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IVADAS

Prostatos vézys (PV) yra vienas iS dazniausiy vyry véziniy susirgimy ir pasizymi
aukstais mirtingumo rodikliais [1]. Per kelis pastaruosius deSimtmecius vykusi moksliné
pazanga gerokai praplété Zinias apie prostatos kancerogenezés molekulinius
mechanizmus, o progresas klinikinéje srityje Zymiai pagerino ligoniy gydyma.

Pastaruoju metu placiai vykdomi genominio masto tyrimai suteiké naujy Ziniy apie
PV epigenoma, jskaitant DNR metilinimo ir mikroRNR (miRNR) raiskos profilius [2-4].
Be to, kad Siais tyrimais buvo patvirtinta jau anksc¢iau nustatyty molekuliniy pokyciy
svarba PV vystymuisi, jvairlis naujai atrasti genetiniai ir epigenetiniai pokyciai buvo
pasiiilyti ne tik kaip diagnostiniai jrankiai, bet ir kaip Zymenys agresyviai ligos eigai
prognozuoti [3,5]. Vis délto daugelyje tokiy viso genomo tyrimy didziausias démesys
buvo skiriamas véziniy ir normaliy audiniy molekulinio profilio palyginimui, o ne
bandymams stratifikuoti véZj ] tipus pagal ligos agresyvumg. Tod¢l reikalingi tolimesni
tyrimai genomo mastu, kuriais buty siekiama pagilinti zinias apie genetinius ir
epigenetinius skirtumus tarp latentinio ir agresyvios eigos PV.

Per pastargji deSimtmet] gerokai iSauges supratimas apie genetinius pokycius,
aptinkamus PV, paskatino Zzymeny sistemy kirimg, siekiant palengvinti ligos
diagnozavimg ir efektyviausios gydymo schemos parinkima, taip pat siekiant uZztikrinti,
kad buty iSvengta pacientui nebiitiny klinikiniy procediiry. Tac¢iau daugeliu tokiy testy
tiriamos panasios (ar tos pacios) molekulinés ypatybés, todél yra vertinamos tik kelios
persidengiancios PV klinikinés iSraiSkos, o pilnas fenotipinis Sios labai heterogeniSkos
ligos spektras néra pakankamai apimamas [6]. Molekuliniame lygmenyje PV jvairové
daug karty parodyta jvairiais tyrimais, kuriuose jvardijami naujai nustatyti PV Zymenys,
taCiau tik nedidelé jy dalis yra validuoti atliekant tyrimus nepriklausomose imtyse [3,5].
Turint omeny skirtingus PV sergamumo ir mirtingumo rodiklius pasaulio mastu, iskyla
poreikis nuodugniai istirti PV molekulinj profilj, taikant Siuolaikinius genetinés analizés
metodus, siekiant atskleisti dazniausius genetinius ir epigenetinius pokycius, kurie galéty
biti pritaikyti PV diagnostikai ir prognozei.

DNR metilinimas, kaip geny raiSkos slopinimo mechanizmas, yra ankstyvas jvykis
vézio vystymesi ir yra intensyviai tyrin¢jamas PV atveju. Taciau iSskyrus kelias
pastaryjy mety publikacijas, apraSancias PV epigenomo analize, daugelis ankstesniy
tyrimy buvo orientuoti j pavieniy, i§ anksto pagal tam tikrus kriterijus pasirinkty geny
analizg ir/ arba atlikti palyginti nedidelése méginiy imtyse (apzvelgta [7]).Tiriant PV, yra
nustatyta daugiau kaip 100 geny, kuriy promotoriaus sri¢iy metilinimas susijes su geno
raiSkos nuslopinimu. Daugiausia tyrinétas ir geriausiai zinomas glutationo S-transferaze
7 1 koduojancio geno (GSTP1) metilinimas (apzvelgta [7]). Daugelio kity geny tyrimy
duomenys néra vienareikSmiai. DNR metilinimo poky¢iai yra daug zadantis PV Zymeny
Saltinis, taciau biitini nuoseklis §iy zZymeny paieskos ir validacijos tyrimai klinikiniy
méginiy imtyse, siekiant identifikuoti perspektyviausius Zymenys pritaikymui praktikoje.

Sio tyrimo tikslas buvo identifikuoti skirtingai metilintus genus PV méginiuose ir
nustatyti jy diagnosting ir prognosting vert¢ potencialiam pritaikymui klinikingje
praktikoje.

Tyrimo tikslui pasiekti buvo iskelti Sie uzdaviniai:

1. Nustatyti navikg slopinanc¢iy geny (NSG) RARB, GSTP1, RASSF1, MGMT,
DAPK1, p16™<*/CDKN2A ir p14**F/CDKN2A promotoriaus metilinimo
daznius PV audiniuose bei jvertinti $§iy zymeny diagnostinj ir prognostinj
potenciala.



2. Jvertinti galimybe aptikti geny RARB, GSTP1 ir RASSF1 promotoriaus
metilinimg PV serganciy ligoniy $lapime ir nustatyti §iy zymeny diagnosting
ir prognosting vertg.

3. Istirti visuminj DNR metilinimo profilj PV ir poriniuose nepakitusiuose
prostatos audiniuose, siekiant nustatyti véziui specifinius ir biocheminei ligos
progresijai  (BCP) specifinius epigenominius pokyc¢ius bei pakitusius
molekulinio atsako kelius.

4. Jvertinti 10-ies baltymus koduojanéiy geny (PRKCB, CCDC181, ADAMTS12,
ZMIZ1, FILIP1L, NAALAD2, KCTDS8, EPAS1, NEK9 ir CD44), atrinkty i$
visuminés DNR metilinimo analizés, promotoriaus metilinimo buklés
skirtumus, nustatyti jy diagnosting ir prognosting vert¢ bei tinkamumag
neinvaziniam tyrimui Slapime.

5. Istirti 5-iy miRNR motininiy geny (MIR155HG/BIC, COPZ2, MIR137HG,
MIR31HG ir GIPR), atrinkty i§ visuminés DNR metilinimo analizés,
promotoriaus metilinimo biiklés skirtumus ir nustatyti §iy Zymeny diagnosting
ir prognosting verte.

6. IStirti MiIRNR taikiniy (DNMT1, KDM1A ir KDM5B) raiska ir jvertinti sgsajas
su miRNR motininiy geny promotoriaus metilinimu ir TMPRSS2-ERG raiska.

Mokslinis naujumas ir praktiné reik§mé

Sio tyrimo metu pirma karta Lietuvos PV ligoniy imtyje buvo tiriamas DNR
metilinimas, taikant tiek genominio masto, tiek ir konkreciy geny-taikiniy analizés
metodus. Tyrimui naudojant klinikinius meéginius (audinius ir Slapimg), atlikta analizé
leido pagilinti iki Siol turétas Zinias apie lokalizuota PV epigenetiniame lygmenyje.
NSG, pladiai tiriamy jvairios lokalizacijos navikuose, promotoriaus metilinimas buvo
Kadangi Sie genai yra daznai jtraukiami ] jvairias, Siuo metu aktyviai kuriamas,
molekuliniy Zymeny testines sistemas, $io tyrimo metu gauti rezultatai galéty padéti
pasirenkant labiausiai tinkamus Zymenis konkrec¢iame klinikiniame kontekste.

Visuminis DNR metilinimo profiliavimas mikrogardelémis, pirma kartg atliktas
Lietuvos imtyje, leido identifikuoti naujy potencialiy Zymeny rinkinj, kurie savo
diagnostine ir/ ar prognostine verte galéty net pranokti Siuo metu prieinamus testus. Taip
pat parodyta, kad Siy naujai identifikuoty geny promotoriaus metilinimas gali buti
sékmingai aptinkamas PV ligoniy S$lapime, kas rodo jy potencialias pritaikymo
galimybes neinvaziniams tyrimams. Be to, pirma kartg parodyta, kad geno RASSF1
metilinimas galéty biiti prognostinis PV Zymuo ligoniy $lapime.

Pastebéti dazni metilinimo skirtumai miRNR koduojan¢iy motininiy geny srityse,
atlieckant mikrogardelémis gauty duomeny analiz¢, paskatino iSsamesnius tokiy geny
tyrimus. Iki Siol miRNR diagnostinis ir prognostinis potencialas daugiausia tyrinétas
miRNR raiskos lygmenyje. Siame darbe parodyta, kad miRNR motininiy geny
promotoriaus metilinimo buklé turi nepriklausomg prognosting verte Kkaip
iSgyvenamumo be BCP Zymuo. Be to, mir-155 motininio geno metilinimas PV
méginiuose buvo pirmg kartg susietas su Sios miRNR raiSkos nutildymu. Tai taip pat
pirmas tyrimas, parodgs, kad lizino demetilaze 5B koduojancio geno (KDM5B) raiskos
padidéjimas yra susijgs su mir-155 ir mir-137 motininiy geny promotoriaus metilinimu.

Atsizvelgiant j j tai, kad kol kas zinoma tik labai ribotas PV Zymeny skaicius, kurie
potencialiai galéty buti naudingi klinikinéje praktikoje, §io tyrimo metu gauti rezultatai
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yra naujoviski ir daug Zadantys. Tai pagrindzia ir faktas, kad miRNR motininiy geny
metilinimas kol kas daugiausia tirtas PV lasteliy linijose. Be to, remiantis $io tyrimo
rezultatais, buvo pasiiilytas mir-137 motininio geno (MIR137HG) metilinimo vaidmuo,
kaip papildomas reguliacinis lygmuo, formuojantis transmembranin¢ serino proteaz¢ 2
koduojanc¢io (TMPRSS2) ir su ETS transkripcijos veiksniu susijusio (ERG) geny
susiliejimui (TMPRSS2-ERG). Nors yra reikalinga papildoma validacija, tyrimo metu
gauti rezultatai yra perspektyviis. Baltymus koduojantys ir miRNR motininiai genai,
kuriuose naujai identifikuoti metilinimo skirtumai PV méginiuose, galéty biiti patraukliis
taikiniai epigenetinei terapijai.
Ginamieji teiginiali

1. Geny RARB, GSTP1 ir RASSF1 promotoriaus metilinimas yra pakankama

jautruma ir vidutinj specifiSkuma turintis molekulinis jrankis PV detekcijai
ligoniy prostatos audiniuose ir Slapime.

2. RASSF1 metilinimas yra reikSmingas PV ligoniy iSgyvenamumo be BCP
prognostinis zymuo, kuris, kartu su naviko stadija pT, galéty biiti naudojamas
kaip neinvazinis jrankis ligoniy, kuriems diagnozuotas Gleason 6 navikas,
stebésenai.

3. Metilinimo pokyciai baltymus koduojanciuose ir miRNR motininiuose
genuose yra gausis PV audiniuose ir pazeidZia specifinius biologinius ir
molekulinius procesus, siejamus su vézio vystymusi ir progresija.

4. Baltymus koduojanciy geny PRKCB, CCDC181 ir ADAMTS12 promotoriaus
metilinimas yra labai jautrus ir specifiSkas PV ir galéty biiti pritaikytas kaip
diagnostinis jrankis.

5. Geny PRKCB, CCDC181 ir NAALAD2 promotoriaus metilinimas turi
nepriklausomg prognostine verte PV ligoniy iSgyvenamumo be BCP trukmei
ir galéty padidinti patologiniy rodikliy prognostinj potencialg.

6. Mir-155, mir-152 ir mir-31 motininiy geny promotoriaus metilinimas yra
specifiskas PV ir galéty buti pritaikytas kaip diagnostinis zymuo.

7. Mir-155, mir-152 ir mir-31 motininiy geny promotoriaus metilinimas turi
nepriklausoma verte prognozuojant PV ligoniy iSgyvenamumo be BCP
trukme ir galéty padidinti patologiniy rodikliy prognostinj potencialg.

8. Mir-137 motininio geno metilinimas galéty biiti priezastinis pokytis, lemiantis
TMPRSS2-ERG susiliejimo formavimgsi PV audiniuose per padidéjusia
KDM1A raiska.

Disertacijos apimtis ir struktiira

Disertacija yra parasyta angly kalba. Ja 1§ viso sudaro 172 psl., i$ kuriy 30 psl. skirta
priedams. Pagrindiniai skyriai: santrumpos, jvadas, literatiros apzvalga (39 psl.),
méginiai ir metodai (14 psl.), rezultatai (29 psl.), resultaty aptarimas (16 psl.), iSvados,
pritaikomumas praktikoje, publikacijos ir prezentacijos, finansiné parama, Curriculum
vitae, padéka, literatiros sgrasas (20 psl.). Disertacijoje pateikta 9 lentelés ir 36
paveikslai. Priedus sudaro 19 lenteliy ir 9 paveikslai.



MEGINIAI IR METODAI
Ligoniai ir méginiai

Tyrimui atlikti buvo gautas Lietuvos bioetikos komiteto leidimas (2007-11-23 Nr.
50; su pratesimu 2011-09-07 Nr. 6B-11) ir visi | tyrimg jtraukti asmenys pasirasé
informuoto asmens sutikimo forma. Sis darbas buvo pla¢ios apimties PV Zymeny tyrimo
dalis ir méginiy rinkimo ir apdorojimo procediiros buvo vykdomos pagal standartizuotus
protokolus, kaip nurodyta anksc¢iau [8-10].

I §j tyrima i§ viso jtraukta 311 PV ir 35 gerybine prostatos hiperplazija (GPH)
sergantys asmenys. Audiniy méginiai buvo surinkti i$ 248 PV serganciy ligoniy ir i$ 17
GPH ligoniy operacinés medziagos, kurie gydyti Vilniaus universiteto ligoninés Santaros
kliniky (buvusiy Santariskiy kliniky) Urologijos centre 2008-2014 m. Audiniy
pavyzdziai buvo paimti ir véziniy lgsteliy Kiekis procentais juose jvertintas
Valstybiniame patologijos centre. HistologiSkai nepakite prostatos audiniai (NPA)
surinkti i§ 72 PV ligoniy, jskaitant 35 $alia naviko esan¢ius NPA. Slapimas (~30 mL)
surinktas prostatektomijos metu i$ 253 PV ir 32 GPH ligoniy. | tyrimg nejtraukti ligoniali,
kuriems prie§ operacijg taikyta radioterapija, chemoterapija ar hormony terapija.

Gleason balais naviky méginiai buvo jvertinti, laikantis Tarptautinés urologinés
patologijos draugijos (angl. International Society of Urological Pathology, ISUP) 2005
m. rekomendacijy [11], ir ISUP laipsniy grupés buvo apibréztos pagal ISUP 2014 m.
rekomendacijas [12]. Laikantis EAU-ESTRO-SIOG 2016 m. prostatos vézio
diagnostikos ir gydymo gairiy®, BCP buvo apibrézta, kaip dviejy i§ eilés prostatos
specifinio antigeno (PSA) koncentracijy serume padidéjimas iki >0.2 ng/mL ir
tolimesnis augimas [13]. Ligoniy stebésenos duomenys buvo atnaujinti 2016 m. kovo
men. I§ visy | tyrimg jtraukty asmeny, 90% (280 1§ 311) turéjo iSsamius stebésenos
duomenis (vidutiné ligonio stebésenos trukmé 3,8+1,9 m.). Pirmojo tyrimy etapo
duomeny analiz¢ buvo atlickama, naudojant 2013 m. liepos mén. stebésenos duomenis.

Klinikiniai-patologiniai ir molekuliniai (TMPRSS2-ERG) ligoniy rodikliai pagal
tirtas grupes yra pateikti 1 lenteléje.

Méginiy paruoSimas nukleorugsciy gryninimui

Saldyti prostatos audiniy méginiai (iki ~60 mg) buvo mechaniskai homogenizuoti,
naudojant tissueTUBE TT1 meégintuvelius ir cryoPREP™ CP02 Impactor
homogenizatoriy (Covaris, Voburnas, JAV). Formalinu fiksuoti ir parafine impregnuoti
(angl. formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) ~4 mm?® audiniy blokai buvo smulkiai
supjaustomi ir deparafinizuojami tris kartus veikiant su 500 uL 100% ksileno (Carl Roth,
Karlsruhé, Vokietija) 10 min 55 °C. Po to tris kartus pilama po 500 uL >96% etanolio
(Carl Roth) ir inkubuojama 10 min 55 °C. Etanolio liku¢iai iSgarinti 37 °C.

Svieziai paimti §lapimo méginiai buvo centrifuguojami 1000 rpm 15 min 4 °C
(Hettich® Universal 320R Centrifuge, DJB Labcare, Bakingems$yras, Jungtiné
Karalysté), surinktos nuosédos du kartus praplautos 1x PBS ir resuspenduotos
nedideliame kiekyje buferio saugojimui (-70 °C). Pries§ lizés etapa, paruosti Slapimo
méginiai buvo papildomai praplauti 1x PBS.

L EAU - Europos urology asociacija (angl. European Association of Urology), ESTRO — Europos radioterapijos ir
onkologijos draugija (angl. European Society for Therapeutic Radiology and Radiation Oncology), SIOG -
Tarptautiné geriatrinés onkologijos draugija (angl. International Society of Geriatric Oncology).
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1 lentelé. Ligoniy klinikiniai-patologiniai ir molekuliniai rodikliai.

Metilinimo analizé

Metilinimo analizé

Metilinimo analizé

Geny raiSkos

mMiRNR raiskos

Rodiklis Visi atvejai FFPE audiniuose® aldytuose audiniuose 3lapime’ analize® analize
Navikui
Grupés sandara PV? NPA GPH* PV gretimi PV NPA GPH PV GPH PV NPA PV NPA
(N=311)| (N=72) | (N=35) |(N=149)] NPA |[(N=129)| (N=35)| (N=17)|(N=253)| (N=32) | (N=81) | (N=25) | (N=41) |[(N=12)
(N=37)
Naviko stadija, N
<pT2 234 - - 114 - 84 - 196 - 51 - 28 -
>pT3 77 - - 35 - 45 - 57 - 30 - 13 -
ISUP laipsniy grupé (Gleason balas), N
1 (3+3) 132 - - 74 - 32 - 123 - 13 - 13 -
@3 +4) 119 - - 50 - 70 - 89 - 48 - 22 -
I 4 +3) 26 - - 12 - 19 - 12 - 14 - 3 -
Ilar 1l (7) 11 - - 5 - 0 - 11 - 0 - 0 -
IV (8) 6 - - 4 - 3 - 4 - 2 - 2 -
V (9) 5 - - 2 - 3 - 2 - 3 - 0 -
NeZinoma 12 - - 2 - 2 - 12 - 1 - 1 -
Véziniy Igsteliy kiekis audinio méginyje, N
90-100% 69 - - - - 63 - - - 48 - 19 -
70-89% 30 - - - - 30 - - - 24 - 5 -
50-69% 36 - - - - 36 - - - 8 - 12 -
30-49% 5 - - - - 0 - - - 0 - 5 -
1-3% - 3 - - - - 3 - - - 0 - 0
0% - 37 - - - - 32 - - - 25 - 12
Nevertinta 149° 37° . 149° 37° . - . - - .
BCP statusas, N
Yra (vidutiné
trukme iki BCP, | 66 (21)° | 23 (20)° - 36(22) | 12(23) | 32(18) | 12(17) 52 (20) - 30(19) | 7(20) 11(23) | 2(8)
mén.
Néra (vidzjtiné
stebésenos 216 (44)| 48 (54) - 99 (43) | 24 (46) | 86 (39) | 23(57) 176 (39) - 49 (42) | 17 (58) | 29 (50) |10 (48)
trukmé, mén.)
NeZinoma 29 1 - 14 1 11 0 25 - 2 1 1 0




1 lentelé. Tesinys.

Metilinimo analizé

Metilinimo analizé

Metilinimo analizé

Geny raiSkos

mMiRNR raiskos

Rodiklis Visi atvejal FFPE audiniuose® aldytuose audiniuose 3lapime’ analize® analize
Navikui
Grupés sandara VA NPA GPH* PV gretimi PV NPA GPH PV GPH PV NPA PV NPA
P (N=311)| (N=72) | (N=35) |(N=149)] NPA |[(N=129)| (N=35)| (N=17)|(N=253)| (N=32) | (N=81) | (N=25) | (N=41) |[(N=12)
(N=37)
PSA, ng/mL
Vidurkis£SN 9,0+9,4 | 8,0+6,8 |8,9+12,2 | 8,8+8,6 | 7,6+4,9 |10,9+11,6| 9,3+8,5 | 7,3+6,6 | 8,7+9,4 | 7,3+6,6 | 10,8+9,4 | 10,0+9,5 |11,6+14,7|4,6+1,6
(intervalas) [0,1; 84,2][2,5; 44,0]|[0,8; 69,8]|[0,9; 69,8]|[3,0; 24,0]|[2,5; 84,2]|[2,5; 44,0]|[0,8; 28,1]([0,1; 84,2]|[0,8; 28,1]|[2,5; 44,0]|[2,5; 44,0]|[2,8; 84,2][2,6; 7,9]
NeZinoma 7 1 2 3 0 2 0 0 6 0 2 1 1 0
Prostatos masé, g
Vidurkis£SN 52+25 50+19 i 54+25 47+15 48+17 51+21 i 53+26 i 48+17 48+20 | 52+19,8 | 58+27
(intervalas) [16; 197] | [16; 104] [23; 186] | [26; 95] | [16; 123] | [16; 104] [16; 197] [16; 123] | [16; 104] | [26; 126] [28; 104]
NeZinoma 4 1 - 1 1 0 0 - 3 - 0 0 1 0
TMPRSS2-ERG sulietinis transkriptas, N
Yra 118 - - 46 - 77 - - 83 - 46 - 24 -
Néra 71 - - 36 - 44 - - 55 - 26 - 17 -
Nezinoma 122 - - 67 - 8 - - 115 - 9 - 0 -
Amzius, m.
Vidurkis+SN 62+7 61+7 72+8 62+7 61+6 61+8 62+7 70+8 62+7 72+8 61+8 61+6 62+8 63+4
(intervalas) [41;82] | [46; 77] | [58;83] | [43;77] | [48;77] | [41;82] | [46;74] | [59; 80] | [42;82] | [58;83] | [41;82] | [48;74] | [48; 73] |[57; 70]

BCP - biocheminé ligos progresija, FFPE — formalinu fiksuoti ir parafine impregnuoti méginiai, PV — prostatos vézys, NPA — nepakite prostatos audiniai,
GPH - gerybiné prostatos hiperplazija, PSA — prostatos specifinis antigenas, SN — standartinis nuokrypis.
"I¥gyvenamumo be BCP duomenys atnaujinti 2013 m. liepos mén.
2Geny rai¥ka taip pat buvo tiriama GPH audiniuose, jtrauktuose j ,,Metilinimo analizés $aldytuose audiniuose* grupe.
3Audiniy méginiai i§ viso buvo surinkti i§ 248 ligoniy.
*Audiniy méginiai i§ viso buvo surinkti i§ 17 ligoniy.

*Veéziniy lasteliy kiekis FEPE audiniuose nebuvo vertinamas. Kai kuriais atvejais buvo turimi ir FFPE, ir Saldyti to paties ligonio audiniy méginiai.
®Dviem atvejais isgyvenamumo duomenys yra nepilni.
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DNR gryninimas

Visiems meéginiams buvo taikomas tas pats DNR skyrimo protokolas, imant iki
~30 mg Saldyto homogenizuoto audinio, visg deparafinizuota meéginj ir visg paruosto
Slapimo méginio tirj. Méginiai buvo veikiami proteinaze K (Thermo Scientific™,
Thermo Fisher Scientific, Vilnius, Lietuva ) ir 500 pL lizés buferio, skirto audiniams
(50 mM Tris-HCI pH 8,5, 1 mM EDTA, 0.5% Tween-20; viskas iS Carl Roth) ar Slapimo
méginiams (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1% SDS, Carl Roth; 75 mM NaCl, Sigma-Aldrich,
Sent Luisas, JAV), iki 18 h 55 °C. DNR gryninimui taikytas standartinis fenolio-
chloroformo protokolas ir precipitacija etanoliu. Visy méginiy koncentracija ir grynumas
jvertinti NanoDrop™ 2000 spektrofotometru (Thermo Scientific™, Thermo Fisher
Scientific, Vilmingtonas, JAV). Visuminei metilinimo analizei atrinkty méginiy kokybé
papildomai patikrinta elektroforetiskai.

Bisulfitiné konversija

DNR (~400 ng) bisulfitiné konversija buvo atlickama rankiniu biidu pagal
laboratorijos protokolg [14] ar naudojant EZ DNA Methylation™ Kit (Zymo Research,
Irvinas, JAV) pagal gamintojo instrukcijas (iSskyrus tai, kad pradiné inkubacija
atliekama 42 °C 15 min). Modifikuota DNR buvo istirpinta 40 pL sterilaus vandens ir i$
karto tiriama ar saugoma -20 °C.

Visuminé DNR metilinimo analizé

DNR metilinimo mikrogardelés. Visuminei DNR metilinimo analizei buvo atrinkti
9 PV ir poriniai NPA audiniai. Tyrimas atliktas naudojant dvispalves Human DNA
Methylation 1x244K (HD) mikrogardeles ir laikantis gamintojo protokolo G4170-90012
v2.1 (Agilent Technologies, Santa Klara, JAV). Duomenys deponuoti GEO duomeny
bazéje (GSE89243; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Trumpai, 5 pg iSgrynintos DNR
buvo sonikuojama iki 150-900 bp fragmenty Bioruptor® sistema su ausinimo elementu
(Diagenode, LjeZas, Belgija), taikant auksSto intensyvumo rezimg. Metilintos DNR
imunoprecipitacijai (IP-DNR) naudota 5-metilcitozino (5-mC) monokloniniu antikiinu
33D3 (Diagenode) padengtos magnetinés dalelés (DynaBeads Pan Mouse IgG,
Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Karlsbadas, JAV). Imunoprecipitacija vykdyta
4°C 18 h mégintuvéliy vartykléje (Cole-Parmer, Vernonhilsas, JAV). IP-DNR ir
referentiné DNR (Ref-DNR) buvo gryninama fenolio-chloroformo misiniu (Carl Roth),
naudojant MaXtrack didelio tankio geliu uZpildytus mégintuvélius (Qiagen, Valensija,
JAV). IP-DNR ir Ref-DNR Zyméjimas atliktas naudojant SureTag DNR Zzyméjimo
rinkinj pagal gamintojo protokolg (Agilent Technologies). Méginiai buvo hibridizuojami
ant mikrogardeliy (dizaino nr. 023795) 67 °C 40 h hibridizacijos krosnyje (Agilent
Technologies). ISkart po hibridizacijos mikrogardelés buvo plaunamos buferiy sistemoje
ir skenuojamos Agilent G4900DA SureScan mikrogardeliy skeneriu (Agilent
Technologies).

Duomeny apdorojimas ir analizé. Visi mikrogardeliy duomenys buvo normalizuoti
pagal tg patj algoritmg. Prisotinti, netolyglis ar nutole¢ zondy signalai buvo pasalinti prie$
atliekant tolimesne analiz¢. Skai¢iavimams buvo naudojami normalizuoti logaritmuoti
fluorescencijos intensyvumo santykiai (Cy5/Cy3), parodantys IP-DNR/Ref-DNR kiekj.
Zondy anotacijos pagal mikrogardeliy dizaino identifikatoriy paimtos i§ SureDesign
platformos (https://earray.chem.agilent.com/suredesign) ir atnaujintos pagal genomo
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surinkimo versijg GRCh38, naudojantis UCSC genomine narSykle (https://genome.ucs
c.edu). Zondai, kuriy fluorescencija nenustatyta >30% méginiy, buvo pasalinti. Prie$
lyginant konkrecias grupes, papildomai buvo filtruojami zondai, paliekant tik tuos, kurie
detektuoti visuose bent vienos grupés méginiuose.

Tie patys mikrogardeliy duomenys buvo naudojami miRNR motininiy geny analizei.
MiRNR anotacijos buvo paimtos iS5 miRBase duomeny bazés, 21 leidimo
(http://www.mirbase.org). Apie 1% atsitiktinai atrinkty anotacijy buvo patikrinta
rankiniu bidu. Zondai, nesusij¢ su miRNR, buvo paSalinti, o likusieji buvo filtruojami
paliekant tik tuos, kurie detektuoti >30% méginiy.

Metilinimo skirtumas buvo apskaiiuojamas kartais (angl. fold change, FC) ir
atitinkamai buvo naudojama porinis ar neporinis t-testas. Pagal grieztus rezultaty
filtravimo parametrus (FC > 1,5 ir koreguota P vert¢ <0,0500), nebuvo nustatyta
statistiSkai reikSmingai besiskirian¢iy zondy, todél buvo taikytas negrieztas filtravimas
(FC > 1,2 ar FC > 1,5, lyginant skirtingas grupes, ir nekoreguota P verté <0,0500).
SkaiCiavimams ir rezultaty vizualizacijai naudotas GeneSpring™ GX v13.1.1
programinis paketas (Agilent Technologies).

Molekuliniy atsako keliy analizé. Geny ontologijos (GO) analizé buvo atlikta
BiNGO v3.0.3 jskiepiu [15] atviro kodo platformoje Cytoscape v3.2.1 [16]. Tik
biologinio proceso kategorijai priklausantys GO terminai buvo jtraukti ] analize.
Duomeny jves¢iai naudoti oficialds geny simboliai, patvirtinti HUGO °? geny
nomenklatiiros komiteto (HGNC; www.genenames.org). Lyginant nustatyty skirtingai
metilinty geny grupes, GO terminai buvo gauti naudojantis BINGO ir tikrinami
hipergeometriniu testu, taikant Benjamini-Hochberg (FDR) korekcija daugybiniam
testavimui (g < 0,01).

Geny rinkiniy praturtinimo analizé (angl. gene set enrichment analysis, GSEA) buvo
atlikta internetiniu GSEA jrankiu ir naudojant MSigDB v5.2 duomeny bazéje (http://soft
ware.broadinstitute.org/gsea) esancia pagrindiniy geny rinkiniy kolekcija [17]. Rezultatai
laikyti reikSmingais, kai g < 0,05. Vizualizacijai naudota Qlucore Omics Explorer v3.3
programa (bandomoji licencija; Qlucore, Lundas, Svedija).

Kokybiné metilinimui jautri PGR

Bisulfitu konvertuoja DNR buvo naudojama konkre€iy geny analizei metilinimui
jautrios PGR metodu (MSP). Pradmenys buvo parinkti i§ ankstesniy publikacijy [18-23]
ar sukurti Methyl Primer Express v1.0 programa (Applied Biosystems™, Thermo Fisher
Scientific). Reakcijos misinio sudétis pateikta 2 lenteléje. Termociklinimo programa
sudaré 35-39 ciklai, pradmeny prijungimas vykdytas esant 55-67 °C. | kiekvieng reakcija
buvo jtraukiama teigiama metilinta (MK), teigiama nemetilinta (NK) kontrolés ir
reakcijos miSinio be matricos (angl. no-template control, NTC) Sulinéliai. Produktai
analizuoti 3% agarozés gelyje, paruostame naudojant 1x TAE bufer; (Thermo
Scientific™).

Kiekybiné metilinimui jautri PGR

Pradmeny ir hidrolizés zondy sekos kiekybinei MSP reakcijai buvo parinktos i$
publikacijy [19,24-26] arba sukurtos programomis Methyl Primer Express® v1.0 ar
MethPrimer v1.0 (http://www.urogene.org/methprimer/index.html).  Endogeninés

2 HUGO - Zmogaus genomo organizacija (angl. Human Genome Organisation).
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kontrolés genas (ACTB) buvo naudojamas pradinio DNR kiekio normalizavimui.
Kiekvienas genas buvo tiriamas atskirai, trijuose Sulinélivose. Geny RARB, GSTP1,
RASSF1 ir PRKCB, CCDC181, ADAMTS12 tyrimui naudota Maxima™ Probe gPCR
Master Mix (2X), ROX atskirai (Thermo Scientific™) ir TagMan® Universal Master
Mix II (Applied Biosystems™) reagentai. Reakcijos miSinio sudétis pateikta 3 lentel¢je.
Amplifikacija vykdyta Mx3005P sistema (Agilent Technologies). Termociklinimo
programg sudaré 10 min 95 °C, 50 cikly po 15 s 95°C ir 1 min 60 °C. Rezultatai
apdoroti MxPro v4.0 programa (Agilent Technologies). ] kiekvieng reakcijg buvo
jtraukiamos MK ir NTC kontrolés. Metilintos DNR kiekis procentais (angl. percentage
of methylated reference, PMR) apskai¢iuotas pagal AACq algoritma [27].

2 lentelé. Kokybinés metilinimui jautrios PGR reakcijos miSinio sudétis vienam méginiui.

Galutiné koncentracija/ kiekis
Reakcijos komponentas Maxima® Hot Start Taq AmpliTaq Golc_i® _DNA
DNA Polymerase rinkinys Polymerase rinkinys
(Thermo Scientific™) (Applied Biosystems™)

10x PGR buferis 1x 1x
25 mM MgCl, 25mM 2,5mM
16 mM dNTP miSinys 0,4 mM kiekvieno 0,4 mM kiekvieno
100 uM tiesioginis ir atvirkstinis 1 uM kiekvieno 0,5 uM kiekvieno
pradmenys
Karsto starto Taq DNR polimerazé | 0.05 U/uL 0,05 U/uL
360 GC priedas - 1uL
Bisulfitu konvertuota DNR 10-20 ng 10-20 ng
Sterilus vanduo Iki 25 pL Iki 25 pL

3 lentelé. Kiekybinés metilinimui jautrios PGR reakcijos miSinio sudétis vienam Sulinéliui.

Galutiné koncentracija/ kiekis
. Maxima™ Probe gPCR Master | TagMan® Universal Master Mix |
Reakcijos komponentas Mix (2X), ROX atskirai | rinkinys be UNG
(Thermo Scientific™) (Applied Biosystems™)

2x reakcijos misinys 1x 1x
10 .“M tiesioginis Ir 0,3 pM kiekvieno 0,3 uM kiekvieno
atvirkStinis pradmenys
100 uM hidrolizés zondas | 50 nM 50 nM
5 uM ROX 30 nM [yra 2% reakcijos miSinio sudétyje]
Bisulfitu konvertuota DNR | ~10 ng ~10 ng
Sterilus vanduo Iki 20 pL Iki 20 pL

RNR gryninimas

Visuminé RNR (jskaitant miRNR frakcijg) buvo gryninama mirVana™ miRNA
Isolation rinkiniu (Ambion®, Thermo Fisher Scientific) pagal anksCiau apraSyta
protokolg [8,9]. Trumpai, RNR gryninta i§ ~30 mg homogenizuoto audinio méginio,
eliucijai naudota 100 pL rinkinio sudétyje esancio eliucijos buferio. ISskirtos RNR
koncentracija jvertinta NanoDrop™ 2000 spektrofotometru. RNR integralumo jverciai
(angl. RNA integrity number, RIN), nustatyti 2100 Bioanalyzer sistema ir naudojant
RNA 6000 Nano rinkinj (Agilent Technologies), buvo >7,0 (vidutiniskai 8,3; nuo 7,0 iki
9,7). Méginiai saugoti -80 °C iki tolimesnio tyrimo.
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Genuy raiskos analizé kiekybinés PGR metodu

Komplementarios DNR (kDNR) sintezei naudota 250 ng RNR. Atvirkstiné
transkripcija (AT) vykdyta High-Capacity cDNA Reverse Transcription rinkiniu su
RNaziy inhibitoriumi pagal gamintojo protokolg (Applied Biosystems™).

Penkiy baltymus koduojan¢iy (PRKCB, CCDC181, ADAMTS12, NAALADZ2,
ZMIZ1), trijy miRNR taikiniy (DNMT1, KDM1A, KDM5B) ir endogeninés kontrolés
(HPRT1) geno raiska jvertinta kieckybinés PGR metodu, naudojant komercinius
TagMan® zondy ir pradmeny rinkinius (atitinkamai Hs00176998 m1, Hs00221792_m1,
Hs00229594 m1, Hs01119919 mil, Hs00277476_ml1, Hs00945900 g1, Hs01002
741 m1, Hs00981910 ml, and Hs02800695 m1l; Applied Biosystems™). Reakcijos
misinj (20 pL) sudaré 10 uL TagMan® Universal Master Mix 1l be UNG miSinio, 0,6
ML pradmeny ir 2 uL KDNR produkto. Amplifikacija vykdyta Mx3005P sistema, trijuose
Suliniuose kiekvienam genui. Programg sudaré 10 min 95 °C, 40 cikly po 15s 95 °Cir 1
min 60 °C. | kiekvieng reakcija jtrauktos NTC kontrolés kiekvienam genui. Duomeny
analizé vykdyta GenEx v6.0.1 programa (MultiD Analyses, Geteborgas, Svedija).
Skai¢iavimams naudotos santykinés geny raiskos vertés tiesin¢je skaléje.

MiRNR raiskos analizé

Neapdoroti miRNR raiSkos duomenys buvo paimti i§ ankstesnio tyrimo, kuriame
buvo tirti tos pacios PV imties méginiai, naudojant TagMan® mazo tankio gardeles
Human MicroRNA A+B v3.0 (Applied Biosystems™) [8]. Duomenys peranalizuoti
GenEx v6.0.1 programa. Triikstamos amplifikacijos ciklo (Cq) vertés prilygintos 40.
MiR-155-5p, miR-152-3p, miR-137 ir miR-31-5p raiSka buvo normalizuota pagal
RNU44 ir RNU48, kaip rekomenduojama gamintojo, ir konvertuota i santykines vertes
tiesinéje skaléje.

Vézio genomo atlaso projekto prostatos vézio kohorta

VieSai pricinami Vézio genomo atlaso projekto (angl. The Cancer Genome Atlas,
TCGA) prostatos vézio imties (PRAD) duomenys naudoti Lietuvos imtyje nustatyty
reikSmingy s3asajy patvirtinimui. Analizei naudoti klinikiniy-patologiniy rodikliy
duomenys, pateikti TCGA PRAD publikacijoje [2]. Visuminio DNR metilinimo
profiliavimo, geny ir miRNR raiSkos 3-i0 lygmens duomenys paimti iS cBioPortal
(http://www.cbioportal.org) ir methHC (http://methhc.mbc.nctu.edu.tw) duomeny
portaly 2016 m. liepos mén. IS viso | analizg jtraukta 333 PV ir 19 NPA méginiy.

Statistiné analizé

Statistiniai skaiCiavimai atlikti STATISTICA™ v8.0 (StatSoft, Tulsa, JAV) ir
GraphPad Prism v5.03 programomis (GraphPad Software, Lojola, JAV). Dvipusis
FiSerio tikslusis ar Kruskalio-Voliso testai taikyti kategoriniy kintamyjy lyginimui, o
Stjudento t testas ar Mano-Vitnio U testas — tolydziyjy kintamyjy lyginimui. Asociacijos
tarp dviejy kiekybiniy kintamyjy jvertintos apskaiciuojant Pirsono (Rp) ir/ ar Spirmeno
(Rs) koreliacijos koeficientus. Geny ir miRNR raiskos bei TCGA duomenims analizuoti
buvo taikomi parametriniai testai. ISgyvenamumo analizé atlikta lyginant Kaplano-
Mejerio kreives logranginiu testu bei vertinant Kokso proporcingos rizikos modelius.
Atliekant daugiamate analizg, ] modelius buvo jtraukiama <4 kovarianntés. Skirtumai ir
asociacijos laikyti statistiskai reikSmingais, kai P < 0,0500.
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REZULTATAI

Prostatos vézio DNR metilinimo zymeny tyrimai buvo vykdomi dviem etapais.
Pirmojo etapo metu keletas NSG, kuriy metilinimo pokyciai ankstesniy, kity autoriy
tyrimy metu nustatyti jvairiuose navikuose, buvo atrinkti promotoriaus metilinimo
analizei PV audiniuose. Didziausig potencialg turéje genai, kaip neinvaziniai Zymenys,
toliau analizuoti PV ligoniy §lapime. Nors gauti rezultatai buvo perspektyviis, palyginti
Zzemas $iy zymeny metilinimo daZnis ir specifiSkumas PV Lietuvos imtyje paskatino
naujy zymeny, turinéiy geresnius rodiklius, paieska. Todél antrasis tyrimy etapas buvo
orientuotas j naujy Zymeny, turinciy auks$tesnius rodiklius, identifikavimg ir validacija,
jvertinant diagnostinj ir prognostinj §iy Zymeny potencialg. Visi Siame tyrime analizuoti
genai pateikti 4 lenteléje.

4 lentelé. Siame tyrime analizuoty geny sarasas.

Genominés koordinatés

Nr. | Geno simbolis Geno pavadinimas GRCh38.p7 (grandine) Tyrimas
1 RARB Retinoinés ragsties receptorius Chr3:24829323..25597932 (+) | Metilinimas
2 GSTP1 Glutationo S transferazé 1 1 Chr11:67583595..67586653 (+) |Metilinimas
3 RASSF1 Ras asociacijos domeng turintis genasl Chr3:50329786..50340936 (-) | Metilinimas
4 MGMT 0-6-metilguanino DNR metiltransferazé Chr10:129467184..129770983 (+) | Metilinimas
5 DAPK1 Su Igstelés mirtimi susijusi baltymy kinazé 1 Chr9:87497228..87708634 (+) | Metilinimas

p14°7F] Nuo cikliny priklausomos kinazés inhibitorius ] . L
6 CDKN2A* | 2A (4 transkriptas,koduojantis pl4arf baltyma) Chr9:21967752..21995043 ()  [Metilinimas
16NK4ay Nuo cikliny priklausomos kinazés inhibitorius
7 P « | 2A (1 transkriptas, koduojantis p16ink4a Chr9:21967752..21995043 (-) | Metilinimas
CDKN2A
baltyma)
8 ACTB B aktinas Chr7: 5527148..5530601 (-) (ME%“”'mas
9 PRKCB  |Proteinkinazé B Chr16:23835979..24220611 (+) | Metlinimas,
geny raiSka
CCDC181/ s o e . Metilinimas,

10 Clorfl14 Susivijusios spiralés domeng turintis 181 Chr1:169394870..169462221 (-) geny raiska

11 | ADAMTS12 A_DAM metalopeptidazé su trombospondino 1 Chr5:33523535..33892180 () Metlllnlrnas,
tipo 12 motyvu geny raiSka
. - . - . Metilinimas,

12 ZMIZ1 Cinko pirsty, MIZ tipo, motyva turintis 1 Chr10:79068994..79316528 (+) -
geny raiska
- W . . . Metilinimas,

13 NAALAD2 |N-acetilinta a susijusi ragstiné dipeptidazé 2 Chr11:90131694..90193577 (+) geny raiska
14 HPRT1 Hipoksantino fosforiboziltransferazé 1 ChrX: 134460145..134500668 (+) ?Ee}gq raiska
15 FILIP1L Pana$us j su filaminu A sgveikaujantj baltyma Chr3:99833144..100114513 (-) |Metilinimas
16 KCTD8 Kalio kanalo tetramerizacijos domeng turintis 8 Chr4:44173903..44448885 (-) | Metilinimas
17 EPAS1 Endotelio PAS domeng turintis baltymas 1 Chr2:46297402..46386703 (+) |Metilinimas
18 NEK9 Su NIMA susijusi kinazé 9 Chr14:75082115..75127075 (-) | Metilinimas
19 CD44 CD44 molekulé (indy kraujo grupé) Chr11:35138870..35232402 (+) |Metilinimas
20 | MIR137HG |MIR137 motininis genas Chr1:97988000..98049693 (-) | Metilinimas,

miRNR raiSka
MIR155HG/ _ . Metilinimas,

21 BIC/ MIRHG2 MIR155 motininis genas Chr21:25562145..25575168 (+) miRNR raidka
. . Metilinimas,

22 COPZ2 Koatomero baltymy komplekso subvienetas {2 | Chrl17:48026167..48048091 (-) MiRNR raigka
23 |GIPR/ PGQTL2 | SkrandZio inhibitorinio polipeptido receptorius Chr19:45668187..45683724 (+) |Metilinimas
24| MIR31HG |MIR31 motininis genas Chr9:21454268..21559698 (-) | Metilinimas,

miRNR raiSka

25 DNMT1 DNR metiltransferazé 1 Chr19:10133344..10195135 (-) |Geny raiska
26 | KDM1A/LSD1 |Lizino demetilazé 1A Chr1:23019443..23083691 (+) |Geny raiSka
27| SDYSB - liizino demetilazé 5B Chr1:202725185..202809470 (-) | Geny raiska

EK - endogeniné kontrolé.
*1 ir 4 transkriptai, koduojantys p16INK4a ir pl4ARF baltymus, turi skirtingus pirmus egzonus ir skirtingus
transliacijos pradZios kodonus, kas lemia visiskai skirtingus atviro skaitymo rémelius.
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NAVIKA SLOPINANCIU GENUY DNR METILINIMO ANALIZE

Pirmojo tyrimy etapo metu vykdyta 7-iy NSG promotoriy DNR metilinimo analizé
(RARB, GSTP1, RASSF1, MGMT, DAPK1, p16 ir pl4) FFPE audiniy grupéje (PV ir
Salia naviko esanéiy NPA). Saldyti GPH audiniai buvo jtraukti j tyrima kaip papildoma
kontroliné grupé. Trys dazniausiai navikuose metilinti genai, t.y. RARB, RASSF1 ir
GSTP1, buvo kiekybiskai tiriami PV ir GPH ligoniy §lapime (1 pav.).

Kokybiné 7 geny promotoriy metilinimo | [ Kiekybiné 3 daZniausiai metilinty geny
analizé analizé
PV, NPA ir GPH audiniai = PV ir GPH ligoniy $lapimas
U MSP L kiekybine MSP

1 pav. Navikg slopinan¢iy geny, kaip prostatos vézio (PV) Zymeny, analizés etapy schema.
NPA — nepakitg prostatos audiniai, GPH — gerybiné prostatos hiperplazija, MSP — metilinimui
jautri PGR.

Navika slopinanciy geny DNR metilinimo analizé prostatos audiniuose

Pirmiausia, TSG metilinimas buvo tiriamas PV méginiuose (2 pav.). Didziausias
metilinimo daznis nustatytas RARB (97 IS 149; 65,1%), GSTP1 (84 iS 149; 56,4%) bel
RASSF1 (80 i8 148; 54,1%) ir palyginus re¢iau MGMT (38 iS 149; 25,5%), DAPK1 (16 i$
149; 10,7%), p16 (12 iS 149; 8,1%) ir pl14 (10 i8 149; 6,7%) promotoriy srityse. Bent
vieno geno metilinimas nustatytas 90,6% PV méginiy (135 i§ 149).

| metilinta | nemetilinta | nera duomeny
2 pav. RARB, GSTP1, RASSF1, MGMT, DAPK1, p16 ir p14 metilinimo profilis PV méginiuose.

RARB ir GSTP1 metilinimo dazniai NPA ir GPH buvo mazesni, lyginant su PV (visi
P < 0,0500), o RASSF1 atveju reikSmingas skirtumas nustatytas tik tarp dazniy PV ir
NPA grupése (P = 0,0283; 3 pav.). Tyrimo jautrumas pagal RARB, GSTP1 ir RASSF1
buvo 85,2% (127 1§ 149), o specifiSkumas sieke 62,2% (23 1§ 37) ir 47,1% (8 1§ 17)
atitinkamai pagal NPA ir GPH. Be to, kieckybiné $iy trijy geny analizé atsitiktinai
atrinktuose 15 PV ir 15 GPH meéginiy parodé aukstesnius metilinimo lygius PV (visi
P < 0,0500; 4 pav. A).

o P = 0,0003 O Py
X — NPA .
5 80 Topoi B0 pouc mopn 3 Pav. RARB, GSTPL ir RASSFL
N sl P < 0,0001 P = 0,0283 metilinimo dazniai prostatos audiniuose.
° PV — prostatos vézys, NPA — nepakite
£ 40 prostatos audiniai, GPH - gerybiné
8 20 pros.tatos rjlperplazua. ReikSmingos P
0 .. vertés paryskintos.
RARB GSTP1 RASSF1
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4 pav. RARB, GSTP1 ir RASSF1 metilinimo intensyvumo lygiai (PMR) prostatos véziu (PV) ir
gerybine prostatos hiperplazija (GPH) serganciy ligoniy méginiuose. A — metilinimo lygiai PV
ir GPH audiniuose; B — metilinimo intensyvumas PV ir GPH ligoniy §lapime. Zemiau pateikti
metilinimo lygio vidurkiai su standartine vidurkio paklaida (SP). ReikSmingos P vertés
paryskintos.

RARB, RASSF1 ir GSTP1 metilinimo analizé §lapime

RARB, GSTP1 ir RASSF1 metilinimas buvo vertinamas kiekybiniu MSP metodu 253
PV ir 32 GPH ligoniy Slapimo méginiuose. PV ligoniy $lapime PMR vertés buvo
aukstesnés nei GPH, taciau tik RASSF1 atveju skirtumas buvo reikSmingas (4 pav. B).
Kiekvieno geno vidutineé PMR vert¢e GPH ligoniy §lapime buvo laikoma slenkstine,
vertinant promotoriaus metilinimo buklg kokybiskai. RASSF1 metilinimas nustatytas
44,7% (113 18 253) PV Slapimo meéginiy, o kity geny metilinimo daZnis buvo mazesnis
(29,2%, 74 i3 253 ir 11,1%, 28 iS 253 atitinkamai RARB ir GSTP1). Bent vieno i$ trijy
geny metilinimas nustatytas 60,1% Slapimo meéginiy (152 i§ 253), o tyrimo
specifiSkumas sieke 68,8% (22 1§ 32).

Navika slopinanciy geny metilinimo sasajos su Kklinikiniais-patologiniais ir
molekuliniais rodikliais

PSA koncentracija buvo patikimai aukStesné esant RASSF1 metilinimui
(P =0,0098). Daznesnis GSTP1 metilinimas nustatytas paZzengusios stadijos bei
aukstesniu Gleason balu jvertintuose navikuose (atitinkamai P = 0,0190 ir P = 0,0072).
PV ligoniy $lapime GSTP1 metilinimas taip pat buvo daznesnis (P = 0,0073) ir
intensyvesnis (P = 0,0059), esant Gleason >7 navikui. Reik§mingy sasajy tarp geny
metilinimo ir TMPRSS2-ERG raiskos ar ligoniy amziaus nenustatyta.

Navika slopinanciy geny metilinimas ir biocheminé ligos progresija

PV méginiuose RASSF1 buvo dazniau metilintas tais atvejais, kai ligoniui nustatyta
BCP, lyginant su neprogresavusiais atvejais (P = 0,0305). Palyginus Kaplano-Mejerio
iSgyvenamumo kreives, nustatyta vélesnés stadijos, aukstesnio Gleason balo ir RASSF1
metilinimo navikuose sgsajos su BCP (visi P < 0,0500; 5 pav. A-C). RASSF1
metilinimas buvo susijes su didesniu BCP dazniu, kai ligoniui diagnozuotas Gleason 6,
bet ne Gleason >7 navikas (5 pav. D). Vienmaciuose Kokso modeliuose RASSF1 ir
DAPK1 metilinimas turéjo nepriklausomg prognosting verte (P1 lentelé).
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5 pav. Kaplano-Megjerio kreivés pagal naviko stadijg pT (A), Gleason balg (B), RASSF1
metilinimo biklg prostatos navikuose (C) ir RASSF1 metilinimo biikle tik Gleason 6 navikuose
(D). M/'N — metilinta/ nemetilinta promotoriaus buklé. Reik§mingos P vertés parySkintos.

Daugiamatéje analizéje pT buvo reikSmingas iSgyvenamumo be BCP rodiklis, taciau
nei vienas i§ tirty metilinimo Zymeny neturéjo nepriklausomos prognostinés vertés.
Analizuojant PV ligoniy, kuriems diagnozuotas Gleason 6 navikas, audinius ir Slapimo
méginius, RASSF1 metilinimas ir pT sudaré daugiamatj modelj laikui iki BCP
prognozuoti (P1 lentelé).

NAUJU PROSTATOS VEZIO DNR METILINIMO ZYMENU IDENTIFIKAVIMAS

Antrasis tyrimy etapas buvo orientuotas j naujy PV Zymeny, turinéiy didesng
diagnostine ir/ ar prognosting verte, paieska ir jy validacijg. Visuminei DNR metilinimo
analizei buvo atrinkta 9 ligoniy, turin¢iy iSsamig ligos istorija, poriniai PV ir NPA
meéginiai. Palyginus metilinimo profilj pagal audinio histologijg ir BCP biikle, 15 geny —
10 baltymus koduojanéiy ir 5 miRNR motiniai — buvo atrinkta tolimesnei metilinimo
analizei. Perspektyviausiy 5 baltymus koduojanciy geny ir 4 miRNR raiska susieta su
atitinkamy geny promotoriaus metilinimu. Trijy atrinky baltymus koduojanéiy geny
metilinimas buvo kiekybiskai jvertintas ligoniy $lapime. Atlikta trijy miRNR, kuriy
motininiy geny metilinimas buvo daznas PV, taikiniy analizé in silico ir atrinkti trys
genai raiskos analizei, i$ kuriy kiekvienas gali buti valdomas dviejy i§ atrinkty trijy
miRNR. TCGA PRAD duomenys buvo naudojami gauty rezultaty validacijai
nepriklausomoje antroje imtyje (6 pav.).
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Paieska — viso genomo DNR metilinimo profiliavimas
= Poriniai PV ir NPA méginiai
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6 pav. Naujy prostatos vézio (PV) Zymeny paieskos ir validacijos etapy schema. NPA -
nepakite prostatos audiniai, GPH — gerybiné prostatos hiperplazija, TCGA — Vézio genomo
atlaso projektas, PRAD — TCGA prostatos vézio imtis, MSP — metilinimui jautri PGR.

Visuminé DNR metilinimo analizé

Siekiant jvertinti epigenetiniy pokyc¢iy mastg PV, atlikta 9 PV ir NPA méginiy pory
visuminé DNR metilinimo profilio analizé (7 pav.). Lyginant PV ir NPA, reikSmingi
metilinimo skirtumai (FC > 1,5, P < 0,0500) nustatyti 1143 genuose, i$ kuriy 199 genai
(17,4%) buvo hipermetilinti ir 954 (83,5%) hipometilinti, jskaitant 10 geny (0,9%),
turéjusiy abiejy tipy pokyciy (7 pav. A ir C). Intrageninése srityse hipometilinty geny
buvo Zymiai daugiau nei hipermetilinty (atitinkamai 87,3% ir 13,4%) ir panasi tendencija
stebéta promotoriaus srityse (atitinkamai 59,9% ir 40,1%; 8 pav. A). Palyginti mazesnés
amplitudés skirtumai buvo nustatyti tarp atvejy su BCP ir be BCP, todé¢l reikSmingy
skirtumy (P < 0,0500) identifikavimui taikyta FC > 1,2 (7 pav. B). Skirtingas metilinimo
lygis nustatytas 1804 genuose, i§ kuriy 969 (53,7%) buvo hipermetilinti ir 868 (48,1%)
hipometilinti, jskaitant 33 sutampancius genus (1,8%; 7 pav. C). Progresavusiuose PV
atvejuose hipermetilinimas promotoriaus srityse buvo daznesnis nei hipometilinimas
(atitinkamai 53,2% ir 47,6%), 0 intrageninése srityse stebéta prieSinga tendencija
(atitinkamai 44,8% ir 56,8%; 8 pav. B). TrisdeSimt trys hipermetilinti genai ir 122
hipometilinti genai buvo nustatyti abiejuose grupiy lyginimuose (t.y. PV vs. NPA, su
BCP vs. be BCP; 7 pav. C). Metilinimo skirtumy rasta ir intergeninése srityse (8 pav. A
ir B).

Pagal naudoty mikrogardeliy dizaing 7,1% biologiniy zondy (16853 i$ 237203) buvo
susij¢ su miRNR motininiais genais, kurie i§ viso apémé 88,6% miRNR geny (1248 i$
1409), persidengianciy su kitais genais (9 pav. A). IS 978 identifikuoty miRNR motininiy
geny 917 (93,8%) buvo baltymus koduojantys, likusiag dali sudare¢ 40 (4,1%)
nekoduojanciy RNR geny ir 20 (2,0%) neapibréZto tipo geny. Dauguma miRNR geny
buvo lokalizuoti baltymus koduojanciuose genuose, konkreciau — jy intronuose (80,3%,
73618 917).
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7 pav. DNR metilinimo profilis pagal skirtingai metilintus genus tarp lyginamyjy grupiy. A —
metilinimo profilis, lyginant prostatos vézio (PV) ir nepakitusiy prostatos audiniy (NPA)
méginius; B — metilinimo profilis, lyginant atvejus su ir be biocheminés ligos progresijos
(atitinkamai BCP+ ir BCP-); C — Veno diagrama, parodanti besiskyrusiy pagal metilinimg geny
skaiiy lyginamosiose grupése. ID — méginio identifikacinis numeris.

A B
Metilinimo skirtumas Metilinimo skirtumas
Promotorius [ Hipermetilinimas Promotorius [ Hipermetilinimas
H Abu pokygiai H Abu pokygiai
Intrageniné [ Hipometilinimas Intrageniné [ Hipometilinimas
Intergeniné Intergeniné
Neanotuota-|:| Neanotuota
0 400 800 1200 0 400 800 1200
Genu/ jvykiy kiekis Genu/ jvykiy kiekis

8 pav. DNR metilinimo skirtumai pagal genomines sritis, lyginant prostatos navikus su
nepakitusiais prostatos audiniais (A) ir lyginant atvejus su biochemine ligos progresija (BCP) ir
be BCP (B).
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9 pav. DNR metilinimo skirtumai pagal miRNR motininius genus, identifikuotus mikrogardeliy
analizés metu. A — DNR metilinimo profilis pagal visus su miRNR motininiais genais susijusius
zondus; B — Veno diagrama, parodanti besiskyrusiy pagal metilinimg miRNR motininiy geny
skai¢iy lyginamosiose grupése. PV — prostatos vézys, NPA — nepakite prostatos audiniai, BCP+/
BCP- — atvejai atitinkamai su ar be biocheminés ligos progresijos, ID — méginio identifikacinis
numeris.

Lyginant PV ir NPA méginius, reik§mingi metilinimo skirtumai (FC > 1,2;
P <0,0500) nustatyti 522 miRNR motininiuose genuose, 1§ kuriy 333 buvo hipermetilinti
ir 283 hipometilinti, jskaitant 94 sutampancius genus. O lyginant atvejus su BCP ir be
BCP, metilinimo skirtumy rasta 129 miRNR motininiuose genuose (FC > 1,2; P <
0,0500), 18 kuriy 58 buvo hipermetilinti ir 74 hipometilinti, jskaitant 3 sutampancius (9
pav. B).

Funkciniy terminy praturtinimo analizé

Siekiant atskleisti molekulinius procesus, kurie galéty biti nulemti geny metilinimo
poky¢iy, buvo atliekama biologiniy procesy kategorijai priklausan¢iy GO terminy
analizé. Lyginant PV ir NPA bei atvejus su BCP ir be BCP, nustatytas GO terminy,
susijusiy su jvairiais veézio vystymosi metu vykstanCiais procesais, praturtinimas.
Skirtingai tarp grupiy metilinti genai buvo susij¢ su lgstelés diferenciacija, mirtimi,
atsaku ] hormoninj stimula, geny raiskos reguliacija ir kitais procesais (duomenys
nepateikti).

Norint detaliau iSsiaiSkinti molekulinius mechanizmus, vykstanius prostatos
kancerogenezés ir progresijos metu, buvo atlikta GSEA. Su lgstelés ciklo reguliacija,
atsaku ] estrogeng susije geny rinkiniai buvo tarp labiausiai praturtinty, lyginant PV ir
NPA (10 pav. A). ReikSmingai aukstesnis metilinimo lygis buvo geny, kuriy raiska
sumaz¢ja kaip atsakas ] ultravioleting spinduliuote (UV) bei susijusiy su epitelio-
mezenchimos tranzicija (EMT), o metilinimo lygio sumaz¢jimas buvo daznas tarp geny,
susijusiy su mitotine verpste ar atsaku j estrogeng. Panasiis geny rinkiniai (t.y. susij¢ su
EMT, atsaku j UV) buvo praturtinti hipermetilinty geny, lyginant atvejus su BCP ir be
BCP, o tarp susijusiy su hipoksija, atsaku j androgenus ar estrogeng geny buvo daznas
hipometilinimas (10 pav. A). Analizuojant skirtingai metilintus miRNR motininius
genus, nustatytas reikSmingas atsako j estrogeng ir WNT signaliniy keliy praturtinimas
hipometilintais genais, lyginant PV ir NPA bei atvejus su BCP ir be BCP (10 pav. B).

21



PV vs.NPA BCP+vs BCP-

prom intra prom inira

Geny rinkinys
interferono gama atsakas
hemo metabolizmas
PI3K AKT MTOR kelias
KRAS signalinis kelias (GET)
interferono alfa atsakas
uZdegiminis atsakas
MTORC1 signalinis kelias
IL2 STATS signalinis kelias
cholesterolio homeostaze
mitoting verpsté
p53 signalinis kelias
epitelio-mezenchimos virsmas
MY C taikiniai v2
KRAS signalinis kelias (GEL)
MY C taikiniai v1
reaktyvios deguonies formos
apoptozé
alografto atmetimas
tulZies rlgsties metabolizmas
| |spermatogeneze
UV atsakas (GET)
komplementas
G2M kontrolés taskas
androgeny atsakas
estrogeno atsakas (vélyvas)
hipoksija

L Y

UV atsakas (GEL)

kepeny beta lastelés

glikolize

HEDGEHOG signalinis kelias
angiogenezée

E2F taikiniai

oksidacinis fosforilinimas
TGF beta signalinis kelias
riebaly rigs€iy metabolizmas
peroksisoma

DNR reparacija

NOTCH signalinis kelias

ksenobiotiky metabolizmas
adipogeneze

baltymy sekrecija
apikaling jungtis
| |apikalinis pavirgius
miogenezé

10 pav. Geny rinkiniy praturtinimo analizé (GSEA). A — geny rinkiniai, praturtinti skirtingai
metilinty geny tarp lyginamy grupiy; B — geny rinkiniai, praturtinti skirtingai metilinty miRNR
motininiy geny tarp lyginamy grupiy. | analize¢ jtraukti genai, kuriy metilinimo skirtumas tarp
grupiy buvo >1,2. Naudoti MSigDB pagrindinés kolekcijos geny rinkiniai (http://software.broad
institute.org/gsea/). PV — prostatos vézys, NPA — nepakite prostatos audiniai, BCP+/ - — atvejai
atitinkamai su ar be biocheminés ligos progresijos, GE1/ GE| — padidéjusios/ sumazéjusios
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raiSkos genai, prom — promotoriaus sritys, intra — intragenings sritys.

Baltymus koduojanciy geny promotoriaus DNR metilinimo analizé

Remiantis nustatytais metilinimo skirtumais tarp PV ir NPA bei atvejy su BCP ir be
BCP, tolimesniam tyrimui i§ visuminés DNR metilinimo mikrogardeliy analizés atrinkti

9 genai: PRKCB, CCDC181, ADAMTS12, ZMIZ1, FILIP1L, NAALAD2, KCTD8, EPAS1

ir NEKO. Palyginimui taip pat jtrauktas genas CD44, remiantis ankstesniy publikacijy

duomenimis [28].
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Aukstesni PRKCB, CCDC181, ADAMTS12, ZMIZ1, FILIP1L, NAALAD2, KCTD8 ir
CD44 promotoriaus metilinimo dazniai nustatyti PV méginiuose (nuo 22,5% iki 91,5%),
lyginant su NPA (nuo 0% iki 37,1%) ar GPH (0% visy geny atveju; visi P < 0,0500; 11
pav.). Jautrumas PV pagal genus PRKCB, CCDC181 ir ADAMTS12 buvo 94,6% (122 i$
129), o specifiskumas sické 88,6% (31 i§ 35) ir 100% (17 i§ 17) atitinkamai pagal NPA
ir GPH. Be to, kiekybin¢ analizé parodé¢, kad Siy trijy geny metilinimo lygis atsitiktinai
atrinktuose PV meéginivose buvo aukstesnis nei GPH (visi P < 0,0001; 12 pav. A).
EPASL ir NEK9 promotoriaus metilinimas nenustatytas nei viename i$ istirty 51 PV ir 15
NPA meéginiy, tod¢l tolimesnis jy tyrimas nebuvo tgsiamas.
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—=— = P <0,0001 P <0,0001 p < 0,0001 I PV

P < 1 7 1 r ! r 1
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© —
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£ 404 i
E P = 0,0007
= [ ]
T
=

PRKCB CCDC181 ADAMTS12 ZzZMIZ1 FILIPIL NAALAD2 KCTD8 CD44

11 pav. Baltymus koduojanc¢iy geny promotoriaus metilinimo dazniai prostatos navikuose (PV),
nepakitusiuose prostatos audiniuose (NPA) ir gerybinés prostatos hiperplazijos (GPH)
meéginiuose. ReikSmingos P vertés paryskintos.
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Histologija PV GPH PV GPH PV GPH Histologija PV GPH PV GPH PV GPH
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12 pav. PRKCB, CCDC181 ir ADAMTS12 metilinimo intensyvumo lygiai (PMR) prostatos
véziu (PV) ir gerybine prostatos hiperplazija (GPH) serganciy ligoniy méginiuose. A —
metilinimo intensyvumas PV ir GPH audiniuose; B — metilinimo intensyvumas PV ir GPH
ligoniy $lapime. Zemiau pateikti metilinimo intensyvumo vidurkiai su standartine vidurkio
paklaida (SP). ReikSmingos P vertés paryskintos.

Atitinkamai gautiems duomenims, visy 8 geny auks$tesni metilinimo lygiai buvo
nustatyti PV, lyginant su NPA, TCGA PRAD imtyje (visi P < 0,0001; 13 pav.). KCTD8
ir CD44 metilinimo lygiai (atitinkamai vidutinés 3 vertés 0,26 ir 0,15) buvo Zemesni nei
kity geny (vidutinés B vertés >0,48). Be to, FILIP1L metilinimas buvo palyginti aukstas
normaliuose prostatos audiniuose (vidutiné p verté 0,84; 13 pav.).

patologiniais rodikliais ir TMPRSS2-ERG raiska

Baltymus koduojanciy geny promotoriaus metilinimo dazniai buvo palyginti su
ligoniy klinikiniais-patologiniais rodikliais ir TMPRSS2-ERG raiSkos buvimu.
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NAALAD?2 metilinimo daznis reikSmingai did¢jo esant auksStesnei ISUP laipsniy grupei
(P = 0,0291). ADAMTS12, ZMIZ1 ir KCTD8 buvo dazniau metilinti >pT3 nei pT2
navikuose (visi P < 0,0500). PRKCB, ADAMTS12, KCTD8 ir CD44 metilinimo dazniai
buvo aukStesni navikuose, kuriuose nustatyta TMPRSS2-ERG raisSka (visi P < 0,0500).
Sasajy su prostatos mase ar ligoniy amziumi nenustatyta (neparodyta).
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13 pav. Baltymus koduojanciy geny DNR metilinimo lygiai Vézio genomo atlaso projekto
(TCGA) prostatos vézio (PV) imtyje (PRAD) [2]. Trecio lygmens DNR metilinimo duomenys,
gauti Illumina HumanMethylation450K (HM450) naujos kartos sekvenavimo sistema, buvo
panaudoti analizei. Dézuté iliustruoja 25-75 percentilius, viduriné linija — mediang, pliuso
zenklas — vidurkj, ,Gsai“ — 10-90% intervalag, nukrype duomenys vaizduojami taskais.
ReikSmingos P vertés paryskintos.

Baltymus koduojandiy genuy raiSka bei sasajos su promotoriaus metilinimu ir

klinikiniais-patologiniais rodikliais

Remiantis promotoriaus metilinimo dazniais bei atsizvelgiant ] s3sajas su
Klinikiniais-patologiniais rodikliais bei TMPRSS2-ERG sulietinio transkripto buvimu,
toliau buvo analizuojama PRKCB, CCDC181, ADAMTS12, NAALAD?2 ir ZMIZ1 geny
raiSka. PRKCB, CCDC181, ADAMTS12 ir NAALAD2 raiSka navikuose buvo Zemesné
nei NPA ar GPH méginiuose (visi P < 0,0500; 14 pav. A-D). ZMIZ1 raiSka PV
audiniuose buvo Zemesné nei NPA, bet aukstesné nei GPH (visi P < 0,0500; 14 pav. E).
Zemesné PRKCB, CCDC181, ADAMTS12 ir NAALAD? raiska PV ligoniy audiniuose
koreliavo su S§iy geny promotoriaus metilinimu (visi P < 0,0001; 14 pav. F-I), taciau
tokia sgsaja nebuvo nustatyta ZMIZ1 atveju (P > 0,0500; 14 pav. J).

Atitinkamai, TCGA PRAD imtyje mazesné PRKCB, CCDC181, ADAMTS12 ir
NAALAD?2 raiSka nustatyta navikuose, lyginant su normaliais audiniais (visi P < 0,0500),
bet analogiska sgsaja ZMIZ1 atveju nebuvo patvirtinta (P > 0,0500). Be to, Zzemesnis
PRKCB, CCDC181 ir ZMIZ1 raiSkos lygis koreliavo su auksStesniu metilinimo
intensyvumu (visi P < 0,0500), tac¢iau ADAMTS12 ir NAALAD2 atveju toks rysys
nenustatytas (P > 0,0500; neparodyta).

Lietuvos imtyje mazesné CCDC181 ir NAALAD? raiska buvo susijusi su auksStesne
ISUP laipsniy grupe (abu P < 0,0500). Aukstesné CCDC181 raiska nustatyta navikuose,
kuriuose vyko ir TMPRSS2-ERG raiska (P = 0,0136). Sasajy tarp tirty geny raiskos ir
naviko stadijos pT, PSA koncentracijos ar prostatos masés nebuvo, taciau NAALAD?2
raiSka teigiamai koreliavo su ligoniy amziumi (P = 0,0153; neparodyta).
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14 pav. Baltymus koduojanciy geny santykiniai raiSkos lygiai prostatos audiniuose. A-E — geny
raiSka prostatos vézio (PV), nepakitusiy prostatos audiniy (NPA) ir gerybinés prostatos
hiperplazijos (GPH) audiniuose; F-J — geny raiska PV serganciy ligoniy audiniuose pagal
metilinta/ nemetilintg atitinkamy geny promotoriaus biikle (atitinkamai M/ N). Dézuté

iliustruoja 25-75 percentilius, vidurio linija — mediana, pliuso zenklas — vidurkj, ,,Gsai* rodo
intervalg. ReikSmingos P vertés paryskintos.

Baltymus koduojanciy geny promotoriaus metilinimo kiekybiné analizé Slapime

PRKCB, CCDC181 ir ADAMTS12 buvo atrinkti kiekybinei metilinimo analizei
Slapime. Visy trijy geny metilinimas sékmingai nustatytas PV Slapime (N =54) ir buvo
zemesnio lygio ar visai nedetektuojamas GPH atveju (N = 17), taciau skirtumai nebuvo
reikSmingi (visi P > 0,0500; 12 pav. B). Kaip ir analizuojant zinomus navika
slopinancius genus, vidutinés PMR vertés GPH grupéje buvo laikomos ribinémis,
vertinant $iy geny metilinimg Slapime kokybiskai. PRKCB, CCDC181 ir ADAMTS12
metilinimas atitinkamai buvo nustatytas 5,6% (3 iS 54), 14,8% (8 iS 54) ir 3,7% (2 15 54)
PV S$lapimo méginiy. Bendras Sio tyrimo jautrumas buvo 14,8% (8 i§ 54), o
specifiSkumas siekeé 88,2% (15 1§ 17). Sagsajy tarp geny metilinimo intensyvumo ar
daznio Slapime ir ligoniy klinikiniy-patologiniy rodikliy nenustatyta (neparodyta).
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Baltymus koduojanciy geny promotoriaus metilinimo prognostiné verté

Siekiant nustatyti naujai identifikuoty geny, kuriy promotoriaus metilinimas
specifinis véziui, prognosting vertg, buvo atlikta PV ligoniy iSgyvenamumo be BCP
analizé. PRKCB, ADAMTS12 ir NAALAD2 buvo dazniau metilinti esant BCP (visi
P < 0,0100; 15 pav.).

P = 0,0038 P =0.2830 P=2.0030 0.1506 p = 05523 P =0,0010 BCP
100 I Taip

80- I = Ne
60+
20 P = 0,329 P> 0,999
I

0-

PRKCB CCDC181 ADAMTS12 ZMIZ1 FILIPIL NAALAD2 KCTD8 CD44

Metilinimo daznis, %

15 pav. Baltymus koduojanciy geny promotoriaus metilinimo dazniai prostatos navikuose pagal
biochemings ligos progresijos (BCP) biikle. Reik§mingos P vertés paryskintos.

Kaplano-Mejerio kreiviy palyginimas parodé ankstyvesng ligos progresija, esant
PRKCB, ADAMTS12 ir NAALAD?2 geny promotoriaus metilinimui (visi P < 0,0100), kity
geny sasajos su isgyvenamumu be BCP nenustatytos (16 pav.). Siy trijy geny
nepriklausoma prognostin¢ verté buvo pagrista vienmaciais ir daugiamaciais Kokso
modeliais, taciau tik NAALADZ2 rodé prognostinj potencialg ir geno raiskos lygmenyje
(visy modeliy P < 0,0500). Be to, PRKCB, CCDC181 ir NAALAD2 promotoriaus
metilinimas turé¢jo nepriklausomg prognosting verte modeliuose su TMPRSS2-ERG
biikle (visy modeliy P < 0,0500). PRKCB ir NAALAD2 metilinimas modeliuose su pT
(abiejy modeliy P < 0,0001) pranoko patologinio rodiklio vienmaciame modelyje
prognosting verte. NAALAD2Z atveju analogiSka asociacija nustatyta su ISUP laipsniy
grupe (P <0,0001; P2 ir P3 lentelés).

Kiekybiné geny PRKCB, CCDC181 ir ADAMTS12 metilinimo analizé PV ligoniy
Slapime sasajy su BCP neparodé (neparodyta).

TCGA PRAD imtyje prognostinis Zymeny potencialas buvo vertinamas pagal
ligoniy iSgyvenamumg be BCP ir pagal iSgyvenamumg be jokiy ligos progresijos
pozymiy. Siekiant, kad PRAD imtis biity kuo panaSesné j Lietuvos imtj, PV atvejai su
anksciau diagnozuotu kito tipo véziu, gydyti ikioperaciniu laikotarpiu, jvertinti Gleason
10 ir/ ar jau metastazave diagnozés nustatymo metu buvo iSimti i§ analizés. PRAD
imtyje tirty baltymus koduojanciy geny promotoriaus metilinimas nebuvo susijes su BCP
ar bendra ligos progresija vienmaciuose modeliuose, taCiau nustatyta sumazéjusios
PRKCB ir ADAMTS12 raiskos prognostiné reik§mé, vertinant iSgyvenamumo be BCP
trukme (abiejy modeliy P < 0,0500). Tarp daugiamaciy modeliy tik PRKCB ar
NAALAD?2 kartu su pT bei NAALAD2 kartu su ISUP laipsniy grupe turéjo prognosting
verte (visy modeliy P < 0,0500; P3 lentelé).

MiRNR motininiy geny promotoriaus metilinimas prostatos navikuose

Remiantis metilinimo skirtumais tarp skirtingos histologijos prostatos audiniy ir
lyginant atvejus su BCP ir be BCP, penkios miRNR koduojancios genominés sritys buvo
atrinktos tolimesnei DNR metilinimo analizei (5 lentel¢).
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16 pav. Kaplano-Megjerio kreivés pagal baltymus koduojanciy geny PRKCB (A), CCDC181 (B),
ADAMTS12 (C), ZMIZ1 (D), FILIP1L (E), NAALAD2 (F), KCTD8 (G), and CD44 (H)
promotoriaus metilinimo bukle prostatos navikuose. M/ N — metilinta/ nemetilinta promotoriaus
buklé. ReikSmingos P vertés paryskintos.

5 lentelé. MiRNR ir jy motininiai genai, atrinkti promotoriaus metilinimo analizei.

. o Metilinimo skirtumai
miRNR Motininis genas (zondai, N)
Subrendusi Geno Lokalizacija Geno Tibas miRNR PV vs. | BCP+ vs.
miRNR simbolis | (grandiné) simbolis b lokalizacija NPA BCP-
. MIR155HG/
MIR-I>S9P. | MiR155 21?5)1'3 BIC/ nRNR | egzonas 2 0
P MIRHG2
m'R'_135p2'5p' MIR152 17q(2_)1'32 COPZ2 | mRNR | intronas 1 2
miR-137 MIR137 1p(2_)1.3 MIR137HG | nRNR egzonas 9 0
m'R:§;'5p' MIR31 9p(2_)1'3 MIR31HG | nRNR | intronas 5 0
miR-642a-5p, MIR642A 19913.32
-3p ) GIPR/ mRNR | intronas* 2 3
miR-642b-5p, 19913.32 PGQTL2
3p MIR642B O

MiRNR ir geny nomenklatiira pateikta pagal miRBase, leidimas 21 (www.mirbase.org) ir GeneCards® (www.gene
cards.org). PV — prostatos véZys, NPA — nepakit¢ prostatos audiniai, BCP+/ BCP- — atvejai atitinkamai su/ be
biocheminés ligos progresijos, mRNR — baltyma koduojanti RNR (matriciné RNR), nRNR - baltymo nekoduojanti
RNR.

*5’-UTR/ egzonas bioinformatiniais metodais nustatytuose transkriptuose.
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Su CpG salomis persidengiantys mir-155, mir-152 ir mir-137 motininiy geny
promotoriai buvo daznai metilinti PV, lyginant su NPA ir/ ar GPH meéginiais (visi P <
0,0500; 17 pav. A). Mir-31 ir mir-642a, -b atveju metilinimas PV nustatytas retai, o
mir-642a, -b buvo vienintelé miRNR, kurios motininio geno metilinimas aptiktas GPH
(17 pav. A). TCGA PRAD imtyje visy analizuoty miRNR, t.y. mir-155, mir-152, mir-
137, mir-31 ir mir-642a, -b, motininiy geny promotoriaus metilinimas buvo daznesnis
PV, lyginant su normaliais audiniais (neparodyta).

MiRNR motininiy geny promotoriaus metilinimo sasajos su Kklinikiniais-
patologiniais rodikliais ir TMPRSS2-ERG biikle

ReikSmingy sgsajy tarp miRNR motininiy geny metilinimo ir naviko stadijos pT
nenustatyta (17 pav. B). Mir-152 ir mir-137 motininiy geny promotoriaus metilinimo
daznis didéjo, esant aukStesnei ISUP laipsniy grupei (abu P < 0,0500), ir panaSi
tendencija buvo stebima mir-155 atveju (P > 0,0500; 17 pav. C). Mir-137 buvo dazniau
metilinta navikuose, kuriuose nustatyta TMPRSS2-ERG raiska (P = 0,0010; 17 pav. D).
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17 pav. MiRNR motininiy geny promotoriaus metilinimo dazniai prostatos audiniuose pagal
histologija (A), naviko stadijg (B), ISUP laipsniy grupe pagal (C) ir TMPRSS2-ERG raiska (D).
PV — prostatos vézys, NPA — nepakite prostatos audiniai, GPH — gerybiné prostatos hiperplazija.
ReikSmingos P vertés paryskintos.

MiRNR raiska ir sasajos su motininiy geny promotoriaus metilinimu

Siekiant susieti miRNR motininiy geny promotoriaus metilinimg su atitinkamy
mMIRNR raiSkos praradimu, buvo peranalizuoti dominuojanciy subrendusiy miRNR
(miR-155-5p, mMiR-152-3p, miR-137 ir miR-31-5p) raiSkos duomenys iS ankstesnio
tyrimo [8]. MiR-155-5p, miR-152-3p ir miR-31-5p raiska buvo mazesné PV, lyginant su
NPA (visi P < 0,0010), o miR-137 atveju reikSmingas skirtumas nenustatytas
(P > 0,0500; 18 pav. A-D). Mazesné miR-155-5p raiSka buvo susijusi su motininio geno
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promotoriaus metilinimu (P = 0,0375), taciau sgsajy su kitomis miRNR nebuvo (visi
P > 0,0500; 18 pav. E-H).
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18 pav. Santykiné analizuoty miRNR raiska pagal prostatos audinio tipg (A-D) ir atitinkamy
miRNR motininiy geny promotoriaus metilinimo bitiklg (E-H). PV — prostatos vézys, NPA —
nepakite prostatos audiniai, M/ N — metilinta/ nemetilinta promotoriaus buklé. Dézuté iliustruoja
25-75 percentilius, vidurio linija — mediang, pliuso zenklas — vidurkj, ,,isai“ — intervala.
ReikSmingos P vertés paryskintos.

TCGA PRAD imtyje mir-155 ir mir-152 raiSkos sumazéjimas koreliavo su
aukstesniu motininiy geny promotoriaus metilinimo lygiu (abu P < 0,0001; 19 pav. A ir
B). Promotoriaus metilinimas taip pat buvo susijes su mazesne $iy miRNR motininiy
geny mRNR raiska (abu P < 0,0001; 19 pav. C ir D). Be to, mir-155 ir mir-152 raiSka
teigiamai koreliavo su jy motininiy geny mRNR raiska (abu P < 0,0001; 19 pav. E ir F).
Sasajy tarp mir-137 ir mir-31 raiSkos ir atitinkamy motininiy geny promotoriaus
metilinimo lygio nebuvo nustatyta (neparodyta).

MiRNR taikiniy analizé

MiRNR, kuriy motininiai genai buvo daznai metilinti PV, ty. miR-155-5p,
miR-152-3p ir miR-137, buvo atrinktos jy taikiniy analizei. Spéjamy ir/ ar
eksperimentiSkai patvirtinty taikiniy paieska atlikta pasinaudojus SeSiais atviros prieigos
Saltiniais (miRDB, TargetScan, miRTarBase, miRWalk, microRNA.org ir PicTar). Tarp
didelio skaiCiaus nustatyty taikiniy atrinkti tie, kuriy koduojamy produkty funkcijos yra
siejamos su epigenetiniais procesais/ reiskiniais (20 pav. A), kaip apibrézta EpiFactors
duomeny bazéje (http://epifactors.autosome.ru) [29]. Geny raiskos analizei atrinkti
DNMT1, KDM1A ir KDM5B genai, i$ kuriy kiekvienas yra potencialiai valdomas dviejy
analizuojamy miRNR (20 pav. B).

Lietuvos imtyje DNMTL ir KDM5B raiska buvo auk$tesné PV serganciy ligoniy
navikuose ir NPA méginiuose, lyginant su GPH, kas parodé skirtumg tarp dviejy
diagnoziy (21 pav. A-C). KDM1A raiskos skirtumy pagal audinio tipg nenustatyta.
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Rp = -0,23; P < 0,0001
Rs = -0,34; P < 0,0001

mir-155 raiSka (log2)

Rp =-0,32; P < 0,0001
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MIR155HG mRNR raiska (log2)
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19 pav. Mir-155, mir-152 ir jy motininiy geny raiska bei sasajos su promotoriaus metilinimu
Vézio genomo atlaso projekto (TCGA) prostatos vézio imtyje (PRAD) [2]. A ir B — miRNR
motininio geno promotoriaus metilinimo koreliacija su atitinkamos miRNR raiska; C ir D -
miRNR motininio geno promotoriaus metilinimo ir raiSkos koreliacijos; E ir F — miRNR
motinio geno raiskos ir atitinkamos miRNR raiskos koreliacijos. Duomeny analizei naudoti 3-i0
lygmens DNR metilinimo (lllumina HumanMethylation450K; HM450) ir RNR bei miRNR
raiSkos (RNR ir miRNR naujos kartos sekvenavimas) RSEM duomenys. Rp and Rs — Pirsono ir
Spirmeno koreliacijos koeficientai. ReikSmingos P vertés paryskintos.
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20 pav. Su epigenetine reguliacija susij¢ miRNR taikiniai, nustatyti bent dviejose i§ SeSiy
duomeny baziy (A) ir miRNR sgveika su geny raiskos analizei atrinktais taikiniais.
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Aukstesné KDM5B raiSka nustatyta esant metilintai mir-137 ar mir-155 motininio
geno promotoriaus biklei (atitinkamai P = 0,0001 ir P < 0,0001), o aukstesné DNMTL ir
KDM1A raiska atitinkamai buvo susijusi su mir-152 ir mir-155 metilinimu (atitinkamai
P =0,0093 ir P = 0,0302; 21 pav. D-F). KDM1A ir KDM5B raiSka neigiamai koreliavo
su PSA koncentracija (abu P < 0,0500; 21 pav. G ir H). Be to, Siy geny raiska buvo
aukstesné navikuose, kuriuose nustatytas ir TMPRSS2-ERG transkriptas (abu P < 0,0050;

21 pav. I).
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21 pav. DNMT1, KDM1A ir KDM5B raiSka prostatos audiniuose. A-C — geny raiSka prostatos
navikuose (PV), nepakitusiuose prostatos audiniuose (NPA) ir gerybinés prostatos hiperplazijos
(GPH) méginiuose; D-E — geny raiska pagal miRNR motininio geno promotoriaus metilinimo
bukle; G ir H — koreliacijos tarp geny raiskos ir prostatos specifinio antigeno koncentracijos
(PSA); | — geny raiska pagal TMPRSS2-ERG buklg. Dézuté iliustruoja 25-75 percentilius,
vidurio linija — mediana, ,,isai“ — intervala. Reik§mingos P vertés paryskintos.

Analizuojant TCGA PRAD duomenis, patvirtintos koreliacijos tarp KDM5B raiskos
bei mir-155 ir mir-137 motininiy geny promotoriaus metilinimo biklés (atitinkamai P =
0,0007 ir P < 0,0001) ir tarp KDM1A raiskos ir mir-155 metilinimo (P < 0,0001). Taip
pat nustatyta teigiama koreliacija tarp DNMT1 raiSkos ir mir-152 motininio geno
promotoriaus metilinimo lygio (P = 0,0236). PrieSingai Lietuvos imtyje gautiems
rezultatams, TCGA imtyje mir-137 motininio geno metilinimas koreliavo su KDM1A
raiSka (P <0,0001), o aukstesnis mir-155 metilinimo lygis buvo susijes su didesne
DNMT1 raisSka (P = 0,0032; neparodyta).
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MiRNR motininiy geny promotoriaus metilinimo prognostiné verté

Mir-152 ir mir-31 motininiy geny promotoriaus metilinimas buvo daZnesnis
atvejuose su BCP nei be BCP (atitinkamai P = 0,0213 ir P = 0,0191) ir panasi tendencija
stebéta mir-155 atveju (P > 0,0500; 22 pav.).

BCP

B 1OO_P— 0,0917 M Taip
s 804 — B Ne 22 pav. MiRNR motininiy geny promotoriaus
8y 604 metilinimo dazniai prostatos navikuose pagal
é P=0,5272 biocheminés ligos progresijos (BCP) statuss.
£ 49 P =0,0213 ReikSmingos P vertés paryskintos.
= P =0,0191
g 20 I —

N [ N

mir-155 mir-152 mir-137 mir-31

Kaplano-Mejerio iSgyvenamumo kreiviy analizé parodé, kad mir-155, mir-152 ir
mir-31 motininiy geny promotoriaus metilinimas turéjo neigiamg poveikj ligoniy
iISgyvenamumui be BCP (visi P < 0,0500), taciau tokia sgsaja su mir-137 metilinimu
nebuvo nustatyta (P > 0,0500; 23 pav. A-D). Tirty miRNR taikiniy (DNMT1, KDM1A ir
KDMB5B) raiSka su BCP nebuvo susijusi (visi P > 0,0500; neparodyta). Mir-155, mir-152
ir mir-31 motininiy geny promotoriaus metilinimo svarbg iSgyvenamumui be BCP
parodé¢ ir vienmaciai Kokso modeliai (visy P < 0,0500; P2 lentel¢). ]vairiuose
daugiamaciuose modeliuose mir-155, mir-152 ir/ ar mir-31 motininiy geny metilinimas
turéjo nepriklausomag prognosting verte ir kai kuriais atvejais sustiprino klinikiniy-
patologiniy rodikliy prognostinj potencialg (P4 lentele).

TCGA PRAD imtyje mir-137 ir mir-31 motininiy geny promotoriaus Zemas
metilinimo lygis buvo susijgs su bendra remisijos trukme (abu P < 0,0500), bet ne su
iSgyvenamumu be BCP (abu P > 0,0500; neparodyta); Sie pastebéjimai pagrjsti ir
vienmaciais modeliais (abu P < 0,0500; P4 lentelé¢). Be to, aukStesné KDM5B raiska
buvo susijusi su trumpesne trukme iki BCP, o DNMT1 raiSka — su bendra ligos
progresija (abu P < 0,0100; P4 lentelé¢). MiRNR taikiniy raiSka daugiamaciuose

modeliuose kity kovarian¢iy prognostinés vertés nesustiprino (neparodyta).
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23 pav. Kaplano-Megjerio kreivés pagal mir-155 (A), mir-152 (B), mir-137 (C) ir mir-31 (D)
motininiy geny promotoriaus metilinimo bukle prostatos navikuose. M/ N — metilinta/
nemetilinta promotoriaus biiklé. ReikSmingos P vertés paryskintos.
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REZULTATU APTARIMAS

Nepaisant per kelis pastaruosius deSimtmecius reikSmingai patobuléjusiy vézio
diagnostikos ir gydymo priemoniy, PV iSlieka viena i§ dazniausiy onkologiniy ligy ir
pagrindiné vyry mirties nuo véZzio priezastis. Ankstyva PV diagnostika, kaip ir tinkamai
parinkta gydymo strategija, yra KritiSkai svarbi siekiant suvaldyti liga. Nors PSA testo
naudojimas kasdienin¢je praktikoje smarkiai sumazino vyry, kuriems diagnozuojamas
jau metastazaves vezys, skaiCiy, jis taip pat léme pernelyg agresyvaus gydymo skyrima
tiems vyrams, kuriy sveikatai ir gyvybei liga pavojaus nekelia. Tai paskatino naujy
molekuliniy Zymeny paieska, pagal kuriuos biity galima dar ankstyvose vézio stadijose
ligonius diferencijuoti j skirtingas rizikos grupes. Navikg slopinan¢iy geny DNR
metilinimas yra vienas i§ daugiausia vil¢iy teikianéiy tokiy Zymeny Saltiniy.

Navika slopinanciy geny metilinimas prostatos navikuose ir ligoniy Slapime

Pirmajame §io tyrimo etape buvo tiriama zinomy TSG (RARB, GSTP1, RASSF1,
MGMT, DAPK1, p16 ir pl4) promotoriaus metilinimo buklé 149 PV audiniuose ir 253
PV serganciy ligoniy Slapimo méginiuose. Bent vieno geno metilinimo pokytis
nustatytas 90,6% PV atvejy.

Kaip parodyta ankstesniais tyrimais [30-32], RARB, GSTP1 ir RASSF1 buvo
daZniausiai metilinti genai PV (>50%), 0 MGMT, DAPK1, p16 ir p14 metilinimo dazniai
nevirijo 25%. PanaSiai, kaip ir ankstesniuose tyrimuose [33], RARB ir GSTP1
metilinimas NPA ar GPH audiniuose nustatytas gana retai ir lémé palyginti auksta (iki
85%) $iy dviejy Zymeny specifiSkumg PV. Nors RASSF1 metilinimo specifiSkumas buvo
palyginti Zemas (67%) vertinant kokybiSkai, kiekybiné analizé parodé reikSminga
metilinimo lygio skirtuma, lyginant su NPA ar GPH. Panasts rezultatai gauti ir kito
tyrimo metu, kai RASSF1 ir keliy kity geny metilinimas buvo kiekybiskai vertinamas
PV, lyginant su GPH ir prostatos intraepitelinés neoplazijos (PIN) méginiais, ir
nustatytas RASSF1 metilinimo lygio didéjimas vykstant kancerogenezei [34].

Kadangi keliy geny rinkinio metilinimas daznai rodo auksStesn¢ diagnosting ir/ ar
prognostine verte, jvairios geny kombinacijos yra tiriamos ir PV atveju [34-36]. Sio
tyrimo metu trijy geny rinkinio — RARB, GSTP1 ir RASSF1 — jautrumas sieké 85,2%,
analizuojant PV audinius, ir 60,1% ligoniy Slapime. Kiti autoriy darbuose 2-4 geny
rinkinio metilinimas PV audiniuose sieké daugiau nei 85% [35,36] ir buvo Zemesnis
(>50%) Slapime [37,38]. Nors GSTP1 yra dazniausiai metilintas genas PV ligoniy
Slapimo nuosédose (apzvelgta [39]), musy tyrime didziausias metilinimo daznis (45%) ir
intensyvumas (apie 20%) nustatytas RASSF1 atveju. Ankstesniais tyrimais yra parodytas
ir dar aukstesnis Sio geno metilinimo Slapime daznis (>73%) [37]. Daznas ir palyginti
intensyvus Sio geno metilinimas Slapime rodo jo pritaikymo galimybes praktikoje,
neinvazinéje diagnostikoje. Sio tyrimo metu RARB ir GSTP1 metilinimas Slapime
nustatytas reciau, taciau buvo specifiskas PV, kas atitinka neseny metaanaliziy duomenis
[40,41]. Palyginti Zemas Zymeny jautrumas organizmo skys¢iuose yra dazna problema
[40,41] ir i$ dalies gali buiti paaiSkintas itin besiskirian¢iu véziniy lagsteliy DNR kiekiu
jvairiy nevéziniy lasteliy (ir jy nuolauzy) kontekste, kuriy Slapime gali biiti gana daug. Ir
vis délto dél auksto specifiSkumo tokie tyrimai galéty bati pritaikyti ligoniui paskiriant ar
kei¢iant gydymo strategija, kaip minima ir kity autoriy darbuose [42].

Kaip parodyta ir ankstesniy tyrimy metu [43], vélesné naviko stadija ir aukstesnis
Gleason balas Siame tyrime turéjo nepriklausomg prognosting verte. Vieno konkretaus
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geno promotoriaus metilinimas retai nustatomas kaip nepriklausomas prognostinis
rodiklis (apzvelgta [44]). Sio tyrimo metu nustatyta RASSF1 metilinimo PV audiniuose
sasajos su PSA ir BCP. Ligoniy, kuriems diagnozuotas Gleason 6 navikas, t.y. zemos ir
vidutinés rizikos PV atvejy, audiniuose nustatytas RASSF1 metilinimas modelyje kartu
su pT buvo reikSmingas zymuo prognozuojant BCP. Tokia sgsaja nustatyta ir
analizuojant RASSF1 metilinimg ligoniy $lapime. Tai pirmas tyrimas, parodes DNR
metilinimo Zymens prognosting verte, analizuojant PV ligoniy $lapimg. Tokios sgsajos
nustatymas, esant tik Gleason 6, bet ne aukStesnio balo navikams, galéty buti
paaiSkinamas didesniu pastaryjy naviky heterogeniSkumu. Tai pagrindzia ir neseniai
jvestas Gleason 7 naviky skirstymas j 3 + 4 ir 4 + 3 grupes dél smarkiai besiskirian¢ios
prognozeés vienu ir kitu atveju [45]. Be to, genominio masto PV tyrimy duomenys rodo,
kad Kiti prognostiniai veiksniai galéty uzgozti RASSF1 metilinimo svarbg vélesniy
stadijy PV. Nors GSTP1 metilinimas yra itin daznai tiriamas PV, duomenys apie $io
Zymens prognostine verte vis dar ilieka priestaringi [43]. Sio tyrimo rezultatai parodé,
kad nors GSTP1 metilinimas buvo susijes su blogesnés prognozés rodikliais, tiesioginés
sasajos su BCP nenustatyta. Geny rinkiniy metilinimo tyrimas galéty turéti didesne
prognosting verte, nuspé&jant agresyvaus PV vystymasi.

Siuo metu jau yra prekiaujama DNR metilinimo Zymeny pagrindu sukurtu
molekuliniu PV testu ,,ConfirmMDx for Prostate Cancer®, kurio kurimas ir klinikinis
testavimas vykdytas panaSiu metu, kaip ir Siame darbe apraSyti tyrimai. Siekiant
palengvinti gydymo sprendimo priémimg po neigiamos biopsijos, testu yra vertinamas
trijy NSG metilinimas, du i§ kuriy (GSTP1 ir RASSF1) buvo jtraukti ir j §j tyrima. Sis
epigenetinis testas jau yra jtrauktas ;] 2016 m. EAU-ESTRO-SIOG prostatos véZzio
diagnostikos ir gydymo gaires [13], o tai yra puikus DNR metilinimo tyrimy pritaikymo
praktikoje pavyzdys.

Sios tyrimo dalies metu gauti rezultatai parodé, kad keliy NSG metilinimo analizé
galéty suteikti papildomos informacijos apie PV agresyvumg, 0 RASSF1 promotoriaus
metilinimas galéty biti potencialiu blogesnés prognozés Zymeniu zemos ir vidutinés
rizikos PV serganciy ligoniy audiniuose ar Slapimo nuosédose. Reikalingi tolimesni
tyrimai Sio Zymens prognostinio potencialo jvertinimui.

Naujy prostatos véZio DNR metilinimo zZymeny identifikavimas

Spartus naujy technologijy vystymasis sudaré galimybes vykdyti jvairiy naviky
genominio masto metilinimo tyrimus, kurie pirmiausia buvo orientuoti j naujy Zymeny
paieska, galin¢iy pranokti iki Siol nustatytus savo jautrumu ir specifiSkumu véziui.
Pastaryjy mety epigenominiai tyrimai leido padaryti keleta reikSmingy jzvalgy
analizuojant PV epigenomg bei identifikuoti didel; skai¢iy naujy potencialiy DNR
metilinimo Zymeny. Taciau tik keletas i$ jy buvo sékmingai validuoti klinikiniy méginiy
imtyse, dazniausiai tik vienoje, jei IS viso buvo toliau tiriami [3].

Siame tyrime naujy diagnostiniy ir prognostiniy DNR metilinimo Zymeny paieska
vykdyta taikant DNR metilinimo profiliavimg mikrogardelémis nedideléje grupéje
iSsamiai charakterizuoty atvejy. Kaip ir ankstesniuose tyrimuose [3,46], daug reikSmingy
metilinimo skirtumy nustatyta tarp PV ir NPA méginiy bei lyginant atvejus su BCP ir be
BCP. Skirtumai identifikuoti jvairiuose genuose, susijusiuose su biologiniais procesais,
kurie daznai biina pakite vystantis ir progresuojant véziui. Metilinimo skirtumy rasta tiek
geny kiinuose ar promotoriuose, tiek ir intergeninése srityse [47]. Be to, daugelis geny,
kuriy metilinimo skirtumai buvo didziausi ir/ ar reikSmingiausi, iki Siol néra buve
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identifikuoti kaip potencialtis PV Zymenys. Panasios tendencijos stebimos ir kity autoriy
darbuose [3,47]. Be skirtingo dydzio ir struktliros im¢iy bei taikyty analizés metody,
manytina, kad tai gali lemti PV budingas heterogeniSkumas ir daugybiniy zidiniy
formavimasis.

Remiantis gautais visuminés metilinimo analizés duomenimis, tolimesniems
tyrimams buvo atrinkta 10 baltymus koduojan¢iy geny (PRKCB, CCDC181,
ADAMTS12, ZMIZ1, FILIP1L, NAALAD2, KCTD8, EPAS1, NEK9 ir CD44), kuriy
promotoriaus metilinimas buvo tiriamas 129 PV, 35 NPA ir 17 GPH méginiy. Trijy geny
rinkinio — PRKCB, CCDC181 ir ADAMTS12 — jautrumas ir specifiSkumas PV sieké
atitinkamai 94,6% ir >88,6%. Siy geny metilinimas taip pat buvo sékmingai detektuotas
ir ligoniy Slapime, kas rodo $iy nayjy Zymeny potencialg neinvazinéje diagnostikoje.
Daugelis i§ Siy geny prostatos audiniuose tyrinéti mazai arba i§ viso netirti, o jy
prognostiné verté beveik neanalizuota jokio tipo navikuose.

Iki Siol PRKCB promotoriaus metilinimas buvo tirtas tik plauciy navikuose, kur
nustatytas metilinimo lygis sieké apie 25% [48]. Idomu tai, kad TCGA plauciy vézio
imtyje autoriai nustaté sgsajg tarp dviejy konkreciy CpG metilinimo ir §io geno raiSkos
sumazéjimo [48]. PanaSiai Siame tyrime nustatéme mazesng PRKCB raiska prostatos
navikuose, kuriuose Sio geno promotorius buvo metilintas. PRKCB metilinimas buvo
aptiktas ir ligoniy Slapime. Yra parodyta, kad poveikis demetilinanc¢ia medziaga atstato
Sio geno raiSkg [49], kas jrodo, jog metilinimas yra svarbus §i0 geno raiSkos reguliacijai.
TacCiau tokie duomenys priestarauja kity autoriy darbams, kuriais nustatytas PRKCB
raiSkos padidéjimas ir atitinkamai onkogeninis Sio geno vaidmuo prostatos
kancerogenezéje [50,51]. Metzger et al. parodé, kad PRKCB saveikauja su KDM1A bei
androgeny receptoriumi (AR) ir taip lemia nuo AR priklausomy geny (pvz., KLK3,
koduojan¢io PSA) raiska progresuojant PV [51]. Zinant, kad PRKCB koduoja kelias
skirtingas izoformas, promotoriaus metilinimo reik§mé Sio geno raiskai ir jo koduojamy
baltymy funkcijoms PV reikalauja iSsamesniy tyrimy.

CCDC181 koduojamo baltymo funkcijos iki Siol nezinomos. PV specifinj Sio geno
promotoriaus metilinimg pirmg kartg aprasé Haldrup et al. ir véliau Moller et al. [52,53].
Siame tyrime CCDC181 buvo daZniausiai metilintas (91,5%) i§ 10 analizuoty geny, o
specifiskumas véziui sieké 100%. Be to, Sio geno metilinimas buvo nustatytas ir PV
ligoniy Slapime. Nors Sioje analizéje CCDC181 prognostinés vertés nepavyko nustatyti
nei Lietuvos, nei TCGA PRAD imtyse, Sio geno promotoriaus metilinimo rySys su BCP
buvo parodytas dviejose PV imtyse kitame tyrime [52].

Su angiogeneze siejamo ADAMTS12 geno metilinimas PV ankséiau néra tirtas. Sio
tyrimo metu ADAMTS12 metilinimas buvo daznas navikuose (84,5%) ir pasizyméjo
aukstu specifiSkumu véziui (100%). ADAMTS12 promotoriaus metilinimg taip pat
pavyko nustatyti ir PV ligoniy $lapime. Sio geno promotoriaus metilinimas ir raidkos
nutildymas buvo nustatytas storosios zarnos vézio atveju ir buvo susijges su ligos
progresija [54]. Siame tyrime ADAMTS12 metilinimas navikuose buvo daznesnis tais
atvejais, kai ligoniui nustatyta BCP.

NAALAD2 priklauso vadinamyjy NAALADaziy geny Seimai, kuriai priklauso ir
pladiai PV tyrin¢jamas prostatos specifinio membraninio antigeno genas
(FOLH1/PSMA). NAALAD2 daugiausia yra analizuotas i§ biocheminés pusés, o geno
promotoriaus metilinimas iki $iol netirtas. Sio geno analizé Lietuvos PV imtyje atskleidé
palyginti auksta jautrumg (72,1%) ir specifiSkuma (100%). Be to, NAALAD2
promotoriaus metilinimas turéjo nepriklausoma verte prognozuojant BCP ir sustiprino
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patologiniy rodikliy (pT, ISUP laipsniy grupés) prognosting vert¢ daugiamaciuose
modeliuose. Tolimesni tyrimai reikalingi, siekiant tiksliau iSsiaiskinti Sio zZymens
potencialg PV diagnostikoje ir prognozéje.

ZMIZ1 geno, koduojanéio transkripcijos veiksnj (geriausiai iStirtg kaip nuo AR
priklausomos raiskos reguliatoriy), promotoriaus metilinimas buvo daznas PV ir taip pat
vidutiniskai daznas NPA méginiuose (37,1%), taCiau dazniy skirtumas buvo statistiskai
patikimas. MaZesné geno raiska koreliavo su aukstesniu promotoriaus metilinimu TCGA
PRAD kohortoje, tac¢iau Lietuvos imtyje toks rySys nenustatytas. Tikétina, kad Kiti
epigenetiniai mechanizmai, be DNR metilinimo, galéty lemti Sio geno raiSkos
reguliavimg. Ankstesniais tyrimais parodyta, kad ZMIZ1 saveikauja su KLK3 geno
promotoriumi ir tokiu budu galéty biiti svarbus PV progresuojant | kastracijai atsparia
vézio formg [55]. Atitinkamai, Sio tyrimo metu nustatyta, kad ZMIZ1 metilinimo buklé
kartu su PSA koncentracija turé¢jo prognosting verte daugiamaciame modelyje. Iki Siol
ZMIZ1 promotoriaus metilinimas navikuose netirtas, todél jo vaidmuo PV vystymesi ir
ligai progresuojant kol kas néra aiskus.

Kaip ir ankstesniame tyrime [56], FILIP1L promotorius buvo daznai metilintas PV
audiniuose (84,5%) ir pasizyméjo specifiSkumu véziui (>88,6%), lyginant su NPA ir
GPH. Sio geno promotoriaus, ypaé siejamo su 2 izoforma, metilinimas koreliuoja su
raiSkos sumazéjimu jvairiuose navikuose, jskaitant PV [57]. Be to, ankstesniais tyrimais
taip pat parodytas rySys tarp Sio geno metilinimo ir/ ar raiSkos sumazéjimo bei
invazyvaus vézio fenotipo [57]. Sio tyrimo metu reik§mingy metilinimo sasajy su BCP
bukle ar kitais klinikiniais-patologiniais rodikliais nenustatyta, ka galéjo lemti grieztas
tik nemetastatiniy PV atvejy jtraukimas j imtj.

Kity tirty geny (KCTD8, CD44, EPAS1 ir NEK9) rezultatai buvo maziau
perspektyvils, pirmiausia del palyginti reto arba visiS8kai nenustatyto metilinimo PV
audiniuose. CD44 genas j tyrima buvo jtrauktas palyginimui, atsizvelgiant j kity autoriy
nustatytg $io geno promotoriaus metilinimo ry$j su blogesne ligos prognoze [28], taciau
Lietuvos imtyje Sio Zymens prognostiné verté nenustatyta. Genai EPASL ir NEK9 buvo
jtraukti j tyrima, remiantis metilinimo skirtumais tarp progresavusio ir neprogresavusio
PV, taciau nenustacius nei vieno metilinimo atvejo pradinéje PV ir NPA imtyje Siy geny
tyrimas nebuvo tesiamas. EPAS1 metilinimas buvo nustatytas tiriant kitus navikus [58],
taciau NEK9 atveju tokiy tyrimy kol kas néra.

MiRNR motininiy geny metilinimas prostatos navikuose

Per pastargjj deSimtmetj miRNR vaidmuo lastelés homeostazeje ir vézio vystymesi
tapo placiai pripazintu. Gausiai atliekami tyrimai atskleidé platy miRNR raiskos poky¢iy
spektrg. Nors mechanizmai, keiiantys miRNR raiSka, néra galutinai aiskas, miRNR
raiSkos nuslopinimas metilinant promotoriaus sritis yra svarbus reiskinys, lemiantis
poky¢ius jvairiy naviky, jskaitant ir PV, miRNR raiskos profiliuose [59,60].

Sio tyrimo metu buvo identifikuotas PV specifinis mir-155 motininio geno
promotoriaus metilinimas, susijes Su mazesne Sios MIRNR raiSka. Iki Siol DNR
metilinimas, kaip mir-155 raiSkos reguliavimo mechanizmas, yra tirtas kraties navikuose
[59], daugingéje mielomoje [61] ir skrandzio vézio Igsteliy linijose [62], taCiau analizé PV
audiniuose kol kas nebuvo atlikta. Dél reguliuojamy taikiniy jvairovés miR-155-5p yra
laikoma daugiafunkcine, remiantis nevienareik§miais skirtingy lokalizacijy naviky
tyrimy duomenimis [63,64]. Tai galéty buti i§ dalies paaiSkinama dél skirtingos tirty
imciy sudéties ar naudoty modeliniy sistemy.
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MiR-152 yra daznai jvairiame kontekste tiriama miRNR, taéiau tik keliose
publikacijose apraSyti tyrimai, kuriuose analizuota Sios miRNR raisSkos ir CpG salos
metilinimo sgsaja [65]. Be reikSmingo metilinimo daznio skirtumo tarp PV ir kontroliniy
méginiy, misy tyrimy rezultatai parodé, kad mir-152 motininio geno promotorius taip
pat buvo dazniau metilintas aukStesnés ISUP laipsniy grupés navikuose. Be to, mir-152
metilinimas buvo patikimai susijes su aukstesne PSA koncentracija, kas rodo potencialia
klinikine reik§me. Su promotoriaus metilinimu susijes miR-152 inaktyvinimas parodytas
ir PV lasteliy linijose kity autoriy atlikty tyrimy metu [60]. Be to, mazesné $ios miRNR
raiSka buvo dazniau nustatyta afroamerikieciy nei kaukazoidy PV audiniuose [60].

Neseniai parodyta, kad mir-137 lokuso metilinimas yra reikSmingas jvykis skirtingy
tipy navikuose [59,66] bei lokalizuotg ir kastracijai atspary PV imituojanc¢iuose Igsteliy
linijy modeliuose [67]. Siame tyrime daznesnis mir-137 motininio geno promotoriaus
metilinimas nustatytas PV, palyginus su NPA ir GPH. Tadiau su promotoriaus
metilinimu sietinas miR-137 raiskos nuslopinimas buvo nustatytas tik TCGA PRAD
imtyje, ka tikriausiai lémeé palyginti maZesnis meéginiy skaicius Lietuvos imtyje.

ISgyvenamumo analizé atskleidé mir-155, mir-152 ir mir-31 motininiy geny
promotoriaus metilinimo nepriklausomg verte vienmaciuose ir daugiamaciuose
modeliuose, prognozuojant BCP, kuri taip pat sustiprino klinikiniy-patologiniy rodikliy
prognostinj potencialg. Mir-155 metilinimas atskirai ar kartu su mir-152 metilinimu buvo
reikSmingas rodiklis prognozuojant ligoniy, kuriy navikuose nenustatyta TMPRSS2-ERG
raiSka, iSgyvenamumg be BCP. Nepaisant zemo metilinimo daznio navikuose, mir-31
sustiprino pT ir ISUP laipsniy grupés prognosting verte Lietuvos ir TCGA PRAD
imtyse. Daugiausia tyrimy, kuriuose vertintas miRNR prognostinis potencialas, yra
atlikta miRNR raiSkos lygmenyje [68], o epigenetinio miRNR raiskos slopinimo tyrimy
néra daug [69]. Ankstesniy tyrimy duomenys rodo, kad miR-155, miR-152, miR-137 ir
miR-31 bei kity navika slopinan¢iy miRNR rai$kos praradimas gali biti susictas su BCP
ar ligos progresija PV atveju, tafiau dauguma tokiy tyrimy atlikti vaistams atspariy
véziniy lgsteliy linijose ir tik retai klinikiniuose méginiuose [8,60,68].

Pastaryjy mety tyrimai rodo, kad miRNR raiskos dereguliacija gali nulemti DNR
metilinimo bei histony modifikacijy profiliy pokycius (apzvelgta [70]). Todél atlike
miRNR taikiniy analize 6-iose duomeny bazése, atsirinkome 3 su epigenetine reguliacija
susijusius genus tolimesnei analizei. DNMT1 genas yra zinomas kaip miR-152-3p
taikinys gimdos navikuose [71] ir PV lgsteliy linijose [60], 0 miR-155-5p atveju
nustatytas tik bioinformatiniais metodais ir silpnai pagrjstas eksperimentiskai [72]. Miisy
tyrimo duomenys parodé aukstesng DNMT1 raiskag PV ir NPA, palyginus su GPH.
Atitinkamai, ankstesniuose tyrimuose DNMT1 raiska buvo aukstesné, esant metilintam
mir-152 motininio geno promotoriui, ta¢iau mir-155 atveju patikimos sgsajos nebuvo.
TCGA imtyje stebéta abiejy miRNR motininiy geny promotoriaus metilinimo koreliacija
su DNMT1 raiSka. Be epigenetinés DNMT1 raiSkos reguliacijos, neseniai parodytas
tiesioginis miR-155-5p prisijungimas prie DNMT1 baltymo katalitinés srities [73]. Tali
rodo miR-155-5p funkcinés analizés poreikj vézio lgstelése.

Lizino demetilazés atlieka svarbius vaidmenis vykstant PV progresijai, konkreciai,
peréjimui i§ nuo androgeny priklausomos | nuo androgeny nepriklausoma biisena.
KDM1A yra pirmoji identifikuota ir geriausiai istirta lizino demetilazé. Sgveikaudama su
AR, KDM1A paSalina H3K9me1/2 represines zZymes ir taip aktyvina AR signalinj kelig
[74,75]. Musy tyrimas neparodé KDM1A raiskos skirtumy tarp PV ir NPA méginiy ar
pagal BCP biikle Lietuvos imtyje. Taciau aukStesné KDM1A raiSka, kaip nepriklausomas

37



rodiklis ar modelyje su Kkitais, turéjo prognosting verte nuspéjant ligoniy iSgyvenamuma
be BCP ir/ ar be ligos progresijos TCGA PRAD imtyje. KDM1A aukstesnés raiskos
sasaja su didesne PV progresijos rizika parodyta ir kity autoriy darbuose [74].

Neseniai atliktas tyrimas atskleidé kritiSkai svarby KDMIA vaidmenj tiek
TMPRSS2-ERG susiformavimui, tiek ir sulietinio transkripto raiSkai [76]. Atitinkamai,
mes nustatéme reikSmingai didesnge KDM1A raiSkg PV navikuose, kuriuose vyko ir
TMPRSS2-ERG raiSka. KDM1A yra eksperimentiSkai patvirtintas miR-137 taikinys [77],
0 miR-155-5p atveju saveika su $ia lizino demetilaze yra tik spéjama. Sio tyrimo
duomenimis, aukStesné KDM1A raiSka vyko navikuose su metilinta mir-155 motininio
geno promotoriaus biikle tiek Lietuvos, tiek ir TCGA imtyse, taciau analogiSka sasaja su
mir-137 metilinimu nustatyta tik pastarojoje. Atsizvelgiant j kity autoriy neseniai
publikuotus duomenis [76] bei Sio tyrimo metu nustatytas patikimas sgsajas, manytina,
jog TMPRSS2-ERG geny susiliejimas galéty biiti lemiamas mir-137 motininio geno
promotoriaus metilinimo, kaip pirminio pokyc¢io (24 pav.).

miR-137
KDM1A — KDM1A

—mi”-*;rj ~— —M'-[/J ~—

MIR137THG MIR137 MIR137HG MIR137

TMPRSS2

| TMPRSS2-ERG susiliejimas |

2850kb

i

? 5-metilcitozinas f X

? nemodifikuotas citozinas
KDM1A dimetilinimas lizino 114 padétyje (K114me2)

24 pav. Spéjamas mir-137 motininio geno (MIR137HG) promotoriaus metilinimo vaidmuo
TMPRSS2-ERG susiformavime, dalyvaujant KDM1A (adaptuota pagal [76]).

Padidéjusi kitos lizino demetilazés geno, KDMS5B, raiSka ir anksCiau nustatyta PV
audiniuose [78]. Atitinkamai, KDM5B raiskos skirtumai nustatyti prostatos audiniuose ir
Sio tyrimo metu. Kaip ir KDM1A atveju, KDM5B raiska buvo aukstesné navikuose,
kuriuose aptiktas ir TMPRSS2-ERG transkriptas. Si lizino demetilazé neseniai
identifikuota kaip miR-137 taikinys PV lgsteliy linijose [67], o analogiSka sgveika
miR-155-5p atveju kol kas parodyta tik bioinformatiniais metodais. Miisy ziniomis, §io
tyrimo metu pirmg kartg auksStesné KDM5B raiSka buvo susieta su mir-137 ir mir-155
motininiy geny promotoriaus metilinimu. Sios sasajos buvo nustatytos ir TCGA imtyje,
taciau tiesioginiai eksperimentiniai jrodymai yra baitini jy patvirtinimui. Ankstesniais
tyrimais parodyta, kad KDMS5B, kaip ir KDMI1A, saveikauja su AR ir veikia kaip
onkogenas [78], nors mechanizmas néra iki galo suprastas. Tai rodo, kad lizino
demetilazés atlieka sudétingus vaidmenis PV, kurie turéty biti iSaiskinti ateityje.

Apibendrinant, atlikti tyrimai leido identifikuoti grupe naujy prostatos vézio DNR
metilinimo Zymeny, pasizyminc¢iy diagnostine ir/ ar prognostine verte, galin¢ia pralenkti
ar pagerinti §iuo metu zinomy (ir taikomy) rodikliy potencialg. Tikétina, kad per kelerius
artimiausius metus rinkoje pasirodys nauji DNR metilinimo analizés pagrindu veikiantys
testai, padésiantys ne tik anksti diagnozuoti PV, bet ir kuo anks¢iau numatyti ligos
vystymosi eigg bei, rySium su tuo, leisiantys paskirti labiausiai konkre¢iam ligoniui
tinkant] gydyma.
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ISVADOS

1. Prostatos navikuose geny RARB, GSTP1 ir RASSF1 promotoriaus metilinimo
dazniai buvo >54,1%, o geny MGMT, DAPK1, p16 ir pl4 — <25,5%. Bendras
tyrimo jautrumas pagal geny RARB, GSTP1 ir RASSF1 metilinima buvo 85,2%, o
specifiskumas sieké 62,2% ir 47,1%, atitinkamai palyginus su NPA ir GPH
meéginiais.

2. PV serganciy ligoniy Slapime geny RASSF1, RARB ir GSTP1 metilinimo dazniai
buvo atitinkamai 44,7%, 29,2% ir 11,1%. Bendras Sio tyrimo jautrumas pagal tris
genus sieké 60,1%, o specifiSkumas buvo 68,8%, palyginus su GPH atvejais.

3. RASSF1 ir DAPK1 promotoriaus metilinimas prostatos navikuose turéjo
nepriklausomg prognosting verte iSgyvenamumo be BCP trukmei (abu
P <0,0500). Ligoniy, kuriems diagnozuotas Gleason 6 baly navikas, PV
audiniuose ir Slapime RASSF1 metilinimas buvo reikSmingas prognostinis
rodiklis, analizuojant kartu su naviko stadija pT (abiejy modeliy P < 0,0010).

4. ReikSmingi (P < 0,0500) metilinimo skirtumai buvo nustatyti 1143 baltymus
koduojanc¢iuose (FC > 1,5) ir 522 miRNR motininiuose genuose (FC > 1,2),
palyginus PV ir NPA méginius, bei 1804 baltymus koduojanciuose (FC > 1,2) ir
129 miRNR motininiuose genuose (FC > 1,2), palyginus progresavusius ir
neprogresavusius PV atvejus. Biologiniai ir molekuliniai procesai, vykstantys
véziul vystantis ir progresuojant, buvo daznai praturtinti skirtingai tarp grupiy
metilinty geny.

5. Geny PRKCB, CCDC181, ADAMTS12, ZMIZ1, FILIP1L, NAALAD2 metilinimo
dazniai buvo >72,1%, o geny KCTD8 ir CD44 nevirsijo 35,7%. Tik nemetilinta
promotoriaus biiklé (0%) nustatyta EPAS1 ir NEK9 atveju. Bendras jautrumas PV
pagal genus PRKCB, CCDC181 ir ADAMTS12 buvo 94,6%, o specifiSkumas
sické 88,6% ir 100%, atitinkamai lyginant pagal NPA ir GPH. Metilinta
promotoriaus buklé buvo patikimai susijusi su mazesne PRKCB, CCDC181,
ADAMTS12 ir NAALAD?2 raiska PV audiniuose (visi P < 0,0001). PRKCB,
CCDC181 ir ADAMTS12 metilinimas taip pat buvo aptinkamas PV ligoniy
Slapime.

6. PRKCB, ADAMTS12 ir NAALAD2 promotoriaus metilinimas prostatos navikuose
turé¢jo nepriklausomg prognosting verte iSgyvenamumo be BCP trukmei (visy
modeliy P < 0,0500). PRKCB ir NAALAD2 metilinimas papildé naviko stadijos
pT ir ISUP laipsniy grupés prognosting verte modeliuose (visi P < 0,0001).

7. Mir-155, mir-152 ir mir-137 motininiy geny promotoriaus metilinimo dazniai PV
buvo nuo 14,7% iki 64,3% ir reikSmingai skyrési nuo dazniy NPA ir/ ar GPH (visi
P < 0,0500). Mir-31 ir mir-642a, -b motininiy geny metilinimas buvo retas
(<5,4%). Mir-155 motininio geno promotoriaus metilinimas koreliavo su mazesne
miR-155-5p raiSka (P = 0,0375), o mir-137 motininio geno metilinimas buvo
daznesnis navikuose, kuriuose nustatyta TMPRSS2-ERG raisSka (P = 0,0010).

8. Mir-152 ir mir-31 motininiy geny promotoriaus metilinimas turéjo nepriklausoma
prognostinj potencialg ir papildé pT ir/ ar ISUP laipsniy grupés verte,
prognozuojant iSgyvenamuma be BCP (visy modeliy P < 0,0500). Tiriant navikus,
kuriuose nenustatyta TMPRSS2-ERG raiSka, mir-155 motininio geno
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promotoriaus metilinimas, atskirai ar kartu su mir-152, buvo prognostinis
iSgyvenamumo be BCP rodiklis (abiejy modeliy P < 0,0500).

. Aukstesné KDM5B raiska vyko PV méginiuose, kuriuose nustatyta metilinta
mir-155 ar mir-137 motininiy geny promotoriaus btklé, o KDM1A ir DNMT1
raiskos padidéjimas buvo susijes atitinkamai su mir-155 ir mir-152 metilinimu
(visi P < 0,0500). Aukstesné KDM1A ir KDM5B raiska vyko PV méginiuose,
kuriuose nustatyta TMPRSS2-ERG raiSka (abu P < 0,0050).
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kritines pastabas, suteiktas galimybes pristatyti tyrimy rezultatus tarptautiniuose
renginiuose ir paramg visy studijy metu.

Dékoju prof. Juozui Rimantui Lazutkai, prof. Feliksui Jankevi€iui ir visiems
projekty vykdytojams, kuriy pastangomis ambicingi uzsibrézti tikslai tapo jgyvendinami.

Esu dékinga Neringai Kalinauskaitei uz pagalbg Zengiant pirmuosius savarankiskus
zingsnius laboratorijoje. Taip pat dékoju Monikai Dubikaitytei, Ievai Raulusevidiiitei,
Deividui RaZanauskui, AgnieSkai Mackoit bei visiems Kitiems studentams,
prisidéjusiems prie prostatos vézio DNR metilinimo tyrimy.

Dékoju nuolat besikeigiandiai Zmogaus genomo tyrimy grupei ir visam buvusios
Botanikos ir genetikos katedros kolektyvui uz malonig darbo atmosfers, fizing ir
moraling pagalbg, kai tik jos reikéjo, ir, Zinoma, nepamirStamas linksmai praleistas
atokvépio nuo darby akimirkas.

Nuosirdziai dékoju visiems ligoniams ir jy artimiesiems, sutikusiems duoti méginius
moksliniams tyrimams.
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SANTRAUKA (angly kalba)

Despite the emerging improvements in diagnosis and treatment, prostate cancer
(PCa) remains one of the most prevalent malignancies and a leading cause of death in
men. Early diagnosis of PCa, as well as the selection of the most proper treatment
strategy, is critical for successful management of the disease. Although the introduction
of PSA test has significantly decreased the numbers of men diagnosed with already
metastatic PCa, it has also resulted in the increase of overdiagnosis and/ or overtreatment
of men with non-life threatening disease. This encouraged the search of new molecular
tools with better performance in risk stratification. DNA methylation of tumor
suppressor genes is a potential source of such biomarkers.

In the first stage of the present study, we tested a panel of RARB, GSTP1, RASSF1,
MGMT, DAPK1, p16™“9/CDKN2A, and p14"*"/CDKN2A promoters for the DNA
methylation status in 149 PCa tissues and 253 urine samples from PCa patients. Aberrant
methylation of at least one of the genes was identified in 90.6% of PCa cases, and the
most informative biomarkers were RASSF1, GSTP1, and RARB. Methylation analysis of
this 3-gene panel in urine showed 60.1% sensitivity and 68.8% specificity for PCa.
Moreover, in patients with Gleason score 6 tumors, RASSF1 methylation together with
pT were significant predictors of biochemical disease recurrence (BCR) when analyzed
in tissue or urine samples.

Although the obtained results were promising, the relatively low methylation
frequencies and specificity for PCa in Lithuanian cohort encouraged to search for new
biomarkers with better performance. Therefore, the second stage of the study was
oriented towards identification and validation of novel DNA methylation biomarkers. A
set of 9 PCa paired noncancerous prostate tissue (NPT) pairs of well-characterized PCa
cases were selected for the initial screening using DNA methylation microarrays.
Changes in methylation of protein-coding and miRNA host genes were abundant in PCa
and affected specific biological and molecular processes associated with tumor
development and progression. Based on comparisons by tissue histology and BCR status,
10 protein-coding and 5 miRNA host genes were selected for validation in an expanded
set of 129 PCa, 35 NPT, and 17 benign prostatic hyperplasia (BPH) samples. The
prostate cancer (PRAD) dataset of The Cancer Genome Atlas project (TCGA) was
utilized as an independent validation cohort.

Methylation frequencies of the protein-coding genes were >72.1% for PRKCB,
CCDC181, ADAMTS12, ZMIZ1, FILIP1L, and NAALAD?2, but did not exceed 35.7% for
KCTD8 and CD44, while only unmethylated promoter status (methylation frequency
0%) was observed for EPAS1 and NEK9. The combined sensitivity for PCa of PRKCB,
CCDC181, and ADAMTS12 was 94.6%, while the specificity reached 88.6% and 100%
analyzing NPT and BPH, respectively. Methylated promoter status was associated with
lower expression levels of PRKCB, CCDC181, ADAMTS12, and NAALAD2 in PCa (all P
< 0.0001) and the similar associations were observed in TCGA data. Methylation of
PRKCB, CCDC181, and ADAMTS12 was also detectable in urine of PCa patients.
Promoter methylation of PRKCB, ADAMTS12, and NAALAD2 in PCa tissues had
independent prognostic value for BCR-free survival (all models’ P < 0.0500) and
methylation of PRKCB and NAALAD?2 augmented the prognostic value of pT and/ or
ISUP grade group (all P <0.0001). However, none of the analyzed genes were predictive
for BCR-free or disease-free survival in TCGA cohort.
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Methylation frequencies of mir-155, mir-152, and mir-137 host gene promoters
ranged from 14.7% to 64.3% in PCa and significantly differed from NPT and/ or BPH
samples (all P < 0.0500), while methylation of mir-31 and mir-642a, -b host genes was
rare (<5.4%). Methylated mir-155 host gene promoter status correlated with decreased
miR-155-5p expression (P = 0.0375). Mir-137 host gene were more frequently
methylated in tumors expressing TMPRSS2-ERG fusion transcript (P = 0.0010).
Promoter methylation status of mir-152 and mir-31 host genes was independent
prognostic factors for BCR-free survival and augmented the prognostic value of pT and/
or ISUP grade group (all models* P < 0.0500). Promoter methylation of mir-155 host
gene alone or together with mir-152 was prognostic for BCR-free survival in
combination with TMPRSS2-ERG fusion-negative status (both models® P < 0.0500).
Despite the low methylation frequency in PCa, mir-31 augmented the prognostic value
of pT and ISUP grade group and also significantly predicted disease-free survival in
TCGA data analysis. Higher KDM5B expression was observed in samples with
methylated mir-155 or mir-137 host gene promoters, whereas up-regulation of KDM1A
and DNMT1 was associated with mir-155 and mir-152 methylation status, respectively
(all P < 0.0500). KDM1A and KDM5B were upregulated in PCa cases expressing
TMPRSS2-ERG fusion transcript (both P < 0.0050). Based on recent publications and the
observed associations in the present study, methylation of mir-137 host gene was
hypothesized to be a causal alteration leading to the formation of TMPRSS2-ERG fusion
in PCa through the increased KDM1A expression.

In the present study, for the first time aberrant DNA methylation was analyzed in the
Lithuanian cohort of PCa cases using both genome-wide and candidate-gene approaches.
Using clinical samples (tissues and urine), this study increased the molecular
understanding of localized PCa at the epigenetic level. Genome-wide DNA methylation
profiling led to identification of a set of novel putative biomarkers with diagnostic and/
or prognostic value that might even surpass currently available tools. Promoter
methylation of these newly identified genes was also demonstrated to be detectable in
urine of PCa patients, which shows its potential application for noninvasive testing.
Although additional validation is required, the obtained results seem to be rather
promising. Protein-coding and miRNA host genes with newly identified methylation
differences in PCa might be attractive targets for epigenetic therapeutics.
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PRIEDAI

P1 lentelé. Vienmaciai ir dvimaciai Kokso proporcingos rizikos modeliai, analizuojant navika
slopinanciy geny metilinimg (pirmasis tyrimy etapas).

Nr. Kovarianté Pavojaus rizika (95%) Kovagantes Modelio P

Vienmaciai modeliai (navikai, visi atvejai)

1 pT (3 vs. £2) 3,91 (2,29; 6,66) <0,0001 <0,0001
2 Gleason balas (27 vs. 6) 2,51 (1,54; 4,10) 0,0002 0,0005
3 Prostatos masé (kiek.) 1,00 (0,99; 1,01) 0,4916 0,5050
4 | PSA (kiek.) 1,02 (1,00; 1,04) 0,0544 0,0945
5 | TMPRSS2-ERG (taip vs. ne) 1,06 (0,50; 2,25) 0,8716 0,8709
6 | AmzZius (kiek.) 1,03 (0,99; 1,07) 0,1454 0,1403
7 | RASSF1 (Mvs. N) 2,27 (1,12; 4,63) 0,0242 0,0194
8 | DAPK1 (M vs. N) 2,55 (1,11; 5,84) 0,0276 0,0454
g | RASSFLir/ar DAPKL 2,20 (1,06; 4,54) 0,0348 0,0268

(bent vienas M vs. abu N)

Daugiamaciai modeliai (tik esant Gleason 6 navikui)

Navikai
10 [ BT Gvs.<2) 15,46 (3,35; 71,23) 0,0005 0.0007*
RASSF1 (M vs. N) 5,81 (1,08; 31,22) 0,0415 '
Slapimas
11 [T Gvs.<2) 10,59 (2,49; 45,08) 0,0015 0.0003*
RASSF1 (M vs. N) 8,78 (2,53; 30,46) 0,0007 '

M/ N — metilinta/ nemetilinta promotoriaus biiklé, kiek. — kiekybinis kintamasis, pT — patologiné naviko stadija,
PSA — prostatos specifinis antigenas, TMPRSS2-ERG - sulietinio transkripto raiskos btiklé. Reik§mingos P vertés
paryskintos.

*Atgalinis kovarianciy jvedimas.
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P2 lentelé. Molekuliniy ir klinikiniy-patologiniy rodikliy vienmaciai Kokso proporcingos
rizikos modeliai, analizuojant Lietuvos ir Vézio genomo atlaso projekto (TCGA) prostatos vézio
imtis (antrasis tyrimy etapas).

. - TCGA | TCGA
Lietuvos imtis (BCP) -
Nr. Kovarianté . - S— . (BCP_) (progresfua)
Pavojaus rizika Kovariantés | Modelio | Modelio Modelio
(95%) p p P p
Promotoriaus metilinimas

1 | PRKCB 545 (1,31 22,66) | 00203 | 0,0028 | 00795 | 02302
(M vs. N/ kiek.) 45 (1,31, 22, : ! ! !
CCcDC181 _

2 | (e, NI Kiek) 3,40 (0,47, 24.67) | 02294 | 01411 | 0,0702 | 0,7190
ADAMTS12

3 | (v N Kok >1000 0,9499 | 0,0003 | 0,0624 | 0,3107

4 | ZMIZ1 310(0,75:12,92) | 01215 | 0,0670 | 06455 | 03578
(M vs. N/ kiek.) 10 (0,75, 12, ! ! ! !

5 | HILIPIL 1,90 (0,58; 6,24) 02924 | 02517 | 0,497 | 0,0561
(M vs. N/ kiek.) 90 (0,58; 6, ! ! ! !
NAALAD2 _

6 | tve. NI Kiek) 7.81(1,87:32,69) | 00051 | 00002 | 0,0911 | 0,1695
KCTDS _

7 | e N/ Kiek) 1,41 (0,65; 3,03) 0,3865 | 0,3990 | 0,9625 | 0,8106
CD44 _

8 | (e, NI Kiek) 1,00 (0,48; 2,07) 0,9973 | 00957 | 0,054 | 03811
g | Mmir-155 2,19 (0,98; 4,91) 00574 | 00447 | 02564 | 03231
(M vs. N/ kiek.) 19 (0,98; 4, ! ! ! !

10 | Mir-152 2,63 (1,22; 5,67) 0,0142 | 00236 | 04708 | 0,7989
(M vs. N/ kiek.) 63 (1,22, 5, : ! ! !
mir-137 .

11 | (Mve N/ kiek) 1,48 (0,74; 2,96) 02753 | 0,806 | 0,0928 | 0,0122
mir-31 .

12 | (Mo, N/ Kiek) 303 (1,51;10,23) | 00052 | 00168 | 0,4990 | 0,0188

Geny raiska

13 | PRKCB (kiek.) 0,60 (0,27; 1,34) 02118 | 01836 | 0,0378 | 03147

14 | CCDC181 (Kiek.) 0,00 (0,00; 28.14) | 01329 | 01111 | 0,1856 | 0,3035

15 | ADAMTSI2 (kiek) | 2,26 (0,02; 262.82) | 0,7375 | 0,7387 | 0,0321 | 0,2170

16 | ZMIZ1 (kiek.) 0,94 (0,82; 1,09) 0,4090 | 0,3960 | 0,0548 | 0,0703

17 | NAALAD2 (kiek.) 0,00 (0,00; 0,17) 0,0205 | 0,0059 | 0,7077 | 0,9964

18 | DNMT1 (kiek.) 0,09 (0,00; 7,16) 02842 | 02648 | 02181 | 0,0033

19 | KDM1A (kiek.) 0,95 (0,84; 1,06) 0,3664 | 0,3555 | 0,0894 | 0,5037

20 | KDM5B (kiek.) 0,96 (0,75; 1,22) 0,7331 | 0,7309 | 0,0093 | 0,9132

Kiti rodikliai

21 | TMPRSS2-ERG 0,70 (0,34: 1,44) | 03328 | 03375 | na n.a.
(taip vs. ne)

22 | pT (3vs. 2) 4,32 (2,08, 8,94) 0,0001 | 0,0001 | 0,0001 | 0,0002

o3 | ISUPlaipsniygrupé | 554 5 09 499) | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
(5 grupés)

24 g(rigskt?tos mase 1,01 (1,00; 1,03) 01221 | 01461 | na. n.a.

25 | PSA (kiek.) 1,02 (1,00; 1,04) 00621 | 01048 | 04881 | 04723

26 | Amzius (kiek.) 1,00 (0,95; 1,05) 0.9470 | 0,462 | 0,4655 | 0,6256

BCP - biocheminé ligos progresija, M/ N — metilinta/ nemetilinta promotoriaus buklé, kiek. — kiekybinis
kintamasis, pT - patologiné naviko stadija, PSA — prostatos specifinis antigenas, TMPRSS2-ERG - sulietinio
transkripto raiSkos buklé, ISUP — Tarptautiné urologinés patologijos draugija, n.a. — neanalizuota. ReikSmingos P
vertés paryskintos.
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P3 lentelé. Baltymus koduojanciy geny promotoriaus metilinimo ir kity molekuliniy ir/ ar
klinikiniy-patologiniy rodikliy daugiamaciai Kokso proporcingos rizikos modeliai, analizuojant
Lietuvos ir Vézio genomo atlaso projekto (TCGA) prostatos vézio imtis (antrasis tyrimy etapas).

TCGA
Lietuvos imtis (BCP) '(I'BCCGFQ (progre-
Nr. Kovarianté sija)
Pavojaus rizika | Kovariantés | Modelio | Modelio | Modelio
(95%) P P P P
Promotoriaus metilinimas
PRKCB (M vs. N/ kiek.) 3,02 (0,73; 12,54) 0,1306
1 - 0,0003 0,1353 0,4563
ADAMTS12 (M vs. N/ kiek.) >1000 0,9516
PRKCB (M vs. N/ kiek.) 3,22 (0,76; 13,69) 0,1157
_ 0,0002 | O, :
2 NAALAD2 (M vs. N/ kiek.) 5,77 (1,34; 24,90) 0,0195 0.1314 0,3260
ADAMTS12 (M vs. N/ kiek.) >1000 0,9528
: 0,0001 | O, :
3 NAALAD2 (M vs. N/ kiek.) 4,44 (1,05; 18,73) 0,0434 0.1132 0,3580
PRKCB (M vs. N/ kiek.) 2,83 (0,68; 11,80) 0,1542
4 |ADAMTS12 (M vs. N/ kiek.) >1000 0,9528 0,0001 | 0,2001 | 0,5197
NAALAD2 (M vs. N/ kiek.) 4,33 (1,02; 18,45) 0,0488
Geny raiSka
NAALAD2 (M vs. N/ kiek.) 5,10 (1,18; 22,08) 0,0303
5 - - 0,0007 0,2267 0,3891
NAALAD? (raiSka, kiek.) 0,00 (0,00; 2,70) 0,0828
Sulietinis transkriptas
TMPRSS2-ERG (taip vs. ne) | 1,61 (0,80; 3,27) 0,1872
® [PRKCB (M vs. N/ kiek) 530 (1.26. 22.25) | 0,0233 | O03 | na n-a
TMPRSS2-ERG (taip vs. ne) | 1,97 (0,96; 4,04) 0,0646
- 0,0003 .a. .a.
" [ADAMTS12 (M vs. N/ kiek)) >1000 0,9484 n-a n-a
TMPRSS2-ERG (taip vs. ne) | 1,48 (0,73; 3,00) 0,2748
- 0,0003 .a. .a.
8 INAALADZ Mvs. N/kiek) | 8,57 (2,04: 35.92) | 0,0035 n-a n-a
Klinikiniai-patologiniai rodikliai
pT (3 vs. 2) 3,77 (1,82; 7,84) 0,0004
- <0,0001* | 0,0002 0,0007
o PRKCB (M vs. N/ kiek.) 4,36 (1,04, 18,25) 0,0450
pT (3 vs. 2) 3,85 (1,86; 7,98) 0,0003
10 - : <0,0001* | 0,0001 | 0,0005
NAALAD2 (M vs. N/ kiek.) 6,87 (1,63; 28,84) 0,0089
ISUP laipsniy grupé i
11 [(5 grupés) 2,80 (1,80; 4,35) <0,0001 <0,0001* | <0,0001 | <0,0001
NAALAD2 (M vs. N/ kiek.) 5,51 (1,29; 23,53) 0,0219
PSA (kiek.) 1,02 (1,00; 1,05) 0,0463
12 |PRKCB (M vs. N/ kiek.) 5,34 (1,28; 22,29) 0,0221 0,0031* | 0,5813 | 0,6454
ZMIZ1 (M vs. N/ kiek.) 5,78 (0,79; 42,25) 0,0855
PSA (kiek.) 1,02 (1,00; 1,04) 0,0996
13 - 0,0163 0,7824 0,5044
ZMIZ1 (M vs. N/ kiek.) 5,78 (0,79; 42,25) 0,0855
Prostatos masé (kiek.) 1,02 (1,00; 1,04) 0,0505
. 0,0027 .a. .a.
14 TPRKCB (M vs. N/ kiek) 5,65 (1,35; 23,58) | 0,0180 na na
Prostatos masé (kiek.) 1,02 (1,00; 1,04) 0,0491
- 0,0003 .a. .a.
15 TADAMTS12 (M vs. N/ kiek)) >1000 0,9502 n-a n-a
Prostatos masé (kiek.) 1,02 (1,00; 1,04) 0,0932
: 0,0003 .a. .a.
16 INAALAD2 (M vs. N/kiek) | 7.56 (1,80: 31.66) | 0,0059 n-a n-a

BCP - biocheminé ligos progresija, M/ N — metilinta/ nemetilinta promotoriaus bitikl¢, kiek. — kiekybinis
kintamasis, pT - patologiné naviko stadija, PSA — prostatos specifinis antigenas, TMPRSS2-ERG - sulietinio
transkripto raiSkos buklé, ISUP — Tarptautiné urologinés patologijos draugija, n.a. — neanalizuota. ReikSmingos P
vertés paryskintos.
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P4 lentelé. MiRNR motininiy geny promotoriaus metilinimo ir kity molekuliniy ir/ ar
patologiniy rodikliy daugiamaciai Kokso proporcingos rizikos modeliai, analizuojant Lietuvos ir
Vézio genomo atlaso projekto (TCGA) prostatos vézio imtis (antrasis tyrimy etapas).

TCGA
Lietuvos imtis (BCP) TCGA (progre-
. (BCP) .
Nr. Kovarianté / sija)
Pavojaus rizika | Kovariantés | Modelio | Modelio | Modelio
(95%) P P P P
miRNR motininiy geny metilinimas
mir-155 (M vs. N/ kiek.) 1,83 (0,79; 4,23) 0,1581
! ! 0,0265 : :
1 mir-152 (M vs. N/ kiek.) 2,17 (0,98; 4,84) 0,0583 0.5181 0,5917
mir-155 (M vs. N/ kiek.) 1,89 (0,82; 4,35) 0,1347
! _ 0,0172 : :
2 mira1 (M vs. N/ kiek.) 3,15 (1,18; 8,42) 0,0229 0.6854 | 0,0632
mir-152 (M vs. N/ kiek.) 2,14 (0,95; 4,83) 0,0691
3 mir-31 (M vs. N/ kiek.) 2,95 (1,07, 8,12) 0,0368 0,0130 0,5551 0.0512
mir-155 (M vs. N/ kiek.) 1,67 (0,71; 3,92) 0,2417
4 | mir-152 (M vs. N/ kiek.) 1,87 (0,81; 4,29) 0,1419 0,0175 0,7529 0,1123
mir-31 (M vs. N/ kiek.) 2,62 (0,95; 7,24) 0,0648
Sulietinis transkriptas
TMPRSS2-ERG )
7 | (taip vs. ne) 0,62 (0,30; 1,29) 0,2062 0,0333 n.a. n.a.
mir-155 (M vs. N/ kiek.) 2,85 (1,14; 7,12) 0,0258
TMPRSS2-ERG 0,67 (0,32;1,41) | 0,2961
(taip vs. ne)
8 ['mir-155 (M vs. N/ kiek.) | 237(0,93;6,06) | 00732 | 00151 | na na
mir-152 (M vs. N) 2,31 (1,03; 5,20) 0,0441
Patologiniai rodikliai
pT (3 vs. 2) 4,14 (1,99; 8,61) 0,0002
- - <0,0001* 0,0003 0,0008
o mir-152 (M vs. N/ kiek.) 2,36 (1,09; 5,11) 0,0302
pT (3vs. 2) 4,30 (2,07; 8,93) 0,0001
0,0002 0,0004 0,0006*
10 I ir-137 (M vs. N/ kiek.) | 1,43 (0,71; 2,88) 0,3148
pT (3vs. 2) 4,33 (2,09; 8,99) 0,0001 . .
11 mir-31 (M vs. N/ kiek.) 3,94 (1,51; 10,30) 0,0053 <0.0001 0.0007 | 0,0007
pT (3 vs. 2) 4,47 (2,13; 9,36) 0,0001
12 | mir-152 (M vs. N/ kiek.) 2,17 1,00; 4,71) 0,0513 <0,0001 0,0013 0,0007
mir-31 (M vs. N/ kiek.) 3,57 (1,36; 9,41) 0,0103
ISUP laipsniy grupé )
13 | (5 grupés) 3,30 (2,09;5,21) <0,0001 <0,0001* | <0,0001 | <0,0001*
mir-31 (M vs. N/ kiek.) 3,23 (1,24, 8,43) 0,0172
PSA (kiek.) 1,02 (1,00; 1,04) 0,0371 .
14 mir-152 (M vs. N/ kiek.) 2,74 (1,26, 5,96) 0,0115 0.0176 0,7860 0.1818

BCP - biocheminé ligos progresija, M/ N — metilinta/ nemetilinta promotoriaus btikl¢, kiek. — kiekybinis
kintamasis, pT - patologiné naviko stadija, PSA — prostatos specifinis antigenas, TMPRSS2-ERG - sulietinio
transkripto raiSkos buklé, ISUP — Tarptautiné urologinés patologijos draugija, n.a. — neanalizuota. ReikSmingos P
vertés paryskintos.
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