VILNIAUS UNIVERSITETAS

Rasa

Sabaliauskaité

ZMOGAUS PRIESINES LIAUKOS VEZIO MOLEKULINIU ZYMENU
TYRIMAI

Daktaro disertacija

Biomedicinos mokslai, biologija (01 B)

Vilnius, 2012



Disertacija rengta 2007-2012 metais, Vilniaus universiteto Gamtos
moksly fakulteto Botanikos ir genetikos katedroje bendradarbiaujant su ,,UAB

Fermentas* Moksliniy tyrimy ir eksperimentinés plétros centru (MTEPC).

Mokslinis vadovas:

prof. habil. dr. Juozas Rimantas Lazutka (Vilniaus universitetas, biomedicinos

mokslai, biologija — 01 B)
Moksliné konsultanté:

prof. dr. Sonata Jarmalaité (Vilniaus universitetas, biomedicinos mokslai,
biologija — 01 B)



TURINY S e 3

SANTRUMPOS . ..o e e e 6
IVADAS . i iiiiiiiiiiiitititiettetietiattatiatsnteatsntonsssssnsonssnsonsensannnns 8
I. LITERATUROS APZVALGA........uuvvteeeriiiinriieeereeenineeeenn. 14
1. PrieSinés liaukos vézio simptomai, diagnozavimas ir paplitimas
PASAUIYJE. .. e e 1

2. Priesinés liaukos vézio rizikos veiksniai (etiologija)...................... 16
3. Molekuliniai prieSinés liaukos Zymenys.............oooviieiiviieiieniennn 20
3.1. TMPRSS2:ETS geny sulietiniai transkriptai priesinés liaukos
MEEINTUOSE. .. uvtt ettt ettt ettt et et e e aee e e e eneeeneeennaeenns 20

3.1.1. Transmembraningés serino proteazés sandara ir funkcija......... 21

3.1.2. ETS transkripcijos veiksniy Seimos genai...........coceveeenennnn. 22

3.1.3. TMPRSS2:ETS geny sulietiniy transkripty susidarymas......... 24

3.2. Telomerazés jtaka véziniy lasteliy atsiradimui..................... 25
3.3. Serino proteazés inhibitoriaus Kazal 1 jtaka véziniy lasteliy
ALSTFACIMUI . .. oee e e 26

3.4. GSTP1, RARB, RASSF1 ir ZAC geny raiskos ltaka vézinéms
lasteléms atsirasti. .. .27

3.5. Mazy nekoduojanciy RNR susidarymas ir jtaka prieSinés liaukos
VEZIUT ISSIVYSEYEE ..o et e e e e, 30

3.6. XMRV Viruso Struktlira. ..........oeveiiiiiiiiiiiiieeeene, 34

II.  TYRIMO OBJEKTAI, METODAI IR MEDZIAGOS............... 37
1. Tiriamosios grupés Klinikiniai rodikliai ir amzius.. 37
2. Sulietiniy transkripty TMPRSS2:ERG ir TMPRSS2:ETV1 aptikimas
prieSinés liaukos MEZINIUOSE. ... ...ovvveeriiiiiiiii i e, 40

2.1.  Suminés RNR i$skyrimas i$ prieSinés liaukos méginiy.............. 40
2.2.  Kopijinés DNR (KDNR) SINt€Zé.........c.ovviriiiiiiiinienianennnn, 42
2.3.  Atvirkstinés transkripcijos polimerazés grandininé reakcija (AT-
] o 42

2.4.  AT-PGR produkty elektroforezé agarozés gelyje..................... 44
2.5.  Geny raiskos nustatymas kiekybiniu PGR (kPGR)................... 44



2.6. TMPRSS2:ETS sulietiniy transkripty sekoskaita...................... 45

2.7.  kPGR metodu gauty duomeny analizé.................c.coviiiiinnns 46
TMPRSS2:ERG genu sulietiniy transkripty ir TERT geno raiSkos
aptikimas Slapimo nuoSEdoSe. ... .....ovviiriiii i 46
Geny raiSkos analiz¢ priesinés liaukos méginiuose........................ 47
MikroRNR raiskos analize prieSinés liaukos méginiuose................. 49
MikroRNR raiskos analizé VCaP ir LNCaP lasteliy linijose............. 51

6.1. VCaP ir LNCaP liniju lasteliy auginimas........................... 52

6.2. VCaP ir LNCaP lasteliy transfekcija siRNR........................ 53

6.3. Suminés RNR iSskyrimas i§ VCaP ir LNCaP lasteliy, kDNR

sintez€ ir KPGR........ooo 54
Viruso XMRYV seky nustatymas priesinés liaukos méginiuose.......... 56

7.1 XMRYV viruso RNR tyrimai priesinés liaukos méginiuose....... 56

7.2. XMRV viruso DNR tyrimal........ccovvviiiiiiiiiiiicie e, 57
REZULT AT AL o e 58
Geny raiSkos analizé priesinés liaukos méginiuose........................ 58

1.1 TMPRSS2:ERG ir TMPRSS2:ETV1 geny sulietiniy transkripty

paieSka ir ju  raiSkos analiz¢  prieSinés  liaukos
MEGINIUOSE. .o vvteette ettt ettt e et e ete e et e eeteeeaeeaneeanneannns 58
1.2. TERT geno raiskos analiz¢é prieSinés liaukos méginiuose.........65
1.3. TMPRSS2:ERG ir TERT transkripty analizé ligoniy S$lapimo
NUOSEAOSE . ...ttt ettt ettt 67
14. DaugiaZzidininio priesinés liaukos vézio méginiy tyrimai.........69
1.5. ERG ir SPINK1 geny raiskos analizé prieSinés liaukos
MEZINIUOSE. .. e vt ttentt et et et et e e et e e et e e e e aneenneaas 70
1.6. Navika slopinanc¢iy geny, GSTP1, RARB ir RASSF1, raiSkos
analiz¢ prieSinés liaukos meginiuose. .. ........oovvvveivnvniennnnn, 72
1.7. ZAC geno raiskos analizé prieSinés liaukos méginiuose......... 74
1.8. Sasajos su kilinikiniais rodikliais ir ligos atkry¢iu................ 76

PrieSinés liaukos méginiy ir lasteliy linijy mMikroRNR raiskos
11 79



2.1. MikroRNR raiskos priesinés liaukos navikuose analizé
mikrogardeliy metodu ir ju tinkamumo patikrinimas kPGR

0T (0o [ PP 80

2.2. ERG geno raiskos nutildymas VCaP lasteliy linijoje............. 85
2.3. Pasirinkty mikroRNR raiskos nustatymas transfekuotoje VCaP
lasteliy Inijoje. ....ooveie i 87

2.4. hsa-miR-149 mikroRNR raiSkos nustatymas transfekuotoje
LNCaP lasteliy linijoje.......oovviriiiiiiiii e &9

3. XMRYV sekuy paieska priesinés liaukos méginiuose........................ 92
IV. REZULTATU APTARIMAS.....ciitiiiiiuiiniiniiniiniiniiniiniincencone 96
1. TMPRSS2:ERG, TERT, ERG, SPINK1, GSTP1, RARB, RASSF1 ir ZAC
geny raiskos reikSmé priesinés liaukos vézio vystymuisi................. 96

2. Klinikiniy rodikliy, pacientyu amziaus ir istirtyju molekuliniy Zymeny

tarpuSaAVIO SASAJOS. .. .vvruen e vreeeaenenaneeneeinienieninneneennnenen e 102

3. MikroRNR raiSka priesinés liaukos méginiuose..........................104

4, XMRYV viruso seky sasaja su priesinés liaukos vézio iSsivystymu.....105
APIBENDRINIMAS . ...ttt oot et e 107
ISVADOS. ...t e e e e 110
MOKSLINIU DARBU SARASAS.....uiitttiieeeriiieeererneeerenneeerenneesns 111
| 2N D) ) (NN 113
LITERATUROS SARASAS....uiiitiieieeiteeertineeeernneeeersneeessneeenes 114
PRIEDAL . ...ttt e e e et e e et e 123



SANTRUMPOS
a. r. —aminoragstis
AR - androgeny receptoriy koduojantis genas

AT-PGR - atvirks$tinés transkriptazés nulemta PGR reakcija
DHT - dihidrotestosteronas

DNR - deoksiribonukleortigstis

dNTP — deoksinukleotidy misinys

env — XMRYV apvalkalo baltyma koduojantis genas

ERG - v-ets eritroblastozés E26 viruso onkogeno homologas
ETS - transkripcijos veiksniy Seima

ETV1 - ETS variantas 1

FISH — fluorescenciné in situ hibridizacija

gag — XMRYV Serdies baltyma koduojantis genas

GAPDH - glicerolaldehido 3 fosfato dehidrogenazé

GSTP1 - glutationo S transferazé nt 1

KDNR - kopijiné DNR

KPGR - kiekybiné PGR, arba tikro laiko PGR

mikroRNR — mazos nekoduojancios RNR (20-23 nt)
MRNR - informaciné RNR

nt — nukleotidas

PGR — polimerazés grandininé reakcija

PL — priesiné liauka

pol — XMRYV polimerazés baltyma koduojantis genas
pre-miR — 70 nt dydzio mikroRNR pirmtakas
pri-miR — pirminis mikroRNR transkriptas

PSA - prostatos serumo antigenas



RARB - retinoinés rtigSties receptorius 3
RASSF1 — Ras saveikos domena turin¢iy baltymuy Seimos genas 1

RNR - ribonukleoriigstis
SIRNR — egzogeniné 20-25 nt ilgio nekoduojanti RNR (angl. small interfering

RNA arba short interfering RNA)

SPINK1 - serino proteazés inhibitorius Kazal 1

TERT — telomerazés baltymo katalizinj subvieneta koduojantis genas
TMPRSS2 — |1 tipo transmembraniné serino proteazé

TR — telomerazés baltymo specifini subvieneta koduojantis genas
UV — ultravioletiniai spinduliai

ZAC/PLAGL1 - cinko pirstelio transkripcijos veiksnys

XMRYV - Xenotropic Murine Leukemia Virus-related virus (gamaretrovirusas)



IVADAS

PrieSinés liaukos (PL) vézys — dazniausia vyry onkologiné liga, kuri
pasizymi dideliu mirtingumu, ligos eigos bei molekuliniy pokyciy
heterogeniSkumu. Po operacijos vieni ligoniai ilgai gyvena be ligos simptomuy,
0 kitiems liga greitai progresuoja. Pagrindiné priezastis, lemianti sunkia ligos
eiga ir dideli mirtinguma, yra atsako i lyties hormony signalus sutrikimas ir
1Ssivystes nejautrumas hormonuy terapijai. Tai lemia dazna metastazavima 1
kauly sistema ir ribota jautruma sisteminei chemoterapijai. Nepaisant Lietuvoje
aktyviai veikian¢ios PL vézio ankstyvos diagnostikos programos, pusei ligoniy
liga vis dar diagnozuojama pazengusios stadijos. Siuo metu priesinés liaukos
specifinis antigenas (PSA) yra plaiausiai taikomas zymuo, kuri idiegus
pageréjo PL vézio diagnostika. Didelé PSA koncentracija nustatoma ne tik
sergant PL véziu, bet ir uzdegimo sukeltomis PL ligomis. Siekiant padidinti PL
véziu serganciy ligoniy i§gyvenamuma, ieSkoma naujy molekuliniy PL vézio
zymeny, galinéiy padéti prognozuoti ligos eiga ir parinkti tinkama gydyma.
Molekuliniai vézio Zymenys — tai geny mutacijos ir epimutacijos, geny ir
mikroRNR raiSkos pakitimai, funkciSkai ar strukturiskai pakit¢ baltymai bei
kitokios navikiniuose ar ikinavikiniuose audiniuose aptinkamos pazaidos,
kuriy nerandama sveikose lastelése. Prognozing vert¢ turi tik tie molekuliniai
zymenys, kuriy raiSka koreliuoja su ligos Klinikine eiga bei ilgesne
iISgyvenamumo trukme, kai néra ligos atkrycio. Perspektyviausi yra nauji PL
vézio molekuliniai Zymenys — chromosomuy persitvarkymai, kurie aktyvina
ETS Seimos onkogenus. S. A. Tomlins ir kiti mokslininkai, 2005 metais
pritaike¢ bioinformatinj mikrogardeliy duomeny vertinimo metoda, nustaté, kad
PL navikams daZnai biidinga padidéjusi ERG ir ETV1 geny raiska. Sie genai
priklauso ETS transkripcijos veiksniy Seimai, kuriy baltymai priskiriami prie
potencialiy onkobaltymy, pasizymin¢iy didele homologija virusiniam
onkobaltymui v-ets. ETS yra didZiausia transkripcijos veiksniy $eima, kuriai
priklauso 29 zmogaus, 28 pelés, 10 Caenorhabditis elegans ir 9 drozofilos
genai. Potencialiis onkogenai dél chromosomy persitvarkymy yra perkeliami

prie aktyviai transkribuojamy geny promotoriy ir taip aktyvinama



onkobaltymy raiSka. ETS veiksniai ypac¢ reikSmingi epitelio ir endotelio
audiniy, kraujodaros, nervy ir endokrininés sistemy vystymuisi ir dalyvauja
dalijantis ir migruojant lasteléms. Zinduoliy lastelése ETS baltymai aktyvina
augimo veiksniy raiska, taip pat dalyvauja Ras onkogeno signaliniame kelyje.
TMPRSS2:ERG geny susijungimas nustatomas PL adenokarcinomose ir
intraepitelinés neoplazijos (PIN) audiniuose (apie 20 %), bet neaptinkamas
atrofavusiuose ar normaliuose PL audiniuose. Toks genu susijungimas
biidingas ne tik hormonams jautrioms metastazéms, bet ir hormonams
nejautriose metastazése. Dar 1977 metais buvo nustatyta, kad onkologinémis
ligomis serganciy ligoniy organizmo skysc¢iuose (kraujo serume, Slapime ir
seilése) gali buti aptinkama laisvai cirkuliuojan¢iy nukleortigséiy (DNR ir
RNR). Véziniy Iasteliy DNR, RNR ar mikroRNR | organizmo skysCius
patenka Zuvus pavienéms naviko lasteléms. Si DNR ar RNR yra suskaidyta {
fragmentus, mazos koncentracijos, todél genetiniai pakitimai joje gali buti
tiriami tik ypa¢ jautriais metodais. K. P. Porkka ir Kkiti mokslininkai 2007
metais, pritaikg bioinformatini mikrogardeliy duomeny vertinimo metoda,
nustaté, kad PL navikui yra budinga specifiniy mikroRNR raiSka, kuri neretai
PL vézinése lastelése aptinkamos dazniau nei geny mutacijos, be to, jos
pasireiSkia  ankstyvose  stadijose.  Padidéjes DNR  metilinimas
(hipermetilinimas) reguliaciniy geny promotoriuose inaktyvina geny raiska ir
taip blokuoja ju funkcijas. Daugelyje PL naviky (iki 90 %) nustatomas geno,
koduojancio fermenta glutationo S transferaz¢ = 1 (GSTP1) ir saugancio lastele
nuo kancerogeny poveikio, promotoriaus hipermetilinimas. PL navikui
charakterizuoti ir ligos eigai nustatyti svarbu zinoti pakitusiy genuy ir
mikroRNR raiska. Siuo metu néra gery zymenu, kurie padéty efektyviai
prognozuoti PL vystymasi galbat, musy pasirinkti Zymenys (TMPRSS2:ERG,
TERT, ERG, SPINK1, GSTP1, RARB, RASSF1 ir ZAC) padés nustatyti vézio
tipa, prognozuoti ligos vystymosi eiga ir parinkti optimalias paciento gydymo

strategijas.



DARBO TIKSLAS

IStirti ir jvertinti prieSinés liaukos naviky potencialius molekulinius

Zymenis: nustatyti onkogeny ir navika slopinan¢iy genu raiska, mikroRNR

raiSkos profili ir XMRV viruso (Xenotropic Murine Leukemia Virus-related

virus) sekuy daznj tirtuose prieSinés liaukos méginiuose, jvertinti tirty

pacienty amziumi.

PAGRINDINIAI TYRIMU UZDAVINIAI

1.

Priesinés liaukos meéginiuose, Slapimo nuosédose ir daugiazidininiy
naviky méginiuose nustatyti TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto
raiSkos dazni ir intensyvuma. [vertinti TMPRSS2:ERG sulietinio

Priesinés liaukos méginiuose istirti geny TERT, ERG, SPINK1, GSTP1,
RARB, RASSF1 ir ZAC raiska kPGR metodu, jvertinti sasajas su

Mikrogardeliy metodu istirti mikroRNR raiskos profili TMPRSS2:ERG
sulietiniam transkriptui teigiamuose ir neigiamuose navikuose. Atrinkty

mikroRNR raiSkos pokycius patvirtinti kPGR metodu. [vertinti

pacienty amziumi.

Priesinés liaukos méginiuose atlikti XMRV viruso (Xenotropic Murine

Leukemia Virus-related virus) seky paieska.
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DARBO NAUJUMAS

Lietuvos vyry populiacijos PL naviky méginiuose iki Siol nebuvo atlikta
molekuliniy Zymeny analizé taikant naujausius molekulinius metodus:
kiekybini PGR ir (ar) mikrogardeles. Darbo metu gauti vertingi geny raiskos
PL méginiuose rezultatai. Naviko DNR ir RNR molekulin¢ analize, genetiniy
pazaidy ir (ar) pakitimy ivairové gali suteikti informacijos apie vézio jautruma

gydymui bei padéti prognozuoti ligos progresavimo tikimybg.

DARBO PRAKTINE REIKSME

PL vézio vystymasis vis dar prognozuojamas remiantis jprastine
klinikiniy zymeny sistema (PSA), o gydymui tik pavieniais atvejais skiriami
vaistai, kurie specifiskai veikia liga sukélusi genetinj pakitima. Mes bandéme
kuo iSsamiau atlikti PL méginiy molekuling analize: istirti TMPRSS2:ERG,
TERT, ERG, SPINK1, GSTP1, RARB, RASSF1 ir ZAC geny raiska, aptikti
pakitusia mikroRNR raiska PL méginiuose, Kkurie tarpusavyje skyrési
TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto buvimu. Misy gauti rezultatai patikimai
irodo, kad TMPRSS2:ERG sulietinis transkriptas ir TERT raiSka méginyje
siejasi su didesne ligos atsinaujinimo tikimybe. TMPRSS2:ERG sulietinio
transkripto buvimas PL méginyje turi jtakos mikroRNR raiSkai — nustatyta
sumazejusi hsa-miR-149 mikroRNR raiSka PL méginiuose. Mes atlikome
TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto ir TERT geno raiskos analiz¢ $lapimo
nuosédose. Slapimo nuosédy analizé gali bati papildoma priemoné ligos
diagnozei, neatsisakant jprastiniy diagnostikos metody. Atliktais tyrimais metu
mes siekéme prisidéti prie molekuliniy Zymeny sistemos, naujos kartos

prevencijos ir gydymo strategijos kiirimo.
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GINTI PRISTATOMI TEIGINIAI

1. TMPRSS2:ERG sulietinis transkriptas daznai aptinkamas priesinés
liaukos navikuose ir itakoja kity geny ir mikroRNR raiska

2. TMPRSS2:ERG ir TERT Zymenys prognozuoja blogesne ligos eiga ir
trumpesnj laikotarpi be ligos atkrycio.

sulietinio transkripto genetiné jvairové ir skirtinga geno raiska.

4. Lietuvos vyruy populiacijos priesSinés liaukos méginiuose aptinkamos
XMRYV viruso sekos, ju aptikimo daznis atitinka pasaulines tendencijas.

XMRYV virusas néra priesinés liaukos vézio iSsivystymo priezastis.

12



DARBO APROBAVIMAS

Darbo tema paskelbti trys moksliniai straipsniai, iS kuriy vienas —

zurnale, jrasytame | Mokslinés informacijos instituto sarasa (1SI).

Darbo rezultatai pristatyti mokslo visuomenei keturiose tarptautinése

konferencijose Lietuvoje ir uzsienyje.

DARBO APIMTIS

Darba sudaro: Santrumpos, [vadas, Literatiros apzvalga, Metodali,
Rezultatai, Rezultaty aptarimas, ISvados, Moksliniy darby sarasas, Padéka,

Literaturos saraSas ir Priedai.

Darbo apimtis — 130 puslapiu, kuriuose pateikiami 42 paveikslai ir

12 lenteliy. Prieduose yra vienas paveikslas ir 9 lentelés.
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l. LITERATUROS APZVALGA

1. PrieSinés liaukos naviko simptomai, diagnozavimas ir paplitimas

pasaulyje

e PrieSiné liauka. Vyro lyties organai yra skirstomi i vidinius ir iSorinius.
Vidiniams lyties organams priklauso priesiné liauka (arba prostata), kuri yra
kaStono dydzio, vidutinis jos svoris 20 gramy. PL yra mazajame dubenyje po
Slapimo pusle. PL sudaro raumeninis ir liaukinis audiniai. Raumeninis audinys
sudaro didzigja PL dali, liaukini audini sudaro Sakotos liaukos, kuriy
gaminamos iSskyros jeina | spermos sudéti (Abate-Shen ir kt., 2000;
Anuseviciené ir kt., 2002).

e Simptomai. PL vézys, kitaip nei kiti navikai, gali ilgus metus biiti PL
nesukeldamas jokiy simptomuy. Pagrindinis simptomas esant PL véziui yra
sunkus ir skausmingas Slapinimasis. Taip pat gali buti daznas noréjimas
Slapintis, nors §lapimo pislé yra tuséia, atsiranda kraujo Slapime. Kai vézys yra
iSplitegs 1 kitus audinius, daZznai jauciamas kauly skausmas, silpnumas,

prarandamas svoris, iSsivysto anemija ir inksty nepakankamumas.

e Paplitimas pasaulyje ir Lietuvoje. PL véZys yra antra pagal daznuma
vezio forma po odos vézio bei antra pagal mirtinguma po plauciy vézio vyry
populiacijoje (Ahmed, 2010). PL vézys pasizymi dideliu heterogeniSkumu,
diagnozavus Sia liga vieni pacientai mirSta praéjus 2—3 metams, Kiti iSgyvena
10-20 mety, o Kkartais ir daugiau (Taylor ir kt., 2010). Pacienty, kuriems
aptinkamos metastazés, iSgyvenamumas yra nuo devyniuy ménesiy iki vieneriy
mety (Ahmed, 2010). Lietuvoje PL vézys yra dazniausiai diagnozuojama vyry
onkologiné liga. ISankstiniais 2010 mety Lietuvos vézio registro duomenimis,
Lietuvoje uzfiksuoti 2237 nauji PL vézio atvejai: 18,6 % | stadijos, 38,1 % II
stadijos, 21,8 % Il stadijos ir 5,1 % IV stadijos PL vézio atveju, o 16,4 %

atveju stadija dar nenustatyta.
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e Diagnozavimas. PrieSinés liaukos specifinis antigenas (PSA) yra
geriausias PL vézio zZymuo kraujo serume, nors PSA specifiSkumas labai
mazas (Perry ir kt., 2006). PSA lygis gali padidéti esant uzdegimui, $lapimo
taky infekcijai, kartais vyrui senstant. Apie 15 % PL vézio atvejy aptinkamas
labai Zzemas PSA lygis (Makarov ir kt., 2009). Padidéjes PSA kiekis kraujyje
leidzia tik jtarti PL vézi, o norint ji diagnozuoti butini papildomi tyrimai, pvz.,
biopsija — PL vézio aptikimas tokiu biidu yra gana sudétingas procesas
(De Marzo ir kt., 2003), arba PL tyrimas ultragarsu pro tiesiaja zarna. Tik 25—
30 % atvejuy, kuriems atlikta biopsija remiantis PSA testu, yra teigiami
(Ahmed, 2010). Gydymo metu PSA pasiZzymi prognozine verte: esant Zemam
PSA lygiui (iki 1,0 ng/ml) — mazesné tikimybé ligai atsikartoti; esant aukStam
PSA lygiui (daugiau kaip 4 ng/ml, Lietuvoje — 3 ng/ml) — didesné tikimybé
(Chodak 2006).

e Priesinés liaukos méginio diferenciacija pagal Gleason skalg ir vézZio
stadija. Dél PL vézio heterogeniSkumo dazniausiai naudojama Gleason
sistema. Si vertinimo sistema grindZiama dvieju skaiGiy suma, kuri gali
svyruoti nuo 2 iki 10, kai 2 zymi maziausiai agresyvy, 0 10 — agresyviausia
navika. Suma susidaro 1§ dviejuy skaiciy, kurie pazymi du dominuojancius
naviko diferenciacijos laukus: diferenciacijos laipsniai nuo 1 (labiausiali
diferencijuotas) iki 5 (maziausiai diferencijuotas). Remiantis diferenciacija
pagal Gleason skale yra skiriamas gydymas (De Marzo ir kt., 2003). Patologai
identifikuodami PL vézj prie Gleason skalés taip pat nurodo ir vézio stadija.
pT2 reiskia, kad vézys aptinkamas tik PL: pT2a — véZys apima pusg skilties
arba net mazesng jos dali, pT2b — vézys apima daugiau nei pusg skilties, bet
néra iSplites i abi skitis, pT2c — vézys apima abi skiltis. pT3 reiskia, kad vézys
iSplitgs: pT3a — vézys iSplitgs uz PL riby, pT3b — vézys aptinkamas seklinése
puslelése. pT4 reiskia, kad vézys aptinkamas S$lapimo pisléje ir (arba)

tiesiojoje zarnoje.

e PrieSinés liaukos vézio formos: Seiminis (paveldimas) ir neSeiminis

(nepaveldimas). Paveldimas PL vézys sudaro nedidele grupe diagnozuojamy
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atveju — 10 %, dazniausiai siejamu su ankstyva ligos eiga (Abate-Shen ir kt.,
2000). Sis skai¢ius iSauga iki 40 %, kai liga diagnozuojama iki 55 mety.
Asmenims, kuriy tévui ar broliui PL vézys buvo diagnozuotas iki 60 mety,
tikimybé susirgti PL véziu yra 2,5 karto didesné ir liga yra nustatoma SeSeriais
metais anksc¢iau negu neSeiminés kilmés navikai (Li ir kt., 2004). PL vézys yra
heterogeniskas, jam budingi keli navikiniai zidiniai (daugiazidininis vézys) su
skirtingais molekuliniais pakitimais bei skirtingomis diferenciacijos pagal
Gleason skalémis (Rostad ir kt., 2009) (1 pav.). DaugiaZidininis PL véZys yra
dazniausia PL vézio forma (80-90 %), ir tikimybé juo susirgti didéja su

amziumi (Menendez-Arias, 2011).

Priekiné dalis

= Kaire

Desiné

Navikas

Gleason skale = 7 (3+4) Gleason skale = 6 (3+3)

Uzpakaliné dalis

priesinés liaukos intraepiteliné neoplazija

2. Priesinés liaukos vézio rizikos veiksniai (etiologija)

Skiriami keli PL vézio rizikos veiksniai: amzius, rasé, aplinkos
veiksniai, endogeniniai veiksniai, genetiniai veiksniai, infekcijos ir uzdegimai.

Kiekvieng aptarsime placiau.
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e ReikSmingiausias rizikos veiksnys yra amzius (Abate-Shen ir kt., 2000).
Dauguma PL naviky auga létai, tod¢l jaunesniems vyrams nesukelia jokiy
problemuy. Ilgéjant gyvenimo trukmei, daugéja vyresnio amziaus asmenuy,
kuriems $i liga gali buti diagnozuota. Remiantis tuo galima teigti, kad PL
vézys yra vyresniy zmoniy liga, apie 80 % pacienty, kuriems diagnozuojama Si
liga, yra 65 mety amziaus ar vyresni. Ligos amziaus vidurkis yra apie 70 mety.
Jaunesniems nei 40 mety pacientams PL vézys diagnozuojamas retai — vienam

15 12 000 asmenuy, ir dazniausiai yra paveldimas (Li ir kt., 2004).

e Antras pagal reikSminguma rizikos veiksnys yra ras¢. Didziausia rizika
susirgti.  PL  véziu Jungtinése Amerikos Valstijose gyvenantiems
2004). Mirtingumas nuo PL véZio yra du kartus didesnis afroamerikieciy negu
europieCiy (Magi-Galluzzi ir kt., 2011). Palyginus kiny ir kity populiaciju vyry
PL rodiklius, pastebéta, kad kinams biidingas mazesnis androgeny raiskos lygis
ir ilgesné CAG nukleotidy pasikartojimo seka androgeno gene. Sie skirtumai
gali lemti mazesni PL vézio rizikos lygi kiny vyry populiacijoje (Bastus ir kt.,
2010).

e Rizikos veiksnys gali biiti ir aplinka (mityba ir gyvenimo biidas). Tiriant
tikimybe susirgti PL véZiu, o soja, Zuvis ir zalioji arbata — mazina (Mdller ir
kt., 2006). Svarbus veiksnys, kad liga nesivystyty ir nebity atkry¢io, yra
darzoviy vartojimas. Antioksidantai vitaminas E ir selenas mazina rizika
susirgti PL véziu (Nelson ir kt., 2003; Chodak 2006). Asmenys, kurie laikosi

aktyvios gyvensenos, taip pat pasizymi mazesne tikimybe susirgti PL véZiu.

e Endogeniniai veiksniai (hormonai bei androgenai) irgi priklauso rizikos
veiksniams. Viena i§ pagrindiniy PL véZio atsiradimo priezas¢iy yra atsako i
Iyties hormony signalus sutrikimas, o PL véZio metastazavimui — susiformaves
nejautrumas hormony terapijai (Li ir kt., 2004). Nenavikinis (normalus) PL

augimas ir vystymasis bei naviko formavimasis yra priklausomi nuo androgeny
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(Waltering ir kt., 2010). Progresuojan¢io PL vézio zymeniu yra laikomas
fenotipas, kuris yra nepriklausomas nuo androgenuy (Lin ir kt., 1999).
Nenavikinéje PL androgeny receptoriu (AR) raiSka aptinkama epitelinése ir
stromos lastelése. Epitelinése lastelése AR atsakingi uz juy diferenciacija, o
stromos lasteliy AR veikia epiteliniy lasteliy proliferacija. Androgeny
signalinis kelias reguliuoja daugumos fermenty sinteze, atsakingy uz steroidy
kilme bei lastelés cikla (Waltering ir kt., 2010). AR jungiasi prie geny taikiniy,
kurie yra susij¢ su ERG susijusiais genais (Rickman ir kt., 2010). Esant
padéjusiai ERG raiSkai, dazniausiai aptinkamas ir padidéjes AR transkriptu,

kurie skatina véziniy lasteliy proliferacija, kiekis (Yu ir kt., 2010).

e Pastaraisiais metais daug démesio telkiama i genetinius veiksnius.
Diagnozuojant PL véZzi navikinés lastelés jau yra sukaupusios daugybe
somatiniy mutacijuy, geny deleciju bei amplifikacijy, chromosominiy
persitvarkymy ir DNR metilinimo pasikeitimy (Nelson ir kt., 2003). Vienas i3
pagrindiniy vézio tyrimy tiksly yra nustatyti pakitusius genus, Kkurie yra
esminial véziul atsirasti ir vystytis, bei sukurti efektyviausius gydymo budus.
Dauguma ju aptikta chromosomuy persitvarkymo metu: 1) promotorius arba
stiprintuvo elementas (angl. enhancer) atsitiktinai prijungiamas prie
protoonkogeno, 2) persitvarkymo metu suliejami du genai, nuo ju mRNR
transliacijos metu gaunamas sulietinis baltymas, kuris pasizymi nauju arba
pakitusiu aktyvumu (Tomlins ir kt., 2005). PL navikiniame méginyje daznai
aptinkami chromosomy pakitimai: papildomas 7p, 7q, 8q ir Xq chromosomy
sri¢iy jgijimas ir (arba) 8p, 10q, 13q ir 16q chromosomy sri¢iy praradimas
(Nelson ir kt., 2003; De Marzo ir kt., 2003). Siuo metu yra suskai¢iuojama per
350 geny susiliejimy, kurie atsiranda dél chromosomy aberaciju. Démesys yra
telkiamas | TMPRSS2:ETS sulietinius transkriptus, aptinkamus navikiniuose
PL méginiuose. Visa tai aptarsime placiau 3.1 skyrelyje. Pakitgs telomerazés
aktyvumas gali buiti vienas i$ veiksniy, lemianciy PL vézio atsiradima ir jo
piktyb¢jima (Latil ir kt., 2000), tai aptarsime placiau 3.2 skyrelyje. PL véziui

yra biidingi ne tik genetiniai, bet ir epigenetiniai poky¢iai, pavyzdziui, citozino
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metilinimas, chromatino struktiiros ir jo organizacijos pokytis (Kwabi-Addo ir
kt., 2010), tai aptarsime plac¢iau 3.4 skyrelyje. J. Lu ir kiti mokslininkai 2005
metais atliko 217 skirtingy naviky tipy mikroRNR analiz¢ ir parodé, kad
mikroRNR yra labai informatyvios molekulés vézio vystymosi eigai ir jo
diferenciacijai nustatyti (Gandellini ir kt., 2009), tai aptarsime placiau

3.5 skyrelyje.

e Rizikos veiksniams priskiriama infekcijos ir uzdegimai. Patogeniniai
organizmai yra atsakingi uz infekcijos ir uzdegimo atsiradima PL. Uzdegima
gali sukelti lytiniu btudu plintantys mikroorganizmai: Neisseria gonorrhoeae,
Chlamydia trachomatis, Trichomonas vaginalis ir Treponena pallidum, bei
nelytiniu biidu perduodamos bakterijos: Propionibacterium acnes ir Gram
neigiamios bakterijos Escherichia coli (De Marzo ir kt., 2007). Zinoma keletas
geny, kuriy raiskos pakitimas gali turéti jtakos infekcijai atsirasti (MSR1, MIC-
1, TLR4 ir RNASEL), kai jie mutuoja, padidéja tikimybé susirgti PL véziu
(Silverman ir kt., 2010). Asmenims su viena mutavusio geno RNASEL kopija
yra 50 % didesné tikimybé susirgti PL véziu (Menendez-Arias, 2011).
Nepertraukiamas RNaseL aktyvumas sukelia mitochondrijy nulemta apoptozg,
kuri yra susilpninama, kai RNaseL yra pakitusi (Silverman ir kt., 2010).
Uzdegima gali sukelti ir cheminis pazeidimas — $lapimo refliuksas. Slapime
aptinkama daug cheminiy komponenty, kurie gali buti toksiSki PL. Virusai taip
pat gali sukelti uzdegima. Zinomi keli virusai, kurie aptinkami PL: Zmogaus
papilomos virusas (HPV), Herpes simpleks 2 tipo viruso (HSV2),
citomegalovirusas (CMV) ir Zzmogaus herpes 8 tipo viruso (HHV8) (De Marzo
ir kt., 2007). Retrovirusai, kaip vézi sukeliantys veiksniai, pirmiausiai buvo
rasti gyvinuose, ir tik 2006 metais gauti pirmieji jrodymai, kad
gamaretrovirusas infekuoja zmogy (Klein ir kt., 2011). Gamaretrovirusas
(XMRV) yra vienas iS tokiy virusy, kuris galéty lemti PL vézj ir létinio
nuovargio sindroma (Silverman ir kt., 2010), tai aptarsime placiau

3.6 skyrelyje.
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3. Molekuliniai prieSinés liaukos Zymenys

Mes placdiau istyréme Kelis naujus ar mazai tyrinétus molekulinius PL
zymenis: 1) TMPRSS2:ETS sulietinius transkriptus, skatinancius véziniy
lasteliy proliferacija; 2) telomerazés raiSkos pakitimus; 3) genus, kurie
dalyvauja valdant lastelés dalijimasi: RARB ir RASSF1; 4) genus
kontroliuojancius apoptoz¢ ir DNR integraluma: GSTP1 ir ZAC; 5) pakitusia

mikroRNR raiska. Juos aptarsime placiau.

3.1. TMPRSS2:ETS geny sulietiniai transkriptai prieSinés liaukos

meéginiuose

Zmogaus 21 chromosoma yra viena maziausiy chromosomuy, jos ilgasis
petys yra apie 40 Mb, turintis apytiksliai 400 geny. Trumpasis petys — 10—
15 Mb, jis pasizymi didele homologija su kitomis keturiomis akrocentrinémis
Zzmogaus chromosomomis (Paoloni-Giacobino ir kt., 1997). J. J. Tu ir Kiti
mokslininkai 2007 metais parodé, kad TMPRSS2 ir ETS genu, aptinkamy
Zmogaus 21 chromosomoje, susiliejimas gali jvykti dél subalansuotos ar
nesubalansuotos translokacijos arba delecijos (trumpajame 21 chromosomos
petyje). TMPRSS2:ETS sulietiniai transkriptai atsiranda ETS transkripcijos
veiksniui (ERG, ETV1, ETV4 ar ETV5) prisijungiant viena iS triju (TMPRSS2,
SLC45A3 ir NDRG1) androgenais reguliuojamy geny 5’ srities promotoriaus
seky. Apie 50 % PL naviky turi bent viena toki sulietinj transkripta (Rickamn
ir kt., 2010). Geny susiliejimas dél delecijos dazniau jvyksta afroamerikieciy
populiacijose negu europieciy ar japonuy. Kai kurie mokslininkai teigia, kad
toks genuy susiliejimas rodo daug agresyvesnj PL vézi (Magi-Galluzzi ir kt.,
2011).
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3.1.1. Transmembranings serino proteazes sandara ir funkcija

TMPRSS2 genas aptinkamas 21g22.3 chromosomos srityje (arciau
telomeros), jis koduoja II tipo transmembraning serino proteaze (Hooper ir kt.,
2001). 1997 metais pirma karta klonuotas TMPRSS2 genas, kurio promotorius
yra valdomas androgeny (Perner ir kt., 2007). TMPRSS2 genas sudarytas i$
14 egzony (Tu ir kt., 2007), nuo jo transkribuojamas 3,8 kb transkriptas (Afar
ir kt., 2001), kuris koduoja 492 a.r. baltyma (Kim ir kt., 2006). TMPRSS2
baltymo pagrindiniai domenai yra serino peptidazés domenas, dvieju tipy
receptoriaus domenai (SRCR ir LDL) ir transmembraninis domenas (Paoloni-
Giacobino ir kt., 1997) (2 pav.).

U#lasteling
sritis
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Saun

84
106
1
14
242
255

2 pav. TMPRSS2 baltymo struktiira (pagal Paoloni-Giacobino ir kt., 1997, su

pakeitimais)

TMPRSS2 baltymas aptinkamas lastelés membranoje ir gali buti
receptoriumi kitiems baltymams. TMPRSS2 baltymo uzlastelinis COOH galas
turi proteazés domena, kuris 45-55 % a.r. panasus { kitus serino proteazés
Seimos baltymus (Paoloni-Giacobino ir kt., 1997). Serino proteazé yra svarbi
fiziologiniams ir patologiniams Zmogaus organizmo procesams: baltymy
katabolizmui, kraujo kres¢jimui, Iasteliy augimui ir ju migracijai,
morfogenezei, uzdegimui ir vézio atsiradimui, jo vystymuisi ir metastaziy
radimuisi (Vaarala ir kt., 2001). TMPRSS2 geno raiSka, nors ir néra didelé,
aptinkama daugelyje audiniy: skrandyje, seiliy ir pieno liaukose, kepenyse,
inkstuose, kasoje, plau¢iuose, trachéjoje, Sirdyje, placentoje, uzkric¢io liaukoje,

embriono smegenyse, fetaliniuose inksty ir plauc¢iy audiniuose (Paoloni-
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Giacobino ir kt., 1997; Vaarala ir kt., 2001). Nors Sio geno stipri raiska
aptinkama embriono smegenyse, jos nerasta suaugusio Zmogaus smegenyse
(Paoloni-Giacobino ir kt., 1997). kPGR tyrimai parodé, kad TMPRSS2 geno
raiSka navikiniuose PL méginiuose yra didesné nei normaliuose audiniuose ir
stipréja didéjant diferenciacijai pagal Gleason skal¢ bei naviko stadija (Clark ir
kt., 2009; Mwamukonda ir kt., 2010).

3.1.2. ETS transkripcijos veiksniy Seimos genai

ETS veiksniai tai trans- veikimu pasizymintys fosfobaltymai, kurie
svarbiis lasteliy migracijai ir proliferacijai (Gutierrez-Hartman ir kt., 2007).
ETS transkripcijos veiksnio Seimai priklauso 29 Zmogaus genai (Clark ir kt.,
2009). Visi ETS transkripcijos veiksniai turi konservatyvy 80 a.r. Ets DNR
riSanti domena, kuris jungiasi prie DNR per 5’-GGA(A/T)-3" nukleotiding sritj
(Clark ir kt., 2009). ETS Seimos baltymai turi daugiau kaip 200 geny taikiniu.
Zinduoliy lastelése ju taikiniais dazniausiai yra augimo veiksniai (Gutierrez-
Hartman ir kt., 2007). Navikiniuose PL méginiuose, kuriuose aptinkami ETS
raiSkos poky¢iai, randama fenotipiniy ir molekuliniy pokyc¢iy, palyginti su
navikiniais PL méginiais, kuriuose ETS raiSkos poky¢iu néra (Svensson ir kt.,
2010). Siuo metu yra zinoma 14 geny (TMPRSS2, SLC45A3, HERV-K, KLK2,
CANT1, FOXP1l, HERVK17, EST14, FLJ35294, C15o0rf21, HNRPA2B1,
DDX5, ACSL3 ir NDRG1), kurie yra 5° srities ,,donorai* keturiems ETS
transkripcijos Seimos genams: ERG, ETV1, ETV4 ir ETV5. TMPRSS:ETS genu
susiliejimas gali biiti viena iS genetinio nestabilumo priezasciy. S. A. Tomlins
ir kiti mokslininkai 2005 metais parodé, kad bent dviejy ETS Seimos geny —
ERG ir ETV1 raiSka yra smarkiai padidéjusi PL navikiniuose méginiuose
(Clark ir kt., 2009).

e ERG (v-ets eritroblastozés E26 viruso onkogeno homologas) genas
aptinkamas 21g22.3 chromosomos srityje, iSsidés¢iusioje arciau centromeros

(Svensson ir kt., 2010). ERG genas yra sudarytas i§ 11 egzony, jo funkciniai

22



domenai aptinkami penktajame ir SeStajame egzonuose, 0 ATG kodonas yra
ketvirtajame egzone (Tu ir kt., 2007). Transkribuojamo ERG geno aptinkama
maziausiai devynios splaisingo formos, kurios turi daugybe¢ transkripcijos
pradéties viety. Alternatyvaus splaisingo metu gaunami bent penki zinomi
funkcionaltis baltymai. ERG baltymai gali sudaryti homodimerus arba
heterodimerus su kitais ERG, alternatyvaus splaisingo metu susidariusiais
baltymais arba kitais ETS Seimos baltymais (Clark ir kt., 2009). Manoma, kad
ERG onkogenas dalyvauja PL epitelio lasteliy proliferacijoje bei aktyvina C-
MYC gena (Mohamed ir kt., 2011). Padéjusi ERG raiSka padidina lasteliy
gebéjima susijungti in vitro (Tomlins ir kt., 2008a; Yu ir kt., 2010). Daugiau
kaip 90% padidéjusios ERG geno raiskos PL navikuose yra susijusi su
TMPRSS2:ERG buvimu méginiuose, kuriuos kontroliuoja nuo androgenuy

priklausomi reguliaciniai elementai (Tomlins ir kt., 2008a).

e S. A Tomlins kartu su kitais mokslininkais 2005 metais, mikrogardeliy
metodu analizuodami PL lasteliy liniju RNR, aptiko padidéjusia ETV1 geno
raiSka, 2006 metais — ETV4 geno, o 2008 metais — ETV5 geno. ETV1
aptinkamas 7p21.2 chromosomos srityje, ETV4 — 17921, 0 ETV5 - 3028. ETV1
genas yra sudarytas iS 14 egzonu, koduojanciy 477 a. r. baltyma, kurio
susijungimo su DNR domenas aptinkamas paskutiniame egzone (Miyagi ir kt.,
2010). Navikiniy PL méginiy mikrogardeliy tyrimais aptikta ETV1 geno raiSka
yra nuo 6% iki 16 %, bet tik 1% visy atlikty analiziy rodo esant
TMPRSS2:ETV1 sulietinj transkripta (Tomlins ir kt., 2007). Siuo metu yra
zinoma maziausiai 10 alternatyviy ETV1 susiliejimo partneriy (Gasi ir kt.,
2011). Unikali ETV1 geno savybé ta, kad navikiniuose PL audiniuose
transkriptas aptinkamas ne tik kaip sulietinis, bet ir viso ilgio. ETV1, ETV4 ir
ETVS5 baltymai turi N-galing sriti, joje yra konservatyvus a.r. domenas, kurio
stokoja ERG baltymas. Méginiai, kuriuose yra padidéjusi ETV1 geno raiska,
skiriasi nuo méginiy, kuriuose aptinkama padidéjusi sulietinio transkripto
raiSka (Gasi ir kt., 2011).
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3.1.3. TMPRSS2:ETS geny sulietiniy transkripty susidarymas

TMPRSS2:ETS sulietiniai transkriptai skirtingose tirtose grupése
aptinkami nuo 15 % iki 77,8 %. Dazniausiai geny susiliejimas jvyksta dél
delecijos tarp TMPRSS2 ir ERG geny, kuri yra apie 3 Mb (Mehra ir kt., 2007a).
S. Perner ir Kkiti mokslininkai, 2007 metais iStyr¢ 237 PL navikinius méginius,
nustate, kad 30 % TMPRSS2:ERG susiliejimas {vyko deél delecijos, o 18,5 % —
dél translokacijos. J. Clark ir kiti mokslininkai 2007 metais pirmieji nuosekliai
iStyré sulietiniy transkripty jvairove navikiniuose PL méginiuose. IS viso rasta
14 skirtingy TMPRSS2:ERG transkripty, kuriuose tarpusavyje ivairiai susiliej¢
TMPRSS2 1, 2 ir 3 egzonai su ERG 2, 3, 4, 5 ar 6 egzonais. Dazniausiai
navikiniuose PL méginiuose aptinkami sulietiniai transkriptai TMPRSS2 geno
1 egzono ir ERG geno 4 egzono (T1/E4) bei T2/E4 susijungimas (Clark ir kt.,
2009) (3 pav.).

o 13 B 1 3~ T
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sulietiniai transkriptai
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3 pav. TMPRSS2 ir ERG geny ir sulietiniy transkripty egzonuy i$sidéstymo

schema; skaic¢iai 1-14 TMPRSS2 ir 1-11 ERG genuose Zymi egzonus

T1/E4 ir T2/E4 sulietiniai transkriptai gali koegzistuoti toje pacioje
lasteléje. Sie variantai lasteléje atsiranda dél alternatyvaus splaisingo, esant
tam paciam egzony susiliejimui (Clark ir kt., 2007). Manoma, kad dauguma
TMPRSS2:ERG sulietiniy transkripty nieko nekoduoja (Clark ir kt., 2009).
TMPRSS2:ERG genu susiliejimas gali paleisti mechanizma, kuris sukelia
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padidéjusia AR geno raiSka bei mutacijuy atsiradima pazengusiame navike (Yu
ir kt., 2010). Eksperimentais parodyta, kad gydymas androgenais gali aktyvinti
geny susijungima nenavikinése lastelése. Ilgas gydymas dihidrotestosteronu
(DHT) ir jo vartojimas per didelémis dozémis gali sukelti tarpusavio genuy
TMPRSS2:ERG susiliejima (Bastus ir kt., 2010).

Navikinés lastelés pasizymi didesniu gebéjimu patekti | biologinius
skysCius, palyginti su normaliomis lastelémis dél susilpnéjusiy lasteliniy bei
lastelés uZlastelinio matrikso ry3iy. Slapimo nuosédose PL epiteliniy lasteliy
aptinkamas didesnis kiekis, palyginti su asmenimis, kuriems néra diagnozuotas
vézys (Botchkina ir kt., 2005). Ateityje TMPRSS2:ERG sulietinis transkriptas
galéty tapti efektyviu neinvaziniu biozymeniu PL véziui diagnozuoti (Miyagi ir
kt., 2010). B. Laxman ir kiti mokslininkai 2006 metais vieni pirmuyjy jrodé, kad
esant sulietiniams transkriptams Slapime gaunamas teigiamas FISH rezultatas
ir navikiniuose PL méginiuose, o nesant sulietiniy transkripty Slapime —
neigiamas (Laxman ir kt., 2006). Slapimo nuosédose aptinkama jvairaus tipo
geny susiliejimo varianty, nors juy aptikimo daznis yra mazesnis negu
audiniuose (Nguyen ir kt., 2010; Rice ir kt., 2010).

3.2. Telomerazés jtaka véziniy lasteliy atsiradimui

Telomerazé yra unikali atvirkStiné transkriptazé, kuri yra atsakinga uz
lastelés chromosominiy galy (telomery) pastovaus ilgio iSlaikyma ir
chromosomuy stabiluma. Telomeros sudarytos iS konservatyviy (TTAGGG),
nukleotidiniy pasikartojimy, kurie yra nuo 5 kb iki 15 kb ilgio chromosomy
galuose (Liu ir kt., 2001; Bettendorf ir kt., 2003). Jei néra telomerazés,
chromosomy telomery galai trumpéja kiekvieno lastelés ciklo dalijimosi metu,
ir yra prarandama nuo 50 bp iki 200 bp telomeriniy pasikartojimy, kol
pasiekiama kritiné riba, kuri sukelia lastelés mirtj (Bettendorf ir kt., 2003;
Wyatt ir kt., 2010). Aktyvi telomerazé aptinkama embriono ir kamieninése

lastelése, bet dazniausiai — somatinése lastelése (Wyatt ir kt., 2010). Aktyvi
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telomerazé aptinkama iki 90 % visy tirty navikiniy lasteliy (Liu ir kt., 2001). Ji
sudaryta 1§ katalizinio baltymo subvieneto TERT, telomerazés RNR (TR) ir
specialiy papildomy baltymy (Wyatt ir kt., 2010). Uz telomerini aktyvuma yra
atsakingas TERT katalizinis subvienetas, kuris atlieka atvirksting transkripcija
nuo nedidelés RNR matricos srities, esan¢ios TR (Latil ir kt., 2000; Wyatt ir
kt., 2010). TERT genas aptinkamas 5p15.33, 0 TR — 3g26.2 chromosomos
srityje. Aptikus TR geno raiSka lasteléje, negalima teigti, kad joje yra aktyvi
telomeraze, bet TR baltymas yra butinas aktyvios telomerazes veiklos
komponentas (Boltze ir kt., 2003). Telomerazés aktyvumas gali biiti
naudojamas kaip biozymuo véziui diagnozuoti, nes daugelio tipy navikuose

aktyvi telomerazé aptinkama anksti (Botchkina ir kt., 2005).

3.3.  Serino proteazés inhibitoriaus Kazal 1 jtaka véziniy lasteliy atsiradimui

SPINKT1 yra serino proteazes inhibitorius Kazal 1, kuris dar yra Zinomas
kaip su véziu susijes tripsino inhibitoriaus genas (TATI) arba kasos iSskiriamo
tripsino inhibitoriaus genas (PSTI). SPINK1 genas aptinkamas 5g32
chromosomos srityje. Jo gaminamas baltymas yra nedidelis, jis transliuojamas
nuo 240 nukleotidy geno 1 56 a. r. baltyma (Tomlins ir kt., 2008b). Jis buvo
aptiktas kasoje kaip tripsiny autoaktyvacijos inhibitorius (Lu ir kt., 2008).
SPINK1 geno raiSka esant normaliomis salygomis neaptinkama uz kasos riby,
nors padidéjusi jo raiSka gali biti esant kasos, gaubtinés ir tiesiosios zarnos bei
inksty karcinomoms, todél jis naudojamas kaip prognozinis Zymuo Sioms
ligoms diagnozuoti (Paju ir kt., 2007; Lu ir kt., 2008; Tomlins ir kt., 2008b), jo
raiSka didéja, kuo didesné PL vézio stadija (Paju ir kt., 2007). Skrandzio véziui
buidinga padidéjusi tripsiny raiSka, atliekanti vézio slopiklio vaidmeni (Paju ir
kt., 2007). SPINKI1 baltymas veikia kaip apoptozés inhibitorius (Lu ir Kt.,
2008). Manoma, kad SPINK1 baltymas gali buti svarbus navikiniy lasteliy
gebéjimui prisijungti prie kity lasteliy ar net metastaziy atsiradimui (Bjartell ir
kt., 2005). S. A. Tomlins ir kiti mokslininkai (2008b) pirmieji parodé, kad
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padidéjusi SPINK1 geno raiska aptinkama PL navikinése lastelése 56 i§ 376
(14,9 %), o nenavikinése — 4 iS 136 (2,9 %) atveju. Taip pat jie irod¢, kad
raiskos padidéjimas yra susijgs su TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto
buvimu lasteléje. K. Leinonen ir kiti mokslininkai (2010) parodé, kad
padidéjusi SPINK1 geno raiSka siejama su bloga prognoze ty pacienty, kurie
buvo gydomi prostatektomija (chirurginiu biidu pasalinant PL) ir hormoninais

preparatais.

3.4. GSTP1, RARB, RASSF1 ir ZAC geny raiskos itaka vézinéms lasteléms

atsirasti

Epigenetinis genuy inaktyvinimas jvyksta anksti — transkripciniame
lygmenyje, kai metilinamos geny promotoriy Sritys, kuriose gausu
pasikartojanciy CpG sekuy (Kwabi-Addo ir kt., 2010; Ahmed, 2010). CpG
hipermetilinimas jvyksta véZio slopiklio geno promotoriaus srityje arba
genuose, kurie normaliomis salygomis yra nemetilinami (Ahmed, 2010). Geny
promotoriy hipermetilinimas gali bati naudojamas kaip biozymuo navikinéms
lasteléms aptikti klinikiniuose méginiuose ar kiino skys¢iuose, ankstyvai ligos
diagnozei ir ligos rizikai jvertinti (Ahmed, 2010; Kwabi-Addo ir kt., 2010). PL
navikinése lastelése dazniausiai metilinami genai, kurie atsakingi uz DNR
reparacija (GSTP1, MGMT), lasteliy adhezija (CD44, EDNRB, APC, LGALS3),
lasteliy augima, isiskverbima ir metastaziy susidaryma (TIMP2, TIMPS3,
LGALS3), apoptoze (DAPK, ZAC/PLAGL1), lasteliy ciklo kontrole (CDKN2A,
CDKNI1A, ZAC/PLAG)), signaly transdukcija (RASSF1) ir atsaka i hormonus
(AR, ER, RARB) (Ahmed, 2010).

e PrieSinés liaukos véZio geny epigenetiniai pokyciai jvyksta pacioje
vézio formavimosi pradzioje (Kwabi-Addo ir kt., 2010). GSTP1 promotoriaus
hipermetilinimas aptinkamas net iki 90 % navikiniy PL méginiy, todél GSTP1
geno hipermetilinimas galéty bati reikSmingas ligos biozymuo (Ahmed, 2010).

Glutationo S transferazés (GST) Seimos baltymai yra atsakingi uz lastelés
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apsauga nuo DNR pazaidy, kurios sukelia vézi. Glutationo S transferazésm 1
(GSTP1) genas aptinkamas 11q13.2 chromosomos srityje (Ahmed, 2010).
GSTP1 geno metilinimas jvyksta anksti, net iki 60 % geno yra metilinta PIN
(priesinés liaukos intraepitelinés neoplazijos) stadijoje (Tomlins ir kt., 2006).
GSTP1 promotoriaus hipermetilinimas yra naudojamas kaip biozymuo PL
véziui diagnozuoti kiino skysciuose — Slapime arba spermoje (De Marzo ir kt.,
2003).

e Dauguma veézio tipy, ne iSimtis ir PL, yra atspariis retinoinés rtugsties
augimo inhibitoriams, nes prarandama RARB geno raiSka (Li ir kt., 2004).
Retinoinés ragSties receptorius (RAR) priklauso branduolio receptoriy
superSeimai, Kkuria tiesiogiai reguliuoja trans- veikimu pasizymintys
transkripcijos veiksniai (Widschwendter ir kt., 2001; Alvarez ir kt., 2007). Jie
reguliuoja kelis svarbius biologinius procesus: lasteliy augima, ju atsiskyrima
ir apoptozg. Yra zinomi trys RAR potipiai, kuriuos koduoja genai: RARA,
RARB ir RARG. In situ hibridizacijos budu parodyta, kad RARA geno raiska
dazniausiai aptinkama visuose audiniuose, RARB - Sirdyje, plauc¢iuose ir
bluznyje, 0 RARG - odoje (Alvarez ir kt., 2007). Branduolio receptoriy RARB
aktyvina transkripcijos veiksniy ligandai ir steroidiniy hormony receptoriy
poSeimiy nariai (Widschwendter ir kt., 2001; Alvarez ir kt., 2007). RARB
genas aptinkamas 3p24 chromosomos srityje (Alvarez ir kt., 2007). Sumazéjusi
Sio geno raiSka dél geno promotorinés sekos metilinimo yra aptinkama iki
80 % PL vézio atvejy ir Sio pokycio padidéjimas siejamas su did¢jancia naviko

stadija (Woodson ir kt., 2004).

e 2000 metais R. H. Dammann ir Kiti mokslininkai klonavo 3p21.3
chromosomos sritj, kurioje aptinkamas RASSF1 genas, koduojantis vézio
slopikli (Donninger ir kt., 2007; Oceandy ir kt., 2009; Richter ir kt., 2009). Jis
priklauso Ras GTPazés baltymy superSeimai, ir Siy baltymuy molekulés
dalyvauja jvairiuose procesuose: tai lastelés proliferacija, diferenciacija, mirtis
ir apoptoze, kuri jjungiama uzlasteliniais signalais (van der Weyden ir kt.,

2007; Ahmed, 2010). Su Ras susijusiy domeny Seimai priklauso desimt genu,
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nuo RASSF1 iki RASSF10, taip pat ir jvairios ju izoformos (Richter ir kt.,
2009). RASSF1 genas yra 11 kb dydZzio, sudarytas iS aStuoniuy egzony, nuo
kuriy gaunami septyni skirtingi transkriptai (RASSF1A-RASSF1H) dél dvieju
skirtingy promotoriy ir alternatyvaus splaisingo (Donninger ir kt., 2007; van
der Weyden ir kt., 2007; Richter ir kt., 2009). Nuo pirmojo promotoriaus (P1)
yra gaunami RASSF1A, RASSF1D, RASSF1E, RASSF1F, RASSF1G
transkriptai, o nuo antrojo (P2) — RASSF1B ir RASSF1C transkriptai
(Donninger ir kt., 2007). Visos RASSF1 izoformos, Kkurios yra
transkribuojamos nuo P1, prarandamos ivairiuose navikuose (van der Weyden
ir kt., 2007). RASSF1A izoformai yra budingi visi vézio slopiklio bruozai
(Oceandy ir kt., 2009). RASSF1A baltymas (340 a.r.) stokoja iprasto,
baltymams budingo aktyvumo, bet veikia kaip inkaras kitiems signaliniams
baltymy kompleksams (Donninger ir kt., 2007). Padidéjusi RASSF1A geno
raiSka stabdo lastelés cikla skirtingose stadijose (Richter ir kt., 2009). PL
navikiniuose méginiuose RASSF1A metilinimas aptinkamas daugiau kaip 70 %
visy tirty atvejuy, taciau Sio geno metilinimas sveikuose audiniuose yra labai
retas (Pfeifer ir kt., 2005).

e ZAC genas dar yra zinomas kaip PLAGL1 arba Lot-1 (Valleley ir kt.,
2007), jis yra 6g24-925 chromosomos srityje. Standziyju naviky Si sritis daznai
prarandama. Stipri ZAC geno raiSka aptikta hormonus gaminanciose lastelése,
taiau jvairiuose navikuose jis yra ,nutildytas”® metilinimo badu
(Theodoropoulou ir kt., 2010). ZAC genas sudarytas iS devyniu egzony, turi du
aktyvius promotorius (P1 ir P2), nuo kuriy sintetinami skirtingi transkriptai.
Promotoriai vienas nuo kito yra nutol¢ per 55 kb. llgasis transkriptas, turintis
septynis cinko pirstelius, gaunamas nuo P1 promotoriaus, o trumpasis, turintis
penkis cinko pirStelius, nuo P2 promotoriaus. P2 promotorius yra aktyvus
visuose diferencijuotuose audiniuose (Valleley ir kt., 2007). Abu baltymai
pasizymi proliferacija slopinan¢iomis savybémis. Ilgojo transkripto baltymas
efektyvus sukeliant apoptozg, o trumpojo transkripto baltymas pasizymi

didesniu gebéjimu sustabdyti lastelés cikla (Valleley ir kt., 2007). Dauguma
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ZAC baltymo reguliuojamy baltymy dalyvauja lastelés augimo, diferenciacijos
ir homeostazés procesuose, taip pat svarbiis vystymuisi ir specifinei lasteliu
veiklai uztikrinti (Theodoropoulou ir kt., 2010). ZAC kartu su p53 gali sukelti
apoptoze ir sustabdyti lastelés cikla G1 stadija (Valleley ir kt., 2007).

3.5.  Mazy nekoduojanciy RNR susidarymas ir jy jtaka prieSinés liaukos

veéziui iSsivystyti

Pastaraisiais metais daug démesio yra skiriama mazoms
nekoduojanciosioms RNR (Hessels ir kt., 2007). 1993 metais aptikta pirmoji
mikroRNR lin-4, 0 2000 metais buvo identifikuota antroji mikroRNR let-7 C.
elegans. Jas inaktyvinant epitelinés lastelés prarasdavo gebéjima normaliai
diferencijuotis (Lu ir kt., 2005). MikroRNR — mazos viengrandininés, baltymo
nekoduojanc¢ios RNR, kurios reguliuoja mRNR geno taikinio raiSka, turi jtakos
MRNR stabilumui bei transliacijos efektyvumui. Manoma, kad apie 30 % genu
raiSkos reguliuojama butent mikroRNR. Kiekviena mikroRNR gali reguliuoti
iki 200 geny taikiniy, viena mikroRNR gali kontroliuoti biologinius ir
patologinius signalinius kelius, keiCiant taikiniy raiSka arba juy funkcija (Pang ir
kt., 2010). 2005 metais J. Lu ir kiti mokslininkai parodé, kad suminé
mikroRNR raiska yra gerokai didesné normaliose lastelése negu navikinése.
Mechanizmas, kurio metu mikroRNR kiekis navikinése lastelése sumazéja, kol
kas nezinomas (Lu ir kt., 2005). MikroRNR raiSka yra specifiné audiniams.
Eksperimentais parodyta, kad mikroRNR pasizymi dideliu stabilumu
formalinu fiksuotuose meéginiuose (Mitchell ir kt., 2008). Dauguma
transkripcijos veiksniy, kurie reguliuoja mRNR transkripcija, taip pat
reguliuoja ir mikroRNR biogenez¢. Normaliose lastelése mikroRNR reguliuoja
ju augima, proliferacija, diferenciacija ir apoptoze (O’Day ir kt., 2010).
Neseniai atlikti tyrimai parodé, kad skirtingy vézio tipy mikroRNR raiska ir jos
kiekis skiriasi, skirtumai randami net to paties vézio skirtingose stadijose

(deVere White ir kt., 2009).
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e MikroRNR genai evoliucijos poziiiriu yra labai konservatyvis, jie
aptinkami baltymus koduojanciy geny intronuose ar egzonuose (70 %) arba
tarpgeninése srityse (30 %). MikroRNR veikimas yra nukreiptas i gena
Seimininka, manoma, kad ju transkripcija vyksta kartu su geny Seimininky
transkripcija (Saini ir kt., 2010). MikroRNR genai RNR polimerazés 11 arba
RNR polimerazés III transkribuojami | pirmini mikroRNR transkripta (pri-
miR). Kiekviena mikroRNR, aptinkama toje pacioje genu sankaupoje, gali biti
transkribuojama ir reguliuojama nepriklausomai nuo kity mikroRNR (Winter ir
kt., 2009). Pirminiame transkripte (pri-miR) aptinkamos viena ar daugiau kaip
70 nukleotidy dydzio plauky segtuko struktiiros — mikroRNR pirmtakai (pre-
miR) (Farazi ir kt., 2011), kuriy sudétyje yra 33 bp kilpos, turincios
terminaling kilpa ir dvi viengrandinines krastines sritis, kurios iSsidésc¢iusios
abiejose pusése aplink segtuka. pri-miR endonukleaziSkai skelia branduolio
mikroprocesoriaus kompleksas, kuri sudaro RNazés III baltymas Drosha ir
DGCRS baltymas (Winter ir kt., 2009) (4 pav.).
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Du Drosha RNazés domenai skelia pri-miR segtuko 5’ ir 3* galuose, kai
DGCRS tiesiogiai saveikauja su pri-miR (Winter ir kt., 2009; Farazi ir kt.,
2011). pre-miR perneSa | citoplazma eksportinas 5 (XPO5) (Winter ir kt.,
2009; Farazi ir kt., 2011), kuris pre-miR atpazista nepriklausomai nuo sekos ar
kilpos struktiros. RISC (citoplazmoje esanti efektoriné masina) ikrovimo
kompleksas (RLC) yra sudarytas iS RNazés Dicer, dvigrande RNR riSancio
baltymo TRBP, PACT bei Serdinio komponento baltymo Argonauto-2 (Ago2).
Siame komplekse esanti Dicer RNazé III atskelia stieba nuo pre-miR ir
suformuoja 22 nukleotidy miRNR dupleksa su issikiSusiais 3’ galais (Winter ir
kt., 2009). Subrendusi mikroRNR yra 20-23 nukleotidy dydzio (Farazi ir kt.,
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2011), ji jungiasi prie MRNR taikinio visa arba ne visa. MikroRNR 5’ galo 1-8
nukleotidy riSimosi seka komplementariai jungiasi prie geno taikinio 3’ ar 5’
netransliuojamos srities, taip destabilizuojama mRNR, o tai sukelia tiesiogini
taikinio skélima arba jo transkripcini nutildyma (deVere White ir kt., 2009).
MikroRNR savo gena taikini veikia per Ago baltymus, kurie turi du RNR
risancius ir vieng RNazés H domenus. Ago2 baltymas iSlaiko aktyvy RNazés
H domena, kuris gali tiesiogiai skelti taikini. Dauguma transkripcijos veiksniy
reguliuoja audiniams specifiniy ar véziui specifiniy mikroRNR raiSka (Farazi ir

kt., 2011).

e MikroRNR ateityje bus galima naudoti kaip biozymenis, nes jos
pasizymi dideliu stabilumu ne tik audiniuose, bet ir biologiniuose skysciuose.
Laisvai cirkuliuojanti mikroRNR aptinkama pacienty plazmoje ir Slapime
(Gandellini ir kt., 2009; Schaefer ir kt., 2010). Apie 50 % mikroRNR geny
randama su véziu susijusiuose genomo regionuose, todél mikroRNR gali veikti
kaip onkogenas arba kaip vézio slopiklis (Pang ir kt.,, 2010). Lastelini
mikroRNR pokyti lemia daug veiksniy: mikroRNR geno kopiju praradimas
arba ju kiekio padidéjimas, mikroRNR pirmtako mutacijos, mikroRNR geno
promotoriaus hipermetilinimas arba histonuy deacetilinimas bei pakites
mikroRNR brendimas (deVere White ir kt., 2009; Pang ir kt., 2010; Saini ir kt.,
2010). MikroRNR regulivoja vézio formavimosi bidus: diferenciacija,
apoptoze, proliferacija, kurie svarbiis ligai atsinaujinti ir (ar) metastazéms
atsirasti (Farazi ir kt., 2011). Redukcija arba delecija navika slopinancios
mikroRNR ir (ar) amplifikacija arba padidéjusi onkogeninés mikroRNR raiSka
gali sukelti véZio atsiradima (O’Day ir kt., 2010). Zinduoliy genome aptinkama
vienintelé DICER1 geno kopija, tai rodo jos svarba mikroRNR biogenezéje
(Winter ir kt., 2009), net 27 % ijvairiy vézio tipy budinga hemizigotiné
DICERL1 geno delecija (Farazi ir kt., 2011).

e K. P. Porkka ir kiti mokslininkai 2007 metais vieni pirmyju parodé, kad
PL véZiui yra budingos specifinés mikroRNR. IS mokslinés literatiros yra
zinomos onkogeninés PL mikroRNR: hsa-miR-221/-222, hsa-miR-21 ir hsa-
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miR-125b, bei vézi slopinanc¢ios mikroRNR: hsa-miR-101, hsa-miR-126*, hsa-
miR-146a, hsa-miR-330, hsa-miR-34 sankaupa ir hsa-miR-200 eima. Siuo
metu yra zinomos tik kelios mikroRNR, Kkurios atsakingos uz pradéti,
progresija ir metastaziy atsiradima PL. hsa-miR-21 veikia kaip onkogeninis
reguliatorius, valdantis naviko augima, jo invazija ir metastaziy susidaryma
(Pang ir kt., 2010). hsa-miR-125b pasizymi apoptoze¢ slopinanciu poveikiu ir
proliferacijos aktyvumu, ji gali biiti naudojama kaip terapinis taikinys gydant
PL navika (Shi ir kt., 2011). Agresyviose PL naviko lastelése aptinkama
padidéjusi hsa-miR-221 ir hsa-miR-222 raiska. E2F1, Bakl ir p27<" yra
augimo veiksnio inhibitoriai, kurie yra tiesioginiai hsa-miR-20a, hsa-miR-125b
ir hsa-miR-221/222 taikiniai (Shi ir kt., 2008). C. H. Lawrie ir Kiti
mokslininkai 2008 metais pirmieji parod¢, kad mikroRNR gali biiti aptinkama
zmogaus kiino skysc¢iuose. Cirkuliuojancios mikroRNR hsa-miR-141 kiekis
padidéja metastaziniuose PL méginiuose, palyginti su sveikomis kontrolinémis

lastelémis (Brase ir kt., 2011).

3.6. XMRV viruso struktura

Siuo metu yra zinomi 3$e$i virusai, kurie yra atsakingi uZ Zmogaus
naviky atsiradima, o tai sudaro 20-25% visy aptinkamy vézio atvejy
(Silverman ir kt., 2010). PL navikai, kuriuose randamas XMRV, pasizymi
agresyvia ligos eiga (Oakes ir kt., 2010). XMRV yra gamaretrovirusas, kuris
priklauso Gammaretrovirus rasSiai, o Si — Orthoretrovirinae genciai, pastaroji —
Retroviridae po3eimiui. Siam virusui biidingas labai didelis seky panaSumas i
peliy leukemijos (MuLV) viruso sekas, tod¢l yra manoma, kad XMRYV virusas
kilo politropiniy ir ksenotropiniy MULV virusy rekombinacijos metu (Klein ir
kt., 2011). XMRYV virionai gali biiti nuo sferinés iki pleomorfinés formos, nuo
80 nm iki 100 nm skersmens. Genomas yra viengrandé RNR, sudaryta iS5 8300
nukleotidy (Silverman ir kt., 2010; Menendez-Arias, 2011; Klein ir kt., 2011).

XMRV genomas sudarytas iS gag, pol ir env geny, bet jame nerandama

34



papildomy ar reguliaciniy seky (Silverman ir kt., 2010; Klein ir kt., 2011).
XMRYV genome yra trys dideli skaitymo rémeliai gag, pol ir env, nuo kuriy
transkribuojamas vienas ilgas transkriptas, kuris véliau transliuojamas 1
virusinius Serdies (gag), proteazés (pro), atvirkStinés transkriptazés (rt) ir
integrazés (int) baltymus (Silverman ir kt., 2010; Menendez-Arias, 2011).
Virusiné dalelé yra sudaryta i§ bilipidinio dvisluoksnio apvalkalo, i kuri
isiterpg Serdies baltymai: gag geno baltymas, env geno koduojami apvalkalo
baltymai, trys pol geno baltymai bei du RNR genomai (Silverman ir kt., 2010)
(5 pav.).

Apvalkale baltymai
g0
pi5SE

AtvirkStiné transkriptazé,
integrazé

Serdies baltymai
pl3

Proteazé

p30

plo RNR genomas
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345 : 5812
| AuG UAG AUG UAA
| 613 2223 5755 7690
I}‘ Tl
gag
gag-pro-pol
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5 pav. XMRYV viruso genomo ir mRNR struktiira (pagal Urisman ir kt., 2006;

Silverman ir kt., 2010, su pakeitimais)
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Gag baltymas sudarytas 1S 536 a.r. ir pasizymi panaSumu i
ksenotropinio viruso, rasto pelés 9 chromosomoje, baltyma. Pol baltymas yra
sudarytas 1S 197 a.r., 97 % panaSus i MLV DG-75 baltymo seka ir 96 %
panasus | pelés ksenotropinio Viruso baltyma. Gag ir Pol baltymy mRNR
nuskaitoma nuo to paties skaitymo rémelio. Env baltyma koduoja atskiras
skaitymo rémelis, ir jis yra sudarytas iS 645 a.r. (Menendez-Arias, 2011).
RNase L stabdo XMRYV viruso dvigubéjima lasteliy kultiroje (Stoye ir kt.,
2010). Manoma, kad XMRV viruso prisijungimo vieta prie lastelés yra
receptorius XPR1 (Stoye ir kt., 2010; Menendez-Arias, 2011). Tai 696 a.r.
baltymas, turintis daugybe plazming membrang verian¢iy domeny (Menendez-
Arias, 2011). PL audiniuose XMRYV isiterpimo vietos siejamos su fragiliomis
chromosomos vietomis, mikroRNR sankaupomis ir su véziu susijusiais genais
(Silverman ir kt., 2010; Menendez-Arias, 2011). Manoma, kad XMRYV virusas
isiterpia Salia promotoriaus arba netoli lastelés protoonkogeno slopiklio srities
ir taip sukelia geno aktyvacija, arba viruso isiterpimas gali sukelti pakitusio
vézio slopiklio baltymo atsiradima (Silverman ir kt., 2010). Naudojant gyviiny
modelius parodyta, kad viruso dvigubéjimas vyksta bluznyje, plauciuose,
limfinivose mazguose bei priesinés liaukos audiniuose (Klein ir kt., 2011).
XMRYV virusas 10 karty stipriau dvigubéja pirminése PL epitelio 1astelése negu
stromos lastelése (Menendez-Arias, 2011). Buvo manoma, kad XMRYV viruso
aptikimas audiniuose gali biiti naudojamas kaip zymuo daug agresyvesnei PL

naviko formai nustatyti (Silverman ir kt., 2010).

36



II.  TYRIMO OBJEKTAI, METODAI IR MEDZIAGOS
1. Tiriamosios grupés klinikiniai rodikliai ir amzius

PL vézio Zymeny tyrime dalyvavo 179 pacientai. PL vézys pacientams
diagnozuotas nustacius PSA lygi ir atlikus PL biopsijos testa. Visi tyrimo
dalyviai rastiSkai patvirtino sutikima, leidziantj ju biologinius méginius
perduoti mokslininkams. Sudarytas protokolas patvirtintas Lietuvos bioetikos
komiteto. Tiriamaja grupg sudaré asmenys, kuriems diagnozuotas pT2-pT3
stadijos PL vézys, tokiy pacienty méginiai gauti radikalios prostatektomijos
metu pasalinus PL. Méginiai rinkti nuo 2008 iki 2010 mety. Navikiniai PL
Zidiniai, kurie aptinkami PL ap¢iuopos budu, iSpjaunami ir i$ karto perkeliami {
skysta azota. DvideSimt viename méginyje patologas pirminés apziiiros metu
naviko neaptiko, tokie méginiai buvo naudojami kaip sveiko PL audinio
kontrolé¢, toliau juos vadinsime nenavikiniais. PL vézys yra daugiazidininés
kilmés, tod¢l i§ 10 pacienty buvo paimta po du navikinius meéginius.
Tirlamosios grupés recidyvo trukmé skaiciuota nuo chirurginio naviko
paSalinimo datos iki ligos atsinaujinimo datos. Pakartotinis PSA testas, kuris
skirtas ligos atsinaujinimui aptikti, atliktas tik 158 pacientams, kadangi
21 pacientas pakeité gyvenamaja vieta, ju duomeny gauti nepavyko. Recidyvas
diagnozuojamas jei atliekant pakartotinj testa PSA aptinkama nuo 0,2 ng/ml ir
daugiau. ISgyvenamumas skaiCiuojamas kaip laikotarpis, praéjes nuo

chirurginio naviko paSalinimo datos iki paciento mirties datos. Pagrindiniai

amzius pateikiami 2 lenteléje.
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1 lentelé. Tiriamosios grupés klinikiniai rodikliai ir amzius

.. L Rasti
Paimti Paimti
. N R S XMRV
Visa grupé | daugiaZidininiy nenavikiniai teigiami
Pozymiai naviky méginiai méginiai’ .g N
méginiai
n (%)
[0) [0)
n (%) n (%) n (%)
AmZiaus metais
vidurkis su
vidutine 61,3+ 0,59 63,2 £ 1,58 62,4 £ 1,25 63,4 +2,34
standartine
paklaida
Stadija
pT2 116 (73 %) 7 (70 %) 14 (66,67 %) 7 (77,78 %)
2a 16 (13,8 %) 7 (100 %) 2 (14,3 %) -
2c 100 (86,2 %) - 12 (85,7 %) 7 (77,78 %)
pT3 42 (27 %) 3 (30 %) 7 (33,33 %) 2 (22,22 %)
3a  30(71,4 %) 2 (66,67 %) 5 (71,4 %) 2 (22,22 %)
3b 12 (28,6 %) 1 (33,33 %) 2 (28,6 %) -

Diferenciacija
pagal Gleason
skale

6 100 (63,3 %) 14 (70 %) 18(857%) 6 (66,67 %)
7 58(36,7 %) 6 (30 %) 3 (14,3 %) 3 (33,33 %)
Egslf\n ‘I"d“rk's' 9,43 + 0,86 6,0+078 73+008 16,73+ 203
Priesinés liaukos
svorio vidurkis, 4983+1,74 475+ 7,47 55,9 +5,05 54,37 +10,1
g
Naviko tiirio 13,66 +0.76 10,8 + 458 ; 1411 + 3,20
vidurkis, mm
Pacienty kino g 1 14 37 29,33 + 2,53 2832+087  27,99+13
masés indeksas
Ligos
atsinaujinimas
Yra 20 (14,5 %) 1 (10 %) 5 (25 %) 3 (33,33 %)
Néra 118 (85,5 %) 9 (90 %) 15 (75 %) 6 (66,67 %)
IS viso 158 10+ 10 21 9

! _ meéginiai, kuriuose patologas pirminés apZiiiros metu naviko neaptiko; ° — kiino
masés indeksas, apskaiciuotas remiantis formule: KMI = kiino mas¢ (kg) / tigio (m?)
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2 lentelé. Tiriamosios grupés, kuriai atlikta mikroRNR raiSkos analizg,

klinikiniai rodikliai ir amzius

ReikSmés
PoZymiai
n (%)
Amziaus metais
vidurkis su vidutine 61,87 +£ 0,62

standartine paklaida
TMPRSS2:ERG

Yra
Néra
Stadija
pT2
2a
2c
pT3
3a
3b
Diferenciacija pagal
Gleason skalg
6
7

PSA vidurkis, ng/ml

Priesinés liaukos svorio

vidurkis, g

Naviko tuario vidurkis,

mm?

Ligos atsinaujinimas

Yra

Neéra

50 (47,62 %)
55 (52,38 %)

80 (76,2 %)
12 (15 %)
68 (85 %)

25 (23,8 %)
17 (68 %)
8 (32 %)

73 (69,52 %)
32 (30,48 %)
8,85+ 1,01

50,26 £ 2,22

125+1

17 (17,53 %)
80 (82,47 %)

IS viso

105

Tyrimo metu rinkti ne tik PL méginiai, bet ir Slapimo nuosédos.
Pacienty Slapimas surinktas radikalios prostatektomijos metu katerizuojant
$lapimo piisle. Slapimo nuosédos surinktos §lapima nucentrifugavus $aldomoje
4°C centrifugoje 15 min. 1000 rpm grei¢iu. Gautos Slapimo nuosédos

laikomos skystajame azote. IS viso surinkti 179 Slapimo nuosédy méginiai.
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2. Sulietiniy transkripty TMPRSS2:ERG ir TMPRSS2:ETV1 aptikimas

priesinés liaukos meginiuose

Tyrimas grindZziamas AT-PGR metodu, kuriuo metu produktas nuo
sulietinio transkripto yra gaunamas (jeigu jo raiska vyko i PL mégini
patekusiose lastelése) arba negaunamas (jei raiSka nevyksta). Aptikus sulietini
transkripta, analizuota jo raiska kPGR metodu. Sio tyrimo schema vaizduojma
6 paveiksle, o tyrimui naudoti metodai ir medziagos aprasyti i$ eilés, remiantis

tyrimo schema.

TMPRSS2:ERG
neigiamuy atvejy
AT-PGR S
TMPRSS2:ETV] L) Duonmjt;
nustatymui, analize
elektroforeze

AT-PGR TMPRSS2:ERG D
- g o o uoment
— RNR skyrimas, - TMPRSS2:ERG teigiamy atvejy > analiyel
N:l.\'lkll'l].‘] > valymas nuo DNR, | k.L),\R. : T\Lrtulf}:‘nmlf kPGR ’
meginys concentraciins sintezé elektroforeze
S koncentracijos -
nustatymas duomeny TMPRSS2:ERG
statymas .. ‘. : Duomeny
analize teiglamuy atvejy —y .
Sekoskaita analize

6 pav. TMPRSS2:ERG ir (arba) TMPRSS2:ETV1 sulietiniy transkripty

aptikimo priesinés liaukos méginiuose schema

2.1.  Suminés RNR iSskyrimas i§ prieSinés liaukos méginiy

Tiriamasis méginys, naudojant skystaji azota, yra sutrintas iki milteliu.
Apie 30 mg milteliy perkelta | atSaldyta 1,5 ml mégintuvél] be nukleaziy ir
uzpilta 600 pl tirpalo D, Kkuris susideda iS: 4 M guanidino tiocianato (SIGMA-
ALDRICH®), 25 mM natrio citrato (pH 7,0) (MERCK CHEMICALS), 0,1M
R-merkaptoetanolio (Bio-Rad) ir 0,5 % sarkozilo (SERVA Electrophoresis).
Uzpiltas toks pats taris fenolio ir chloroformo (1 : 1) miSinio. Viena minutg
intensyviai plakta, lede laikyta 5 min., centrifuguota 5 min. 3altoje 4 C

temperatiiros stalingje centrifugoje (Eppendorf 5417R) 10000-12000 x g
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greiCiu. VirSutiné frakcija nusiurbta, uzpilta 1/10 tirio 5 M natrio acetato
(pH 4,7) (Fermentas Thermo Scientific) ir vienas taris rugStaus fenolio ir
chloroformo misinio (ROTH®). Intensyviai plakta 10 sek., centrifuguota
15 min. 3altoje 4 'C temperatiiros stalingje centrifugoje 10000-12000 Xx g
greiCiu. VirSutiné frakcija perkelta { nauja mégintuvéli be nukleaziy, uzpiltas
toks pats tiris izopropanolio (ROTH®) ir laikyta -20 'C temperatiiroje ne
maziau kaip 30 min. Praéjus nustatytam laikui, centrifuguota maksimaliu
grei¢iu Saltoje 4 C temperatiiros stalingje centrifugoje 15 min. (Chomczynski
ir Sacchi 1987). Isskirta suminé RNR, tirpinta nuo 40 ul iki 100 ul vandens be

nukleaziy, laikyta -70 'C temperatiiros kelvinatoriuje (Thermo Fisher).

Chomczynski-Sacchi metodu iSskirtoje suminéje RNR yra gausu
genominés DNR seky, dél kuriy gali biiti gautas klaidingai teigiamas (angl.
false positive) rezultatas. Norint jsitikinti, kad AT-PGR metodu gautas
produktas yra nuo mRNR, reikia pasalinti DNR, o tai atlikta veikiant DNaze I.
Viskas atlikta pagal gamintojo rekomendacijas. Gauta suminé RNR laikyta

- 70 "C temperatiiros kelvinatoriuje (Thermo Fisher).

Paveikus suming RNR DNaze I, reikia jsitikinti iSvalytos suminés RNR
vientisumu ir kokybe. Kokybiskos suminés RNR 28S RNR juostel¢ yra
dvigubai didesné nei 18S RNR. RNR kokybei nustatyti kiekvienam atvejui yra
ruoSiami du méginiai: vienas — prie§ veikima DNase I, o kitas — po veikimo
DNase I. Taip patikrinama, ar suminé RNR nedegradavo veikiama DNaze I.
Agarozés geliui paruosti ir elektroforezei naudojamas 50X TAE (Fermentas
Thermo Scientific) elektroforezés buferinis tirpalas ir 0,05 mg/ml etidZio
bromido tirpalas (ROTH®) bei TopVision™ agarozé (Fermentas Thermo
Scientific). RNR elektroforezei yra ruoSiamas 1 % agarozés gelis, elektros
lauko stiprumas 5 V/cm. Suminés RNR méginiai ruoSiami sumaisant su méginj
nesanciu dazu — 2X RNA Loading Dye, (Fermentas Thermo Scientific) ir
inkubuojami 10 min. 70 'C temperatiiros oriniame termostate (Thermomixer

comfort, Eppendorf) (Sambrook ir Russell 2001). Po elektroforezés gelis
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analizuotas apSvietus UV spinduliais ir fotografuotas naudojant geliy

vaizdinimo sistema (UVP GelDoc-It™ Imaging System, UVP).

Norint susintetinti kokybiSka kopijing DNR (kDNR), reikia zinoti tikslia
suminés RNR koncentracija, to negalima padaryti jvertinant kokybing suminés
RNR verte. Tiksliai suminei RNR ir DNR koncentracijai nustatyti naudotas
spektrofotometras Nano Drop ND-1000 (Thermo Scientific). RNR ir DNR

koncentracija matuojama laikantis prietaiso gamintojo pateikty instrukcijy.

2.2. Kopijinés DNR (kDNR) sintez¢

Kopijinés DNR sintezei naudota iSvalyta ir DNaze [ paveikta PL
meginiy suminé RNR. Mégintuvéliai su RNR visuose etapuose laikyti ledy
vonioje arba Saldomame stovelyje. KDNR sintezei buvo naudojami keli
rinkiniai: RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit,
RevertAid™ Premium First Strand cDNA Synthesis Kit, Maxima® First
Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (Fermentas Thermo Scientific).
kDNR sintez¢ atlikta pagal gamintojo rekomendacijas. Norint jsitikinti, kad
AT-PGR metodu gauti fragmentai yra nuo sulietinio transkripto, kiekvienam
analizuojamajam atvejui visuomet sintetinami du atskiri mégintuvéliai
kopijinés DNR: | viena mégintuveli dedama atvirksStine transkriptaze, o i kita —
ne, tai papildoma kontrolé¢ (AT-PGR metu paémus kDNR i§ Sio mégintuvélio,
amplifikacija neturéty vykti, jei méginyje néra genominés DNR seky). Visais
atvejais susintetinta kopijiné DNR laikyta -70 'C temperatiiros kelvinatoriuje

(Thermo Scientific), o véliau naudota tolesniems eksperimentams.

2.3.  Atvirkstinés transkripcijos polimerazés grandininé reakcija (AT-PGR)

Genu seky susiliejimui nustatyti naudoti TMPRSS2 ir ERG geny
pradmenys, kurie pasirinkti remiantis S. A. Tomlins ir kity mokslininky 2005
mety straipsniu (priedy 4 lentel¢). Susiliejimas tarp TMPRSS2 ir ERG genu
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dazniausiai jvyksta dél 3 Mbp delecijos arba dél subalansuotos ar
nesubalansuotos chromosomings translokacijos tarp Siy geny. TMPRSS2 geno
pradmuo jungiasi prieSais geno promotoring sriti, o ERG geno — jungiasi ties
ketvirto egzono pabaiga. Pradmenys sumodeliuoti taip, kad apimty TMPRSS2
geno 1 ir 2 egzonus bei ERG geno 1, 2, 3 ir 4 egzonus, tarp kuriy, mokslinés
literattiros duomenimis, dazniausiai ir {vyksta susiliejimas. Susintetinus KDNR,
AT-PGR metodu ieSkotas TMPRSS2:ERG sulietinis transkriptas. Viskas atlikta
pagal gamintojo rekomendacijas. DNR amplifikacija atliekama Mastercycler®

Gradient (Eppendorf) pagal pateiktas salygas:

94 °C — 4 min. (denatiracija)

94 °C — 1 min. (denatiracija)

58 °C — 45 sek. (jungimas) kartojama 35 kartus
72 °C — 45 sek. (pailginimas)

72 °C — 10 min. (fragmenty pailginimo uzbaigimas)

Pastovios raiSkos genas GAPDH (pradmenu seka pateikta priedu
4 lentel¢je) naudotas RNR kokybei nustatyti, atliekant tyrimus AT-PGR
metodu ir kaip rezultatus normalizuojantis genas, atliekant tyrimus kPGR
metodu. ISanalizavus AT-PGR metodu gautus duomenis ir neaptikus
TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto, naudotas kitas AT-PGR metodas, kuriuo
ieSkota sulietinio transkripto, atsiradusio dél chromosominés translokacijos, —
TMPRSS2:ETV1. Pradmenys pasirinkti remiantis S. A. Tomlins ir kity
mokslininky 2005 mety straipsniu. ETV1 geno pradmuo jungiasi ties ETV1
geno 4 egzono pabaiga, 0 TMPRSS2 — naudojamas tas pats pradmuo, kaip ir
TMPRSS2:ERG sulietiniam transkriptui aptikti, pradmenys pateikti priedu

4 lentelgje.
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2.4. AT-PGR produkty elektroforezé agarozés gelyje

AT-PGR metodu gautiems produktams analizuoti ruoSiamas 2 %
agarozés gelis. Agarozés geliui paruosti ir elektroforezei naudojamas 50X TAE
(Fermentas Thermo Scientific) elektroforezés buferinis tirpalas ir 0,05 mg/ml
etidzio bromido tirpalas (ROTH®) bei TopVision™ agaroz¢ (Fermentas
Thermo Scientific), elektros lauko stiprumas 5 V/cm. Méginiai ruoSiami
sumaisant su mégini nesan¢iu dazu — 6X MassRuler™ DNA Loading Dye
(Fermentas Thermo Scientific). Gelis analizuotas apSvietus UV spinduliais ir
fotografuotas naudojant geliy vaizdinimo sistema (UVP GelDoc-It™ Imaging
System, UVP). AT-PGR metodu gauti rezultatai jvertinami vizualiai (yra ar

néra produkto).

2.5. Geny raiSkos nustatymas kiekybiniu PGR (kPGR)

AT-PGR metodu nustacius sulietinj transkripta, atliktas TMPRSS2:ERG
ir GAPDH geny raikos tyrimas. KPGR reakcijos miSinys pilstytas tokia tvarka:
2X Maxima™ SYBR Green gPCR Master Mix (Fermentas Thermo Scientific),
10 uM specifiniy pradmeny, kuriy galutiné koncentracija 300 nM (priedu
7 lenteléje), uracil DNR glikozilazé (galutiné koncentracija iki 0,01 v)
(Fermentas Thermo Scientific) ir vandens be nukleaziy, kuris sudaro likusj
reikiamg laisva reakcijos tiirj. Reakcijos miSinys iSpilstomas po 23 pul ir
ipilama 2 pl kDNR. Geny raiSkos analizé atlikta su keliais kiekybinio PGR
aparatais — ABI PRISM 7000, ABI PRISM 7500 ir StepOnePlus (Applied
Biosystems™) pagal pateiktas salygas:
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50 'C — 2 min. (uZtertumo pasalinimas, skaldant PGR produktus, turindius

dUTP, esancius uracil DNR glikozilazés reakcijos misinyje)
95 °C — 10 min. (denatiiracija, polimerazés aktyvacija)

95 'C — 15 sek. (denatiiracija)
kartojama 40 karty
60 'C — 60 sek. (jungimas ir pailginimas)

+ lydymosi kreivé (dimery ar nespecifiniy produkty susidarymui nustatyti)

KPGR metodu gautiems duomenims apdoroti naudotas rezultatus
normalizuojantis pastovios raiSkos genas — GAPDH. GautosAct reikSmés,
kurios yra skirtumas tarp TMPRSS2:ERG ir GAPDH genuy ct reikSmiy,
padalintos i dvi grupes remiantis gauty duomeny mediana. kKPGR metodu gauti

rezultatai (logaritmuoti log,) buvo naudojami statistinei analizei atlikti.

2.6. TMPRSS2:ETS sulietiniy transkripty sekoskaita

Norint  jsitikinti, kad AT-PGR metodu gauti fragmentai yra
TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto produktai, fragmentai klonuoti i
plazmides ir sekvenuoti. Klonavimas vykdytas naudojant InsTAclone™ PCR
Cloning Kit rinkini (Fermentas Thermo Scientific) pagal gamintojo
rekomendacijas. Atlikus PGR reakcija nuo bakteriju kolonijy, atsirinktos

kolonijos, kuriose aptikta tiriama fragmenta turinti plazmidé.

TMPRSS2:ERG arba TMPRSS2:ETV1 sulietinio transkripto seka
turin¢ios plazmidinés DNR skyrimas atliktas naudojant GeneJET™ Plasmid
Miniprep Kit (Fermentas Thermo Scientific) rinkini pagal gamintojo
rekomendacijas. ISskyrus plazmiding DNR, atlikta jos kiekybiné ir kokybiné
analizé. DNR kokybei nustatyti ruostas 0,7 % agarozés gelis, procediira atlikta
taip, kaip apraSyta metodinés dalies, 2.1 skyrelyje. DNR koncentracija
nustatyta taip, kaip apraSyta tame paciame 2.1 skyrelyje. Atlikta i$skirty

plazmidziy sekoskaita, pradmenys pateikti priedu 5 lenteléje.
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2.7.  KPGR metodu gauty duomeny analizé

Statistiné analizé atlikta remiantis ,,Excel, ,,GraphPad Prism version
5.00* programomis bei SAS 9.2 programuy paketu. Bendra klinikiniy rodikliy,
pacienty amziaus ir molekuliniy PL vézio zymeny analizé atlikta taikant
neporinj t-testa (arba Mann-Whitney U-testa), o Kkoreliacijos jvertintos
Spearmano testu. Atkryc¢iui ivertinti naudotas Mantel-Cox testas ir Cox
proporciniy pavoju regresijos (angl. Cox proportional hazards regression)
modelis, kuris apraSomas rizikos santykiu (angl. hazard ratio, HR) ir rizikos
santykio pasikliovimo ribomis (angl. Hazard Ratio Confidence Limits, 95 %

CI). Rezultatai yra statistiSkai patikimi tuomet, kai p < 0,05.

3. TMPRSS2:ERG sulietiniy transkripty ir TERT geno raiSkos aptikimas

Slapimo nuosédose

Tyrimas remiasi AT-PGR metodu, kuriuo gaunamas arba negaunamas
produktas nuo sulietinio transkripto. Sio tyrimo schema pavaizduota
7 paveiksle, o tyrimui metu naudoti metodai ir medziagos apraSyti i$ eilés,

remiantis tyrimo schema.

— RNR skyrimas, AT-PGR, 5
Sapimo BN koncentracijos N k_DNR |5 elektroforeze > uoTerm
nuosédos nustatymas sinteze analizé

7 pav. TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto ir TERT geno raiSkos Slapimo

nuosédose aptikimo schema

Suminei RNR iSskirti i§ Slapimo nuosédy modifikuotas Chomczynski-
Sacchi metodas yra netinkamas, nes Slapimo nuosédose aptinkamas labai

mazas RNR kiekis, todél tyrimui metu naudoti keli komerciniai rinkiniai: Total
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RNR Isolation NucleoSpin® RNA Il (MACHEREY-NAGEL) ir RNeasy Plus
Mini Kit (Qiagen). Suminé RNR iSskirta pagal gamintojo rekomendacijas ir ji

saugota -70 "C temperatiiros kelvinatoriuje (Thermo Fisher).

I§ slapimo nuosédy isskirtos suminés RNR koncentracija nustatyta taip,
kaip apraSyta metodinés dalies 2.1 skyrelyje. Daugeliui méginiy gauta labai
maza RNR koncentracija. kKDNR sintezei neimti méginiai, kuriy RNR
koncetracija buvo mazesné¢ nei 1 ng/ul. kDNR sintez¢ atlikta taip, kaip
apraSyta metodinés dalies 2.2 skyrelyje. Nepriklausomai nuo to, kuris KDNR
sintezés rinkinys buvo naudotas suminei RNR iSskirti, visuomet détas
maksimaliai leidZiamas tiris Slapimo nuosédy suminés RNR. AT-PGR
metodas nuo KDNR atliktas taip, kaip apraSyta metodinés dalies 2.3 skyrelyje,
tik padidintas reakcijos cikly skaicius iki 40 karty. AT-PGR elektroforeze
atlikta taip, kaip apraSyta metodinés dalies 2.4 skyrelyje, o TERT geno raiskos

tyrimas — kaip apraSyta metodinés dalies 4 skyrelyje.

4, Geny raiSkos analiz¢ priesinés liaukos méginiuose

TERT geno raiSkai nustatyti kokybiniu ir kiekybiniu metodais naudoti
pradmenys, kurie pasirinkti remiantis C. Boltze ir kity mokslininky 2003 mety
straipsniu (priedu 4 lentel¢). Sio tyrimo schema pavaizduota 8 paveiksle, o
tyrimo metu naudoti metodai ir medziagos aprasyti i$ eilés, remiantis tyrimo
schema. TERT ir ZAC geny tyrimy metu naudoti metodai ir medziagos yra
tokie patys, kaip aprasyti metodinés dalies 2.3, 2.4, 2.5 ir 2.7 skyreliuose.
TERT ir ZAC kokybinés raiSkos rezultatai (AT-PGR) grupuojami remiantis
produkto Svytéjimo intensyvumu agarozés gelyje (vizualiai): teigiamas —

produktas aptiktas, neigiamas — produkto neaptikta.
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AT-PGR TERT ir TERT iv ZAC
R clurimac ZAC nustatymu, LT Lo
RNR skyrimas, B i i atved Duomeny
Navikinis alurmas 1 kDNR clektroforeze [ lelglamuatveiy = T
" valymas nuo DNR, ) - analize
meginys ] k)unccmmciins ] sintezé ] duomeny kPGR

analize

nustatymas

8 pav. TERT ir ZAC geny raiskos priesinés liaukos méginiuose tyrimo schema

ERG, SPINK1, GSTP1, RARB, RASSF1 genu bei ZAC geno transkripty,
kurie gauti nuo skirtingy promotoriuy (ZAC1p ir ZAC2p), kiekybiné raiSka PL

méginiuose nustatyta KPGR metodu. Tyrimo schema vaizduojama 9 paveiksle.

— RNR skyrimas,
Na_\flll(lms LS valymas nuo DNR, |- k_DNR N kPGR | DI.lO[l‘.le[}q
meginys Koncentracijos sinteze analize
nustatymas

9 pav. ERG, SPINK1, GSTP1, RARB, RASSF1 geny bei ZAC geno transkriptuy,
kurie gauti nuo skirtingy promotoriy (ZAC1p ir ZAC2p), kiekybinés raiSkos

priesinés liaukos méginiuose tyrimo schema

ERG, SPINK1, GSTP1, RARB, RASSF1, ZAC1p ir ZAC2p tyrimy metu
naudoti metodai ir medziagos yra tokie patys, kaip apraSyti metodinés dalies,
2.5 ir 2.7 skyreliuose. ERG raiSkai nustatyti naudoti pradmenys, kurie
pasirinkti remiantis S. A. Tomlins ir kity mokslininky 2008a mety straipsniu, o
SPINK1 raiSkai nustatyti naudoti pradmenys, kurie pasirinkti remiantis tos
pacios mokslininky grupés 2008b mety straipsniu. GSTP1, RARB ir RASSF1
geny raiSkai nustatyti naudoti pradmenys, kurie pasirinkti remiantis
P. Zambrano ir kity mokslininky 2005 mety straipsniu, o ZAC, ZAClp ir
ZAC2p raiskai nustatyti — pradmenys, kurie pasirinkti remiantis E. M. Valleley
ir kity mokslininky 2007 mety straipsniu. Naudoty pradmeny sekos

pateikiamos priedy 4 lenteléje.
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5. MikroRNR raiskos analizé prieSinés liaukos méginiuose

MikroRNR raiSka PL méginiuose, kurie tarpusavyje skyrési pagal tai, ar
juose buvo TMPRSS2:ERG sulietinis transkriptas, ar jo nebuvo, tirta remiantis
mikrogardeliy duomeny analize ir mikroRNR tinkamumo patikrinimu kPGR
metodu. Sio tyrimo schema pavaizduota 10 paveiksle, o tyrimo metu naudoti

metodai ir medziagos aprasyti is eilés, remiantis tyrimo schema.

Navikini RNR skyrimas, =
a,“_lm‘s = valymas nuo DNR, Mikrogardelés —> uorne:m
meéginys koncentracijos analizé

nustatymas

kDNR
Siitesa —> kPGR BN DUOI‘I‘.ICITIL;
analizé

10 pav. MikroRNR raiskos priesinés liaukos méginiuose tyrimo schema

Norint iSanalizuoti mikroRNR raiska PL. méginiuose, kurie tarpusavyje
skyresi sulietiniy transkripty buvimu, pirmiausiai iSskirta suminé RNR, kaip

apraSyta metodinés dalies 2.1 skyrelyje.

MikroRNR raiSkai nustatyti reikalingi rinkiniai: miRNA Complete
Labeling and Hyb Kit, microRNA Spike-In Kit ir Gene Expression Wash
Buffer Kit (Agilent Technologies). MikroRNR raiska nustatyta pagal
gamintojo rekomendacijas. Gauti duomenys analizuoti naudojantis GeneSpring

GX 11.0.2 versijos programa.

PL méginiy suminé RNR praskiesta iki 25 ng/ul. MikroRNR kopijinei
DNR gauti naudotas TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems™) rinkinys, viskas atlikta pagal gamintojo rekomendacijas.
Susintetinta mikroRNR kDNR praskiesta santykiu 1 : 15, tokia mikroRNR
KDNR toliau naudota atliekant kPGR. MikroRNR raiSkai nustatyti kPGR
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miSinys pilstytas tokia tvarka: 2X TagMan® Universal PCR Master Mix
(Applied Biosystems™), TagMan Assay tiriamosios mikroRNR (Applied
Biosystems™) ir vandens be nukleaziy, kuris sudaro likusj reikiama laisva tiirj.
Reakcijos misSinys iSpilstomas po 18 pul ir jpilta 2 pl skiestos (1 : 15)
mikroRNR kDNR. Kiekybiné PGR atlikta CFX96 Real-Time System (Bio-
Rad) aparatu pagal pateiktas salygas:

95 °C — 10 min. (denatiiracija, polimerazés aktyvacija)

95 'C — 15 sek. (denatiiracija)
kartojama 40 karty

60 'C — 60 sek. (jungimas ir pailginimas)

Pries atliekant tinkamumo patikrinima kPGR metodu biitina atsirinkti
suming RNR, kuri bus naudojama kiekvienos analizuojamos mikroRNR
standartinei kreivei sudaryti. Standartinei kreivei sudaryti gali btti naudojama
lasteliy liniju suminé RNR (VCaP, 22Rv1, LAPC4, LNCaP, DU-145 ir PC-3)
arba komerciné normalios PL suminé RNR (NP) (Human Prostate Total RNA,
Ambion). Remiantis KPGR metodu gautais duomenimis, standartinei kreivei
sudaryti ir mikroRNR tinkamumui patikrinti geriausiai tinka komerciné
normalios PL suminé RNR. Tik hsa-miR-33b mikroRNR standartinei kreivei

sudaryti geriausiai tinka LAPC4 lasteliy linijos suminé¢ RNR.

kPGR metodu tirta mikrogardeliy analizei pasirinkty mikroRNR raiska:
hsa-miR-206, hsa-miR-886-3p, hsa-miR-370, hsa-miR-149, hsa-miR-33b ir
RNU6B, RNU44 bei RNU24 - kaip KPGR normalizuojanti mikroRNR.
Normalizuojan¢iy mikroRNR atranka atlickama eksperimentiniu budu
atsizvelgiant | kKPGR metodo efektyvuma, méginiy patekima i standartinés
kreivés ribas, analizuojamy méginiy maZziausig barstymosi intervala. Atlikus
preliminaria duomeny analizg, atsirinkta patikimiausia normalizuojanti

mikroRNR — RNUGB (11 pav.).
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11 pav. RNUG6B mikroRNR tinkamumo patikrinimas priesinés liaukos
meginiuose kPGR metodu: a — linijinés kreivés; b — standartiné kreivé ir { ja

patenkantys priesinés liaukos méginiy mikroRNR rezultatai

Pasirinkty mikroRNR ir normalizuojanéiy geny pradmeny sekos
pateikiamos priedy 8 lentel¢je. KPGR metodu gautiems rezultatams jvertinti
naudotas standartinés kreivés metodas (duomenys normalizuojami taip:
meéginio mikroRNR standartinis nuokrypis dalijamas i§ normalizuojancios
mikroRNR standartinio nuokrypio). Reakcijos efektyvumas turi biti nuo 95 %
iki 105 %. Statistiné analizé atlikta ,,Excel” ir ,,GraphPad Prism version 5.00*
programomis, naudotas nesuporintas t-testas (arba Mann-Whitney U-testas).

Rezultatai yra statistiSkai patikimi, kai p < 0,05.

6. MikroRNR raiSkos analizé VCaP ir LNCaP lasteliy linijose

Pakitusios hsa-miR-149 mikroRNR raiSkos priklausomybé nuo
TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto buvimo ir jo nebuvimo méginiuose tirta
lasteliy linijoje, kurioje TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto raiSka yra
pastovi. Tyrimas rémési VCaP lasteliy linijos transfekcija SIRNR misiniu. Sio
tyrimo schema vaizduojama 12 paveiksle, o tyrimui naudoti metodai ir

medziagos aprasyti i$ eilés, remiantis tyrimo schema.
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kDNR sinteze
genyraiSkai > kPGR BN Duorr,cnm
analize

nustatyti

) ) RNR skyrimas,
Villab ‘lastf':}lu koncentracijos
transfekcija nustatymas

kDNR sinteze -
mikroRNR || KPGR | | Duomeny
rai§ kai nustatyti analizé

12 pav. hsa-miR-149 mikroRNR raiskos priklausomybés nuo TMPRSS2:ERG

sulietinio transkripto buvimo priesinés liaukos méginiuose tyrimo schema

6.1. VCaP ir LNCaP linijy lasteliy auginimas

VCaP lastelés yra PL vézi gerai reprezentuojanti lasteliu linija, kuriai
budinga citokreatino 18, PSA, Rb (retinoblastomos) baltymu ir
TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto padidéjusi raiSka. Lasteléms auginti
naudota DMEM (Lonza) auginimo terpé¢, joje yra FEBS (angl. fetal bovine
serum) (Lonza) ir L-glutamino (Lonza), kuriy galutiné koncentracija 10 %.
Lastelés auginamos 37 'C temperatiiros termostate, kuriame nuolat palaikoma
95 % oro ir 5 % CO, atmosfera. Visa informacija apie $ia lasteliy linija gauta i$
internetinio puslapio: American Type Culture Collection (ATCC): the Global

Bioresource Center (http://www.lgcstandards-atcc.org, 2011 balandzio 11 d.).

LNCaP lastelés geriausiai atitinka nuo androgeny priklausoma PL
navika, kuriame aptinkama padidéjusi androgeny ir estrogeny receptoriy
raiSka. Palyginti su VCaP lastelémis, LNCaP auga labai greitai ir yra gerokai
smulkesnés. Auginimui naudota RPMI-1640 (Lonza) auginimo terpé, kurioje
yra FEBS ir L-glutamino, jy galutiné koncentracija 10 %. Lastelés auginamos
37 C temperatiiros termostate, kuriame nuolat palaikoma 95 % oro ir 5 % CO,

atmosfera. Visa informacija apie Sia lasteliu linija gauta iS internetinio
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puslapio: ATCC: the Global Bioresource Center (http://www.lgcstandards-

atcc.org, 2011 geguzés 24 d.).

Perséjant lasteles 1§ auginimo flakono pasalinta augimo terpé, lastelés
praplautos 10 ml PBS (Lonza) tirpalu ir jis taip pat paSalintas. Uzpilta 3-5 ml
(priklausomai nuo lasteliy kiekio) 0,25 % tripsino tirpalo (Invitrogen). Lastelés
perkeltos i 37 C temperatiiros termostata (BINDER CO2 incubator C) ir jame
laikytos ne daugiau kaip 10 min., kol lastelés atkimba nuo flakono dugno.
Tirpalas su lastelémis perkeltas { 15 ml mégintuvéli, centrifuguota stalingje
centrifugoje (Eppendorf 5810 R) 400 x g 5 min. PasSalintas tripsinas, lastelés
Svelniai suspenduotos 2 ml Sviezios augimo terpés, tuomet 1 ml perkeltas i
flakona su 18 ml augimo terpés. Iki kito skiedimo Iastelés augintos 4-5 dienas,
kas dvi dienas kei¢iant augimo terpg. LNCaP lasteliy skiedimas ir perséjimas
atliktas taip pat kaip VCaP, tik kas 2-3 dienas, o lastelés skiestos ne santykiu
1:1,betl:3.

6.2.  VCaP ir LNCaP lasteliy transfekcija siRNR

Remiantis moksline literatiira (S. A. Tomlins ir kity mokslininky 2008a
mety ir C. Sun ir kity mokslininky 2008 mety straipsniais), pasirinktos dvi
SIRNR (priedy 9 lentelé), kurios slopina ERG geno raisSka. Diena pries$ lasteliu
transfekcija VCaP lastelés iSsétos 1 24 sulinéliy plokstele. Lasteliy surinkimas
ir persé¢jimas | 24 Sulinéliy plokstele atliktas taip, kaip apraSyta metodinés
dalies 6.1 skyrelyje, tik perséjimo metu lastelés suspenduotos 10-yje ml
augimo terpés. Transfekcijai reikiamas lasteliy kiekis — 70 000 lasteliu
mililitre. [ kiekviena Sulin¢l; ipilta po 500 pul VCaP lasteliy suspensijos, taip
paruosta plokstelé perkelta | 37 'C temperattiros termostata (BINDER CO2
incubator C) vienai parai. Lygiai taip pat paruoStos ir LNCaP lastelés.
Transfekcijai atlikti pasirinktos trys siRNR koncentracijos: 20 nM — teoriskai
minimali reikiama siRNR koncentracija ERG genui nutildyti, 50 nM - vidutiné

ir (ar) stipri SIRNR koncentracija ERG genui nutildyti ir 100 nM — maksimali
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arba per didelé siRNR reagenty koncentracija. Eksperimento metu pasirinkti
trys laiko intervalai: 24, 48 ir 72 valandos. VCaP lastelés transfekuotos ir su
kontroline siRNR. Kontrolinés siRNR koncentracija yra tokia pati, kaip ir
transfekuojancio siRNR misinio. Kontrolinei siRNR parinkti tokie patys laiko
intervalai. VCaP ir LNCaP lasteliy transfekcija atlikta pagal gamintojo

rekomendacijas. Lastelés surinktos naudojant TRIzol (Invitrogene) reagenta.

6.3.  Suminés RNR iSskyrimas 1§ VCaP ir LNCaP lasteliy, kDNR sintez¢ ir
kPGR

TRIzol (Invitrogene) reagentu surinktos lasteles galima saugoti -70 'C
temperatiiros kelvinatoriuje net metus. Suminés RNR i$skyrimas atliktas pagal
gamintojo rekomendacijas, iSskirta suminé RNR buvo laikoma -70°C

temperatiros kelvinatoriuje (Thermo Fisher).

KDNR sintezei siekiant nustatyti ERG geno raiSka, naudota 500 ng/ul
suminés RNR koncentracija. ERG KDNR sintezei — AMV Reverse
Transcriptase Kit (Finnzymes Thermo Scientific) rinkinio reagentai. Misinys
pilstytas tokia tvarka: 2 pl suminés RNR, 1 pl heksamery (Fermentas Thermo
Scientific) ir 7 pl vandens be nukleazés (Fermentas Thermo Scientific). 10 pl
reakcijos misinio jdedama i C1000™ Thermalcycler (Bio-Rad) termociklerj
10 min. 70 'C temperatiiroje. Toliau viskas atliekama taip, kaip pateikta

3 lentel¢je.
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3 lentelé. VCaP ir LNCaP lasteliy kDNR sintezei reikalingy komponenty
Kiekis

) Reikiamas tiris
Reagentai

vienai reakcijai
10 mM dNTP mix 2,5 ul
AMV 0,5 ul
10X RT buferinis tirpalas 2,5 ul
40 v/ul Rnasel 0,5 ul
Vanduo be nukleaziy o ul
15 viso: 15 ul

Gautas rekacijos miSinys iSpilstomas po 15 pl, kKDNR sintez¢ atlieckama
C1000™ Thermalcycler (Bio-Rad) aparate: 42 'C — 2 val., 70 'C — 10 min.
Susintetinta KDNR praskiesta santykiu 1 : 50, taip praskiesta kopijiné DNR

toliau analizuota kiekybinés PGR metodu.

ERG geno raisSkai nustatyti KPGR metodu reakcijos misinys pilstytas
tokia tvarka: Maxima® SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Fermentas
Thermo Scientific) ERG geno pradmenys (priedu 10 lentelé) ir vandens be
nukleaziy, kuris sudaro likusj reikiama laisva tiirj iki 20 pl. Reakcijos miSinys
iSpilstytas po 20 ul ir ipilta 2 pl skiestos (1 : 50) kDNR. TBP genas naudotas
kaip kPGR rezultatus normalizuojantis genas, pradmeny sekos pateiktos priedy
10 lenteléje. Kiekybiné PGR atlikta CFX96 Real-Time System (Bio-Rad)
aparatu pagal pateiktas salygas:

95 'C — 15 min. (denatiiracija, polimerazés aktyvacija)
95 'C — 15 sek. (denatiiracija)
} kartojama 40 karty
60 'C — 60 sek. (jungimas ir pailginimas)
+ lydymosi kreivé (dimery ar nespecifiniy produkty susidarymui nustatyti)

kPGR metodu gauty duomenuy analizé atlikta taip, kaip apraSyta

metodinés dalies 5.1 skyrelyje.
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IS VCaP ir LNCaP lasteliy linijy iSskirta suminé RNR, susintetinta
mikroRNR kDNR ir atlikta KPGR, o gauti duomenys analizuoti standartinés

kreivés metodu taip, kaip aprasyta metodinés dalies 5.1 skyrelyje.

1. Viruso XMRYV seky nustatymas priesinés liaukos méginiuose

XMRYV viruso seky PL méginiuose tyrimas rémési AT-PGR metodu.
Norint jsitikinti, kad AT-PGR metodu gauti fragmentai yra nuo viruso XMRYV,
fragmentai klonuoti ir atlikta jy sekoskaita. Aptikus viruso XMRV mRNR, taip
pat atliktas ir tyrimas kPGR metodu. Sio tyrimo schema vaizduojama
13 paveiksle, o tyrimo metu naudoti metodai ir medziagos aprasyti is eilés,

remiantis tyrimo schema.

RNR skyrimas, AT-PGR, kPGR N Duomeny
valymas nuo DNR, > k_DNR_ L{ elektroforeze analize
koncentracijos sinfe2c Sekoskait D
—— ] ckoskaita uomeny
] nustatymas h
Nﬂ.\ |l'<1n|s ustaLy ) analize
méginys //_._
Genominés DNR .
skyrimas, N PGR N Sekoskaita
koncentracijos
nustatymas

13 pav. XMRV viruso buvimo priesinés liaukos méginiuose tyrimo schema

7.1.  XMRYV viruso RNR tyrimai priesinés liaukos méginiuose

XMRV gag geno transkriptui aptikti naudoti pradmenys, Kkurie
pasirinkti remiantis A. Urisman ir kity mokslininky 2006 mety straipsniu
(priedy 11 lentelé¢). XMRV viruso seky paieska PL méginiuose atlikta taip,
kaip ir TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto paieska. Suminés RNR
iSskyrimas, veikimas DNaze I, suminés RNR kokybinés ir kiekybinés

koncentracijos nustatymas ir kDNR sintezé atlikta taip, kaip apraSyta
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metodinés dalies 2.1 skyrelyje. AT-PGR metodu naudoti pradmenys pateikti
priedy 11 lenteléje, 0 reakcija atlikta taip, kaip aprasSyta medotinés dalies 2.3
skyrelyje, tik DNR amplifikacija atlikta 40 karty. AT-PGR metodu gauty
produkty elektroforezé, tyrimas KPGR metodu, dominanéiy seky klonavimas ir
ju sekoskaita atlikta taip, kaip apraSyta medotinés dalies 2.4, 2.5 ir

2.6 skyreliuose.

A. Urisman ir Kiti mokslininkai 2006 metais virusui XMRV aptikti
naudojo lizdini PGR metoda. Norint jsitikinti, kad masy XMRV virusui aptikti
naudotas metodas yra geras, taikytas lizdinis PGR metodas su keliais XMRV
teigiamais ir XMRV neigiamais méginiais. Viskas atlikta taip, kaip apraSyta
priedy 1 protokole. Lizdinio PGR metodu gauti produktai analizuoti 2 %
agaroziniame gelyje. Viskas atlikta taip, kaip apraSyta metodinés dalies

2.4 skyrelyje.

7.2.  XMRV viruso DNR tyrimai

Genominé DNR i§ PL méginiy iSskirta naudojant Genomic DNA
Purification Kit (Fermentas Thermo Scientific) rinkinj, viskas atlikta pagal
gamintojo rekomendacijas. Isskirtos genominés DNR koncentracija nustatyta
taip, kaip apraSyta metodinés dalies 2.1 skyrelyje, ji laikyta -20C

temperatiiroje.

PGR nuo genominés DNR atlikta naudojant Long PCR Enzyme Mix
(Fermentas Thermo Scientific) rinkini pagal gamintojo rekomendacijas.
XMRV viruso genomo sekoms padauginti skirty pradmeny sekos ir
temperatiira pateiktos priedy 12 lenteléje. Po PGR atlikta elektroforezé taip,
kaip aprasyta metodinés dalies 2.4 skyrelyje, tik naudota 1% agarozé.
Reikiamo dydzio fragmentai klonuoti { plazmides, kurios véliau paruostos

sekoskaitai. Viskas atlikta taip, kaip apraSyta metodinés dalies 2.6 skyrelyje.
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I11. REZULTATAI
1. Geny raiSkos analiz¢é prieSinés liaukos méginiuose

Geny (TMPRSS2:ERG, TMPRSS2:ETV1, TERT, ERG, SPINK1,
GSTP1, RARB, RASSF1 ir ZAC) raiSkos tyrimai PL méginiuose atlikti ,,UAB

Fermentas® moksliniy tyrimy ir eksperimentinés plétros centre (MTEPC).

1.1. TMPRSS2:ERG ir TMPRSS2:ETV1 geny sulietiniy transkripty paieska ir

ju raiSkos analiz¢ prieSinés liaukos méginiuose

Tyrimo metu sumin¢ RNR isskirta i§ 189 Saldyty PL méginiy: 158
todél tyrimo metu deSimciai pacienty buvo paimta po du méginius
(20 méginiy, i§ kuriy 10 méginiy buvo jtraukti { bendra tyrimo grupg).
14 paveiksle pateikiama is Saldyty PL méginiy iSskirtos suminés RNR

elektoforegrama.

Sudegradavusi
RNR

14 pav. Modifikuotu Chomczynski-Sacchi metodu iSskirtos suminés RNR
elektroforegrama (zr. sk. 11 2.1): 1-10 — priesinés liaukos méginiai; N — suminé
RNR, neveikta DNase | (Zr. sk. 1l 2.1); V — suminé RNR, veikta DNase |; M -
RNR molekulinio svorio standarty miSinys RiboRuler™ High Range RNA

Ladder (Fermentas Thermo Scientific)
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Nuo isskirtos suminés RNR susintetinta KDNR (zr. sk. Il 2.2). Visy 189
PL méginiy kDNR patikrinta AT-PGR metodu (zr. sk. 1l 2.3). Nustatyti jvairiis
TMPRSS2:ERG  sulietiniai  transkriptai, Kkuriy pavyzdziai pateikiami
15 paveiksle.

M 12 34 5 6 7 819 10M18 213014

vl

T1/E4

M 1561617181920 M

15 pav. AT-PGR metodu gauty TMPRSS2:ERG sulietiniy transkripty
elektroforegrama: 1-20 — prieSinés liaukos méginiai; nelyginiai skaiCiai —
méginio RNR, veikta atvirkStine transkriptaze; lyginiai skai¢iai — méginio
RNR, neveikta atvirkstine transkriptaze; T1/E4 — 100 bp, T1/E1 — 300 bp,
T1/E4 ir T2/E4 — 100 bp ir 200 bp sulietiniai transkriptai; M — DNR
molekulinio svorio standarty misinys FastRuler™ Low Range DNA Ladder

(Fermentas Thermo Scientific)

TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto produktai yra: T1/E4 (100 bp),
T1/E1 (300 bp), T1/E4 ir T2/E4 (100 bp ir 200 bp) bei T1/E4 ir T1/E1 (100 bp
ir 300 bp). TMPRSS2 ir ERG geny susiliejimas buvo aptiktas 93 méginiuose i$
158 navikinio audinio méginiy. Tai sudaro 58,9 % iStirty méginiy, o
65 méginiuvose TMPRSS2:ERG sulietinis transkriptas nebuvo aptiktas, tai

sudaro 41,1 % istirty méginiy. PL méginiuose dominuojantis sulietinis
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transkriptas yra T1/E4 — 82,8 % (77/93), kaip pavienis aptiktas — 63,4 %
(59/93) istirtyju méginiy, o kartu su T2/E4 sulietiniu transkriptu — 19,4 %
(18/93) istirtyjy meéginiy. T1/E1 sulietinis transkriptas aptiktas 9,7 % (9/93)
iStirtyju méginiy, o kitokiy sulietiniy transkripty varianty kombinacijos

aptiktos — 7,5 % (7/93) istirtyju méginiy.

Norint jsitikinti, kad AT-PGR metodu gauti fragmentai yra nuo
TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto, fragmentai klonuoti { pTZ57 plazmide
(zr. sk. II 2.6). Isskyrus plazmides, atlikta jy sekoskaita. Sekoskaita atliko
»Fermentas Thermo Scientific* darbuotoja A. Ruksénaité. Kiekvieno varianto
nukleotidy seka palyginta su TMPRSS2 ir ERG geny sekomis (GeneBank
duomeny bazéje Siy seky numeriai atitinkamai: NM_005656 ir NM_004449)
pasinaudojus internete esancia programa Clustal W2

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). T1/E4 fragmentai gauti susiliejus

TMPRSS2 geno pirmajam egzonui su ERG geno ketvirtuoju egzonu; T2/E4 —
TMPRSS2 geno antrajam egzonui su ERG geno ketvirtuoju egzonu; T1/E1 —
TMPRSS2 geno pirmajam egzonui su ERG geno pirmuoju egzonu. Gauty
fragmenty sekos palygintos tarpusavyje, pasinaudojus internete esancia

programa ClustalW?2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/) (16, 17 ir

18 pav.).
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029 CAGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGAAGCC 60
022 CAGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGAAGCE 60
018 CAGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGAAGCLE 60
035 CAGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGAAGCE 60
040 CAGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGAAGCC 60
014 CAGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGAAGCC 60
023 CAGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGAAGCLE 60
017 CAGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGAAGCLC 60
030 CAGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGAAGCLE 60
009 CAGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGAAGCC 60
008 CAGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCAGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGAAGCC 60

FTEAEXEAXEXAXTEAAXAEAAXAEAAXAEAAXAAAXAAAXAA AAAXAAXAAIAXAAIAXAAXAXAAIAXAAAXAAAXA AKX hx*x

029 TTATCAGTTGTGAGTGAGGACCAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC 105
022 TAATCAGTTGTGAGTGAGGACCAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC 105
018 TTATCAGTTGTGAGTGAGGACCAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC 105
035 TTATCAGTTGTGAGTGAGAACCAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC 105
040 TTATCAGTTGTGAGTGAGGACCAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC 105
014 TTATCAGTTGTGAGTGAGGACCAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC 105
023 TTATCAGTTGTGAGTGAGGACCAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC 105
017 TTATCAGTTGTGAGTGAGGACCAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC 105
030 TTATCAGTTGTGAGTGAGGACCAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC 105
009 TTATCAGTTGTGAGTGAGGACCAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC 105
008 TTATCAGTTGTGAGTGAGGACCAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC 105
*

xxxxxxx *kx*k

16 pav. 100 bp TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto tarpusavio seky
palyginimas: Zzydra spalva pazyméta TMPRSS2 ir ERG geny susiliejimo vieta;
geltona spalva — nukleotidy neatitikimai; 008, 009, 014, 017, 018, 022, 023,
029, 030, 035 ir 040 — priesinés liaukos méginiai; skai¢iai desSinéje nurodo

analizuoty nukleotidy kieki
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008 TCAGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGTCAT 60
018 TCAGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGTCAT 60
023 TCAGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGTCAT 60
034 TCAGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGTCAT 60

LR R e R e R S e e e e S

008 ATTGAACATTCCAGATACCTATCATTACTCGATGCTGTTGATAACAGCAAGATGGCTTTG 120
018 ATTGAACATTCCAGATACCTATCATTACTCGATGCTGTTGATAACAGCAAGATGGCTT-G 119
023 ATTGAACATTCCAGATACCTATCATTACTCGATGCTGTTGATAACAGCAAGATGGCTTTG 120
034 ATTGAACATTCCAGATACCTATCATTACTCGATGCTGTTGGTAACAGCAAGATGGCTTTG 120

FTEAEXEAXEXAXEAAXAEXAXAEAAXAEAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXA FAIAXAAIAXAAAXxAxAXxhidxdx *

008 AACTCAGAAGCCTTATCAGTTGTGAGTGAGGACCAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC 177
018 AACTCAGAAGCCTTATCAGTTGTGAGTGAGGACCAGTCGTTGTTTGAG-GTG--TAC 173
023 AACTCAGAAGCCTTATCAGTTGTGAGTGAGGACCAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC 177
034 AACTCAGAAGCCTTATCAGTTGTGAGTGAGGACCAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC 177

FEEAEXEAXEXAXTEIXAXTEAAXAEAXAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAIAXAAXAXAAAXAAXdh*idx *k*% *xxk

17 pav. 200 bp TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto tarpusavio seky
palyginimas: zydra spalva pazyméta TMPRSS2 ir ERG geny susiliejimo vieta;
geltona spalva — nukleotidy neatitikimai; 008, 018, 023 ir 034 — prieSinés

liaukos méginiai; skaiciai deSin¢je nurodo analizuoty nukleotidy kieki
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013 CAGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGTTATT 60
021 CAGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGTTATT 60
025 CAGGAGGCGGAGGCGGAGGGCGAGGGGCGGGGAGCGCCGCCTGGAGCGCGGCAGGTTATT 60

EEAEXEAXEXAXEAAAEAAXAEAAXAEAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAXAXAAAXAAAXAAAXA AKX hi*x

013 CCAGGATCTTTGGAGACCCGAGGAAAGCCGTGTTGACCAAAAGCAAGACAAATGACTCAC 120
021 CCAGGATCTTTGGAGACCCGAGGAAAGCCGTGTTGACCAAAAGCAAGACAAATGACTCAC 120
025 CCAGGATCTTTGGAGACCCGAGGAAAGCCGTGTTGGCCAAAAGCAAGACAAATGACTCAC 120

xxxxxxxxx el e R e R e e e e

013 AGAGAAAAAAGATGGCAGAACCAAGGGCAACTAAAGCCGTCAGGTTCTGAACAGCTGGTA 180
021 AGAGAAAAAAGATGGCAGAACCAAGGGCAACTAAAGCCGTCAGGTTCTGAACAGCTGGTA 180
025 AGAGAAAAAAGATGGCAGAACCAAGGGCAACTAAAGCCGTCAGGTTCTGAACAGCTGGTA 180

EAE S LR R R e R R e R e S R e S

013 GATGGGCTGGCTTACTGAAGGACATGATTCAGACTGTCCCGGACCCAGCAGCTCATATCA 240
021 GATGGGCTGGCTTACTGAAGGACATGATTCAGACTGTCCCGGACCCAGCAGCTCATATCA 240
025 GATGGGCTGGCTTACTGAAGGACATGATTCAGACTGTCCCGGACCCAGCAGCTCATATCA 240

FEEAEXEAXEAXAEAAXAEAAXAEAAXAEAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAAXAAXAAXhx*x

013 AGGAAGCCTTATCAGTTGTGAGTGAGGACCAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC 293
021 AGGAAGCCTTATCAGTTGTGAGTGAGGACCAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC 293
025 AGGAAGCCTTATCAGTTGTGAGTGAGGACCAGTCGTTGTTTGAGTGTGCCTAC 293

18 pav. 300 bp TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto tarpusavio seky
palyginimas: zydra spalva pazyméta TMPRSS2 ir ERG geny susiliejimo vieta;
geltona spalva — nukleotidy neatitikimai; 013, 021 ir 025 — prieSinés liaukos

méginiai; skaiciai deSin¢je nurodo analizuoty nukleotidy kieki

TMPRSS2:ERG sulietiniy transkripty raiSkai PL méginiuose nustatyti
atliktas kiekybinis PGR (kPGR) (zr. sk. Il 2.5). AT-PGR metodu atrinkus PL
méginius, kuriuose aptiktas TMPRSS2:ERG sulietinis transkriptas, mRNR
raiSka patikrinta kKPGR metodu (tirti 89 méginiai, deja, 4 méginiy iSanalizuoti
Siuo metodu nepavyko, nes suminés RNR kiekis buvo nepakankamas). IStirtyjy
PL méginiy kPGR metodu gautdst reikSmés buvo nuo 2,42 iki 15,35
(19 pav.). Daugiausia aptikta TMPRSS2:ERG sulietiniy transkriptu, kuriy Act

reikSmés buvo apie deSimt.
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19 pav. PrieSinés liaukos méginiy sulietiniy transkripty analizé kiekybiniu
PGR metodu naudojant StepOnePlus aparata: (a) logaritminés kreivés; (b)
disociacinés kreivés; AT- yra kDNR méginys, gautas sintetinant kKDNR be

atvirkstinés transkriptazes

Tyrimo metu rinkti ne tik navikinio, bet ir nenavikinio audinio méginiai.
Tokiy méginiy i$ viso buvo 21. TMPRSS2:ERG sulietinis transkriptas aptiktas
4 méginiuose, tai sudaro 19 % iStirtyjyu meéginiy, o sulietinio transkripto
neaptikta 17 méginiy — 81 %. Dviejuose méginiuose aptiktas T1/E4 sulietinis
transkriptas, o kituose dviejuose — kartu su T2/E4 sulietiniu transkriptu. Trys
meéginiai iSanalizuoti KPGR metodu, jiems taip pat biidinga silpna (Act daugiau

nei 12,50) sulietiniy transkripty raiska.

PL méginiy kopijiné DNR, kurioje neaptikta TMPRSS2:ERG sulietinio
transkripto, panaudojus AT-PGR metoda su TMPRSS2 ir ETV1 genuy
pradmenimis, papildomai patikrinta, ar joje néra subalansuotos ar
nesubalansuotos chromosominés transklokacijos tarp TMPRSS2 ir ETV1 genu.
IS viso iStirti 69 méginiai, i§ kuriy 4 nenavikinio audinio méginiai (likusiy 17
meéginiy, kuriuose neaptikta TMPRSS2:ERG  sulietinio  transkripto,
TMPRSS2:ETV1 paieskos tyrimy atsisakyta). Translokacijos Siuose

meéginiuose nerasta.
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ISanalizavus visus tyrimo metu surinktus PL méginius, TMPRSS2 ir
ERG geny susiliejimas aptiktas 106 méginiuose 1§ 189, tai sudaro 56,1 % visy
iStirtyjyu meéginiy: 83 méginiuose sulietinio transkripto nerasta, tai sudaro

43,9 % visy istirtyjy méginiy.

1.2. TERT geno raiskos analizé prieSinés liaukos méginiuose

TERT geno raiSka vertinta ne tik kokybiniu AT-PGR metodu, bet ir
kiekybiniu KPGR metodu. AT-PGR metodu istirta 170 PL méginiy, IS ju 158
buvo naviko méginiai. KDNR ir RNR kokybés kontrolei jvertinti (be GAPDH
geno) naudotas telomerazés specifinis TR genas. TR geno raiskos nebuvimas
irodo, kad PL méginyje negali susiformuoti funkcionali telomerazé. TR geno
raiSka aptikta 98,8 % (168/170) istirty PL méginiy. Telomerazés transkripty
kokybiniai raiSkos duomenys, gauti remiantis produkto $vytéjimo intensyvumu
agarozés gelyje (matomas produktas — teigiamas, nematomas — neigiamas),
buvo suskirstyti i dvi grupes (Zr. sk. Il 2.5): TERT neigiami — 95 méginiai,
TERT teigiami — 75 méginiy (20 pav.). Vienuolikoje i§ 12 nenavikiniy PL
audiniy buvo TERT neigiami ir tik vienas méginys — TERT teigiamas (8 %).

65



TERT

1500
850
400
200
50

TR

1500 [
850
400
200

50

20 pav. AT-PGR metodu gauty TERT transkripty elektroforegrama: 1-5 —
prieSinés liaukos méginiai; ,+“ — méginio RNR, veikta atvirkstine
transkriptaze; ,,-“ — méginio RNR, neveikta atvirkstine transkriptaze; M — DNR
molekulinio svorio standarty miSinys FastRuler™ Low Range DNA Ladder

(Fermentas Thermo Scientific)

PL méginiai (navikiniai ir nenavikiniai) sugrupuoti pagal tai, ar
meéginyje yra sulietinis transkriptas, ar jo néra. 1S 96 TMPRSS2:ERG teigiamy
46-uose aptikta TERT raiska (47,9 %), o 50-yje — neaptikta (52,1 %). IS 74
TMPRSS2:ERG neigiamy atvejy tik 26-uose aptikta TERT raiSka (35,1 %), o
48-uose — ji nenustatyta (64,9 %). Bent vienas iS TMPRSS2:ERG ir TERT
tranksripty aptiktas 72 % (122/170) PL naviky.

Gavus teigiama rezultata AT-PGR metodu, PL méginiai toliau
analizuoti KPGR metodu. Siuo metodu i3analizuoti 96 PL méginiai, gautos
TERT transkripto raiSkos analizés Act reikSmés: 1 — silpna (Act nuo 13,76 iki
19,41) aptikta 41 méginyje (42,7 %), 2 — stipri (Act nuo 8,94 iki 13,75) aptikta
55 méginiuose (57,3 %; 21 pav.).
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Silpna TERT raiSka M Stipri TERT raiska
Meginiai 43
45
40
35
30
25
20
15
10

5

° TMPRSS2:ERG teigiami TMPRSS2:ERG neigiami
21 pav. TERT geno raiskos pasiskirstymas tarp TMPRSS2:ERG teigiamy ir

neigiamy meginiy

TERT geno raiska statistiSkai patikimai (p = 0,019) skyrési navikiniuose
ir nenavikiniuose PL méginiuose. Taip pat gautas statistiSkai patikimas TERT
geno raiskos skirtumas (p = 0,041) tarp TMPRSS2:ERG teigiamy ir neigiamuy

meéginiy.

1.3. TMPRSS2:ERG ir TERT transkripty analizé ligoniy Slapimo nuosédose

Vienas i§ tyrimo biologiniy objekty buvo Slapimo nuosédy RNR.
ISkeltas uzdavinys — nustatyti TMPRSS2:ERG sulietiniy transkripty buvima ir
ju tvairove Slapimo nuosédose bei atitikima randamiems to paties paciento PL
meéginiuose. Suminé RNR i$skirta 1§ 179 Saldyty Slapimo nuosédy meginiy (Zr.
sk. 1l 3.1). Tinkamos kokybés suminé RNR gauta i§ 139 méginiy, kity
40 méginiy suminés RNR koncentracija buvo per maza. Panaudojus AT-PGR
metoda (zr. sk. Il 3.1), 74 i§ 139 méginiy nebuvo aptikta GAPDH geno raiska,

todél Sie méginiai toliau nebuvo tiriami (22 pav.). IStyrus 61 Slapimo nuosédy
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megini geny susiliejimas aptiktas 10 meéginiy, tai sudaro 16,4 % istirtyjy
Slapimo nuosédy méginiy. Daugiausia aptikta T1/E4 sulietiniy transkripty
(9/61), tai sudaro 14,8 % istirtyju Slapimo nuosédy méginiy ir tik vienas atvejis
T1/E1 sulietinio transkripto — 1,6 % iStirtyju Slapimo nuosédu méginiy.
Slapimo nuosédose rastos TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto izoformos
atitiko PL méginiuose aptiktas izoformas: jei Slapimo nuosédose aptikome
sulietinj transkripta, tokia pati sulietinio transkripto izoforma aptikta to paties

paciento PL méginyje.

TMPRSS2:ERG

1500
850

400
200

50

GAPDH

22 pav. AT-PGR metodu gauty TMPRSS2:ERG sulietiniy transkripty
elektroforegrama: 1-4 — slapimo nuosédy méginiai; ,,+“ — méginio RNR,

veikta atvirkStine transkriptaze; ,,-“ — méginio RNR, neveikta atvirkstine
transkriptaze; M — DNR molekulinio svorio standarty miSinys FastRuler™

Low Range DNA Ladder (Fermentas Thermo Scientific)

PL wvéziu serganciy ligoniy Slapimo nuosédose atlikti ne tik
TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto paieskos, bet ir TERT tyrimai. AT-PGR
metodu TERT transkriptas aptiktas 11 méginiy i 65, tai sudaro 16,9 % istirtyju
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Slapimo nuosédy meéginiy. 31 % (19/61) istirtyju Slapimo nuosédy méginiy
aptiktas TMPRSS2:ERG ir (arba) TERT transkriptas.

1.4. Daugiazidininio priesinés liaukos vézio méginiy tyrimai

Tyrimo metu renkant biologing medziaga, gauta keletas meéginiy,
kuriuose aptikti keli navikinio audinio zidiniai. Daugiazidininio PL vézio
méginiai analizuoti AT-PGR ir KPGR metodais. IS viso iSanalizuota 10 PL
méginiy pory (20 méginiy). AT-PGR metodu daugiausia aptikta T1/E4
sulietinio transkripto — 85 % (17/20) PL méginiuose, kuriuose kaip pavienis
T1/E4 sulietinis transkriptas aptiktas — 55 % (11/20), o kartu su T2/E4
sulietiniu transkriptu — 30 % (6/20) méginiy. T1/E1 sulietinis transkriptas
sudaré tik 5 % (1/20) istirtyjy méginiy, o TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto
neaptikta — 10 % (2/20) istirtyjy méginiy. Keliy daugiazidininiy PL naviky

méginiy tarpusavio palyginimo elektroforegrama pateikta 23 paveikslélyje.

23 pav. AT-PGR metodu gauty TMPRSS2:ERG sulietiniy transkripty izoformy
ivairovés elektroforegrama: 1-4 daugiazidininiy priesinés liaukos naviky
méginiai; ,,+° — méginio RNR, veikta atvirkstine transkriptaze; ,,-“ — méginio
RNR, neveikta atvirkstine transkriptaze; M — DNR molekulinio svorio
standarty miSinys FastRuler™ Low Range DNA Ladder (Fermentas Thermo
Scientific); (a) ir (b) atitinka ta pati atveji, tik méginiai paimti 1§ skirtingy

prieSinés liaukos viety
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Tik dviejuose poriniuose meéginiuose (20 % istirtyju daugiazidininio
vézio atveju) aptikta ta pati sulietinio transkripto izoforma — T1/E4, kituose
méginiuose rastos skirtingos izoformos arba TMPRSS2:ERG sulietinio
transkripto nerasta visai. PL méginiuose, kuriuose aptiktas TMPRSS2:ERG
sulietinis transkriptas, KPGR metodu sulietiniy transkripty raiska patikrinta
18 méginiy. kPGR metodu gauti duomenys suskirstyti { dvi grupes: 1 — silpna
raiSka (Act nuo 7,51 iki 14,85) aptikta 14 méginiy (78 %), 2 — stipri raiSka (Act
nuo 3,61 iki 7,50) aptikta 4 méginiuose (22 %). Tarpusavyje palyginus
daugiazidininio veézio atvejylct reikSmes, gautas sutapimas tik keturiuose
méginiuose. Daugiazidininio vézio poriniuose meéginiuose gautas statistiSkai
patikimas skirtumas (p < 0,0001) tarp poriniy atveju TMPRSS2:ERG sulietinio
transkripto raiSkos intensyvumo. Tai rodo, kad skiriasi ne tik sulietinio
transkripto izoforma, bet ir jos raiSka to paties paciento PL méginiuose. Priedy
6 lenteléje pateiktas daugiazidininio vézio atvejuy tarpusavio palyginimas.
Poriniuose méginiuose atlikta TERT geno raiSkos analizé AT-PGR metodu
parodé, kad Si raiSka aptikta 11 iS 20 TERT teigiamy méginiuy (55 %), 0 TERT
neigiamy — 9 (45 %). Tik vieno atvejo poriniuose zidininio vézio méginiuose
aptikti abu TERT teigiami méginiai. TERT raiSka dazniausiai (100 %; 11/11)
vyko TMPRSS2:ERG sulietinj transkripta turinciuose méginiuose.

1.5.  ERG ir SPINK1 geny raiskos analizé prieSinés liaukos méginiuose

Kiekybiniu PGR metodu ERG geno raiska istirta 164 PL méginiuose, i$
kuriy 146 buvo navikinio PL audinio méginiai. kPGR metodu SPINK1 geno
raiSka istirta 169 PL méginiuose, 1§ kuriy 151 buvo navikinio PL audinio
méginys. Gautos ERG geno raiskos Act reikSmés: 1 — silpna (Act nuo 5,31 iki
10,01) aptikta 75 méginiuose (45,7 %), 2 — stipri raisSka (Act nuo -3,53 iki 5,30)
aptikta 88 meéginiuose (54,3 %); gautos SPINK1 geno raiSkos analizésAct
reik§més: 1 — silpna (Act nuo 12,51 iki 19,5) aptikta 85 méginiuose (50,3 %),
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2 — stipri raiSka Act nuo 1,88 iki 12,50) aptikta 84 méginiuose (49,7 %)
(24 pav.).

a) b)

Méginiai B TMPRSS2:ERG teigiami B TMPRS52:ERG neigiami Méginiai W TMPRSSZ:ERG teigiami M TMPRSS2:ERG neigiami

56

1o

Silpna SPINK1  Stipri SPINK1  Silpna SPINK1  Stipri SPINK1
Silpna ERG raiska Stipri ERG raiska Silpna ERG raitka Stipri ERG raitka raitka raitka raiska raiska

Navikas Nenavikas Navikas Nenavikas

24 pav. ERG (a) ir SPINK1 (b) genuy raiSkos pasiskirstymas tarp
TMPRSS2:ERG teigiamy ir neigiamy atveju navikiniuose ir nenavikiniuose

meéginiuose

Stipri ERG raiSka aptikta 83 navikiniuose PL audinio méginiuose,
nenavikiniuose — 5, patikimo skirtumo nenustatyta (p = 0,117). Silpna SPINK1
raiSka aptikta 75 navikiniuose PL audinio méginiuose, nenavikiniuose — 10,
patikimo skirtumo nenustatyta (p = 0,393) (25 pav., a ir c). PL navikiniy
meéginiy grupé (158 méginiai), kuri iSanalizuota AT-PGR metodu, suskirstyta {
dvi grupes pagal TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto buvima ir jo nebuvima
méginyje. Statistinés analizés duomenimis, ERG ir SPINK1 raiSkos skirtumai
buvo patikimi (atitinkamai p < 0,0001 ir p = 0,003; 25 pav., b ir d)

TMPRSS2:ERG teigiamuose ir neigiamuose méginiuose.
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25 pav. ERG (a) ir SPINK1 (c) geny raiska navikiniuose ir nenavikiniuose
méginiuose; ERG (b) ir SPINK1 (d) genu raiska TMPRSS2:ERG sulietini
transkripta turinfiuose ir jo neturinCiuose méginiuose; ,F+“ — aptiktas
TMPRSS2:ERG sulietinis transkriptas; ,,F-“ — TMPRSS2:ERG sulietinio

transkripto neaptikta

1.6. Navika slopinan¢iy geny GSTP1, RARB ir RASSF1 raiSkos analizé

priesines liaukos méginiuose

Kiekybiniu PGR metodu navika slopinanciy geny raiSka iStirta 78 PL
méginiuose, 1§ kuriy 61 buvo navikinis PL audinio méginys. GSTP1 geno
raiSka iStirta 65 PL méginiuose, 1§ kuriy 51 buvo PL navikinio audinio
méginiai. RARB ir RASSF1 geny raiska kPGR metodu istirta 75 PL
méginiuose, i$ kuriy 58 buvo PL navikinio audinio méginiai. Gautos GSTP1
geno raiskos analizés Act reik§Smés: 1 — stipri (Act nuo -1,48 iki 2,60) aptikta
33 méginiuose (50,8 %), 2 - silpna Act nuo 2,61 iki 6,72) aptikta
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34 méginiuose (49,2 %); gautos RARB geno raiskos analizés Act reikSmés: 1 —
stipri (Act nuo 0,59 iki 7,00) aptikta 39 méginiuose (52 %), 2 — silpna (Act nuo
7,01 iki 10,54) aptikta 36 méginiuose (48 %); gautos RASSF1 geno raiskos
analizés Act reikSmés: 1 — stipri (Act nuo 1,28 iki 9,00) aptikta 30 méginiy
(40 %), 2 — silpna (Act nuo 9,01 iki 13,01) aptikta 45 méginiuose (60 %).
26 paveiksle pateiktas navika Slopinanc¢iy genuy raiskos palyginimas

navikiniuose ir nenavikiniuose PL méginiuose.

Meéginiai Silpna raiska M Stipri raiska
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GSTP1 RARB RASSF1

26 pav. GSTP1, RARB ir RASSF1 geny raiskos pasiskirstymas navikiniuose ir

nenavikiniuose méginiuose

PL méginius sugrupavus { navikinio ir nenavikinio audinio méginius,
gauti statistiSkai patikimi skirtumai pagal GSTP1 ir RASSF1 geny raiska
(atitinkamai p = 0,042 ir p = 0,018), bet nebuvo gauta statistiSkai patikimo
RARB geno raiskos skirtumo (p = 0,066). PL navikinius méginius sugrupavus {
dvi grupes pagal TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto buvima ir jo nebuvima
méginyje, nebuvo gauta statistiSkai patikimy GSTP1 bei RARB geny raiskos
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skirtumy (atitinkamai p = 0,201 ir p = 0,409) taip pat ir RASSF1 geno raiskos
skirtumo (p = 0,789).

1.7. ZAC geno raiskos analiz¢ prieSinés liaukos méginiuose

ZAC geno raiSka vertinta ne tik kokybiniu AT-PGR metodu, bet ir
kiekybiniu PGR metodu. AT-PGR metodu istirti 168 PL méginiai, i§ kuriy
158-uose buvo navikinio audinio. AT-PGR metodu gauti ZAC geno transkripty
kokybinés raiSkos duomenys buvo suskirstyti i dvi grupes: ZAC teigiami —
86 méginiuose (51,2 %), 0 neigiami — 82 méginiuose (48,8 %; 27 pav.). PL
méginiai sugrupuoti pagal sulietinio transkripto buvima ir jo nebuvima
méginyje. TMPRSS2:ERG sulietiniam transkriptui teigiamuose méginiuose
aptikti 54 teigiami (32,1 %) ir 32 neigiami (19,0 %) ZAC méginiai.
TMPRSS2:ERG neigiamuose méginiuose aptiktas vienodas kiekis — po

41 teigiamy ir neigiamy (24,4 %) ZAC méginiy.
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27 pav. AT-PGR metodu gauty ZAC transkripty elektroforegrama: 1-4 —
prieSinés liaukos meéginiai; ,+“ — meéginio RNR, veikta atvirkstine
transkriptaze; ,,-“ — méginio RNR, neveikta atvirkstine transkriptaze; M — DNR
molekulinio svorio standarty miSinys FastRuler™ Low Range DNA Ladder

(Fermentas Thermo Scientific)
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Gavus teigiama rezultata AT-PGR metodu, PL méginiai toliau
analizuoti kPGR metodu. Siuo metodu istirti 144 méginiai, gautos ZAC
transkripto raiSkos analizésAct reikSmés: 1 — silpna (Act nuo 8,60 iki 16,5)
aptikta 73 méginiuose (50,7 %), 2 — stipri (Act nuo 5,69 iki 8,59) aptikta
71 méginyje (49,3 %; 28 pav.). PL méginius sugrupavus i navikinio ir
nenavikinio audinio méginius, statistiSkai patikimo ZAC geno raiskos skirtumo

negauta (p = 0,746).

ZAC transkripto raiska nuo skirtingy promotoriy tirta kiekybiniu PGR
metodu. IS viso iSanalizuoti 55 PL meéginiai (atsirinkti remiantis AT-PGR
metodu gautais duomenimis — ZAC teigiami atvejai), i§ kuriy 52 navikinio PL

audinio meéginiai PL méginiai.

ZAClp ir ZAC2p zymi ZAC geno transkriptus, kurie gauti nuo skirtingy
promotoriniy seky. Gautos ZAClp geno transkripto raiSkos analizdst
reikSmés: 1 — silpna (Act nuo 10,61 iki 14,15) aptikta 28 méginiuose (50,9 %),
2 — stipri (Act nuo 4,87 iki 10,60) aptikta 27 méginiuose (49,1 %). Gautos
ZAC2p geno transkripto raiSkos analizédct reikSmés: 1 — silpna (Act nuo
11,41 iki 14,26) aptikta 28 méginiuose (50,9 %), 2 — stipri (Act nuo 6,14 iki
11,40) aptikta 27 méginiuose (50,9 %). ZAC teigiamuose bei TMPRSS2:ERG
teigiamuose ir neigiamuose méginiuose rastas vienodas ZAClp ir ZAC2p
stiprios raiSkos Kkiekis (atitinkamai 20 ir 19 méginiy). Analizuojant PL
méginius nustatyta vienoda ZAC geno transkripto raiSka nuo abieju
promotoriy, nors rasta méginiy, kuriuose ZAC geno raiSka nuo antrojo
promotoriaus yra didesné negu nuo pirmojo. ZAC, ZAC1p ir ZAC2p raiskos
palyginimas navikiniuose ir nenavikiniuose PL méginiuose pateikiamas

28 paveiksle.
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28 pav. ZAC, ZAClp ir ZAC2p genu raiSkos pasiskirstymas navikiniuose ir

nenavikiniuose méginiuose

Nebuvo gauta statistiSkai patikimo ZAC geno raiskos skirtumo pagal
TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto buvima ir jo nebuvima méginyje
(p =0,169). Taip pat negauta patikimos koreliacijos su ZAC geno transkriptais,
gautais nuo skirtingy promotoriy (atitinkamai p = 0,723 ir p = 0,354).

1.8.  Sasajos su klinikiniais rodikliais ir atkry¢iu

Atlikus Spearmano koreliacing analize bendroje tiriamuyjy grupéje
(158 PL méginiy, neijtraukiant 10 daugiazidininiy naviky méginiy), gautas
statistiSkai patikimas rysys tarp naviko stadijos ir diferenciacijos pagal Gleason
skalg (p < 0,0001; ry = 0,47), PSA lygio pries operacija (p < 0,0001; rs = 0,32),
naviko ttrio (p < 0,0001; r, = 0,37) bei paciento amziaus (p = 0,035; r; = 0,17);
tarp diferenciacijos pagal Gleason skalg ir PSA lygio prie§ operacija
(p<0,0001; ry = 0,39) bei naviko tario (p = 0,0004; ry = 0,28). Gauti
statistiSkai patikimi skirtumai tarp prieSoperacinio PSA lygio ir PL svorio

(p =0,013; ry = 0,21), naviko tario (p = 0,003; rs = 0,39), taip pat tarp paciento
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amziaus ir PL svorio (p = 0,015; ry = 0,19). PL atkry¢io rizika koreliavo su
naviko stadija (p < 0,0001; r, = 0,37) ir diferenciacija pagal Gleason skale
(p =0,002; rs = 0,28).

Palyginus TMPRSS2:ERG teigiamus ir neigiamus navikus (Mann-
Whitney), gauti statistiSkai patikimi skirtumai pagal PSA lygj prie§ operacija
(p = 0,007) ir PL svori (p = 0,027). StatistiSkai patikimy skirtumy pagal kitus
Klinikinius rodiklius nerasta. Atlikus atkry¢io rizikos statistinj vertinima
(Mantel-Cox testu), gauta ribiné sasaja su sulietinio transkripto buvimu PL
naviko méginiuose (p = 0,050). Nesant sulietinio transkripto navike atkrycio
rizika buvo mazesné (4 i§ 56), nei esant sulietiniam transkriptui (16 iS 82)
(29 pav.).

== TMPRSS2:ERG neigiami, n = 56
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29 pav. Pacienty ligos atkryc¢io priklausomybé nuo TMPRSS2:ERG sulietinio
transkripto buvimo méginyje (virSutiné kreivé TMPRSS2:ERG teigiami atvejai,
apatiné — TMPRSS2:ERG neigiami atvejai)

TERT transkripto raiSka (teigiami / neigiami méginiai) nekoreliavo su
Klinikiniais rodikliais, bet nustatyta patikima sasaja su ERG geno raiSka

(p = 0,016) — TERT teigiamuose navikuose ERG raiska buvo intensyvi. Atlikus
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atkrycio analize¢ (Mantel-Cox testu), negauta statistiskai patikimy skirtumy tarp
méginiy, kuriuose aptikta TERT geno raiSka ir jos neaptikta (p = 0,236), taigi

vien tik TERT geno raiskos buvimas neturi jtakos ligos atsinaujinimui.

ERG geno raiSka koreliavo ne tik su TMPRSS2:ERG sulietinio
transkripto bei TERT transkripto buvimu méginyje, bet ir su pacienty KMI
(p =0,032), nors koreliacija tarp KMI ir TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto
nebuvo aptikta. Patikimy ERG ir SPINK1 geny raiskos koreliacijy su kitais

Klinikiniais rodikliais ir pacienty amziumi nenustatyta.

Gautos statistiSkai patikimos sasajos tarp RASSF1 geno raiskos ir
prieSoperacinio PSA lygio (p = 0,029) bei GSTP1 ir naviko stadijos
(p =0,041). Nebuvo rasta patikimy GSTP1, RARB ir RASSF1 geny raiskos

ZAC teigiami ir neigiami meéginiai statistiSkai patikimai skyresi pagal
TERT (p = 0,001) ir RASSF1 (p = 0,011) genu raiska. StatistiSkai patikimy

ZAC geno raiskos sasajy su klinikiniais rodikliais ir pacienty amziumi

nenustatyta.

Kadangi TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto buvimas méginyje rodé
ribing prognozing vertg, pabandyta jvertinti bendra dviejy molekuliniy Zymeny
— TMPRSS2:ERG ir TERT — prognozing vertg. Atlikus ligos progresijos
veiksniy analiz¢ (Mantel-Cox testu), gauti statistiSkai patikimi skirtumai
(p=0,025) tarp méginiy, kuriuose aptikta TMPRSS2:ERG sulietinio
transkripto ir TERT geno raiSka, bei ty méginiy, kuriuose neaptikta
TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto ir TERT geno raiSkos. Patikimiausi
skirtumai gauti tarp méginiy, kuriuose nebuvo aptiktas né vienas iS dvieju
transkripty, ir ty, kuriuose aptiktas TMPRSS2:ERG ir (arba) TERT transkriptas
(p =0,022) (30 pav.).
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30 pav. Pacienty ligos atkry¢io priklausomybé nuo TMPRSS2:ERG sulietinio

transkripto ir TERT raiSkos buvimo méginyje

I Cox proporciniy pavoju regresijos (angl. Cox proportional hazards
regression) veiksniy analize jtrauke klinikinius veiksnius, nustatéme
statistiSkai patikima ligos stadijos (HR 6,55; 95 % CI, 2,60-16,54; p < 0,0001),
diferenciacijos pagal Gleason skal¢ (HR 4,57; 95 % CI, 1,75-11,92; p = 0,002)
bei TMPRSS2:ERG ir (arba) TERT (HR 7,33; 95 % ClI, 0,98-54,99; p = 0,053)

transkripty jtaka ligos progresavimo rizikai.

2. Priesinés liaukos meéginiy ir lasteliy linijy mikroRNR raiSkos tyrimai

Priesinés liaukos méginiy ir lasteliy linijuy mikroRNR raiskos tyrimai
atlikti Suomijoje, Tamperés universiteto Medicininés technologijos instituto

Priesinés liaukos vézio tyrimy laboratorijoje.
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2.1. MikroRNR raiskos analizé prieSinés liaukos navikuose mikrogardeliy

metodu ir jy tinkamumo patikrinimas kPGR metodu

AStuoni RNR méginiai uZzlieti ant mikrogardeliy mikroRNR raiskali
ivertinti. Keturiuose RNR méginiuose (51, 162, 163 ir 110) anksciau aptiktas
TMPRSS2:ERG sulietinis transkriptas, o 91, 188, 53 ir 105 PL méginiuose jo
neaptikta (priedu 7 lentel¢). Mikrogardeliy duomenys, atlikus mikroRNR
hibridizacija (Zr. sk. 1l 5.1), analizuoti GeneSpringGX programa (31 pav.). Sia
programa buvo atrinkos mikroRNR, kuriy raiska yra sumazéjusi méginiuose,
turin¢iuose TMPRSS2:ERG sulietinj transkripta. Tokius duomenis reikia
patikrinti, nes: 1 — ant mikrogardeliy buvo uZlieti tik keturi TMPRSS2:ERG
teigiami ir keturi neigiami méginiai, o tai per maza imtis, kuria iStyrus
rezultatais bty galima besalygiskai pasitikéti; 2 — mikrogardelés parodo
uzliety méginiy skirtumus, kuriuos gali nulemti jvairiis veiksniai: hibridizacijos
efektyvumas; méginyje esan¢iy navikiniy ir stromos lasteliy kiekis
(procentais); suminés RNR kokybé; pasirinktas duomeny analizavimo
algoritmas. Todél isanalizavus hibridizacijos metu gautus rezultatus bitina

patikrinti juy tinkamuma biologiniuose pavyzdziuose ir lasteliy linijose.
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31 pav. Priesinés liaukos naviko méginiy analizé¢ GeneSpringGX kompiuterine
programa: (a) — aStuoniy méginiy hierarchinis grupavimas, paremtas sulietinio
transkripto buvimu ir jo nebuvimu; raudona spalva reiSkia padidéjusia
mikroRNR raiska, mélyna — sumazéjusia, geltona — nepakitusia raisSka; (b) —
kiekvienos pasirinktos mikroRNR raiSkos palyginimas kiekviename
analizuotame méginyje atskirai; ,,F+“ — méginyje TMPRSS2:ERG sulietinis

transkriptas aptinkamas, o ,,F-* — neaptinkamas

GeneSpringGX programa gauti rezultatai buvo palyginti su Suomijoje
dirbanciy kolegu turima PL méginiy mikrogardeliu duomeny baze. Remiantis
gautais rezultatais ir turimais Suomijos kolegy duomenimis, atsirinktos penkios
mikroRNR, kuriy raiSka sumaZzéjusi PL  meéginiuose, turinéiuose
TMPRSS2:ERG sulietinj transkripta: hsa-miR-149, hsa-miR-33b, hsa-miR-886-
3p, hsa-miR-370 ir hsa-miR-206. Pasirinkty mikroRNR Zyméjimas remiasi

tarptautine priimta mikroRNR Zzyméjimo sistema (http://www.mirbase.org/).
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MikroRNR, kuriy raiska PL méginiuose yra padidéjusi, tolesniuose

eksperimentuose nebuvo tiriama todél, kad dauguma juy yra placiai tyrinétos.

MikroRNR tinkamumui patikrinti pasirinkti 105 PL méginiai, tiriamoji
grupé apraSyta metodinés dalies 1 skyriaus 2 lentelgje. IS 105 méginiy
TMPRSS2:ERG sulietinis transkriptas aptiktas 50 méginiy, o 55 méginiuose |is
neaptiktas. MikroRNR raisSkai aptikti naudotas standartinés kreivés metodas.
Atlikus hsa-miR-149 mikroRNR kPGR metodu gauty duomeny analize,
nustatyti statistiSkai patikimi hsa-miR-149 mikroRNR raiskos skirtumai tarp
TMPRSS2:ERG teigiamy ir neigiamy méginiy (p < 0,0001) (32 pav.). Esant
sulietiniam transkriptui hsa-miR-149 mikroRNR raiska yra sumaZzéjusi,
palyginti su méginiais, kuriuose TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto

nerandama.
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32 pav. hsa-miR-149 mikroRNR raiSka TMPRSS2:ERG teigiamuose ir

neigiamuose meéginiuose; Y aSyje atidéti normalizuoti duomenys; ,,F+“ —
méginyje TMPRSS2:ERG sulietinis transkriptas aptinkamas, o ,F-*

neaptinkamas
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Isanalizavus kPGR metodu gautus likusiy pasirinkty mikroRNR
duomenis, nustatyti statistiSkai patikimi hsa-miR-33b, hsa-miR-886-3p, hsa-
miR-370 ir hsa-miR-206 mikroRNR raiskos skirtumai tarp méginiy, kuriuose
aptiktas TMPRSS2:ERG sulietinis transkriptas, ir ty, kuriuose sulietinio
transkripto neaptikta (atitinkamai p = 0,0048, p = 0,0028, p = 0,0373 ir
p=0,0432) (33 pav.). Pazymétina, kad hsa-miR-206 raiSkai nustatyti
nepavyko pritaikyti standartinés kreivés metodo, nes hsa-miR-206 mikroRNR
raiska yra labai maza (kartais vos nustatoma) PL méginiuose, tod¢l statistinei
analizei atlikti panaudotas 2 delta ct (2°“) metodas. Analizuojant kPGR
metodo linijiniy kreiviy duomenis, paaiskéjo, kad méginiuose, kuriuose néra
TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto, hsa-miR-206 mikroRNR raiSka
aptinkama gerokai anksCiau, palyginti Su méginiais, turin¢iais sulietini

transkripta.
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33 pav. hsa-miR-33b (a), hsa-miR-886-3p (b), hsa-miR-370 (c) ir hsa-miR-206
(d) mikroRNR raiSka TMPRSS2:ERG teigiamuose ir neigiamuose méginiuose;
Y asyje a, b ir ¢ — standartinés kreivés metodu normalizuoti duomenys, o d —
2" metodu; ,F+“ - méginyje TMPRSS2:ERG sulietinis transkriptas

aptinkamas, o ,,F-“ — neaptinkamas

misy tirtais molekuliniais vézio Zymenuy rodikliais rezultaty statisting analize,
gauta keletas patikimy koreliaciju: hsa-miR-149 mikroRNR raiska koreliavo su
naviko stadija (p = 0,05; r; = -0,19), ERG geno raiska (p = 0,023; rs = 0,21) ir
naviko buvimu (p = 0,027; r; = -0,22); hsa-miR-33b mikroRNR raiSka
koreliavo su telomerazés raiska (p = 0,041; r, = -0,22); hsa-miR-886-3p
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mikroRNR raiska koreliavo su diferenciacija pagal Gleason skalg (p = 0,041,
rs = -0,20), PL svoriu (p = 0,023; rs = 0,22) ir naviko tariu (p = 0,0008; ry = -
0,28); hsa-miR-370 mikroRNR raiSka koreliavo su diferenciacija pagal
Gleason skale (p = 0,043; rs = -0,19) ir PL svoriu (p = 0,036; r; = 0,25), 0 hsa-
molekuliniy Zymeny raiSka. Nenustatyta koreliacijos tarp analizuoty

mikroRNR raiskos ir ligos atsinaujinimo.

2.2. ERG geno raiskos nutildymas VCaP lasteliy linijoje

Norint iSsiaiskinti, ar hsa-miR-149 mikroRNR raiSka priklauso nuo
TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto buvimo lastelése, siRNR miSiniu atlikta
VCaP lasteliy linijos transfekcija, kurios metu nutildoma arba sumazinama
ERG geno raiska VCaP linijos lastelése. Remiantis Suomijos kolegy patirtimi,
VCaP lasteliy transfekcijai pasirinktas abiejy siRNR miSinys. Atlikus kPGR
tyrima, i§ gauty linijiniy kreiviy padarytos Sios iSvados: 20 nM koncentracija
néra tinkama tolesniems eksperimentams, nes kPGR metodu gauti duomenys
isibarsto; 50 nM koncentacija yra tinkama tolesniems eksperimentams,
duomenys nesibarsto, gerai matyti ERG geno raiskos sumaz¢jimas; 100 nM —
duomenys Siek tiek barstosi, taip pat matyti ERG geno raiSkos sumazéjimas
(34 pav., a). [vertinus tyrimo rezultatus, visais atvejais ERG geno raiSka buvo
slopinama (34 pav., ¢). Atrinkta tinkamiausia sSiRNR miSinio koncentracija —
50 nM, o ERG geno raiSkos analizei suminé RNR turi biiti surenkama praéjus

48 arba 72 valandoms po VCaP lasteliy transfekcijos siRNR miSiniu.
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34 pav. ERG geno raiskos palyginimas 50 nM kontroline siRNR bei ERG geno

raiSka nutildan¢iu siRNR miSiniu transfekuotose VCaP lastelése, pragjus 24 ir

48 valandoms po transfekcijos (a); ERG geno raiskos palyginimas su TBP geno
raiSka 50 nM kontroline siRNR bei ERG geno raiska nutildan¢iu SiRNR

misiniu transfekuotose VCaP lastelése (b); ERG geno raiSkos palyginimas
kontroline siRNR bei

ERG geno raiska nutildan¢iu siRNR miSiniu

transfekuotose VCaP lastelése (c), Y asyje atidéti normalizuoti duomenys
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2.3. Pasirinkty mikroRNR raiSkos nustatymas transfekuotose VCaP Iastelése

Aptikus sumazéjusia ERG geno raiska transfekuotose VCaP lastelése,
atlikta hsa-miR-149 mikroRNR raiSkos pokyc¢io analizé. I$ iSskirtos suminés
RNR susintetinta hsa-miR-149 mikroRNR kDNR ir tirta KPGR metodu (Zr. sk.
Il 6.3). Rezultatams jvertinti naudotas standartinés kreivés metodas. Visais
atvejais, nuslopinus ERG geno raiska, gauta padidéjusi hsa-miR-149
mikroRNR raiska (35 pav., ¢). Remiantis kPGR metodu gautomis kreivémis ir
normalizuotais duomenimis, padaryta iSvada, kad labiausiai hsa-miR-149
mikroRNR raiSka padidéja pragjus 48 ir 72 valandoms po VCaP lasteliy
transfekcijos, o geriausia ERG gena slopinanc¢io siRNR miSinio koncentracija
yra 50 nM. Esant 20 nM koncentracijai reikSmingy skirtumy nematoma, o

esant 100 nM koncentracijai sumaZzéja mikroRNR raiSka.
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35 pav. hsa-miR-149 mikroRNR raiskos palyginimas 20 nM kontroline siRNR
bei ERG geno raiska nutildan¢iu siRNR miSiniu transfekuotose VCaP lastelése
pragjus, 24 ir 48 valandoms po transfekcijos (a); hsa-miR-149 mikroRNR
raiSkos palyginimas 50 nM kontroline siRNR bei ERG geno raiska nutildanciu
siRNR miSiniu transfekuotose VCaP lastelése, pragjus 24 ir 48 valandoms po
transfekcijos (b); hsa-miR-149 mikroRNR raiskos palyginimas su kontroliniy
méginiy hsa-miR-149 mikroRNR raiska (c), kur Y aSyje atidéti normalizuoti
duomenys

Aptikus padidéjusia hsa-miR-149 mikroRNR raiska transfekuotose
VCaP lastelése, nuspresta patyrinéti anks¢iau atsirinkty mikroRNR raiSkos
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poky¢ius VCaP siRNR miSiniu transfekuotose lastelése. IS iSskirtos suminés
RNR susintetinta hsa-miR-886-3p, hsa-miR-33b, hsa-miR-370 mikroRNR
KDNR ir atliktas KPGR tyrimas (zr. sk. Il 6.3). hsa-miR-206 mikroRNR netirta
remiantis anks¢iau atliktais tyrimais, nes PL méginiuose mikroRNR raiSka
buvo labai maza. Tyrimo metu gautos linijinés kreivés parodé, kad VCaP
lasteliy linijja néra tinkama hsa-miR-886-3p, hsa-miR-33b, hsa-miR-370
mikroRNR raiSkos poky¢iy analizei atlikti, nes analizuojamy méginiy kreivés

nepateko i standartinés kreivés ribas (36 pav.).

a) b)
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36 pav. hsa-miR-886-3p mikroRNR (a) ir hsa-miR-33b mikroRNR (b) raiska
kontroline siRNR bei ERG geno raiska nutildan¢iu siRNR miSiniu

transfekuotose VCaP lgstelése

2.4. hsa-miR-149 mikroRNR raiSkos nustatymas transfekuotoje LNCaP
lasteliy linijoje

Siekiant jsitikinti, kad hsa-miR-149 mikroRNR raiSka priklauso nuo
TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto buvimo Iastelése, atliktas §ios mikroRNR
raiSkos tyrimas su LNCaP lasteliy linija, kurioje néra TMPRSS2:ERG
sulietinio transkripto. ERG geno raiskos pokycio Siose lastelése netyréme, nes
jose neaptinkama TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto. Analizuojant kPGR

metodu gautas kreives, padaryta iSvada, kad 24 valandy transfekcija siRNR

89



miSiniu néra tinkama mikroRNR raiskos analizei, nes duomenys barstosi, o
pra¢jus 48 ir 72 valandoms duomeny barstymosi néra stebima. Kontroline
SIRNR ir ERG geno raiska nutildan¢iu SIRNR misiniu transfekuotose LNCaP
lastelése gautos kreivés sutampa (37 pav., b). Atlikus hsa-miR-149 mikroRNR
duomeny normalizavima ir gautus normalizuotus rezultatus sukélus i grafika,
akivaizdaus hsa-miR-149 mikroRNR raiSkos skirtumo nepastebéta (37 pav., c).
hsa-miR-149 mikroRNR raiskos palyginimas VCaP ir LNCaP lastelése
pateikta 37 paveiksle (d).
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37 pav. hsa-miR-149 mikroRNR raiSkos palyginimas 50 nM kontroline siRNR
bei ERG geno raiska nutildan¢iu siRNR miSiniu transfekuotose LNCaP
lastelése, praéjus 24 valandoms po transfekcijos (a); hsa-miR-149 mikroRNR
raiSkos palyginimas 50 nM kontroline siRNR bei ERG geno raiska nutildanéiu
siRNR misiniu transfekuotose LNCaP lastelése, pragjus 48 valandoms po
transfekcijos (b); hsa-miR-149 mikroRNR raiskos palyginimas 50 nM
kontroline siRNR bei ERG geno raiska nutildanc¢iu siRNR miSiniu
transfekuotose LNCaP lastelése (c); hsa-miR-149 mikroRNR raiSkos
palyginimas 50 nM kontroline siRNR bei ERG geno rai$ka nutildan¢iu SIRNR
misiniu transfekuotose VCaP ir LNCaP lastelése (d); (c) ir (d) Y aSyse atidéti

normalizuoti duomenys
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3. XMRYV viruso seky paieska prieSinés liaukos méginiuose

XMRYV viruso seky paieska atlikta Fermentas Thermo Scientific
moksliniy tyrimy ir eksperimentinés plétros centre. AT-PGR metodu (zr. sk. 11
7.1) iSanalizuoti 185 PL méginiai (144 navikiniai, 20 daugiazidiniy naviky ir
21 nenavikinis). Sios tiriamosios grupés klinikiniai rodikliai ir pacienty amzius
pateikti metodinés dalies 1 skyriaus 1 lentel¢je. Keliy PL méginiy, Kuriuose
atliktas XMRV viruso sekuy paieskos tyrimas elektroforegrama pateikiama
38 paveiksle.

1500
850

400
200

50

38 pav. Elektroforegrama XMRYV viruso gag geno transkripty, kurie gauti AT-
PGR metodu: 1-6 — prieSinés liaukos méginiai; ,,+* — méginio RNR, veikta
atvirkstine transkriptaze; ,-“ - méginio RNR, neveikta atvirkstine
transkriptaze; M — DNR molekulinio svorio standarty miSinys FastRuler™

Low Range DNA Ladder (Fermentas Thermo Scientific)

Norint jsitikinti, kad AT-PGR metodu gauti fragmentai yra nuo XMRV
viruso sintetinamos mRNR, fragmentai klonuoti { pTZ57 plazmidg (Zr. sk. II
7.1). Atlikta iSskirty plazmidziy sekoskaita. Plazmidziuy sekoskaita atliko
»Fermentas Thermo Scientific“ darbuotoja A. Ruksénaité. Gautos sekos
palygintos su GeneBank EF185282.1 seka. Rastos devynios XMRV virusa
atitinkancios sekos i§ 185 PL méginiuy, tai sudaro 4,9 %. Nusekvenuotos sekos
palygintos tarpusavyje naudojant interneting programa ClustalW2 (priedu
42 pav.). Devynios XMRYV gag sekos yra ikeltos i GeneBank duomeny bazg:
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FR837936.1, FR837937.1, FR837938.1, R837939.1, FR837940.1,
FR837941.1, FR837942.1, FR837943.1, FR837944.1.

A. Urisman ir kiti mokslininkai 2006 mety straipsnyje XMRV viruso
sekoms aptikti PL méginiuose naudojo lizding PGR. Nuspresta atlikti toki pati
eksperimenta su méginiais, kuriuose aptikome XMRV gag geno transkripta
(162 ir 183 méginys), bei keliais kontroliniais méginiais, kuriuose XMRYV gag
geno transkripto neaptikome (50 ir 168 méginys) (39 pav.). Eksperimentui
naudoti pradmenys pateikti priedu 11 lenteléje, o lizdinés PGR kokybés
kontrolei jvertinti naudoti pastovios raiSkos geno GAPDH pradmenys. Lizdinés
PGR metodu gauti rezultatai atitiko tai, ka gavome ankstesnio tyrimo metu: jei
AT-PGR metodu aptikome XMRV gag geno transkripta, jis aptiktas ir lizdiniu
PGR metodu.

GAPDH

39 pav. Lizdinés PGR reakcijos, atliktos su GAPDH ir XMRV gag
pradmenimis ir prieSinés liaukos méginiy KDNR, elektroforegrama: 2 ir 3 —
atitinkamai 162 ir 183 méginiai su XMRYV virusu, o 1 ir 4 — atitinkamai 50 ir
168 méginiai be XMRV viruso; ,,+“ — méginio RNR, veikta atvirkstine
transkriptaze; ,,-“ — méginio RNR, neveikta atvirkstine transkriptaze; gDNR —
genominé DNR; M — DNR molekulinio svorio standarty miSinys FastRuler™

Low Range DNA Ladder (Fermentas Thermo Scientific)
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AT-PGR metodu atrinkus PL méginius, kuriuose aptiktas XMRV viruso
gag geno transkriptas, KPGR metodu SeSiuose méginiuose patikrinta XMRV
gag transkripto raiska (40 pav.). Istirty PL méginiy gautos Act reikSmés buvo
nuo 13,64 iki 19,96. kPGR rezultatai leido numatyti, kuri mégini bus
lengviausia pagausinti PGR metodu ir nustatyti visa viruso genomo seka.

Stipriausia XMRV viruso gag geno raiSka nustatyta 162 ir 183 méginiuose.

a) b)

Arpd: aton Phod Melt Curve

GapDH —2/ 3
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‘ | XMRV - [

|
)
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40 pav. Priesinés liaukos méginio analizé kiekybiniu PGR metodu, naudojant

StepOnePlus aparata: (a) logaritminés ir (b) disociacinés kreivés

GeneBank duomenuy bazéje tyrimo atlikimo metu nebuvo gausu pilnai
nusekvenuoty gamaretrovirusy genominiy seky, todél buvo nuspresta atlikti
bent vieno XMRYV teigiamo méginio visa Viruso genomo sekoskaita. IS Sesiy
PL méginiy (22, 51, 91, 162, 183 ir 188) isskirta genominé DNR (Zr. sk. II
7.2). Nuo XMRYV viruso genomo pradzios kas 600 bp arba 700 bp, remiantis
GeneBank EF185282.1 seka, sukurti tarpusavyje susiklojantys pradmenys,
visam XMRYV viruso genomui klonuoti. IS viso sukurta 14 susiklojanciy
pradmeny pory (priedy 12 lentel¢), kurios panaudotos viruso genomo sekoms
pagausinti (Zr. sk. 11 7.2) (41 pav.).
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41 pav. PGR metodu gauty XMRYV viruso genominiy seky elektoforeograma:
M — DNR molekulinio svorio standarty miSinys GeneRuler™ 100bp DNA

Ladder (Fermentas Thermo Scientific)

Atliekant XMRV viruso genomo pagausinima, i§ karto nepavyko
pagausinti antrojo fragmento. Remiantis AT-PGR metodu gautos nukleotidinés
sekos dalimi (162 méginio gag transkripto), sukurti nauji susiklojantys
pradmenys antrajam XMRV viruso genomo fragmento pagausinimui — X02as5
ir X02bs3 (priedy 12 lentelé). Panaudojus naujus pradmenis, pavyko pagausinti
ir iki galo sekvenuoti viena XMRV viruso genoma — 162 mégini. Sio viruso
seka yra ikelta i GeneBank duomeny baz¢ — FR872816.1. Atlikus statisting
duomeny analizg nustatyta, kad nebuvo statistiSkai patikimo rysio tarp XMRV
viruso seky aptikimo PL méginiuose ir klinikiniy rodikliy, pacienty amziaus ir

misy tirty molekuliniy vézio Zymenu.
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IV. REZULTATU APTARIMAS

1. TMPRSS2:ERG, TERT, ERG, SPINK1, GSTP1, RARB, RASSF1 ir ZAC

geny raiskos reikSmeé prieSinés liaukos vézio vystymuisi

Disertacijoje mes iSkéléme hipoteze, kad TMPRSS2:ERG sulietinis
transkriptas PL méginiuose yra pirminés kilmés, gali veikti kaip transkripcijos
veiksnys ir jo buvimas lasteléje gali turéti jtakos kity geny raiskai. TMPRSS2 ir
ERG geny susiliejimas dazniausiai jvyksta dél 3 Mbp delecijos tarp $iy geny
arba dél subalansuotos ar nesubalansuotos chromosominés translokacijos.
Tyrimo metu PL (navikiniuose ir nenavikiniuose) méginiuose TMPRSS2:ERG
sulietinis transkriptas aptiktas 106 méginiuose (56,1 %), o 83 méginiuose
(43,9 %) jo neaptikta. Gautas sulietinio transkripto daznis panasus i J. Wang ir
kity mokslininky 2006 metais atliktame tyrime gauta daznj (59 %), nors kitose
publikacijose aprasytas TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto daznis kinta nuo
15 % iki 78 % (Saramaki ir kt., 2008). Manoma, kad tai priklauso nuo méginiy
surinkimo ir sulietiniams transkriptams aptikti pasirinkty metody jvairovés:
FISH, AT-PGR ir kPGR (Saramaki ir kt., 2008). F. Demichelis ir Kity
mokslininky 2007 metais atlikto tyrimo duomenimis, KPGR metodas yra daug
jautresnis nei FISH. Pastaruoju metodu gali buti gaunami klaidingai teigiami
rezultatai: dél netinkamo chromosomy i$sidéstymo metafazinéje ploksteléje
arba netinkamo matomo vaizdo interpretacijos. F. Demichelis ir Kkiti
mokslininkai teigia, kad TMPRSS2:ERG sulietiniams transkriptams aptikti
biitina naudoti du metodus: FISH ir KPGR arba FISH ir AT-PGR (Demichelis
ir kt., 2007). Mes pasirinkome jautrius TMPRSS2:ERG sulietiniy transkripty
aptikimo metodus: AT-PGR ir kPGR, ir gavome TMPRSS2:ERG sulietinio
transkripto variantus: T1/E4 (100 bp), T1/E1 (300 bp), T1/E4 ir T2/E4 (100 bp
ir 200 bp), kurie patikrinti sekoskaitos metodu. T1/E4 transkriptas gautas
susiliejus TMPRSS2 geno pirmajam egzonui su ERG geno ketvirtuoju egzonu,
T2/E4 — TMPRSS2 geno antrajam egzonui su ERG geno ketvirtuoju egzonu,
T1/E1 — TMPRSS2 geno pirmajam egzonui su ERG geno pirmuoju egzonu.

J. Clark kartu su kitais mokslininkais parode¢, kad keli sulietiniai transkriptai
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gali koegzistuoti kartu toje pacioje lasteléje. Sie variantai (izoformos) lasteléje
atsiranda dél alternatyvaus splaisingo, esant tam paciam egzony susiliejimui
(Clark ir kt., 2007), taip gaunami T1/E4 ir T2/E4 sulietiniai transkriptai tame
paciame PL méginyje. Misy aptikta transkripty jvairové atitinka moksliniuose
straipsniuose nurodyta sulietiniy transkripty ivairove. DaZniausiai sulietiniai
transkriptai atsiranda dél TMPRSS2 geno pirmojo egzono susiliejimo su ERG
geno ketvirtuoju egzonu (T1/E4) (Miyagi ir kt., 2010), tokia izoforma yra
dominuojanti PL méginiuose — 85-95 % (Rostad ir kt., 2009). Misy istirtoje
PL méginiy imtyje taip pat dominavo T1/E4 sulietinis transkriptas. Jis sudaré
net 84,9% (90/106) istirtyyju TMPRSS2:ERG teigiamy méginiy. Pavienis
T1/E4 aptiktas 64,2 % (68/106) TMPRSS2:ERG teigiamuose méginiuose, o
T1/E4 kartu su T2/E4 — 20,8 % (22/106) méginiy.

Meéginiuose, kuriuose per ankstesnius (AT-PGR) tyrimus neaptikome
TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto, atlikome TMPRSS2:ETV1 sulietinio
transkripto paieSka. Translokacijos aptikti nepavyko. PanaSius rezultatus gauna
dauguma tyréju. TMPRSS2:ETV1 sulietinio transkripto raiSka PL méginiuose
dazniausiai aptinkama pritaikius naujausia — mikrogardeliy tyrimo metoda, 0
ne AT-PGR. Tiriant Siuo metodu, padidéjusi ETV1 geno raiSka nustatyta nuo
6% iki 16 % navikiniy méginiy (Tomlins ir kt., 2007). IS moksliniy
publikaciju zinoma, kad TMPRSS2:ETV1 susiliejimo daznis sudaro tik 1-2 %
visy iStirty navikiniy PL méginiy, nors daugiau kaip 10 % navikiniy méginiy
aptinkama padidéjusi ETV1 geno raiSka. Tai leidZzia daryti priclaida, kad
egzistuoja alternatyvus ETV1 geno susiliejimo partneris, o ne vien TMPRSS2
genas (Clark ir kt., 2009). ETV1 raiskos analizés tyrimas nebuvo ijtrauktas
tyrimy plana, todél sunku pasakyti, kokia dali padidéjusi ETV1 geno raiSka

sudaro Lietuvos vyru populiacijoje.

Tarp navikiniy PL méginiy pasitaiké keletas nenavikinio audinio
meéginiy. Tokiuose méginiuose TMPRSS2:ERG sulietinis transkriptas aptiktas
19 %, (4/21) istirtyjy méginiy, o jo neaptikta 81 % (17/21) méginiy. Kaip ir PL

navikinio audinio méginiuose, Siuose méginiuose dominavo T1/E4 sulietinio
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transkripto izoforma. Pavienis T1/E4 sulietinis transkriptas aptiktas dviejuose
méginiuose, o kituose dviejuose méginiuose — T1/E4 kartu su T2/E4 sulietiniu
transkriptu. Sulietiniy transkripty aptikimas meéginiuose, kuriuose patologas
pirminés apzitiros metu naviko neaptiko, gali rodyti, kad genu susiliejimas
ivyksta ankstyvoje vézio vystymosi stadijoje. Ir tai gali biiti viena i$ priezasCiy
PL véziui atsirasti. Siuose méginiuose buvo tiriama ir kokybiné TERT bei ZAC
geny raiSka: TERT geno raiSka nevyko, o ZAC - buvo normali. Panasis
rezultatai gauti atlikus ir KPGR, todél galime teigti, kad nenavikiniuose PL

méginiuose TERT geno raiska nevyksta, o ZAC geno yra normali.

IS mokslings literatiiros Zinoma, kad PL navikuose telomerazés baltymo
aktyvumas aptinkamas nuo 47 % iki 92 % istirty méginiy (Athanassiadou ir
kt., 2003). Daugumoje naviky aptinkamas telomerazés baltymo aktyvumas yra
siejamas su blogesne ligos prognoze (Latil ir kt., 2000; Liu ir kt., 2001;
Kamradt ir kt., 2003; A. K. Meeker 2006). Atliekant telomerazés raiSkos
tyrimus, analizuota TR ir TERT geny raiska. Zinoma, kad TR geno raidka
aptinkama daugumoje lasteliy, bet TERT geno raiSkos jose nerandama ir
tokiose lastelése nesusidaro aktyvi telomerazé (Kamradt ir kt., 2003; Meeker
2006). Beveik visuose tirtuose méginiuose aptikta TR geno raiSka, o TERT
transkriptas — 45 % (76/170) istirty méginiy. Siuo metu néra moksliniy
publikacijuy, kuriose buty apraSyti PL méginiy TERT geno raiskos tyrimai
kPGR metodu ir palyginti su méginiais, kuriuose aptiktas TMPRSS2:ERG
sulietinis transkriptas, kuris, remiantis moksline literatira (Wang ir kt., 2006;
Demichelis ir kt., 2007; Nam ir kt., 2007), gali lemti blogesne ligos eiga. Siy
zymeny aptikimas méginyje uZztikrina greitesni ligos atsinaujinima. Misy
atlikti tyrimai pateikia kokybiskai naujus duomenis apie molekulinius PL véZio

patogenezés mechanizmus.

B. Laxman ir kiti mokslininkai 2006 metais vieni pirmyju pradéjo
ieSkoti naujo perspektyvaus minimalios invazijos molekulinio Zymens -
TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto PL véziu serganciy pacienty Slapimo

nuosédose. Jie jrodé, kad esant dideliam transkripty kiekiui Slapime gaunamas
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teigiamas FISH rezultatas ir audiniy méginiuose, o ju nesant — neigiamas
(Laxman ir kt., 2006). P. N. Nguyen ir kiti mokslininkai, 2010 metais tyre
Slapimo nuosédas, jose aptikto jvairaus tipo sulietiniy transkripty varianty.
Misy atliktame tyrime sulietiniai transkriptai, aptikti Slapimo nuosédose,
atitikto PL méginiuose rastus sulietiniy transkriptu variantus. Slapimo
nuosédose genu susiliejimas aptiktas 16,4 % (10/61), o neaptiktas 83,6 %
(51/61) istirty méginiy. Kaip ir navikinio PL audinio meéginiuose, Slapimo
nuosédose dominavo T1/E4 sulietinis transkriptas, kuris sudaré 91 % (10/11)
visy teigiamy méginiy. D. Hessels ir kity mokslininky 2007 metais atlikty
tyrimy duomenimis, T1/E4 sulietinis transkriptas sudaro daugiau nei 80 % visy
teigiamy méginiy $lapimo nuosédose. Kaip ir B. Laxman (2006) bei K. R. Rice
(2010), mes slapimo nuosédose sulietiniy transkripty aptikome gerokai maziau
negu PL méginiuose. Nedidelj sulietiniy transkripty kieki galéjo lemti Slapimo
rinkimo metodas (be PL masazo) ir per ilgas laiko tarpas nuo Slapimo
paémimo iki Slapimo nuosédu paruosimo. Remdamiesi atliktais eksperimentais
ir mokslinés literatiiros analize galime teigti, kad Slapimo nuosédy tyrimas
galéty biiti naudojamas kaip vienas 1§ minimalios invazijos metodu

sulietiniams transkriptams aptikti.

......

kilmés. R. Mehra ir Kkiti mokslininkai (2007b) pirmieji parodé, kad TMPRSS2
ir ERG geny susiliejimas PL méginiuose gali buti heterogeniSkas. Skirtingy
naviko zidiniy heterogeniSkumas yra aptinkamas nuo 41 % iki 67 % istirtyju
naviko méginiy. HeterogeniSkumas apibtidinamas ne tik sulietinio transkripto
buvimu ar jo nebuvimu, izoformos ivairove, bet ir susiliejimo mechanizmo
tipu (Tomlins ir kt., 2009; Miyagi ir kt., 2010). Misuy tirtuose daugiazidininiy
naviky méginiuose T1/E4 sulietinis transkriptas aptiktas 85 % (17/20) istirty
méginiy. Paviené T1/E4 sulietinio transkripto izoforma aptikta 55 % (11/20)
méginiy, o kartu su T2/E4 sulietiniu transkriptu — 30 % (6/20). Sulietinis
transkriptas neaptiktas tik 10 % (2/20) PL méginiy. Tik dviejuose tarpusavyje

lyginamuose méginiuose, kurie paimti i§ vieno paciento, rasta ta pati sulietinio
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transkripto izoforma, o keturiuose méginiuose kPGR metodu gauta tokia pati
sulietinio transkripto raiSka. Kokybinis TERT geno raiSkos sutapimas aptiktas
tik viename méginyje. Daugiazidininiuose PL navikuose diferenciacijos pagal
Gleason skale¢ nesutapimas aptiktas tik dviejuose i§ deSimties tarpusavyje
palyginty meginiy, o tai sudaro 20 % iStirtyjy méginiy. I§ mokslinés literatiiros
yra zinoma (Arora ir kt., 2004; Mehra ir kt., 2007a), kad diferenciacijos pagal
Gleason skale nesutapimas skirtinguose navikuose, paimtuose i§ tos pacios PL,
aptinkamas gerokai dazniau. Tokj rezultaty skirtuma galéjo lemti maza tirtoji
grupé. Dél mazos imties statistiniy skai¢iavimy $iame tyrime neatlikome. IS
mokslinés literatliros yra zinoma, kad naviko stadija, diferenciacija pagal
Gleason skale¢ daugiazidininiuose navikuose nekoreliuoja su TMPRSS2 geno
pakitimais (Mehra ir kt., 2007a). Tik vienu masu tirto daugiazidininio PL vézio
atveju nustatytas ligos atsinaujinimas. Vienas i$ poriniy $io PL vézio méginiy
buvo teigiamas TMPRSS2:ERG ir TERT raiskai, antrame nustatyta silpna
sulietinio transkripto raiSka ir neaptikta TERT geno raiSkos. Mes manome, kad
sulietiniy transkripty susidarymas yra pirminés kilmés reiskinys, o ju jvairové
bei TMPRSS2:ERG ir TERT raiskos nesutapimas tik dar karta jrodo, kad PL

navikas yra daugiazidininés heterogenisSkos kilmés.

S. A. Tomlins ir kiti mokslininkai (2008a ir 2008b) parodé, kad net iki
90 % PL naviko méginiy aptinkama padidéjusi ERG geno raiSka, o
meéginiuose, kuriuose TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto raiSkos néra,
aptinkama padidéjusi SPINK1 geno raiSka. S. A. Tomlins ir Kiti mokslininkai
(2008b) teigia, kad molekuliniai pokyciai ar pazeidimai, kurie kol kas néra
zinomi, lemia ETS neigiamy PL naviky atsiradima, kurie ir sukelia padidéjusia
SPINK1 geno raiSka. Misu gauti rezultatai atitiko mokslinése publikacijose
paskelbtus rezultatus: esant TMPRSS2:ERG sulietiniam transkriptui, aptinkama
padidéjusi ERG ir sumazéjusi SPINK1 geno raiSka, o nesant TMPRSS2:ERG

sulietinio transkripto — sumazéjusi ERG ir padidéjusi SPINK1 geno raiska.

Sumazéjusi GSTP1 geno raiSka PL véziniuose méginiuose yra vienas i$

dazniausiy  molekuliniy  poky¢iy, kuri sukelia geno promotoriaus
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hipermetilinimas (Tomlins ir kt.,, 2006). GSTP1 geno promotoriaus
hipermetilinimas aptinkamas net iki 90 % piktybiniy PL naviky (Ahmed,
2010), o RARB - iki 80 %. G. P. Pfeifer ir kiti mokslininkai 2005 metais
parodé, kad véziniuose PL méginiuose RASSF1 geno promotoriaus
hipermetilinimas aptinkamas daugiau kaip 70 % visy tirty méginiy, taciau
sveikuose audiniuose promotoriaus hipermetilinimas aptinkamas labai retai
(van der Weyden ir kt., 2007). Darbo metu noréjome iSsiaiskinti, ar $iy geny
raiSkai gali turéti jtakos sulietinio transkripto buvimas PL méginyje ir ar Siy
geny raiSkos nutildymas jvyksta ankstyvoje vézio stadijoje. Sumazejusi GSTP1
geno raiSka aptikta TMPRSS2:ERG sulietini transkripta turin¢iuose
meéginiuose. Sveikuose (nenavikiniuose) PL audinio meéginiuose aptikta
normali GSTP1 ir RARB raiSka, palyginti su navikiniais méginiais, todél
galime teigti, kad promotoriy (GSTP1 ir RARB) metilinimas ir geny raiskos
slopinimas prasideda ankstyvoje PL vézio stadijoje. Nebuvo gauta pastebimy
RARB ir RASSF1 geny raiskos skirtumy tarp TMPRSS2:ERG teigiamy ir
neigiamy méginiy imtyje. Mokslinéje literatiiroje daugiausiai pateikiami
GSTP1, RARB ir RASSF1 geny metilinimo, bet ne geno raiSkos tyrimy
rezultatai. I atlikty tyrimy galime teigti, kad GSTP1, RARB ir RASSF1 genu

raiSkos slopinimas biuidingas pT2-pT3 PL vézio stadijoms.

Ivairiuose navikinio audinio méginiuose ZAC genas yra nutildytas
hipermetilinimo badu (Theodoropoulou ir kt., 2010). Zinoma, kad
nenavikinése lastelése aptinkama didelé ZAC geno raiSka. Daugiausia ZAC
geno tyrimy yra atlikta analizuojant jo metilinimo lygji. Vien i§ kokybinés ZAC
geno raiskos analizés duomeny galime daryti prielaida, kad navikinio pT2-pT3
PL vézio méginiuose ZAC genas néra VisiSkai nutildomas. PanaSus rezultatas
gautas atlikus ir kPGR. TMPRSS2:ERG teigiamuose méginiuose aptikta
sumazéjusi ZAC geno raiSka, panaSus rezultatas gautas ir TMPRSS2:ERG
teigiamuose méginivose. IS mokslinés literatiros (Valleley ir kt., 2007)
zinoma, kad ZAC genas turi du funkcionalius promotorius, nuo kuriy

sintetinami baltymai pasizymi skirtingomis savybémis: nuo pirmojo (ZAC1p)
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promotoriaus gautas baltymas sukelia lastelés apoptoze, 0 nuo antrojo (ZAC2p)
— lastelés ciklo stabdyma. Misy atlikto tyrimo metu aptikta vienoda ZAC
transkripty raiSka nuo abiejy promotoriy, nors buvo rasti keli méginiai,
kuriuose didesné ZAC geno raiSka buvo nuo antrojo promotoriaus. Palyginus
iStirtyjy méginiy Act reikSmes, nustatyta Siek tiek didesné ZAC geno raiSka nuo
pirmojo promotoriaus. Toki pati rezultata, 2007 metais atlik¢ tyrima, gavo

E. M. Valleley ir bendraautoriai.

2. Klinikiniy rodikliy, pacienty amziaus ir istirtyju molekuliniy Zymeny

tarpusavio sasajos

TMPRSS2:ERG sulietiniy transkripty raiska siejama su bloga ligos eigos
prognoze pacientams, kuriy navikuose nustatyta didelé TMPRSS2:ERG
sulietiniy transkripty raiska: praéjus penkeriems metams, liga atsinaujina arba
pacientai mirsta nuo PL vézio (Wang ir kt., 2006; Nam ir kt., 2007; Clark ir kt.,
2009). Remiantis Siuo tyrimu, padaryta prielaida, kad sulietiniai transkriptai
yra siejamai su agresyvia PL véZio forma. Misy tyrime TMPRSS2:ERG
sulietinio transkripto buvimas PL navike prognozavo ligos atsinaujinimo
rizika, bet efektas buvo ribinio statistinio patikimumo (p = 0,05). Siuo metu
literatiiros duomenys dél prognozinés TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto
vertés yra vis dar prieStaringi: vieni mokslininkai nustato teigiama koreliacija
tarp TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto ir PSA lygio pries$ operacija, vélyvos
naviko stadijos, didesnés nei 7 diferenciacijos pagal Gleason skale bei pacienty
amziaus (Rostad ir kt., 2009; Miyagi ir kt., 2010), o kiti mokslininkai teigia,
kad teigiama koreliacija nesieja TMPRSS2:ERG geny susiliejimo ir
diferenciacijos pagal Gleason skal¢ ar naviko stadijos (Magi-Galluzzi ir kt.,
2011). Taciau visi daugiau ar maziau sutinka, kad sulietiniy transkripty raiSka
yra susijusi su didesne (8 ir daugiau) diferenciacija pagal Gleason skale
(Hessels ir kt., 2007; Rostad ir kt., 2009; Miyagi ir kt., 2010). Mes neradome
teigiamos koreliacijos tarp TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto ir
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diferenciacijos pagal Gleason skale (p = 0,683) ar naviko stadijos (p = 0,844),
tai galéty lemti santykinai ankstyva miusy tirty PL naviky stadija ir maza
diferenciacija pagal Gleason skalg. Misy tirtoje grupéje dominavo pT2c
stadija (100 méginiy), o dominuojanti diferenciacija pagal Gleason skale buvo
6 (100 méginiy). Miusy atlikto tyrimo metu duomenimis, teigiama koreliacija
siejo TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto buvima ir PSA lygi pries operacija
(p = 0,007) ir PL svori (p = 0,027). Tyrimas parodé, kad jei méginiuose yra
dviejy transkripty — TMPRSS2:ERG ir TERT - raiska, liga atsinaujina greiciau
(p = 0,025). Analogiskas rySys (p = 0,022) aptiktas palyginus méginius,
kuriuose neaptikta né vieno i§ Siy dviejy zZymenuy, su méginiais, kuriuose
aptiktas bent vienas is ju. Tai pirmas darbas, kuriame parodom dviejy PL vézio
zymeny — TMPRSS2:ERG ir TERT — bendra prognoziné verté. Atlik¢ Cox
proporciniy pavoju regresijos analiz¢ (angl. Cox proportional hazards
regression), nustatéme, kad ligos atsinaujinimas priklauso nuo naviko stadijos,
diferenciacijos pagal Gleason skal¢ bei i§ dalies nuo TMPRSS2:ERG ir TERT

molekuliniy Zzymeny raiskos PL navike.

Rastas statistiSkai patikimas TERT geno raiskos skirtumas tarp méginiuy,
kuriuose aptiktas sulietinis transkriptas, ir ty, kuriuose jo nerasta (p = 0,041),
todel galime teigti, kad transkripto buvimas méginyje turi itakos TERT geno
raiSkai. Gautas statistiSkai patikimas ERG (p < 0,0001; ry = -0,61) ir SPINK1
(p < 0,003; rs = 0,24) geny raiSkos skirtumas tarp TMPRSS2:ERG teigiamy ir
neigiamy méginiy. Kity musy tirty geny (GSTP1, RARB, RASSF1 bei ZAC)
raiSkai TMPRSS2:ERG sulietinis transkriptas neturéjo itakos. Naujausi tyrimai
(Yu ir kt., 2010) parodé¢, kad ERG baltymas gali jungtis daugelio geny
promotoriy Srityje. Padidéjusi transkripcijos veiksnio ERG, taip pat TERT
raiSka gali aktyvinti kitus transkripcija reguliuojanéius elementus, tokius kaip
C-MYC ar HDAC1 (Sun ir kt., 2008) ir savo ruoZtu — onkogenuy raiSka
lasteléje.

Atlike klinikiniy rodikliy analize, gavome statistiSkai patikimas

(p < 0,0001) teigiamas sasajas tarp patologinés stadijos ir diferenciacijos pagal
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Gleason skalg, naviko ttrio bei prieSoperacinio PSA lygio; taip pat tarp
diferenciacijos pagal Gleason skalg ir prieSoperacinio PSA lygio bei naviko
tirio. Sie duomenys atitiko mokslinéje literatiiroje (Hessels ir kt., 2007; Rostad
ir kt., 2009; Miyagi ir kt., 2010; Magi-Galluzzi ir kt., 2011) paskelbtus
rezultatus. Misy tirtoje imtyje ligos atsinaujinimas (p < 0,0001) priklaus¢ nuo

naviko stadijos bei diferenciacijos pagal Gleason skalg.

3. MikroRNR raiSka priesinés liaukos méginiuose

K. P. Porkka ir kiti mokslininkai 2007 metais vieni pirmyju parodé¢, kad
PL navikams yra biidinga specifiné mikroRNR raiska. Siuo metu mikroRNR
raiSkos tyrimai yra vieni pagrindiniy tyrimy PL audinio méginiuose (Shi ir kt.,
2008; Pang ir kt., 2010; Brase ir kt., 2011; Shi ir kt., 2011). Masu atliktas
mikroRNR raiskos tyrimas unikalus, nes jo metu vertinome mikroRNR raiska
priklausomai nuo TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto buvimo ar jo nebuvimo
méginiuose. Tokios mikroRNR raiskos analizés duomeny mokslinéje
literatiiroje kol kas nepateikta. Buvo atrinktos penkios mikroRNR, kuriy raiska
sumazéjusi TMPRSS2:ERG teigiamuose PL audinio méginiuose: hsa-miR-149,
hsa-miR-33b, hsa-miR-886-3p, hsa-miR-370 ir hsa-miR-206. Sios mikroRNR
néra gausiai tyrinétos, todél triksta duomeny apie juy raiSkos profili
navikiniuose PL audinio méginiuose. L. Jin ir kiti mokslininkai nustaté, kad
hsa-miR-149* mikroRNR trikumas stabdo melanomos lasteliy augima, o
zmogaus melanomos metastaziniy audiniy meéginiuose aptinkama padidéjusi
sios mikroRNR raiska. Padidéjusi hsa-miR-149* mikroRNR raiSka sukelia
melanomos lasteliy atsparuma apoptozei (Jin ir kt., 2011). hsa-miR-206
mikroRNR raiska yra sumazéjusi metastaziniuose kriities vézio audiniuose
(O’Day ir kt., 2010). O’Day ir kiti mokslininkai nustaté, kad §i mikroRNR
stabdo lastelés cikla. Atlikus mikroRNR mikrogardeliy tyrimo patikrinima
KPGR metodu biologiniuose méginiuose, kurie tarpusavyje skyrési sulietinio

transkripto buvimu ir nebuvimu, gauti statistiSkai patikimi hsa-miR-149, hsa-
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miR-33b, hsa-miR-886-3p, hsa-miR-370 ir hsa-miR-206 mikroRNR raiSkos
skirtumai (atitinkamai p < 0,0001, p = 0,0048, p = 0,0028, p = 0,0373 ir
p =0,0432). Atlikus pasirinkty mikroRNR raiskos ir klinikiniy rodikliy bei
pacienty amziaus sasajy statisting analize, paaiSkéjo, kad svarbi yra ne tik hsa-
miR-149 mikroRNR, bet ir hsa-miR-886-3p mikroRNR. Gauti statistiSkali
patikimos hsa-miR-886-3p mikroRNR raiSkos sasajos su naviko tiriu
(p =0,0008), PL svoriu (p = 0,023) ir diferenciacija pagal Gleason skalg
(p = 0,041). Siekiant jrodyti, kad hsa-miR-886-3p mikroRNR yra svarbi PL

véziul atsirasti, reikéty atlikti papildomus tyrimus.

Aptike statistiSkai patikimus hsa-miR-149 mikroRNR skirtumus
biologiniuose méginiuose, mes iskéléme hipotezg, kad hsa-miR-149
mikroRNR raiska priklauso nuo TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto buvimo
lasteléje. Hipotezei pagristi atlikome tyrima naudodami PL VCaP lasteliy
linija: VCaP lastelése siRNR misSiniu slopinant TMPRSS2:ERG raiska, gauta
sumazéjusi ERG geno raiSka ir nustatytas hsa-miR-149 mikroRNR raiskos
padidéjimas. Galime manyti, kad hsa-miR-149 mikroRNR raisSka priklauso nuo
TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto buvimo navikiniame PL audinio

meéginyje.

4, XMRYV viruso sekuy sasaja su priesinés liaukos vézio iSsivystymu

2006 metais buvo gauti pirmieji jrodymai, kad gamaretrovirusas gali
infekuoti Zzmoguy (Urisman ir kt., 2006). 2009 metais pasirodé straipsniy,
kuriuose gamaretrovirusas yra minimas kaip vienas i§ galimy PL véZio
sukéléju (Silverman ir kt., 2010; Menendez-Arias, 2011; Sfanos ir kt., 2012).
Misy atlikto tyrimo metu XMRYV virusinés sekos aptiktos 4,9 % (9/185)
iStirtyjy méginiy, tai atitinka pasaulines tendencijas (Urisman ir kt., 2006;
Robinson ir kt., 2010). Atlike statisting analiz¢ neaptikome jokiu patikimy
sasajy tarp viruso seky buvimo ir klinikiniy rodikliy, pacienty amziaus ar miisy

tirty molekuliniy Zymeny, nors Kiti autoriai ir sieja viruso (jo seky) aptikima
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PL navikuose su didesne diferenciacija pagal Gleason skale (Robinson ir kt.,
2010), o XMRYV viruso aptikimo daznj — su didesniu pacienty amziumi (Stoye
ir kt., 2010). XMRV viruso sasajos su zmogaus ligomis (PL véziu ir 1étiniu
nuovargio sindromu) sukélé dideli mokslininky susidoméjima. Nors ir buvo
naudojami jautris tyrimo metodai, tyrimy rezultatai buvo prieStaringi. T.
Paprotka ir Kiti mokslininkai (2011) parodé, kad XMRYV virusas susidaré
rekombinacijos metu i§ dviejuy peliu endogeniniy provirusy (PreXMRV-1 ir
PreXMRV-2). Virionas, turintis PreXMRV-1 ir PreXMRV-2 genomus,
infekavo Zmogaus lasteles, esan¢ias ksenografte pelés organizme. IS Sio
ksenografto véliau gauta lasteliy linijja CWR22Rv1 yra pladiai naudojama
tyrimams, todél XMRV virusas kaip laboratoriné tarSa galéjo iSplisti po
daugeli laboratoriju (Paprotka ir kt., 2011). K. S. Sfanos ir kiti mokslininkai
(2012) apibendrindami visus XMRYV viruso tyrimus teigia, kad XMRV virusas
yra laboratorinés kilmés ir susiformavo rekombinacijos metu. Klinikiniuose
méginiuose jis atsiranda dél uzterStumo pelés genomine DNR, plazmidine
DNR arba PL Iasteliy liniju DNR, pavyzdziui, CWR22Rv1, auginimo metu.
Mums pavyko pilnai pagausinti ir sekvenuoti viena XMRV viruso genoma,
iSskirta 1§ 162-ojo PL méginio, kurio seka ikelta | GeneBank duomeny baze¢
(FR872816.1.). Naudojant RIP 3.0 programa
(http://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/RIP/RIP.html) nustatyta, kad Si

seka uzima tarping padétj tarp PreXMRV-1 ir PreXMRV-2 peliy endogeniniy
virusy seky. IStyrus miisy naudotus reagentus (KDNR sintezei ir AT-PGR
reakcijai), tarSos nenustatyta, todél galimas tarSos Saltinis liko nenustatytas.
Misy ir kity mokslininky atlikti tyrimai irodo, kad XMRV virusas néra susijgs
su PL vézio iSsivystymu ir gali bhti traktuojamas kaip laboratorinés tarSos

Saltinis.
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APIBENDRINIMAS

Priesinés liaukos vézio vystymasis vis dar prognozuojamas remiantis
iprastine klinikiniy Zymeny sistema (PSA), o gydymui tik pavieniais atvejais
skiriami vaistai, kurie specifiskai veikia liga sukélusi genetini pakitima. Mes
bandéme kuo iSsamiau atlikti PL méginiy molekuling analizg: iStirti
TMPRSS2:ERG, TERT, ERG, SPINK1, GSTP1, RARB, RASSF1 ir ZAC genu
raiSka, aptikti pakitusia mikroRNR raiska PL meéginiuose, kurie tarpusavyje
skyrési TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto buvimu.

Disertacijos tyrimy metu TMPRSS2:ERG sulietiniams transkriptams
aptikti PL meéginiuose naudojome jautrius metodus (AT-PGR ir kPGR),
parodziusius, kad TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto misy tirtuose PL
méginiuose aptikimo daznis yra 58,9 %, o daZniausia izoforma — T1/E4
(46,6 %). PL méginiuose aptikome padidéjusia ERG geno raiska, kuri siejama
su TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto buvimu PL méginyje. TMPRSS2:ERG
sulietiniam transkriptui neigiamuose PL méginiuose aptinkome padidéjusia
SPINK1 geno raiska, ir tai atitinka kity tyréju rezultatus (Tomlins ir kt., 2008b;
Leinonen ir kt., 2010). Taip pat nustatéms patikimas sasajas tarp ERG ir TERT
geny raiskos. Zinoma, kad ERG baltymas gali jungtis daugelio geny
promotoriy Srityse ir taip aktyvinti kity genu raiska (Yu ir kt., 2010),
pavyzdziui, TERT. Zinios apie navika slopinanéiy (GSTP1, RARB ir RASSF1)
geny ir onkogeny (TMPRSS2:ERG ir TERT) tarpusavio saveika PL navikuose
néra gausios. Mes nustatéme sumaZz¢jusia navika slopinanciy geny raiSka
TMPRSS2:ERG sulietinj transkripta turiniuose meéginiuose, nors Sis
sumazéjimas nebuvo statistiSkai patikimas. Taip pat { savo tyrima itraukéme
mazai PL méginiuose tyrinéta navika slopinantj gena ZAC, kurio raiSka
sumazéjusi TMPRSS2:ERG sulietini transkripta turinciuose ir jo neturinéiuose
meéginiuose. ZAC geno raiSka nuo abiejy funkcionaliy ZAC geno promotoriy
yra vienoda, gauti rezultatai atitiko kity tyréju paskelbtus duomenis (Valleley ir
kt., 2007).
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PL vézys yra daugiazidininés kilmés, tokiuose PL méginiuose tyréme
TMPRSS2:ERG ir TERT geny raiska bei TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto
izoformy variantus ir nustatéme, kad geny raiska ir TMPRSS2:ERG sulietinio
transkripto izoformos yra skirtingos daugiazidininiuose PL navikuose. Né

vienoje mokslinéje publikacijoje tokia analizé dar nebuvo neatlikta.

Mikrogardeliy tyrimui atsirinkome penkias mikroRNR (hsa-miR-149,
hsa-miR-33b, hsa-miR-886-3p, hsa-miR-370 ir hsa-miR-206), kuriy raiSka yra
sumazéjusi TMPRSS2:ERG sulietini transkripta turinCiuvose méginiuose.
Atlikus tinkamumo patikrinima KPGR metodu, 0 gautus rezultatus patvirtinus
su VCaP ir LNCaP lasteliy linijomis, rasta stipri hsa-miR-149 mikroRNR
sasaja sU TMPRSS2:ERG sulietiniu transkriptu.

Misy atlikti XMRV viruso sekuy tyrimo rezultatai yra palyginami su
kity tyréju AT-PGR ir lizdinés PGR rezultatais (Urisman ir kt., 2006; Sfanos ir
kt.,, 2012). K. S. Sfanos ir Kkiti mokslininkai (2012), apibendrino visas
mokslines publikacijas ir padaré iSvada, kad XMRV virusas yra laboratorinés
kilmés ir néra susijes su tokiomis Zmogaus ligomis, kaip létinis nuovargio

sindromas arba PL vézys. Miisy tyrimy rezultatai i§ esmés atitinka $ig iSvada.

Kiti tyréjai (Wang ir kt., 2006; Demichelis ir kt., 2007; Nam ir kt.,
2007) nustaté, kad PL véziu sergantiems pacientams, kuriy méginiuose aptiktas
TMPRSS2:ERG sulietinis transkriptas, yra didesné ligos progresavimo rizika,
taiau misy tirtoje pacienty grup¢je tokios priklausomybés negavome. Misy
atlikti tyrimai parodé, kad nors vieno TMPRSS2:ERG arba TERT biozymens
aptikimas PL méginiuose ir néra pakankamai informatyvus, taciau abiejy
biozymeny derinys rodo patikimas sasajas su greitesniu ligos progresavimu.
Siuos biozymenis tyréme ir neinvaziniu biidu pacienty $lapimo nuosédose.
TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto aptikimo daznis slapimo nuosédose sieké
16 % ir buvo Siek tiek mazesnis, nei nurodomas kity tyréju (Laxman ir kt.,
2006; Hessels ir kt., 2007; Nguyen ir kt., 2010), o abiejuy bioZymeny aptikimo

daZnis sieké 31 %. Slapimo nuosédose aptiktos transkripty izoformos atitiko
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variantus, kurie aptikti PL méginiuose. Todé¢l Slapimo nuosédy analizé gali buti
papildoma priemoné ligos diagnozei, neatsisakant jprastiniy diagnostikos
metody. Atlikty tyrimy rezultatai gali prisidéti prie PL vézio molekuliniy

zymeny sistemos, naujos kartos prevencijos ir gydymo strategijy kiirimo.
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ISVADOS

1. Priesinés liaukos naviky méginiuose (n = 158) aptinkamas
TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto daznis yra 58,9 %. Dazniausias
TMPRSS2:ERG sulietinis transkriptas — T1/E4 (46,6 %). Slapimo
nuosédose TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto aptikimo daznis
16,4 %, dazniausiai aptinkama izoforma — T1/E4. §lapimo nuosédose
randama TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto izoforma atitinka jo
izoforma priesinés liaukos méginyje.

2. ERG, SPINK1 ir TERT geny raiska statistiSkai patikimai (p < 0,05)
priklauso nuo TMPRSS2:ERG sulietinio transkripto buvimo priesinés
liaukos méginyje, 0 GSTP1, RARB, RASSF1 ir ZAC genams tokia
priklausomybé nenustatyta.

3. Priesinés liaukos navikai, kuriuose néra TMPRSS2:ERG sulietinio
transkripto ir TERT geno raiSkos, pasizymi mazesne progresavimo
rizika.

4. Daugiazidininiuose priesinés liaukos navikuose aptinkamos skirtingos
TMPRSS2:ERG  sulietiniy transkripty izoformos bei skirtingo
intensyvumo TMPRSS2:ERG ir TERT raisSka.

5. Mikrogardeliy ir KPGR tyrimy rezultatai bei ju patvirtinimas su VCaP ir
LNCaP lastelése jrodo, kad hsa-miR-149 mikroRNR raiSka statistiSkai
patikimai (p < 0,0001) priklauso nuo TMPRSS2:ERG sulietinio
transkripto buvimo méginyje.

6. XMRYV viruso aptikimo daznis priesinés liaukos méginiuose yra mazas
(4,9 %; 9/185), todél Sis virusas negali biiti sicjamas su priesinés liaukos

naviky i§sivystymu.
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PRIEDAI
1. Lizdinés PGR atlikimo protokolas

Lizdiné¢ (Nested PCR) PGR susideda i§ dvieju PGR reakciju. Pirmai
lizdinés PGR reakcijai reikalingi komponentai pilami tokia tvarka:
penkiakartinis Hot Start Taq reakcijos buferis (Fermentas Thermo Scientific),
100 mM dNTP mix nukleotidy miSinys (koncentracija miSinyje iki 0,5 mM)
(Fermentas Thermo Scientific), specifiniai pradmenys (XMRV-1F ir XMRV-
1R) (kuriy koncentracija misinyje yra 0,1-1 uM), 25 mM MgCl,
(koncentracija misSinyje iki 1,5 mM) (Fermentas Thermo Scientific), Hot Start
Taq polimerazés (Fermentas Thermo Scientific) iki 1,25-2 v ir vandens be
nukleaziniy, kuris sudaro likusj reikiama laisva reakcijos tiri. [ mégintuvélius
iSpilstomas gautas reakcijos misinys po 24ul irjpilama po 1ul kKDNR. DNR
amplifikacija atliekama Mastercycler® Gradient (Eppendorf) pagal pateiktas
salygas:

95 °C — 4 min. (denattracija)
94 °C - 1 min. (denatiracija) )

48 °C — 45 sek. (jungimas) % kartojama 35 kartus

72 °C — 45 sek. (pailginimas) )
72 °C - 10 min. (fragmenty pailginimo uzbaigimas)

Antras lizdinés PGR reakcijai yra naudojama ta pati koncentracija visy
reakcijai reikalingy komponentu, tik kiti specifiniai (XMRV-2F ir XMRV-2R)
pradmenys (priedy 11 lentelé) ir vietoje KDNR yra imamas 1 pl produkto,
kuris gautas pirmos lizdinés PGR metu. DNR amplifikacija atliekama

Mastercycler® Gradient (Eppendorf) pagal pateiktas salygas:
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95 °C — 4 min. (denatiiracija)

94 °C — 1 min. (denatiiracija

54 °C - 45 sek. (jungimas) kartojama 35 kartus
72 °C — 45 sek. (pailginimas)

72 °C —= 10 min. (fragmenty pailginimo uzbaigimas)

Lizdinés PGR metodu gauti produktai analizuojami 2 % agarozés

gelyje. Viskas atlickama taip, kaip aprasyta metodinés dalies 2.7 skyrelyje.
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4 lentelé. Pradmenys, naudoti tyrimuose, atliktuose AT-PGR ir kPGR

metodais
Pradmens Pradmens seka 5° — 3’ Tm Frag_mento Pr.adl.n.enq
pavadinimas C ilgis bp tiekéjas
univdirGAPDH | CAAGGTCATCCATGACAACTTTG | 53 500 bp
univrevGAPDH GTCCACCACCCTGTTGCTGTAG 59
TMPRSS2 CAGGAGGCGGAGGCGGA 57 | Priklausomai
nuo geny
ERG GTAGGCACACGACTGG 49 susiligjimo
Priklausomai
ETV1 CAGGCCATGAAAACTT 41 nuo geny
susiliejimo
TERT-dir CGGAAGAGTGTCTGGAGCAA 54 145 bp
TERT-rev GGATGAAGCGGAGTCTGGA 53
TR-dir CCTAACTGAGAAGGGCGTAGGC | 59 273 bp
TR-rev CTAGAATGAACGGTGGAAGGCG | 57
ZAC1-dir TGGCACAGCATGGTCA 46 300 bp
ZACl-rev GTTGGGGTCGTCTGGA 49
ERG-dir CGCAGAGTTATCGTGCCAGCAGAT | 59 62 bp Metabion
ERG-rev CCATATTCTTTCACCGCCCACTCC | 59
ACCACCATGAAGGTAAC
SPINK1-dir 60
AGGCATCTTTCTT 242 bp
SPINK1-rev TCAGCAAGGCCCAGATTTTTGA 53
GSTP1-dir TCCGCTGCAAATACATCTCC 52 320 bp
GSTP1-rev TGTTTCCCGTTGCCATTGAT 50
RARB-dir GACTGTATGGATGTTCTGTCAG 50 146 bp
RARB-rev ATTTGTCCTGGCAGACGAAGCA 55
RASSF1-dir ACCTCTGTGGCGACTTCATCT 54 100 bp
RASSF1-rev AGGTGAACTTGCAATGCG 48
ZAClp-dir GGCCTCGCCTGAGCT 50 131 bp
ZAC2-rev AGGCAGCAGCCACATTAGAC 54
ZAC2p-dir CCGGACTCCAGAACTTTCCAA 54 131 bp
ZAC2-rev AGGCAGCAGCCACATTAGAC 54

5 lentelé. Pradmenys, naudoti plazmidéms pagausinti PGR metodu, esan¢ioms

bakteriju kolonijose, ir ju sekoskaitai

Pradme ns Pradmens seka 5’ — 3’ -I:m Pr.a dl.lfenq
pavadinimas C tiekéjas
MISRPPC Ar(48) | GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA | 59 | Fermentas
Thermo
M13/ pzlfmrs:’ (-46) | GAGCGGATAACAATTTCACACAGG | 56 |  Scientific
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6 lentelé. Daugiazidininiy priesinés liaukos naviky tarpusavio palyginimas:
T1/E4, T1/E4 ir T2/E4 bei T1/E1 — sulietinio transkripto izoformos; wt —
méginys, kuriame neaptiktas sulietinis transkriptas; kPGR TMPRSS2:ERG: 1 —
silpna sulietinio transkripto raiSka, 2 — stipri sulietinio transkripto raiska; AT-

PGR TERT: 1 — neaptikta geno raiska, 2 — aptikta vidutiné arba didelé geno

raiska
1 méginys 2 méginys
Nr.  pT  Gleason' TMPRSS2:ERG raiska TERT raiska Gleason'o TMPRSS2:ERG raiska TERT raiska
oskale  rnckriptas  Raitka (kPGR) (AT-POR) - skale o riptas  Raiska (kPGR) AT-POR)
1 pT3a 3+4 T1/E4ir T2/E4 1 yra 343 T1/E4 1 yra
2. pT2c 343 TUE4irT2E4 1 néra 343 T1/E4 2 yra
3. pT2b 343 TI/E4irT2/E4 1 néra 344 T1/E4 1 yra
4, pT3b 3+4 T1/E4 1 nera 3+4 TI/E4 2 yra
s. pT2b 343 T1/E4 1 nera 3+3 TI/E4 1 yra
6. pT2b  3+3 [ TUE4irT2/E4 I yra 343 i : o
7. pT2b 343 TIE] 1 naa 343 T1/E4 2 yra
8. pT2b 343 . 1 nera 343 TUE4 ir 1 yra
TI/E4 T2/E4
9. pT2b 3+3 wt - néra 3+3 TI1/E4 1 yra
10. pT3a  3+4 . | néra 3+4 TI/E4 ir 2 yra
T1/E4 T3

7 lentelé. PrieSinés liaukos méginiy, kurie buvo tiriami mikrogardeliy metodu,

molekuliniy ir patologiniu duomenuy palyginimas: TI1/E4 - sulietinio
transkripto izoforma, wt — méginys, kuris neturi sulietinio transkripto
. Diferenciacija . Diferenciacija
NI, NaV|_I_<o pagal TMPRSS2 |\ NaV|_I_<o pagal Gleason TMPRSS?
stadija ‘ERG stadija ‘ERG
Gleason skale skale
51 pT2c 6 T1/E4 163 pT2c 6 T1/E4
91 | pT2c 6 wt 53 pT2c 6 wit
162 | pT2c 6 T1/E4 110 pT2c 6 T1/E4
188 | pTZ2a 7 wit 105 pT2a 7 wit
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8 lentelé. Pradmenys, naudoti mikroRNR tinkamumui patikrinti

Prad_m_ens Pradmens seka 5" — 3’ Pr.a dlfl.enq
pavadinimas tiekéjas
hsa-miR-149 UCUGGCUCCGUGUCUUCACUCCC
hsa-miR-33b GUGCAUUGCUGUUGCAUUGC
hsa'm?!E'S%' CGCGGGUGCUUACUGACCCUU
hsa-miR-370 GCCUGCUGGGGUGGAACCUGGU
hsa-miR-206 UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG

CGCAAGGATGACACGCAAAT .
RNU6B _Applied
™
TCGTGAAGCGTTCCATATTTTT Biosystems
ATTTGCTATCTGAGAGATGGTGATGACA
RNU24
TTTTAAACCACCAAGATCGCTGATGCA
CCTGGATGATGATAGCAAATGCTGACTG
RNU44

AACATGAAGGTCTTAATTAGCTCTAACTGACT

9 lentelé. Pradmenys, naudoti geny nutildymui atlikti

Prad_m_e ns Pradmens seka 5’ — 3’ Pradmeny tiekéjas
pavadinimas
Human ERG Kit
SiRNA GAUCCUACGCUAUGGAGUA Dharmacon Thermo
H“mar‘cz'sfg\'nf ERG | cGACAUCCUUCUCUCACAUUU Scientific

10 lentelé. Pradmenys, skirti ERG geno raiskos nutildymui patikrinti

Prad_me ns Pradmens seka 5’ — 3’ Tm °C Pr.a dl.n.enu
pavadinimas tiekéjas
ERGF2 ACGAACGAGCGCAGAGTTAT 52
ERGR?2 GTGAGCCTCTGGAAGTCGTC 56 Oligomer
TBPF TGCACAGGAGCCAAGCGTGAA 56
TBPR CACATCACAGCTCCCCACCA 56

11 lentelé. Pradmenys, naudoti XMRV viruso gag geno transkriptui aptikti

Pradmens

o Pradmens seka 5" - 3’ Tm°c | Fragmento | Pradmeny
pavadinimas ilgis bp tiekéjas
XMRV-1F CGCGTCTGATTTGTTTTGTT 48 612 bp
XMRV-1R CCGCCTCTTCTTCATTGTTC 52 Metabion
XMRV-2F TCTCGAGATCATGGGACAGA 52 410 bp
XMRV-2R AGAGGGTAAGGGCAGGGTAA 54
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12 lentelé. Pradmenys, skirti XMRV genominéms sekoms pagausinti

Prad_m_ens Pradmens seka 5’ — 3’ 'I:m Pr.a dlfl.enq
pavadinimas C tiekéjas
X0155 TATACTAGTCCACCATAAGGCTTAGCACGCTAGC | 64
X01S3 TATACTAGTGCGAGGATTAGATGCCGGCACAC | 64 '”tg%i\ted
X0255 TATTCTAGACGGCGATCGTTTTGTCTTIGICTC | 62 | ool i
X0253 TATTCTAGAGACATCTCCCCAGTGCTGCAAGG | 64
TATACTAGTACAATGGGACA )
XMRVgag5 GACCGTAACTACCCCTC 66 Metabion
0353 GCGACTAGTCCAATTATATA 5
AATCAGAGGAGGAAAACG
X 0455 TATACTAGTGGAGATGGCCAGCTTCAGTACTG | 63
X0453 TATACTAGTTACCTCTGCCCTACGGCGTTCTTC | 64
0SS5 GATACTAGTGGAACGTA 6
TCAGGAGAGAAATAGAGG Integrated
X05S3 TATACTAGTGACCCTAG AGGAACATCTGGCTCT | 63 DNA
X06S5 TATACTAGTATGGGACAGCCCCTGCAAGTGCT | 64 | lechnologies
X0653 TATACTAGTTCAGAAG TGGCGGCCAGCAGTAAG | 64
X07S5 GATACTAGTACTTGATC CTGCTACAGTACGTGGA | 63
X07S3 TATACTAGTGGGCATTG GATAGCCAACGGTCAG | 64
X08S5 TATACTAGTGGTAGAA GCACTGGTCAAACAACC | 62
TATACTAGTTTATATGAG )
XMRVpol3 GAGTGTAGAGGTTTCTAG 60 | Metabion
X 0955 TATACTAGTCCGAGAGGCAGCCATGAAGGCA | 64
X09S3 TATACTAGTCTACCTGT CCTGAACTCTGGGGTCT | 64 | Integrated
X010S5 | GATACTAGTGGATCGATTGGAAGTTACATTGTGC | 62 DNA
X010S3 GCGACTAGTAATTTTCCAA 63 Technologies
GTGACATTAAAGACCTGG
TATACTAGTACAATGGAA )
XMRVenv5E AGTCCAGCGTTCTCAAAAC 62 Metabion
X01153 TATACTAGTTGTTCAG TGATCACGGGATTAGGC | 62 | Integrated
DNA
X01255 TATACTAGTCGCCAGGTCCTCAATGTAGG 62 | Tochnologics
. TATACTAGTTTATCTTTTATA .
XMRVenvai [TTAGTTTTCTTTTCAAACTG 57 | Metabion
X013S5 TATACTAGTCAAAGGT AACCTACCACTCCCCTA | 62
GCGACTAGTCCCTCTTTC Integrated
X013s3 TGGAAACTGAATAAAATC 63 D?\IA
X014S5 | TATACTAGTGATCCAGAAGAAGTGGAATCACGTG | 62 | Technologies
X014S3 TATACTAGTCGAGCTGG GTAGTCAATCACTCTG | 63
X02as5 TATTCTAGAGTCGGGAGGTAAGCTGG 60 .
X02bs3 TATTCTAGACCCAACAAAGCCACTCCAA 5g | Metabion
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TCTCGAGATCATGGGACAGACCGTAACTACCCCTCTGAGTTTAACCTTGCAGCACTGGGG
TCTCGAGATCATGGGACAGACCGTAACTACCCCTCTGAGTTTAACCTTGCAGCACTGGGG
TCTCGAGATCATGGGACAGACCGTAACTACCCCTCTGAGTTTAACCTTGCAGCACTGGGG
TCTCGAGATCATGGGACAGACCGTAACTACCCCTCTGAGTTTAACCTTGCAGCACTGGGG
TCTCGAGATCATGGGACAGACCGTAACTACCCCTCTGAGTTTAACCTTGCAGCACTGGGG
TCTCGAGATCATGGGACAGACCGTAACTACCCCTCTGAGTTTAGCCTTGCAGCACTGGGG
TCTCGAGATCATGGGACAGACCGTAACTACCCCTCTGAGTTTAACCTTGCAGCACTGGGG
TCTCGAGATCATGGGACAGACCGTAACTACCCCTCTGAGTCTAACCTTGCAGCACTGGGG
TCTCGAGATCATGGGACAGACCGTAACTACCCCTCTGAGTCTAACCTTGCAGCACTGGGG

AEXEAXEEXEAALAEAXAXAAXTAAXAAXAAXAXAXAAXAAAXAAAAAXAAKXAAA kh AXxXxAXAAkAAAAAdAhxk

GGATGTCCAGCGCATTGCATCCAACCAGTCTGTGGATGTCAGGAAGAGGCGCTGGATTAC
GGATGTCCAGCGCATTGCATCCAACCAGTCTGTGGATGTCAGGAAGAGGCGCTGGATTAC
GGATGTCCAGCGCATTGCATCCAACCAGTCTGTGGATGTCAGGAAGAGGCGCTGGATTAC
AGATGTCCAGCGCATTGCATCCAACCAGTCTGTGGATGTCAAGAAGAGGCGCTGGATTAC
AGATGTCCAGCGCATTGCATCCAACCAGTCTGTGGATGTCAGGAAGAGGCGCTGGATTAC
AGATGTCCAGCGCATTGCATCCAACCAGTCTGTGGATGTCAGGAAGAGGCGCTGGATTAC
AGATGTCCAGCGCATTGCATCCAACCAGTCTGTGGATGTCAGGAAGAGGCGCTGGATTAC
AGATGTCCAGCGCATTGCATCCAACCAGTCTGTGGATGTCAGGAAGAGGCGCTGGATTAC
AGATGTCCAGCGCATTGCATCCAATCAGTCTGTAGATGTCGGGAAGAGGCGCTGGGTTAC

AEXEAXEAAXAAXAAAXAAXAXAAXAAAXAA AKX dhkhXxhAdhkh dhxdihkik R o e S ok S S

CTTCTGTTCCGCTGAATGGCCAACTTTCAATGTGGGATGGCCTCAGGATGGTACTTTCAA
CTTCTGTTCCGCTGAATGGCCAACTTTCAATGTGGGATGGCCTCAGGATGGTACTTTCAA
CTTCTGTTCCGCTGAATGGCCAACTTTCAATGTGGGATGGCCTCAGGATGGTACTTTCAA
CTTCTGTTCCGCTGAATGGCCAACTTTCAATGTGGGATGGCCTCAGGATGGTACTTTCAA
CTTCTGTTCCGCCGAATGGCCAACTTTCAATGTGGGATGGCCTCAGGATGGTACTTTCAA
CTTCTGTTCCGCCGAATGGCCAACTTTCAATGTGGGATGGCCTCAGGATGGTACTTTCAA
CTTCTGTTCCGCCGAATGGCCAACTTTCAATGTGGGATGGCCTCAGGATGGTACTTTCAA

CTTCTGTTCCGCCGAATGGCCAACTTTCAATGTAGGATGGCCTCAGGATGGTACTTTCAA
CTTCTGTTCCGCCGAATGGCC— === ————— TCAGGATGGTACTTTTAA
R Rk e o e ke S R R S o S

TTTAAGTATTATCTCTCAGGTTAAGTCTAGAGTGTTTTGTCCTGGTCCCCACGGACACCC
TTTAAGTATTATCTCTCAGGTTAAGTCTAGAGTGTTTTGTCCTGGTCCCCACGGACACCC
TTTAAGTATTATCTCTCAGGTTAAGTCTAGAGTGTTTTGTCCTGGTCCCCACGGACACCC
TTTAAGTATTATCTCTCAGGTTAAGTCTAGAGTGTTTTGTCCTGGTCCCCACGGACACCC
TTTAAGTATTATCTCTCAGGTTAAGTCTAGAGTGTTTTGTCCAGGACCCCACGGACACCC
TTTAAGTATTATCTCTCAGGTTAAGTCTAGAGTGTTTTGTCCTGGTCCCCACGGACACCC
TTTAAGTATTATCTCTCAGGTTAAGTCTAGAGTGTTTTGTCCTGGTCCCCACGGACACCC
TTTAAGTATTATCTCTCAGGTTAAGTCTAGAGTGTTTTGTCCTGGTCCCCACGGACACCC
TTTAGGTATTATCTCTCAGGTCAAGTCTAGAGTGTTTTGTCCTGGTCCCCACGGACACCC

AEEKE AEAEXAEAAXAXAXAAXAAXAA AAXAXAXAAAXAAXAXAAXAAXAAAXAX *h dAXAAXxAhAhiAdxihik

GGATCAGGTCCCATATATCGTCACCTGGGAGGCACTTGCCTATGACCCCCCCCCGTGGGT
GGATCAGGTCCCATATATCGTCACCTGGGAGGCACTTGCCTATGACCCCCCTCCGTGGGT
GGATCAGGTCCCATATATCGTCACCTGGGAGGCACTTGCCTATGACCCCCCTCCGTGGGT
GGATCAGGTCCCATATATCGTCACCTGGGAGGCACTTGCCTATGACCCCCCTCCGTGGGT
GGATCAGGTCCCATATATCGTCACCTGGGAGGCACTTGCCTATGACCCCCCTCCGTGGGT
GGATCAGGTCCCATATATCGTCACCTGGGAGGCACTTGCCTATGACCCCCCTCCGTGGGT
GGATCAGGTCCCATATATCGTCACCTGGGAGGCACTTGCCTATGACCCCCCTCCGTGGGT
GGATCAGGTCCCATATATTGTTACCTGGGAGGCACTTGCCTATGACCCCC-TCCGTGGGT
GGATCAGGTCCCATATATCGTCACCTGGGAGGCACTTGCCTATGACCCCCCTCCGTGGGT

**

CAAACCGTTTGTGTCTCCTAAACTTCCTCCCTTGCCGACAGCTCCCGTCCTCCCGCCCGG
CAAACCGTTTGTGTCTCCTAAACTTCCTCCCTTGCCGACAGCTCCCGTCCTCCCGCCCGG
CAAACCGTTTGTGTCTCCTAAACTTCCTCCCTTGCCGACAGCTCCCGTCCTCCCGCCCGG
CAAACCGTTTGTGTCTCCTAAACTTCCTCCCTTGCCGACAGCTCCCGTCCTCCCGCCCGG
CAAACCGTTTGTGTCTCCTAAACTTCCTCCCTTGCCGACAGCTCCCGTCCTCCCGCCCGG
CAAACCGTTTGTGTCTCCTAAACTTCCTCCCTTGCCGACAGCTCCCGTCCTCCCGCCCGG
CAAACCGTTTGTGTCTCCTAAACTTCCTCCCTTGCCGACAGCTCCCGTCCTCCCGCCCGG
CAAACCGTTTGTTTCTCCTAAACCTCCTCCCTTGCCGACAGCTCCCGTCCTCCCGCCCGG
CAAACCGTTTGTCTCTCCAAAACCCCCTCCTTTACCGACAGCTCCCGTCCTCCCGCCCGG
**
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188 TCCTTCTGCGCAACCTCCGTCCCGATCTGCCCTTTACCCTGCCCTTACCCTCT 413
162 TCCTTCTGCGCAACCTCCGTCCCGATCTGCCCTTTACCCTGCCCTTACCCTCT 413
261 TCCTTCTGCGCAACCTCCGTCCCGATCTGCCCTTTACCCTGCCCTTACCCTCT 413
22 TCCTTCTGCGCAACCTCCGTCCCGATCTGCCCTTTACCCTGCCCTTACCCTCT 413
237 TCCTTCTGCGCAACCTCCGTCCCGATCTGCCCTTTACCCTGCCCTTACCCTCT 413
242 TCCTTCTGCGCAACCTCCGTCCCGATCTGCCCTTTACCCTGCCCTTACCCTCT 413
183 TCCTTCTGCGCAACCTCCGTCCCGATCTGCCCTTTACCCTGCCCTTACCCTCT 413
51 TCCTTCTGCGCAACCTCCGTCCCGATCTGCCCTTTACCCTGCCCTTACCCTCT 412
91 TCCTTCTGCGCAACCCCCGTCCCGATCTGCCCTTTACCCTGCCCTTACCCTCT 392

42 pav. XMRV gag geno seky, nustatyty skirtinguose PL méginiuose,
palyginimas tarpusavyje; pilka spalva pazyméti XMRV nukleotidy
neatitikimai; 22, 51, 91, 162, 183, 188, 237, 242 ir 261 — priesinés liaukos

meéginiai
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