty tapti jautriu ir specifisku

molekuliniu bioZymeniu ankstyvai ILK diagnostikai.
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1.2. DNR metilinimas

Epigenetiniai mechanizmai, tokie kaip DNR ir histony modifikacijos, mazos bei ilgos
nekoduojancios RNR, lemia paveldimus geny raiSkos pokyc¢ius be jokiy juos koduojancios
DNR sekos pakitimy (Egger ir kt., 2004). Zinduoliuose daugiausiai vyksta citozino

metilinimas, esantis 5° guanozino puséje (5-metilcitozinas; 5 mC) (Patil ir kt., 2014).

1.2.1. DNR metilinimo mechanizmas

Citozino metilinimas vyksta po DNR sintezés. Metilo grupé, gauta i$ Sios grupés
donoro S-adenosilmetionino (SAM), yra perkeliama ant citozino 5-to anglies atomo (1.3.
pav.). Fermenting reakcija vykdo fermenty Seima, vadinama DNR metiltransferazémis
(DNMT). Zinduoliuose vyksta trijy DNMT geny raiska: DNMT1, DNMT3A ir DNMT3B,
kuriy pagrindiné funkcija yra DNR metilinimas. Sie baltymai yra labai konservatyviis, tad
jiems buidinga panasi aminoriig§¢iy seka (Hamidi ir kt., 2015). DNMT1 — pagrindinis
zinduoliy DNR metilinimo fermentas — yra atsakingas uz hemi-metilinty viety poreplikacing
modifikacijg iki pilno metilinimo (palaikomasis metilinimas), tuo tarpu DNMT3A ir
DNMT3B daugiausia dalyvauja naujy sri¢iy (de novo) metilinime (Laird, 2003).

Metilo grupés donoras SAM susidaro prijungiant ATP prie metionino, veikiant
fermentui metionino adenoziltransferazei (MAT). Po metilo grupés perkélimo reakcijos SAM
sudaro biprodukta S-adenozilo homocisteing (SAH), kuris veikia kaip stiprus DNMT
inhibitorius (Grillo ir Colombatto, 2008). SAH véliau yra skaidomas veikiant SAH hidrolazei
(SAHH), sudarant homocisteing, kuris vél gali biiti metilinamas (Grillo ir Colombatto, 2008).

NH,

NH,
N/j DNMT NF @
P P
07 N ; ; o’kn
| SA SAH |
! Lot !
Citozinas 5" metilcitozinas

1.3 pav. Citozino metilinimo mechanizmas. DNMT — DNR metiltrasferazé, SAM — S-
adenozilmetioninas, SAH — S-adenozilhomocisteinas (pritaikyta pagal Zakhari, 2013)
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1.2.2. Biologiné DNR metilinimo reik§mé

Genominiai DNR metilinimo modeliai yra labai svarbiis X chromosomos
inaktyvacijai, transkripcijos reguliacijai, genomo stabilumui ir geny imprintingui (Smith ir
Meissner, 2013). Pirminés DNR metilinimo funkcijos yra paveldimas retrotranspozony
transkripcijos nuslopinimas, monoaleliné imprintinty geny raiSka ir atrankus geny promotoriy
atidengimas transkripcijos veiksniams (Bestor ir kt., 2015). Tac¢iau dabartiniai tyrimai
atskleidzia, kad DNR metilinimas yra svarbus geny kiino palaikymui, intrageninio
promotoriaus naudojimui (Maunakea ir kt., 2010), enhanseriy modeliavimui (Agirre ir kt.,
2015) ir alternatyviam splaisingui (Yearim ir kt., 2015).

CpG saly metilinimas. Zinduoliy CpG salos (angl. CpG islands) yra trumpos,
tarpinés DNR sekos, kurios skiriasi nuo jprasto genomo modelio CG turtingais regionais.
Dauguma CpG saly yra transkripcijos iniciacijos taskai, jskaitant ir tuos, kurie yra labai nutole
nuo anotuoty geny promotoriy (Deaton ir Bird, 2011). Dauguma CpG saly yra randamos
beveik puséje zinduoliy genomo geny proksimalinio promotoriaus zonoje (arba geno
pradzioje), tiesiogiai susijusioje su geny nutildymu. Normaliose lastelése jos dazniausiai
nemetilintos (Allis ir Jenuwein, 2016). Stipri atvirkstiné koreliacija tarp DNR promotoriaus
metilinimo ir transkripcijos padéjo suprasti, kad DNR metilinimas yra susijgs su geny

promotoriy ir pasikartojanciy seky slopinimu (Siegfried ir kt, 1999).

CpG

TPT Intrageniné Intergeniné

oD ? * ﬁ)(]??ﬁ)ﬁ) * e O T . (88188 T L]

1.4 pav. CpG saly issidéstymas genome. CpG salos gali biiti i$sidésCiusios anotuotuose
transkripcijos pradzios taskuose (TPT), geny kiinuose (intrageninés CpG) arba tarp anotuoty
geny (intergeninés CpG). Balti rutuliukai — nemetilintos, juodi rutuliukai — metilintos CpG
salos (pritaikyta pagal Deaton ir Bird, 2011)

Metilinimas ne CpG kontekste dazniausiai sutinkamas embrioninése ir
pluripotentinése lgstelése (Ziller ir kt., 2011). Ryskiausi zinduoliy genomo metilinimo
pokyciai vyksta pirminése gemalo lgstelése prie§ implantacija (Smallwood ir kt., 2011). Viso

genomo mastu vykstantis DNR demetilinimas yra svarbus norint sukurti pluripotentiskas
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struktiiras ankstyvuose embriono vystymosi etapuose ir iStrinti tévy kilmes imprintus
besivystanciose pirminése gemalo lastelése (Feng ir kt., 2010). I pradziy buvo manoma, kad
diferencijuotos lgstelés nemetilinamos, tac¢iau dabar, nustacius metilinimg ne CpG kontekste
beveik visuose Zzmogaus audiniuose, atrasti reik§mingi audiniams saviti skirtumai (Schultz ir
kt., 2015). Pavyzdziui, smegenyse metilinimas ne CpG kontekste yra labai svarbus, nes $i
modifikacija atsiranda brestant neuronams ir islieka visa gyvenima (Guo ir kt., 2014).

1.2.3 DNR metilinimas ir vézys

Netikslus epigenetinis reguliavimas, jskaitant kintantj DNR metilinima, apibudina
daugybe ligy, iskaitant ir vézj (Portela ir Esteller, 2010). Palyginus su normaliomis Igstelémis,
véziniy lgsteliy epigenome nustatomi reik§mingi DNR metilinimo poky¢iali, taip pat histony
modifikacijos (Rodriguez-Paredes ir Esteller 2011).

Pirmoji nustatyta véziui specifiné epigenetiné anomalija buvo hipometilinimas —
genomo mastu sumazejes CpG metilinimas. Palyginus su normaliomis lastelémis, véZinése
lastelése nustatomas apie 20-60 % mazesnis 5 mC lygis. Globalus DNR metilinimo
praradimas vyksta daugelyje genominiy regiony, tokiy kaip pasikartojantys elementai ir
retrotranspozonai, dél kuriy vyksta judriyjy elementy ir endoparazitiniy seky (pvz., LINE
Seimos nario L1) aktyvavimas. Tai skatina genomin;j nestabiluma (Howard ir kt., 2008) ir
naviko formavimasi (Gaudet ir kt., 2003). Hipometilinus tam tikrus promotorius, indukuojami
onkogenai ir skatinamas imprintingo zymiy praradimas ir kitose DNR vietose.

Promotoriy sri¢iy hipermetilinimas yra dazniausias epigenetinis pokytis
navikuose. Jis randamas beveik visuose vézio tipuose ir yra susijes su geny raiskos slopinimu
(1.5. pav.) (Baylin ir Herman, 2000). Naviko genomas patiria evoliucinj spaudima, dél kurio,
hipermetilinant promotoriy, nutildomi naviko augima slopinantys genai. Gerai zinomas
naviko augima slopinantis genas RB1 (angl. retinoblastoma 1) buvo pirmasis nustatytas tokiu
budu iSveiklintas genas (Ohtani-Fujita ir kt., 1993).

DNR metilinimas vaidina svarby vaidmenj daugybés su véziu susijusiy geny raiskos
slopinime, taip paveikiant daug gyvybiskai svarbiy lasteliniy procesy, jskaitant lastelés ciklo
kontrole, apoptoze, signalo perdavima, lgsteliy adhezijg ir angiogeneze (Suzuki ir kt., 2012).

Nustatyta, kad mazdaug puse klasikiniy naviko augima slopinanc¢iy geny, kurie
mutuoja Seiminio vézio sindromy atveju, yra nutildomi promotoriaus hipermetilinimo biidu
(Feinberg ir Tycko, 2004). Randama vis daugiau geny, susijusiy su lastelés ciklo kontrole,

DNR reparacija, naviko invazyvumu ir atsaku j augimo veiksnius, kurie vystantis véziui
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nutildomi hipermetilinant promotoriy (Suzuki ir kt., 2008). Be to, viso genomo analizés
metodai, tokie kaip mikrogardelés ir naujos kartos sekoskaita, leido i§samiai iSanalizuoti
visuminj véziniy lasteliy metilinimo ir miRNR raiskos (metilomo ir miRNomo, atitinkamai)
profilj, dél to tokiu badu slopinamy geny sarasas dabar sparciai auga (Lopez-Serra ir Esteller,
2012).

NORMALI - Egzonai
LASTELE - Pasikartojatios sekos
? Nemetilinti citozinai

VEZINE —X ? Metilinti citozinai

1.5 pav. DNR metilinimo skirtumai normalioje ir vézinéje Iasteléje (pritaikyta pagal Gal-
Yam ir kt., 2008)

Chromatino modifikacijos. Metilo grupiy buvimas tam tikruose DNR
regionuose priklauso nuo DNR metiltrasferaziy DNMT1, DNMT3A ir DNMT3B, kuriy
rai$ka véZio atveju dazniausiai randama iSaugusi (Lin ir Wang, 2014). Sie fermentai ir kiti
prie metilinty CpG prisijungiantys baltymai, tokie kaip MBD2, MBD3 (angl. Methyl-CpG
Binding Domain Protein 2, 3) ir MeCP2 (angl. Methyl-CpG Binding Protein 2), nukreipia
histony deacetilazes ir kitus histonus modifikuojancius baltymus prie metilinto promotoriaus.
Trecio ir ketvirto histony deacetilinimas skatina chromatino sutankéjimg ir geny raiskos

slopinimg (Ropero ir Esteller, 2007).

1.2.4. Inksty véZio DNR metilinimo tyrimai

DNR metilinimas vaidina svarby vaidmenj ILK vystymesi ir progresavime.
Epigenetinis daugelio naviko augimg slopinanc¢iy geny nutildymas, kurj sukelia promotoriaus
CpG hipermetilinimas, padidina naviko lgsteliy proliferacija, invazijg ir metastazavima
(Shenoy ir kt., 2015).

Pirmaisiais genominiu mastu atliktais ILK DNR metilinimo tyrimais (Morris ir kt.,
2011) buvo nustatytas tarp gretimy gerybiniy ir piktybiniy inksty audiniy besiskiriantis DNR
metilinimo profilis, su padidéjusiu metilinimu agresyvesniuose vézio atvejuose (Kreighton ir

kt., 2013). Papildomi ILK tyrimai nustaté, kad DNR metilinimas yra galimas rizikos veiksnys

17



ir vaidina svarby vaidmenj naviko vystymesi. Pavyzdziui, retrospektyviniu beveik 900 inksty

vézio atvejy tyrimu nustatytas genomo mastu sumazéjes DNR metilinimas (Mendoza-Perez ir

kt., 2016). Kitais tyrimais, kaip dazniausiai randamas ILK epigenetinis pokytis, buvo

nustatytas regioninis hipermetilinimas. Taip pat nustatyta, kad inksty vézio audiniuose DNR

hipermetilinimas yra placiai paplites ne tik geny, bet ir inkstams specifiniy enhanseriy

regionuose, ir kad Sie poky¢iai lemia hipoksijos signaliniy keliy isreguliavima (Hu ir kt.,

2014). Issamus ILK atlikty DNR metilinimo tyrimy sgrasas pateiktas 1.4 lenteléje.

1.4 lentelé. Genai, kuriy promotoriai yra metilinami inksty vézio atveju

Metilinimo daznis

Vézio nulemti 0
Genas (%) Autorius
poky¢iai
ILK Kontrolé
VHL 3-42 0 Onay ir kt., 2009; Morris ir kt., 2010;
AngiogeneZé GREM1 14-41 0-24 Ricketts ir kt., 2014; Schouten ir kt., 2016
TIMP3 10-78 0-39
GSTP1 6-18 0-7 Dulaimi ir kt., 2004; Hoque ir kt.,2004;
Morris ir kt., 2011; Ricketts ir kt., 2014;
UCHL1 7-37 - Schouten ir kt., 2016; v Vlodrop ir kt.,
2017
Metabolizmas | QPCT 15-45 0-5
FST 12-20 6
CDO1 38-41 -
CST6 0-46 0-11 Morris ir kt., 2010; Morris ir kt., 2011;
Ricketts ir kt., 2012; Ricketts ir kt., 2014;
3 COL1A2 16-41 0-45 v Vlodrop ir kt., 2017
Invazija
COL14A1 7-44 5
FBN2 21-52 0
CDKN2A(P14) | 0-71 0-27 Hoque ir kt., 2004; Okuda ir kt., 2006;
Acrai ir kt., 2008; Morris ir kt., 2010;
Lastelés ciklo | CDKN2A(P16) | 0-73 0-62 Ricketts ir kt., 2014
reguliacija RPRM 9-44 18
RASSF1A 23-91 0-100
DAPK1 0-66 0-41 Christoph ir kt., 2006; Morris ir kt., 2011;
Ricketts ir kt., 2014
Apoptoze APAF1 41-100 9-33
CCDC8 6-35 0
CDH1 6-83 0-87 Onay ir kt., 2009; Ellinger ir kt., 2011,
Adhezija Morris ir kt., 2011, Lin ir kt., 2014,
PCDHS8 19-68 0-7 Schouten ir kt., 2016; v Vlodrop ir kt.,
2017
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LAD1 27-35 3)
DLEC1 12-35 0-3 Okuda ir kt., 2006; Morris ir kt., 2008;
PTGS? 6-96 0-100 Ellinger ir kt., 2011; Ricketts ir kt., 2012

Proliferacija | APC 5-54 0-9
SPINT2 30-47 3)
EPB4IL3 19-45 -

Transportas SLC34A2 27-34 0 Ricketts ir kt., 2012; Ricketts ir kt., 2014
ZSCAN18 32-55 0 Hoque ir kt., 2004; Okuda ir kt., 2006;
HOXB13 7-44 0 Morris ir kt., 2010; Ricketts ir kt., 2012; Li

ir kt., 2013; Ricketts ir kt., 2014
Transkripcijos | RARB 2-53 0-15

reguliacija | BNC1 19-46 |5
OvOL1 14-32 0
KLF4 44-69 0

ILK — inksty lasteliy karcinoma

Epigenetiniai poky¢iai, ypa¢ DNR metilinimas, yra patrauklus vézio bioZymuo dél
keliy priezas¢iy. DNR metilinimo pokyc¢iai laikui bégant islieka stabilts ir gali buiti
analizuojami paprastais ir nebrangiais metodais. Be to, DNR metilinimo pokyc¢iai, prieSingai
nei somatinés mutacijos, daznai nustatomi ankstyvose inksty vézio vystymosi stadijose.
Metilinta DNR aptinkama kraujyje ir Slapime, dél to gali biiti naudojama neinvaziniy véZio
zymeny kiirimui. Prie§ingai nei genetinis inksty vézio naviky heterogeniskumas (Gerlinger ir
kt., 2014), skirtingose to paties naviko dalyse randami santykinai vienodi DNR metilinimo
poky¢iai (Wei ir kt., 2015). Sie tyrimai rodo, kad metilomas islicka stabilus naviko
progresavimo metu, o tiriant DNR metilinimo poky¢ius biity galima iSspresti intranavikinio
heterogeniSkumo problema, su kuria susiduria daugelis genetiniy biozymeny (Stewart ir kt.,
2016).
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1.3. Tirty geny charakteristikos

1.3.1. FBNZ2 genas

FBN2 (angl. fibrillin-2) yra 5q23.3 lokuse esantis baltyma koduojantis genas,
priklausantis uzlastelinio matrikso baltymy Seimai ir dalyvaujantis mikrofibriliy susidaryme.
FBN2 produktas — baltymas fibrilinas 2 — siejamas su elastinio pluosto susidarymu keliuose
audiniuose. Fibrilinai yra dideli glikoproteinai, turintys epidermio augimo veiksnio kalcio
suriSimo domeny pasikartojimus, taip pat 8 unikalius cisteino domenus, aptinkamus tik Sioje
baltymy Seimoje (1.6 pav.) (Davis ir kt., 2012). Didziausia FBN2 geno raiSka nustatoma
adipocituose, bronchy epitelio 1gstelése ir placentoje. FBN2 raiska pirmg kartg buvo aptikta
mezenchiminiuose audiniuose ir tiriant epitelio ir mezenchimos sarysj (Yi ir kt., 2012).

FBN2 daznai metilinamas ILK, 0 jo raiSkos praradimas in vitro siejamas su padidéjusia
inksty vézio i$sivystymo rizika (Morris ir kt., 2011). TCGA KIRC (angl. The Cancer Genome
Atlas Kidney Renal Clear Cell Carcinoma) projekto duomeny analizé parodé, kad FBN2
metilinimas yra labai paplites ILK epigenetinis zymuo, jo metilinimo daznis sieké 40-53 % tirty

atvejy. Tuo tarpu FBN2 somatiniy mutacijy daznis sieké tik 3 % (Ricketts ir kt., 2014).

A A A

Unikali terminaliné 4 cisteiny
seka pasikartojimo
regionas

I] EGF domenas

. .. . Hibridinis domenas
Prolinu ar glicinu

i turtingas domenas
8 cisteny
I] Kalcio surisimo EGF pasikartojimo
domenas regionas

1.6 pav. Zmogaus FBN2 geno (A) ir baltymo (B) struktiira. A: FBN2 genui
budingi tankiai supakuoti egzonai 3°-srityje (vertikaliis stulpeliai) ir ilgi intronai
5’-geno srityje (horizontalios V formos); B: FBN2 baltymo struktira; EGF —
epidermio augimo veiksnys (pritaikyta pagal Davis ir kt., 2012)
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1.3.2. SIM1 genas

SIM1 (angl. single-minded homolog 1) genas, esantis 6q16.3 lokuse, koduoja baltyma,
priklausantj pagrindinei spiralés-Kilpos-spiralés (angl. basic helix-loop-helix, bHLH)
transkripcijos veiksniy Seimai. SIM1 yra pagrindinis bHLH transkripcijos veiksnys, susijes su
pagumburio paraventrikulinio branduolio i$sivystymu ir energijos homeostazés palaikymu
(Ramachandrappa ir kt., 2013). DidZiausias $io geno raiSkos lygis nustatomas inkstuose. Buvo
nustatyta, kad SIM1 geba paveikti energijos homeostaze, dalyvaudamas centrinio
melanokortino signaliniame kelyje (Ramachandrappa ir kt., 2013). Taip pat viename i$ tyrimy
buvo nustatyta, kad SIM1 geno hipomorfizmas (mazesnio baltymo kiekio susidarymas) arba
delecija gali sukelti nutukimg (Tolson ir kt., 2010), o nutukimas yra vienas i§ ILK rizikos
veiksniy.

Genominiy tyrimy metu, kuriy tikslas buvo naujy epigenetiniy Zymeny paieska, buvo
nustatytas reikSmingas SIM1 metilinimo padidé¢jimas ir jo rySys su padidéjusia metastaziy
i$sivystymo rizika plauciy ir kriities vézio atvejais (Faryna ir kt., 2012; Daugard ir kt., 2016).
Sie tyrimai parodo, kad SIM1 gali bati jtrauktas j neoplastinius procesus, taiau SIM1

vaidmuo ILK atsiradime ir progresavime iki galo dar néra isaikintas (Kim ir kt., 2018).

A
{HiiH i H -

B

E- PASA  PASB Transaktyvacija

1.7 pav. Zmogaus SIM1 geno (A) ir baltymo (B) struktiira. A: juodais langeliais

vaizduojami koduojantys regionai, baltais — nekoduojantys, horizontalios linijos — intronai. B:

SIM1 baltymo struktiira; bHLH — spiralés-kilpos-spiralés domenas (pritaikyta pagal Hossain
ir kt., 2016)

21



1.3.3. TAC1 genas

TAC1 (angl. tachykinin precursor 1) yra baltyma koduojantis genas, esantis 7q21.3
lokuse ir priklausantis tachikininy Seimai. Zinduoliy tachikininai yra peptidai, sudaryti i§ 10-
12 aminoriigs¢iy ir turintys hidrofobinj C-galo motyva FXGLM-NH2. TAC1 koduoja keturis
tachikininy hormony Seimos produktus: P medziaga (SP), neurokining A (NKA) ir susijusius
neuropeptidus K ir gamma (NPK ir NPY, atitinkamai) (1.8 pav.). Geno produktai susidaro dél
alternatyvaus splaisingo ir potransliaciniy modifikacijy. Manoma, kad Sie hormonai veikia
kaip neurotransmiteriai, kurie sgveikauja su nervy receptoriais ir lygiyjy raumeny lastelémis.
SP ir NKA raiSka vyksta jautriuose pirminiuose jutimo neuronuose, kurie yra iSsidéste
nugaros smegeny $akny nerviniuose mazguose. Nedidel¢ jy raiska nustatoma ir kitose
lastelése (Zhang ir kt., 2000). SP dalyvauja regulivojant Sirdies daznj, kraujospiidj ir
kraujagysliy i§sitempima, taip pat yra svarbi iSemijos, reperfuzijos atvejais bei Sirdies ir
kraujagysliy sistemos atsake i stresa, susijusi su angiogeneze, skausmo signaly perdavimu ir
uzdegimu (Mistrova ir kt., 2016). NPY yra peptidas, kurio raiska vyksta keliose kiino
sistemose, tac¢iau didziausia nustatoma galvos smegenyse (Yang ir kt., 2009).

Kol kas TAC1 geno metilinimo tyrimy inksty vézio atveju néra, taciau buvo pastebéta,
kad plauciy ir storosios zarnos vézio atvejais TAC1 geno promotorius yra metilintas ir
manoma, kad jo metilinimo daznis gali biiti §iy vézio tipy i$sivystymo rodiklis (Rasmussen ir
kt., 2016; Hulbert ir kt., 2017). Taip pat Misawa su kolegomis (Misawa ir kt., 2018) nustaté,
kad TAC1 geno metilinimo daznis statistiskai reik§mingai siejamas su blogu ligoniy,

serganciy burnos ertmeés véziu, i§gyvenamumu.

T~ 6 ~ / exon?
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Medziaga P Neuropeptidas K
Neuropeptidas gamma
Neurckininas A

1.8 pav. Zmogaus TAC1 geno struktiira. Vertikalios juodos juostos vaizduoja egzonus;
atviruose langeliuose nurodomi 5° ir 3" netransliuojami regionai; horizontali linija tarp
egzony vaizduoja intronus. Po schema nurodyti TAC1 geno produktai (pritaikyta pagal Marui
ir kt., 2007)
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II. MEGINIAI IR METODAI

2.1. Ligoniai ir méginiai

Tyrimui naudoti inksty navikiniai ir nenavikiniai méginiai buvo surinkti i$ inksty

véziu serganciy ligoniy, kurie 2013-2016 m. buvo operuojami Vilniaus universiteto ligoninés

Santaros klinikose. Méginiai surinkti vykdant projekta ,,Inksty vézio biozymeny vertés

tyrimas ligos prognozei bei atsakui j terapija“ ir gavus Lietuvos bioetikos komiteto leidima. IS

viso buvo istirti 126 navikiniai ir 35 nenavikiniai méginiai, kuriy demografinés ir klinikinés-

patologinés charakteristikos pateikiamos 2.1 lenteléje.

2.1 lentelé. Tirty méginiy demografings ir klinikinés-patologinés charakteristikos

- Inksty vézZys Nenavikiniali
Charakteristika N:ql 26 y méginiai, N=35

AmZius, vidurkis £ SN (metais) 63,1+12,5 66 + 13,5
Lytis:

Vyrai, N (%) 68 (54,0) 15 (42,9)

Moterys, N (%) 58 (46,0) 20 (57,1)
Naviko dydis, vidurkis £ SN (mm) 56,7 £29,0 -
Naviko stadija:

pT1, N (%) 52 (41,0)

pT2, N (%) 6 (5,0) -

pT3, N (%) 62 (49,0)

pT4, N (%) 6 (5,0)
Diferenciacijos laipsnis:

G<2,N (%) 78 (61,9) -

G3, N (%) 48 (39,1)
Furhman laipsnis:

<2, N (%) 51 (40,5) -

>3, N (%) 75 (59,5)
Intravaskuliné invazija:

Taip, N (%) 41 (32,5) -

Ne, N (%) 85 (67,5)
Nekrozé:

Taip, N (%) 30 (23,8) -

Ne, N (%) 96 (76,2)

SN — standartinis nuokrypis
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2.2. Metodai

2.2.1. DNR skyrimas

I du 1,5 mL talpos mégintuvélius pilama po 500 pL lizés buferio (50 mM Tris-HCI,
pH 8,5; 1 mM EDTA,; 0,5 % Tween-20 (Thermo Fisher Scientific Baltics, TFSB)), dedamas
nedidelis kiekis Saldyto, } miltelius susmulkinto audinio ir gerai iSmaiSoma stipriai supurtant.
Meéginiai inkubuojami ~1 h 55 °C temperatiiroje termobloke (Thermomixer Comfort,
Eppendorf), purtant 400 rpm grei¢iu. Po inkubacijos ] mégintuvélius dedama po 20-25 pL
proteinazés K (20 mg/mL) (Thermo Fisher Scientific Baltics, TFSB). Méginiai gerai
iSmaiSomi ir ~ 16 h inkubuojami 55 °C temperatiiroje termobloke, purtant 400 rpm. Praéjus
inkubacijai, patikrinama, ar visi méginiai lizavosi. Jeigu méginio dalelés vis dar matomos,
papildomai dedama 5 pL proteinazés K, gerai iSmaiSoma ir dar ~ 30 min inkubuojama
termobloke. Kai visi méginiai lizuojasi, j kiekvieng mégintuvélj pilama po 500 pL
fenolio/chloroformo/izoamilo alkoholio (25:24:1) (Thermo Fisher Scientific Baltics, TFSB)
misinio. Méginiai 10 min vartomi rankose ir centrifuguojami 10 min 14000 rpm greiciu
(Centrifuge 5424, Eppendorf). Susidares virSutinis vandeninis sluoksnis atsargiai
nusiurbiamas, stengiantis nepriliesti viduryje susidariusio baltymy sluoksnio, ir perkeliamas }
naujus mégintuvelius. Kartojamas valymas fenolio/chloroformo/izoamilo alkoholio miSiniu.
Po antro valymo j mégintuvélius dedama po 500 pL chloroformo (Roth) ir 10 min vartoma
rankose, tada centrifuguojama 10 min 14000 rpm. Susidariusi virSutiné frakcija perkeliama j
naujus mégintuvélius ir DNR precipitacijai dedama po 40 uLL 5 M amonio acetato (Fluka), 1
mL 96 % etanolio ir 1,5 pL glikogeno (0,01 mg/mL) (TFSB), gerai iSmaiSoma ir inkubuojama
-20 °C temperatiiroje 2 h. Po inkubacijos méginiai centrifuguojami 25 min 14000 rpm greiciu.
Supernatantas paSalinamas, o nuosédos praplaunamos 500 uL 70 % etanoliu, gerai iSmaiSoma

ir centrifuguojama 25 min 14000 rpm. Supernatantas pasalinamas, nuosédos dziovinamos

nuosédy (DNR), pilama po 20 pL sterilaus vandens ir 1 h tirpinama kambario temperatiiroje.
Poriniy mégintuveliy DNR apjungiama, gerai iSmaiSoma, trumpai centrifuguojama ir laikoma
kambario temperatiiroje dar iki 1 h. DNR koncentracija ir Svarumas matuojami NanoDrop
2000 spektrofotometru (Thermo Scientific). Méginiai laikomi -20 °C temperatiiroje, ilgesniam

saugojimui perkeliami j -80 °C temperatiira.
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2.2.2. DNR bisulfitiné modifikacija

DNR bisulfitiné modifikacija vykdoma EZ DNA Methylation™ Kit (Zymo Research)
rinkiniu. Sios reakcijos metu DNR grandinéje esantys metilinti citozinai licka nepakite, o
nemetilinti yra ver¢iami uracilu (2.1 pav.). Prie$ modifikacijg paruoSiamas CT Conversion
reagentas: ] mégintuvélj su reagentu pilama 750 puL vandens ir 210 uL. M-Dilution buferio,
stipriai supurtoma ir 10 min intensyviai vartoma rankose.

400 ng DNR sumaiSoma su 45 pL vandens. | paruosta DNR méginj jpilama 5 pL M-
Dilution buferio, iSmaiSoma ir 15 min inkubuojama 42 °C temperatiiroje. Pasibaigus
inkubacijai pilamas pries tai paruostas CT Conversion reagentas (100 pL), supurtoma ir 16 h
inkubuojama 50 °C temperatiiroje. Reakcija nutraukiama meéginius 10 min palaikant 4 °C
temperatiiroje. Nudruskinimas atlickamas naudojant Zymo-Spin™ IC Column kolonéles, jas
jstatant j surinkimo mégintuvélius ir pilant po 400 pL M-Binding buferio. IneSama
modifikuota DNR, kolonélés uzdaromos ir kelis kartus Svelniai pavartomos rankose.
Kolonelés centrifuguojamos 30 s > 10000 X g, filtratas pasalinamas. Atliekant plovima, |
kolonélés jpilama po 100 uL M-Wash buferio ir centrifiguojama 30 s didziausiu leistinu
grei¢iu. Tada j kolonéles jpilama po 200 uLL M-Desulphonation buferio, jos paliekamos
kambario temperattiroje 15-20 min ir taip pat centrifuguojama 30 s didZiausiu leistinu greiciu.
Po to plaunama 200 pL M-Wash buferio ir centrifuguojama 30 s, procediira kartojama.
Kolonélé statoma j nauja 1,5 mL mégintuvélj ir per du kartus, uzpylus po 40 uL. M-Elution

buferio bei nucentrifugavus > 10000 x g, surenkama modifikuota DNR.

NH, NH, 0
HSO , ’
NZ 3 NZ HO HN oH HN
g L0~ L, = L]
/ - N -

07 N OH 07 N7 Tso, 0”7 N7 Tso, HSO; o7 Ty
H H NHy H H
Citozinas Citozino sulfonatas Uracilo sulfonatas Uracilas

NH,
CH .
= | 3 ;S%S
07 >N OH

5'-metilcitozinas

2.1 pav. DNR modifikacija natrio bisulfitu
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2.2.3. Metilinimui jautri polimerazés grandininé reakcija (PGR)

Metilinimui jautrios PGR (angl. Methylation-Specific PCR, MSP) metu modifikuota
DNR yra pagausinama naudojant dviejy tipy pradmenis — metilintai (angl. methylated, M) ir
nemetilintai (angl. unmethylated, U) sekai atrankiy pradmeny poras (Metabion). Reakcijai
atlikti naudojami Phusion U Hot Start DNA Polymerase kit ir AmpliTaq DNA Polymerase kit
(Thermo Fisher Scientific Baltics, TFSB) reagenty rinkiniai.

Visi reikalingi reagentai (iSskyrus DNR polimeraz¢) bei méginiai atSildomi kambario
temperatiiroje ~ 30 min. AtSilg reagentai gerai iSmaiSomi ir trumpai centrifuguojami.
Kiekvienam tiriamam méginiui paruoSiama po du 0,2 mL talpos mégintuvélius (vienas M,
kitas U reakcijai). M ir U reakcijoms reagenty misiniai ruoSiami atskiruose 1,5 mL talpos
mégintuvéliuose, besiskirianciuose tik naudojamais pradmenimis. Neigiamai ir teigiamai
kontrolei buvo naudojama modifikuota leukocity DNR, kuri teigiamai kontrolei pries$ tai buvo
in vitro metilinta. Reakcija su TAC1 genu yra renkama $aldané¢iame stovelyje. Reakcijos

komponentai pateikti 2.2 ir 2.3 lentelése.

2.2 lentelé. FBN2 ir SIM1 geny MSP reakcijos miSinio komponenty kiekiai vienam méginiui

Komponentas Reakcijos tiris

X pL

H20 14,35

5% HF buferis 4

16 mM dNTP 0,25

100 uM pradmenys (p + ap*) 0,1+0,1

Phusion DNR polimerazé (5 U/uL) 0,2

Modifikuota DNR (konc. 10 ng/pL) 1

*p — prasminis pradmuo; ap — antiprasminis pradmuo
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2.3 lentelé. TAC1 geno MSP reakcijos miSinio komponenty kiekiai vienam méginiui

Komponentas Reakcijos tiris

X uL

H20 15

10x PGR buferis 2,5

25 mM MgCl; 2,5

16 mM dNTP 2,5

100 uM pradmenys (p + ap*) 0,125 + 0,125

Enhanseris 1

AmpliTag DNR polimerazé (5 U/uL) 0,25

Modifikuota DNR (konc. 10 ng/uL) 1

*p — prasminis pradmuo; ap — antiprasminis pradmuo

Paruosti reakcijos miSiniai gerai iSmaiSomi, i$pilstomi po 19 uL (FBN2 ir SIM1 geny
atveju) ir po 24 pL (TACL1 geno atveju) j paruostus 0,2 mL talpos mégintuvélius ir dedama po
1 pL modifikuotos DNR. Paruosti méginiai gerai iSmaiSomi ir centrifiguojami 1 min 13000
rpm. Po centrifugavimo neturi likti oro burbuly.

Meéginiai nedelsiant perkeliami j termociklerj (Mastercycler® pro, Eppendorf). PGR
salygos pateiktos 2.4 lenteléje. Pasibaigus termociklerio programai, méginiai centrifuguojami

1 min 13000 rpm ir vykdoma elektroforeze.

2.4 lentelé. Tirty geny MSP reakcijy programos

Cikly
Etapas Temperatiira, °C Trukmé
skaicius
Polimerazés aktyvinimas 95 5 min 1
DNR grandini
& ] ! 95 45s
atskyrimas
35/ 34/ 342
Pradmeny prijungimas 60/ 62/ M-65; U-63! 20s
Pradmeny ilginimas 72 45s
Galutinis ilginimas 72 7 min 1
Saugojimas 4 0 -

LFBN2, SIM1 ir TAC1, atitinkamai; reakcija su TAC1 genu vykdoma naudojant temperatiiros
gradientg
2 FBN2, SIM1 ir TAC1, atitinkamai
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2.2.4. Elektroforezé agarozeés gelyje

MSP reakcijos produktai analizuojami 3 % agarozés gelyje. Gelis ruoSiamas i$ 3,6 g
agarozés (TFSB) ir 120 mL 1x TAE buferio (Roth). Agarozés milteliai gerai iSmaiSomi ir
kaitinami mikrobangy krosneléje kol issilydo. Laukiama, kol i$silydziusi agarozé Siek tiek
atvés ir dedama 7 pL etidzio bromido (Roth), gerai iSmaiSoma ir pilama j paruosta (su
istatytomis gelio Sukomis) elektroforezés rémelj. Geliui sustingus (po 45 min), gelio Sukos
pasalinamos, rémelis su geliu statomas j elektroforezés vonele ir pilama 1x TAE buferio, kol
visas gelis yra apsemiamas. | vonele su buferiu dedama dar 7 pL etidzio bromido ir gerai
iSmaiSoma. 6 pL MSP reakcijos produkto maiSoma su ~1 pL 6X TriTrack dazo (TFSB) ir
nesama j Sulinélj. UZpylus visus méginius, j pirmg Sulinélj dedama 2 pL pUC19 (TFSB) DNR
ilgio Zymens. Elektroforez¢ vykdoma 45 min 90 V elektros lauke. Gelis analizuojamas geliy
dokumentacijos sistema (GelDoc-1t™ 310 Imaging System; UVP). Tirty geny elektroforezés
geliy nuotrauky pavyzdziai pateikti 2.2 pav.

A

2.2 pav. Agarozés gelyje isfrakcionuoti tirty geny FBN2 (A), SIM1 (B) ir TAC1 (C) PGR

reakcijos produktai. M — reakcija su metilintai, U — nemetilintai sekai skirtais pradmenimis;

NK — nemetilinta kontrolé; MK — metilinta kontrolé; 1-9 — tirti méginiai; TK — tarSos

kontrolé; IZ — DNR ilgio zymuo
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2.2.5. Statistiné analizé

Geny FBN2, SIM1 ir TAC1 promotoriy metilinimo biiseng jvertinus kokybiskai MSP
metodu, visy geny metilinimo lygis buvo apskaiciuotas metilinty navikiniy méginiy dalj
padalinus i§ visy navikiniy méginiy skaiciaus ir iSreiSkus procentais. Siekiant jvertinti
tinkamumg diagnostikai, buvo apskaiciuoti geny jautrumo ir specifiskumo rodikliai:
jautrumas = metilinti navikiniai méginiai/visi navikiniai méginiai X100 %; specifiSkumas =
metilinti nenavikiniai méginiai/visi nenavikiniai meéginiai X100 %. Kokybinés metilinimo
daznio sgsajos su ligoniy demografiniais ir klinikopatologiniais rodikliais tikrintos tiksliuoju
FiSerio testu (angl. Fishers’s exact test). Kiekybiniai kintamieji buvo lyginami Mann-Whitney
testu (angl. Mann-Whitney U test). StatistiSkai reik§mingu skirtumu buvo laikomos vertés, kai
P <0,050.

Visi skai¢iavimai buvo atlikti naudojant GraphPad Prism 7, STATISTICA 8 ir
Microsoft Excel 2016. Grafikai braizyti naudojant GraphPad Prism 7 programa.
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I1l. REZULTATAI

3.1. FBN2, SIM1 ir TAC1 promotoriy hipermetilinimas navikiniuose ir
nenavikiniuose méginiuose

Navikiniy méginiy hipermetilinimo daznis FBN2 atveju sieké 48,4 % (61/126), SIM1
— 17,6 % (22/126) ir TACL1 atveju — 60,6 % (77/126). Visy tirty geny navikiniy méginiy
hipermetilinimo daZnis buvo statistiskai reikSmingai didesnis (P < 0,001) uz nenavikiniy

méginiy hipermetilinimo daZnj, kuris visais atvejais buvo vienodas — 5,7 % (2/35) (3.1 pav.)

=5 P<0,001 [ Nenavikiniai
1 p<0 001 — :

Navikiniai
601 p—— - méginiai
50+

404
- P<0,001
1

20+

10+
ol 1 1 i

FBN2 SIM1  TACT1

Metilinimo daznis,%

3.1 pav. Geny FBN2, SIM1 ir TAC1 hipermetilinimo daZnio palyginimas tarp navikiniy

ir nenavikiniy méginiy.

Siekinat jvertinti tirty geny tinkamuma ILK bioZymeny kiirimui, kiekvienam i§ geny
buvo apskaiciuoti jautrumas (gauti metilinti navikiniai méginiai/visi navikiniai méginiai
x100%) bei specifiSkumas (gauti metilinti nenavikiniai méginiai/visi nenavikiniai méginiai
%x100%). Visy zymeny specifiskumas sieké 94 % ir buvo zymiai didesnis uz jautruma (3.1

lentelé).

3.1 lentelé. Geny FBN2, SIM1 ir TAC1 jautrumas ir specifiSkumas

Genas Jautrumas (%) Specifiskumas (%0)
FBN2 49 94
SIM1 17 94
TAC1 61 94
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3.2 Geny FBN2, SIM1 ir TAC1 promotoriy hipermetilinimo sasajos su
demografiniais rodikliais

3.2.1 Sasaja su lytimi

Palyginus tirty geny promotoriy hipermetilinimo daznius tarp vyry (N = 68) ir motery
(N = 58), buvo nustatyta, kad hipermetilinimo daznis visy geny atveju yra didesnis vyry
navikuose. Statistiskai reik§mingas skirtumas buvo rastas FBN2 (62,6 vs. 32,2 %, P < 0,001)
ir SIM1 (21,2 vs. 13,5 %, P = 0,045) geny atvejais (3.2 pav).

P=0,045 Lytis
8oy P<0,001 .
704 ™1 [ I 1 Moterys
60 1 Vyrai
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o
1
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1

Metilinimo Daznis, %
'
o

-
o
1

o

FBN2 SIM1 TAC1

3.2 pav. FBN2, SIM1 ir TAC1 hipermetilinimo daZnio sasaja su lytimi

3.2.2 Sgsaja su amZiumi

FBN2, SIM1 ir TAC1 geny promotoriy metilinimo daznis buvo palygintas tarp dviejy
ligoniy amzZiaus grupiy, suskirstyty pagal mediang: < 63 mety ir > 63 mety (amziaus
intervalas 21-85 m.). Siek tiek didesnis metilinimo daZnis buvo nustatytas jaunesniy negu 63
mety pacienty amziaus grupéje FBN2 ir SIM1 geny atvejais, tac¢iau didesnis TAC1 geno
metilinimo daznis buvo biidingas vyresniems pacientams (3.3 A pav). Taip pat buvo atlikta
kiekybiné tirty geny hipermetilinimo priklausomybés nuo amziaus analizé (3.3 B pav), taciau
statistiskai patikimy sgsajy tarp metilinimo daznio ir amziaus nebuvo rasta nei kokybingje,

nei kiekybingje analizéje.
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3.3 pav. FBN2, SIM1 ir TACL1 hipermetilinimo daZnio sasaja su amzZiumi. A — kokybiné
tirty geny metilinimo daZnio analizé, ligonius pagal amziy suskirscius j dvi grupes pagal
mediang. B — kiekybiné analiz¢, kur taskais vaizduojami atitinkamo amziaus ligoniy metilinti

ir nemetilinti méginiai

3.3 Geny FBN2, SIM1 ir TAC1 promotoriy hipermetilinimo sasajos su

3.3.1. Sasaja su naviko stadija

Ivertinus geny FBN2, SIM1 ir TAC1 hipermetilinimo daznio sasaja su ILK stadija,
hipermetilinimo daznis buvo Siek tiek didesnis aukstesnés stadijos navikuose (54,4 vs. 41,3
%, 22,3 vs. 12,06 % ir 64,7 vs. 55,9 %, atitinkamai) (3.4 pav.), taciau statistiskai reikSmingy

sasajy nebuvo rasta.

Stadija
80-
- ] <pT2
60- 1 >pT3
50-
40-
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20-
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Metilinimo daznis, %

FBN2 SIM1 TAC1

3.4 pav. FBN2, SIM1 ir TAC1 hipermetilinimo daZnis pagal naviko stadija
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3.3.2. Sasaja su naviko dydziu

Suskirs¢ius navikus pagal naviko dydzio mediang j <49 ir > 49 mm naviky grupes

(intervalas 20-180 mm), hipermetilinimo daznis buvo didesnis didesniuose navikuose (3.5

pav.).

Naviko dydis

80, L[] <49mm
70+ 2 >49mm
60-
50-
40-
30-
20
10-
0 [ ] |

FBN2 SIM1 TAC1

Metilinimo daznis, %

3.5 pav. FBN2, SIM1 ir TAC1 hipermetilinimo daZnio sasaja su naviko dydZiu.

3.3.3. Sasaja su Fuhrmano laipsniu

[vertinus tirty geny hipermetilinimo daznio sgsajg su Fuhrmano laipsniu, didesnis

hipermetilinimo daZnis buvo nustatytas > 3 Fuhrmano laipsnj turin¢iuose méginiuose SIM1 ir

TAC1 geny atveju (22,6 vs. 10,4 %, 64,4 vs. 55,1 % atitinkamai) ir < 2 Fuhrmano laipsnj

turin¢iuose naviky méginiuose FBN2 geno atveju (43,6 vs. 51 %). Statistiskai patikimy sgsajy

rasta nebuvo, taciau SIM1 geno atveju nustatyta priklausomybés tendencija (P = 0,096) (3.6

pav.).

33



Fuhrmano laipsnis
80+

70- O <2
60- = =3
50-
40 P=0,096
304 1

20-
10-

Metilinimo daznis, %

FBN2 SIM1  TAC1

3.6. pav. FBN2, SIM1 ir TAC1 hipermetilinimo daZnio sasaja su Fuhrmano laipsniu

3.3.4. Sgsaja su diferenciacijos laipsniu

Ivertinus hipermetilinimo daznio ry$j su diferenciacijos laipsniu, buvo pastebéta, kad
visi tirti genai yra Siek tiek dazniau metilinti atvejuose, kuriems nustatytas G3 diferenciacijos
laipsnis: 51 vs. 46,7 %, 20,4 vs. 15,78 %, 65,3 vs. 57,7 %, atitinkamai. Taciau statistiskai
reikSmingy Sasajy tarp naviko diferenciacijos laipsnio ir tirty geny hipermetilinimo daznio

nustatyta nebuvo (3.7 pav.).

Diferenciacijos laipsnis
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3.7 pav. FBN2, SIM1 ir TACL1 hipermetilinimo daZnio sgsaja su diferenciacijos laipsniu
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3.3.5. Sasaja su intravaskulinés invazijos statusu

Ivertinus FBN2, SIM1 ir TAC1 hipermetilinimo daznio priklausomybe¢ nuo
intravaskulinés invazijos, buvo nustatyta, kad didesnis hipermetilinimo daznis aptinkamas
atvejuose, kuriuose ji pasireiské (48,7 vs. 48,2, 22,5 vs. 15,3, 63,4 vs. 59,3 % atitinkamai),

taciau statistiskai reikSmingy sgsajy nustatyta nebuvo.

Intravaskuliné invazija
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3.8 pav. FBN2, SIM1 ir TAC1 hipermetilinimo daZnio sgsaja su intravaskulinés invazijos

statusu

3.3.6. Sasaja su nekrozés statusu

Ivertinus hipermetilinimo daZnio sgsajg su nekrozés statusu, didesnis FBN2, SIM1 ir
TAC1 geny hipermetilinimo daznis buvo nustatytas tuose atvejuose, kuriems nekrozé
pasireiské (56,6 vs. 45,8 %, 26,6 vs. 14,7 %, 63,3 vs. 59,7 %, atitinkamai) (3.8 pav.).
StatistiSkai reikSmingos priklausomybeés tarp FBN2, SIM1 ir TAC1 hipermetilinimo daZnio ir

nekrozés pastebéta nebuvo.
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3.9 pav. FBN2, SIM1 ir TAC1 hipermetilinimo daZnio sasaja su nekrozés statusu
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IV. REZULTATU APTARIMAS

Inksty vézys yra labai paplitusi neoplastiné §lapimo taky sistemos liga, 0 Lietuva
pagal mirtinguma nuo inksty véZio yra antroje vietoje pasaulyje. Siuo metu inksty vézio
diagnostika yra paremta ultrasonografijos ir kompiuterinés tomografijos tyrimais bei biopsija,
taCiau Sie metodai néra pakankamai efektyvis. Labai triksta patikimy biozymeny, kuriais
remiantis ligg blity galima nustatyti ankstyvose vystymosi stadijose. DNR metilinimo
pakitimai randami jau ankstyvuose naviko vystymosi etapuose, be to, gali biiti aptinkami ne
tik navikiniame audinyje, bet ir kraujyje, Slapime ir kt., todél yra tinkami neinvazinei vézio
diagnostikai (Mikeska ir Craig, 2014).

Siame tyrime buvo analizuojami FBN2, SIM1 ir TAC1 geny metilinimo poky¢iai
inksty navikiniuose ir nenavikiniuose méginiuose, siekiant nustatyti $iy geny tinkamuma
inksty vézio diagnostikai. Pirmiausia buvo nustatyta, kad tirty geny FBN2, SIM1 ir TAC1
promotoriy hipermetilinimas yra specifiSkas navikiniams meéginiams — navikiniy méginiy
hipermetilinimo daznis (48,4; 17,6; 60,6 %, atitinkamai) buvo statistiSkai reikSmingai
didesnis, palyginus su nenavikiniais méginiais (5,7 %, P < 0,001). Kity tyréjy atlikty
visuminiy genomo metilinimo tyrimy duomenimis, FBN2 geno metilinimo daznis ILK taip
pat buvo gana didelis ir vidutiniskai sieké 37,0 % (Morris ir kt., 2011; Ricketts ir kt., 2012;
Ricketts ir kt., 2014), o nenavikiniuose méginiuose buvo artimas 0 %. Kadangi SIM1 ir TAC1
geny atveju metilinimo tyrimy su inksty véZziu kol kas néra, miisy gautas hipermetilinimo
daznis buvo palygintas su kity lokalizacijy véZzio tyrimais ir kartu su i§samiais FBN2 tyrimo

rezultatais pateiktas 4.1 lenteléje.
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4.1 lentelé. FBN2, SIM1 ir TAC1 geny metilinimo tyrimai inksty lgsteliy karcinomos (ILK) ir

kity lokalizacijy navikuose

Miisu gautas Vidutinis hipermetilinimo daznis publikacijose

Genai  hipermetilini

mo daznis Inksty vézZys Kity lokalizaciju vézys

EBN2! 48.4 9 40,2, 52,5; 34; 21,1 % | Nesmulkialgstelinis plauciy — 49 % (MSP)
' 0
(vidutiniskai 37,0 %) | Storosios zarnos — 86 % (QMSP)
SIM12 17.6 % Gimdos kaklelio — 36,6 % (QMSP)
6% -
Krities — 75 % (MSP, QMSP)
Storosios zarnos — 47 % (QMSP)
TAC13 60,6 % -
Krities > 40 % (MSP)

1 - Chen ir kt.; 2005, Morris ir kt., 2011; Ricketts ir kt., 2012; Ricketts ir kt., 2014; Yi ir kt.,
2012

2 - Kim ir kt., 2018; Xiang ir kt., 2013

3 - Jeschke ir kt., 2012; Ma ir kt., 2019

QMSP — kiekybiné metilinimui jautri PGR

Isanalizavus FBN2 hipermetilinimo daznio sgsajas su ligoniy demografiniais rodikliais
(amZiumi, lytimi), nustatyta, kad Siame tyrime FBN2 statistiskai patikimai daZniau buvo
metilintas vyry navikuose ir Sie duomenys sutampa su kity tyréjy gautais duomenimis (48,4
vs. 40,2 %; Ricketts ir kt., 2014). Yra zinoma, kad ILK vyrams pasireiSkia apie dukart
dazniau nei moterims, taip pat vyry mirtingumas sudaro beveik du tre¢dalius visy miréiy nuo
ILK (Ljungberg ir kt., 2011). Didesnis hipermetilinimo daznis buvo nustatytas 3 ir aukStesnés
stadijos bei aukstesnio diferenciacijos laipsnio ir didesniuose navikuose, taip pat navikuose,
kuriems buvo budinga invazija ir nekrozé. Kadangi detalios FBN2 hipermetilinimo daznio
sgsajos su ligoniy klinikopatologiniais rodikliais ILK atveju kol kas publikuotos nebuvo,
panasiy tendencijy galima paieskoti kity lokalizacijy vézio FBN2 tyrimuose. Dazniausiai
FBN2 metilinimas nustatomas nesmulkialgstelinio plau¢iy (Chen ir kt., 2005) ir storosios
zarnos (Hibi ir kt., 2012) vézio atvejais (4.1 lentelé). Nors minéty lokalizacijy véZio atveju
FBN2 genas yra ypa¢ metilinamas ankstyvose vystymosi stadijose (Chen ir kt., 2005; Yi ir
kt., 2012), Yi su kolegomis didziausig FBN2 geno metilinimg nustaté 3 stadijos (91 %)
navikuose ir tai atitinka muisy tyrimo duomenis. Analizuojant FBN2 gena
nesmulkialgsteliniame plauciy vézyje, Chen su kolegomis (Chen ir kt., 2005) nustaté sgsajg su
naviko dydziu, kas atitinka ir miisy tyrimo rezultatus. Taigi misy tyrimo rezultatai prisideda

prie kity atlikty FBN2 metilinimo tyrimy ir patvirtina jo auksSta diagnosting verte.
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Kaip jau minéta, SIM1 geno metilinimo tyrimy su inksty véziu rasta nebuvo (4.1
lentel¢). SIM1 randamas kaip ypa¢ metilintas gimdos kaklelio (95,6 %, Kim ir kt., 2018), ir
kraties vézio atveju (75 %, Miyamoto ir kt., 2005; 92 %, Faryna ir kt., 2012), ta¢iau miisy
darbe metilinimo daznis sieké tik 17,6 %. Nors metilinimo daznis buvo nedidelis, ta¢iau,
jvertinus hipermetilinimo daznio ir klinikopatologiniy rodikliy sasajas, nustatytos panasios
tendencijos kaip ir kity tyréjy darbuose. Pavyzdziui, kaip ir miisy darbe, SIM1 buvo dazniau
metilintas aukStesnés stadijos (Kim ir kt., 2018) ir didesnio invazyvumo navikuose (Faryna ir
kt., 2012). To priezastimis gali bti besiskiriantys metodai ar ILK vystymosi ypatumai. Taip
pat net 97 % midisy tirtos imties sudaré $IILK subtipo navikai, tad galutinai vertinti
diagnostines SIM1 galimybes reikéty tik iStyrus didesne kity subtipy ILK imt;.

Daugiausia TAC1 geno metilinimo tyrimy atlikta krities ir storosios Zarnos vézyje
(4.1 lentele). ISanalizavus TAC1 geno hipermetilinimo daznio sasaja su ligoniy demografiniais
ir klinikopatologiniais rodikliais, siame tyrime buvo nustatyta, kad TAC1 yra labiau metilintas
vyry nei motery navikuose, ir tai atitinka auksciau aptartg didesnj bendrg vyry sergamuma
ILK. Siame tyrime TAC1 genas buvo labiau metilintas didesnés stadijos ILK navikuose, bet
tai tik dalinai atitinka kity tyréjy duomenis (Jeschke ir kt., 2012; Rasmussen ir kt., 2018).
Tiriant TAC1 hipermetilinimg kriities vézio atveju, Jeschke su kolegomis (Jeschke ir kt.,
2012) nustaté reikSmingg tiesiogine priklausomybe tarp TAC1 metilinimo ir naviko stadijos:
kuo didesné stadija, tuo daugiau TAC1 genas buvo metilintas, ir tai atitinka miisy gautus
rezultatus ILK atveju. Taciau Rasmussen tyréjy grupés (Rasmussen ir kt., 2018) krities vézio
tyrime didziausias hipermetilinimo daznis buvo rastas 2 stadijos navikuose, kas priestarauja
misy gautiems rezultatams, o skirtumai galéjo atsirasti dél kito tipo naviko biologijos arba
skirtingy metody. Taip pat buvo nustatytos statistiskai reikSmingos sasajos tarp TAC1 geno
hipermetilinimo daznio ir diferenciacijos laipsnio bei intravaskulinés invazijos (Jeschke ir kt.,
2012). Tai atitinka miisy gautus rezultatus ir nors statistiskai patikimy ver¢iy nustatyta
nebuvo, taciau jzvelgtos panasios tendencijos leidzia daryti iSvadas apie TAC1 tinkamuma
ILK tyrimams.

Istyrus geny FBN2, SIM1 ir TAC1 metilinimg ILK ir palyginus su kity tyréjy atliktais
tyrimais, jzvelgiamos panasios tendencijos. Gausus tyrimai kity lokalizacijy navikuose,
reikSmingy asociacijy gausa ir auksti jautrumo ir specifiSkumo rodikliai ILK parode, kad jie

biity tinkami inksty vézio molekuliniai biozymenys ankstyvai ILK diagnostikai.
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ISVADOS

1. MSP metodu nustatytas FBN2, SIM1, TAC1 geny hipermetilinimo daznis navikiniuose
méginiuose (48,4; 17,6; 60,6 %, atitinkamai) buvo statistiskai reikSmingai didesnis uz
nenavikiniy méginiy hipermetilinimo daznj (5,7 %, P < 0,001); visy geny

specifiskumas sieké 94 %.

2. FBN2, SIM1 ir TAC1 geny hipermetilinimas buvo didesnis vyry navikuose, statistiskai
reik§mingas skirtumas nustatytas FBN2 (62,6 vs. 32,2 %, P<0,001) ir SIM1 (21,2 vs.
13,5 %, P = 0,045) geny atvejais.

3. Didesnis hipermetilinimo daznis buvo nustatytas aukstesnés stadijos, didesniems,

auksStesnio Fuhrmano bei diferenciacijos laipsnio navikams ir tiems atvejams, kuriems

buvo budinga invazija ir nekrozé (P > 0,05).

Darbg atliko: Jevgenij Ganza

Darbo vadovés: j. asist. Kristina Stuopelyté

prof. dr. (HP) Sonata Jarmalaité
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SUMMARY

Renal cell carcinoma (RCC) is the most lethal neoplastic disease of the urinary system
and represents 2-3% of all cancers in adults with clear cell RCC as predominant subtype.
Lithuania is in the second place by RCC rates in Europe, followed by Estonia and Latvia.
Moreover, Lithuania takes the second place by RCC mortality rate in the world. Currently,
there are no widely accepted tumor markers for clinical diagnosis of RCC. Therefore
identification of novel molecular biomarkers for early detection of disease is needed. DNA
methylation have the ability to modulate gene expression and are the best studied epigenetic
phenomena, related to the development of RCC. The alterations of DNA methylation are
observed early during cancer development therefore may be the valuable tool for early cancer
detection. The purpose of this study was to analyze DNA methylation at the promoter region
of FBN2, SIM1 and TAC1 genes in the RCC samples.

Promoter methylation of the genes was evaluated by methylation-sensitive polymerase
chain reaction (PCR) in 126 cancerous renal samples. The results showed, that the promoters
of all genes were frequently methylated in the investigated tumor samples. The methylation
frequency of FBN2, SIM1 and TAC1 reached 48.4, 17.6 and 60.6 %, respectively. During the
investigation were found statistically reliable asociations between the hypermethylation levels
of the examined genes and some clinical-pathological parameters.

In conclusion, FBN2, SIM1 and TAC1 changes in methylation may be related to the
kidney cancer development, however the further quantitative methylation research in liquid

biopsy is needed.
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Geny FBN2, SIM1 ir TAC1 promotoriaus DNR metilinimo tyrimai inksty navikuose
Genetikos bakalauro studijy baigiamasis darbas

SANTRAUKA

Inksty lgsteliy karcinoma (ILK) yra didziausiu mirtingumu pasizyminti neoplastiné
Slapimo taky sistemos liga, sudaranti mazdaug 2-3% visy vézio atvejy tarp suaugusiyjy.
Sviesiy lasteliy ILK ($1ILK) yra daZniausiai pasireiskaintis inksty véZio subtipas. Pagal
sergamuma §ia liga, Lietuva uzima antrg vieta Europoje po Baltarusijos, trecioje vietoje yra
Latvija, po kurios seka Estija. Taciau Lietuva uzima antra vieta pagal mirtinguma nuo ILK
visame pasaulyje. Iki Siol néra patikimy Zymeny ankstyvam klinikiniam inksty vézio
diagnozavimui. D¢l to naujy molekuliniy bioZymeny nustatymas galéty pagerinti ankstyva
ILK diagnostika. DNR metilinimo pokyciai geba keisti geny raiska ir yra placiausiai
studijuojamas epigenetinis fenomenas, siejamas su inksty vézio vystymusi. Sie DNR
metilinimo pakitimai nustatomi jau ankstyvose vézio vystymosi stadijose, dél to galéty buti
patikimais diagnostiniais Zymenimis. Sio darbo tikslas buvo nustatyti geny FBN2, SIM1 ir
TAC1 promotoriy metilinimo biiseng inksty navikuose.

Geny promotoriy metilinimo biisena buvo nustatoma metilinimui jautrios PGR

metodu 126-iuose navikiniuose inksty méginiuose. Buvo nustatyta, kad visi genai buvo

metilinti inksty navikiniuose méginiuose su rodikliais (48,4, 17,6 ir 60,6 %, atitinkamai). Taip

pat tyrimo metu buvo rastos statistiSkai patikimos sasajos su ligoniy klinikopatologiniais
rodikliais.

Apibendrinant, geny FBN2, SIM1 ir TAC1 metilinimo poky¢iai gali biiti siejami su
inksty vézio vystymusi. Tolimesniems tyrimams yra biitina patikrinti Siuos bioZymenis

kiekybiniais metodais skystoje biopsijoje.
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