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Tekste naudojami sutrumpinimai

ADAMTS12 — genas, koduojantis 1 tipo trombospondino 12 motyva turin¢ig metalopeptidaze
AR — androgeny receptoriy koduojantis genas

CpG — citozinas, p - fosfodiesteriné jungtis, G - guanozinas

DNMT — DNR metiltransferazés

EPAS1 — genas, koduojantis endotelinj PAS domeng turintj baltymg 1

FILIP1L — genas, koduojantis su 1 tipo filaminu A saveikaujantj baltyma

GPH — gerybiné prostatos hiperplazija

GSTP1 — genas, koduojantis glutationo S-transferaze w 1

MSP — metilinimui jautri polimerazés grandininé reakcija (ang. methylation specific PCR)
NSG — navika slopinantis genas

PAA — poliakrilamidas

PHD — prolilhidroksilazés

PLV — prieSinés liaukos vézys

PSA — prostatos serumo antigenas

PTEN — navikg slopinantis genas, koduojantis fosfatazés ir tenzino homologg

pPVHL — navika slopinantis baltymas von Hippel-Lindau

RCC — inksty Igsteliy karcinoma (angl. renal cell carcinoma)

SAM-S — S-adenozilmetioninas

VEGF — kraujagysliy endotelio augimo faktorius (angl. vascular endothelial growth factor)



1. IVADAS

Priesinés liaukos vézys (PLV) yra piktybinis navikas, augantis prieSinés liaukos
periferingje zonoje. Pagal sergamuma onkologinémis ligomis, §i vézio forma uzima ketvirtg
vietg pasaulyje, o daugelyje Vakary Europos saliy islieka antra tarp dazniausiai pasitaikanciy
vézio lokalizacijy ir antra pagal mir§tamumg vyry populiacijoje [1]. Lietuvoje PLV yra
aktuali sveikatos problema. Remiantis Lietuvos vézio registro duomenimis, Kiekvienais

metais nustatoma apie 3000 naujy PLV atvejy [2, 12].

Piktybiniy naviky formavimuisi ir augimui biitinas veiksnys - naujy kraujagysliniy
tinkly susidarymas (angiogenezé), ypa¢ standziyjy audiniy navikams, kuriy diametras
didesnis nei 1-2 mm. Tokj naviky fenotipa lemia sutrikusi angiogeniniy ir antiangiogeniniy
veiksniy pusiausvyra. Iki $iol néra gerai zZinoma, dél kokios priezasties ir kokiy molekuliniy
mechanizmy stimuliacijos navikinés lgstelés iSskiria tirpius angiogenetinius veiksnius, bet
pastebéta, kad tokiy veiksniy raiSka padidéja navikinése lgstelése esant deguonies stygiui
(hipoksijai), Siuo keliu skatinama neovaskuliarizacija. Kaip ir kitose vézio formose,
angiogenez¢é yra pripazinta pagrindiniu procesu, lemianc¢iu PLV vystymasi [3, 4].
Angiogenezés atsiradimui turi jtakos ne tik genetinés, bet ir epigenetinés pazaidos, pvz.,
geny promotoriniy seky DNR metilinimas, kuris gali visiskai uzslopinti geny raiska ir jy

aktyvuma.

Siuo metu placiai taikomas véZzio biocheminis Zymuo ankstyvosios PLV diagnostikos
programose Yyra prostatos specifinio antigeno (PSA) koncentracijos kraujo serume
nustatymas. Taciau §is Zymuo turi trilkumy, vienas i$ jy yra zemas specifiSkumas PLV. Tod¢l
labai svarbu rasti naujus patikimus diagnostinius bioZzymenis, kurie bty informatyvis,
tiksliai diagnozuoty véZinius pakitimus ir identifikuoty ankstyvas ligos stadijas. Epigenetiniy
zymeny jdiegimas j kliniking praktika galéty pagerinti ne tik PLV ankstyva diagnostika, bet

ir leisty numatyti ligos progresavimg ir parinkti tinkamiausig gydymo btda.

Siame darbe, norint nustatyti potencialius molekulinius Zymenis PLV diagnostikai,
buvo atlikta DNR metilinimo analizé geny, susijusiy Su angiogeneze (FILIP1L ir
ADAMTS12) ir atsaku j hipoksija (EPASL), reguliacinése srityse. Nustatyti metilinimo
ligoniy amziumi. Genai parinkti i§ VU GMF ZGTC atliktos visuminés epigenetinés prie§inés
liaukos navikiniy ir histologiskai nepakitusiy audiniy analizés, atliktos DNR metilinimo
mikrogardelémis.

Sis tyrimas yra Lietuvos mokslo tarybos finansuoto projekto LIG-14/2012 dalis.



1.1 Darbo tikslas ir uzdaviniai

Darbo tikslas — istirti suangiogeneze ir hipoksija susijusiy geny ADAMTS12, FILIP1L
ir EPASL, identifikuoty visuminés analizés metodu, promotoriy DNR metilinimo biuklg
priesinés liaukos navikuose ir jvertinti $iy molekuliniy Zymeny diagnosting bei prognozing

verte.

Uzdaviniai:

1. Nustatyti geny ADAMTS12, FILIP1L ir EPAS1 DNR metilinimo daznj priesinés liaukos
navikuose ir histologiskai nepakitusiuose prieSinés liaukos audiniuose bei gerybinés
prostatos hiperplazijos audiniuose.

2. Gautus rezultatus susieti su prieSinés liaukos vézio Klinikinémis-patologinémis

charakteristikomis ir ligoniy amziumi.

3. Ivertinti geny metilinimo, kaip diagnostinio ir prognostinio Zymens, potencialg.



2. LITERATUROS APZVALGA
2.1 Priesinés liaukos vézys, diagnostika ir paplitimas pasaulyje

Priesiné liauka - tai pridétiné vyriskoji liauka, kurig sudaro raumeninis ir liaukinis
(30-50 pasleliniy liauky) audiniai. Jos veikla yra reguliuojama per nervinés-endokrininés
sistemos asj. Veikdama kartu su posmegenine liauka, ji uztikrina normaly lytiniy lgsteliy
vystymasi ir subrendimg. PrieSinés liaukos ontogenezéje dalyvauja dviejy tipy lastelés,
epitelio ir stromos, kurios glaudziai saveikauja ir veikia parakriniskai, t.y. stromos lastelése
vyksta augimo veiksniy gamyba ir iSskyrimas, o jy taikiniai, specifiniai androgeny
receptoriai, yra iSsidéste¢ epiteliniy lgsteliy membranose. Vézio atveju epitelinés lgstelés
pasizymi autonomiskumu (nepriklausomas augimas nuo stromos lgsteliy) dél augimo
veiksniy, Kurie veikia lasteles autokriniskai, $iuo Keliu skatina lasteles ekspresuoti ne tik
augimo veiksnius, bet ir jiems specifinius receptorius [5-8].

Priesinés liaukos vézys (PLV) yra dazniausiai registruojama piktybiné vyry onkologiné
liga. Daugeliu atvejy PLV vystosi periferinéje priesinés liaukos zonoje i$ liaukinio audinio,
sudarydama priesinés liaukos adenokarcinomos darinj; retais atvejais pasireiskia anaplastiné
karcinoma. Navikas vystosi létai ir ankstyviesiems PLV onkogenezés etapams néra budingi
jokie pozymiai ir ligos simptomai, taciau vélesnése stadijose naviko dydis turi jtakos $laplés
veiklai. PLV pasizymi molekuliniy poky¢iy heterogeniskumu, susijusiu su naviko
diferenciacijos laipsniu ir ligos stadija, todél sunku nustatyti jo bendrg gebéjima progresuoti
] agresyvesn¢ formg. PaZengus ligos stadijai navikas gali metastazuoti j aplinkinius
limfmazgius, taip pat kaulus, storajg Zarng bei kitus organus [9, 10].

Iki $iol néra zinomos tikslios PLV vystymosi priezastys, taciau iSskiriama keletas
rizikos veiksniy, kurie gali turéti jtakos PLV formavimuisi. Pastebéta ryski tendencija, kad
susirgimo rizika didéja su amziumi, ypac tarp vyresniy nei 50 mety vyry. Kitas svarbus
veiksnys yra Seimos anamnez¢ ir paveldimumas. Rizika susirgti padidéja iki dviejy karty ar
daugiau, jei pirmos eilés giminaiciai Sirgo $ia liga arba kai moteriskos lyties giminaiciai Sirgo
kraties véziu. Pagal naujausius tyrimus, nustatytas rySys tarp gausaus riebaly ir kalcio
vartojimo, seleno trikumo maisto racione ir rizikos susirgti PLV [5, 9, 11].

Remiantis GLOBOCAN duomenimis, 2012 m. pasaulyje buvo diagnozuota apie 1,09
min. naujy PLV atvejy ir apie 0,31 min. vyry miré nuo $io susirgimo. I$sivysciusiose Salyse
PLV patenka j dazniausiy vyry onkologiniy ligy sarasa, jskaitant storosios zarnos, Slapimo
puslés ir plauéiy vézj. Bendroje sergamumo struktiiroje PLV yra ketvirtas tarp labiausiai

paplitusiy vézio formy. DidZiausi sergamumo rodikliai nustatyti Australijoje, Siaurés



Amerikoje bei Siaurés ir Vakary Europoje. MaZiausi sergamumo rodikliai i§lieka Azijos
salyse ir Centrinéje Afrikoje [1].

Lietuvos vézio registro duomenimis, 2007 m. Lietuvoje nuo PLV miré 582 ligoniai
(37 atvejai 100 000 vyry), o sergamumas sieké iki 231,4 atvejy 100 000 vyry. Vien 2011
metais buvo uzregistruota 2715 naujy PLV atvejy. Per pastargjj deSimtmetj $is skaicius
intensyviai didéja, ypa¢ dél paskutiniaisiais metais placiai taikomo prostatos specifinio
antigeno (PSA) tikrinimo. PLV islieka dazniausia vyry onkologiné liga Lietuvoje [12, 13].

Ankstyvyjy PLV diagnostikos programy pagrindinis tikslas — pagerinti ankstyvyjy
véziniy pakitimy nustatymg, siekiant sumazinti mirtingumo rodiklius. Taciau patikros
programy vykdymas, bei naujy gydymo algoritmy jdiegimas nepadidina tikslios PLV
diagnozés tikimybés sergantiems pacientams ir ji iSlieka tik apie 30% [10]. PLV diagnostika
remiasi patologiniais rodikliais, kaip naviko dydis, histologinis tipas, priesinés liaukos masé
bei PSA koncentracijos kraujo serume nustatymas. Sie rodikliai suteikia svarbiy jzvalgy apie
biologinj naviko aktyvuma, bet jy patikimumas labai mazas, todél daugumai pacienty liga
nustatoma klaidingai. Medicinos jstaigose galutiniam iSvados suformulavimui atliekama
PSA testas ir prieSinés liaukos audiniy biopsijos tyrimai, siekiant tiksliai jvertinti
patologinius poky¢ius audiniuose ir patvirtinti PLV diagnoze [14, 15].

PSA yra baltymas, kurj gamina prieSinés liaukos epitelinés lastelés, ir §io baltymo
koncentracijos padidéjimas kraujyje yra ankstyvasis PLV zymuo. Normos atveju kiekvienas
vyras turi tam tikra koncentracija PSA kraujo serume, kuri didéja su amziumi. PSA testas
remiasi padidéjusia baltymo koncentracija >4 ng/ml serume ankstyvyjy onkogenezés procesy
metu d¢l spartesnés baltymo gamybos ir iSskyrimo. Taciau §is testas turi tam tikry trilkumy,
i§ kuriy svarbiausiais yra zemas jautrumas bei specifiskumas PLV, nes baltymo koncentracija
padidéja bet kokios kilmés prieSinés liaukos uzdegimy ir iSveS¢jimy metu. Padidéjusi
baltymo koncentracija nustatoma daugiau negu 65% atvejy vyresnio amziaus pacientuose.
Svarbu paminéti, kad daugelis ligoniy, sergan¢iy PLV, gali neturéti badingos padidéjusios
PSA koncentracijos [16-19, 23].

Kitas diagnostinis tyrimas — prieSinés liaukos audiniy biopsijos analizé. Biopsijos
méginiy analizéje jvertinamos véziniy lgsteliy biocheminés savybés ir struktiiros ypatumai,
pagal kuriuos galima numatyti, kaip greitai navikas gali i$plisti j kaimyninius audinius. PLV
audinys charakterizuojamas polinkiu | heterogeniskumg ir daugiazidiniskumg, kurie
klasifikuojami patology pagal Gleasono gradavimo sistema. Gleason diferenciacijos laipsnis
grindziamas dviejy dazniausiy naviko zidiniy laipsniy suma ir teoriskai gali svyruoti nuo 2

iki 10. Véziniams priskirtini pakitimai yra vertinami ne maziau nei 6 Gleasono laipsniais.



Agresyviausig navikg, kurio lgstelés maziausiai diferencijuotos, apibiidina auksciausi
Gleasono diferenciacijos laipsniai [9].

Pagrindiniai tikslios PLV diagnostikos apribojimai yra mazas audinio dydis bei
polinkis j heterogeniSkuma. Atskiri naviko zidiniai, kurie audinyje iSsidésto greta, skiriasi ne
tik pagal histologinj tipg, bet ir genetiniame lygmenyje, o tai turi reikSmingg jtakg ligos
progresavimui. Sie apribojimai apsunkina ne tik geny, kuriy paZaidos siejasi su priesinés
liaukos molekuliniais onkogenezés mechanizmais, bet ir molekuliniy keliy, kurie inicijuoja
ir skatina PLV progresavima, paieskas. Siuo metu daugelio mokslininky i$$ikis yra surasti
jautrius naviko biozymenis, kad buty galima prognozuoti tolimesne ligos patogenezg, taip

pat pagerinti ankstyvyjy PLV stadijy diagnostika [18].

2.2 PrieSinés liaukos vézio molekuliniai mechanizmai

Iki $iol néra tiksliai Zinoma, dél kokiy molekuliniy mechanizmy vystosi PLV, taciau
manoma, kad genetiniy ir epigenetiniy veiksniy kompleksas yra itin svarbus PLV
formavimuisi ir progresavimui. Tai sudétingas daugiapakopis procesas, kuriame gali
dalyvauti daug skirtingy geny, ypa¢ navika slopinantys genai (NSG), taip pat kaupiasi kity
svarbiy reguliaciniy geny pazaidos ar jvyksta jy epigenetinis nutildymas bei pasireiskia
chromosomy aberacijos [5, 6].

Chromosomy aberacijos. Vienas i§ pagrindiniy sutrikimy, lemianc¢iy PLV
formavimasi, yra chromosomy struktiiros pakitimai. I$skiriami du su chromosomy
aberacijomis susij¢ mechanizmai: intarpai j tam tikras geny reguliacines sritis\ ir aleliy arba
chromosomy regiony iskritos, kurios lemia silpnesng¢ geno raiska arba raiSkos praradimag
[19, 20].

Siuo metu Zinoma, kad daZniausios chromosomy iskritos pasireiskia 5q, 6q, 8p, 100,
13q, 16qir 17p ir 18q, bei intarpai 7 p/q, 8q, 9p ir Xgq chromosomy regionuose, kurios biitinos
PLV genezéje [19]. Pastebéta, kad chromosomy persitvarkymai 21q regione aptinkami
dazniau negu 50% visy priesinés liaukos naviky atvejy [20]. Viena i§ dazniausiy pazaidy yra
8 chromosomos trumpojo peties praradimas, kuris pasireiSkia 60-80% priesinés liaukos
pirminiy naviky ir daugiau negu 90% priesinés liaukos intraepiteliniy neoplazmy atvejy. Tali
rodo, kad NSG praradimas, lokalizuoto 8p chromosomoje, yra svarbus momentas PLV
iniciacijoje ir $io geno inaktyvinimas aptinkamas ankstyvosiose ligos stadijose. Remiantis
daugelio tyrimy rezultatais, nustatyta, kad 8pl12-21 regiono iskritos yra ankstyvi prieSinés
liaukos kancerogenezés etapai, 0 8p22 iskrita sparciai paplitusi vélesniyjy stadijy navikuose.

Kai PLV progresuoja | hormonams atspary vézj ir/arba iSplinta j limfmazgius ar tolimesnius
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organus, chromosomy aberacijos pradeda labiau kauptis ir atsiranda papildomos
pasikartojan¢ios aberacijos. Hormonams atspariam véziui dazniausiai nustatomos iskritos
yra 8p, 13q, 10q , 16q, ir intarpai 8q, 7p/q ir Xq regionuose. Metastazuojanc¢iam navikui
budingos tos pacios pazaidos, iSskyrus intarpg j Xq chromosoma [19, 21].

Kitas mechanizmas — geny mutacijos. Daugelis moksliniy tyrimy atskleidé visg eile
geny, kuriy pazaidos yra reik§mingos jvairiose PLV stadijose. Tai apima: ELAC2, MSR1 ir
RNASEL genus, kuriy mutacijos buidingos Seiminiam PLV; AR, ATBF1, EPHB2, KLFG6, p53,
PTEN ir RAS somatinés mutacijos nustatomos sporadiniuose PLV atvejuose; AR, BRCA1L,
BRCA2, CHEK2, CYP17, CYP1B1, CYP3A4, GSTM1, GSTP1, GSTT1, PON1, SRD5A2 ir
VDR — genetiniai variantai, susij¢ su paveldimu arba sporadiniu PLV; ANXA7, KLF5,
NKX3-1, CDKN1B ir MYC kopijy skai¢iaus pokyciai, turintys jtakos geno funkcijai, yra
nustatomi jvairios stadijos prieSinés liaukos karcinomose. Detalesni $iy geny molekuliniai ir
genetiniai tyrimai yra svarbus zingsnis siekiant pagerinti PLV diagnostika [22].

Epigenetiniai mechanizmai, kaip DNR metilinimas ir histony modifikacijos, yra
svarbiis daugelyje molekuliniy ir lgsteliniy poky¢iy, kurie siejasi su PLV formavimusi.
Remiantis literatiiros duomenimis, priesinés liaukos navikuose dominuoja DNR reparaciniy
geny pvz., glutationo-S trasferazés m geno, GSTP1; su hormoniniu atsaku susijusiy geny pvz.,
androgeny, AR, ir estrogeny, ER, receptorius koduojantys genai; lastelés cikla
kontroliuojanciy geny pvz., CDKNZ2A; navikg slopinan¢iy geny pvz., VHL, RB1, APC;
apoptoze reguliuojaniy geny pvz., su lagstelés mirtimi susijusios proteinkinazés genas,
DAPK; bei su invazija ir metastazémis susijusiy geny pvz., kadheriny genai, CD44, TIMP,
hipermetilinimas [23, 24].

NSG pazaidos yra treCiasis mechanizmas, svarbus formuojantis PLV. NSG
kontroliuoja lgsteliy dalijimosi ciklg ir palaiko DNR vientisuma, todél jy vaidmuo lasteliy
biologiniuose procesuose yra labai reik§mingas. Pagrindinés pazaidos, inaktyvinancios NSG,
yra taSkinés mutacijos, iSkritos ir pakites jy metilinimo profilis. Pastaryjy mety tyrimai
parodé¢, kad NSG promotoriniy seky CpG saly hipermetilinimas sumazina geny raiska ir jy
koduojamy baltymy kiekj Iastelése, todél jie nepajégia nuslopinti navikiniy Iasteliy
dauginimosi ir jos pradeda intensyviai proliferuoti, o tai padidina S$iy lgsteliy islikimo
galimybe. Mokslininkai jvardijo pagrindinius NSG genus, kuriy pazaidos svarbios PLV
genezéje [25, 26]. Svarbiausius NSG genus aptarsime placiau.

Pagrindinis NSG atstovas yra TP53. Sio geno koduojamas baltymas p53 yra pagrindinis
lastelés ciklo reguliatorius, Kuris apsaugo nuo tolimesnio Iastelés dalijimosi, t.y. sustabdo
lastelés ciklg patikros taskuose (ang. check points), esant DNR pazaidoms. Esant §io geno

mutacijoms, pakitusios lgstelés nekontroliuojamai dauginasi dél sutrikusiy apoptozés



mechanizmy, vystosi vézys. Buvo atlikta keletas moksliniy tyrimy, kuriy rezultatai parodé,
kad p53 mutacijos pasireiskia apie 20-40% vélesniyjy stadijy priesinés liaukos naviky, tac¢iau
anktyvosiose stadijose jy beveik neaptinkama [27].

PLV vystymasis priklauso nuo androgeny jtakos. Androgeny receptorius priklauso
steroidy ir skydliaukés hormony receptoriy $eimai, o jo koduojamo geno (AR) sckos analizé
PLV méginiuose parodé, kad daugelis naviky turi §io geno taskiniy mutacijy [28, 29]. Tokios
mutacijos paplitusios 887 kodone (ACT-GCT, Treoninas-Alaninas), iSsidés¢iusiame
hormona prisijungianéiame domene. Si mutacija leidzia AR suridti estrogeninius steroidus,
taCiau sumazéja afiniSkumas androgenams. Toks nejprastas prisijungimas gali sukelti
kaimyniniy geny transkripcija, taip sutrikdyti trapig augimo veiksniy pusiausvyra priesingje
liaukoje ir skatinti vézio vystymasi [10].

Kitas genas, kuris irgi daznai mutavegs Zmogaus navikinése lgstelése, yra GSTPL.
Glutationo S-transferazés Katalizuoja glutationo konjugacija su kenksmingomis,
elektrofilinémis molekulémis, taip apsaugant lgsteles nuo kancerogeniniy veiksniy. Buvo
pasitlyta, kad GSTP1 promotoriaus hipermetilinimas gali biti naudojamas kaip PLV
diagnostinis zymuo, nes hipermetilinimo daZnis sieké iki 95% PLV atvejy [30].

Nustatyta, kad PTEN daznai prarandamas priesinés liaukos navikinése lasteliy linijose.
Jis patiria homozigotines iskritas apytiksliai 10% pirminiy prieSinés liaukos naviky ir
budingas PLV, kuris linkgs metastazuoti. Remiantis imunohistocheminiais duomenimis,
nustatyta silpnesné PTEN baltymo raiska pirminiuose navikuose. PTEN yra NSG,
koduojantis lipidy fosfataze, kurios pagrindinis substratas yra fosfatidil-(3,4,5)-trifosfatas
(PIP-3), todél PTEN funkcijos praradimas aktyvina PKB/AKT kinazés aktyvuma, kuri savo

ruoZtu sumazina lasteliy jautruma apoptozei [5, 30].

2.3 DNR metilinimas ir jo reik§mé onkogenezei

Epigenetinés modifikacijos, atsakingos uz geny raiSkos reguliacija, néra susijusios su
tiesioginiais pokyciais DNR sekoje ir gali buti tiek grjztamos, tiek paveldimos. Priklausomai
nuo epigenetiniy zZymiy, genai vystymosi eigoje gali buti aktyviai nurasomi, arba nutildomi
[31]. Vienas i$ geriausiai iStirty epigenetiniy molekuliniy mechanizmy, lemianciy geny
raiSkos poky¢€ius, yra DNR metilinimas. Gausybé moksliniy tyrimy per pastaruosius desimt
mety atskleidé daug svarbios informacijos apie metilinimg ir jo reikSme¢ sudétinguose
lasteliniuose procesuose, jskaitant lasteliy diferenciacija, chromosomy stabilumo
uztikrinimg, genominj imprintingg, X chromosomos inaktyvinimo reguliacija bei vézio

i$sivystyma [32, 33].
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Metilinimo mechanizmg sudaro du esminiai komponentai — tai DNR metiltransferazés
(DNMT), kurios modifikuoja nukleortigstis, ir specifiniai baltymai, sgveikaujantys su
metilintomis citozino ir guanino (CpG) sankaupomis (dar vad. CpG salomis) beli
dalyvaujantys $iy zymiy nuskaityme. DNMT skirstomos j de novo metilinanc¢ias (DNMT3A
ir DNMT3B) ir metilinimg palaikan¢ias (DNMT1) metiltransferazes. Intensyvi DNMT1
raiska budinga diferencijuotose lastelése DNR replikacijos metu, o jy pagrindinis taikinys
yra pusiau metilinti CpG dinukleotidai. Tuo tarpu DNMT3A ir DNMT3B gausi raiska
nustatyta embrioninése kamieninése Igstelése. Visos DNMT vykdo kovalenting
modifikacijg, kurios metu citozinas prisijungia metilo (-CH3) grupe prie 5 anglies atomo ir
virsta | 5-metilcitozing (2.3.1 pav.). Metilo grupés donoru daugumai DNMT tarnauja
S-adenozilmetioninas [34-36, 40].

- N
NN HO
| N % OH
HANT PR ¢ 0
g W N /\‘/k on
_adenozilmetion NH,
L S-adenozilmetioninas y
NH; NH,
DNMT ‘
TJH\HU ‘.\:’J\u
|
C SmC
Citozinas S-metilcitozinas

2.3.1 pav. DNR metiltransferaziy katalizuojama metilinimo reakcija, kurios metu citozinas
virsta 5-metilcitozinu [pagal 36 ir 37].

Geny transkripcija gali bati tiesiogiai slopinama per promotoriniy seky ar pirmyjy
egzony metilinima, uzkertant kelig transkripcijg aktyvinanciy veiksniy saveikai [34], arba
netiesiogiai, dalyvaujant metil-CpG baltymams, kurie jungiasi prie metilinty citoziny ir
padidina chromatino kompaktizacijos laipsnj, pertvarkant jj i transkripciskai uzdarg
konformacijg [38]. Buvo nustatyta asociacija tarp didesnio metilinimo lygio promotoriuose

ir silpnos geny raiskos ar jy funkcijos praradimo [39].
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Metilinimo zymés zinduoliy genome paplitusios DNR regionuose, pasizyminciuose
dideliu CpG dinukleotidy kiekiu, vad. CpG salomis. Sias salas sudaro apie 200 baziy pory
dydZio regionai, kuriy sudétyje yra daugiau kaip 55% GC [26]. Zmogaus genome apie 65%
geny promotoriy turi CpG salas, i$ kuriy didZioji dalis yra nemetilinta visuose vystymosi
etapuose ir visuose audiniy tipuose [32, 40]. Normaliose lastelése dauguma CpG
dinukleotidy metilinti, o0 CpG salos, i$sidésciusios 5° geny reguliacinése sekose, nemetilintos
[25]. Citozinai greta transkripcijos starto paprastai nemetilinti, kad biity maziau jautriis
mutacijoms, o CpG regionai, iSsidéste toliau arba kartotinése sekose, paprastai yra metilinti.
Nuo CpG saly metilinimo apsaugo specifinés DNR sekos ir baltymai, sgveikaujantys su
reguliacinémis sekomis, $iuo budu yra uzkertomas kelias metilinimo plitimui | geno
promotoriaus regiong. Vézinése lastelése, prieSingai, atsiranda tam tikry Zidiniy
hipermetilinimas ir globalus genomo hipometilinimas, jskaitant intragenines CpG salas ir
kartotines sekas [31, 33, 41]. DNR metilinimo pakitimas turi jtakos ne tik onkologiniy ligy
atsiradimui, bet taip pat dalyvauja audiniy senéjimo procesuose. Tai jrodo, kad Sios
epigenetinés modifikacijos sklandzios veiklos palaikymas molekuliniame lygmenyje

uztikrina normaly Igstelés funkcionavimg ir proliferacijg [42].

Navikinése lgstelése daznesnis jvykis yra apoptoze, reparacija ir lgstelés cikla
reguliuojanc¢iy geny, ypa¢ NSG, pakites CpG saly metilinimas nei genetinés mutacijos. Tiek
pavieniy geny, tiek geny rinkiniy metilinimo biisenos poky¢iai skatina nekontroliuojama
lasteliy augimg ir vézio vystymasi. Daugelis parametry (geny lokalizacija, promotoriaus
seka, transkripcijos aktyvumas, raidos programa ir t.t.) svarbiis, norint apibrézti, kuris

promotorius taps hipermetilinimo taikiniu onkogenezés metu [31].

Iki Siol dauguma moksliniy tyrimy sutelkia savo démesj } NSG metilinimo biiseng
navikiniuose audiniuose. Nustatyta, kad nuo 5 iki 10% promotoriy yra hipermetilinti
navikinése lastelése, skatinant pasroviui esan¢iy geny nutildyma. Daugeliu atvejy tai NSG,
taip sudarant palankias salygas onkogenezés procesams [40]. Tokie epigenetiniai pakitimai
suteikia vézinéms lgsteléms augimo pranasuma, didina jy genetinj nestabiluma (leidziant
jgyti papildomy naudingy genetiniy pakitimy) ir taip pat skatina jas metastazuoti j Kitus
audinius [34].

Mokslininkai iStyré¢ 1184 CpG saly metilinimo laipsnj 98 navikiniuose méginiuose,
naudojant restrikcijos Zyme¢ genomo nuskaityme. Tyrimo rezultatai parod¢, kad CpG saly
de novo metilinimas yra sparéiai paplites vézinése lastelése. Sio tyrimo duomenimis,
metilinimo laipsnis skyrési tarp atskiry naviky ir naviky tipy, vidutini§kai 608 CpG saly buvo

nenormaliai hipermetilintos [43]. Kadangi CpG saly hipermetilinimas yra santykinai retas
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reiSkinys normaliose lastelése, tai galéty reiksti ankstyva lgstelés transformacijg j navikine
lastele [44].

Globalus hipometilinimas atsiranda ankstyvoje onkogenezéje, dél to padidéja lasteliy
polinkis j genomo nestabilumg ir tolimesnius genetinius pokycius, o geny specifinis
metilinimo Zymiy praradimas pasireiSkia véliau, leidziant naviko lgsteléms prisitaikyti prie
savo mikroaplinkos ir skatinant metastazavima. Hipometilinimas pasireiSkia dél metilinimo
praradimo kartotinése sekose. Genomo metilinimo praradimas yra daznas ir ankstyvas jvykis
vézinése lastelése ir koreliuoja su ligos sunkumu ir potencialu metastazuoti daugelyje naviky
tipy [31, 34].

Naujausi tyrimai atskleidé didele geny promotoriniy seky metilinimo, kaip potencialaus
diagnostinio biozymens jvairiy onkologiniy ligy diagnostikoje, reikSmg. ISsami CpG saly
metilinimo analizé gali suteikti naujy ziniy apie epigenetinius jvykius, reguliuojancius geny
raiskos mechanizmus ir turin¢ius jtakos sudétingy ligy i$sivystymui, jskaitant vézj. Nustacius
metilinimo pakitimus molekuliniame lygmenyje, galima diagnozuoti ankstyvus véZinius

pakitimus, numatyti ligos tolimesne eiga, bei atsaka j gydyma [45].

2.4 Hipoksijos indukuota angiogenezé ir PLV patogenezé

Esant deguonies stokai arba hipoksinei mikroaplinkai, audiniuose indukuojami genai,
susij¢ su angiogeneze, pH reguliacija, eritropoeze, glikolize, gliukozés transporto ir apoptozés
mechanizmais. Tai didelé grupé geny, kuriai priklauso kraujagysliy endotelio augimo faktorius
(VEGF), karboanhidrazés IX, eritropoetinas (EPO), endoglinas ir Kiti. Viena i§ svarbiausiy
molekulinio atsako sistemy, kad biity kompensuotas deguonies stygius ir audiniai apriipinti
biutinomis medziagomis, yra naujy kraujagysliy formavimasis ir Su angiogeneze susijusiy geny
raiska [46].

Angiogenez¢ yra grieztai reguliuojamas aktyvus procesas, kuris gali bati
stimuliuojamas tiek normos, tiek patologijos atvejais. Fiziologiné angiogenez¢ buidinga vaisiaus
ir augimo periodu, o patologiné yra sukeliama naviky, miokardo infarkto, insulto, 1étinio
uzdegimo, diabetinés retinopatijos ir kity patologiniy bukliy [46, 49].

Besivystant navikams, jie privalo uztikrinti savo augima, pastovy mitybiniy medziagy
ir deguonies tiekimg ir atsikratyti kenksmingy medziagy apykaitos produkty, todél yra
skatinamas naujy kraujagysliy atsiradimas. Navikinés lgstelés gamina didelj spektrg augimo
veiksniy, kurie pasiZymi parakrininiu veikimu, taip naujos kraujagyslés palaiko ne tik normaliy

kaimyniniy audiniy, bet ir piktybiniy naviky augima [46-48].
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Naviko angiogenezé inicijuojama per pusiausvyros sutrikima tarp angiogeniniy
augimo faktoriy ir angiogeneze¢ inhibuojanciy veiksniy, $iuo keliu pasireiskia proangiogeninis
fenotipas, kuris buidingas ankstyvyjy stadijy navikams. Atsakas j hipoksija navikinése Igstelése
kei¢ia jy metabolizmo intensyvuma, pagerina prisitaikomuma ir padidina angiogeninj
potencialg, skatinant kritiniy angiogenezés veiksniy ir citokiny gamybg [47, 49]. Tarp tokiy
veiksniy yra VEGF Seimos baltymai, kurie yra pagrindiniai tarpininkai fiziologinés ir
patologinés angiogenezés procesuose, dél savo geb¢jimo stimuliuoti beveik kiekvieng
angiogenezés etapg. Vienas i§ jos atstovy — VEGF-A baltymas, sgveikaujantis su tirozino
kinazés receptoriais VEGFR-1 (Flt-1) ir VEGFR-2 (KDR, Flk-1), i$ kuriy pastarasis yra
pagrindinis angiogenezés skatintojas. Taip pat pastebimas reik§mingas fibroblasty augimo
faktoriaus (bFGF) padidéjimas. Per $iy veiksniy reguliacija angiogenezé aplink navika
»perjungia‘“ i§ ramybés j kraujagysliy eksponentinio augimo faze [48, 50].

Angiogenezé yra biitina salyga, kad galéty jvykti didesniy uz 1-3 mm? standziyjy
naviky, jskaitant ir PLV, augimas ir progresavimas [47]. Padidéjes VEGF kiekis nustatomas
esant piktybiniam PLV, palyginus su gerybinés prostatos hiperplazijos audiniais (GPH). VEGF
raiSka Zzmogaus priesinés liaukos stromos Igstelése gali biiti skatinama androgeny, tokiu biidu
remiant hipoteze¢, kad androgeny deprivacija turi jtakos prieSinés liaukos navikams per
angiogenezés slopinima [48, 50]. Imunohistocheminiai tyrimai parodé, kad zmogaus PLV
lastelése VEGF teigiamai koreliuoja su kraujagysliy tankiu [51].

Hipoksija, pasireiskianti navikuose, yra siejama su agresyvia ligos eiga,
metastazémis, bloga prognoze, ligos atkry¢iu po operacijy ir padidéjusiu atsparumu spindulinei
terapijai. Geresnis angiogeneze lydinéiy mechanizmy supratimas, galéty suteikti naujy
reik§mingy jzvalgy antiangiogeniniy veiksniy plétroje, standziyjy naviky valdyme ir salygoti

naujg vézio gydymo kryptj [48, 49].

2.5 Su angiogeneze ir hipoksija susijusiu atrinkty geny charakteristikos

Siame darbe buvo istirti keli mazai tyrinéti molekuliniai priesinés liaukos vézio
biozymenys: 1) ADAMTS12, svarbus slopinant angiogenezés procesus 2) FILIPLL,
antiangiogenetinio aktyvumo reguliatorius endotelinése lastelése; 3) EPAS1, indukuojamas
hipoksinés aplinkos, reguliuoja VEGF raiska. Kiekvieno i$ $iy geny genetines ir epigenetines

charakteristikas aptarsime placiau.
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2.5.1 ADAMTSI12 genas

ADAMTS (metaloproteinazés su trombospondino 1 tipo motyvais) geny Seimos
koduojami  proteolitiniai  uzlasteliniai fermentai dalyvauja kolageno brendimo,
organogenezéS, angiogenezés ir uzdegimo procesuose. Vienas i§ placiausiai tiriamy Sios
Seimos atstovy yra ADAMTS12 genas, kuris yra 5 chromosomos ilgajame petyje 35 regione
ir koduoja daugiadomen;j baltyma, kurio molekuliné mas¢ siekia 177,5 kDa [52, 53].

Nors ADAMTS S$eima buvo placiai tiriama dél jy katalitiniy funkcijy, pastaraisiais
metais vis daugiau tyrimy yra susije su §iy geny pazaidomis ir jy vaidmeniu kancerogenezéje
per angiogenezés skatinimg. Buvo jrodyta, kad daugelis ADAMTS fermenty neigiamai
reguliuoja angiogeneze, todél jie priskiriami prie endogeniniy angiogenezés inhibitoriy arba
NSG grupés. Pazymétina, kad ne vist ADAMTS atstovai reguliuoja vézio vystymasi per jtaka

angiogenezei [52].

ADAMTS12 koduojamas baltymas tiesiogiai slopina onkogeneze, blokuodamas nuo
RAS-priklausomg ERK signalinj kelig vézinése Igstelése, bei netiesiogiai slopina
angiogeneze per papildomg 1 tipo trombospondino TSR domeng savo struktiiroje.
ADAMTSI12 proteazé pasizymi priesnavikine savybe, kuri gali sumazinti proliferacinj
navikiniy lasteliy potenciala. Si funkcija navikinése lastelése yra prarandama
hipermetilinimo metu, taciau transkripciskai aktyvinama stromos lastelése, kaip normalaus

audinio atsakas j véziniy lgsteliy progresavima [54].

Moncada-Pazos ir kt. [55] atliko $io geno metilinimo analiz¢ normaliy ir véZiniy
méginiy grupése. Mokslininkai pastebéjo, kad ADAMTS12 epigenetiskai uztildytas
gaubtinés zarnos ir tiesiosios zarnos véziniy lasteliy linijose dél intensyvaus promotoriaus
hipermetilinimo. Panasus tyrimai, atlikti ir su kitais Sios Seimos atstovais (ADAMTSS,
ADAMTS9 ir ADAMTS18), parodé, kad Sie genai pasizymi NSG savybémis, t.y. pakites jy

metilinimas nustatytas skirtingos kilmés navikuose [52].

2.5.2 FILIP1L genas

FILIP1L genas yra 3 chromosomos ilgajame petyje, 12.1 regione, ir jo dydis siekia
284373 bp. Gena sudaro 6 egzonai, 5 intronai Ir jis koduoja 10 galimy transkripty. Genas
koduoja su 1 tipo filaminu A sgveikaujant] baltyma, kurj sudaro 1135 aminortigstys ir jis

funkcionuoja kaip antiangiogenetinio aktyvumo reguliatorius endotelinése 1astelése, taip pat
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kaip svarbus tarpininkas lasteliy proliferacijoje ir migracijoje. Padidéjusi geno raiSka
nustatyta vaskuliarizacijos metu standziuosiuose navikuose bei endotelio lastelése, kuriose
slopina lIasteliy proliferacija, migracijg ir inicijuoja apoptozés mechanizmus [53, 56].
Sveiky storosios Zarnos audiniy imunohistocheminés analizés metu buvo aptiktas
didelis FILIP1L transkripty Kkiekis kraujagyslése ir raumeny gleivinéje, o gaubtinés zarnos
atveju - ne tik kraujagyslése, bet ir stromos Igstelése. Taip pat pastebéta, kad FILIP1L
ortologai randami zinduoliuose, kuriems budingas iSvystytas kraujagysliy tinklas [56].

FILIP1L yra vienas i$§ devyniy geny, kuriy funkcija siejasi su piktybiskumo slopinimu
kiauSidziy vézinése lgsteliy linijose [57]. Burton ir kt. [58] iStyré ir patvirtino, kad tiek
FILIP1L iRNR, tiek jo baltyminio produkto raiska sumaz¢ja kiausidziy vézinése lastelése,
lyginant su jprastomis kiausidziy epitelinémis lastelémis. CpG sala, persidengianti su
FILIP1L geno promotoriumi, buvo stipriai metilinta kiausidziy navikinése lgstelése. Taip pat
parodyta, kad DNR metilinimas — tai pagrindiné epigenetiné pazaida, dél kurios sumazéja
FILIP1L raiska kiausidziy vézio atveju [58].

FILIP1L genui budingos 3 izoformos, kurios skiriasi raiSkos ypatumais priklausomai
nuo vystymosi etapy. Desotelle ir kt. [59] istyré Sio geno raiska priesinés liaukos Igstelése,
senstanciose epitelinése lastelése ir priesinés liaukos navikuose. Mokslininkai nustaté, kad
geno raiska yra indukuojama senéjimo metu, o PLV atvejuose ryskiai sumazéja
transkriptomo ir proteomo lygiuose. Pastebéta, kad FILIP1L promotoriuje esanti CpG sala
dazniausiai yra hipermetilinama priesinés liaukos navikiniuose méginiuose. Be to, FILIP1L
CpG seky hipermetilinimas gan daznas pokytis, budingas mazdaug 90% PLV. 2 izoforma
siejama su senéjimo procesais ir jos raiskos nuslopinimas gali rodyti ankstyva biologinj jvyki
PLV vystymesi, todél gali tarnauti kaip svarbus PLV zymuo [59].

Kwon ir kt. [60] atliko panasy tyrimg krities, storosios zarnos, plauciy ir kasos
navikuose. Tiek iRNR, tiek FILIP1L baltymy raiska buvo nuslopinta $iose vézinése
lastelése, lyginant su jy raiska normaliose epitelio Igstelése. Kaip ir kiausidziy vézio atveju,
FILIP1L seky metilinimas yra svarbus reiskinys Siuose navikiniuose audiniuose ir FILIP1L
promotoriaus metilinimo biisena neigiamai koreliuoja su FILIP1L raiska. Sie rezultatai rodo,
kad sumazéjusi FILIP1L raiSka dél DNR metilinimo yra susijusi SU jvairiy vézio tipy

fenotipais [58, 60].
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2.5.3 EPASI1 genas

Endotelinio PAS domeng turin¢io baltymo 1, dar zinomo kaip hipoksijos indukuojamas
veiksnys 2o (HIF2a), genas (EPAS1) koduoja transkripcijos veiksnj, kurio raiska padidéja
lasteléms patyrus deguonies stygiy, o daugiausia transkripty pastebima stipriai
vaskuliarizuotuose audiniuose. Sio geno baltyminis produktas reguliuoja kraujagysliy
endotelio augimo faktoriaus (VEGF) raiskg ir gali bati susijgs su neovaskuliarizacijos
procesais [61, 62]. EPAS1 genas, esantis 2p21-p16 regione, sudarytas i§ 17 egzony bei
koduoja vieng pagrindinj 5184 baziy pory dydzio transkriptg [53, 63].

EPAS1 (HIF-2a) baltymas priklauso pagrindinei spiralés-Kilpos-spiralés PAS baltymy
Seimai ir strukttiriSkai yra susijes su HIF-1a ir HIF-3a subvienetais. EPAS1 baltyma sudaro
870 aminortgstys ir jj formuoja 6 domenai: pagrindinis spiralés-kilpos-spiralés, du
PER-ARNT-SIM (A ir B), nuo deguonies priklausomas degradacijos (ODDD) ir du
transkripcijos-aktyvacijos (N-TAD ir CTAD) domenai. Normoksijos salygomis dvi prolino
(Paos ir Ps3; atitinkamai ODD ir N-TAD domenuose) ir viena asparagino (Nss7 C-TAD
domene) liekanos patiria hidroksilinimg, katalizuojant specifinéms prolilhidroksilazéms
(PHD), siuo keliu uztikrinamas stabilumas ir reguliuojamas HIF-2a baltymo aktyvumas
(2.5.3.1 pav.). PHD fermentai priklauso nuo 2-oksoglutarato-priklausomy dioksigenaziy
Seimai ir jy aktyvumui, kaip kofaktorius, butinas O [61, 64, 65].

su DNR saveikanjantis domenas
p40s -OH Ps31_0OH NE#47-0OH
A B = " = 870

bHLH PAS oDDD N-TAD C-TAD

Dimerizacijos su HIF-1p domenas

2.5.3.1 pav. EPAS1/HIF-2a baltymo struktara ir specifiniai domenai [pagal 65].

Iprastomis deguonies sglygomis (normoksija), esant pakankamai geleZies jony ir
2-oksoglutarato aplinkoje, PHD hidroksilina prolino liekanas ir skatina HIF-1a ir HIF-2a
asociacijg su von Hippel-Lindau navikg slopinanciais baltymais (pVHL). Tokie baltymai su
hidroksilintomis prolino liekanomis isvengia sgveikos su koaktyvatoriais ir yra atpazjstami
E3 ubikvitino ligaziy (pVHL veikia kaip atpaZinimo sritiS Siuose kompleksuose),

poliubikvitilinami ir véliau proteolizuojami. Esant maZzesniam deguonies parcialiniam slégiui
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kraujyje arba hipoksijai, HIF-2a ir HIF inhibuojanc¢io veiksnio hidroksilinimas ir degradacija
26S proteosomose nevyksta. HIF-2a subvienetas yra perkeliamas j branduolj, kur jis
formuoja transkripcijos kompleksa kartu su juo sgveikaujanéiu ARNT baltymu,
koaktyvatoriumi ir papildomais kofaktoriais kaip p300 ir CBP. Toks molekuliy kompleksas
prisijungia prie Serdinés DNR sekos 5°-[AG]CGTG-3¢, kitaip dar vadinamos hipoksijos
atsako elementu (HRE), esanciu tiksliniy geny promotoriuose, ir inicijuoja daugelio geny
transkripcija (2.5.3.2 pav.) [65-68].
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2.5.3.2 pav. HIF -a likimas priklausomai nuo deguonies slégio kraujyje [pagal 68].
N - asparaginas; P - prolinas; OH - hidroksi grupé; Ub - ubikvitinas.

Sis sudétingas veikimo mechanizmas yra atsakingas uz tiksliniy geny raiskos
aktyvinima, susijusiy su kancerogeniniy Igsteliniy procesy ivairove, jskaitant tokius procesus
kaip angiogenez¢, invazisSkumas, metastazavimas, eritropoeze, tokiu buidu palaikant audiniy
apripinimg deguonimi [69]. Keletas pastaryjy studijy nustaté intensyvig HIF-2a raiska
standziuose navikuose, ypa¢ gaubtinés ir tiesiosios zarnos (Yoshimura ir kt.), prieSinés
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liaukos (Boddy ir kt.), nesmulkiyjy lasteliy plau¢iy vézio (Koukourakis ir kt.) bei mazginés
piktybinés melanomos (Giatromanolaki ir kt.) ir endometriumo adenokarcinomos (Sivridis
ir kt.) atvejais. Tai patvirtina galimg asociacijg tarp EPAS1 perteklinés raiskos ir tam tikry

naviko tipy vystymosi, kuriy progresavimui biitina angiogenezé [65].

Inksty Igsteliy karcinoma (RCC), kuriai yra budinga gausi neovaskuliarizacija,
pasizymi pertekline VEGF raiska, tiek iRNR, tiek baltyminiame lygiuose. Xia ir kt. [70]
nagring¢jo, ar EPAS1 gali sukelti endogening VEGF raiska zmogaus vaisiaus inksty lgsteliy
linijoje po stabilios EPAS1 kopijinés DNR transfekcijos. Mokslininkai nustaté, kad RCC
audiniy méginiuose EPASL ir VEGF raiska buvo gerokai padidéjusi, palyginus su normaliais
gretimy inksty audiniais. Sie rezultatai rodo, kad endogeniné VEGF gali biti reguliuojama
transkripciSskai EPAS1 ir EPAS] gali bti susijes su angiogeneze RCC Iastelése [70].

Hipoksinés salygos tiesiosios zarnos vézio kancerogenezés stadijose gali skatinti
agresyviy naviky vystymasi. Molekulinés analizés metu nustatyta, kad EPAS1 iRNR raiska
buvo gerokai sumazéjusi pirmingés storosios zarnos adenokarcinomos méginiuose lyginant su
120 histopatologiniais nenavikiniais audiniais. Bisulfitinés DNR sekoskaitos analiz¢ atskleidé
Zymiai daznesnj DNR metilinimg EPAS1 geno reguliacinése sekose navikiniuose audiniuose
bei HCT116 storosios ir tiesiosios Zarnos vézio lasteliy linijoje (normoksijos ir hipoksijos
salygomis) nei nenavikiniuose audiniuose. Tyrimai rodo, kad HIF 1o ir EPAS]1 svarba atsake
] hipoksijg gali skirtis tarp naviko tipy ir jvairiy naviky stadijy. EPAS1 geno metilinimas turi
prognosting verte gaubtinés ir tiesiosios Zarnos vézio vystymesi, taciau jo Klinikiné reik§mé
turi buiti patvirtinta atlikus i§samesne §io geno analizg ir papildomus tyrimus, taip pat reikty

jvertinti metilinimo reik§me ir Kituose vézio tipuose [61].
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3. TYRIMO METODAI IR APIMTIS
3.1 Ligoniai ir méginiai

Magistro baigiamasis darbas rengtas VU Gamtos moksly fakultete, Zmogaus genomo
tyrimy centre. Atliktas tyrimas yra projekto L1G-14/2012 dalis.

I tirilamaja grup¢ buvo jtraukta 164 PLV ir 17 GPH atvejy. IS viso PLV méginiy imtj
sudaré 129 prieSinés liaukos navikai ir 35 histologiSkai nepakit¢ (nenavikiniai) prieSinés
liaukos audiniai. PLV ligoniai buvo suskirstyti j grupes pagal biocheminj ligos atkrytj: 29
atvejams buvo diagnozuota biocheminé ligos progresija po prostatektomijos, 88 atvejai be
progresijos ir 12 atvejy duomenys nezinomi. Tirty PLV grupés ligoniy amziaus vidurkis
buvo 60 mety (amZiaus intervalas nuo 41 iki 82 mety), o GPH grupés 70 mety (amziaus
intervalas nuo 59 iki 80 mety). Patologo nustatytos PLV klinikinés ligoniy charakteristikos

bei ligoniy amzius pateikta 3.1.1 lentel¢je.

3.1.1 lentelé. Tirty navikiniy méginiy klinikinés charakteristikos ir ligoniy amzius

Navikiniai atvejai

Progresave Neprogresave Progresijos

(n=29) (n =88) duomeny neturintys
atvejai (n = 12)

AmzZius, metai

<62 16 53 7

>62 13 35 5
pT kategorija

<2 11 66 8

>3 18 22 4

Gleason diferenciacijos

laipsnis
6 3 26 3
>7 26 62 9

PrieSinés liaukos masé, g
(vidurkis) 51 47 44
PSA, ng/ml

<10 14 66 10
>10 15 20 2
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3.2 Reagentai, buferiai ir tirpalai

DNR skyrimui i$ audiniy ir gryninimui, DNR bisulfitinei modifikacijai, metilinimui

jautriai PGR (MSP) ir elektroforezei agarozés ir poliakrilamidiniame geliuose naudoti

reagentai nurodyti 3.2.1 lenteléje.

3.2.1 lentelé. Naudoty reagenty sarasas ir gamintojai

Reagentai: Gamintojai:

DNR skyrimas

Lizés buferis, kurj sudaro:
5 mM Tris-HCI, pH 8.5;
1mM EDTA,;

Tween-20;

Proteinaz¢ K (1 mg/ml);

Fenolio/ chloroformo/ izoamilo alkoholio miSinys
(25:24:1);

5 M amonio acetatas;

96% ir 70% etanolio tirpalas

Roth
Thermo Fisher Scientific
Sigma
Thermo Fisher Scientific
Roth

Sigma

Bisulfitiné DNR modifikacija
EZ DNA Methylation Kit rinkinys, kurj sudaro:

Citozino modifikavimo reagentas ,,CT conversion
reagent “;

SuriSimo buferis ,,M - Binding buffer *;

Skiedimo buferis ,,M - dilution buffers;

Plovimo buferis ,,M - Wash buffer “;

Desulfoninimo buferis ,,M - Desulfonation buffer
Tirpinimo buferis ,, M - elution buffer
Zymo-Spin™ silikagelio kolonélé su surenkamuoju

meégintuveliu

Zymo Research

MSP ir elektroforezé:

10 x PGR buferis;

25 Mm MgCly;

16 mmol/L dNTP;

Karsto starto DNR polimerazé — Maxima Hot Start Taq

DNA Polymerase;

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
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Agaroze Thermo Fisher Scientific

Akrilamidas Sigma Aldrich
N,N*-metilbisakrilamidas Sigma Aldrich
Amonio persulfatas Sigma Aldrich
TEMED — N,N,N,N°‘-tetrametiletilendiaminas Roth
DNR ilgio zymuo pUC DNA/Mspl (Hpa II) Thermo Fisher Scientific
DNR masés standartas ,,GeneRuler 50 bp DNA Thermo Fisher Scientific
Ladder*
Pradmenys (100 ulM) Metabion

3.3 Iranga

Mokslo tiriamojo darbo metu naudota jranga: DNR grynumo jvertinimui buvo
naudotas spektrofotometras NanoDrop 2000 UV-Vis Spectrophotometer (Thermo Fisher
Scientific Baltics), atrinkty geny-taikiniy amplifikacija buvo vykdyta Eppendorf
Mastercycler Gradient (Eppendorf) termocikleryje.

MSP pradmeny kirimui buvo naudojama Methyl Primer Express v. 1.0
(Applied Biosystems) programa; MSP reakcijos produktai buvo vizualizuojami Vision
Works®LS Analysis Software sistema (UVP).

3.4 Tyrimo metodai
3.4.1 DNR isskyrimas i$ prieSinés liaukos audiniy

DNR tyrimui buvo isskirta i§ skystame azote uzsaldyty audinio méginiy, kurie buvo
mechanigkai homogenizuoti j miltelius. Protokolas parengtas VU GMF Zmogaus genomo
tyrimy centre.

1. DNR skiriama i§ ~10-30 mg sutrinto audinio, kuris buvo uzsaldytas skystame azote ir
sutrintas gristuveleje.

2. Audiniui lizuoti pilama 500 pl lizés buferio (5mM Tris-HCI, pH 8.5; 1mM EDTA; 0,5%
Tween-20) ir inkubuojama 1-2 val. 55 °C termostate, purtant 350-450 rpm.

3. Pilama 25 pl proteinazés K (1 mg/ml). Méginiai inkubuojami per 16-20 val. 55 °C
termostate.

4. Pilama 500 pl fenolio/ chloroformo/ izoamilo alkoholio misinio (25:24:1). MaiSoma 10
min horizontaliai purtant rankose.
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5. Meéginiai centrifuguojami 10 min 14000 rpm. VirSutinis sluoksnis perkeliamas j nauja

meégintuvelj.

o

Etapas su fenolio/ chloroformo/ izoamilo alkoholio misiniu pakartojamas.

~

Ant perkelto supernatanto pilama 500 pl chloroformo, 10 min maiSoma, tada

centrifuguojama 10 min 14000 rpm. Supernatantas perkeliamas j naujg mégintuvél;.

oo

. Ipilama 40 pl 5M amonio acetato, 1 ml Salto (-20 °C) 96% etanolio ir 1,5 pul glikogeno.
Meéginiai precipituojami 2-3 val., -20 °C, tada centrifuguojami 25min, 14000 rpm.
Supernatantas pasalinamas, paliekant nuosédas. Nuosédos praplaunamos 500 ul Salto
(-20 °C) 70% etanolio, centrifuguojama 25 min, 14000 rpm.

9. Pasalinamas supernatantas, likuciai iSgarinami laikant méginius 37 °C. DNR istirpinama

40 pl sterilaus vandens.
10. Matuojama isskirtos DNR koncentracija ir jvertinamas grynumas NanoDrop 2000

UV-Vis bekiuveciu spektrofotometru ties 260/280 nm ir 260/230 nm bangomis.

3.4.2 Bisulfitiné DNR modifikacija

Bisulfitine DNR modifikacija atliekama naudojant EZ DNA Methylation rinkin;j ir
remiantis modifikuotu gamintojo protokolu.

Bisulfitine DNR modifikacija vyksta 3 etapais: sulfoninimas, deamininimas ir
desulfoninimas. Metodas remiasi tuo, kad metilinti citozinai modifikacijos metu islicka
nepakite, 0 citozinai be metilo grupés konvertuojami j uracilus (3.4.2.1 pav.). Taikant
polimerazés grandining reakcija (PGR) analizuojamo geno sekos fragmento amplifikacijali,

uracilai amplifikuojami kaip timinai, tuo tarpu metilinti citozinai — kaip citozinai.

1 etapas 2 etapas 3 etapas
Sulfoninimas NH, Deamininimas Desulfoninimas :
17N @ ) ZN i N i- - oy l‘
. Y N A \ N A - /
n ,‘/L“-_‘,- 4 ,»& -..’ ‘ ” \_‘— N i b
Citozinas Citozino sulfonatas " Uracilo sulfonatas Uracilas

A _CH w
Y
. -
| ~
A X
2\, -

-

S-metilcitozinas
3.4.2.1 pav. Citozino bisulfitinimo reakcija, kurios metu nemetilintas citozinas yra paver¢iamas

uracilu, o 5-metilcitozinas iSlicka nepakites [pagal 71].
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1. Paruosiama 400 ng DNR 45 ul vandens. Pilama 5 pl M-Dilution buferio ir gerai
iSmaiSoma. DNR denatiiracija vykdoma 15 min, 42 °C.

2. Paruosiamas CT Conversion reagentas: pilama 750 pl vandens ir 210 ul M-Dilution
buferio, iStirpinama. ] méginius pilama po 100 ul CT Conversion reagento, gerai
iSmaiSoma ir inkubuojama 50 °C 16 val.

3. Pasibaigus inkubacijai, méginiai atvésinami 4 °C 10 min. | paruostas kolonéles su
surenkamaisiais mégintuvéliais pilama po 400 ul M-Binding buferio.

4. ] kolonéles perkeliami méginiai. Gerai iSmaiSoma apverciant kolonéle 5-10 karty. Tada
centrifuguojama 30 s maksimaliu grei¢iu. Po centrifugavimo filtratas paSalinamas.

5. Pilama 100 pl M-Wash buferio ir centrifuguojama 30 s maksimaliu grei¢iu. Pilama
200 ul M-Desulphonation buferio. Inkubuojama kambario temperatiroje 15-20 min.
Centrifuguojama 30 s maksimaliu greiéiu.

6. Pilama 200 ul M-Wash buferio ir centrifuguojama 30 s maksimaliu grei¢iu.

7. Plovimas M-Wash buferiu pakartojamas. Tada kolonélés perkeliamos j naujus 1,5 ml
mégintuvelius.

8. ] kolonéles pilama po 40 ul M-Elution buferio arba sterilaus vandens ir centrifuguojama
30 s maksimaliu grei¢iu. Modifikuota DNR laikoma -20 °C.

3.4.3 Pradmeny kiirimas

Pradmeny kiirimui analizuojamoms atsirinkty geny sekoms buvo naudojama Methyl
Primer Express v. 1.0 programa. Analizuojamos sekos pradmenims atrinktos remiantis
metilinimo mikrogardeliy zondy lokalizacija geny sekose bei CpG saly iSsidéstymu
pasitelkiant Ensembl ir NCBI duomeny bazes.

Metilinimo jvertinimui naudojami pradmenys turi atitikti keleta standartiniy
reikalavimy: turi gebéti suformuoti stabily dupleksa su taikinio sritimi ir nesijungti su kitais
pradmenimis ar nespecifinémis sritimis; turi buti pakankamas kiekis C ne CpG
dinukleotiduose; norint atskirti modifikuotag M ir U sekas, pradmenys turi turéti bent vieng
CpG, optimalu — 6-7 CpG pradmeny poroje, o CpG turi biti kuo aréiau 3° galo, kad biity
pasiektas kiek jmanoma didesnis pradmeny specifiskumas; pradmeny poros M ir U sekali turi
apimti tuos pacius CpG, taciau pradmeny ilgiai ir lokalizacija gali nezymiai skirtis; M ir U
pradmeny lydymosi temperatiira turi biiti panasi; dél sekos supaprastéjimo po modifikacijos

sumazé¢ja lydymosi temperatiira, todél reikia ilgesniy pradmeny nei standartinei PGR.
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Geny sekos (promotorinés, reguliacinés ir pirmieji egzonai) buvo lokalizuotos ir
parsisiystos i§ NCBI duomeny bazés. Programa konvertuoja jkeltas geny sekas, kurios
gaunamos po DNR modifikacijos natrio bisulfitu ir pateikia potencialius pradmenis
metilintoms ir nemetilintoms geny sekoms. Potencialtis pradmenys patikrinami ir jvertinami
pagal jy specifiSkuma taikiniui, vieno nukleotido polimorfizmy nebuvima pradmeny sekose,
taip pat remiasi panasiomis pradmeny lydymosi temperatiromis. Tam tikslui buvo naudoti
tokie bioinformaciniai jrankiai kaip Sequence manipulation suite, BiQ Analyzer, taip pat

Bisearch ir Multiple Primer Analyzer [Bioinformaciniai jrankiai: 1-4].

3.4.4 Metilinimui jautri polimerazés grandininé reakcija (MSP)

Metilinimui jautri polimerazés grandininé reakcija (MSP) yra vienas i§ jautriausiy
metody taikomy jvertinti geny promotoriniy seky metilinimo bikle. Tiriamos sekos
pagausinamos dviejy tipy pradmeny poromis: metilintai (M pradmenys) ir nemetilintai
(U pradmenys) geno promotoriaus sekai.

Kiekvienam DNR méginiui paruosiama po du 0,2 ml mégintuvélius. Ruosiami du MSP
reakcijos miSiniai, kuriy komponentai vienodi, i$skyrus tik pradmenis. M ir U reakcijy
miSiniai ruoSiami bendrai visiems méginiams dviejuose 1,5 ml mégintuvéliuose. Reakcijos

misinio sudétis (25 pl) ir komponenty kiekiai pateikti 3.4.4.1 lenteléje.

3.4.4.1 lentelé. MSP reakcijos misinio sudétis

dH20 —

10x PGR buferis 1x

25 mM MgCl, 2,5 mM

16 mmol/L dNTP 0,4 mM

100 uM pradmenys (p+prp) po 2 uM

5U Polimerazé 1,25U
modifikuota DNR 40 pg/ml iki modifikavimo

* p — prasminiai, prp — prieSprasminiai pradmenys

25



Pirmiausia j; 0,2 mL mégintuvélius iSpilstomas reakcijos misinys, tuomet dedama
modifikuota DNR. Neigiamai metilinimo pradmeny amplifikacijos kontrolei buvo
naudojama leukocity DNR, teigiamai — in vitro metilinta DNR ir H20 kontrolé, galimam
PGR produkty uzterStumui jvertinti.

PGR reakcijai naudojama kar$to starto polimerazé (Maxima Hot Start Tag DNA
Polymerase). Mégintuvéliai centrifuguojami 13000 rpm 1 min. Amplifikacija vykdoma
Eppendorf Mastercycler Gradient termocikleriu. Apacioje parodyti termociklerio
programos optimalas parametrai ADAMTS12, EPASL ir FILIP1L geny promotorinéms
sekoms pagausinti (3.4.4.2 lentelé).

3.4.4.2 lentelé. PGR programa ADAMTS12, EPASL ir FILIP1L geny metilinimo analizei

Genai: ‘

ADAMTS12 EPAS1 FILIP1L
95°C — 10 min 95°C - 10 min 95 °C — 10 min
95°C-45s 95°C—-45s 95°C-45s
62°C -45s | 35ciklai 56 °C -45s | 37 ciklai 57°C—-45s 36 ciklai
72°C—-45s 72°C—-45s 72°C—-45s
72 °C —10 min 72 °C -10 min 72 °C -10 min
4°C—o0 4°C—-o0 4°C—-o0

Po amplifikavimo mégintuvéliai centrifuguojami 1 min 13000 rpm. Reakcijos
produktai analizuojami vykdant elektroforezg¢ 3% agarozés gelyje, naudojant DNR ilgio
zymenj pUC19 DNA/ Mspl (Hpall) ir vizualizuojami naudojant Vision Works®LS Analysis
Software dokumentavimo programg. Tiriamyjy ADAMTS12, FILIP1L ir EPAS1 geny MSP

reakcijos elektroforezés pavyzdziai pateikiami apacioje (3.4.4.1 pav.).
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ADAMTS12

DNRilgio NK TK 1 2 3 4

N . : . . 5. 6 H20
FmopM U M U M UM U MU M U MU )

f UM U

FILIPIL

DRilsio NK TK 1. 2. 3. 4. 5. H20
Zymuo N7 U M U M UM UM G MU MU

EPAS1
DAR ilzio NK TK 1 2 3 B 5 6 7 H20

Zymuo

M UM UMUMUMTUMUMUMUMY MU

3.4.4.1 pav. Atrinkty geny taikiniy metilinimo buklés analizé 3% agarozés gelyje.
M — reakcija su pradmenimis metilintai sekai, U — reakcija su pradmenimis nemetilintai sekai.
NK- leukocity DNR (neigiama kontrolé¢), TK — in vitro metilinta DNR (teigiama kontrolé),
1-7 — tiriamieji méginiai, H20 — tarSos kontrolé.

Gauty rezultaty interpretacija vykdoma pagal nustatytus produktus po amplifikacijos
su atitinkamais pradmenimis. Méginys vertinamas kaip metilintas, jei jvyko amplifikacija ir
susidaré produktas su M pradmenimis arba su M ir U pradmenimis. Méginys laikomas

nemetilintu, jei reakcija vyko tik su U pradmenimis.



3.5 Statistiné duomenu analizé

Statistiné rezultaty analizé atlikta STATISTICA 8.0 (StatSoft, 2007) ir OriginPro8
(OriginLab Corporation, 2007) programiniais paketais. Apskaic¢iuoti ADAMTS12, FILIP1L ir
EPAS1 geny promotoriniy seky metilinimo dazniai procentais. Koreliacijai tarp dviejy dydziy
jvertinti naudotas Spearman koreliacijos koeficientas, kategoriniy duomeny palyginimui tarp
grupiy — Fisher's exact t - testas, 0 kiekybiniy (tolydziyjy) duomeny palyginimui tarp dviejy
nepriklausomy grupiy nustatyti taikytas Mann-Whitney U testas. Skirtumai laikyti statistiskai

reik§mingais, kai p < 0,05.
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4. TYRIMO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siekiant geriau suprasti priesinés liaukos vézio patologinius mechanizmus, Siame darbe
buvo tiriami DNR metilinimo bisenos pakitimai ADAMTS12, FILIP1L ir EPAS1
rodikliais ir ligoniy amziumi. Genai parinkti i§ VU GMF ZGTC atliktos metilinimo
mikrogardeliy tyrimo rezultaty analizés, lyginant navikus su histologiskai nepakitusiais
audiniais, pagal jy sasaja su angiogenezeés (ADAMTS12, FILIPIL) ir atsako j hipoksija
(EPAS1) procesais. Tolimesniam geny-taikiniy promotoriniy seky kokybiniam metilinimo

jvertinimui buvo taikomas MSP metodas.

4.1 MSP salygy optimizavimas

Tiriant DNR metilinimg PGR pagrjstu metodu, svarbu, kad M ir U pradmenys
specifiSkai jungtysi prie komplementariy jiems geny promotoriniy seky. FILIP1L
amplikony, specifiniy metilintai ir nemetilintai sekoms, ilgiai yra atitinkamai 160 bp ir
162 bp, 0 EPAS1 — atitinkamai 118 bp ir 124 bp.

Elektroforegramoje (4.1.1 pav.) matyti, kad 7,5% PAA gelyje U takeliuose isryskéjo
du EPAS1 produktai, vienas i$ jy — tiriamasis amplikonas (124 bp), o kitas — nespecifinis
produktas (>150 bp), todél toliau buvo ieSkoma optimaliy MSP salygy $io geno tyrimui, kad
bty iSvengta nespecifiniy sintezés produkty.

DNR ilgio Zymuo M U M U M U
1000 . p

100 -

4.1.1 pav. EPAS1 geno amplikonai 124 bp dydzio ir nespecifiniai MSP produktai (>150 bp)
7,5% PAA gelyje.
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Tyrimo metu buvo atlikta iSsamesné abiejy geny pradmeny specifiSkumo analizé ir
optimizuotos tyrimo salygos. FILIP1L pradmeny prijungimo temperatiira parinkta 56 °C,
amplifikacijos cikly skaic¢ius 38, EPAS1 57 °C ir 38 ciklai, 0 ADAMTS12 — 62 °C ir 35
ciklai (3.4.4.2 lentel¢).

4.2 Tirty geny metilinimo dazniai PLV ir GPH ligoniy méginiuose

Geno EPAS1 metilinimo biiklé buvo istirta 50 PLV ir 15 nenavikiniy méginiy. Sis
genas visuose méginiuose buvo nemetilintas (0%, 0/50 PLV méginiy ir 0%, 0/15 nenavikiniy
audiniy). Galima teigti, kad EPAS1 genas islicka svarbus tiek navikiniuose audiniuose, tiek
histologiskai nepakitusiuose audiniuose, todél jo funkcija neuzslopinama ir veiklos
aktyvumas nepakinta. Toliau $io geno tyrimai nebuvo tgsiami.

Atlikus FILIP1L geno promotoriaus seky metilinimo tyrimus nustatyta, kad FILIP1L
geno promotoriaus metilinimo daznis yra 84% (109/129) PLV méginiuose, 0 nenavikiniuose
audiniuose — 11% (4/35). GPH grupéje FILIPIL promotoriaus metilinimo pokyciy
nenustatyta (0%, 0/17).

I8 129 tirty navikiniy méginiy buvo aptikti 109 geno ADAMTS12 metilinimo atvejai
(84%), o nenavikiniuose audiniuose nustatyti 2 metilinimo atvejai i§ 35 méginiy (6%). Visi
GPH méginiai buvo nemetilinti (0%, 0/17).

ADAMTS12 ir FILIP1L geny metilinimo dazniai pateikti 4.2.1 paveiksle.

100 P < 0,001
i_ 80 P < 0,001
£ 60 P <0,001
£ 40 P10, 4
5 20 R
§ 0
Navikai Nenavikai GPH

= ADAMTS12 FILIP1L

4.2.1 pav. ADAMTS12 ir FILIP1L geny metilinimo dazniai navikiniuose, nenavikiniuose
audiniuose ir GPH méginiy grupése. Dali ADAMTS12 geny tyrimy atliko M. LukoS$ius
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Nustatytas statistiskai reikSmingas geny ADAMTS12 ir FILIP1L metilinimo dazniy
skirtumas tarp navikiniy ir nenavikiniy méginiy (p < 0,001), taip pat tarp navikiniy ir GPH
méginiy (p < 0,001).

Siekiant jvertinti §iy molekuliniy Zymeny diagnosting bei prognozin¢ vertg, buvo
apskaiciuoti jy jautrumo ir specifiSkumo parametrai. Abiejy geny jautrumas siekia 84%, o
specifiSkumas priesinés liaukos véziui ADAMTS12 ir FILIPLL yra atitinkamai 94% ir 89%,
lyginant su nenavikais, bei 100%, lyginant su GPH. Gauti rezultatai parodo Siy geny

metilinimo specifiskumg navikiniam priesinés liaukos audiniui.

4.3 Genu metilinimo sasajos su ligoniu klinikinémis charakteristikomis

Geny ADAMTS12 ir FILIP1L metilinimo poky¢iai buvo susieti su ligoniy amziumi,
PSA koncentracija prie§ operacija, naviko mase, biocheminiu ligos atkry¢iu, pT stadija ir
Gleason diferenciacijos laipsniu.

ADAMTS12 ir FILIP1L geny metilinimas buvo palygintas grupése, suskirstytose pagal
biocheminj ligos atkryti. ADAMTS12 geno promotoriaus sekos buvo metilintos visuose
progresavusiuose atvejuose, t.y. 100%, o neprogresavusiuose sudaré 80%. FILIP1L geno
reguliacinés sekos buvo metilintos 25 progresavusiy naviky atvejy, ty. 86%, 0
neprogresavusiuose sudaré 85%. Nustatytas statistiSkai reikSmingas ADAMTS12 geno
promotoriaus metilinimo sarysis su ligos atkry¢iu (p = 0,006), taciau nenustatyta FILIP1L
geno metilinimo rysio su ligos progresija (p = 1,000). Rezultatai pateikti 4.3.1 paveiksle ir
4.3.2 lentelgje.

* p = 0,006

100
N

S 80
3

£ 60

= 40
i

2 2

0

ADAMTS12 FILIP1L

M Progresave (n=29) 1 Neprogresave (n = 88)

4.3.1. pav. ADAMTS12 ir FILIP1L geny metilinimo daznis pagal biocheminj ligos atkrytj.
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4.3.2 lentelé. ADAMTS12 ir FILIP1L geny metilinimo daznis pagal biocheminj ligos atkrytj

Metilinimo daznis

ADAMTS12 FILIP1L
n % n %

Neprogresave M 70 79,5 75 85,2
U 18 13

Progresave M 29 100 25 86,2
U 0 4

IS viso: M 99 84,6 100 85,5

U 18 15,4 17 14,5

* M- metilinti atvejai, U — nemetilinti atvejai

Geny metilinimo daznis buvo susietas su naviko stadija pT. Pastebéta tendencija, kad
ADAMTS12 geno promotoriaus metilinimo daznis > pT3 stadijos navikuose yra didesnis nei
<pT2 (93,2% ir 80,0%; p = 0,071). Pastebéta, kad FILIP1L promotoriaus seky metilinimas
dazniau aptinkamas pT3 ir auksStesnés stadijos priesinés liaukos navikuose (90,9%, 40/44),
negu pT2 ir Zemesnés stadijos (82,4%, 70/85), taiau statistiSkai reik§mingo rySio nenustatyta

(p = 0,295). Geny metilinimo dazniai priklausomai nuo pT stadijos pateikti 4.3.3 paveiksle

ir 4.3.4 lenteléje.
p=0,071
100
S 80
= 40
g
0

ADAMTS12 FILIP1L

m<pT2 (n=85) ®>pT3(n=44)

4.3.3 pav. ADAMTS12 ir FILIP1L geny metilinimo daznis priklausomai nuo ligos stadijos.
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4.3.4 lentele. ADAMTS12 ir FILIP1L geny metilinimo daznis priklausomai nuo ligos stadijos

Metilinimo dazZnis

ADAMTS12 FILIP1L
n % n %
- <pT2 M 68 80,0 70 82,4
u 17 15
>pT3 M 41 93,2 40 90,9
U 3 4
I§ viso: M 109 84,5 110 85,3
u 20 15,5 19 14,7

* M- metilinti atvejai, U — nemetilinti atvejai

Vertinant metilinimo sgsajg su Gleasono diferenciacijos laipsniu, pastebéta tendencija,

kad priesinés liaukos navikuose ADAMTS12 geno promotorius yra dazniau metilinamas esant

aukstesniam naviko diferenciacijos laipsniui (86,6% ir 78,1%), o p reikSmé arti statistiSkai

reik§mingos (p = 0,098). FILIP1L geno metilinimas dazniau nustatytas esant Gleasono
diferenciacijos laipsniui >7 (87,6%), negu 6 (75,0%), taciau §i tendencija néra statistiskai

reikSminga (p = 0,267). Rezultatai pateikti 4.3.5 paveiksle ir 4.3.6 lenteléje.

100

(]
o

Metilinimas, %
B D
o o

N
o O

p = 0,008

ADAMTS12

FILIP1L

G6(n=32) ®>G7(n=97)

4.3.5. pav. ADAMTS12 ir FILIP1L geny metilinimo daznis priklausomai nuo naviko
diferenciacijos laipsnio.
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4.3.6 lentelé. ADAMTS12 ir FILIP1L geny metilinimo daznis priklausomai nuo naviko
diferenciacijos laipshio

Metilinimo daznis

FILIP1L

Gleasono diferenciacijos ADAMTS12

laipsnis n % n %
G6 M 25 78,1 24 75,0
U 7 8
>G7 M 84 86,6 85 87,6
U 13 12
IS viso: M 109 84,5 109 84,5
U 20 15,5 20 15,5

* M- metilinti atvejai, U — nemetilinti atvejai

Buvo jvertintos FILIP1L ir ADAMTS12 geny metilinimo sasajos su kitomis
klinikinémis charakteristikomis (PSA Koncentracija kraujyje, prieSinés liaukos masé) ir
ligoniy amziumi. Nustatyta, kad tiriamyjy ligoniy navikiniy méginiy metilinty FILIP1L ir
ADAMTS12 geny atvejy amziaus vidurkis yra atitinkamai 60,60 + 7,64 ir 60,64 + 7,65
mety. Vertinant metilinimg ADAMTS12 ir FILIP1L genuose, metilinimo pokyciy
priklausomybés nuo ligoniy amzZiaus nenustatyta. Nustatyta, kad tiriamyjy ligoniy navikiniy
méginiy metilinty FILIP1L ir ADAMTS12 geny atvejy PSA koncentracijos vidurkiai yra
atitinkamai 11,08 + 11,85 ng/ml ir 11,30 + 12,07 ng/ml. Nenustatyta jokiy statistiSkai

reikSmingy koreliacijy tarp PSA koncentracijos kraujyje ar prieSinés liaukos masés ir geny

metilinimo (4.3.7 lentelé).

PSA, ng/ml PrieSinés liaukos masé, g  Ligoniy amzZius, metai
FILIP1L p =0,997 p = 1,000 p =0,997
ADAMTS12 p = 0,554 p=0,639 p=0,232
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4.4 Rezultaty apibendrinimas

Siekiant jvertinti DNR metilinimo vaidmenj PLV onkogenezéje, buvo atlikta geny,
susijysiy su angiogeneze ir hipoksija (ADAMTS12, FILIP1L ir EPASL1), promotoriy DNR
metilinimo tyrimai PLV audiniuose. Taikant kokybinj metilinimui jautrios PGR (MSP)

metoda, iStirta 129 priesinés liaukos naviky, ir 35 nenavikiniy audiniy ir 17 GPH méginiy.

ADAMTS12 ir FILIP1L promotoriniy seky metilinimas buvo aptiktas 84% PLV
méginiy kiekvieno geno, o nenavikuose atitinkamai 6% ir 11%. Sie rezultatai rodo
reikSmingg metilinimo daznio skirtuma tarp naviky ir nenaviky ar GPH (p <0,001) grupiy.
Remiantis Moncada-Pazos ir jo bendraautoriy [55] publikacija, ADAMTS12 geno
metilinimas storosios zarnos navikuose aptinkamas dazniau (63,2%) negu normalaus audinio
méginiuose. Literatiiroje neaptikome publikuoty tyrimy, kuriuose biity atlikti epigenetiniai
ADAMTS12 geno tyrimai PLV audiniuose. Desotelle ir kt. [59] nustaté, kad FILIP1L geno
promotoriaus seky metilinimas pasireiskia 90% priesinés liaukos navikiniy méginiy atvejy.
Miisy tyrimo rezultatai buvo artimi t.y. FILIP1L promotoriaus metilinimas pasireiské 84%
visy PLV méginiy atvejy.

Rawluszko-Wieczorek ir jos bendraautoriai [61] atskleidé reikSmingg EPAS1 geno
reguliaciniy seky hipermetilinimg navikiniuose gaubtinés ir tiesiosios Zarnos audiniuose, bet
apie metilinimo poky¢iy ypatumus kituose naviky tipuose trikksta duomeny. Sio mokslo
tirlamojo darbo metu gauti MSP rezultatai parodé, kad EPAS1 genas buvo nemetilintas
visuose tirtuose priesinés liaukos navikiniy ir nenavikiniy audiniy méginiuose.
reikSmingai susijes su biocheminiu ligos atkry¢iu (p = 0,006), metilinimo tendencijos taip
pat pastebimos su sunkesne naviko stadija (p = 0,071) ir aukstesniais Gleasono
diferenciacijos laipsnio navikais (p = 0,098).

Nenustatyta statistiSkai reikSmingy sasajy tarp ADAMTS12 ar FILIP1L geny metilinimo
ir klinikiniy charakteristiky kaip PSA koncentracijos, prieSinés liaukos masés, ar pacienty

amziaus.

Mokslininky ir misy mokslo tiriamojo darbo rezultatai parodo, kad FILIP1L ir
ADAMTS12 geny metilinimo analizé suteikia svarbiy jzvalgy onkogenezés procesuose, o $iy
geny metilinimas prieS$inés liaukos navikuose ateityje galéty tarnauti molekuliniais PLV
zymenimis. Norint pagerinti kliniking PLV diagnostika, reikty pratesti detalius tyrimus $ioje
srityje.
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4.5 Rekomendacijos

Visuminé epigenomo analiz¢, atlikta ZGTC, atskleidé reikiminga ADAMTS12 ir
FILIP1L geny metilinimo skirtuma tarp prieSinés liaukos navikiniy ir nenavikiniy méginiy.
Sio mokslo tiriamojo darbo metu atlikto kokybinio tyrimo duomenys patvirtino §iy geny
metilinimo, kaip molekuliniy zZymeny, specifiSskumg PLV. Norint tiksliau jvertinti Siy
molekuliniy Zymeny patikimuma ir informatyvuma priesinés liaukos kancerogenezei, reikty
papildomai atlikti kiekybinius ADAMTS12 ir FILIP1L geny raiskos tyrimus, siekiant susieti
promotoriaus metilinimg su geno raiSkos praradimu. Geno ADAMTS12 metilinimo, kaip
prognostinio Zzymens, potencialas turéty buti jvertintas, atlikus i$samius tyrimus

nepriklausomose imtyse.
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5. ISVADOS

1. Geny ADAMTS12 ir FILIP1L promotoriaus DNR metilinimo dazniai priesinés liaukos
navikuose yra atitinkamai 84% ir 84% ir reikSmingai skiriasi (p < 0,001) nuo metilinimo
dazniy histologiskai nepakitusiuose (6% ir 11%) bei gerybinés hiperplazijos audiniuose
(0% ir 0%). Geno EPAS1 metilinimo poky¢iy PLV nenustatyta (0%).

2. Geno ADAMTS12 metilinimas statistiSkai reikSmingai daznesnis progresavusiuose
navikuose, palyginus su neprogresavusiais PLV atvejais (p = 0,006). Taip pat stebimas
daznesnis ADAMTS12 metilinimas vélyvesnés pT stadijos (p = 0,071) ir aukstesnio
Gleason diferenciacijos laipsnio (p = 0,098) navikuose.

3. Geny ADAMTS12 ir FILIP1L metilinimo pakitimai pasizymi geru diagnostiniu
potencialu (t.y. jautrumu ir specifiSkumu prieSinés liaukos véziui), be to, geno

ADAMTS12 metilinimas prognozuoja didesne ligos progresijos rizika.
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6. SUMMARY
DNA Methylation of Angiogenesis and Hypoxia-related Genes in Prostate Cancer
Prostate cancer (PCa) is the most common cancer in men and the second leading cause
of male deaths in Europe. Several recent studies have suggested an association between
promoter hypermethylation of hypoxia and angiogenesis-related genes and development of
various types of cancer including PCa. Identification of new potential epigenetic biomarkers
could greatly enhance our ability to diagnose PCa in the early stages and to predict the course

of the disease after the surgery.

The aim of our study was to investigate with qualitative method methylation profile of
ADAMTS12, FILIP1L and EPASL that were selected according to the DNA methylation
microarrays analysis and evaluate the diagnostic and prognostic value of the selected
epigenetic markers for PCa detection.

Total epigenome analysis of prostate tumors using DNA methylation microarrays
technology allowed the identification of genes associated with angiogenesis and hypoxia
ADAMTS12, FILIP1L, and EPAS1 which are characterized by DNA methylation changes in
tumors. Methylation status of regulatory and promoter sequences of selected genes was
validated in 129 PCa and 30 benign prostate (NPT) samples by methylation-specific PCR
(MSP). As an additional control group were used 17 benign prostate hyperplasia (BPH)
samples.

ADAMTS12 and FILIP1L promoter methylation was detected in 109 of 129 (84%) PCa
samples for each gene. In NPT, methylation frequencies of ADAMTS12 and FILIP1L were
6% (2 of 35) and 11% (4 of 35), respectively and the difference was statistically significant
versus PCa (P < 0.001) cases. No methylation changes were observed in BPH samples.
EPAS1 gene was unmethylated in all analyzed PCa and NPT samples. Methylation of
ADAMTS12 gene promoter was significantly associated with biochemical disease recurrence
(P = 0.006) and was frequently observed in higher tumor stage (P = 0.071) and in higher
Gleason score (P = 0.098) cases of evaluated tumors. No statistically significant correlations
were observed between ADAMTS12 or FILIP1L methylation status and prostate-specific

antigen (PSA) level, prostate mass, or patients’ age.

Our study revealed a significant difference in methylation frequencies of the
ADAMTS12 and FILIP1L genes between prostate tumor and non-tumor tissues and BPH,
and potential prognostic significance of ADAMTS12 gene promoter‘s methylation.
Quantitative genes’ expression analysis will allow a more accurate assessment of sensitivity

and specificity of these genes as molecular markers in PCa.
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