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Santrumpos

APC — genas slopiklis;

BCL — apoptoz slopinantis baltymas, nustatytasaBteliy limfomoje;
BM — bazirt membrana,;

CYARO04 — citochromo P450 aromatszgenas;

EGFR - Zzmogaus epidermio augimo faktoriaus recgpisigenas;
MYC - transkripcijos faktoriaus genas;

Ras — onkogenas;

FABP — riebjsias figstis sujungiagio baltymo genas;

FHIT — trapi histidino triada;

GPl inkaras — glikozilfosfatidilinozitolinis inkasa

Her-2/neu —EGFR tipo receptoriaus ekgstdlinis domenas;
LINE — ilgos iSsibar&usios sekos;

LTR — ilgos galirs sekos;

MMP — matrikso metaloproteinaz

MMP Al — matrikso metaloproteinagaudininiai inhibitoriai;
MT-MMP — membraninio tipo matrikso metaloproteigaz
pl6 — genas slopiklis;

p53 — genas slopiklis;

PGR — polimerass grandinig reakcija;

PTEN - fosfata&s ir tensino homologo genas;

RASSF1A - ras asociacijos domeno Al Seimos genas;
RB — retinoblastomos baltymo genas;

SINE — trumpos iSsibatgisios sekos;

THO1 — tirozino hidroksilags 1genas.



1.JVADAS

Onkologines ligas lemiavairaus pobdzio molekuliniai pokyiai (gen; mutacijos,
gen raiSka, baltym aktyvumas ir baltym tarpusavio sveikos), kuriuos galima nustatyti
molekuliy lygmenyje ir panaudoti kaip molekuliniugaro Zymenis. ¥zio slopikliy (pvz.,
p53, RB, FHIT, p16, RASSF1A, APC ir PTEN) ir onkoggpvz., EGFR, MYC, Ras, Her-
2/neu, ciklinas D1 ir BCL-2) mutacijos - vieni shausiy pazeidiny, prisidedatiy prie
vézio atsiradimo ir vystymosi mechanizmo. Sparti gaeimoy ir proteomini technologiy
raida leidzia sukurti dar naujesnkartos molekulinius ézio Zymenis, kurie yra atrank
véziui. Tockl plétojami tyrimai, kuriuose specifiniai Zymenys nauatoj ligos eigai sekti bei
ligos prognozei vertinti [1].

Pastaraisiais metais daygy tyrimy jrodartiy, kad heterozigotriSkumo praradimo ir
mikrosatelitiniy seky nestabilumo tyrimai galiidi taikomi vertinant chemoterapinio gydymo
efektyvuny bei ligos prognoz Pavyzdziui, 5 chromosomoje esanD5S2055 ir D5S818
pasikartojatiu seky aleliy praradimas ar papildomas atsiradimas siejami «stgwomis
Slapimo pislés wzio stadijomis. Be to, Sie chromosominiai persikyanai turi jtakos Salia
esartiy geny, susijusi; su greitesniu ligos progresavimu, raiskai. [2].

Matrikso metaloproteings (MMP) — tai Seima fermenmt galintiy skaidyti ir
modifikuoti jvairius ekstrajstelinio uzpildo ir baziéss membranos (BM) komponentus, tokius
kaip kolagenas, lamininas, fibronektinas, protdagiai. Metalo jonas, esantiq;ferment;
katalitiniame domene, yraabnas MMP fermentiniam aktyvumui. Be Sios pagrirgdin
funkcijos, Siuo metu jau Zinoma, kadySierment; proteolitiniais taikiniais yra ir kitos
proteinazs, proteinazj slopikliai, kregjimo, augimo veiksniai, augimo veiksnius suriSantys
baltymai, hsteliy pavirSiniai receptoriai ir adhezijos mole&sil[3].

Zmogaus genome buvo identifikuota daugiau kaip 4ijanai vieno nukleotido
polimorfizmo atvej. Susiejus tam tikros genomo dalies poikg su liga ar polinkiu ja sirgti,
galima identifikuoti genetin zymen. Tokiais genetiniais zymenimis bandoma panaudoti
vieno nukleotido polimorfizmus. Molekuliniai gena@i tyrimai rodo, kad MMP gen
promotorirese dalyse randami vieno nukleotido polimorfizmaii teikSmes Sy ferment
raiSkos padigfimui ir galéty packti jvertinti navikinio proceso plitir[4].

Klinikin ¢je diagnostikoje ir gydyme vis pleu taikomi hsteks biologijos ir
molekulines biologijos metodai, kuriggalina tiksliau jvertinti pakitimus biologiniuose
audiniuose. Naujausi lastebs ir molekulires biologijos moksl pasiekiny pritaikymas



praktikoje, siekiant sukurti Zymensistemas, padedéas tiksliau diagnozuoti beiertinti
ligos eig bei taikyti individualizuad gydyma yra labai aktualus ir perspektyvus.

Sis darbas yra skirtas mikrosatelitinio nestabilumMMP polimorfizmo tyrimams
sergant Slapimo gslés wziu, siekiant ateityje Siuos Zymenis panaudotitinant ligos

prognoz.

1.1. Darbo tikslas ir uzdaviniai

Ir mikrosatelitinis nestabilumas, ir matrikso mefaoteinazs gali kiti naudojami
navikinés ligos eigai sekti ir prognozei vertinti. Atliekabakalauro darh isisavinti DNR
iSskyrimo, polimeragzs grandinigs reakcijos (PGR) ir restrikcijos fragmentilgio
polimorfizmo (RFIP) metodai. Magistro darbas yrekstasniojo darbogsinys. Sio darbo
tikslas — nustatyti mikrosatelitinio nestabilumoMMP polimorfizmy skirtumus sergaiuju
Slapimo mislés wziu navikuose ir kraujyje.

Siekiant Sio tikslo buvo keliami tokie uzdaviniai:

e nustatyti mikrosatelitini pasikartojinpy CYARO04, D5S818, D13S317, I-FABP ir
THO1 pokyius sergadiuju Slapimo fslés wziu navikuose ir kraujyje;

e jvertinti ligos remisijos trukmis priklausomyb nuo mikrosatelitinio nestabilumo,
ligos stadijos, naviko diferenciacijos laipsnio;

e nustatyti zelatinas B (MMP-9) geno promotorée dalyje galina vieno nukleotido
pakait (-1562 C/T) sergafiyju Slapimo mislés wZiu navikuose ir kraujyje, ivertinti
polimorfizmy variantus priklausomai nuo diferenciacijos laigsni

e nustatyti stromelizino-1 (MMP-3) geno promotdjje dalyje galina vieno nukleotido
pakait (-1171 5A/6A) sergahyjy Slapimo @slés wziu navikuose ir kraujyje, ir

ivertinti polimorfizmy variantus priklausomai nuo diferenciacijos laijsni



2. LITERAT UROS APZVALGA

2.1. Sek jvairove zmogaus genome

Zmogaus genomsudaro apie 25000 gentai yra apie trys milijardai bagiporny. Jie
iSsicdeste kiekvienoje 4stekje esagiame 46 chromosomrinkinyje, kuriy pug paveldima is
motinos, kita pusis tvo. Maza dalis DNR, 16500 bazi pon, kurios sudaro apytiksliai
0,0003% viso genomo, paveldima tik i motinos, ohtmdriy genomo suétyje[6].

Genom, sudaro baltymus koduojantys genai, introngirios unikalios sekos,
heterochromatinas, segmentiniai padviguai, trumpos pasikartoj&os sekos, DNR
transpozonaij retrovirusus panas elementai, turintys ilgas galines sekas, trumpdgos
iSsibargiusios sekos (1 pav.).

Pasaulig praktika rodo, kad &zio diagnostikoje vis labiau taikomi molekuliniai
genetiniai tyrimp  metodai. Jau neabejojama molekédin diagnostikos onkologijoje
aktualumu, pateikiami vis nauji duomenys apie Snurs ir genus, kurie svarb

paveldimam ¥Ziui vystytis.

LTR
e Trumpos #Eaitaradiuzios
DR ranspozonal S ST __;E]r:.?s
Trumpos pazikario prdios _ | e _ .
sebn T 8.3% 130%
Segmentiniai Ilgoa
padwgube pmai , ifsitarsdiusios
\iekcs.
[vairuz 20459 \
heterochromatinas |

Imairios unikalios
zekos

S — Baltymuz
koduocpntys genai

Intronai

1 pav.Genomo suétis [5]



Genomo analizei daZniausiai naudojamos ukelipu DNR sekos - satelitai,
minisatelitai, mikrosatelitai, ilgos ir trumpos iisargiusios sekos. Satelittn DNR yra
sudaryta iS labai didelipaeiliui pasikartoja¢iu DNR sek;, kuriy atskiro elemento nukleotiid
skatius jvairuoja nuo keli nukleotid; iki pakankamai ilgos sekos. Satel#éiDNR sudaro
genomo heterochromatinipsriciu pagrind.

Minisatelitai tai yra apie 15 bagipom pasikartojimai, aptinkami telometige
chromosom dalyse ar S3aliauyj Sios sekos sutinkamos stuburiniuose organizmuose,
vabzdziuose, augaluose, grybuose. Jos yra vadapito@dl dar vadinamos VNTRahgl.
Variable Number Tandem Repeats).

Be minisatelit;, iSskiriamos mikrosatelitis DNR sekos arba trumpi tandeminiai
pasikartojimai &ngl. STR — Short Tandem Repeat). Tai trumpi, dazneudt6 bp
pasikartojimai, kuti dydis svyruoja apie 100 bazpon;.. Mikrosatelitai yra labai polimorfiski
populiacijose ir randami visuose eukatigenomuose [6].

SINES (angl. Short Interspersed Nucleotide Elements) tai truisn@sibarsiusios
sekos, sudarytos iS 100-400 bp. Alu pasikartojitagsvarbiausia trumpoms iSsibé&rsioms
sekoms priklausanti sgkSeima, savo strultoje turinti Alul restrikcijos endonukleag
kirpimo taikini (AG‘CT). Sie pasikartojimai Zmogaus genome pasitalazniau nei kas trys
tukstartiai baziy pon.

LINES (angl. Long Interspersed Nucleotide Elements) - ilgogh&stiusios sekos,
iSsickstiusios AT turtingose euchromatigse srityse. Tai patys svarbiausi Zzmogaus genomo
judrieji elementai, kurie gali koduoti produktustidéinarcius retrotranspozicij

Zinduoliy judriyjy genomo elementklasei priklausa retrovirusus panas$ elementai
turintys ilgas galines sekaangl. LTR retrotransposons), kuriose yra transkripcijagdymo

elemantai [7,8].

2.1.1 Mikrosatelitai

Kiekvienas individas turi unikal mikrosatelit; rinkini, kurio pug perduoda savo
palikuonims pagal Mendelioédnius [9]. Mikrosatelitits DNR sekos tiriamos vertinant
genetines paveldimas ligas, chromosgdiZius saitus bei genetinius pazeidimus navikiniuose
audiniuose [10].

Zmogaus genome yra apie 40 000 mikrosatelitiokusy, kurie sudaro apie 3% visos
DNR. Bendras mikrosatelitini pasikartojiny tankis yra panaSus, dau jvairuoja



chromosomose [11]. Mikrosatelitus galima suskirstytmono-, di-, tri-, tetra-, penta- ir
heksanukleotidinius pasikartojimus, pagal pasifantao vieneto dyi Mikrosatelitiniy
pasikartojimy daznis ma&a dicdkjant pasikartojatio vieneto dydziui pvz.. penta- ir
heksanukleotidiniai pasikartojimai yralygginai reti [12]. Mikrosatelitai yra pasiskitsi{po
visa genom koduojartiuose ir nekoduojafiuose regionuose, d@u ju tiksli funkcija réera
aiski [11,12].

Mikrosatelity strukfira galima suskirstytii paprastus ir sudinius pasikartojimus.
Paprasti mikrosatelitai yra sudaryti iS nepertrauysdsikartojiny, taip pat gali tusti skirtingu
aleliy su vieno nukleotido intarpu arba iSkrita vienange pasikartojim. Sudktiniai
mikrosatelitai sudaryti iS pertraukarba besiskiriatiy seka ar dydziu pasikartojinj13].

Labai polimorfiSk; (turinciy daug aleli) mikrosatelitinip seky analiZ naudojama
mikrosatelitinio nestabilumo ir heterozigotiskumeamadimo tyrimams. Sie reidkiniai yra

neatsiejami nuo navikinio proceso.

2.1.2. Mikrosatelitinis nestabilumas irj@aka navikui augti ir

metastazuoti

Somatinis pazeidimas mikrosateliise DNR sekose atsiresl ¢l vieno ar daugiau
tandemiSkai pasikartojany selky iSkritos arba intarpo yra vadinamas mikrosatelitin
nestabilumu [14]. Toks pazeidimas gaiitibidentifikuotas tik tuo atveju, jeigu pasikeitisia
ivyko daugelyje dsteliy, 0 tai jau yra navikinio proceso rodiklis. Molekus mechanizmas,
kurio déka atsiranda mutacijos mikrosatelitiniuose lokusyogra poreplikacinio klaig
iStaisymo mechanizmo sutrikimas. Manoma, kad kkidtsiranda @ DNR polimerazs
“praslydimo” [8].

HeterozigotiSkumo praradimas, tai procesas, kuetumetenkama vieno is pavetg
aleliy esa®iy heterozigotigje bikléje. Vézio atveju tai paprastai nurodo, kad prarastame
regione buvo &zio slopiklis. Navilk slopinantys genaktina lasteliy dalijimasi, taiso DNR
klaidas ir dalyvauja programuotojgsteliy Zatyje [15]. HeterozigotiSkumo praradimaveka
paremta hipoteze, kadézio slopikliy ,iSjungimui* badinga dviey ivykiuy kinetika t.y.
reikalingos dvi iS eills jvykstartios mutacijos (2 pav.). Remiantis Sia teorija aliZiv
slopiklio aleliai turi hiti inaktyvinti, tam kad prasidy navikinis procesas. Kitoje
chromosomoje liks \&zio supresijos genas dazniausiai nuslopinamasiaskiutacijos [16].



Heteromigotiflum o o

Heteromigotiflumo praradimas

praradimas Gp, 2@,

11q, 13q lp 13p, 1Tp
Sveikos % 3, 189 Smulkiy
Igstelés Navilkiniy Igsteliy navikas

1gsteliy
- m

Adenolarcinoma

2 pav.HeterozigotiSkumo praradimtaka naviko atsiradimui ir vystymuisi [1]

Daug heterozigotiSkumo praradimo atveglentifikuojama ¥ziu sergatiy asmen
DNR netoli mikrosatelitini pasikartojiny [10].
1 lentetje pateikti daznai tiriami mikrosatelitiniai pasrkagjimai ir sergagiujy véziu

lokalizacijos, kuriose steébas mikrosatelitinis nestabilumas ir heterozigairsio praradimas.



1 lentek. Mikrosatelitiniai pasikartojimai,yj vieta chromosomose, PGR produkto ilgis ir ligos

lokalizacija

Mikrosatelitiniai Vieta PGR produkto Liga
pasikartojimai ilg_jis

CYARO04 159g21.1 173-201 bp Gimdos kalelio

vézys[17];

D5S818 5921-g31 108-179 bp Gerkkzys [22];
Kraties wzys[21];
Prostatos &zys[20];
Plawiu vezys [2];
Slapimo fislés
veézys[19];
D13S317 13 g22-g31 157-210 bp Garkézys [22];
Kraties wzys[21];
Kepen vézys [57];
Seklidziy vezys [24];
Plawiy veézys [2];
THO1 11 p15.5-p15| 171-215bp Prostatésys [20];
Kraties wzys [21];
D18S58 18qg22.3 144 — 160 bp Slapinislps wzys
[27];

Tiesiosios Zzarnos
Vézys [26].

CYARO4. Tai tetranukleotidinis AAAT Zymuo, esantis citochro P450 aromatag
gene 15 chromosomoje, g21.1regione, 4 egzone.ifbe@hcomo P450 forma, kuri dalyvauja
estrogen biosintezje. Pasikartojim skatius svyruoja nuo 5 iki 12, o PGR produkto dydis
nuo 173 bp iki 201bp. Sio Zymens heterozigotiskupnaradimas navike identifikuotas
sergadiosioms gimdos kaklelio éziu [17].

D53318. Tai keturiy nukleotid; AGAT Zymuo, kuris lokalizuotas 5 chromosomos
ilgajame petyje, q21-q31 regione. Pasikartgjiskatius svyruoja nuo 6 iki 16. Priklausomai
nuo pasikartojim skatiaus, PGR produkto dydis kinta nuo 108 bp iki 1 p9[b8]. D5S818
heterozigotiSkumo praradimas siejamas su ankstynosi Slapimo pslés wzio stadijomis
[19]. D5S818 Zymens heterozigotiSkumo praradimavikmiame audinyje stelas
sergantiems gerkl[2], kraties [21], pladiy [22], Slapimo jslés[19] ir prieSires liaukos [20]
VéZiu, taip pat tiesiosios zarnos navikinasteliy linijose [23].

D133317. Tai keturip TATC nukleotid; pasikartojimai esantys 13 chromosomoje,
g22-931 regione. Pasikartojinskatius svyruoja nuo 5 iki 16, o PGR produkto - nuo bp7
iki 201 bp. T&iau dazniausiai pasitaiko 13 pasikartajiturintis alelis, kurio PGR produkto
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dydis 198 bp [18]. D13S317 mikrosatelitinio ZzymemhgterozigotiSkumo praradimas
nustatytas sergantiems gerKR], kraties[21], pladiu [22], kepem [57] ir seklidziy [24]
VéZiu bei tiesiosios zarnos ir priegmliaukos navikini lasteliy linijose [23].

D18H8. Tai sudtinio pasikartojimo mikrosatelitinis Zzymuo, kurioela yra
(GCEGA(CA)17, iSsidtstes 18 cromosomos ilgajame petyje g22.3 regione. RP@RIukto
dydis yra nuo 144 bp iki 160 bp. D18S58 zymens asételitinis nestabilumas stdas
sergantiems Slapimaiplés [27] ir tiesiosios zarnosexiu [26].

[-FABP. Tai trijy nukleotid; TTA zymuo, kuris prasideda zarmiebiyjuy rag&iy
sujungiario baltymo gene 4 g28-g31, ties 3502 nukleotiduntBone. Pasikartojim skatius
jvairuoja nuo 8 iki 14. DaZniausias pasikartajirskatius yra 13, o PGR produkto dydis
113bp [18].

THOL1. Tai tetranukleotidiniai TCAT pasikartojimai, esgsittirozino hidroksilags
gene 11 chromosomoje p15.5-p15 regione, pirmanrenet Pasikartojimai prasideda nuo
1170 nukleotido, dazniausiai kartojasi 9 kartus RP@rodukto dydis 195 bp), d@mu gali
pvairuoti nuo 3 iki 14 kart (PGR produkto dydis nuo 171 bp iki 215 bp) [18HOLL sekos
heterozigotiSkumo praradimas st&s sergantiems ities [14,21] ir prieSias liaukos [20].
Masters J.R ir bendraautoriai atliko tyrimus su 2&3eliy kultary linijomis, ir paroc, kad
THO1 heterozigotiSkumo praradimas navikifisteliy linijjose yra 30% daznesnis, lyginant su
sveiky lasteliy linija [28].

TPOX. Tai teranukleotidiniai AATG pasikartojimai, esastykydliauks peroksidass
gene, 2 chromosomoje, p25.3 regione, 10 intronsik®dojimy skatius svyruoja nuo 4 iki
16 pasikartojim, o PGR produkto dydis nuo 216 bp iki 264 bp. Dadsiai pasitaiko 11
pasikartojimy turintis alelis, kurio PGR produkto ilgis 244 [8].

2.2. Matrikso metaloproteinéz

Matrikso metaloproteings (MMP) - tai Seima nuo cinko priklausanproteolitiniy
ferment;, galintiy skaidyti ekstrajstelinio uzpildo komponentus. Pagal savo domen
strukfira, seki panaSum bei substratinspecifiSkuna MMP yra skirstomog SeSias grupes
(2 lent.)) [29]. MMP-4, MMP-5 ir MMP-6 buvo iSbrawdd iS graso, nes detalesni tyrimai
parod, kad tokiy geny produkty iSvis réra [3].
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2 lentek. Matrikso metaloproteinazi(MMP) klasifikacija [29]

MMP grup és Fermentas
Kolagenazs Kolagenag-1 MMP-1
Kolagenaz-2 MMP-8
Kolagenaz-3 MMP-13
Kolagenaz-4 MMP-18
Zelatinazs Zelatinaz A MMP-2
Zelatinaz B MMP-9
Stromelizinai Stromelizinas-1 MMP-3
Stromelizinas-2 MMP-10
Stromelizinas-3 MMP-11
Matrilizinai Matrilizinas MMP-7
Matrilizinas-2 MMP-26
Membraninio tipo
MT1-MMP MMP-14
MT2-MMP MMP-15
MT3-MMP MMP-16
MP4-MMP MMP-17
MT5-MMP MMP-24
MT6-MMP Leukolizinas MMP-25
Kitos MMP Metaloestag MMP-12
(neklasifikuotos) MMP-19
Enamelizinas MMP-20
MMP-21
MMP-22
MMP-23
MMP-27
Epilizinas MMR8-2

Kiekviena MMP turi savo substeat Skirtingg MMP substratinis specifiSkumas
nustatytas tyrimaisn vitro pagal ji sugeljima degraduoti skirtingus ELM komponentus.
MMP substratinis atpazinimas galiitb reguliuojamas papildom domeny, esadiy prie
katalitines srities. Tai bty hemopeksino domenasgairiose MMP arba homologinio Il tipo
fibronektinui domeno pasikartojimai Zelatitae. Sie domenai valdo proteefiz proces

prisijungdami prie specifini substrai [30].
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Matrikso metaloprotein@s yra sekretuojamos propeptizimogen) pavidalu, kur
salygoja 77 — 87 amin@giy propeptidas, esantis N gale. MMP charakteripgming
strukfira sudaro signalinis peptidas, propeptidas ir kataitdlomenas (3 pav.). Katalitiniame
domene esantis cinko jonasitibas MMP fermentiniam aktyvumui. MMP tampa aktykai
nutraksta jungtis tarp cinko jono ir cisteino. Keletad/M yra iSimtis Siai taisyklei. Tai MMP-
11, MMP-28 ir visos transmembraasaMMP (MT1-MT6-MMP), kurios aktyvinamos serino
proteazi, per furino skaidymo sii{31].

Transmembraninis

Signalinis peptidas Homologinis domenas
hemopeksinui
Propeptidas "’ = domenas
Furino skaidymo sritis —’ w Citoplazminé
ucdega

Hnmnlﬂgmls I tipo l{atalltmls
fibroneklinui domenas

I'r'[T—k.LIpﬂ" domenas

3 pav. Matrikso metaloproteinagi(MMP) struktira [31]

Branduolinio magnetinio rezonanso (BMR) ir krisgtafijos metodais nustatytos kai
kuriu MMP trimats struktiros. Propeptidas susideda iSutif spiraliy ir jas jungiaiy kilpu.
Katalitinis domenas sudarytas iS pepgiklotiuy, triju o spiraliy ir jungiartiyju kilpy [29].

Priklausomai nuo fermemt gruptss, MMP papildomai gali téti homologinius
domenus hemopeksinui ir Il tipo fibronektinui, tsamembranin domen,

glikozilfosfatidilinozitolini (GPI) inkag ar citoplazmig uodeg (4 pav.) [31,32].
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Matrilizinai: o

MMP-7 : vV
MMP-26

Stromelizinai, kolagenazés -~ : %

ir kitos MMP: r
MMP-1 MMP-3 MMP-R

MMP-10 MMP-12 MMP-13

MMP-19 MMP-20 MMP-27 ‘EI I

Zelatinazés: P ;;-""

MMP-2 | F’ /\,8
MMEP-9

Serino proteaziy aktyvinamos MMP; %

MMP-11

MMP-21 "r r /-\/g
Membraninio tipo MMP turinios

tramsmembranini domena:

MT1-MMFP > 4

i 4 (r 2 s
MT3-MMP
MT5-MMFP GPI inkaras

Membraninio tipo MMF,

prisijungianéios per GPI inkarg: i r /\’}M
MT4-MMP

MT6-MMP

W“

=

7;

4 pav.Matrikso metaloproteinazi(MMP) domem kompozicijos [31]

2.2.1. Matrikso metaloproteinagzitaka navikui augti ir metastazuoti

Naviko progresavimas yra daugiapakopis procesasy koetu normali dstek kinta,
atsiranda fenotipiniai pokyai, pradedami sekretuoti proteolitiniai fermentai jgyjama
savyle plisti i sveikus organus ir audinius. Navikinlasteliy invazijos ir metastazavimo
procesai prasideda nugsteliy migravimo link kraujagysti ar limfagysli ir jsiskverbimoj
jas (5 pav.). Si proces pagrind, sudaro proteolitinis ELM ir BM komponentskaidymas,
todkél Siame etape MMP yra vienos svarbiaugrment;. Navikui metastazuojant, jadteks

turi maziausiai 3 kartus pereiti per bazines memdsd33,34,35].
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Bosil Formuojanti
Pirminis ( lgstele

navikas

5 pav. Navikiniy lasteliy migracija iS pirminio zidinio [35]

MMP dalyvauja ¥Zio invazijos ir metastazavimo procesuose ne tikndamos
barjerus, bet kai kurios MMP, tarp, jpvz., MMP-3 stimuliuoja epitelinio fenotipo virami
mezenchimipfenotim, kuris susis su agresyvesniu piktybinio proceso vystymusi.[36]

Taip pat MMP naviko vystygsi skatina reguliuodamos augimo ir angiogeanini
faktoriy iSsiskyrimy, navikiniy lasteliy apoptozs proces, chemokim gradiens [32].

Apie MMP gsap su navikk augimu ir progresavimu liudija daugelio autori
duomenys. Piktybiniuose navikuose ekspresugjdiMP jvairove yra zymiai didesé nei
gerybiniuose. Sergant gaulitinZzarnos adenokarcinoma ekspresuojamas matriligMit-
7), stromelizinas-1 (MMP-3), stromelizinas-3 (MMR)1 Zelatinaz-A (MMP-2) ir
kolagenaz-1 (MMP-1), tuo tarpu gerybiniuose gaulisnzarnos navikuosgairiais kiekiais
ekspresuojamas tik matrilizinas. Serganities wziu, MMP-11 ekspresija siejama tik su
piktybiniais navikais. Sveikame ities audinyje bei nepiktybése fioroadenomose MMP-11
raiSka rra konstatuojama. Padjdsi MMP-3 ekspresija pastéta sergant Kities, pladiu,

prostatos, kasos, tiesiosios zarnéaw [3].
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Padictjusi MMP-9 raiSka nustatyta sergant smagekrities, skrandzio, prostatos
véziu bei limfoma. MMP-2 ir MMP-9 gali aktyvinti MMHA3, o pastaroji gali aktyvinti MT1-
MMP. Tokio tipo aktyvinimo kaskados galiith reikalingos siekiant uztikrinti navikini ir

strominiy lasteliy saveika [37].

2.2.2. Matrikso metaloproteinazes kodudjargen; mutacijos ir ¥zys

Véziu vadinama grupligu, kurioms lidingas bruozas yra nekontroliuojamasteliy
dauginimasis. IS toki pakitusiy lasteliy formuojasi navikas. Pokiai, lemiantys dsteks
supiktykejima, gali bati jvairiy geny mutacip padarinys. Daugumos gerkoduojartiose
sekosejvairios mutacijos gali veikti gandviem lidais: kefiant ekspresuojamo baltymo
kokybe arba kielk

Pastaraisiais metais atsiranda vis daugiau tyrguasijusiy su MMP gen mutacijomis,
kurios, matyt, kartu su kit geny mutacijomis gali lemti navikinio proceso raidr
progresavim (3 lent.) [34,38,39].

MMP-1 genas yra 11 chromosomos ilgajame petyjeo g&ho promotorigje dalyje
galima mutacija -1607 pozicijoje, kurioje yra guzas (G). Sioje pozicijoje vienas alelis gali
tureti 1G (delecija), o kitas - 2G (insercija). PapaaslG turitiu aleliy sekose, -1602
pozicijoje yra transkripcijos veiksnio AP-1 jungisicritis, 0 -1607 pozicijoje yra 5-GAT-3*
seka. [vykus mutacijai ir sekoje atsiradus dar vienam @sidaro papildoma, Kkito
transkripcijos veiksnio Ets, jungimosi sritis 5-@&3*, kuris kartu su AP-1 padidina
promotoriaus aktyvum Tockl jvykus 2G mutacijai abiejuose aleliuose, pa@idgeno
transkripcinis aktyvumas, MMP-1 raiSka iSauga, © Kareliuoja su piktybini naviky
vystymusi. Si mutacija siejama su play inksty, kiausidzi;, gimdos kaklelio ir gaubtirs
zarnos ¥ziu [34,38].
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3 lentek. Svarbiausi MMP genuose galimi polimorfizmai

Genas Polimorfizmo | Polimorfizmo Liga
vieta prigimtis
MMP-1 -1607 +/- G Plawiy vezys [40];

Gimdos kaklelio ¥zys [41];
Kiausidziy vézys [42];
Inksty vezys [43];

Gaubtires zarnos #zys [34];

MMP-2 -1306 CIT Kraties &zys [44];
Plawiu vezys [[45];
SkrandZio ir stempk wzys [46];

MMP-3 -1171 +- A Kruties \&zys [47];
Plawiy vezys [43];
Sirdies ir kraujagysii ligos [48];

-1602 +- A Krities wzys [34];
Gaubtires Zarnos &zys [34];
MMP-9 -1562 CIT Kraujagyslii ligos [49];
Plawiy vézys [50];
-90 (CA)n Daugire skleroz [51];
MMP-12 -82 AIG Kraties wzys [52];

Plawiy vezys [53];

1802 AIG Krities wzys [52];

MMP-2 koduojaitio geno promotoriégje dalyje galimas -1306 C/T polimorfizmas.
MMP-2 raiSka bus didegnturint C/C genotip palyginti su turigiais C/T ar T/T genotip
Sergantiems kities, pladiy, skrandzio ar stem¢d wZzZiu dazniausiai nustatomas C/C
genotipas, tod iSkelta hipotez, kad Sio genotipo asmenys turi didesizika susirgti mirety
lokalizacijy véziu [44,45]. MMP-2 koduojatio geno promotorigje dalyje yra daug
reguliaciniy cis-elementi, toctl Sio geno raiSkos valdyme dalyvauja dauguma trnskos
veiksniy, tokiy kaip Sp-1, Sp-3, AP-2. Nustatyta, kad -1306 C/Katta yra lokalizuota
transkripcijos veiksnio Sp-1 atpazinimo seko]Jeykus pakaitai, Sp-1 jungimosi vieta
iSnyksta, todl sumazja geno promotoriaus aktyvumas (C/T ir T/T genajiptaip pat ir
MMP-2 raiSka [45].

MMP-3 koduojantis genas yra iS8gks 11 chromosomos ilgajame petyje Salia MMP-
1 koduoja®io geno ir suformuoja gensankila. MMP-3 koduojatiio geno promotoriaus -
1171 pozicijoje gali dti 5 arba 6 adeninai (A)ln vitro tyrimais nustatyta, kad 5A geno
aktyvumas yra nuo dvigjiki keturiy karty didesnis nei 6A. Tad 5A/5A genotipas yra

siejamas su didesne rizika susirgtiities \éZiu bei blogesne ligos prognoze. Siai hipotezei
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patvirtinti reikalingi iSsamesni tyrimai. Be to, B genotipas siejamas su skirtingu MMP-3
geno atsaku interleukinui ir TN&{33,36,47].

MMP-9 koduojantis genas iSsites 20 chromosomoje. Sio geno promotejerdalyje
galimas -1562 C/T polimorfizmas, siejamas su @laweéziu bei Sirdies ir kraujagysli
ligomis. -1562 pozicijoje esant timidinui (T),gmotoriaus aktyvumas difh ir MMP-9
raiSka iSauga. Sis polimorfizmas yra igsigls transkripcijos veiksnio Ets-1 jungimosi srityje,
todkl Si mutacija galijtakoti promotoriaus aktyvum Esant C/T ir T/T genotipui MMP-9
ekspresuojama zymiai daugiau, nei esant C/C ganpbpdidesa MMP-9 ekspresija skatina
greitesk ELM degradacy ir navikiniy lasteliy invazija [49,54].

MMP-9 geno promotorigje dalyje identifikuotas dar vienas polimorfizmaaip pat
itakojantis MMP-9 geno transkripgiaktyvumy. Tai -90 pozicijoje esain mikrosatelito CA
(citozino — adenino) pasikartojimai. PriklausomaionCA pasikartojim skatiaus kinta ir
promotoriaus aktyvumas. Kuo didesnis pasikartgjskatius, tuo promotoriaus aktyvumas
didesnis. Dazniausiai sutinkami 14CA, 21CA, 22C/ABCA pasikartojimai. Esant 22 ir
daugiau CA pasikartojim Sis MMP-9 mikrosatelito polimorfizmas siejamaspadictjusia
rizika susirgti daugine skleroze [55].

MMP-12 koduojatiiame gene yra nustatyti du pagrindiniai polimorfamkurie
itakoja geno aktyvum Tai -82 A/G ir 1082 A/G polimorfizmai, siejamugizika susirgti
krities ar pladgiy vézZiu. In vitro tyrimai rodo, kad esant -82 A/A genotipui afiniskas AP-1
transkripcijos veiksniui yra didesnis, o talygjoja didesipn MMP-12 promotoriaus aktyvuin
[52].

1082 A/G polimorfizmas yra MMP-12 geno dalyje, kogarcioje homologin
hemopeksinui domen kuris yra atsakingas uz MMP-12 aktyvain375 kodone adenino (A)
pakaita guaninu (G), k&ia koduojam aminofigst asparagia (Asn)i serirg (Ser). Nors Sio
polimorfizmo funkcire reikSne néra aiski, téiau iSkelta hipotez kad Sis polimorfizmas gali
padidinti rizika susirgti kiities wziu [52].
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3. TYRIMO METODAI IR APIMTIS

3.1. Tirilamoji medziaga

Tyrimams pasirinkta:
= sergadiyjy Slapimo @slés wzZiu kraujas — 2@miniai;

= sergadiyjy Slapimo @slés wZiu navikai — 58 raginiai.

3.2. Darbe naudojamos medziagos ir tirpalai

DNR iSskyrimo rinkinys (Fermesa
QIAxcel High Resolution rinkinys (1200) (QIAGEN);
Chloroformas (Merck);
96% etanolis (Sema);
70% etanolis (Sema);
Agaroz (Fermentas);
Etidzio bromidas (Amresco);
Akrilamidas (Fluka);
Bisakrilamidas (Roth);
TRIS (Amresco);
Boro rhigstis (Poch);
EDTA (Roth);
Dazas ,6x Orange Loading Dye” (Fermentas);
DNR ilgio standartas ,Mass Ruler DNA Ladder Low gah(Fermentas);
DNR ilgio standartas ,pUC Mix Marker 8" (Fermentas)
DNR ilgio standartas ,,Gene Ruler 50bp DNA Laddét&imentas);
DNR ilgio standartas ,,QX DNA Size Marker 100 bp kI8 (QIAGEN);
Taqg DNR polimeraz (5 vnt.ful) (Fermentas);
Restrikcijos endonukleazPsy | (10 vntyl) (Fermentas);

Restrikcijos endonukleazael (10 vntul) (Fermentas);
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Pradmenys:
CYARO04
5-GGT AAG CAG GTA CTT AGT TAG CTA C-3};
5-GTT ACA GTG AGC CAA GGT CGT GAG-3;;
D5S818
5-GGT GATTTT CCT CTT TGG TAT CC-3;
5-AGC CAC AGT TTA CAA CAT TTG TAT CT-3};
D13S317
5-ACA GAA GTC TGG GAT GTG GAG GA-3;
5-GGC AGC CCA AAA AGA CAG A-3;
I-FABP
5-GTA GTATCA GTT TCA TAG GGT CAC C-3;;
5-CAG TTC GTT TCC ATT GTC TGT CCG-3;;
THO1
5-GTG GGC TGA AAA GCT CCC GAT TAT-3;
5-ATT CAA AGG GTA TCT GGG CTC TGG-3';
MMP-3
5-GGT TCT CCATTC CTT TGA TGG GGG GAA AGA-3’;
5-CTT CCT GGA ATT CAC ATC ACT GCC ACC ACT-3;;
MMP-9
5-GCC TGG CAC ATA GTA GGC CC-3;;
5-CTT CCT AGC CAG CCG GCA TC-3' (Ferntes).

3.3. Tyrimo metodai

3.3.1. Genomiés DNR iSskyrimas iS kraujo

Genomirgs DNR iSskyrimui naudotas ,Fermento” DNR iSskyrimokinys. Darbas
atliktas pagal gamintgjinstrukcijas.
200 pul Sviezio arba Saldyto kraujo uzpilama lizagja tirpalo ir inkubuojama 65°C

temperairoje vandens vonioje 10 mih.miSin; jpilama 600 ul chloroformo, sumaiSoma ir
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centrifuguojama 12000 rpm 5 min. Po centrifugavimosuting fazé, kurioje yra DNR,
perkeliama; mégintuvelius su paruoStu DNR nusodinimo tirpalu, kelis karsumaiSoma ir
laikoma 1-2 min. kambario tempeiliadje. Centrifuguojama 12000 rpm 8 min. Supernagnta
paSalinamas, DNR nuédos tirpinamos 100 ul 1,2M natrio chlorido tirpdDNR iSsodinama
etanolio tirpalu.Centrifuguojama 12000 rpm 5 min. Etanolio tirpatagpilamas, o nugéslos

tirpinamos 50 pl steriliame vandenyije.

3.3.2. Genomiés DNR iSskyrimas iS naviko

Navikinio audinio 30-50 mg #ginys uzSaldomas skystu azotu ir susmulkinamas
(homogenizuojamas). Susmulkintaggimys lizuojamas buferiniu tirpalu (50 mM Tris HC
pH 8.0; 200 mM NaCl; 20 mM EDTA, pH 8.0; 1% SDS)lama 100 pl proteinags K
(10mg/ml) tirpalo bei inkubuojama +55° C temp@rafe nuo 12 valangdiki 3 pan. Méginio
inkubavimas gali @ti nutrauktas, kai misinys tampa skystas, vientibasaudini gabatliy.
Deproteinizacija vykdoma fenolio ir chloroformo mi® tirpalu, DNR iSsodinama etanolio
tirpalu. 18dZiovinta DNR tirpinama 100 steriliame HO.

ISgrynintos DNR kokyb ir koncentracija nustatoma 1,0% agasopelyje. Fotografuojama
UV Sviesoje (6 pav.).
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DN 4 Ladder
Liwar Kange

6 pav.Genomirgs DNR iSskyrimas i$ kraujo ir naviko

1 ir 4 takeliuose — DNR ilgio standartas ,Mass RID&A Ladder Low Range®; 2 takelyje
iSgryninta DNR iS naviko, 3 takelyje iSgryninta DNERkraujo.

3.3.3. DNR koncentracijos ir grynumo nustatymas

ISgryninta DNR 15-20 sekundgicentrifuguojama 10000-12000 aps./min. grtei
Naujame mikromgintuwvelyje 5 ul tiriamosios DNR tirpalo skiedZziama distiliuotundeniu,
kad bendras turinys jameitnp 50 pl. Gautas tirpalas perpilamaskiuvet. DNR kiekis
nustatomas spektrofotometru, matuojant aptankf 260 nm ilgio bangos Sviesoje. DNR
méginio koncentracijay(g/ml) apskatiuojamajvertinant praskiedim

Kokybiné DNR analiz atliekama iSmatavus optintank 280 nm ilgio bangos
Sviesoje. Santykis AdA2s parodo DNR grynum DNR yra kokybiSkai iSgryninta, kai Sis
dydis yra didesnis nei 1,5; geriausia, jei Sis@datyra 1,7-1,9. Mazesnis santykis rodo, kad
DNR méginyje yra baltym arba organini medziag, didesnis — esama RNR.
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3.3.4. Polimerass grandinig reakcija (PGR)

3.3.4.1. PGR mikrosatelitinipasikartojing analizei

Pradmen poroms (CYARO04, D5S818, D13S317, I-FABP ir THO&yyoSiamas PGR
misinys 1 pl DNR, 2,5 ul 18 PGR buferio, 2,5 pul dNTP 2mM, 1 pl Mg&5mM, 15 pmol
tiesioginio pradmens, 15 pmol atvirkstinio pradmeéh&5 vnt. Taq DNR polimerag,
dejonizuoto vandens iki 25 pl.

Atlikama polimerazs grandinig reakcija tokiu temperatiniu rézimu: pradinis
ciklas — denairacija 5 min 95°C tempeiabje; CYARO04, D5S818, I-FABP 29 vienodi ciklai
- denatiracija 30 s 95°C tempefabje, pradmens prijungimas 40 s 54°C tempeog,
praksimas 40 s 72°C tempetatjeir galutinis ciklas — prasimas 7 min 72°C tempetiabje.
D13S317 ir THO1 29 vienodi ciklai - demsgicija 1 min 94°C temper@abje, pradmens
prijungimas 1 min 59°C tempetiabje, pragsimas 1 min 72°C tempetiadvje ir galutinis
ciklas — pratsimas 5 min 72°C tempetatje.

PGR produktai analizuojami 104 poliakrilamido gelyje lyginami su DNR ilgio
standartu. Gauti rezultatai fotografuojami UV Swejes(7-9pav.). Taip pat PGR produktai

analizuojami ir kapiliarias elekroforezs (QIAGEN) metodu (10-11 pav.).

23



o -

7 pav. CYARO04 mikrosatelitigas sekos identifikacija sergénju Slapimo pislés wZiu
kraujyje ir navikuose

1 takelyje DNR ilgio standartas ,50 bp DNA Laddef, 4, 6, 8 ir 10 takeliuose PGR
produktas iS kraujo iSskirtos DNR, 3, 5, 7, 9 ir takeliuose PGR produktas iS naviko

iSskirtos DNR. HeterozigotiSkumo praradimas idéktibjamas to paties paciento kraujyje

(K) ir navike (N).
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I-FAEF 50 bp DA
Ladder
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8 pav. I-FABP mikrosatelitigs sekos identifikacija sergénju Slapimo mislés wziu

kraujyje ir navikuose
1, 3 ir 5 takeliuose PGR produktas iS kraujo i¥skiDNR, 2, 4 ir 6 takeliuose PGR produktas

iS5 naviko iSskirtos DNR, 7 takelyje DNR ilgio stamths ,50 bp DNA Ladder”.

HeterozigotiSkumo praradimas identifikuojamas tbgsapaciento kraujyje (K) ir navike (N).
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9 pav. THO1 mikrosatelitigds sekos identifikacija sergénjy Slapimo fislés wZiu kraujyje
ir navikuose.
1, 3, 5ir 7 takeliuose PGR produktas iS navik&ifss DNR, 2, 4, 6 ir 8 takeliuose PGR

produktas iS kraujo iSskirtos DNR, 9 takelyje DNRBia standartas ,50 bp DNA Ladder".
HeterozigotiSkumo praradimas identifikuojamas tbgsapaciento kraujyje (K) ir navike (N).
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STR STR STR STR STR STR STR STR STR STR STR

A01 B06 BO7 BO8 B9 A02 A03 A4 A0S AQ6 AQT
1 2 3 4 5 6 i 8 9 10 11
K N K N K N K N K N
5000.0 :r__—______ 5000.0
3000.0 3000.0
2000.0 F— 2000.0
1500.0 1500.0
1200.0 1200.0
1000.0 = 1000.0
9000 4000 so00 000
700.0 700.0
600.0 600.0
500.0 500.0
400.0 400.0
300.0 300.0
200.0 200.0
100.0 100.0
15.0 15.0

10 pav.CYAR 04 mikrosatelitias sekos identifikacija sergénju Slapimo fislés wzZiu

kraujyje ir navikuose

1 takelyje DNR ilgio standartas ,,QX DNA Size Mark#00 bp — 3 kb*, 2, 4, 6, 8 ir 10
takeliuose PGR produktas iS kraujo iSskirtos DNR5,37, 9 ir 11 takeliuose PGR produktas
iS5 naviko iSskirtos DNR. HeterozigotiSkumo praradsrdentifikuojamas to paties paciento

kraujyje (K) ir navike (N).
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11 pav.THO1 mikrosatelities sekos identifikacija sergéinju Slapimo fislés wZiu kraujyje

ir navikuose

1 takelyje DNR ilgio standartas ,QX DNA Size MarkKE00 bp — 3 kb, 2, 4, 6 ir 8 takeliuose
PGR produktas i$ kraujo iSskirtos DNR, 3, 5, 7 itaB8eliuose PGR produktas iS naviko
iSskirtos DNR. HeterozigotiSkumo praradimas idékiibjamas to paties paciento kraujyje
(K) ir navike (N).

3.3.4.2. PGR MMP polimorfizompanalizei

Kiekvienai pradmen porai (MMP-3 ir MMP-9) paruoSiamas PGR miSinyls ul
DNR, 2,5 pl 1& PGR buferio, 2,5 pul dNTP 2mM, 2 pul Mg5mM, 15 pmol tiesioginio
pradmens, 15 pmol atvirkStinio pradmens, 0,2 vrdaq TDNR polimerags, dejonizuoto
vandens iki 30 pl.

Atlikama polimerags grandinig reakcija tokiu temperatiniu rézimu: pradinis ciklas
— denaiiracija 5 min 94°C tempefabje MMP-3 ir 2 min 95°C temperabje MMP-9; 35
vienodi ciklai MMP-3 — denatacija 30 s 94°C tempefabje, pradmens prijungimas 30 s

65°C temperatoje, pragtsimas 30 s 72°C tempeigtdje, ir galutinis ciklas — prasimas 5 min
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72°C temperatroje. Ir 35 vienodi ciklai MMP-9 - denattacija 30 s 95°C tempefabje,
pradmens prijungimas 30 s 60°C tempe@e, pratsimas 30 s 72°C tempeilatje, ir
galutinis ciklas — prgsimas 2 min 72°C tempetabje.

PGR produktai analizuojami 20agarozs gelyje ir lyginami su DNR ilgio standartu.

Gauti rezultatai fotografuojami UV Sviesoje (124&v.).

g'ﬁ
: 5=
oo B

e
2 X I I I T B 120 bp

12 pav. MMP-3 identifikacija sergatiyju Slapimo mislés wziu kraujyje ir navikuose po

polimerazs grandinigs reakcijos (PGR)

1-7 takeliuose — PGR miSinys MMP-3 (129 bp); 8 hgke- DNR ilgio standartas ,pUC Mix
Marker 8*

1 2 3 4 ! f

plTC Mix
Marker &

P
L

i“-—-—“"

13 pav. MMP-9 identifikacija sergafiyju Slapimo pslés wziu kraujyje ir navikuose po

polimerazs grandiniis reakcijos (PGR)
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1 takelyje - DNR ilgio standartas ,,pUC Mix Markef, -6 takeliuose - PGR misSinys MMP-9
(436 bp).

3.3.5. Restrikcijos fragmeuntlgio polimorfizmo (RFIP) metodas

MMP-3 PGR produkt analizei RFIP metodu paruoSiamas restrikcijos mgssi 5 pul
PGR produkto, 3 pl 10xbuferio, 10 vnt. Psy | résijos endonukleas, sterilaus vandens iki
30ul. Restrikcijos reakcija vykdoma 2 valandasG7émperatroje vandens vonioje.
RFIP metodu gauti reakcijos produktai analizuoj@% poliakrilamido gelyje. Fragmentai

lyginami su DNR ilgio standartu, fotografuojami Wviesoje (14 pav.).

2 3 4 3 A 7 g2 % 10 11 12 13 14 1

o
—
—

SIS 54154 ShEh Shlah SAISA SASSA
SASA SAISA SAjen ShlE L SANSL SAjesh SAMEL

- B ki - .

eereoverrmpe——t—t L =1 )

14 pav. PGR produki analiz restrikcijos fragmeni ilgio polimorfizmo (RFIP) metodu
(8,0% poliakrilamidiniame gelyje)
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1 ir 15 takeliuose DNR ilgio standartas ,pUC Mix Mar 8%, 2, 6-9, 12 ir 14 takeliuose
5A/6A genotipas, 3-5, 10-11 ir 13 takeliuose S5AB&notipas.

Restrikcijos endonukleaxarpo PGR metodu gauMMP-3 tokiais fragmentais:
e esant 5A/5A genotipui — 97, 32 bp;
e esant 5A/6A genotipui —129, 97, 32 bp;
e esant 6A/6A genotipui — 129 bp.

MMP-9 PGR produkt analizei RFIP metodu paruoSiamas restrikcijos mggi 10 pl
PGR produkto, 3 pl 10x buferio, 10 vnt. Pael r&stjps endonukleas, sterilaus vandens iki
30ul. Restrikcijos reakcija vykdoma 1,5 valando% Gtemperairoje vandens vonioje.

RFIP metodu gauti reakcijos produktai analizuoja®0% agarog&s gelyje.
Fragmentai lyginami su DNR ilgio standartu, fotdgmgami UV Sviesoje (15 pav.).

Restrikcijos endonukleazPael karpo PGR metodu gatddiMP-9 tokiais fragmentais:
e esant C/C genotipui — 436 bp;
e esant C/T genotipui — 436, 240, 196 bp;
e esant T/T genotipui — 240, 196 bp.

15 pav. MMP-9 PGR produki analiz restrikcijos fragment ilgio polimorfizmo (RFIP)
metodu
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1 takelyje — DNR ilgio standartas ,pUC Mix Markef; & ir 4 takeliuose — C/C genotipas; 2,
5 ir 6 takeliuose — C/T genotipas; 7 takelyje — §€nhotipas.

3.4. Statistia analiz

Rezultaty statistiniam apdorojimui buvo naudojama progranSS 13.0. Ligos
remisijos trukné analizuota Kaplan — Meier metodu, skirtumas tarpivky vertintas log
rang; tertu. Rezultatai laikyti statistiSkai reikSmingajeigu p reikSr buvo mazeshnegu
0,05.

32



4. REZULTATAI IR J U APTARIMAS

Mikrosatelitinio nestabilumo tyrimai, naudojantpasikartojatias sekas (CYARO04,
D5S818, D13S317, I-FABP ir THO1) buvo atlikti 2%kijo éminiuose ir 29 navikinio audinio
méginiuose. IS vig pasirinkty kraujoéminiy ir navikinio audinio néginiy buvo iSskirta DNR
ir PGR, vertikalios ir kapiliaries elektroforezs metodais nustatyti mikrosatelitinseky

pokyciy variantai. Duomenys pateikti 4 lenggl.

4 lentek. Duomenys apie Slapimaiplés wZiu sergatius tiriamuosius

Atvejis Lytis Stadija Dif. laipsnis Pokyg¢iai
1 Vv pTa Gl CYARO4
2 Vv pTa G2 CYARO4
3 \% pTa G2 -

4 Vv pTa Gl CYARO4
5 M pTa G2 CYARO4
6 M pTa G2 D13S317
7 \% pTa G3 -

8 \% pTa G2 THO1

9 \% pTa G2 -

10 \% pTa Gl -

11 Vv pTa G3 CYARO4
12 \% pTa G2 -

13 Vv pTa Gl -

14 \% pTa G2 -

15 Vv pTa G3 -

16 Vv pT1l G3 -

17 M pT1l G3 -

18 \% pTa Gl -

19 Vv pTa Gl THO1
20 \% pTa G2 -

21 Vv pTa Gl -

22 \% pTa G2 -

23 Vv pTa G2 -

24 M pT1l G3 THO1
25 Vv pTa G2 THO1
26 \% pTa Gl -

27 Vv pTa G2 FABP, CYARO4
28 M pTa G2 -

29 V pTa G2 THO1

(V-vyras, M-moteris)

IS pateikty duomem matyti, kad iS 29 dalyvavusityrime pacieni 24 buvo vyrai ir 5

moterys. 26 iS 29 tirianjy pacieniy konstatuotas pirminis papilinis neinvazinis Slapim
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puslés navikas (pTa), trims pacientams — Slapinislgs navikas iSpligs subepiteliniame
audinyje (pT1). Mikrosatelitinis sekpokyiai identifikuoti 12 pacient.
Atlikty tyrimy analizei naudojamas Kaplan-Meierio metodas. Twrirdalyvag

pacientai yra visi gyvi, tad analizuotajvairiy paramety jtaka pacient ligos remisijos

trukmei.
10 i Stadija
Jien
. [ pTa
]- <+ pTa-progresia
0,3 =
s 06 |
=t =
o =
E
[
o 04—
e +
02—
0,0 =
T T T T T T T
0 100 200 300 400 &S00 GO0
Trukmé (dienos)

16 pav. Ligos stadijogtaka remisijos trukmei

Kaip matyti iS 16 pav. pateiktos kréss ir 4 lentets duomen, didziajai daliai
tirlamyju pacientt buvo diagnozuotas pTa stadijos navikas. Vidupacient ligos remisijos
trukmé 246+33 dienos. Tiriany, kuriy ligos stadija buvo pT1 vidutinligos remisijos
trukmé 61£3 dienos. Statistinio reikSmingumo koeficienta®,0001.

ISanalizuota naviko diferenciacijos laipsiti@ka ligos remisijos trukmei (17 pav.).
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17 pav.Naviko diferenciacijos laipsnigaka ligos remisijos trukmei

Taigi, iS5 17 pav. pateiktos kreéls matyti, kad ilgiausias ligos remisijos laikas
budingas pacientams, kuriems konstatuotas G2 navfkeedciacijos laipsnis. Vidutinligos
remisijos trukné 264+44 dienos. Pacientams, kuriems konstatuotas di&renciacijos
laipsnio navikas, ilgiausia ligos remisijos trukm300 diem, tatiau vidutire tik 14027
dienos. Pacientams, kuriems konstatuotas G3 di&xeijos laipsnio navikas vidutinis ligos

remisijos laikas 209+74 dienos. Statistinis reiksgoimo koeficientas p=0,345.
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Taip pat iSanalizuota heterozigotiSkumo praraditaka ligos remisijos trukmei (18 pav.).

1,0~
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Heterazigatiskumo

praradimas
Mustatytas
[ heterozigetishume

praradimas
Menustatytas

| heterozigotigkumo
praradimas
Mustatytas
heterozigotighumo
praradimas -
progresija
Menustatytas

;. heterozigotiskumo
praradimas -
progresija

18 pav.HeterozigotiSkumo praradinitaka ligos remisijos trukmei

IS pateiktos kreigs matyti, kad ilgesnis ligos remisijos laikasdingas tiriamiesiems,

kuriems nustatytas bent vienos pasikarttijasm sekos heterozigotiSkumo praradimas.

Vidutiné ju remisijos trukné 263+55 dienos. Gauti duomenysra statistiSkai reikSmingi

p=0,395.

Sekaiose rezultaf aptarimo dalyse detaliau iSnagtin CYARO4, D5S818,

D13S317, I-FABP ir THO1 tyrimp gautieji duomenys.

4.1. Mikrosatelitiis sekos CYARO4 analz

CYARO04 mikrosatelitini pasikartojimyp pokyiai buvo vertinamas 29 sergamjy

Slapimo islés ziu kraujyje ir navikuose. Mikrosatelitinis nestionas nebuvo nustatytas

36



nei vienam tiriamajam pacientui. 6 pacientams nysta CYARO04 heterozigotiSkumo
praradimas. IS vigtirty pasikartojatiy seky CYARO4 heterozigotiSkumo praradimo daznis
buvo didziausias. CYARO4 pokwi nustatyti SeSiuose navikuose, iS kuitviems konstatuota

G1 diferenciacijos laipsnis, trims - G2, o viena@3 diferenciacijos laipsnis (5 lent.)

5 lentek. CYARO4 heterozigotiSkumo praradimas priklausomao maviko diferenciacijos

laipsnio
Gl G2 G3 IS viso
Nustatytas 2 3 1 6
Nenustatytas 6 12 5 23
IS viso 8 15 6 29
' 0,15
p 0,925

ISanalizavus CYARO04 heterozigotiSkumo praradimsigiarstymy priklausomai nuo
naviko diferenciacijos laipsnio statistiSkai reikBgo skirtumo negauta (p=0,925). Norint
tiksliau statistiSkaijvertinti CYARO04 heterozigotiSkumo praradimo prikkamylz nuo
naviko diferenciacijos laipsnio reikia atlikti igeasn tyrima ir iSplésti tirlamyjuy pacieni

populiacip.
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19 pav.CYARO4 heterozigotiSkumo praradinjaka ligos remisijos trukmei

Kaip matyti iS 19 pav. pateiktos kréss ilgesnis ligos remisijos laikas pacient,
kuriems buvo nustatytas pasikartajms sekos CYARO4 heterozigotiSkumo praradimas.
llgiausia remisijos trukma pacientams, neturintiems CYARO4 heterozigotiSkuysnaradimo
~430 dienm, o tiems, kuriemsiaingas heterozigotiSkumo praradimas - ~500@ieviiduting
ligos remisijos trukra tiriamyjuy, kuriems nustatytas heterozigotiSkumo praradimes y
208£32 dienos,ut kuriems ®ra heterozigotiSkumo praradimo - 283184 dienostidtasio
grafiko statistinis reikSmingumo koeficientas p=Q,3tocl norint daryti iSsamesnes iSvadas
reikia atlikti didesis apimties tyrimus.

4.2. Mikrosatelitiis sekos D5S818 analiz

IS tirty 29 kraujoéminiy ir 29 navikinio audinio réginiu mikrosatelitinis nestabilumas
ar heterozigotiSkumo praradimas nebuvo nustatyeasianam sergatajam Slapimo pslés
véziu. Taiau Kram A. ir bendr. teigia, kad D5S818 ir D5S2055alia esafios kiros
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mikrosatelitires sekos, iSkritos yra daZniausiai nustatomos pg@jktochromosomoje
sergantiesiems Slapimaiglés wziu. Tokl manoma, kad Siame penktosios chromosomos

regione g22-g31.1 yra gemsusijusi su Slapimo fslés wzio vystymusi ir progresija [19].

4.3. Mikrosatelitiis sekos D13S317 analiz

Mikrosatelitines sekos D13S317 analibuvo atlikta 29 serga&mnjuy Slapimo pislés
véziy kraujyje ir navikuose. Mikrosatelitinis nestabilas nebuvo nustatytas nei vienam
tirlamajam pacientui, téaau dviems iSy buvo identifikuotas heterozigotiSkumo praradimas.
Pastanjy naviko diferenciacijos laipsnis yra G2. Mokslininktlikti tyrimai paroa, kad 13
chromosomoje, q31.1 — g32.3 regione yra didelivetogigotiSkumo praradimo dazniu
pasizyminti sritis, kurioje yra trys mikrosateligs sekos: D13S317, D13S1818 ir D13S770
[60].

4.4. Mikrosatelitiis sekos |-FABP anakz

Mikrosatelitines sekos I-FABP analizbuvo atlikti 29 pacient sergatiu Slapimo
puslés wZiu, kraujyje ir navikuose, i$ kurivienam nustatytas heterozigotiSkumo praradimas,
o mikrosatelitinis nestabilumas nestts. Si mikrosatelitin seka yra Zamriebigsias figstis
sujungiaio baltymo introne. Literaros duomen apie galim Sios mikrosatelitibs sekos

nestabilumataka sergant Slapimogslés wziu nerasta.

4 5. Mikrosatelitis sekos THO1 analz

Mikrosatelitines sekos THO1 nestabilumo tyrimai buvo atlikti 28gsetiyju Slapimo
pusles wziu kraujyje ir navikuose, iS Kkuri penkiems nustatytas heterozigotiSkumo
praradimas: vienam pacientui, kuriam konstatuothsli®renciacijos laipsnio navikas, trims
- G2 ir vienam pacientui, kuriam konstatuotas G3erdnciacijos laipsnio navikas.

Mikrosatelitinis nestabilumas tiriamiesiems nentydées.
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6 lentek. THO1l heterozigotiSkumo

praradimas priklausomai maviko diferenciacijos

laipsnio
Gl G2 G3 IS viso
Nustatytas 1 3 1 5
Nenustatytas 7 12 5 24
IS viso 8 15 6 29
' 0,21
p 0,901

HeterozigotiSkumo praradimo priklausonylmuo naviko diferenciacijos laipsnio
nenustatyta. Literatos duomenimis THO1 mikrosatelitirsely galima ity priskirti retiau
pazeidziam mikrosatelitinip seky grupei [21]. T&iau kitos mokslininkg grupss atlikiy tyrimy
duomenimis, nustatytas nemazas heterozigotiSkumaragimy daznis byloja apie

kaimynystje esantgery supresori TSG101 (11p15) [14].
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20 pav.THO1 heterozigotiSkumo praradini@ka ligos remisijos trukmei

IS pateiktos 20 pav. kreig matyti, kad ilgesh ligos remisijos trukréd badinga
pacientams, kuriems nebuvo nustatytas THO1 hetgtzkumo praradimas.ydilgiausia
ligos remisijos trukrd ~500 diem, o vidutine - 232+35 dienos. Pacientams, kuriems buvo
rastas pasikartojéims sekos THO1 heterozigotiSkumo praradimas, igeudigos remisijos
trukme siekia tik 300 dien, o vidutire - 17040 dienos. Kaip matyti iS pateiktos késiytik
pacientams, kuui ligos remisijos trukm ilgesre nei 200 dien ir nenustatytas THO1
heterozigotiSkumo praradimas ilgesnio ligos remossijaiko tikimylé yra didesa. Taliau
gauti duomenyséra statistiSkai reikSmingi (p=0,589), reikalinglibesni tyrimai su didesne

pacient; grupe.
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4.6. MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmo anaéiz

MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmo tyrimai atlikti 2%ergagiyju Slapimo fislés

véziu kraujoéminiuose ir 58 navikinio audinio éginiuose. IS vig pasirinkt; kraujoéminiy ir

navikinio audinio ndginiu buvo iSskirta DNR ir RFIP metodu nustatyti kiekwiesergatiojo
MMP-3 -1171 5A/6A polimorfizmo variantai (7 lent.).

7 lentek. MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmo variantai sergagju Slapimo mslés wziu

kraujyje bei navikuose

Sergantieji Slapimo

Sergantieji Slapimo

puslés vziu p‘._‘s.lé.s véiiu_ : IS viso
(kraujoeminiai) navikinio audinio
) méginiai, n)
T|r|am01|(rr]r)1ed2|aga 29 58 87
MMP-3 polimorfizmas
5A/5A 7 16 23
5A/6A 18 35 53
6A/6A 4 7 11

Nors viename MMP-3 geno alelyje -1171 pozicijojardgsadenino delecijai (5A),

lemiartiai didesn promotoriaus aktyvum MMP-3 raiSka didja. 1S pateiki duomem (7

lent.) matyti, kad iStyrus 87 kraujo ir navikiniaudinio meginius tarp sergayju vyrauja
MMP-3 -1171 5A/6A polimorfizmo variantas, lemiantidlese MMP-3 raiSk.S
Ivertinus MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmo variantsergatiujuy Slapimo mislés

véziu kraujyje, gautas statistiSkai reikSmingas skiras tarp nustatyt MMP-3 (-1171
5A/6A) polimorfizmo variani (p = 0,0002) (8 lent.).
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8 lentek. MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmo variantai serganju Slapimo fislés wziu

kraujyje
Sergartiyjy
Slapimo p“.SIeS vezld Nustatyta Nenustatyta IS viso
genotipas
(kraujas)
5A/5A 7 22 29
5A/6A 18 11 29
6A/6A 4 25 29
¥ 16,86
p 0,0002

Taip patjvertinus MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmo variantgergasiuju Slapimo

puslés vZiu navikuose gautas statistiSkai reikSmingas whkigts (p < 0,001) (9 lent.).

9 lentek. MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmo variantai sergaaju Slapimo fislés wziu

navikuose
Sergartiyjy
S'Ievl_plmo pu§les Nustatyta Nenustatyta IS viso
VéZiu genotipas
(navikas)
5A/5A 16 42 58
5A/6A 35 23 58
6A/6A 7 51 58
* 31,71
p <0,001

ISanalizuota ir MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmo wantai priklausomai nuo

naviko diferenciacijos laipsnio (10 lent.).
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10 lentek. MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmas sergénju Slapimo pslés wZiu

navikiniame audinyje priklausomai nuo naviko difegiacijos laipsnio

_ MMP-3 POLIMORFIZMAS
Naviko ,
diferenciacijos SA/5A S5A/6A 6A/6A X p
laipsnis 1 2 | 18viso| 1 2 | 1Bviso| 1] 2] 15 visd
G1,
gerai 4 10 14 9 5 14 1 13 14 4,28 0,117
diferencijuotas
G2, 22,6
vidutinidkai 5 23 28 19 9 28 4 24 28 1 <0,001
diferencijuotas
G3,
blogai 7 9 16 7 9 16 2| 14 16 4,60 0,096
diferencijuotas

Pastaba: 1 — MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmas atgtas, 2 — nenustatytas.

IS pateikty duomem matyti, kad statistiSkai reikSmingas skirtumas<(p,001) gautas
esant vidutiniSkai diferencijuotam (G2) navikui.tdriatiros Saltiniuose neradome dayb
kuriuose Ity tirtas MMP-3 polimorfizmas sergant Slapimastés wziu. Taiau yra darh,
kuriuose autoriai teigia, kad dideskIMP-3 raiSk stromirese hstekse galima bty susieti su
blogesne sergényju Slapimo islés wZiu ligos prognoze [59].

Taigi palyginta MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmo wanty jtaka ligos remisijos
trukmei (21 pav.).
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21 pav.MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmo variantitaka ligos remisijos trukmei

ISanalizavus gautus duomenis akivaizdu, kad ikj@muemisijos trukm badinga
pacientams, kuriems nustatytas 5A/5A MMP-3 polinzonb variantas, tdau tai
nekoreliuoja su teiginiu, kad nors viename gendygessant adenino delecijai (5A) djd
MMP-3 raiSka ir skatinamas naviko augimas ir metzstimas. StatistiSkai reikSmingo

skirtumo tarp tih MMP-3 polimorfizmo variant negauta (p= 0,263).

4.7. MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmo anatiz

MMP-9 geno promotorigje dalyje -1562 pozicijoje galimo vieno nukleotido
polimorfizmo (-1562 C/T) tyrimai atlikti 29 kraujéminiuose ir 58 navikiess medZiagos
méginiuose. IS vig pasirinkt; kraujoéminiy ir navikinio audinio ndginiy buvo iSskirta DNR
ir RFIP metodu nustatyti kiekvieno sergano MMP-9 -1562 C/T polimorfizmo variantai.
Rezultatai pateikti 11 lentgé.
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11 lentek. MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmo variantai sergagu Slapimo mslés wziu
kraujyje bei navikuose

oy Sergantieji Slapimo
Sergantieji Slapimo ol
paslés wziu pusiés weziu IS viso
o navikinio audinio
(kraujoéminiai) N
méginiai, n)
Tiriamoji medziaga 29 58 87
()
MMP-9 polimorfizmas
C/C 12 30 42
CIT 14 24 38
T/T 3 4 7

IS pateikty duomem (11 lent.) matyti, kad iStyrus 87 kraujo ir naviika audinio
méginius vyrauja MMP-9 -1562 polimorfizmo variant@asC.

Ivertinus MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmo variantugrgartiuyju Slapimo islés
véziu gautas statistiSkai reikSmingas skirtumas 28girty kraujo éminiy ( p = 0,005) (12
lent.)

12 lentek. MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmo variantai sergagu Slapimo fislés wzZiu

kraujyje
Sergartiyjy Slapimo
pusles veziu Nustatyta Nenustatyta IS viso
genotipas
(kraujas)
cic 12 17 29
CIT 14 15 29
T 3 26 20
X2 10,66
p 0,005

Ivertinus MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmo variantugrgargiyju Slapimo pislés
véziu navikuose gautas statistiSkai reikSmingas whids tarp 58 tigt navikines medziagos
méginiu ( p < 0,0001) (13 lent.)
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13 lentek. MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmo variantai sergamu Slapimo pislés wziu

navikuose

Sergartiyjy Slapimo

pgglrel:zt?gggj Nustatyta Nenustatyta IS viso
(navikas)
C/C 30 28 53
CIT 24 34 53
© 28,76
p < 0,0001

Taip pat palyginome galimus MMP-9 (-1562 C/T) padriizmo variantus navikinio

audinio neginyje priklausomai nuo naviko diferenciacijos kmpo (14 lent.).

14 lentek. MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmai sergéimju Slapimo @slés vziu navikuose

priklausomai nuo naviko diferenciacijos laipsnio

MMP-9 POLIMORFIZMAS
Naviko cIC CIT TIT ,
diferenciacijos R R R X P
laipsnis 1] 2 .S 1] 2 .S 2 .S
Viso ViSO Viso
G1,
gerai 5 9 14 8 6 14 1 13 14 7,98 0,018
diferencijuotas
G2,
vidutiniskai 12 | 16 28 13| 15 28 3 25 28 9,15 0,007
diferencijuotas
=9 13 3 16 3 13 16 0 16 16| 26,06
blogai )
diferencijuotas <0,0001

Pastaba: 1 — MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmas nuydtet, 2 — nenustatytas.

StatistiSkai reikSmingi skirtumai (p = 0,018, p 0@7 ir p < 0,0001) gauti esant

visiems naviko diferenciacijos laipsniams. Litéras duomenimis, MMP-9 gali tb

prognostiniu Zymeniu diagnozuojant Slapimsips wzi ankstyvose stadijose [58]. Kadangi

MMP-9, skaidydama ekstrgtelinn uzpilda ir BM komponentus, padeda navikms

lastekms plisti | tolimesnes organizmo vietas, #ébdsvarbu nustatyti Sio fermento geno
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promotorires dalies (-1562 C/T) polimorfizgn siekiant suzinoti, kokios fermento raiskos

(padickjusios ar sumagusios) galima tiktis ligos metu.

10+ MMP-2 polimorfizmo
variantai
leic
lem
0.8 B i
—+ CIT progresia
- ] L T progresia
m 06— ‘
=t
Aol
E L
& ]
04—

07— _

0,0—

1 | T T T T T
0 100 200 300 400 500 GO0

Trukmé (dienos)

22 pav.MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmo variantitaka ligos remisijos trukmei

ISanalizavus gautus duomenis matyti, kad ilgiaussassijos laikas fdingas MMP-9
C/C polimorfizmo variantui, kuris nenulemia didésrMMP-9 raiskos. Vidutié remisijos
trukmé C/C polimorfizmo variantui 280+£55 dienos. T/T pobrfizmo varianto, kuris lemia
padictjusia MMP-9 ekspresij vidutiné remisijos trukn tik 859 dienos. Gauytduomem

statistinis reikSmingumo koeficientas p=0,038.

48



5. ISVADOS

Panaudojus PGR, vertikalios ir kapiliarn eletroforegzs metodus nustatyti SeSi
CYARO04, du D13S317, vienas I-FABP ir penki THO1 Zmp heterozigotiSkumo
praradimo atvejai 29 paciensergagiujy Slapimo @slés &ziu grugje.

Kaplan-Meier metodu jvertinta ligos remisijos trukas priklausomyb nuo
heterozigotiSkumo praradimo, ligos stadijos ir Ravdiferenciacijos laipsnio, ¢&au
statistiSkai reikSmingo skirtumo negauta.

Nustatyti visi MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmo viantai sergatiyjy Slapimo
pusles ziu kraujyje ir jvairiy diferenciacijos laipsni (G1, G2, G3) navikuose:
statistiSkai reikSmingas skirtumas gautas esanitidkai diferencijuotam navikui
(G2).

Trys MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmo variantai (C/G/T ir T/T) identifikuoti
sergadiyjy Slapimo mislés wziu kraujyje irjvairiy diferenciacijos laipsni (G1, G2,
G3) navikuose: statistiSkai reikSmingas skirtumastgs esant visiems diferenciacijos
laipsniams.

Nustatyta statistiSkai reikSminga ligos remisijosiklpusomylé nuo MMP-9

polimorfizmo variang.
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Microsatellite Instability and Matrix Metalloprotei nases Polymorphism

Analysis in Cancer Patients Tumours and Blood

SUMMARY

Carcinoma of bladder is one of the leading caudegeath. Successful treatment of
bladder cancer depends on the early detection pedfE& diagnostic approaches. In the
present study, microsatellite instability (MSI) andatrix metalloproteinases (MMPS)
polymorphism has been evaluated as a prognostikemar patients with bladder cancer.

Microsatellites are short sequences of 1-6 bp atepkein tandem throughout the
genome, and because of their polymorphic natuey trave been widely used as genetic
markers. The detection of genomic instability isiaportant step in molecular analysis of
tumourgenesis. Analysis of highly polymorphic mgatellite loci not only provides
information about microsatellite instability busalallows the detection of allelic deletion in
tumour cells.

Ample evidence indicates that MMPs also contribatenultiple ways to all stages of
malignant progression, including tumor invasiompdal vessel penetration, metastases and
tumor angiogenesis. A number of DNA polymorphismghe MMP genes are associated with
differences in MMP activity. Five or six adenosin€gsA or 6A) single nucleotide
polymorphism (SNP) at position -1171 in the MMP-Bmoter and a cytosine (C) -
thymidine (T) single nucleotide polymorphism (SN&) position -1562 in the MMP-9
promoter are reported to affect expression of thyesees. However, the relationship between
the polymorphism and susceptibility of the canegnains ambiguous.

The aim of this study was to examine the specificrosatellite markers and to
determine the prevalence of a single nucleotidgrpotphism (-1171 5A/6A) in the MMP-3
and (-1562 C/T) in the MMP-9 gene promoters, araluate these polymorphisms on clinical
stage.

PCR and capillary electrophoresis method was tséegtermine microsatellite status
in 29 bladder cancer patients tumours and bloodR-RELP method was used for MMP-3
and MMP-9 polymorphisms identifications.

Significant association was found between tumofiewintiation degree and analyzed

polymorphisms in bladder cancer.
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