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SANTRUMPOS IR PAAISKINIMAI

ADT — androgeny deprivacijos terapija

AR — androgeny receptoriai

CRISP3 — cisteinu turtingas sekrecijos baltymas 3
DNR — deoksiribonukleoriigstis

dNTP — deoksiribonukleotidtrifosfatai

FSH — folikulus stimuliuojantis hormonas

GPH — gerybiné priesinés liaukos hiperplazija
MSMB — mikrosemino baltymas beta

KAPYV — kastracijai atsparus prieSinés liaukos vézys
kDa — kilodaltonas

kDNR - kopijiné deoksiribonukleortigstis
LMTK2 — lemuro tirozino kinazé 2

MRNR — matriciné ribonukleoriigstis

PGR — polimerazés grandininé reakcija

PIN — priesinés liaukos intraepiteliné neoplazija
PSA — priesinés liaukos specifinis antigenas

PV — priesinés liaukos vézys

RNR — ribonukleoriigstis

TL-PGR - tikrojo laiko polimerazés grandininé reakcija
UV — ultravioletiniai spinduliai

VNP — vieno nukleotido polimorfizmas



IVADAS

PrieSinés liaukos vézys (PV) yra antra pagal susirgimy daznj onkologiné liga tarp vyry
visame pasaulyje [1]. PV iSsivyséiusiose Salyse vis dar iSlieka pagrindiniu piktybiniu susirgimu
bei antrgja pagrindine mirties nuo vézio priezastimi tarp vyry [2]. Pasaulio sveikatos
organizacijos duomenimis Europoje kasmet diagnozuojama apie 420 000 naujy PV atvejy. PV
sudaro apie 21% bendro vyry populiacijos sergamumo onkologinémis ligomis [3]. Tuo tarpu
Lietuvoje kasmet diagnozuojama daugiau nei 2000 naujy véZzio atvejy ir $is skai¢ius nuolatos
didéja [4].

PV etiologija néra tiksliai nustatyta, taciau zinoma keletas rizikos veiksniy, tokiy kaip
amzius, Seimos istorija bei etniné kilmé, kurie, manoma, turi jtakos PV vystymuisi [5]. Tyrimy
duomenys rodo, kad 30-40% visy ankstyvojo PV atvejy (<55 mety) lemia paveldimi veiksniai,
kas rodo Sios ligos genetinj polinkj, 0 paveldimas jautrumas neretai laikomas stipriausiu PV
rizikos veiksniu [6].

1970 metais atrastas ir pasiiilytas prieSinés liaukos specifinis antigenas (PSA) yra
prieSinés liaukos gaminamas baltymas. Tai iki Siol iSlieka svarbiausias testas, Siekiant
diagnozuoti PV bei stebéti Sios ligos eiga [7, 8]. Sergant PV PSA koncentracija kraujyje didéja.
Ir nors PSA yra specifinis priesinés liaukos zymuo, taciau jis néra specifinis navikui. Gana
daznai PSA koncentracijos padid¢jimo susieti su PV negalima, nes $is Zymuo gali buti ir
nepiktybinés priesinés liaukos ligos rodikliu [9]. Nepaisant 2006 m. Lietuvoje pradétos taikyti
,Priesinés liaukos vézio ankstyvosios diagnostikos programos serganciyjy PV pacienty
1Sgyvenamumas iSlieka vis dar mazas de¢l dazno ligos atsinaujinimo, kuris nepastebimas arba
pastebimas per vélai. Taip pat gana daznai pacientai, sergantys PV, gydomi tada, kai gydyti visai
nereikia, o pakanka tik stebéti [2, 8, 10]. Pacientams klaidingos diagnozés nustatymas lemia
pernelyg didelj skai¢iy naujai diagnozuojamy PV atvejy arba atvirk$¢iai, nepakankamg skaiciy
gydomy pacienty. D¢l Sios priezasties kiekvienais metais Jungtinése Amerikos Valstijose ir
Europoje yra atliekama beveik du tre¢daliai nereikalingy priesinés liaukos biopsijy [11]. Taip yra
dél to, kad néra pakankamai zinoma apie molekulinius mechanizmus, kurie turi jtakos PV
progresavimui. Vis dar néra patvirtinty naujy klinikiniy zymeny, kurie buty naudingi bei
reikSmingi diagnozuojant ir gydant PV, todél tyrimai Siuo aspektu yra svarbiis ir aktualas [12].

Genetinés analizés technologijy tobul¢jimas Siandien leidZia atrasti naujus Zymenis, kurie
galéty buti naudojami prognozuojant PV paplitima, pasekmes ir atsaka i gydyma. PaZangios
technologijos tokios kaip mikrogardeliy analizé ir naujos kartos sekoskaita genetiniy mutacijy
nustatymui, ateityje padéty sukurti naujus kelius klinikiniy sprendimy valdymui ir suteikty

galimybe¢ lengviau suprasti paciento vézio progresavimo rizika [2]. Tokiy zymeny kaip vieno
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nukleotido polimorfizmas (VNP) nustatymas, leisty nuspéti kliniSkai reikSmingus rezultatus
vyrams, kurie serga PV [13]. Todél, Siuo metu yra susitelkta j naujy, alternatyviy PV Zymeny,
paieska, ypac ty, kurie nuspéty ligos piktybiskumg ir padéty parinkti tinkamiausiag PV gydyma
[8]. Tokiais Zymenimis, kurie leisty atskirti kliniSkai reik§mingg PV nuo kliniSkai nereik§mingo
galéty buti CRISP3, LMTK2, MSMB geny raiSkos poky¢iy ir MSMB polimorfizmo nustatymas
kraujyje. Pastebéta, kad pacientams, sergantiems PV, didelé CRISP3 ir maza MSMB, LMTK2
raiSka kraujyje bei MSMB (rs10993994) polimorfizmo TT variantas yra siejami su padidéjusia
PV vystymosi rizika [2, 5, 14, 15].



DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Darbo tikslas — jvertinti molekuliniy zymeny reik$§me, sickiant identifikuoti kliniSkai reik§mingg

priesinés liaukos vézj.

Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti CRISP3, LMTK2, MSMB geny raiskg pacienty kraujyje bei jvertinti sgsajg su
Klinikinémis — patologinémis charakteristikomis;

2. Nustatyti MSMB geno polimorfizmo daznj pacienty kraujyje bei jvertinti sgsaja su
klinikinémis — patologinémis charakteristikomis;

3. Palyginti molekuliniy Zymeny tarpusavio sasaja identifikuojant kliniskai reik§mingg priesinés

liaukos vézj.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. PrieSinés liaukos vézys
1.1.1. PrieSiné liauka

Priesiné liauka yra fibroraumeninis, retroperitoninis organas, apjuosiantis Slapimo puslés
kaklelj ir Slaplg, pas suaugusius vyrus sverianti apie 20 g [16]. Histologiskai prieSinés liaukos
audinys skirstomas j dvi pagrindines dalis: liaukinj, kuris sudarytas i§ sekreciniy kanaly, acinusy
ir stromos, kuris sudarytas daugiausia i§ kolageno ir lygiyjy raumeny [17]. AnatomiSkai ir
biologiSkai priesinés liaukos parenchima suskirstyta j keturias zonas: perifering, centring,
tranzitoring Ir prieking fibroraumening stroma. Stebimi skirtingi proliferaciniai pazeidimai
kiekvienoje zonoje; hiperplazija dazniausiai veikia tranzitoring zong, o karcinomos atsiranda
periferiniame regione [16].

Priesinés liaukos lastelés dazniausiai yra priklausomos nuo stimuliacijos hormonais [18].
Androgenai (vyriskieji lytiniai hormonai), kaip testosteronas ir 5alfa-dihidrotestosteronas (DHT),
ypac¢ svarbiis prieSinés liaukos audinio vystumuisi ir diferenciacijai bei epiteliniy lasteliy
proliferacijai, funkcionavimui [16, 19]. Androgeny (testosteronas, DHT,
dihidroepiandrosteronas, androsteronas) sintezé daugiausiai vyksta vyro séklidése Leidigo
lastelése, taciau nedidelé dalis androgeny (androstenedionas, dihidroepiandrosteronas ir
dihidroepiandrosterono sulfatas) pagaminama ir antinkséiy zievéje [18, 20]. Testosteronas yra
pagrindinis cirkuliuojantis androgenas, kuris jungiasi su albuminu arba lytinius hormonus
sujungianéiu globulinu (angl. sex hormon binding globulin) ir tik nedidelé dalis yra laisvos
formos, kuri patenka j prieSinés liaukos epitelines Igsteles [18]. Testosteronas netiesiogiai veikia
naviko vystymasi [20]. PrieSinés liaukos Igstelése fermento 5alfa-reduktazés pagalba
testosteronas verciamas j dihidrotestosterona, kuris, yra 5 kartus aktyvesnis uz testosterona, ir yra
esminis PV lasteliy proliferacijos ir supiktybéjimo veiksnys [17, 19, 20]. Androgeny poveikis
priesinés liaukos lasteléms yra susijes su specifiniais androgeny receptoriais (AR), kurie
priklauso branduolio steroidiniy receptoriy Seimai [19]. AR veikia kaip nuo ligando priklausomi
transkripcijos veiksniai, kurie 1gstelése reguliuoja nuo androgeny priklausoma geny raiska ir yra
susije¢ tiek su gerybiniy, tiek su piktybiniy priesinés liaukos lasteliy pakitimy vystymusi [16].
PrieSinés liaukos lagstelése pasigaminus DHT, jis jungiasi su AR, vyksta $iy receptoriy
fosforilinimas ir dimerizacija. Dimerizuotos AR formos jungiasi su androgenus reguliuojanciy
geny specifiniais DNR promotoriaus regionais ir aktyving Siy geny transkripcija [21]. Be

hormony poveikio naviko augimas sustoja ar zenkliai sulétéja [18].



1.1.2. PrieSinés liaukos ligos

Bendri priesinés liaukos pazeidimai, kurie sukelia priesinés liaukos padidéjima ar
augimg, yra gerybiné prieSinés liaukos hiperplazija (GPH), prostatitas, priesinés liaukos
intraepiteliné neoplazija (PIN) ir prieSinés liaukos adenokarcinoma [16].

GPH arba mazginé hiperplazija — tai prieSinés liaukos padidéjimas, pasireisSkiantis
stromos ir epitelio Igsteliy iSveséjimu, kurj sukelia tokie procesai kaip uzdegimas ar lytiniai
hormonai. PrieSinés liaukos padidéjimas néra labai pavojingas, todél $i buklé yra vadinama
gerybiné prieSinés liaukos hiperplazija [16, 17, 22]. Tai jprasta 60 mety amziaus vyry biukleé,
kuri nustatoma beveik visiems, vir§ 80 mety amziaus, vyrams [23]. GPH sergantiems vyrams
dazniausiai pasireiSkia jvairlis apatiniy Slapimo taky simptomai ir Slapinimosi sutrikimai [16].
Kita buklé prostatitas — tai priesinés liaukos uzdegimas, kuris dazniausiai stebimas vyrams po 50
mety amziaus. Vyrai sergantys prostatitu dazniausiai skundziasi skausmu $lapimo ir lyties
laboratoriniais duomenimis, prostatitas dar skirstomas j: tmy bakterinj prostatita, 1étinj bakterinj
prostatita, létinj uzdegiminj ir neuzdegiminj prostatita (létinis dubens skausmo sindromas) bei
asimptominj uzdegiminj prostatita. DaZniausios prostatito priezastys — lytiniu keliu plintancios
ligos ir infekcijos. Umy bakterinj prostatita dazniausiai sukelia Escherichia coli bakterijos, kuris
véliau gali pereiti | 1étinj bakterinj prostatita [24]. PIN — liaukinio epitelio proliferacija su didele
citologine atipija priesinés liaukos kanaluose ir acinuose [25]. PIN — neinvazinés atipinés epitelio
lastelés su atsirandanciais gerybiniais acinusais, daZnai randamos kartu su prieSinés liaukos
adenokarcinoma. PIN, priklausomai nuo lgstelés branduolio poky¢iy, dar yra skirstoma j geros
(zemo laipsnio) ir blogos (auksto laipsnio) diferenciacijos navikus [16]. Blogos diferenciacijos
PIN Zymi in situ adenokarcinomg ir dazniausiai yra adenokarcinomos pirmtakai [26]. PIN

nustatoma apie 70% atvejy, vyrams sulaukusiems 70 mety amziaus [16].

1.1.3. PrieSinés liaukos vézys, paplitimas, ligos stadijos ir diferenciacija

PrieSinés liaukos vézys (PV) yra antras pagal daznj vézinis susirgimas tarp vyry visame
pasaulyje [27]. Remiantis Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) duomenimis, 2012 metais
sergamumas PV sudaré apie 14,8% visy vyry onkologiniy susirgimy, o mirtingumas apie 6,6%.
2012 metais Amerikos regione PV buvo diagnozuotas 412739 naujy vézio atvejy (28,4% visy
vyry susirgimy), o 85425 (12,6% vyry mir¢iy nuo vézio) vyry miré nuo Sios ligos; pietryCiy
Azijos regione diagnozuota — 38515 (4,7%) atvejy, miré — 24932 (4,0%) vyrai [3]. Tuo tarpu,
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2012 mety Lietuvos vézio registro duomenimis, Lietuvoje buvo diagnozuoti 2606 nauji Sios ligos
atvejai. Pagal vyry sergamuma piktybiniais navikais, PV yra daZniausia vyry onkologiné liga
Lietuvoje ir iSlieka antroje vietoje pagal mirciy skai¢iy nuo vézio. 2012 metais sergamumas PV
sudar¢ 29%, o nuo S$ios ligos mir¢ apie 14% visy Lietuvos gyventojy. Vyresniems nei 50 mety
amziaus vyrams tikimybé susirgti PV su amziumi didéja [4].

PrieSinés liaukos adenokarcinoma, tai vienas i§ dazniausiai diagnozuojamy véziniy
susirgimy tarp vyry ir dazniausiai nustatoma prieSinés liaukos patologiné buklé [28]. Didzioji
dalis pirminiy PV atvejy yra adenokarcinomos [16]. PrieSinés liaukos adenokarcinoma
daZniausiai atsiranda periferin¢je zonoje, todel apie 98% PV atvejy yra liaukinés kilmes;
priesinés liaukos adenokarcinomos mikroskopiné diagnozé patvirtinama remiantis liaukiniy
struktiry formavimusi [12, 28]. PrieSinés liaukos adenokarcinomos daZniausiai yra
daugiazidininés. Paprastai nustatomi bent du geografiskai skirtingi zidiniai, kurie tarpusavyje
skiriasi tiek histologiSkai, tick Glisono balu (angl. Gleason score) [12]. DaugiaZidininés
adenokarcinomos pasizymi tuo, kad jose randama invaziniy epiteliniy lasteliy [26]. Priesinés
liaukos ligos susijusios ne su adenokarcinoma svyruoja nuo gerybiniy ir piktybiniy ligy ir apima
ne vézinius infekcinius ir uzdegiminius procesus [28].

ISskiriamos PV vystymosi stadijos apima PIN, kuri toliau vystosi i lokalias invazines,
nuo androgeny priklausomas, neoplazijas ir ilgainiui i$sivysto j nuo androgeny nepriklausoma

metastazing liga (kastracijai atsparus priesinés liaukos vézys (KAPV)) (1 pav.) [29].

Normalus Priesinés liaukos I .
prieSinés == intraepiteling = AN e Metastazé

liaukos epitelis neoplazija (PIN) adenokarcinoma

1 pav. Zmogaus prie§inés liaukos véZio progresavimo schematinis vaizdas, adaptuota pagal [30]

KAPV yra apibiidinamas kaip vézys, kurio naviko Igstelés auga nepriklausomai nuo

androgeny poveikio [19]. Ankstyvos PV formos progresavimas iki kastracijai atsparios ligos yra
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susij¢s su padidéjusiu hormony signalo perdavimo aktyvumu. Didziajai daliai pacienty, kuriems
iSsivysto PV, dazniausiai yra skiriama AR antagonisty (GnRH, angl. Gonadotropin Releasing
Hormone), kurie slopina androgeny poveikj priesinés liaukos epiteliniy lasteliy proliferacijai
[31]. Taciau ankséiau ar véliau tokiy pacienty vézines lgsteles stimuliuoja minimalus androgeny
kiekis kraujyje (pvz., i§ antinks¢iy) arba jos auga nepriklausomai nuo androgeny stimuliacijos.
Tada liga ir patenka | kastracijai atspariag fazg [32]. KAPV atvejais AR ir nuo androgeny
priklausomy geny raiska islieka [31]. Pirmasis Sios ligos pozymis daznai yra padidéjusi priesinés
liaukos specifinio antigeno (PSA) koncentracija arba nutolusiy metastaziy nustatymas, pries
pacientui pasireiSkiant bet kokiems simptomams [32].

PV, priklausomai nuo naviko iSplitimo, skirstomas j lokaly, kai navikas nustatomas
lokaliai priesinéje liaukoje ir yra neisplitgs uz priesinés liaukos bei gali buti labai agresyvis,
metastazuojantys j kaulus ir kitus organus kaip kepenis, plaucius ar limfmazgius [16, 33].
Gerybiniai navikai paprastai auga létai, spausdami aplinkinius sveikus audinius, taciau, jy
neardo ir neisplinta j kitus organus (nemetastazuoja). Dél to nepakinta paciento gyvenimo
kokybé ir neprireikia aktyvaus gydymo. Tuo tarpu piktybiniai navikai skverbiasi i aplinkinius
sveikus audinius, juos ardo ir naikina [34, 35]. Be to, piktybinio naviko lastelés gali atsiskirti
nuo pradinio klono, pasklisti po visg organizmg ir nukeliaudamos j nutolusius organus [36].
Sergamumas PV yra didelis, todél mazdaug vienam i§ SeSiy pacienty gali i$sivystyti agresyvi
Sios ligos forma. Siandien tai tampa viena i§ svarbiausiy vyry sveikatos problemy visame
pasaulyje [37]. Prognozé yra gera pacientams, kuriems nustatyta lokali liga, taciau 5-eriy mety
iSgyvenamumas mazéja iki maziau nei 30% asmenims su pazengusia ligos stadija (metastaziniais
navikais). Nors metastaziniy ligy gydymui $iuo metu yra naudojama androgeny deprivacijos
terapija (ADT), atsakas | gydyma paprastai yra laikinas, o didziajai daliai pacienty vézys
progresuoja ir galiausiai i$sivysto KAPV, kuris daznai atsiranda dél mikrometastaziy [38].

Klinikiné ligos stadija (TNM), diferenciacijos laipsnis pagal Glisong ir PSA, vertinant
vézio iSplitimg ir piktybiSkuma, yra gerai zinomi PV prognostiniai veiksniai [39]. Jie ne tik
leidzia prognozuoti PV ligos eigg, bet ir lemia tinkamg gydymo taktikos parinkimg. Dazniausiai
PV lasteliy piktybiSkumas nustatomas pagal lasteliy subrendimo (diferenciacijos) laipsni; kuo
lastelés maziau subrendusios, tuo jos piktybiskesnés. Glisono balas yra dazniausiai naudojamas
priesinés liaukos adenokarcinomos piktybiskumui jvertinti. Jis zymimas skaiciais nuo 2 iki 10 (2
— maziausiai agresyvus navikas, 10 — agresyviausias navikas). Tai dviejy skai¢iy suma, kuri
gaunama susumavus biopsinés medziagos navikiniy lgsteliy pakitimus (vertinama nuo 1 iki 5
laipsniy) [27]. Mazas Glisono balas reiskia, kad naviko Igstelés yra labai panasios j normalias
priesinés liaukos lasteles, ir atitinkamai, didelis Glisono balas reiskia, kad vézinés lastelés labai

skiriasi nuo sveiko audinio lgsteliy. Kuo suma mazesné, tuo liga maziau piktybiska, kuo didesné,
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tuo ligos eiga blogesné, greitesnis metastazavimas. Naviko diferenciacijos laipsnio jvertinimas
pagal Glisong yra vienas i§ efektyviausiy ir dazniausiai naudojamy metody visame pasaulyje,
pagal Glisong priklauso jo metastazavimo ] kitus organus tikimybé. Maziausia pagal Glisono
sistemg PV diferenciacijos suma yra 6, tuomet ligos eiga Svelnesné, 7 — ligos eiga vidutinio
agresyvumo, 8-10 — ligos eiga gali biiti agresyvi, greitesné metastazavimo galimybeé.
Serganciyjy PV gyvenimo trukmé labai priklauso nuo naviko i$plitimo [33, 40]. Kita dazniausiai
naudojama klasifikavimo sistema yra TNM. TNM (navikas, limfmazgiai ir metastazés) sistema
leidzia apibudinti ligos iSplitima, t. y. nustatyti PV stadijg [27]. Ligos stadija nustatoma pagal
TNM reik§miy kombinacijg: T - pirminio naviko dydis (T1 ir T2 dydZzio prieSinés liaukos
navikai vertinami kaip lokaliis navikai, T3-T4 navikai vertinami kaip vietiSkai arba lokaliai
i$plitgs PV), N - naviko metastazés sritiniuose limfmazgiuose (NO — ligos metastaziy sritiniuose,
0 N1 — yra ligos metastaziy sritiniuose limfmazgiuose), M — tolimosios metastazés (MO —
tolimyjy ligos metastaziy néra, M1 — yra ligos metastaziy kituose, tolimuose organuose).
Remiantis §ia sistema yra apibiidinamas prostatos naviko isplitimas diagnozés nustatymo metu -

pries pradedant priesnavikinj gydyma [41].

1.1.4. PrieSinés liaukos vézio simptomai ir rizikos veiksniai (etiologija)

PV ankstyvose vystymosi stadijose yra besimptomis. Slapimas laisvai pasalinamas i§
organizmo, todél zmogus jokiy simptomy nejaucia. Ligos simptomai atsiranda tik esant lokaliai
iSplitusiam véZziui ar susidarius metastazéms. PV diagnozuojamas jau vélesnése ligos stadijose,
kai véZys biina pakankamai didelis ir pradeda spausti Slaple arba Slapimo piislés kaklelj, kurio
metu sutrinka Slapinimasis [12]. Dazniausiai stebimi tokie PV simptomai: stanginimasis
Slapinantis, silpna bei nutriikstama Slapimo srove, nepilno pasiSlapinimo jausmas, daZnas
Slapinimasis, naktinis §lapinimasis, hematurija, apetito praradimas, svorio netekimas, jau¢iamas
skausmas [16, 42, 43]. Priesiné liauka daznai padidéja dél daznai pasitaikancios GPH. Priesinés
liaukos padidéjimas ne dél vézio, o dél GPH sukelia nemazai problemy [44]. Tiek vienu, tiek
kitu atvejais simptomatika yra labai panasi. Sie simptomai skirstomi j: obstrukcinius, (§lapimo
nelaikymas, silpna Slapimo srové, ilgesnis $lapimo sulaikymas ir jtempimas ir dirginancius (gali
pasireiksti dazni ir skubiis dirginantys Slapinimosi simptomai, nikturija) bei kiti nepageidaujami
reiskiniai [22, 12].

Navikui progresuojant pacientui gali pasireiksti, tokie simptomai kaip hematospermija
ir/arba sumazéjes ejakuliacinis turis bei ejakuliacinio kanalo obstrukcija. Taip pat gali biiti
stebima ir erekcijos disfunkcija, jeigu lokaliai pazeidziami nervy ir kraujagysliy sistemos rysiai.
Navikui metastazuojant j kaulus pasireiSkia skeleto raumeny skausmas [12]. Kauly metastazés

11



gali sukelti su skeletu susijusius reiSkinius, kaip kauly lGzius, nugaros smegeny suspaudimg ir
mazakraujyste, kurie ne tik padidina skausma, bet gali ir pakenkti pacienty fiziologiniam
funkcionavimui ir su sveikata susijusiai gyvenimo kokybei [45]. Todél aptikti ir diagnozuoti PV
ankstyvose stadijose, pries pasireiSkiant simptomams, tampa didziuliu i§8tkiu [12].

Siandien aiskiy prieZas¢iy kas sukelia PV atsiradima dar néra nustatyta, ta¢iau i$skiriami
keli rizikos veiksniai, kurie turi jtakos pasireikiti Siai ligai [6]. Siuos rizikos veiksnius galima
suskirstyti j dvi grupes: nepakei¢iami veiksniai — jskaitant Zinomas genetines mutacijas ar
polimorfizmus arba dar nenustatytus specifinius genus ir iSoriniai veiksniai — gyvenimo biido
veiksniai, kurie gali buti kei¢iami [46]. Vienas i§ tokiy rizikos veiksniy yra vyresnis amzius [47].
Manoma, kad biitent vyresnio amziaus vyrai turi didesn¢ tikimybe, kad jiems bus diagnozuotas
PV. Si rizika ypatingai iauga po 50 mety amziaus [48]. Kitas Zinomas rizikos veiksnys — tai
teigiama Seimos istorija. Genetika yra ypac svarbi PV vystymuisi [47]. Atlikus tyrimus su
dvyniais buvo nustatyta, kad PV Seimos istorijoje, pirmoje vyry giminaiciy kartoje, yra rizikos
veiksnys Sios ligos vystymuisi; daugiau nei 40% PV atvejy yra paveldima [49, 2]. Todél vyrai,
kuriy artimieji sirgo PV, turi didesne rizikg susirgti PV [49, 46]. Tokiems vyrams padidéja
agresyvesnés ligos rizika jaunesniame amziuje [50]. Pastebéta, kad skiriasi tam tikry etniniy
grupiy sergamumas S$ia liga. Naujausi tyrimai rodo, kad tautybé yra dar vienas PV rizikos
veiksnys [48]. Pavyzdziui, afroamerikieciai vyrai, pasizymi didesne rizika susirgti PV lyginant
su baltaodziais vyrais [50, 48]. Tuo tarpu Azijoje vyrai PV serga labai retai ir tai lemia ne tik
genetinis jautrumas. Gyvenimo biido veiksniai, kaip mityba (gyvuliniai riebalai, mésa, pienas ir
pieno produktai), papildy vartojimas (vitaminas D, kalcis), saulés Sviesos poveikis, su darbu
susijes cheminis poveikis, riikkymas, nutukimas, alkoholio vartojimas, fizinis aktyvumas,
vazektomijos, gali bati susije su padidéjusia rizika susirgti PV [48]. Taip pat socialiniai ir
ekonominiai veiksniai, seksualinis aktyvumas ir lytiskai plintancios §lapimo taky infekcijos gali
turéti jtakos iSsivystyti PV [48, 46]. Tuo tarpu sojos, kurios sudétyje yra baltymy ir
fitoestrogeny, vartojimas mazina PV vystymasi. Rizikg sirgti PV mazina ir likopenas, kuris yra
rySkiai raudonas fitocheminis karotenoidy Seimos atstovas turi stipriy antioksidaciniy savybiy.
Todél tgsiami tyrimai ir ieSkomi kiti rizikos veiksniai, kurie gali biiti siejami su tikrosiomis PV

atsiradimo priezastimis [48].

1.1.5. PrieSinés liaukos vézio diagnostika ir gydymas

Nors diagnostinés ir terapinés galimybés vis labiau tobulé¢ja, tafiau pacienty
1Sgyvenamumas iSlieka vis dar mazas dé¢l dazno ligos atsinaujinimo, kuris nepastebimas arba

pastebimas per vélai. Daznai pacientai, sergantys PV, gydomi tada, kai gydyti visai nereikia, o
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pakanka tik stebéti [2, 8]. Siuo atveju labai svarbu atskirti kliniskai reik§minga PV nuo kliniskai
nereikSmingo [2]. Kadangi Kliniskai nereikSmingas PV gali buiti apibréziamas kaip vézys, kuris
nesukelia pavojaus paciento gyvybei. Tokiems pacientams dazniausiai uztenka tik stebéjimo ir
gydymas néra taikomas [35].

Siuo metu prieinami pirminiai PV diagnostiniai metodai yra digitalinis rektalinis tyrimas
(DRT), biocheminis tyrimas - Zymeny panaudojimas (PSA), transrektalinis priesinés liaukos
tyrimas ultragarsu (TRUS) ir biopsija [11, 9].

DRT - tai daZniausiai naudojamas diagnostikos jrankis vézio nustatymui prieSinéje
liaukoje. Tai jprasta fizinés apzitros dalis leidzianti pateikti skirtingas priesinés liaukos patikros
iSvadas [51]. DRT taikomas siekiant istirti prieSinés liaukos biukle, kurios metu atlickama
ap&iuopa pirstu jvertinant priesinés liaukos tekstiirg bei jos dydj [11]. Si diagnozavimo procediira
taikoma tiek gerybinéms, tiek piktybinéms ligoms nustatyti [51]. DaZniausiai DRT rezultatai yra
vertinami kartu su kitais diagnostikos tyrimy rezultatais, tokiais kaip PSA tyrimas, kurie leidZia
geriau jvertinti informacijg apie PV rizika [52].

Siandien svarbiausias molekulinis kraujo testas, diagnozuojant PV, yra 1970 metais
Richard J Ablin atrastas PSA [7]. PSA, dar zinomas kaip zmogaus kalikreinas 3 (hK3). Tai 33
kDa audiniy kalikreiny $eimos serino proteazé, kuri pirmg karta nustatyta priesinés liaukos
ekstraktuose. PSA pirmiausia aptiktas zmogaus Kraujo serume, o tik véliau i$skirtas i§ priesinés
liaukos audinio. DidZioji dalis PSA kraujo serume cirkuliuoja prisijungusi prie proteaziy
slopikliy, tokiy kaip al-antichimotripsino ir a2-makroglobulino, o likusi PSA dalis yra
nesusijungusi arba laisva. Sj baltyma gamina sveiko, hiperplazavusio ir véZinio priesinés liaukos
audinio Igstelés; taCiau didziausia jo koncentracija nustatoma pacientams sergantiems GPH [12].

Jau daugiau nei 20 mety, PSA, kaip kraujo zymuo, naudojamas nustatyti PV, 0 PSA
tyrimas i§ esmés pakeité ligos eiga. Priesinés liaukos epitelio lastelés iSskiria PSA, o pacientams
sergantiems PV jo sekrecija labai padidéja [8]. Todél, dél atliekamo PSA tyrimo ir vis didéjancio
visuomenés $vietimo, PV daznai diagnozuojamas pradinése ligos stadijose [2]. Nors PSA yra
specifinis organui, ta¢iau jis néra specifinis navikui; PSA koncentracija taip pat daznai padidéja
gerybiniy ar uzdegiminiy procesy metu. Todél placiai naudojamas PSA nustatymas kraujyje
smarkiai sumazino pacienty serganciy PV mirtinguma, taCiau Sio tyrimo nauda, dél
nepakankamo jautrumo ir specifiSkumo, islicka gana priestaringa [9]. Dél nedidelio tyrimo
specifiSkumo, esant padidéjusiai PSA koncentracijai kraujyje, atliekama daug nereikalingy
biopsijy ir taikomas nereikalingas gydymas, o tai gali sukelti rimtas komplikacijas [1].

Priesinés liaukos navikai yra nustatomi PSA ir DRT tyrimais, bet diagnozés patvirtinimui
yra reikalingas audinio histologinis iStyrimas atliekant prieSinés liaukos biopsija ultragarso

kontroléje [53]. Po DRT ir PSA tyrimy pacientams atlickamas TRUS. TRUS taikomas priesSinés
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liaukos vizualizacijai. Nusta¢ius jtarting liaukos dalj, imami biopsijos méginiai. Paprastai
renkama 12 méginiy, vertinama pagal Glisono baly sistema, ir galiausiai nustatoma patikimiausia
bei tiksliausia vézio diagnozé siekiant parinkti tinkamiausia gydyma [11].

PV gydymo parinkimas priklauso nuo pradinés PSA koncentracijos, Kklinikinés ligos
stadijos, Glisono balo, kartu atsizvelgiama ir j paciento amziy [54].

Lokalus PV daZniausiai gydomas chirurgiSkai arba taikoma radioterapija, tam tikrais
atvejais paskiriamas aktyvus stebé¢jimas [55]. Aktyvus stebéjimas yra naujas metodas, kai
pacientai, kuriems nustatyta minimali liga, yra atidziai stebimi, o gydyti pradedama tik tada, kai
liga progresuoja [54]. Tai saugus ir labiausiai tinkamas gydymo metodas vyrams su neagresyvia
PV forma [56]. Aktyvus stebéjimas paskiriamas tiems pacientams, kuriems nustatomi tokie
rodikliai: mazesné nei 10 ng/ml PSA koncentracija kraujo serume, biopsin¢je medziagoje
nustatomi ne daugiau dviejy teigiamy lastelés branduoliy ir esant Glisono balui iki 6 [54]. Tik
tuo atveju, kai lokaliam PV yra reikalingas gydymas, taikoma chirurgija ir apsvita [56].
Nemetastazavusio PV standartinis gydymas yra radikali prostatektomija ar radioterapija [32].

Pacientai, kuriems nustatoma metastazavusi liga taikomas androgeny deprivacijos
terapijos (ADT) gydymas [57]. Metastazavusio PV klinikiné eiga daugumai pacienty prasideda
kastracijai jautria faze, kuri vidutiniskai trunka tris metus. Siuo etapu, ligos vystymasis gali biiti
slopinamas, eliminuojant augimg stimuliuojan¢io testosterono poveik] chirurgine arba
medicinine kastracija. PrieSingai nei prie§ 10 — 15 mety, dabar pacientams, sergantiems
kastracijai atspariu metastazavusiu PV, yra zinoma keletas naujy gydymo budy kaip: naujos
hormony terapijos, chemoterapija, radioizotopai ir imunoterapija [32]. Esant metastazavusiai
ligai, chemoterapija, kaip pradinis gydymas, prailgina pacienty i§gyvenamuma, palyginti su vien

tik taikoma ADT [56].

1.2. PrieSinés liaukos molekuliniai Zymenys

Vis dar sudétinga nustatyti, kuris priesinés liaukos navikas vystysis agresyviau, 0 Kuris
progresuos léciau. Todél tyrinétojy démesys nukreiptas ;| molekulinius zymenis, kurie galéty
padéti diferencijuoti navikus, prognozuoti ligos eigg. Tarp tokiy molekuliniy Zymeny yra

CRISP3, MSMB ir LMTK2.

1.2.1. CRISPS ir prieSinés liaukos vézys

CRISP3 — cisteinu turtingo sekrecijos baltymo 3 (angl. cysteine-rich secretory protein)

genas lokalizuotas 6 chromosomos trumpojo peties 12.3 srityje (6p12.3) [39]. CRISP3 genas
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koduoja 245 aminoragsciy CRISP3 baltyma, kurio molekuliné masé 28 kDa ir kuris dar Zinomas
kaip SGP28 — 28 kDa specifinis granuliy baltymas (angl. specific granule protein of 28 kDa) [58,
59, 60]. Sis baltymas priklauso didelei cisteinu turtingy sekreciniy baltymy (CRISP) $eimai,
turiniai 16 konservatyviy cisteino liekany, kurios tarpusavyje formuoja vidumolekulinius
disulfidinius ryius [9, 59]. Siy baltymy raiska nustatyta stuburiniuose, vabzdziuose, augaluose,
grybuose bei mielése [14].

CRISP seimos (CRISP1, CRISP2, CRISP3) didelé¢ baltymy raiSka nustatoma vyry
reprodukcinés sistemos organuose ir imuninés sistemos lastelése [9]. Pirmg kartg CRISP3 buvo
stebétas Zmogaus neutrofiluose ir tik véliau nustatyta, kad Sis baltymas dideliais kiekiais
ekspresuojamas keliy egzokrininiy liauky tokiy kaip kasa, seiliy liaukos, prieSiné liauka ir
skirtingy imuninés sistemos lasteliy (neutrofily, eozinofily, pre-B lasteliy). CRISP3 nedideliais
kiekiais randama s¢klidziy prielipe, uzkriiio liaukoje, kiausidése, séklidése, storosios zarnos ir
aSary liaukose [39, 14]. Neutrofily ir eozinofily lasteliy granulése CRISP3 yra saugomas
glikozilintoje arba neglikozilintoje formoje [39].

CRISP3 — uzlastelinio matrikso baltymas, kurio raiska organizme reguliuoja androgenai.
Sis baltymas dalyvauja onkogenezés procese ir yra svarbus priesinés liaukos véZio
progresavimui [9]. CRISP3 taip pat siejamas su jgimto imuniteto apsaugos bei uzdegimo
procesais [61]. Manoma, kad CRISP3 baltymo sekrecija organizme vyksta nattraliai dél
Seimininko apsaugos mechanizmy, kurio metu stebimas matrikso persitvarkymo procesas
salygotas vykstancio proteolizés proceso [39]. Tac¢iau funkcinis Sio baltymo vaidmuo PV
vystyme ir progresavime lieka vis dar neaiskus. Manoma, kad CRISP3 vaidina svarby vaidmen;j
vézio vystymesi, per MSMB baltyma, kuris pasizymi proapoptotiniu aktyvumu ir naviko
slopinanc¢iu poveikiu PV lgsteliy linijose [62]. Tyrimai su prieSinés liaukos lgsteliy linijjomis
(PC3, WPE1-NB26 ir LNCaP), kuriose ektopiskai buvo ekspresuojami MSMB ir CRISP3
baltymai atliekant augimo slopinimo tyrimus parodé, kad tiek MSMB, tiek CRISP3 gali
specifiskai sukelti augimo slopinimg Igsteliy linijose. Nors CRISP3 teigiamy Igsteliy linijose
augimg slopino MSMB, tac¢iau nepriklausomai nuo to ar buvo nustatomas MSMB, tai neturéjo
jtakos CRISP3 sukeliamam augimo slopinimui. Tai rodo, kad CRISP3 gali dalyvauti prieSinés
liaukos tumorogenezés procese nepriklausomai nuo MSMB [58].

CRISP $eimos baltymai (CRISP2 ir CRISP3) saveikauja su MSMB ir formuoja baltymy
kompleksus [62, 61]. CRISP3 sgveikauja su dimeriniu MSMB baltymu séklingje plazmoje, kur
MSMB baltymo koncentracija yra kelis kartus didesné lyginant su CRISP3 baltymo
koncentracija. Nustatyta, kad tik viena MSMB dimerinés molekulés grandiné jungiasi su
CRISP3. Teigiama, kad tiek MSMB, tiek CRISP baltymai yra evoliuciskai konservatyvis

jvairiose gyviiny rasyse, o ju saveika yra svarbi fiziologiniam palaikymui. Siy baltymy saveika
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pasizymi slopinanciuoju poveikiu jony kanaly reguliacijai [61]. Kadangi MSMB raiska yra
stipriai sumazéjusi sergant PV, tai PV progresavimg gali labai paveikti nesusijunges CRISP3
baltymo kiekis [62]. Todél padidéjusi CRISP3 baltymo raiSka ir kartu sumazéjusi MSMB
baltymo raiSka gali bati susije su sustipréjusiu jgimtu imunitetu PV lgstelése [61].

Al Bashir ir bendraautoriai atlike imunohistocheminius tyrimus nustaté, kad CRISP3
baltymo kiekis zenkliai didesnis vézinése prieSinés liaukos epitelinése Igstelése, lyginant su
gerybinémis priesinés liaukos Igstelémis [14]. Taip pat duomenys rodo, kad CRISP3 baltymo
raiSka Slapime yra daug didesné tiems pacientams, kurie serga PV lyginant su pacientais,
kuriems nustatyta auksto laipsnio PIN ir GPH. [9]. Kosari ir bendraautoriai atlike in situ
hibridizacija nustaté, kad ne tik baltymo, bet ir CRISP3 mRNR raiska navike padidéja sergant
PV lyginant su gerybiniais prieSinés liaukos audiniais. Ernst ir bendraautoriai parodé, kad
didzioji dalis CRISP3 mRNR randama prieSinés liaukos epitelyje, o ne aplinkiniuose stromos
audiniuose [14]. Tod¢l CRISP3 mRNR raiska gana specifiné prieSinés liaukos epitelinéms
lasteléms ir yra stipriai reguliuojama priesinés liaukos audinyje [9].

Didelé CRISP3 raiska yra susijusi su padidéjusia naviko atsinaujinimo rizika,
agresyvesniu priesinés liaukos naviko fenotipu, atsparumu PV chirurginei kastracijai ir tolimyjy
metastaziy atsiradimu [9]. Didelé CRISP3 raiska kraujyje yra statistiSkai reik§mingai susijusi su
mazesniu i§gyvenamumu pacientams su metastazavusiu KAPV [63]. Remiantis literatliroje
pateikiamais duomenimis CRISP3 raiska yra susijusi su klinikine ligos eiga ir naviko
agresyvumu pacientams sergantiems PV. Didelé CRISP3 raiska dazniau nustatoma pacientams
su aukstesniu Glisono balu [62]. CRISP3 mRNR raiska gali padidéti 50-300 karty prieSinés
liaukos epitelinése lastelése lyginant su sveikomis lastelémis esant Glisono balui 6 [61]. Nors
CRISP3/CRISP3 raiska yra susijusi su auks$tesniu Glisono PV laipsniu, taiau yra tyrimy,
kuriuose sgsajos tarp CRISP3 raiskos ir aukStesnio Glisono balo naviko audiniuose nenustatyta.
PavyzdZziui, Al Bashir ir bendraautoriai nenustaté sgsajos tarp CRISP3 baltymo raiskos navike ir
Glisono balo. Tyrime buvo parodyta, kad 36% pacienty didelé CRISP3 raiSka nustatyta, esant
GB<7 ir 35,8 %, esant GB >7 [14]. Literataroje CRISP3 raiSka prieSinés liaukos navike yra
siejama su pazengusia ligos stadija. CRISP3 baltymo raiska dazniau nustatoma sergantiesiems
trecios stadijos liga negu sergantiesiems antros stadijos liga. Noh ir bendraautoriy tyrime didelé
CRISP3 baltymo raiska dazniau nustatyta pacientams (76,7%) sergantiems trecia ligos stadija
negu sergantiesiems antra ligos stadija (50,0%) [39].

Literattroje pateikiami duomenys, kad padidéjusi CRISP3 baltymo raiska yra susijusi su
jvykusiu ERG (angl. transcriptional regulator ERG) geno persitvarkymu ir PTEN (angl.
phosphatase and tensin homolog) geno delecija pacientams sergantiems PV lyginant su

gerybiniais prieSinés liaukos audiniais [14]. CRISP3 ir PTEN yra tiesiogiai kontroliuojami
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transkripcijos veiksnio ERG, o didelé CRISP3 raiska ir PTEN geno jvykusi delecija yra laikomi
nepageidaujamais PV rodikliais [39]. Al Bashir ir bendraautoriy tyrime didelé CRISP3 baltymo
raiska navike stebéta 69% pacienty, kuriems buvo nustatytas jvykes ERG geno persitvarkymas
lyginant su pacientais, kuriems ERG geno persitvarkymo nebuvo nustatyta. Taip pat nustatyta
sgsaja tarp CRISP3 baltymo raiSkos ir jvykusios PTEN geno delecijos, kuri identifikuota 71%
PV serganciyjy pacienty [14].

1.2.2. LMTK2 ir prieSinés liaukos vézys

LMTK2 — lemuro tirozino kinazés 2 (angl. lemur tyrosine kinase 2) genas lokalizuotas 7
chromosomos ilgojo peties 21.3 srityje (7921.3) [49]. LMTK2 genas koduoja 1503 aminoriig§éiy
tirozino kinazés baltyma, kurio molekuliné masé 250 kDa [64, 65]. Sis baltymas priklauso su
membrana susijungusiy lemury kinaziy $eimai (LMTK1A, LMTK1B ir LMTK3) [64, 49]. Buvo
manyta, kad LMTK2 yra dviguba tirozino-serino/treonino kinazé, remiantis jos kinazés domeno
sekos panaSumu su kitomis tirozino kinazémis. Taciau lemuro tirozino kinazés pavadinimas
neatspindi kinazés kaip baltymo savybiy [64]. Nors klasifikuojama kaip tirozino kinazé, taciau
nustatyta, kad LMTK2 fosforilina tik serino ar treonino liekanas baltymy substratuose [19].

LMTK?2 yra struktariskai aktyvi kinaz¢, kuri tandemiskai jsitvirtinusi membranoje savo
amino galo transmembraniniu domenu taip, kad jos amino ir karboksi galai nukreipti } lastelés
citoplazmg. LMTK2 baltyme iSskiriamas transmembraninis domenas, baltymo amino gale
esantis kinazés domenas ir ilga baltymo karboksi gale esanti ,,uodega* [64, 65]. Stebima didelé
Sio baltymo raiSka smegenyse; LMTK2 daugiausiai nustatoma hipokampe ir smegeny Zievéje.
Neuronuose LMTK?2 yra randama Iastelés kiine, iSilgai aksony ir aksony galy spurguose
Lastelése dalis LMTK2 nustatoma GoldZio aparate ir ankstyvose endosomose [64]. Daugiausiai
LMTK?2 aptinkama endosomy membranose, taciau Sie baltymai gali biiti randami ir branduolyje
[65]. LMTK2 gausiai ekspresuojama per pirmas dvi — tris postnatalines savaites ir tai rodo
LMTK2 svarbg postnataliniame neurony vystymesi [64].

LMTK2 atrasta visai neseniai ir atkreipiamas vis didesnis démesys ] Sio baltymo
vaidmenj fiziologiniuose procesuose [19]. LMTK?2 funkcijos néra gerai zinomos, manoma, kad
LMTK?2 dalyvauja neurony augimo ir vystymosi procesuose, neurony aksony transporte, lasteliy
vezikuliy susipakavime ir apoptozés procesuose bei pasizymi kinaziniu aktyvumu [64, 65].
LMTK?2 raiskos pokyciai gali lemti nerony sinapséje vykstancius sutrikusius reguliacinius
procesus. Nustatyti trys nuo LMTK2 priklausomi mechanizmai, kurie sukelia

neurodegeneracijos proceso iSsivystymg — tai sutrikes transportas neurony aksonuose,
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hiperfosforilizacija ir sustipréjusia apoptozé [64]. LMTK2 neigiamai sgveikauja su cdk5/p35
(angl. cyclin-dependent kinase 5) kompleksu, kuris svarbus lgsteliy ciklo progresavimui bei
dalyvauja jvairiose kitose Iastelés reguliacijos funkcijose [5]. LMTK2 taip pat yra susijes su
NGF (angl. nerve growth factor) signaliniu keliu, kur jis neigiamai reguliuoja neurony
diferenciacijg [65]. Naujausi tyrimai parodé, kad LMTK2 gali sgveikauti su miozinu IV, kuris
reguliuoja PSA ir VEGF (angl. vascular endothelial growth factor) baltymy raiska, kurie yra
susije su tumorogenezés procesu [49]. Yra zinoma keletas zmogaus ligy susijusiy su LMTK2
aktyvumu, kaip cistiné fibrozé ir PV [65]. Be to, peliy modelinése sistemose (Tau P301L) buvo
parodyta, kad LMTK2 raiSkos sumaz¢jimas yra stebimas Alzheimerio ligos metu smegeny
zievéje ir hipokampe [64].

LMTK?2 neigiamai saveikauja su tam tikrais baltymais kaip PP1C (angl. protein
phosphatase-1) ir Inh2 (angl. Inhibitor-2), kurie jeina j baltymy komplekso sudétj, kuris
reguliuoja centromery atsiskyrimg mitozés metu ir yra svarbus lgsteliy dalijimuisi [5]. Parodyta,
kad LMTK?2 reguliuodama PP1C fosfatazés aktyvumag slopina Sio baltymo veikla centringje
nervy sistemoje ir taip neigiamai reguliuoja AR transkripcijos veiklg [19, 31]. LMTK2
fosforilina PP1C baltymg ir lemia PPIC fosfatazés aktyvumo sumazéjimg [64]. Deél
sumazéjusios PP1C fosfatazés aktyvumo, PP1C baltymas neatlieka AR defosforilinimo
reakcijos, kuri yra svarbi branduolio AR aktyvumui. Keliama hipoteze, kad sumazéjus LMTK?2
baltymo raiskai ir/arba jo aktyvumui padidinamas AR aktyvumas ir jautrumas androgenams.
PrieSingai, didelé LMTK2 raiska sumazina AR aktyvumg [31].

Parodyta, kad LMTK2 geno iSjungimas PV lasteliy linijose lemia padidéjusia nuo androgeny
priklausomy geny raiska [31].

LMTK?2 baltymo raiSkos sumazé¢jimas, pacientams sergantiems PV, ne tik padidina nuo
androgeny priklausomg AR aktyvumg, bet ir padidina nuo androgeny nepriklausomg AR
aktyvumg [31]. LMTK2 saveikauja su AR lasteliy citoplazmoje, kuriose yra randama androgeny.
Tokia sgveika taip pat nustatyta ir Igsteliy branduolyje, kuriame néra androgeny, kas rodo, kad
LMTK2 sgveikauja su AR, nepriklausomai nuo to ar yra androgeny poveikis [19]. Parodyta, kad
prieSinés liaukos epitelio 1asteléese LMTK?2 gali tiesiogiai jungtis su AR ir neigiamai reguliuoti
AR aktyvuma. LMTK2 tiesiogiai fosforilina AR ir lemia padidéjusj AR transkripcijos aktyvuma
nepriklausomai nuo to ar yra nustatomas androgeny poveikis [31]. Atlikty tyrimy metu parodyta,
kad padidinus LMTK2 aktyvumg pacientams sergantiems PV ir KAPV gali sumazinti AR
proliferacinj aktyvuma [19]. LMTK2 i$jungimas PV lgstelése padidina tumorogeniskuma esant ir
nesant androgenams. Todél manoma, kad LMTK2 yra naujas, priesSinés liaukos epitelio, AR

reguliatorius [31].
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LMTK2 dalyvauja prieSinés liaukos naviky patogenezés ir progresavimo procesuose.
Sumazéjusi LMTK2 mRNR raiska siejama su padidéjusia rizika susirgti PV [31, 49]. Maza
LMTK2 mRNR ir baltymo raiska nustatyta priesinés liaukos navike palyginus su sveiku ar GPH
audiniu [19, 49]. Harries ir bendraautoriai tyrime PV pacientams yra stebéta net 68% mazesné
LMTK2 mRNR raiska navikinése lgstelése lyginant su GPH lasteléemis [5]. Viso genomo
asociacijos tyrimai nustaté, kad LMTK2 geno 9 introno rs6465657 polimorfizmas yra susijgs
maza LMTK2 raiska ir PV rizika. Manoma, kad rs6465657 C alelis gali buti susijes su LMTK2
funkcijos praradimu [49]. Sumazéjusi LMTK2 raiSka lemia padidéjusig prieSinés liaukos lgsteliy
proliferacijg [31]. Parodyta, kad LMTK2 iSjungimas yra susij¢s su padidéjusia lgsteliy
proliferacija ir naviko formavimusi prieSinés liaukos adenokarcinomos lgsteliy linijoje (LNCaP
lastelés) [49]. Nors yra tyrimy, kuriuose teigiama, kad sgsajos tarp sumazéjusios LMTK2
baltymy raiskos ir PV nenustatyta [31].

1.2.3. MSMB ir prieSinés liaukos vézys

MSMB — mikrosemino baltymo beta (angl. microseminoprotein-B) genas lokalizuotas 10
chromosomos ilgojo peties 11.2 srityje (10g11.2) [1]. MSMB genas koduoja 94 aminorigséiy
ilgio MSMB baltyma, kurio molekuliné masé 16 kDa ir kuris dar Zinomas kaip PSP94 -priesinés
liaukos sekrecijos baltymas 94 (angl. prostate secretory protein of 94 amino acids) [6, 23].
MSMB baltymas priklauso imunoglobulinus sujungianciy veiksniy Seimai [15]. Tai dimerinés
struktiros molekulé turinti penkias disulfidines jungtis [61].

1980 metais dvi nepriklausomos tyréjy grupés nustaté MSMB baltyma vyry sékloje.
Vieni tyréjai pastebéjo, kad MSMB baltymas slopina folikulus stimuliuojanc¢io hormono (FSH)
sekrecijg, todél nusprendé, kad MSMB yra inhibinas, ir pavadino jj B-inhibinu. Taciau buvo
parodyta, kad FSH slopinimas néra atkuriamas, ir §j baltymg pervadino priesinés liaukos
sekrecijos baltymu 94. Tuo tarpu, antroji tyréjy grupé nustaté, kad MSMB baltymai padengia
spermatozoidy pavirsiy, kas yra labai svarbu vyry reprodukcinés funkcijos palaikymui, todél §j
baltymg pavadino -mikroseminobaltymu (B-MSP, MSP arba MSMB) [15].

MSMB yra vienas i§ trijy pagrindiniy baltymy, kurj kartu su PSA ir prieSinés liaukos
rugsties fosfataze (PAP) sekretuoja priesinés liaukos epitelio lastelés j vyry séklg [1, 6]. MSMB
néra specifinis prieSinei liaukai, taciau Sio baltymo raiSka vyksta joje. Paprastai MSMB ir PSA
baltymai randami prieSinés liaukos latakuose i$ kur jie patenka tiesiai j kraujotaka. Nepastovus

Siy baltymy kiekis kraujyje rodo, kad MSMB ir PSA baltymy sekrecija gali Kisti [61].
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MSMB dalyvauja imuninés sistemos reguliacijos procesuose ir kontroliuoja PV
vystymasi, t.y. yra susijes su vézio slopinimo procesais. MSMB yra neutrofily aktyvatorius ir
NK lasteliy (nattiraliy zudikiy) mediatorius. Slopina matrikso metaloproteinaziy sekrecija.
MSMB sgveikauja su Nustatytos stabilios disulfidinés jungtys, per kurias MSMB kraujyje
jungiasi su imunoglobulinu G (IgG) ir CRISP seimos (CRISP1, CRISP2, CRISP3) baltymais;
MSMB baltymas saveikauja su IgG ir taip kontroliuoja IgG aktyvuota imuniniteta; MSMB
baltymas sgveikauja su CRISP3 ir reguliacija jony kanaly veikimg bei pasizymi slopinanciu
poveikiu jgimtam imunitetui [61]. Manoma, kad MSMB baltymas pasizymi stipriomis naviko
augimo slopinimo ir apoptozés savybémis vézinéms lgsteléms prieSinés liaukos epitelyje [15].
Parodyta, kad didelé MSMB baltymo raiska gali ne tik sukelti PV lasteliy apoptoze ir slopinti PV
augima, bet ir slopinti PV invazyvuma bei metastaziy formavimasj [6]. Tyréjy atlikti in vitro
tyrimai zmogaus PV lasteliy linijose (PC3, LNCaP, WPE1-NB26 lgstelés) ir in vivo grauziky
modelinése sistemose nustaté, kad zmogaus MSMB baltymas sumazino mikrokraujagysliy tankj,
eksperimentines skeleto metastazes bei slopino nuo matrikso metaloproteinazés (MMP-9)
priklausoma metastaziy formavimasi [15, 61].

MSMB baltymo raiska priesinés liaukos sveikame ir gerybinés hiperplazijos audinyje yra
padidéjusi, tuo tarpu PV audinyje — labai nedidelé arba jos neidentifikuojama [1, 23]. MSMB
baltymo koncentracija kraujo serume ir Slapime yra mazesné pas PV pacientus, palyginus su
sveikais asmenimis [1]. MSMB raiska sumaZzéja arba tiesiog raiSka nebevyksta
metastazavusiame PV lyginant su pirminémis PV ligomis. Maza MSMB mRNR raiska nustatyta
PV metastazése, palyginti su pirminiais prieSinés liaukos navikais, o maza MSMB baltymo
raiSka prieSingje liaukoje yra susijusi su didesne PV atsinaujinimo ir metastaziy tikimybe [15,
61]. Didelé MSMB raiska stebima gerybiniame prieSinés liaukos audinyje, leidzia manyti, kad
MSMB pasizymi navika slopinan¢iu poveikiu [1].

Maza MSMB mRNR ir baltymo raiska stebima sergant pazengusiomis PV ligos
stadijomis bei esant didesniam Glisono balui. Literatiiros duomenimis stebima koreliacija tarp
MSMB baltymo raiskos priesinés liaukos navikiniame audinyje ir Glisono balo [1]. Parodyta,
kad MSMB raiska prieSinés liaukos piktybinio naviko lastelése susijusi su naviko diferenciacijos
laipsniu, t.y. geresnés diferenciacijos navikuose esant mazesniam Glisono balui <7 dazniau
nustatoma didelé MSMB raiska [61]. Literatliroje stebima sgsaja tarp MSMB baltymo raiskos
kraujo serume ir ligos stadijos. Sjoblom ir bendraautoriy tyrime PV sergantiems pacientams
didele MSMB baltymo raiska buvo dazniau nustatyta esant antrai ligos stadijai negu
sergantiesiems trecia ligos stadija, 0 tai rodo, kas sumazéjusi MSMB baltymo raiska dazniau

stebima esant pazengusiai ligos stadijai [1].
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Literaturoje pateikiama, kad MSMB raiSkos reguliacija yra priklausoma nuo androgeny.
Dahlman ir bandraautoriai parodé, kad stebima sumazéjusi MSMB mRNR ir baltymo raiska
pacientams, kuriems buvo taikoma ADT. Taciau duomenys kontraversiski, kadangi kiti tyréjai
teigia, kad MSMB raiSkos pokyCiams androgenai jtakos neturi. Manoma, kad EZH2 (angl.
enhancer of zeste homologue-2), geny raiskos epigenetinis slopiklis, slopina MSMB raiska

pazengusiose PV ligos stadijose [1].

1.2.4. MSMB geno mutacija ir priesinés liaukos vézio rizika

Kiekvienais metais pastebimas vis did¢jantis naujy tyrimy, susijusiy su MSMB geno
mutacijomis, kurios manoma gali turéti jtakos navikinio proceso raidai, skaicius [15]. Neseniai
sukurtos pazangios didelio nasumo sekoskaitos technologijos, viso genomo asociacijos ir
replikacijos tyrimai, leido identifikuoti maziausiai 77 genetinius lokusus, susijusius su PV [49].
Tokie genetiniai tyrimai leidZia tiksliau sekti serganciuosius PV, jvertinti véZio rizika sveikiems
vyrams, nustatyti naujus zymenis ir pazvelgti | PV etiologija [15].

Atlikus viso genomo asociacijos tyrimus nustatytas MSMB geno promotorinéje sekoje
esantis rizikos alelis rs10993994 (g.—57C>T), siejamas su PV rizika [66]. Rs10993994
polimorfizmas, proksimaliniame promotoriaus regione, yra nutolgs 57 bp prie$ srove nuo pirmo
MSMB geno egzono [15]. MSMB geno promotorinéje sekoje, -57 pozicijoje, galima citozino
pakaita j timiding (-57C/T) [66].

Rs10993994 polimorfizmas yra galimoje transkripcijos veiksnio CREB (angl. cAMP
response element-binding protein) jungimosi srityje. Rs10993994 pozicijoje jvykusi C alelio
pakaita | T alelj yra svarbi CREB transkripcijos veiksnio susiriSimui, todél manoma, kad bttent
C alelis (mazos rizikos alelis) turi pirmumo teis¢ jungtis su CREB transkripcijos veiksniu, ir tai
lemia padidéjusia MSMB geno raiska naviko Igstelése [67]. Rs10993994 pozicijoje esantis T
alelis lemia MSMB promotoriaus aktyvumo sumaZzéjimg iki 13% palyginus su C aleliu. Kadangi
rs10993994 VNP yra CREB transkripcijos veiksnio jungimosi srityje, daroma prielaida, kad
MSMB promotoriaus aktyvumo sumazéjimas gali bati susijes su nedideliu DNR afinisSkumo
sumazejimu CREB aktyvacijos kaskadai, pavyzdziui, baltymo kinazés A (PKA) fosforilinimui
[66]. Tuo tarpu, CREB transkripcijos veiksnys su MSMB geno promotoriumi jungiasi daug
sunkiau, kai rs10993994 pozicijoje nustatomas T alelis (didelés rizikos alelis) [67]. Parodyta, kad
MSMB geno rs10993994 polimorfizmo T alelis lemia mazesnge MSMB baltymo raiska ir yra
susijgs su padidejusia PV vystymosi rizika (mazdaug 25% vienam T aleliui), palyginti su C
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aleliu. Priklausomai nuo MSMB raiskos tarp skirtingy rs10993994 polimorfizmo genotipo
varianty, jo vaidmuo yra apsauginis. Mazos rizikos rs10993994 C aleliy nesiotojai turi didziausia
MSMB geno promotoriaus aktyvuma bei didziausia MSMB baltymo koncentracija kraujyje,
Slapime ir séklinéje plazmoje, o tai rodo, kad didelé MSMB raiska gali sumazinti PV atsiradimo
rizikg [15]. Tad tyrimai rodo, kad maza MSMB baltymo raiSka yra susijusi su PV vystymusi, o
MSMB geno rs10993994 polimorfizmas atlieka svarby vaidmenj PV patogenezéje [6, 67].

MSMB geno rs10993994 polimorfizmas yra susij¢s su padidéjusia rizika sirgti PV. Atlikti
tyrimai rodo, kad rs10993994 polimorfizmo rizikos alelis turi jtakos sumazéjusiai MSMB mRNR
bei baltymo raiSkai prieSinés liaukos audinyje ir MSMB baltymo raiSkai kraujo serume [1, 6].
Mazesné MSMB baltymo raiska kraujo serume stebima tiems pacientams, kuriems nustatyti CT
ir TT genotipai palyginus su turinéiais CC genotipa pacientais [67]. T alelis sicjamas su mazesne
MSMB geno transkripcijos bei MSMB baltymo raiSka tiek sveikame tiek navikiniame, prieSinés
liaukos audinyje [50]. Sjoblom ir bendraautoriai nustaté stipry rysj tarp TT genotipo ir mazos
MSMB baltymo raiskos kraujo serume pacientams sergantiems PV bei sveikiems asmenims [1].
TT genotipas lemia mazesng MSMB mRNR raiskg pacientams sergantiems GPH. Nustatyta
teigiama koreliacija tarp MSMB mRNR ir MSMB baltymo raiSkos kraujo serume pacientams su
GPH [66]. Keliama hipotezé, kad CC homozigotai turi maziausig rizikg susirgti PV, CT
heterozigotai — viduting, o TT homozigotai — didZiausig rizikg susirgti PV [15].

Taciau yra tyrimy, kuriuose teigiama, kad néra sasajos tarp MSMB rs10993994
polimorfizmo ir padidéjusios PV rizikos [6]. Remiantis kity tyrimy duomenimis, sgsajos tarp
rs10993994 genotipo ir vézio rizikos nebuvo nustatyta, nors TT genotipo daznis PV sergantiems
pacientams buvo didesnis, palyginti su sveikais asmenimis [1].

TT genotipas yra susij¢s ne tik su padidéjusia PV rizika, bet ir agresyvesne vézio forma.
Mbhatre ir bendraautoriai savo tyrime parodé, kad i§ vienuolikos serganéiy PV pacienty, kuriems
buvo nustatytas TT genotipas, astuoniems $iy pacienty Glisono balas buvo >7, o tai rodo, kad TT
genotipas lemia ne tik mazesng MSMB baltymo raiskg, bet yra svarbus vystantis agresyvesnei
vézio formai. Kitiems trims pacientams sergantiems PV, kuriems buvo nustatytas CC genotipas,
Glisono balas buvo <7, o tai rodo, kad CC genotipas lemia ne tik didele MSMB baltymo raiska,
bet ir atspindi ne tokj agresyvy vézj. Panasus rezultatai gauti ir su Kinijos Han populiacija,
kurioje nustatyta, kad T alelis asmenims su Glisono balu >7 atspindi agresyvesnj PV [66].
Priesingai, Kader ir bendraautoriai nustaté, kad MSMB geno rs10993994 polimorfizmo T alelis
yra susij¢s su maziau agresyviu PV ir mazesniu Glisono balu [68].

Nustatyta MSMB geno rs10993994 polimorfizmo sasaja su ligos stadija bei reikSmingo
skirtumo tarp PV agresyvumo ir pazengusios naviko stadijos [68].
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Stebima sgsaja tarp rs10993994 polimorfizmo ir PSA koncentracijos kraujo serume. Xu
ir bendraautoriai tyré MSMB geno rs10993994 polimorfizmo rysj su PSA koncentracija kraujo
serume ir vyry sékloje. Tyrimo metu buvo nustatyta koreliacija tarp sveiky Svedijos vyry MSMB
geno rs10993994 VNP ir PSA koncentracijos kraujyje ir vyry sékloje. Parodytas statistiSkai
reikSmingas rySys tarp rs10993994 polimorfizmo ir laisvo bei bendro PSA koncentracijos.
Rs10993994 polimorfizmo T rizikos alelis dazniau nustatytas esant didelei laisvo ir bendro PSA
koncentracijai kraujyje [69].
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2. TYRIMO MEDZIAGA IR METODAI
2.1. Tyrimo objektas

Prospektyvinis, stebimasis tyrimas atliktas pacientams, kuriems buvo jtariamas PV.
Vilniaus regioninis biomedicininiy tyrimy etikos komitetas pritaré biomedicininiy tyrimy
vykdymui, leidimo atlikti biomedicininj tyrimg Nr. 158200-16-842-348 (2016-04-12). Pacientai
tyrime dalyvavo penkias savaites, kuriy metu numatyti penki vizitai. Visi tirti asmenys
supazindinti su tyrimu ir savo paraSu patvirtino dalyvavimg jame. Buvo tiriamas pacienty kraujas
likes po visy privalomy tyrimy. Serganciyjy PV kraujyje buvo tirta CRISP3, MSMB ir LMTK2
geny raiSka bei jvertintas MSMB geno (-57 C/T) polimorfizmas. Kliniskai
reik§mingo/nereik§mingo priesinés liaukos véZzio histologiniam verifikavimui pacientai
stacionarizuoti Nacionalinio Vézio Instituto Onkourologijos skyriuje transperinealinei prieSinés
liaukos biopsijai. Tyrimo metu jvertinti priesinés liaukos biopsijos duomenys ir nuspresta dél
tolimesnio paciento steb¢jimo (kliniskai nereikSmingas vézys) ar gydymo (kliniskai reik§mingas

veézys) taktikos.

I tyrimg jtraukti 193 vyrai, kuriems buvo diagnozuotas PV. Vidutinis pacienty amzius
tyrimo metu buvo 62,57 + 5,956 mety, i$ kuriy jauniausiam pacientui — 47 metai, o vyriausiam —
75 metai, pagal mediang pacientai suskirstyti j dvi amziaus grupes (47-63 metai ir 64-75 metai).

Visi pacientai suskirstyti j dvi grupes priklausomai nuo PSA koncentracijos kraujo
serume prie§ ir po priesinés liaukos transperinealinés biopsijos; i dvi grupes priklausomai nuo
PV liga lydin¢io uzdegimo; j dvi grupes priklausomai nuo PV liga lydin¢ios GPH; j dvi grupes
priklausomai nuo PV histologinio verifikavimo. Pacienty amzius ir klinikinés — patologinés

charakteristikos pateiktos 1 lenteléje.
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1 lentelé. Pacienty, serganciy PV, pasiskirstymas pagal amziy ir klinikines — patologines
charakteristikas

Parametras Pacientai, n (%)
AmZiaus grupé:
47-63 metai 107 (55,4%)
64-75 metai 86 (44,6%)
PSA koncentracija kraujo serume
pries biopsija (ng/ml):
<10 178 (92,2%)
>10 15 (7,8%)
PSA koncentracija kraujo serume
po biopsijos (ng/ml):
<10 136 (70,5%)
>10 57 (29,5%)
UZdegimas:
nustatytas 68 (35,2%)
nenustatytas 125 (64,8%)
GPH:
nustatyta 115 (59,6%)
nenustatyta 78 (40,4%)
Priesinés liaukos vézys
kliniskai reik§mingas 53 (27,5%)
klini§kai nereikSmingas 140 (72,5%)

PSA — priesinés liaukos specifinis antigenas; GPH — gerybiné priesSinés liaukos hiperplazija

Kontroling grupe sudaré 20 sveiky vyry kraujo éminiai. Vidutinis vyry amzius tyrimo

metu buvo 65,10 = 6,711 mety (jauniausias — 54 mety, vyriausias — 79 mety).

2.2. Geny raiskos nustatymas

CRISP3, MSMB ir LMTK2 geny raiskos nustatymg sudaré trys etapai: RNR gryninimas i$
kraujo, kopijinés deoksiribonukleortigities (KDNR) sintezé ir tikrojo laiko polimerazés
grandininé reakcija (TL-PGR).

2.2.1. RNR gryninimas i§ kraujo

Darbo eiga. RNR gryninimui i§ kraujo naudotas ,,QIAamp RNA Blood Mini Kit*
rinkinys (,,QIAGEN®, Vokietija). RNR gryninimo procedira atlikta laikantis gamintojo
instrukcijos nurodymy. Mégintuvélyje 1 ml kraujo sumaiSomas su 5 ml EL buferiniu tirpalu ir
misinys inkubuojamas 10-15 min. lede. Po inkubacijos centrifuguojama 400 x g jéga 10 min.
4°C temperatiiroje, pasalinamas supernatantas, susidariusios nuosédos tirpinamos 2 ml EL
buferiniu tirpalu ir vél centrifuguojama 400 x g jéga 10 min. 4°C temperatiiroje. Nuosédos

tirpinamos 600 pl RLT buferiniu tirpalu ir centrifuguojama 2 min. maksimaliu greiéiu.
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QIlAshredder kolonélé pasalinama ir | homogenizuotg lizatg jpilama 70% etanolio tirpalo. Lizatas
perpilamas ant QlAamp surinkimo kolonélés ir centrifuguojama >8000 x g jéga 15 s. Pripilama
350 ul RW1 buferinio tirpalo, Dnazés 1 tirpalo ir paliekama 15 min. inkubacijai kambario
temperattroje (20°C-30°C). Po inkubacijos j kolonélg pripilama 350 ul RW1 buferinio tirpalo ir
centrifuguojama >8000 x g jéga 15 s. QlAamp kolonélé perkeliama j naujg mikromégintuvélj ir
pripilama 500 pl RPE buferinio tirpalo. Centrifuguojama 15 s. >8000 x g jéga. Dar kartg |
QIAamp surinkimo kolonéle jpilamas 500 pl RPE buferinis tirpalas ir centrifuguojama
maksimaliu grei¢iu 3 min. (20,000 x g.). ] QlAamp kolon¢lg pilama 30 ul vandens be
ribonukleaziy ir centrifuguojama >8000 x g jéga 1 min.

Isgrynintos RNR kokybé ir koncentracija nustatyta ,,NanoDrop 2000c* spektrofotometru
(,,Thermo Fisher Scientific“, Lietuva). Visy méginiy absorbcija pamatuota 260 nm ir 280 nm
bangy ilgiuose ir jvertintas jy santykis, parodantis iSgrynintos RNR §varumag ir priemaisy
nebuvimg. AtvirkStinés transkripcijos reakcijai naudoti tik geros kokybés ir Svarlis RNR

méginiai.

2.2.2. Kopijinés DNR sintezé

Darbo eiga. kDNR sintezei naudotas komercinis ,,Tetro cDNA Synthesis Kit* rinkinys
(,,BIOLINE®, Jungtiné Karalysté). KDNR sintezé atlikta laikantis gamintojo instrukcijos
nurodymy vykdant atvirksting transkripcija. KDNR reakcijos miSinio sudétis pateikiama 2

lenteléje. Taip pat atlikta RNR méginiy neigiama kontrolé be atvirkstinés transkriptazés.

2 lentelé. KDNR reakcijos miSinio sudétis

Reagentas Kiekis (ul)
RNR 10
Oligo (dT)18 pradmuo (10 uM) 1

dNTP misinys (10mM)
5X RT buferinis tirpalas
RiboSafe RNazés slopiklis

Tetro atvirkstiné transkriptazé (200 U/ul)

N R R B e

Vanduo be ribonukleaziy

KDNR reakcija atlikta naudojant prietaisa Thermocycler (,,SensoQuest labcycler®,
Vokietija). Naudota pagausinimo programa, kurioje nustatyti tokie temperatiiros parametrai: 30
min. 45°C ir 5 min. 85°C. Gauta KDNR laikoma -20°C temperatiiroje iki bus naudojama
pagausinimui TL-PGR metodu.
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2.2.3. Kiekybiné tikrojo laiko polimerazés grandininé reakcija

Méginiy paruosimas. Geny raiskos tyrimams atlikti buvo naudotas ,,Kapa SYBR® FAST
gPCR Kit Master Mix (2X) Universal® rinkinys (,,KAPA BIOSYSTEMS®, JAV). Kiekybinis
CRISP3, LMTK2 ir MSMB geny raiskos vertinimas atliktas naudojant fluorescencijos pagrindu

paremta TL-PGR nustatymo metoda. Méginiy i$pilstymui naudotos 96 Sulin¢liy PGR plokstelés.
Kiekvienam méginiui atlikti 3 pakartojimai. S-aktinas naudotas kaip endogeniné kontrolé, o
jvertinti tarSos tikimybe kaip neigiama kontrolé naudotas vanduo.

Tyrimo metu paruosti keturi skirtingi miSiniai kiekvienai pradmeny porai (CRISP3,

LMTK2, MSMB, f- aktinas). Iprastiné TL-PGR reakcijos misinio sudétis pateikiama 3 lenteléje.

3 lentelé. TL-PGR reakcijos miSinio sudétis

Reagentas Kiekis (ul)
Kopijin¢ DNR 2
Kapa miSinys 10
Tiesioginis pradmuo (10 puM) 3
Atvirkstinis pradmuo (10 uM) 3
Vanduo be ribonukleaziy 7

Tyrime naudoti pradmenys pateikiami 4 lenteléje. TL-PGR atlikta naudojant prietaisg
Mastercycler® ep realplex (,,Eppendorf”, Vokietija). Naudota pagausinimo programa, kurioje
nustatyti tokie temperatiiros parametrai:

e 3 min. 95°C temperatiiroje - pradiné DNR denatiiracija,
e 40 vienody cikly:
v 3. 95°C temperatiiroje - DNR denatiiracija;
v 30s. 57°C temperatiiroje - pradmeny prisijungimas ir grandinés ilginimas.

Cikly sulaikymo slenkst] programiné jranga nustato automatiskai.

4 lentelé. Tyrime naudotos TL-PGR pradmeny sekos

Genas Tiesioginis pradmuo (5'—3") Atvirkstinis pradmuo (5'—3")

CRISP3 CACAATGAACTGAGGAGAGCAGTATC TGTCTGTAATTGCACTGGTTTGC

LMTK2 AACTGTGTATCCTGCTGTAAGG CTGCTGGTGGTGTGAAATCTA
MSMB AAATTTCATGTTGCACCCTTG CCATTCACTGACAGAACAGGTC
S-aktinas | AACTGGTCTCAAGTCAGTGTACAGG TCCCCCAACTTGAGATGTATGAAG
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Duomeny analizé. Duomeny apdorojimui naudota Microsoft Excel programa. Gautiems

duomenims apdoroti, naudotas rezultatus normalizuojantis, pastovios raiskos genas — S-aktinas.
CRISP3, LMTK2 ir MSMB geny raiska analizuojamuosiuose méginiuose jvertinta apskaiciavus
tiriamojo geno ciklo pokytj (ACT), kaip endogeninge kontrol¢ panaudojus S-aktino geng ir

-AACT
2

jvertinus santykine geno raiSka (R). Gauti duomenys apskaiciuoti metodu, naudojant

formule: R=2744¢T

ACT = CT(tiriamas genas) — CT(S-aktinas)A méginys*
ACT = CT(tiriamas genas) — CT(S-aktinas)B méginys*
AACT = ACT(A méginys*) — ACT(B méginys*)

*A méginys — PV serganciy pacienty kraujas;

*B méginys — kontrolé.

Gautos AACT reikSmés padalintos j dvi grupes remiantis gauty duomeny mediana.

2 paveiksle pavaizduotas TL-PGR metodu gautas CRISP3, LMTK2, MSMB ir p-aktino raiskos
grafikas.

1000

100 4

Fluorescencijos intensyvumas

1 -t u -t u u et t -t t t -t t t t t -t t+ T t t et t et t t =t t =t
1] 1 2 3 4 5 8 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 1% 20 21 22 23 24 25 26 27 28 28 30 31 32 33 34 35 36 37 38 35 40

Cikly skaicius

2 pav. Pacienty sergan¢iy PV CRISP3, LMTK2, MSMB ir S-aktino geny raiska kraujyje, gauta
TL-PGR metodu
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2.3. Vieno nukleotido polimorfizmo nustatymas

MSMB (-57 C/T) polimorfizmas nustatytas trimis etapais: DNR gryninimas i§ kraujo,
PGR ir pirosekoskaita.

2.3.1. DNR gryninimas i§ kraujo

Darbo eiga. DNR gryninimui i§ kraujo naudotas ,,QIAamp DNA Blood Mini Kit (50)*
rinkinys (,,QIAGEN®, Vokietija). Darbas atliktas laikantis gamintojo instrukcijos nurodymy. |
200 ul mikromégintuvélj su krauju jpilama 20 pl proteinazés K tirpalo ir 400 ul lizuojancio
tirpalo. Misinys gerai sumaiSomas ir inkubuojamas 56°C temperatiroje 10 min. | gautg miSinj
jpilama 200 pl 96% etanolio tirpalo, sumaiSoma ir misinys perkeliamas j ,,QlAamp Mini
column® mikromégintuvélj su kolonéle. Centrifuguojama 6000 x g 1 min. Po centrifugavimo
kolonélé perkeliama j nauja mikromégintuvélj, o mikromégintuvélis su pratekéjusiu filtratu
pasalinamas. Pripilama 500 ul Wash Buffer | tirpalo ir centrifuguojama 6000 x g 1 min. Po
centrifugavimo mikromégintuvélis su filtratu paSalinamas, kolonélé vél perkeliama | naujg
mikromégintuvélj, pripilama 500 pl Wash Buffer |1 tirpalo ir centrifuguojama maksimaliu
grei¢iu 3 min. Pratekéjes filtratas paSalinamas, kolon¢lé perkeliama j naujg mikromégintuvelj,
pripilama 100 ul eliucijos buferinio tirpalo ir inkubuojama 1 min. kambario temperatiiroje.
Centrifuguojama 6000 x g 1 min.

Isgrynintos DNR kokybé ir koncentracija nustatyta ,,NanoDrop 2000c* spektrofotometru
(,,Thermo Fisher Scientific®, Lietuva). Tikslus DNR kiekis ir grynumas jvertinamas pamatavus
DNR tirpaly sugertis 260 nm ir 280 nm bangy ilgiuose. Nustatytas A260/A280 santykis parodé
ar DNR yra gryna nuo baltymy ir kity priemaisy.

2.3.2. Polimerazés grandininé reakcija

Meéginiy paruoSimas. I§ kraujo iSgryninta DNR paruoSiama PGR reakcijai. PGR atlikti
buvo naudojamas ,,PyroMark PCR Kit“ rinkinys (,,QIAGEN®, Vokietija). PGR sintezé atlikta

laikantis gamintojo instrukcijos nurodymy. [prastiné PGR reakcijos miSinio sudétis pateikta 5

lenteléje. Taip pat jvertinti tarSos tikimybe kaip neigiama kontrolé buvo naudotas vanduo.
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5 lentelé. PyroMark PGR reakcijos misinio sudétis

Reagentas Kiekis (ul)
DNR 2

2X PyroMark PCR Master misinys 12,5
10X CoralLoad koncentratas 2,5
Pradmeny tirpalas 2,75
Vanduo be ribonukleaziy 5,25

Analizuojamos DNR sekos pagausinimui PGR metodu buvo naudojami pradmenys su
prijungtu biotinu zymeniu. Tyrime naudota pradmeny pora nurodyta 6 lenteléje. PGR metodas
atliktas naudojant prietaisg Labcycler (,,SensoQuest™, Vokietija). Naudota pagausinimo
programa, kurioje nustatyti tokie temperatiiros parametrai:

e 15 min. 95°C temperatiiroje - pradiné¢ PGR aktyvacija;
e 45 vienody cikly:

v 30s. 94°C temperatiiroje - DNR denatiiracija;

v 30 s. 60°C temperatiiroje - pradmeny prisijungimas;

v 30 s. 72°C temperatiiroje - grandinés ilginimas;

e 10 min. 72°C - galutinis grandings ilginimas.

6 lentele. MSMB polimorfizmas ir naudotos pradmeny sekos

Genas | Polimorfizmas | Tiesioginis pradmuo (5'—3") Atvirkstinis pradmuo (5'—3")

MSMB | c.-57C>T TCCTTTTGATAGTCAACCCTCTGT | AGGCAAAGCTGCATCAAAT

2.3.3. Pirosekoskaita

Principas. Sekoskaita — tai tiesioginis nukleotidy sekos tyrimo metodas, kurio metu
nustatoma pirminé DNR fragmento seka. Prie PGR metodu pagausintos viengrandés DNR sekos
hibridizuojami sekvenavimo pradmenys ir tokia matrica inkubuojama su fermentais ir
substratais. Pirosekoskaitos metodas paremtas fermento polimerazés veikimu, kuri prijungia
mazus kiekius vieno i§ dANTP. Jei nukleotidas yra komplementarus bazei esanciai matricos
grandinéje, DNR polimerazés jis jjungiamas j DNR granding. Tai metodas, kuris matuoja
i18siskyrusio neorganinio pirofosfato kiekj, fermentinémis reakcijomis paversdamas ji |
proporcingo rySkumo regimag Sviesg. Pagal susidariusig Sviesos signaly seka ir intensyvumag
sudaroma diagrama, kuri nustato DNR seka.

Méginiy paruoSimas. PGR metodu pagausinta DNR naudojama pirosekoskaitos reakcijai.

MSMB geno polimorfizmo vertinimui buvo naudojamas bioliuminescencijos pagrindu paremtas
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pirosekoskaitos nustatymo metodas pagal ,,PyroMark® Q24 (,,QIAGEN®, Vokietija) gamintojo
instrukcija. MSMB geno polimorfizmui nustatyti naudotas PyroMark® Q24 (,,QIAGEN®,
Vokietija)  prietaisas.  Sekvenuojama MSMB  geno seka: 5'-TGAC/TGTCGAA
TGCGTGGTTGCCCTCTCCA-3". Kontroliniai DNR méginiai su zinomais genotipais buvo
jtraukti j kiekvieng tyrimg. Taip pat DNR uZterStumui jvertinti kaip kontrolé¢ buvo naudojamas
vanduo.

Naudota pirosekoskaitos programa:

e PGR produkty imobilizavimas. Pagausintas MSMB genas su prijungtu biotinu Zymeniu

imobilizuojamas ant Sepharose daleliy padengty streptovidinu. Tam tikslui buvo

paruostas PGR produkty imobilizacijos miSinys, kurio sudétis pateikiama 7 lenteléje.

7 lentelé. PGR produkty imobilizacijos reakcijos miSinio sudétis

Reagentas Kiekis (ul)
Streptavidin-coated Sepharose® dalelés 1
Binding buferinis tirpalas 40
Didelio grynumo vanduo 24

Paruostas miSinys iSpilstytas | PGR plokstelés Sulinélius ir j juos jpilta 15 pul PGR
produkto. Naudojant orbitaling purtykle PGR plokstelé buvo maiSoma 5-10 min.
kambario temperatiiroje (1400 aps.).

¢ DNR grandiniy atskyrimas ir daleliy su viengrandinémis DNR patalpinimas j PyroMark
Q24 plokstele. 2,5 pl sekvenavimo pradmenys atskiedZiami 22,5 pul PyroMark Annealing

buferiniu tirpalu ir 25 ul misinys paskleidziamas PyroMark Q24 plokstelés Sulinéliuose.

Vakuuminio jrenginio pagalba i§ PGR plokstelés dalelés perkeliamos j 70 % etanolio
tirpalg 1§ jo ] denatiiracijos tirpalg ir praplovimo buferinj tirpalg ir galiausiai dalelés
perkeltos j plokstele su sekoskaitos pradmenimis.

o Sekoskaitos pradmeny prijungimas prie DNR grandiniy. PyroMark Q24 plokstelé

perkeliama | $ildangig vonele 2 min. 80°C temperatiiroje. Véliau plokstelé iSimama i$
Sildancios vonelés ir leidziama méginiams atvésti kambario temperatiiroje (15-25°C)
maziausiai 5 min. AtSalusi plokstelé perkeliama j PyroMark Q24 prietaisa, kur atlickamas

MSMB geno sekos nustatymas.

3 paveiksle pavaizduota pirosekoskaitos metodu gauta, MSMB (-57 C/T) geno polimorfizmo,

pirograma.
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B1 TGAYGTCGAATGCGTGGTTGCCCTCTCCA
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5
3 pav. MSMB (-57 C/T) geno polimorfizmo pirograma kraujyje.

2.4. Statistiné duomeny analizé

Statistiné duomeny analizé atlikta IBM SPSS Statistics 21.0 (Armonk, NY:IBM Corp,
JAV, 2012) programa. Duomeny normalumui nustatyti buvo naudojamas Sapiro — Vilko testas.
Tiriami duomenys pasiskirste pagal normalyjj skirstinj, kai p>0,05. Kiekybiniams kintamiesiems
jvertinti apskai¢iuoti aritmetiniai vidurkiai, standartiniai nuokrypiai, mediana, minimalios bei
maksimalios reik§més; kokybiniams kintamiesiems jvertinti apskaiciuoti dazniai ir procentai.
Kokybiniy kintamyjy tarpusavio priklausomumui vertinti skai¢iuotas chi kvadrato kriterijus (y2)
ir Fiserio tikslusis kriterijus (kai nors vienas tikétinas stebéjimy skaiius maziau 5). Skirtumai
tarp grupiy vertinami kaip statistiSkai reikSmingi, kai p<0,05. RySio stiprumui tarp kintamyjy
jvertinti buvo skai¢iuojamas Spirmeno Kkoreliacijos koeficientas (rs). Spirmeno koreliacijos
koeficientas jgyja reikSmes nuo -1 iki 1; neigiama koreliacija rodo atvirksting priklausomybe,
teigiama - tiesioging priklausomybe. RySys tarp kintamyjy vertinamas kaip labai silpnas esant
koreliacijos koeficientui nuo O iki 0,19; kaip silpnas rySys — nuo 0,20 iki 0,39; kaip vidutinis
rySys — nuo 0,40 iki 0,69; kaip stiprus rySys — nuo 0,70 iki 0,89; kaip labai stiprus rySys — nuo
0,90 iki 1. Kuo r reik§mé arciau 1 ar -1, tuo koreliacija yra stipresné. Koreliacijos reik§mingumui

jvertinti buvo skai¢iuojama p reikSme.
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3. DARBO REZULTATAI

I tyrimg jtraukti 193 pacientai, kuriy kraujyje tirta CRISP3, LMTK2 ir MSMB geny
raiSka. Geny raiSkos pokyciai suskirstyti i dvi grupes pagal mediang — mazos ir didelés raiskos
grupé (CRISP3 raiskos mediana kraujyje — 0,484; LMTK2 raiSkos mediana kraujyje — 0,089;
MSMB raiSkos mediana kraujyje — 0,319). Didziajai daliai pacienty nustatyta didelé CRISP3
(50,3%), LMTK2 (50,3%) ir MSMB (50,3%) raiska kraujyje.

Pagal amziaus mediang pacientai buvo suskirstyti | dvi grupes; pagal PSA koncentracijg
Kraujo serume, pries ir po transperinealinés prieSinés liaukos biopsijos — j dvi grupes; pagal liga
lydintj uzdegima — j dvi grupes; pagal liga lydin¢ig GPH - | dvi grupes; pagal priesinés liaukos

vézio histologinj verifikavimg — i dvi grupes.

3.1. CRISP3 geno raiskos pokyciai serganciuju prieSinés liaukos véziu pacienty kraujyje

Maza CRISP3 geno raiska serganc¢iyjy PV pacienty kraujyje nustatyta 96 atvejais (49,7%,
95% P1 42,5-56,5), o didelé raiska — 97 atvejais (50,3%, 95% PI 43,5-57,5).
CRISP3 geno raiskos pokyciai jvertinti priklausomai nuo pacienty amziaus ir klinikiniy —

patologiniy charakteristiky (8 lent.).

8 lentelé. CRISP3 geno raiskos analizé kraujyje priklausomai nuo serganéiyjy prieSinés liaukos
véziu pacienty amziaus ir klinikiniy — patologiniy charakteristiky

Parametras CRISP3 raiska kraujyje 0
maza, n (%) | didelé, n (%)
AmZiaus grupé:
47-63 metai 50 (52,1%) 57 (58,8%) |0,351
64-75 metai 46 (47,9%) 40 (41,2%)
PSA koncentracija kraujo serume pries§
biopsija (ng/ml):
<10 87 (90,6%) 91 (93,8%) | 0,408
>10 9 (9,4%) 6 (6,2%)
PSA koncentracija kraujo serume po
biopsijos (ng/ml):
<10 60 (62,5%) 76 (78,4%) | 0,016
>10 36 (37,5%) 21 (21,6%)
UZdegimas:
nustatytas 37 (38,5%) 31 (32,0%) 0,338
nenustatytas 59 (61,5%) 66 (68,0%)
GPH:
nustatyta 60 (62,5%) 55 (56,7%) | 0,412
nenustatyta 36 (37,5%) 42 (43,3%)
Priesinés liaukos vézio diagnozé
kliniskai reik§mingas 26 (27,1%) 27 (27,8%) | 0,907
kliniSkai nereikSmingas 70 (72,9%) 70 (72,2%)

PSA — priesinés liaukos specifinis antigenas, GPH — gerybiné¢ priesinés liaukos hiperplazija

33



Ivertinus CRISP3 raiskos pokyc¢ius priklausomai nuo pacienty amziaus, didelé CRISP3
raiSka kraujyje dazniau nustatyta jaunesnio amziaus (47-63 metai) pacientams lyginant su
vyresnio amziaus (64-75 metai) pacientais. Palyginus CRISP3 raiskos pasiskirstyma
priklausomai nuo PSA koncentracijos kraujo serume pries transperinealinés priesinés liaukos
biopsija matyti, kad didelé CRISP3 raiska dazniau nustatoma pacientams esant 10 ng/ml ir
mazesnei PSA koncentracijai kraujo serume. Gautas statistiSkai reikSmingas pasiskirstymas tarp
CRISP3 raiskos kraujyje ir pacienty PSA koncentracijos kraujo serume po transperinealinés
biopsijos (p=0,016) (8 lent.). IS pateikty 8 lentelé¢je duomeny matyti, kad didelé CRISP3 raiska
dazniau nustatyta pacientams esant 10 ng/ml ir mazesnei PSA koncentracijai kraujo serume.
CRISP3 raiska jvertinta priklausomai nuo tokiy bukliy kaip uzdegimas ir GPH. I§ tyrimo
duomeny matyti, kad pacientai, kuriems nebuvo nustatytas PV lydintis uzdegimas daZniau
stebéta didelé CRISP3 raiska kraujyje, 0 esant mazai CRISP3 raiskai kraujyje, PV pacientams,
kartu stebéta liga lydinti GPH. Palyginus CRISP3 raiskos pokyc¢ius priklausomai nuo priesinés
liaukos histologinio verifikavimo matyti, kad maza CRISP3 raiska reciau nustatyta esant

kliniskai reikSmingam PV.

Atlikus koreliacing analize, jvertintas tiriamyjy parametry rySiy stiprumas. 9 lenteléje
pateikti CRISP3 raiskos poky¢iy ir pacienty amziaus, klinikiniy — patologiniy charakteristiky

koreliacinés analizés rezultatai.

9 lentelé. CRISP3 raiskos kraujyje ir pacienty amziaus, klinikiniy — patologiniy charakteristiky
koreliaciné analize

CRISP3 raiska

Parametras rs D

AmZius -0,094 0,192
PSA koncentracija kraujo serume pries biopsija -0,072 0,320
PSA koncentracija kraujo serume po biopsijos -0,165 0,022
UZdegimas -0,091 0,210
GPH -0,044 0,542
PrieSinés liaukos véZzio diagnozé -0,010 0,889

PSA — priesinés liaukos specifinis antigenas, GPH — gerybiné priesinés liaukos hiperplazija, rs — Spirmeno
koreliacijos koeficientas
Is pateikty 9 lenteléje duomeny matyti, kad CRISP3 raiska kraujyje statistiskai
reikSmingai neigiamai susijusi su PSA koncentracija kraujo serume po transperinealinés
biopsijos (rs=-0,165 p=0,022). Kity statistiskai reikSmingy skirtumy tarp CRISP3 raiskos

kraujyje ir pacienty amZiaus, klinikiniy — patologiniy charakteristiky nenustatyta.
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3.2. LMTK2 geno raiSkos poky¢iai sergan€iyjuy priesinés liaukos véziu pacienty kraujyje

Maza LMTK2 geno raiska serganciyjy PV pacienty kraujyje nustatyta 96 atvejais (49,7%,
95% Pl 42,5-56,5), o didelé raiska — 97 atvejais (50,3%, 95% PI 43,5-57,5).
LMTK2 geno raiskos pokyciai jvertinti priklausomai nuo pacienty amziaus ir klinikiniy —

patologiniy charakteristiky (10 lent.).

10 lentelé. LMTK2 geno raiskos kraujyje analizé priklausomai nuo serganciyjy priesinés liaukos
véziu pacienty amziaus ir klinikiniy — patologiniy charakteristiky

Parametras LMTK2 raiSka kraujyje 0
maza, n (%) | didelé, n (%)
AmzZiaus grupé:
47-63 metai 56 (58,3%) 51 (52,6%) |0,421
64-75 metai 40 (41,7%) 46 (47,4%)
PSA koncentracija kraujo serume pries$
biopsija (ng/ml):
<10 94 (97,9%) 84 (86,6%) | 0,003
>10 2 (2,1%) 13 (13,4%)
PSA koncentracija kraujo serume po
biopsijos (ng/ml):
<10 73 (76,0%) 63 (64,9%) | 0,091
>10 23 (24,0%) 34 (35,1%)
UZdegimas:
nustatytas 35 (36,5%) 33 (34,0%) |0,723
nenustatytas 61 (63,5%) 64 (66,0%)
GPH:
nustatyta 59 (61,5%) 56 (57,7%) | 0,598
nenustatyta 37 (38,5%) 41 (42,3%)
Priesinés liaukos vézio diagnozé
kliniskai reik§mingas 25 (26,0%) 28 (28,9%) | 0,660
kliniskai nereikSmingas 71 (74,0%) 69 (71,1%)

PSA — priesinés liaukos specifinis antigenas, GPH — gerybiné priesinés liaukos hiperplazija

Tyrimo rezultatai rodo, kad maza LMTK2 raiska kraujyje dazniau nustatyta, jei pacientai
yra jaunesnio amziaus (47-63 metai) palyginus su vyresnio amziaus (64-75 metai) pacientais.
Ivertinus LMTK2 raiska kraujyje priklausomai nuo pacienty PSA koncentracijos kraujo serume
pries transperinealing biopsijg, gautas statistiSkai reikSmingas pasiskirstymas tarp LMTK2
raiSkos kraujyje ir PSA koncentracijos kraujo serume (p=0,003) (10 lent.). Maza LMTK2 raiska
kraujyje dazniau stebéta pacientams esant 10 ng/ml ir mazesnei PSA koncentracijai kraujo
serume. Nustatyta statistiné tendencija tarp LMTK2 raiSkos kraujyje ir PSA koncentracijos
kraujo serume po biopsijos (p=0,091) (10 lent.). Maza LMTK2 raiska kraujyje dazniau nustatyta
tiems pacientams, kuriems po biopsijos stebéta 10 ng/ml ir mazesné PSA koncentracija kraujo

serume. Ivertinus pacienty LMTK2 raiSkos pasiskirstyma kraujyje priklausomai nuo lydincio

35



uzdegimo, didelé LMTK2 raiska daZzniau nustatyta nesant uzdegimui. Palyginus LMTK2 raiskos
pokyc¢iy pasiskirstyma priklausomai nuo liga lydinc¢ios GPH matyti, kad maza LMTK2 raiska
dazniau nustatyta esant GPH. Ivertinus LMTK2 raiska priklausomai nuo priesinés liaukos
histologinio verifikavimo, i§ 10 lentel¢je pateikty duomeny matyti, kad maza LMTK2 raiska

dazniau stebima esant kliniskai nereikSmingam PV.

Toliau 11 lenteléje pateikiami LMTK2 raiSkos ir pacienty amziaus, klinikiniy —

patologiniy charakteristiky koreliacinés analizés rezultatai.

11 lentelé. LMTK2 raiSkos kraujyje ir pacienty amziaus, klinikiniy — patologiniy charakteristiky
koreliaciné analizé

LMTK2 raiska
Parametras re D
Amzius 0,046 0,527
PSA koncentracija kraujo serume pries biopsija 0,196 0,006
PSA koncentracija kraujo serume po biopsijos 0,126 0,080
UZdegimas -0,011 0,878
GPH -0,019 0,796
Priesinés liaukos vézio diagnozé -0,007 0,922

PSA — priesinés liaukos specifinis antigenas, GPH — gerybiné priesinés liaukos hiperplazija, rs — Spirmeno
koreliacijos koeficientas

Atlikus koreliacing analizg ir jvertinus LMTK2 raiska kraujyje priklausomai nuo pacienty
amziaus ir klinikiniy — patologiniy charakteristiky, statistiSkai reikSmingas rySys gautas tik tarp
LMTK2 raiSkos ir PSA koncentracijos kraujo serume prie§ prieSinés liaukos transperinealing
biopsija (rs=0,196 p=0,006) bei stebima sasajos tendencija tarp LMTK2 raiskos ir PSA
koncentracijos kraujo serume po biopsijos (rs=0,126 p=0,080) (11 lent.).

3.3. MSMB geno raiskos poky¢iai sergan¢iyjuy priesinés liaukos véZiu pacienty kraujyje

Maza MSMB geno raiska serganciyjy PV pacienty kraujyje nustatyta 96 atvejais (49,7%,
95% PI 42,5-56,5), o didelé raiska — 97 atvejais (50,3%, 95% PI 43,5-57,5).

MSMB geno raiskos pokyciai jvertinti priklausomai nuo pacienty amziaus ir klinikiniy —
patologiniy charakteristiky (12 lent.). IS 12 lentel¢je pateikty duomeny matyti, kad statistiskai

reik§mingo pasiskirstymo tarp MSMB raiskos ir analizuoty parametry nekonstatuota.
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12 lentelé. MSMB geno raiskos kraujyje analiz¢ priklausomai nuo serganciyjy priesinés liaukos
véziu pacienty amziaus ir klinikiniy — patologiniy charakteristiky

Parametras MSMB raiska kraujyje 0
maza, n (%) | didelé, n (%)
AmZiaus grupé:
47-63 metai 52 (54,2%) 55 (56,7%) |0,723
64-75 metai 44 (45,8%) 42 (43,3%)
PSA koncentracija kraujo serume pries§
biopsija (ng/ml):
<10 89 (92,7%) 89 (91,8%) |0,804
>10 7 (7,3%) 8 (8,2%)
PSA koncentracija kraujo serume po
biopsijos (ng/ml):
<10 69 (71,9%) 67 (69,1%) |0,670
>10 27 (28,1%) 30 (30,9%)
UZdegimas:
nustatytas 32 (33,3%) 36 (37,1%) |0,583
nenustatytas 64 (66,7%) 61 (62,9%)
GPH:
nustatyta 59 (61,5%) 56 (57,7%) | 0,598
nenustatyta 37 (38,5%) 41 (42,3%)
Priesinés liaukos vézio diagnozé
kliniskai reik§mingas 28 (29,2%) 25 (25,8%) | 0,597
klini§kai nereikSmingas 68 (70,8%) 72 (74,2%)

PSA — priesinés liaukos specifinis antigenas, GPH — gerybiné priesinés liaukos hiperplazija

IS pateikty duomeny matyti, kad didelé MSMB raiska daZniau nustatyta jaunesnio
amziaus (47-63 mety) pacientams palyginus su vyresnio amZziaus (64-75 mety) pacientais.
Ivertinus MSMB raiskos pasiskirstyma priklausomai nuo pacienty PSA koncentracijos kraujo
serume prie$ ir po transperinealinés priesinés liaukos biopsijos matyti, kad pacientai tiek su
maza, tiek su didele MSMB raiska kraujyje pasiskirsté vienodai tarp grupiy esant 10 ng/ml ir
mazesnei PSA koncentracijai kraujo serume. Po priesinés liaukos biopsijos esant 10 ng/ml ir
mazesnei PSA koncentracijai kraujo serume daZniau nustatyta maza MSMB raiSka. Tiems
pacientams, kuriems kraujyje buvo nustatyta maza MSMB geno raiska, liga lydintis uzdegimas
priesingje liaukoje nebuvo nustatytas. Maza MSMB geno raiska dazniau stebéta PV sergantiems
pacientams, kuriems kartu su naviku nustatyta ir GPH priesinéje liaukoje. Ivertinus MSMB raiska
priklausomai nuo PV histologinio verifikavimo, nustatyta, kad didelé MSMB raiska dazniau

identifikuota esant kliniSkai nereikSmingam PV.
Atlikus koreliacing analiz¢ ir jvertinus MSMB raiska kraujyje priklausomai nuo pacienty

amziaus ir klinikiniy — patologiniy charakteristiky, statistiskai reikSmingo rysio nebuvo gauta (13

lent.).
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13 lentelé. MSMB raiskos kraujyje ir pacienty amziaus, klinikiniy — patologiniy charakteristiky

koreliaciné analizé

Parametras

MSMB raiska

I's P
AmZius -0,044 | 0,539
PSA koncentracija kraujo serume pries biopsija 0,045 | 0,531
PSA koncentracija kraujo serume po biopsijos 0,056 | 0,435
UZdegimas -0,006 | 0,931
GPH -0,045 | 0,538
Priesinés liaukos véZio diagnozé -0,053 | 0,461

PSA — priesinés liaukos specifinis antigenas, GPH — gerybiné priesinés liaukos hiperplazija, rs — Spirmeno

koreliacijos koeficientas

3.4. MSMB geno (-57 C/T) polimorfizmas serganciyju priesinés liaukos véziu pacienty

kraujyje

Tyrimams buvo pasirinktas MSMB (-57 C/T) (rs10993994) geno polimorfizmas kaip

labiausiai tyrin¢jamas sergant PV. Visiems tyrime dalyvavusiems pacientams buvo nustatytas

MSMB (-57 C/T) polimorfizmas kraujyje. MSMB geno polimorfizmo TT, CT ir CC variantai
nustatyti atitinkamai 19 (9,8%, 95% PI 5,7-15,0) atvejy, 170 (88,1 %, 95% PI1 82,9-92,2) atvejy

ir 4 (2,1%, 95% PI1 0,5-4,1) atvejais. MSMB (-57 C/T) polimorfizmo varianty pasiskirstymas

pateiktas 4 paveiksle.

Kontroling grupe sudaré 20 sveiky vyry, kuriy kraujyje nustatytas tik MSMB (-57 C/T)

(rs10993994) geno polimorfizmo CT variantas.
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MSMB (-57 C/T) polimorfizmo varianty pasiskirstymas jvertintas priklausomai nuo
pacienty amziaus ir klinikiniy — patologiniy charakteristiky (14 lent.). ISanalizavus polimorfizmo
varianty pasiskirstyma priklausomai nuo amziaus ir klinikiniy — patologiniy charakteristiky,
statistiSkai reik§mingy sgsajy tarp MSMB (-57 C/T) varianty ir analizuoty parametry nenustatyta
(14 lent.).

14 lentelé. MSMB (-57 C/T) geno polimorfizmo analizé serganciyjy priesinés liaukos véziu
kraujyje priklausomai nuo amziaus ir klinikiniy — patologiniy charakteristiky

MSMB (-57 C/T) geno polimorfizmas
Parametras TT,n(%) | CT,n(%) | CC,n(%) | p
Amziaus grupé:
47-63 metai 11 (57,9%) | 93 (54,7%) | 3(75,0%) | 0,704
64-75 metai 8 (42,1%) | 77 (45,3%) | 1(25,0%)
PSA koncentracija kraujo serume
pries biopsija (ng/ml):
<10 19 (100,0%) | 155 (91,2%) | 4 (100,0%) | 0,333
>10 0 15 (8,8%) 0
PSA koncentracija kraujo serume po
biopsijos (ng/ml):
<10 13 (68,4%) | 121 (71,2%) | 2 (50,0%) | 0,643
>10 6 (31,6%) | 49 (28,8%) | 2(50,0%)
UZdegimas:
nustatytas 5(26,3%) | 62(36,5%) | 1(25,0%) | 0,619
nenustatytas 14 (73,7%) | 108 (63,5%) | 3 (75,0%)
GPH:
nustatytas 14 (73,7%) | 99 (58,2%) | 2 (50,0%) | 0,397
nenustatytas 5(26,3%) | 71(41,8%) | 2(50,0%)
Priesinés liaukos véZio diagnozé
kliniskai reik§mingas 4 (21,1%) | 48(28,2%) | 1(25,0%) | 0,797
kliniskai nereikSmingas 15 (78,9%) | 122 (71,8%) | 3 (75,0%)

PSA — priesinés liaukos specifinis antigenas, GPH — gerybiné priesinés liaukos hiperplazija

Tyrimo rezultatai parodé, kad MSMB (-57 C/T) polimorfizmo CT variantas dazniau
identifikuotas jaunesnio amziaus (47-63 metai) pacientams palyginus su vyresniais (64-75 metai)
pacientais. Jvertinus MSMB (-57 C/T) polimorfizmo variantus priklausomai nuo PSA
koncentracijos kraujo serume pries ir po prieSinés liaukos transperinealinés biopsijos matyti, kad
MSMB (-57 C/T) polimorfizmo CT variantas dazniau nustatytas esant 10 ng/ml ir mazesnei PSA
koncentracijai kraujo serume. Palyginus MSMB geno (-57 C/T) polimorfizmo variantus
priklausomai nuo kartu su priesinés liaukos naviku diagnozuojamomis patologinémis buiklémis —
uzdegimu ir GPH matyti, kad CT variantas daznesnis nesant ligg lydin¢iam uzdegimui ir esant
liga lydin¢iai GPH. [vertinus MSMB (-57 C/T) polimorfizmg priklausomai nuo PV histologinio
verifikavimo, matyti, kad CT variantas daZzniau nustatytas pacientams esant kliniskai

nereik§mingam PV.
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Tolesniame etape panaudojus koreliacinés analizés metods, jvertintas tirtyjy parametry
ry$iy stiprumas. StatistiSkai reikSmingo rysio tarp MSMB geno (-57 C/T) polimorfizmo varianty

ir pacienty amziaus, klinikiniy — patologiniy charakteristiky nenustatyta (15 lent.).

15 lentelé. MSMB geno (-57 C/T) polimorfizmo kraujyje ir pacienty amziaus, klinikiniy —
patologiniy charakteristiky koreliaciné analizé

MSMB (-57 C/T)
Parametras polimorfizmas
I's P
Amzius -0,008 0,912
PSA koncentracija kraujo serume pries biopsija 0,070 0,336
PSA koncentracija kraujo serume po biopsijos 0,013 0,863
UZdegimas 0,043 0,551
GPH -0,097 0,181
Priesinés liaukos véZio diagnozé 0,039 0,585

PSA — priesinés liaukos specifinis antigenas, GPH — gerybiné priesinés liaukos hiperplazija, rs — Spirmeno
koreliacijos koeficientas

3.5. CRISP3, LMTK2, MSMB geny raiskos ir MSMB (-57 C/T) polimorfizmo varianty

poky¢iai serganciyjy prieSinés liaukos véZiu pacienty kraujyje

Atlikta CRISP3, LMTK2 ir MSMB geny raiSkos tarpusavio analizé; rezultatai pateikti 16

lentel¢je.

16 lentelé. CRISP3, LMTK2 ir MSMB geny raiskos tarpusavio analizé serganéiyjy prieSinés
liaukos véziu kraujyje

Parametras CRISP3 raiska MSMB raiska
maza, n (%) | didelé, n (%) p maza, n (%) | didelé, n (%) p
CRISP3 raiska
maza 61 (63,5%) 35 (36,1%) <0,001
didelé 35 (36,5%) 62 (63,9%)
LMTK2 raiska
maza 47 (49,0%) 49 (50,5%) 0,829 67 (69,8%) 29 (29,9%) <0,001
didelé 49 (51,0%) 48 (49,5%) 29 (30,2%) 68 (70,1%)
MSMB raiska
maza 61 (63,5%) 35 (36,1%) <0,001
didelé 35 (36,5%) 62 (63,9%)

Nustatytas statistiSkai reikSmingas rySys tarp CRISP3 ir MSMB raiskos kraujyje
(p<0,001); LMTK2 ir MSMB raiskos kraujyje (p<0,001) (16 lent.).

Toliau pacientai suskirstyti j dvi grupes pagal CRISP3 ir MSMB geny raiskos pokycius
kraujyje. Maza CRISP3 ir didelé MSMB raiska — geros prognozés grupé; didelé CRISP3 ir maza
MSMB raiska — blogos prognozés grupé (n=70). Pacientai pasiskirsté po lygiai j grupes, po 35

atvejus.
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CRISP3 ir MSMB geny raiskos poky¢iai jvertinti priklausomai nuo pacienty amziaus ir

klinikiniy — patologiniy charakteristiky (17 lent.).

17 lentelé. CRISP3 ir MSMB geny raiskos kraujyje analizé priklausomai nuo serganciyjy
priesinés liaukos véziu pacienty amziaus ir klinikiniy — patologiniy charakteristiky

Parametras CRISP3 ir MSMB raiska 0
gera prognozé, n (%) | bloga prognozé, n (%)
AmzZiaus grupé:
47-63 metai 20 (57,1%) 22 (62,9%) 0,626
64-75 metai 15 (42,9%) 13 (37,1%)
PSA koncentracija kraujo
serume prie$ biopsija (ng/ml):
<10 32 (91,4%) 34 (97,1%) 0,614
>10 3 (8,6%) 1 (2,9%)
PSA koncentracija kraujo
serume po biopsijos (ng/ml):
<10 21 (60,0%) 30 (85,7%) 0,030
>10 14 (40,0%) 5 (14,3%)
UZdegimas:
nustatytas 17 (48,6,%) 12 (34,3%) 0,225
nenustatytas 18 (51,4%) 23 (65,7%)
GPH:
nustatyta 21 (60,0%) 20 (57,1%) 0,808
nenustatyta 14 (40,0%) 15 (42,9%)
Priesinés liaukos vézio diagnozé
kliniSkai reikSmingas 8 (22,9%) 10 (28,6%) 0,584
kliniskai nereikSmingas 27 (77,1%) 25 (71,4%)

PSA — priesinés liaukos specifinis antigenas, GPH — gerybiné priesinés liaukos hiperplazija

Ivertinus CRISP3 ir MSMB raisky poky¢ius priklausomai nuo pacienty amziaus, didelé
CRISP3 ir maza MSMB raiska kraujyje dazniau nustatyta jaunesnio amziaus (47-63 metai)
pacientams lyginant su vyresnio amziaus (64-75 metai) pacientais. Palyginus CRISP3 ir MSMB
raiSkos pasiskirstymg priklausomai nuo PSA koncentracijos kraujo serume pries
transperinealinés priesinés liaukos biopsija matyti, kad didelé CRISP3 ir maza MSMB raiska
dazniau identifikuota pacientams sergantiems PV esant 10 ng/ml ir mazesnei PSA koncentracijai
kraujo serume. Gautas statistiSkai reikSmingas pasiskirstymas tarp CRISP3 ir MSMB raiskos
kraujyje ir pacienty PSA koncentracijos kraujo serume po transperinealinés biopsijos (p=0,030)
(17 lent.). I§ pateikty 17 lenteléje duomeny matyti, kad didelé CRISP3 ir maza MSMB raiska
dazniau konstatuota tiems pacientams, kuriems nustatyta 10 ng/ml ir mazesné PSA koncentracija
kraujo serume. CRISP3 ir MSMB raiska jvertinta priklausomai nuo tokiy biikliy kaip uzdegimas
ir GPH. I§ tyrimo duomeny matyti, kad pacientai, kuriems nebuvo nustatytas PV lydintis
uzdegimas dazniau stebéta didelé CRISP3 ir maza MSMB raiska kraujyje, o esant mazai CRISP3
ir didelei MSMB raiskai kraujyje, kartu stebéta ir liga lydinti GPH. Palyginus CRISP3 ir MSMB
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raiskos pokycius priklausomai nuo prieSinés liaukos histologinio verifikavimo matyti, kad maza

CRISP3 ir didelé¢ MSMB raiska daznesné¢ esant kliniskai reik§Smingam PV.

Pacientai suskirstyti j dvi grupes pagal LMTK2 ir MSMB geny raiSkos poky¢ius kraujyje.
Didelé LMTK?2 ir didelé MSMB rai$ka — geros prognozés grupé; maza LMTK2 ir maza MSMB
raiSka — blogos prognozés grupé (n=134). Pacientai pasiskirsté po lygiai j grupes, po 67 atvejus.

LMTK2 ir MSMB geny raiskos pokyciai jvertinti priklausomai nuo pacienty amziaus ir

klinikiniy — patologiniy charakteristiky (18 lent.).

18 lentelé. LMTK2 ir MSMB geny raiskos kraujyje analizé priklausomai nuo serganciyjy
priesinés liaukos véziu pacienty amziaus ir klinikiniy — patologiniy charakteristiky

e LMTK2 ir MSMB raiska
gera prognozé, n (%) | bloga prognozé, n (%) P

AmzZiaus grupé:
47-63 metai
64-75 metai

38 (56,7%)
29 (43,3%)

40 (59,7%) 0,726
27 (40,3%)

PSA koncentracija kraujo
serume prie$ biopsija (ng/ml):
<10 59 (88,1%) 65 (97,0%) 0,048
>10 8 (11,9%) 2 (3,0%)

PSA koncentracija kraujo
serume po biopsijos (ng/ml):

<10 46 (68,7%) 52 (77,6%) 0,242
>10 21 (31,3%) 15 (22,4%)
UZdegimas:
nustatytas 22 (32,8,%) 21 (31,3%) 0,853
nenustatytas 45 (67,2%) 46 (68,7%)
GPH:
nustatyta 40 (59,7%) 43 (64,2%) 0,594
nenustatyta 27 (40,3%) 24 (35,8%)
Priesinés liaukos vézio diagnozé
kliniskai reikSmingas 17 (25,4%) 17 (25,4%) 1

kliniSkai nereik§Smingas

50 (74,6%)

50 (74,6%)

PSA — priesinés liaukos specifinis antigenas, GPH — gerybiné priesinés liaukos hiperplazija

Maza LMTK2 ir maza MSMB raiska kraujyje dazniau stebéta jaunesniems (47-63 metai)
pacientams palyginus su vyresnio amziaus (64-75 metai) pacientais. Jvertinus LMTK2 ir MSMB
raiSkg kraujyje priklausomai nuo pacienty PSA koncentracijos kraujo serume pries
transperinealing biopsija, gautas statistiskai reikSmingas pasiskirstymas tarp LMTK2 ir MSMB
raiSkos kraujyje ir PSA koncentracijos kraujo serume (p=0,048) (18 lent.). Maza LMTK2 ir maza
MSMB raiska kraujyje dazniau stebéta pacientams esant 10 ng/ml ir mazesnei PSA
koncentracijai kraujo serume pries ir po biopsijos. [vertinus pacienty LMTK2 ir MSMB raiskos

pasiskirstyma kraujyje priklausomai nuo lydinc¢io uzdegimo, maza LMTK2 ir maza MSMB raiska
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dazniau nustatyta nesant uzdegimui. Palyginus LMTK2 ir MSMB raiskos pokyc¢iy pasiskirstyma
priklausomai nuo ligg lydinc¢ios GPH matyti, kad maza LMTK2 ir maza MSMB raiska dazniau
nustatyta esant GPH. Ivertinus LMTK2 ir MSMB raiska priklausomai nuo priesinés liaukos vézio
histologinio verifikavimo matyti, kad duomenys abiejose grupése pasiskirsté vienodai tiek esant
mazai, tiek didelei LMTK2 ir MSMB raiskai, kai stebimas kliniskai reik§Smingas ar nereikSmingas
PV.

MSMB geno raiskos ir MSMB (-57 C/T) polimorfizmo tarpusavio analizés rezultatai

pateikti 19 lentel¢je.

19 lentelé. MSMB geno raiskos ir MSMB (-57 C/T) polimorfizmo tarpusavio analizé serganciyjy
priesinés liaukos véziu kraujyje

MSMB (-57 C/T) polimorfizmas
Parametras P
TT, n (%) CT,n (%) | CC, n (%)
MSMB raiska
maza 14 (73,7%) | 78 (45,9%) | 4 (100,0%) | 0,009
didelé 5 (26,3%) 92 (54,1%) 0

Tyrime nustatyta statistiSkai reikSminga sgsaja tarp MSMB geno raiskos ir MSMB (-57
C/T) polimorfizmo varianty (p=0,009) (19 lent.). MSMB (-57 C/T) polimorfizmo CT variantas
dazniau nustatytas esant didelei MSMB geno raiskai kraujyje, o TT variantas — mazai MSMB

raiSkai, kas atitinka literatiiros duomenis.
Atlikus koreliacing analizg ir jvertinus MSMB geno raiska kraujyje priklausomai nuo
MSMB (-57 C/T) polimorfizmo, nustatytas statistikai reik§mingas teigiamas rySys (rs=0,166

p=0,021) (20 lent.).

20 lentelé. MSMB geno raiskos ir MSMB (-57 C/T) polimorfizmo koreliaciné analizé

MSMB raiska
Parametras

I's P
MSMB (-57 C/T) polimorfizmas 0,166 0,021

rs — Spirmeno Koreliacijos koeficientas
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4. REZULTATU APTARIMAS

Pasaulyje ir daugelyje Europos valstybiy PV iSlieka viena daZniausiai diagnozuojamy
onkologiniy ligy tarp vyry. Dél didéjancio sergamumo PV, 2006 metais Lietuvoje buvo pradéta
igyvendinti “Lietuvos priesinés liaukos vézio ankstyvos diagnostikos programa®. Nepaisant to,
sergan¢iyjy PV iSgyvenamumas islicka vis dar mazas dél laiku nediagnozuoto PV.

Tiriamojo darbo metu buvo nustatyti ir iSanalizuoti CRISP3, LMTK2, MSMB geny raiskos
ir MSMB (-57 C/T) polimorfizmo kraujyje poky¢iai sergant PV.

Atlikto tyrimo rezultatai tik i§ dalies atitinka literatiiroje pateikiamus rezultatus, nes
remiantis kity tyréjy duomenimis $iy geny raiSka buvo tiriami kraujyje bei navike — baltymy

lygyje arba geny raiska ir VNP nustatoma navike, ko miisy tyrime nebuvo atlikta.

CRISP3. Pacienty amziaus jtaka biologiniam PV vystymuisi ir toliau iSlieka gana
priestaringa, nes statistiskai reikSmingo skirtumo tarp amziaus grupiy ir CRISP3 raiskos kraujyje
nebuvo nustatyta. Galima jzvelgti tik tendencinguma, taciau teigti, kad vienoje ar kitoje amziaus
grupéje nustatomas didesné ar mazesné CRISP3 raiSka, negalima. Literatiros duomenimis
vyrams PV rizika padidéja po 50 mety amziaus [48]. Miisy atliktas tyrimas atitinka, dalies tyréjy
duomenis, kad tarp jaunesnio ir vyresnio amziaus pacienty ir CRISP3 baltymo raiskos prieSinés
liaukos navikiniame audinyje patikimo rySio néra (p=0,280) [14] (p=0,529) [39].

Didesn¢ PSA koncentracija kraujo serume gali biiti nustatoma tiek esant prieSingje
liaukoje navikui, tiek esant GPH [70, 9]. Sasaja tarp CRISP3 raiskos ir PSA koncentracijos
kraujo serume néra tiksliai nustatyta. Pavyzdziui, literatiiroje vienose publikacijose pateikiami
statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp didelés CRISP3 baltymo raiSkos navike ir didesnés PSA
koncentracijos kraujo serume prie§ gydyma (p=0,045) [39], kitose publikacijose tokia sgsaja
nekonstatuota (p=0,212) [14]. Tuo tarpu, Siame tyrime stebimas statistiSkai reik§mingas
skirtumas tarp CRISP3 raiskos kraujyje ir PSA koncentracijos kraujo serume po biopsijos
(p=0,016) (8 lent.). Rezultatai rodo, kad esant 10 ng/ml ir mazesnei PSA koncentracijai kraujo
serume, tikimybé nustatyti didel¢ CRISP3 raiskg kraujyje yra didesné (r=-0,165, p=0,022) (9
lent.).

PV gali buti diagnozuojamas kartu su prieSinés liaukos patologinémis buklémis —
uzdegimu ar GPH [71]. Literatiiros Saltiniuose nurodoma, kad CRISP3 raiska yra didesné
priesinés liaukos naviko Igstelése, palyginti su GPH Igstelémis [14]. Bashir ir bendraautoriy [14]

tyrime didelé CRISP3 baltymo raiska daZzniau nustatyta priesinés liaukos naviko lastelése
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lyginant su gerybiniais priesinés liaukos audiniais (p<0,0001). Siame tyrime statistiskai
reikSmingos sasajos tarp CRISP3 raiskos ir GPH nekonstatuota.

Literatiiroje pateikiama, kad CRISP3 ir MSMB yra tarpusavyje susij¢ ir kad CRISP3
raiSkos poky¢iai turi jtakos MSMB raiskos poky¢iams. Manoma, kad didelé CRISP3 raiska, dél
CRISP3 sgveikos su MSMB, lemia mazesne MSMB raiska. Kadangi MSMB dalyvauja naviko
augimo slopinimo procese, tai Sio baltymo sumazéjusi raiska yra susijusi su PV issivystymu [72].
Sio tyrimo metu nustatytas statistiskai reik§mingas ry$ys tarp MSMB ir CRISP3 geny raiskos
kraujyje (p<0,001) (16 lent.). Parodyta, kad didelé CRISP3 ir maza MSMB raiska kraujyje
dazniau identifikuota tiems pacientams, kuriy PSA koncentracija kraujo serume po

transperinealinés biopsijos 10 ng/ml ir mazesné (p=0,030) (17 lent.).

LMTK2. Literatiiroje rasti vos keli tyrimai, kuriuose buvo analizuojama LMTK2 raiska
sergant PV. Tyrimuose nurodoma, kad prieSinés liaukos navikinése lastelése nustatyta mazesné
LMTK2 raiska negu epitelinése priesinés liaukos vézio lastelése ar GPH lastelése [19, 46, 5].

Sio tyrimo rezultatai rodo, kad palyginus LMTK2 raiska kraujyje pagal amZiaus grupes,
statistiSkai reikSmingo rysio nenustatyta.

Tiriant PSA koncentracijos kraujyje priklausomybe nuo LMTK2 raiSkos, gauta sasaja,
kad esant mazai LMTK2 raiskai, PV dazniausiai verifikuojamas, kai PSA koncentracija kraujo
serume prie§ biopsija padidéjusi nezymiai, t.y. iki 10 ng/ml (p=0,003) (10 lent.). Tarp Siy
parametry nustatyta silpna, ta¢iau teigiamai reikSminga koreliacija (rs=0,196 p=0,006) (11 lent.).
Shah ir bendraautoriy [31] tyrime maza LMTK2 raiska LNCaP-KD lastelése rodo statistiskai
reikSmingg PSA raiskos padidéjimag (p<0,001).

Literatiiros Saltiniuose néra duomeny apie LMTK2 raiskg ir sgsaja su GPH, taCiau
nurodoma, kad LMTK2 raiSka yra mazesné priesinés liaukos naviko lgstelése, palyginti su GPH
lastelémis [19, 49]. Harries ir bendraautoriy [5] tyrime maza LMTK2 mRNA daZniau nustatyta
PV sergantiems pacientams adenokarcinomose lyginant su gerybiniais prieSinés liaukos audiniais
(p= 3,2x107). Siame tyrime statistifkai reik§mingos sasajos tarp LMTK2 raiskos ir GPH
nekonstatuota.

Literatiiros duomenimis maza LMTK2 ir maza MSMB geny raiska siejama su padidéjusia
PV rizika [5]. Remiantis $io tyrimo duomenimis nustatytas statistiSkai reikSmingas rySys tarp
LMTK2 ir MSMB geny raiskos kraujyje (p<0,001) (16 lent.). Maza LMTK2 ir maza MSMB raiska
kraujyje daZniau nustatyta pacientams esant 10 ng/ml ir maZesnei PSA koncentracijai kraujo

serume pries transperinealing biopsija (p=0,048) (18 lent.).
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MSMB. Siame tyrime statistiskai reik§mingo rySio tarp MSMB raigkos kraujyje ir
pacienty amziaus nekonstatuota. Literatiroje pateikiami kontraversiski duomenys. Sjoblom ir
bandraautoriai [1] nenustaté reik§mingos sgsajos tarp pacienty amziaus diagnozés metu ir MSMB
raiSkos navike (p=0,7511) bei MSMB baltymo raiSkos navike prostatektomijos ir adatos
biopsijos méginiuose (atitinkamai, p=0,2563 ir p=0,3078). Tuo tarpu tame paciame tyrime jie
parodé, kad maza MSMB baltymo raiska kraujyje yra statistiSkai reikSmingai susijusi su pacienty
amziumi (p=0,0452) [1]. Kitose publikacijose §i sgsaja taip pat nebuvo nustatyta [73].

Sjoblom ir bendraautoriy [1] duomenimis nebuvo nustatyta statistiSkai reikSmingos
koreliacijos tarp MSMB baltymo raiSkos kraujo serume ir pacienty amziaus diagnozés metu
sergantiems PV (rs=0,1550 p>0,05). Misy tyrimo metu $i koreliacija taip pat nebuvo stebima.

Pladiai PV diagnostikai taikomas PSA tyrimas. Pazymétina, kad PSA yra specifinis
prieSinés liaukos Zymuo, taCiau nespecifinis prieSinés liaukos véziui. Padidéjusi PSA
koncentracija kraujo serume gali biiti nustatoma tiek esant priesinéje liaukoje navikui, tiek esant
GPH [9]. Literatiroje pateikiami kontraversiski duomenys tarp PSA koncentracijos kraujo
serume ir MSMB raiskos. Haiman ir bendraautoriai [73] nenustaté reikSmingos sgsajos tarp
pacienty PSA koncentracijos kraujo serume ir MSMB baltymo raiskos kraujyje (p=0,37). Sio
tyrimo metu $i sgsaja taip pat nekonstatuota. Priesingai, Dahlman ir bendraautoriai [72] tyrimo
metu nustaté statistiSkai reikSmingg skirtuma tarp dideles MSMB baltymo raiskos ir mazesnés
PSA koncentracijos kraujo serume prie$ gydyma (p<0,001).

Koreliacinés analizés rezultatai neparod¢ statistiskai reikSmingo rySio tarp MSMB raiskos
ir PSA koncentracijos kraujo serume, kas prieStarauja Haiman ir bendraautoriy [73] tyrimui,
kurio metu buvo nustatyta silpnai teigiama koreliacija tarp PSA koncentracijos kraujo serume ir
MSMB baltymo raiskos kraujyje (r=0,23 p<0,001). Sjoblom ir bendraautoriai [1] taip pat parodé
silpnai teigiamag rysj tarp MSMB baltymo raiSkos kraujyje ir laisvo bei bendro PSA
koncentracijos kraujo serume (atitinkamai, rs=0,3990 p<0,0001; rs=0,3200 p<0,0001).

Jvertinus prieSinés liaukos bikles, stebimas kartu su prieSinés liaukos naviku, sgsajos tarp

MSMB raiskos ir uzdegimo bei GPH nebuvo nustatyta.

MSMB (-57 C/T) polimorfizmas. Placiai tyrinéjamas MSMB (-57 C/T) polimorfizmas,
taciau publikuoty tyrimy rezultatai kontraversiski . Vieni tyr¢jai teigia, kad yra sgsaja tarp MSMB
(-57 C/T) polimorfizmo ir rizikos susirgti PV [1], kiti tokios sgsajos nenustaté [6]. Literatiroje
pateikiami duomenys, kad MSMB -57 TT variantas turi didziausig rizikg susirgti PV ir lemia
mazesng MSMB raiska [1, 6, 15].

Siame tyrime, palyginus MSMB (-57 C/T) polimorfizmo varianty pasiskirstymg pagal

amziaus grupes, statistiSkai reikSmingy skirtumy nenustatyta. Gauti rezultatai sutampa su
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literatiiroje pateiktais duomenimis. Kader ir bendraautoriai [68] nenustaté reik§Smingos sgsajos
tarp MSMB geno rs10993994 VNP ir pacienty amziaus diagnozés metu (p=0,080).

Kader ir bendraautoriai [68] nenustaté¢ reikSmingos sasajos tarp MSMB geno
rs10993994 VNP ir PSA koncentracijos kraujo serume (p=0,331). Siame tyrime, palyginus
MSMB (-57 C/T) polimorfizmo varianty pasiskirstymg pagal PSA koncentracija kraujo serume,
statistiSkai reikSmingy skirtumy taip pat nenustatyta. Tac¢iau Chang ir bendraautoriai [50] nustaté
statistiSkai reik§mingg pasiskirstyma tarp rs10993994 polimorfizmo ir PSA koncentracijos
(p=0,03) didelés rizikos KaukazieCiams vyrams, taiau nebuvo nustatyta sgsajos tarp PSA
koncentracijos ir rs10993994 polimorfizmo tarp Afroamerikie¢iy vyry (p=0,12). Xu ir
bendraautoriai [69] nustaté statistiSkai reikSmingg rysj tarp rs10993994 polimorfizmo ir laisvo
bei bendro PSA koncentracijos kraujyje (atitinkamai, p=4,9x107 ir p=0,00014). Tyréjai parode,
kad TT rizikos alelis yra susij¢s su padidéjusia laisvo ir bendro PSA koncentracija kraujo
serume.

Literatiros duomenimis Mhatre ir bendraautoriai [66] nustaté statistiSkai reikSmingg
sgsajag tarp didelés MSMB raiskos priesinés liaukos audinyje ir MSMB (rs10993994)
polimorfizmo CC varianto (p<0,05). Siame tyrime identifikuota statistiskai reik§minga, labai
silpnai teigiama, koreliacija tarp MSMB raiskos ir MSMB (-57 C/T) polimorfizmo (rs=0,166
p=0,021) (20 lent.). Parodyta, kad esant didelei MSMB geno raiSkai kraujyje daznesnis
rs10993994 polimorfizmo CT variantas (p=0,009) (19 lent.).

Manoma, kad tokios priesinés liaukos gerybinés ligos kaip priesinés liaukos uzdegimas ar
GPH padidina rizika susirgti PV [71]. Siame tyrime sasajos tarp uzdegimo bei GPH ir MSMB
polimorfizmo nenustatyta. Literatiiroje pateikiamas vienintelis tyrimas, kuriame buvo siekiama
nustatyti sgsajg tarp MSMB geno rs10993994 (-59 C/T) VNP ir GPH. Tyrimo metu nebuvo
nustatytas statistiSkai reikSmingas rySys tarp VNP ir GPH (p=0,060) [23].

Apibendrinant pateiktus literatiiros duomenis matyti, kad PV vystymuisi tampa svarbi
molekuliniy Zymeny predispozicija. CRISP3, MSMB ir LMTK2 tyrimai sergantiesiems PV
pradéti neseniai, taciau Vis dar triiksta susisteminty duomeny, todél Sie tyrimai ypac¢ aktualis.
Ateityje susisteminta informacija bus naudinga ir reikSminga gydytojams urologams tiriant
pacientus, kuriems jtariamas kliniskai reikSmingas PV prie§ pritaikant transperinealing priesinés

liaukos biopsija.
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ISVADOS

1. Didelé CRISP3 ir maza LMTK?2 raiska kraujyje yra susijusi su PSA koncentracija kraujo
serume (p=0,016; p=0,003).

2. Pacientams sergantiems kliniskai nereikSmingu prieSinés liaukos véziu  dazniau
nustatytas MSMB (-57 C/T) polimorfizmo CT variantas, tafiau tokiems pacientams
rekomenduotinas aktyvus steb¢jimas dél T alelio sgsajos su padidéjusia agresyvaus
priesinés liaukos vézio rizika.

3. Pacientus, kuriems identifikuotas kliniskai nereik§mingas prieSinés liaukos vézys, bet
pagal CRISP3, LMTK2 ir MSMB raiska kraujyje patenka j blogos prognozés grupe,
biitina taikyti aktyvy steb&jima.
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SANTRAUKA

Darbo autorius: Dovilé Siugkaité

Darbo pavadinimas: Molekuliniy zymeny tyrimas identifikuojant kliniSkai reikSmingg priesinés
liaukos vézj

Darbo tikslas: jvertinti molekuliniy zymeny reik$me, siekiant identifikuoti kliniskai reikSminga
priesinés liaukos vézj.

Darbo uzdaviniai: nustatyti CRISP3, LMTK2, MSMB geny rai$kg pacienty kraujyje bei jvertinti
sgsajg su klinikinémis — patologinémis charakteristikomis; nustatyti MSMB geno polimorfizmo
daznj pacienty kraujyje bei jvertinti sgsaja su klinikinémis — patologinémis charakteristikomis;
palyginti molekuliniy zZymeny tarpusavio sasaja identifikuojant kliniskai reik§mingg priesinés
liaukos vézj.

Tyrimo objektas. Tyrime dalyvavo 193 priesinés liaukos véZiu sergantys pacientai, kurie 2016
— 2018 m. histologiniam verifikavimui buvo stacionarizuojami Nacionalinio Vézio Instituto
Onkourologijos skyriuje transperinealinei prieSinés liaukos biopsijai. Molekuliniy Zymeny
tyrimams buvo naudojamas periferinis kraujas likes po visy privalomy tyrimy. Kontroling grupe
sudar¢ 20 sveiky vyry kraujo éminiai.

Metodai. CRISP3, LMTK2 ir MSMB geny rai$kos poky¢iams kraujyje jvertinti buvo taikomas
tikrojo laiko polimerazés grandininés reakcijos (TL-PGR) metodas. Geny raiSkos pokyciams

22T metodas. MSMB geno (-57 C/T) polimorfizmas iitirtas panaudojus

apskaiciuoti naudotas
pirosekoskaitos metodika.

Rezultatai. Nustatytas statistiSkai reik§mingas rySys tarp CRISP3 raiskos kraujyje ir PSA
koncentracijos kraujo serume po priesinés liaukos transperinealinés biopsijos (p=0,016); tarp
LMTK2 raiskos kraujyje ir PSA koncentracijos kraujo serume prie§ priesinés liaukos
transperinealing biopsija (p=0,003). StatistiSkai reikSminga sasaja konstatuota tarp didelés
CRISP3 ir mazos MSMB raiskos kraujyje ir PSA koncentracijos kraujo serume po biopsijos
(p=0,030); mazos LMTK2 ir mazos MSMB raiskos kraujyje ir PSA koncentracijos kraujo serume
pries biopsija (p=0,048); MSMB raiskos kraujyje ir MSMB (-57 C/T) polimorfizmo varianty

(p=0,009).

ISvados. Didelé CRISP3 ir maza LMTK2 raiska kraujyje yra susijusi su PSA koncentracija
kraujo serume (p=0,016; p=0,003). Pacientams sergantiems kliniskai nereik§mingu prieSinés
liaukos véziu dazniau nustatytas MSMB (-57 C/T) polimorfizmo CT variantas, taciau tokiems
pacientams rekomenduotinas aktyvus stebéjimas dél T alelio sasajos su padidéjusia agresyvaus

priesinés liaukos vézio rizika. Pacientus, kuriems identifikuotas kliniSkai nereikSmingas prieSinés
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liaukos vézys, bet pagal CRISP3, LMTK2 ir MSMB raiska kraujyje patenka j blogos prognozés
grupg, biitina taikyti aktyvy stebéjima.
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SUMMARY

Thesis author: Dovilé Siuskaite

Full title of the thesis: The study of the molecular biomarkers for the identification of clinically
significant prostate cancer

The aim of the study: to evaluate the significance of molecular biomarkers for the identification
of clinically significant prostate cancer.

Objectives: to determine the expression of CRISP3, LMTK2, MSMB genes in patients’ blood and
to evaluate the relationship with clinical — pathological characteristics; to determine the
frequency of MSMB gene polymorphism in patients' blood and to evaluate the relationship with
clinical — pathological characteristics; to compare the relationship between molecular biomarkers
for the identification of clinically significant prostate cancer.

The object of the study. 193 prostate cancer patients were involved in the study. All patients
were hospitalized for the histological verification in the Oncourology Department of National
Cancer Institute during the period of 2016 — 2018 for transperineal prostate biopsy. Peripheral
blood remained after all mandatory blood tests were used for the research of molecular
biomarkers. The control group consisted of 20 healthy male blood samples.

Methods. A real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) method was used to evaluate
CRISP3, LMTK2 and MSMB genes expression level. Changes in gene expression were calculated
using 2T method. MSMB gene (-57 C/T) polymorphism was investigated using
pyrosequencing method.

Results. Significant correlation was found between CRISP3 expression in blood and serum PSA
levels after transperineal prostate biopsy (p=0.016); between LMTK2 expression in blood and
serum PSA levels before transperineal prostate biopsy (p=0.003). Statistically significant
association was assessed between high CRISP3 and low MSMB expression in blood and serum
PSA levels after biopsy (p=0.030); low LMTK2 and low MSMB expression in blood and serum
PSA levels before prostate biopsy (p=0.048); MSMB expression in blood and MSMB (-57 C/T)
polymorphism variants (p=0.009).

Conclusions. High CRISP3 and low LMTK2 expression in blood are related to serum PSA
concentration (p=0.016; p=0.003). MSMB (-57 C/T) polymorphism CT variant was more often
identified for the patients with clinically insignificant prostate cancer, however, due to the T
allele association with an increased risk of aggressive prostate cancer, for such patients active
surveillance is recommended. Moreover, active surveillance must be used for the patients with
clinically insignificant prostate cancer, who get into the poor prognosis group according to
CRISP3, LMTK2 and MSMB expression in blood.
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PADEKA

Noriu padékoti visiems, kurie padéjo rasyti §j darbg. Dékoju Kestuciui Suziedéliui uz
suteikta galimybe atlikti magistro darba Nacionalinio Vézio instituto Moksliniy tyrimy centro
Molekulinés onkologijos laboratorijoje. Reiskiu nuosirdziag padéka savo baigiamojo darbo
vadovei dr. Dianai Schveigert uz kantrybe, reiklumg, naudingus patarimus ir pastabas, suteiktas
Zinias bei skatinimg siekti kuo geresniy darbo rezultaty. Dékoju konsultantei jaunesniajai mokslo
darbuotojai doktorantei Julijai Fadejevai uz pagalbg atliekant eksperimentinius tyrimus ir
palaikymg raSant magistro darbg. Taip pat dékoju visam NVI Molekulinés onkologijos
laboratorijos kolektyvui uz draugiska darbo aplinka, kuri skatina tobuléti ir siekti uzsibrézty
tiksly.

Su pagarba,

Dovilé Siuskaité
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