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SANTRUMPOS

BM — baziné membrana;

bp — baziy poros;

ER — estrogeny receptoriai;

Fas receptorius — apoptozeés inicijavimo receptorius (CD95);
FGF — fibroblasty augimo veiksnys;

GPH — gerybiné priesinés liaukos hiperplazija;

HER2 — Zmogaus epidermio augimo faktoriaus receptorius 2;
KDNR — kopijiné DNR;

MMP — matrikso metaloproteinazes;

MMPAI — matrikso metaloproteinaziy audininiai inhibitoriai;
MMPSI — matrikso metaloproteinaziy sintetiniai inhibitoriai;
MT-MMP — membraninio tipo matrikso metaloproteinazes;
PCAZ3 — priesinés liaukos vézio antigenas 3;

PGR — polimerazés grandininé reakcija;

PR — progesterono receptoriai;

PSA — priesinés liaukos specifinis antigenas;

TGF-B — transformuojantis augimo veiksnys f3;

TNF-a - naviky nekrozés veiksnys a;

TNM — piktybiniy naviky iSplitimo jvertinimo sistema;

ULU — uzlastelinis uzpildas;

VNP — vieno nukleotido polimorfizmas.



1. JVADAS

1.1. Tiriamoji problema ir jos aktualumas

Matrikso metaloproteinazés (MMP) yra Seima nuo cinko priklausomy
proteolitiniy fermenty, dalyvaujanciy naviko angiogenezéje, jo augimo bei
metastazavimo procesuose, todel, siekiant jvertinti serganciyjy vairiy
lokalizacijy véZziu prognozeg, svarbu nustatyti Siy fermenty raiSkos pokycius.
Buvo manyta, kad MMP yra fermentai, kurie veikia tik kaip naviko augimo ir
metastazavimo procesy stimuliatoriai, ir todé¢l laikytasi nuomonés, kad
uzblokavus Siy fermenty aktyvumg bty galima slopinti naviko augimo ir
plitimo procesus. Todél buvo sukurti ir tirti klinikoje plataus veikimo spektro
sintetiniai MMP inhibitoriai. Pagrindiniai $iy inhibitoriy taikiniai buvo MMP-
2, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-11 ir MMP-12. Pazymétina, kad dauguma
su Siais slopikliais susijusiy tyrimy buvo nutraukti anksciau laiko, nes negauta
klinikinio efekto arba pasireiské Zenklus nepageidaujamas poveikis tiriamyjy
organizmui. Tai parodé, kad teorinés zZinios apie MMP raiska sergant jvairiy
lokalizacijy piktybiniais navikais ir Sios raiSkos sgsaja su navikiniu procesu
nepakankamos. Pastaraisiais metais daugéja eksperimentiniy ir klinikiniy
duomeny, 1§ kuriy matyti, kad padidéjes MMP aktyvumas gali tiek skatinti,
tieck slopinti navikinj procesg (25). Taigi, individualizuojant sergancio
onkologine liga paciento gydyma, reikia atsizvelgti | konkre¢ios MMP
aktyvuma, nes vienu atveju MMP skatina navikinj procesg ir gali biiti tam tikry
lokalizacijy naviky terapijos taikiniu, tad jy raiSka reikia slopinti, o kitu atveju,
esant tam tikry lokalizacijy navikui, MMP slopina navikinj procesa, ir jy
raiSkos nereikéty slopinti (24). Kadangi MMP dalyvauja navikiniy Iasteliy
metastazavimo procese, Jy raiSkos kraujyje jvertinimas galéty biiti prognozinis
zymuo, rodantis mikrometastaziy formavimosi procesg. Taciau vis dar néra
atlikta dideliy daugiacentriy tyrimy, patvirtinan¢iy Siy fermenty svarba
koreguojant pacienty gydymo taktikg bei vertinant pacienty i§gyvenamuma,

kas leisty prognozuoti ligos eiga.



MMP raiskos pokyc¢iams jtakos turi mutacijos jy geny promotorinése
sekose. Pazymétina, kad vieno nukleotido polimorfizmas, nustatomas MMP
geny promotorinése sekose ir galintis turéti jtakos MMP raiSkai, siejamas su
agresyvesne navikinio proceso eiga. Vieno nukleotido polimorfizmo tyrimai
1gyja vis daugiau reikSmés prognozuojant ligg, taciau iki Siol tyrimy rezultatai
nevienareik§miai. Pavyzdziui, MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmas vieny
autoriy darbuose siejamas su invaziniu krities naviku (97), o kiti autoriai $ios
sasajos nekonstatuoja (77). Vadinasi, svarbu nustatyti bei jvertinti, kokie
polimorfizmo variantai gali turéti jtakos ligos eigai.

Analizuojant atliktus tyrimus matoma tendencija, kad MMP raiSka ir
funkcijos priklauso nuo naviko lokalizacijos. Susisteminty duomeny apie
MMP raiskos pokyc€ius atsizvelgiant | naviko lokalizacija, 1asteliy kilme, ligos
vystymosi greit] vis dar néra. Tod¢l svarbu iSsiaiskinti MMP raiskos pokycius
esant tam tikros lokalizacijos navikams, susieti juos su pacienty klinikinémis-
patologinémis charakteristikomis bei jvertinti gautus duomenis prognoziniu

aspektu.

1.2. Suformuluotos hipotezés

1. Matrikso metaloproteinaziy (MMP) geny raiSka sergant véZiu yra
susijusi su klinikinémis-patologinémis ligos charakteristikomis.

2.  Matrikso metaloproteinaziy (MMP) geny raiska galima sieti su serganciy
véziu pacienty iSgyvenamumu ir §i raiSka gali biiti nepriklausomas
prognozinis  veiksnys  vertinant  serganCiyjy  véZiu  pacienty
iSgyvenamuma.

3. Matrikso metaloproteinaziy (MMP) geny promotoriuose pasitaikantis
vieno nukleotido polimorfizmas (VNP) gali biiti prognozinis veiksnys

numatant krities ir priesinés liaukos véZzio eiga.



1.3. Darbo tikslas

Nustatyti matrikso metaloproteinaziy geny (MMP) raiskg ir vieno
nukleotido polimorfizmg MMP geny promotorinése sekose sergant kriities ir

priesinés liaukos véziui bei jvertinti tirtuosius parametrus prognoziniu aspektu.

1.4. Darbo uzdaviniai

1. Sergancioms  krities véziu  pacientéms  nustatyti  matrikso
metaloproteinaziy (MT1-MMP, MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9,
MMP-11, MMP-13) geny raiska ir vieno nukleotido polimorfizma jy
genuose (MMP-3 -1171 5A/6A; MMP-9 -1562 C/T) bei jvertinti
tirtuosius parametrus priklausomai nuo paciento klinikiniy-patologiniy
charakteristiky.

2. lvertinti sgsaja tarp matrikso metaloproteinaziy (MT1-MMP, MMP-1,
MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-11, MMP-13) geny raiskos bei vieno
nukleotido polimorfizmo jy genuose (MMP-3 -1171 5A/6A; MMP-9 -
1562 C/T) ir serganciyjy kriities véZiu i§gyvenamumo.

3. Sergantiems priesinés liaukos véziu pacientams nustatyti matrikso
metaloproteinaziy (MMP-9, MMP-11) geny raiS$kg ir vieno nukleotido
polimorfizmg jy genuose (MMP-9 -1562 C/T) bei jvertinti tirtuosius
parametrus priklausomai nuo paciento klinikiniy-patologiniy ligos
charakteristiky.

4.  Ivertinti sgsaja tarp matrikso metaloproteinaziy (MMP-9, MMP-11) geny
raiSkos, vieno nukleotido polimorfizmo jy genuose (MMP-9 -1562 C/T)

Ir serganciyjy priesinés liaukos véziu isgyvenamumo.



1.5. Darbo mokslinis naujumas

Kruties vézys yra dazniausiai diagnozuojama onkologiné liga tarp
motery, o prieSinés liaukos vézys — tarp vyry. Nepaisant diagnostiniy ir
terapiniy galimybiy tobul¢jimo, serganciyjy véziu pacienty iSgyvenamumas
iSlieka vis dar mazas dé¢l ligos atsinaujinimo. Todél svarbu nustatyti ligos
progresavimo rizikg, kas leisty anksCiau pastebéti atsinaujinusig ligg ir kuo
greiciau pradéti gydyma.

Kadangi MMP dalyvauja naviky augimo ir metastazavimo procesuose,
todél buvo svarbu jvertinti jy svarbg prognoziniu aspektu. Misy atliktas
tyrimas leido palyginti vis dar nepakankamai iStirty MMP ir jy geny vieno
nukleotido polimorfizmo kaip Zymeny informatyvuma priklausomai nuo
pacienty klinikiniy-patologiniy charakteristiky ir iSgyvenamumo. ISryskinta
MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmo, kaip veiksnio, turin¢io jtakos pacienciy
iSgyvenamumui, svarba sergant Il stadijos kriities véziu. Parodyta MMP-11
geno raiSkos sgsaja su ilgesne pacienty, serganciy prieSinés liaukos véziu,

gyvenimo trukme.

1.6. Autoriaus indélis

Sio darbo autoré parengé tyrimo protokola bei visus reikalingus
dokumentus Biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimui vykdyti tyrima.
Disertant¢ atliko MMP geny raiSkos ir jy polimorfizmo tyrimus pacienty
kraujyje ir navikuose. Autor¢ interpretavo gautus rezultatus atlikusi statisting
tyrimo duomeny analiz¢. Su bendraautoriais parengé 5 mokslinius straipsnius
disertacinio darbo tematika. Vykdoma mokslo darbg disertanté viesino

stendiniais ir zodiniais prane$imais tarptautinése mokslinése konferencijose.



2. LITERATUROS APZVALGA

2.1. Matrikso metaloproteinaziy klasifikacija

1962 metais mokslininkai J. Gross ir C.M. Lapiere tirdami pokyc¢ius
buozgalvio audiniuose pastebéjo, kad buozgalviy odoje, uodegoje, zarnyne ir
Ziaunose yra fermentas, galintis skaidyti fibrilinj kolagena (35). Sis fermentas
buvo pavadintas kolagenaze ir tai pirmoji apraSyta MMP, véliau jvardyta kaip
MMP-1. Kolagenazés funkcijos sudomino ir kitus mokslininkus bei paskatino
tirti §] skaidymo procesa zmogaus audiniuose, nes kolageno skaidymas yra
svarbus zaizdy gijimo bei audiniy regeneracijos procesuose, taip pat sergant
jvairiomis ligomis, tarp jy artritu, ateroskleroze, aneurizma, véziu. 1975 metais
mokslininky grupé i$ sgnarinio tepalo (lot. synovia) iSskyré pirmaja zmogaus
organizme sintetinamg MMP-1 (143). Ir tik praéjus 11 mety buvo nustatyta Sio
fermento pirminé struktiira (36).

Zmogaus genome identifikuoti 24 genai, koduojantys skirtingas MMP.
MMP — tai Seima nuo cinko priklausomy proteolitiniy fermenty, galin¢iy
skaidyti visus wuZlgstelinio uzpildo (ULU) komponentus. ULU placiau
apzvelgiamas 2.4 poskyryje. Pagal savo domeny struktiirg, seky panasuma bei
skaidomus substratus MMP yra skirstomos j Sesias grupes (1 lent.) (84, 100).
MMP-4, MMP-5, MMP-6 ir MMP-22 néra pateikta 1 lenteléje, nes nustatyta,
kad jy strukttira tarpusavyje yra identiska (85).
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1 lentelé. MMP Klasifikacija (84) ir (100)

Fermento pavadinimas

MMP numeracija

Kolagenazes
Kolagenazé-1
Kolagenazé-2
Kolagenazé-3

MMP-1
MMP-8
MMP-13

Zelatinazés
Zelatinazé A
Zelatinazé B

MMP-2
MMP-9

Stromelizinai
Stromelizinas-1
Stromelizinas-2
Stromelizinas-3

MMP-3
MMP-10
MMP-11

Matrilizinai
Matrilizinas
Matrilizinas-2

MMP-7
MMP-26

Membraninio tipo MMP
MT1-MMP
MT2-MMP
MT3-MMP
MP4-MMP
MT5-MMP
MT6-MMP

MMP-14
MMP-15
MMP-16
MMP-17
MMP-24
MMP-25

Kitos MMP
Metaloelastazé

Enamelizinas

Epilizinas

MMP-12
MMP-19
MMP-20
MMP-21
MMP-23
MMP-27
MMP-28

MMP — matrikso metaloproteinazé

jvairiy tipy lastelés: fibroblastai, keratinocitai,
makrofagai bei piktybiniy naviky lgstelés. MMP-1 skaido I, II, 11, VII, VIII, X

kolageng, fibronekting, lamining,

11

Kolagenaziy grupe sudaro trys fermentai — kolagenazé-1 (MMP-1),
kolagenazé-2 (MMP-8) ir kolagenazé-3 (MMP-13). Kolagenazés specifiskai
skaido kolageno skaidulas ; smulkius fragmentus, kurie greitai denatiiruoja
kiino temperatiiroje ir toliau skaidomi kity MMP, pavyzdziui, Zelatinaziy (3,
84). MMP-1 yra sekretuojama kaip 52 kDa profermentas (neaktyvi fermento

forma), kurj in vivo gali aktyvinti proteazés (pvz., plazminas). MMP-1 iSskiria

agrekang, o2-makroglobuling.

chondrocitai, monocitai,



Fermentas dalyvauja tokiuose biologiniuose procesuose kaip keratinocity
migracija, trombocity agregacija, uzdegimas, lasteliy proliferacija. MMP-1 yra
vienintelé tarp MMP, galinti kraties liaukos audinyje skaidyti visy tipy
kolageng, todél $io fermento raiSka yra siejama su krities véziu (2, 3, 134).
MMP-8 sekretuojama kaip 75 kDa profermentas, kuris aktyvinamas tripsino.
MMP-8 skaido I, II, 111, V, VII, VIII, X tipo kolagena, Zelating, agrekang ir
fibronekting. Pagrindinis MMP-8 sekrecijos Saltinis yra polimorfonukleariniai
leukocitai, taip pat MMP-8 isskiria makrofagai, fibroblastai, epitelio lastelés.
Tyrimai naudojant peles parodé, kad mutantinéms, neturin¢ioms MMP-8 geno,
peléems greiciau vystési odos vézys. Panaudojus kriities vézio lgsteliy linija
MDA-MB-435 nustatyta, kad didelé MMP-8 raiska sietina su metastazinémis
Siy lasteliy savybémis (37, 132). Klinikiniuose tyrimuose didesné MMP-8
raiSka siejama su geresne serganciyjy burnos ertmeés (liezuvio) navikais ligos
eiga (63). Trecioji kolagenaziy grupés atstové MMP-13 sekretuojama kaip 65
kDa profermentinas ir aktyvinamas iki 55 kDa aktyvaus fermento, skaidan¢io
I, II, 10, IV, IX, X, XIV tipo kolagena, Zelating, fibronekting, agrekana,
plazminogeng bei kitus substratus. MMP-13 aktyvina proMMP-9 ir proMMP-
13. Didelé MMP-13 raiska yra nustatoma galvos ir kaklo, krities piktybiniuose
navikuose, taip pat piktybiniuose periferiniy nervy dangaly navikuose (18, 31,
46).

Zelatinaziy grupe sudaro 72 kDa Zelatinazé A (MMP-2) ir 92 kDa
zelatinazé B (MMP-9). MMP-2 yra produkuojama jvairiy tipy lasteliy —
fibroblasty, miofibroblasty, monocity, chondrocity, endoteliniy 1asteliy. MMP-
2 skaido I, IV, V, VII, X, XI, XIV tipo kolagena, zelating, elasting,
fibronekting, agrekang bei aktyvina proMMP-9 ir proMMP-13. Sis fermentas
dalyvauja jvairiuose fiziologiniuose ir patologiniuose procesuose, pavyzdziui,
MMP-2 raiska yra susijusi su trombocity agregacija, krities epiteliniy lasteliy
migracija. MMP-9 skaido IV, V, VII, X, XIV tipo kolagena, zelating,
agrekana, elastina, fibronektina, laminina. Sj fermenta produkuoja taip pat
jvairiy tipy lastelés — alveoliniai makrofagai, polimorfonukleariniai leukocitai,

osteoklastai, keratinocitai, endotelinés Igstelés. Padidéjusi MMP-2 ir MMP-9
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raiSka siejama su greitesniu jvairiy lokalizacijy naviky augimu bei
metastazavimu (2, 4, 134).

Stromeliziny grupe sudaro trys atstovai: stromelizinas-1 (MMP-3),
stromelizinas-2 (MMP-10) ir stromelizinas-3 (MMP-11). MMP-3 yra
iSskiriama kaip 57 arba 59 kDa profermentas, kuris in vivo proteolitiskai
aktyvinamas iki 45 kDa aktyvios MMP-3 formos. MMP-3 skaido 11, 111, IV, V,
IX tipo kolagena, proteoglikanus, fibronekting, lamining. MMP-3 iSskiria
fibroblastai, makrofagai, endotelinés, epitelinés 1asteles. MMP-3 raiska siejama
su reumatoidiniu artritu ir véziniy lasteliy invazija (2, 29, 84, 101). MMP-10
yra sekretuojama kaip 56 kDa profermentas, kuris aktyvinamas iki 47 kDa
aktyvaus fermento. MMP-10 substratinis specifiSkumas yra toks pats, kaip ir
MMP-3. Be to, MMP-10 gali aktyvinti proMMP-1, proMMP-7, proMMP-8 ir
proMMP-9. Didesné Sio fermento raiSka nustatyta keratinocituose. In vitro
tyrimais parodyta, kad MMP-10 skatina galvos ir kaklo plokscialgstelinés
karcinomos lgsteliy invazija, taip pat daznai dideli Sio fermento kiekiai
nustatomi minétos lokalizacijos navikuose bei koreliuoja su vélyvesne ligos
stadija ir navikiniy lgsteliy metastazavimu (7, 23). MMP-11 nuo kity dviejy
stromeliziny grupés atstovy skiriasi tuo, kad Sis fermentas yra aktyvinamas
lasteléje ir i8skiriamas i§ lgstelés jau aktyvios 47 kDa dydzio formos. I§ pradziy
Sio fermento raiSka buvo nustatyta fibroblastuose, supanciuose invazines
kriities naviko lgsteles, ir tyrimai rodo, kad padidéjusi MMP-11 raiSka gali buti
siejama su kriities vézio progresavimu (2, 84, 109).

Matriliziny grup¢ sudaro dvi MMP — matrilizinas (MMP-7) ir
matrilizinas-2 (MMP-26). MMP-7 yra maziausia proteinaz¢, priklausanti MMP
Seimai, kurios struktiiroje yra tik propeptidas ir katalitinis domenas. MMP-7
sekretuojama kaip 28 kDa profermentas. Serino proteazés, tokios kaip
tripsinas, plazminas gali suskaidyti jungtj, jungiancig propeptida ir katalitinj
domeng, ir taip susidaro aktyvi MMP-7 forma. MMP-7 gali aktyvinti
proMMP-1, proMMP-2 ir proMMP-9. MMP-7 skaido IV ir X tipo kolagena,
clasting, fibronekting, Zelating, lamining bei proteoglikanus. Matrilizino

substratai yra ne tik ULU komponentai, bet ir lgstelés pavirSiaus molekulés,
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pavyzdziui, naviky nekrozés faktoriaus (TNF-a, angl. tumor necrosis factor
alpha). Padidéjusi MMP-7 raiska kolorektalinio véZio navikuose siejama su
blogesniu pacienty iSgyvenamumu, palyginti su iSgyvenamumu ty pacienty,
kuriems navikuose nustatoma maza MMP-7 raiska (2, 28, 84). MMP-26
substratai yra I, Il, I, IV tipo kolagenas, fibronektinas. MMP-26 gausiai
ekspresuoja keratinocitai, plau¢iy ir kraties piktybinio naviko lgstelés. MMP-
26 gali aktyvinti proMMP-9, o jo paties aktyvumas gali biiti slopinamas
audininiy matrikso metaloproteinaziy inhibitoriy - MMPAI-2 ir MMPAI-4 (1).

Membraninio tipo matrikso metaloproteinaziy (MT-MMP) grupe
sudaro SeSi fermentai: keturi atstovai turi transmembranin; segmentg (MT]1-
MMP, MT2-MMP, MT3-MMP, MT5-MMP), 0 Kiti -
glikozilfosfatidilinozitolinj (GPI) inkarg (MT4-MMP, MT6-MMP) (2). MT-
MMP gali skaidyti jvairius ULU komponentus — I, II, III tipo kolagena,
fibronekting, lamining, agrekana, vitronekting. Pirmoji membraninio tipo MMP
(MT1-MMP) buvo isskirta i§ invaziniy plauciy naviko lasteliy. MT1-MMP
atlieka lastelés membranos receptoriaus funkcija neaktyvios MMP-2
(proMMP-2) ir audininio MMP-2 inhibitoriaus (MMP Al-2) kompleksui
prisijungti (5, 126). Taip pat visos membraninio tipo MMP, iSskyrus MT4-
MMP, gali aktyvinti proMMP-2 (84).

Kitos septynios MMP néra priskiriamos né vienai i§ auksciau iSvardyty
grupiy. Metaloelastazg (MMP-12) ekspresuoja makrofagai ir Sis fermentas
dalyvauja makrofagy migracijos procese. Be elastino, MMP-12 substratai yra
fibronektinas, Zelatina ir lamininas. MMP-19 pirma kartg buvo isskirta i$ pieno
liaukos ir kepeny lasteliy. Sio fermento funkcijos néra pladiai istirtos.
Nustatyta, kad jo raiska susijusi su keratinocity proliferacijos, migracijos ir
adhezijos procesais. Enamelizing (MMP-20) ekspresuoja danty emalio lgstelés,
Sis fermentas skaido amelogening ir jo raiSka nustatyta odontogeniniuose
navikuose. MMP-23 yra unikalus savo struktira MMP Seimos atstovas, nes
savo struktiiroje turi imunoglobulino tipo domena. Sio fermento raiska
identifikuota tik kiausidése, séklidése ir prieSinéje liaukoje, todél manoma, kad

Jo funkcijos yra susijusios su reprodukciniais procesais. Naujausio Seimos
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atstovo epilizino (MMP-28) nedidelé raiska nustatyta placentos, plauciy,
sirdies audiniuose. Sio fermento didesné¢ raiska nustatyta keratinocituose
pacientams, sergantiems osteoartritu ir reumatoidiniu artritu, esant audinio
pazeidimams (2; 51, 84).

2.2. Matrikso metaloproteinaziy struktiira

MMP turi charakteringg pirming struktiirg, susidedancig i§ signalinio
peptido, propeptido, katalitinio domeno (15). Paprastai propeptidg sudaro apie
80 aminoriigitiy. Katalitiniame domene esantis cinko (Zn®") jonas yra
reikalingas MMP aktyvumui. D¢l Sio metalo jono Sios fermenty Seimos
pavadinime atsirado zodis ,metalo* (11, 85). Homologinj hemopeksinui
domeng savo struktiiroje turi dauguma MMP. Siame domene yra keturiy B
klosCiy struktura, dalyvaujanti baltymas-baltymas sgveikoje. Taip pat Sis
domenas prisideda prie teisingo substrato atpazinimo, fermento aktyvinimo
procesy (15, 85, 92).

Zelatinaziy katalitinis domenas turi tris pasikartojandius homologinius
IT tipo fibronektinui intarpus, kurie dalyvauja jungiantis Siems fermentams prie
kolageno. Matrilizinai (MMP-7 ir MMP-26) turi minimalia domening
struktiirg, reikalingg jy raiskai ir neaktyviai busenai palaikyti. Trys MMP
(MMP-11, MMP-21, MMP-28) propeptide turi sritj, kurig skaido furininio tipo
proteazes, todél manoma, kad Sios MMP yra aktyvinamos Igstelés viduje ir
véliau iSskiriamos j iSorg (15, 85, 92).

Membraninio tipo MMP (MT-MMP), Kkitaip nei kitos MMP,
sekretuojamos ] uzlasteling aplinkg, jsitvirtina plazminéje membranoje per
transmembraninj domeng (MT1-, MT2-, MT3- ir MT5-MMP) arba per
glikozilfosfatidilinozitolinj (GPI) inkarg (MT4- ir MT6-MMP) (15, 118).
Transmembraninés MT-MMP turi trumpg apie 20 aminorigsciy citoplazming
uodega, o MT4-MMP ir MT6-MMP, néra transmembraniniai baltymai, jie
prisijungia prie membranos per GPI inkara. Pazymeétina, kad transmembraninio

tipo MMP yra 8 aminoriig8¢iy intarpas katalitiniame domene, kurio neturi per
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GPI inkara, prisijungusios prie plazminés membranos MT-MMP ir Kitos tirpios
MMP. Sis intarpas sudaro i$sikis§ima tarp BII ir PIII kloséiy, kuris vadinamas
,»MT-kilpa“. Tyrimais parodyta, kad ,,MT-kilpa* neturi jtakos katalitinés srities
aktyvumui, tai yra struktiiriné katalitinio domeno adaptacija, leidzianti
efektyviai suskaidyti proMMP-2 peptiding jungti ir taip aktyvinti MMP-2
(121).

2.3. Matrikso metaloproteinaziy reguliaciniai mechanizmai

Ilga laikg buvo manoma, kad MMP pagrindiné funkcija yra tik ULU ir
baziniy membrany (BM) struktiiriniy komponenty skaidymas, tac¢iau detalesni
tyrimai parod¢, kad Sie fermentai taip pat veikia ir ne matriksinius baltymus,
tokius kaip citokinai, chemokinai, receptoriai, kre$¢jimo veiksniai,
prieSmikrobiniai peptidai ir kt. Be to, ] MMP reikéty zvelgti pla¢iau, ne tik kaip
1 fermentus, galinCius tik skaidyti, bet kaip 1 fermentus, dalyvaujancius
jvairiuose uzlgsteliniuose procesuose, susijusiuose su lastelé-lastelé sgveikos
reguliacija bei Igstelé-uzpildas signaly perdavimu (11, 73, 100, 128).

Katalitinis MMP aktyvumas reguliuojamas trimis lygmenimis — geny
raiSka, fermento inaktyvinimo ir profermento aktyvinimo ,,cisteino atskyrimo*
mechanizmu. I$skiriamy jvairiy MMP Kkiekis varijuoja priklausomai nuo
audinio ir jj sudaranciy lasteliy tipo (100).

MMP geny raiskai transkripciskai jtakos gali turéti jvairtis veiksniali,
tokie kaip citokinai, augimo veiksniai, bakterijy endotoksinai, hormonai ir kt.
Kiekvienas 18 Siy veiksniy gali aktyvinti specifines signalines kaskadas, kurios
gali tiek teigiamai (didesné raiska), tiek neigiamai (mazesné raiska) veikti
MMP geny promotorinése sekose esancius reguliacinius elementus, lemiancius
geny raiskos pokycius (73).

MMP aktyvumas yra regulivojamas dviejy tipy pagrindiniy
endogeniniy inhibitoriy: oy-makroglobulino ir matrikso metaloproteinaziy
audininiy inhibitoriy (MMPAI). ay-makroglobulinas yra 725 kDa plazmos
glikoproteinas, susidedantis i§ keturiy identisky 180 kDa subvienety. Sis
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baltymas inhibuoja dauguma proteinaziy, sudarydamas su jomis kompleksa,
kuris greitai sunaikinamas endocitozés budu (85). MMPAI reguliaciné jtaka
MMP raiskai aprasyta 2.5. poskyryje.

Toliau detaliau apzvelgiamas neaktyviy MMP aktyvinimo procesas

,»clisteino atskyrimo* mechanizmu.

,, Cisteino atskyrimo *“ mechanizmas

Neaktyvios MMP (dar vadinamos zimogenais) biina, kai cisteino tiolo
grupé propeptidiniame domene sgveikauja su cinko (Zn) jonu, esanciu
katalitiniame domene, taip iSvengiama substrato prisijungimo ir MMP
aktyvinimo (1 pav.) (70, 100).

Neaktyvi MMP

Zn

|
SH

Pro
Neproteolitinis aktyvinimas Proteolitinis aktyvinimas
Alosterinis aktyvinimas MMP
Oksidantai Plazminas
Aktyvi MMP Aktyvi MMP

)
3 2

1 pav. Neaktyvios MMP aktyvinimo mechanizmas, adaptuota pagal (100)
Pro - propeptidas; SH — tiolo grupé ; Zn — cinkas.
Si saveika turi biiti suardyta, kad MMP tapty aktyviu fermentu. 1990
metais §§ MMP aktyvinimo mechanizmg apras¢ H. E. Van Wart ir H.
Birkedahl-Hansen bei pavadino ji ,.Cisteino atskyrimo® mechanizmu (angl.

cysteine switch) (131).
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Saveikai tarp cisteino ir cinko jono suardyti galimi trys keliai:

1) proteolitinis aktyvinimas — tiesioginis sgveikos suardymas Kita
proteinaze (pvz. MMP, serino proteinazes);

2) neproteolitinis aktyvinimas — tiolo grupés pasalinimas veikiant
oksidantams arba nefiziologiniams reagentams (pvz. alkilinamieji junginiai,
sunkieji metalo jonai);

3) alosterinis aktyvinimas — vyksta konformaciniai domeny pokyciai
(100).

Vykstant sgveikos suardymui antruoju ir treCiuoju keliais,
propeptidinis domenas atskiriamas autokatalitinio skaidymo biidu. Svarbu tai,
kad neaktyvi MMP gali biti i§ dalies aktyvi ir turédama propeptidinj domena,
taciau biitina nutraukti jungtj tarp cisteino ir cinko jono (100).

Reikia pazyméti, kad oksidantai, kuriuvos isskiria leukocitai ar kitos
lastelés, gali ir aktyvinti (tiolo grupés oksidacija), o véliau ir inaktyvinti
(aminortgsciy, reikalingy katalitiniam aktyvumui, modifikacija) MMP (100).
Naviko susiformavimo vietoje, vykstant organizmo uzdegiminiam atsakui,
susidaro gana dideli kiekiai reaktyviyjy deguonies formy (angl. reactive
oxygen species), kurias iskiria Suaktyvinti neutrofilai ir makrofagai. Sie
oksidantai gali aktyvinti MMP (60).

2.4. Matrikso metaloproteinaziy fiziologinés funkcijos

MMP dalyvauja daugelyje normaliy fiziologiniy procesy, tokiy kaip
embriogenezeé, organy morfogeneze, gimdos endometriumo ciklas, Zaizdy
gijimas, angiogeneze, apoptozeé, kauly rezorbcija ir kt. Keletas biologiniy
procesy, kuriuose dalyvauja MMP skaidydamos substratus ir taip skatindamos
jvairiy fiziologiniy procesy iniciacijg, yra pateikti 2 lenteléje (85). Paminéti

biologiniai procesai daznai vyksta ULU.
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2 lentelé. Biologiniai procesai, kuriuos gali skatinti MMP

Biologinis proceso aktyvinimas MMP
Keratinocity migracija MMP-1
Osteoklasty aktyvinimas MMP-13
Adipocity diferenciacija MMP-7
Lasteliy migracija MMP-1, MMP-2, MMP-3, MT1-MMP
Trombocity agregacija MMP-1
Epiteliniy lasteliy migracija MMP-2, MT1-MMP, MMP-19
Nutraukta Igsteliy agregacija ir MMP-3, MMP-7
padidéjusi lasteliy invazija
Fas receptoriaus sukelta apoptoze MMP-7
Ciobrialiaukés neovaskuliarizacija MMP-9
Zaizdy gijimas MMP-1

MMP — matrikso metaloproteinazé, Fas receptorius — apoptozés inicijavimo receptorius (CD95)

ULU - tai tarplgsteliné medziaga, sudaryta 1§ baltyminiy
makromolekuliy, glikozaminoglikany, proteoglikany, kolageno, glikoproteiny
ir kity komponenty, susijungusiy i netirpius kompleksus. Visy pirma §i erdve
yra migruojanciy lasteliy ,,takas®, kuriame susidaro koncentracijos gradientas,
reikalingas migracijai. ULU apibrézia audiniy ribas bei suteikia vientisg ir
elastingg erdve besiformuojantiems organams. ULU taip pat izoliuoja ir
»kaupia‘ augimo veiksnius bei reguliuoja jy i$siskyrima, kai jy reikia Igsteléms
ar vykstant proteolitinei degradacijai (106). Vienos lastelés prisijungdamos
prie ULU receptoriy (pvz., integriny) reguliuoja kity lasteliy vidulgstelinius
procesus, susijusius su lagsteliy poliarizacijos, diferenciacijos, iSgyvenimo ir
proliferacijos procesais (14). Ivairios proteinazés gali skaidyti ULU, taciau
manoma, kad pagrindiniai fermentai Siame procese yra MMP, galincios
skaidyti visus ULU komponentus. Kiekvienas ULU komponentas gali biiti
suskaidytas vienos kurios nors MMP arba grupés MMP (30). Nuolatinis ULU
ardymas yra svarbus vystymosi, morfogenezés, audiniy atstatymo procesuose
(2, 65, 85). Be to, MMP gali skaidyti ne tik ULU komponentus, bet ir kitus ne-
lastelinius substratus, taip darydamos jtaka kitiems organizmui svarbiems
procesams.

Akivaizdu, kad ULU yra barjeras migruojanCioms lasteléms.
Prisijungusios prie ULU Igstelés pradédamos migruoti turi pakeisti adhezinj

fenotipg 1 migracinj fenotipg. Lasteliy migracijg saglygoja citoskeleto motoriné
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funkcija, adheziniy sri¢iy modifikacija, pavirSiniy adheziniy molekuliy
aktyvumas. MMP potencialiai gali reguliuoti bet kurj i$ Siy procesy. Lastelés
atsaka reguliuoja sgveikos tarp ULU komponenty ir lgstelés pavirSiaus
molekuliy. Kadangi lgstelés turi receptorius (pvz., integrinai), atpazjstancius
ULU komponentus, dél to MMP gali keisti 1gstelines funkcijas, t.y. reguliuoti
ULU komponenty aktyvumg (92). Pakitus aplinkai, lIgsteliy sugeb¢jimas
proliferuoti, iSgyventi ar diferencijuotis taip pat keiCiasi. Tyrimai, atlikti
naudojant Iasteliy kultiiras, parodé¢, kad MMP gali turéti jtakos lasteliy
proliferacijai, jy iSgyvenimui, apoptozei, diferenciacijai ir organizacijai. Tai
pagrindiniai vystymosi procesai. MMP, dalyvaudamos signaly perdavimo
keliuose, gali paveikti lasteliy iSgyvenima tiek teigiamai, tiek neigiamai (52,
126). Pavyzdziui, dideli MMP raiskos pokyc¢iai nustatomi sergantiesiems
tokiomis ligomis kaip vézys, reumatoidinis artritas, osteoartritas, plauciy

emfizema, aterosklerozé, aortos aneurizma (76, 85).

2.5. Matrikso metaloproteinaziy inhibitoriai

Paprastai, esant normalioms fiziologinéms salygoms MMP
ekspresuojama mazai, o jy per didelé raiska uZzlastelinéje erdvéje slopinama
specifiniy matrikso metaloproteinaziy audininiy inhibitoriy (MMPALI) (16, 68,
128).

MMP audininiai inhibitoriai (MMPAI). Uzlastelinéje erdvéje MMPALI
jungiasi prie konservatyviosios cinko jungimosi vietos MMP Kkatalitiniame
domene. Taip susidaro nekovalentinis stechiometrinis kompleksas, kuris yra
atsparus denatiiracijos ir proteolitinio skaidymo procesams (16, 68, 128).

MMPALI grupe sudaro keturi struktiiriSkai panasiis atstovai: MMPAI-1,
MMPAI-2, MMPAI-3, MMPAI-4. Nuo 37 iki 51 proc. MMPALI struktiira yra
identiska ir turi 12 cisteino liekany, sudaranciy SeSis disulfidinius tiltelius.
MMPALI yra nedideli baltymai, sudaryti i$ dviejy domeny. Kiekvienas domenas
turi tris disulfidinius tiltelius, kurie uztikrina MMPALI stabiluma (2, 14, 68).
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MMPAI-1 yra 28,5 kDa glikoproteinas, turintis 41 proc. homologiniy
seky, tokiy kaip ir MMPAI-2. MMPAI-1 gali slopinti visas aktyvias MMP
formas bei jungtis su proMMP-9. MMPAI-1 koduojancio geno mutacijy
tyrimais parodyta, kad Sio fermento inhibicinis aktyvumas priklauso nuo N-
galinio domeno. MMPAII-1, turintis tik N-galinj domena, jungiasi su MMP taip
pat efektyviai, kaip ir MMPAI-1, turintis abu domenus (144).

MMPAI-2 yra 21 kDa baltymas, turintis 44 proc. homologiniy sekuy,
tokiy kaip ir MMPAI-3. MMPAI-2 slopina visas aktyvias MMP. Be to,
prisijungdamas lgstelés pavirSiuje prie MT1-MMP, Kkartu su ja suformuoja
receptoriy, padedantj aktyvinti MMP-2 (14, 127).

MMPAI-3 yra 27 kDa glikoproteinas, galintis jungtis tiek su
aktyviomis, tiek su neaktyviomis MMP. MMPAI-3 yra unikalus tarp MMPAI
atstovy ir pasizymi tuo, kad, specifiskai sgveikauja su sulfatintais
glikozaminoglikanais ir lieka prisijunges prie ULU; Kiti trys MMPAI atstovai
yra tirpas ir laisvai migruoja. Patebéta, kad, kitaip nei MMPAI-1, kuris slopina
apoptoze, MMPAI-3 §j procesg skatina (2, 68, 127).

Véliausiai identifikuotas ir maziausiai istirtas yra MMPAI-4. Tai 22
kDa baltymas, kurio didelé raiSka nustatyta Sirdies, inksty, kasos, Zarny,
séklidziy, smegeny ir riebaliniame audiniuose. MMPAI-4 turi 51 proc.
homologiniy seky, tokiy kaip ir MMPAI-2 (79). Manoma, kad dideli MMPAI-
4 kiekiai gali apsaugoti Sirdies audinj nuo navikiniy Igsteliy invazijos.
MMPAI-4 jungiasi su proMMP-2, taciau jo funkcija Siame komplekse
nezinoma. Nustatyta didesné Sio inhibitoriaus raiska odos zaizdose (2).

Pastaraisiais metais atlikti tyrimai parodé, kad MMPAI §eimos nariai
gali taip pat kontroliuoti svarbius, susijusius su kancerogeneze bei naviko

augimu procesy etapus, kuriuose nedalyvauja MMP (9, 79, 112).
Atsizvelgiant  tai, kad daugelio naviky lastelés ekspresuoja MMP ir kad

juy aktyvumas yra slopinamas MMPALI, $iy fermenty funkcijy slopinimas tapo

naujy vaistiniy preparaty nuo vézio taikiniu. leSkoma sintetiniy MMP
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inhibitoriy (MMPSI), kuriais buity galima gydyti serganciuosius véziu bei

kitomis ligomis.

MMP sintetiniai inhibitoriai (MMPSI). Eksperimentiniy tyrimy
rezultatai rodo, kad daugumos MMP raiska tiek pirminiuose navikuose, tiek jy
metastazése tiesiogial susijusi su naviko progresavimu, t.y. blogesne ligos
prognoze, metastazémis kituose organuose bei trumpesne pacienty iSgyvenimo
trukme. Kadangi MMP raiskos slopinimas susijes su naviko progresavimo
stabdymu, todél siekiant slopinti pastarajj procesg buvo sukurti MMPSI (24).

Pirmasis placiai tirtas MMPSI buvo batimastatas (BB94). Tai
peptidinis, tokios pat kaip kolageno struktairos, darinys. In vitro gauti tyrimy
rezultatai neparodé preparato citotoksiSkumo, 0 jskiepijus navikiniy lasteliy
peléms ir pradéjus gydymg batimastatu, buvo slopinamas pirminio naviko
augimas bei pailgéjo gydomy gyviny gyvenimo trukmé. Peléms, kurioms buvo
iskiepytos Kriities vézio lagstelés, suleidus batimastato zenkliai sulétéjo
recidyvavimo procesas, sumaz¢jo metastaziy skaiCius plauciuose ir pailgéjo
gyviny gyvenimo trukme. Pazymétina, kad batimastato poveikis navikiniam
procesui priklauso nuo gydymo kurso trukmés: teigiamas batimastato poveikis
nepageidaujamo $io preparato poveikio, buvo nutraukti (107).

Placiausiai tirtas MMPSI buvo marimastatas (BB 2516). Tai sintetinis,
mazos molekulinés masés, plataus veikimo spektro hidroksamo riigsties, tokios
pat kaip kolageno struktiiros, darinys. Slopina MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-7 ir MMP-9 fermentinj aktyvumg. Taciau III fazés klinikinio tyrimo
rezultatai, gydant marimastatu 114 pacienty, serganciy metastaziniu Kriities
véziu, teigiamo marimastato poveikio, palyginti su placebo gydyty pacienciy
grupés rezultatais, neparodé (122).
inicijuoti tuo metu, kai dar buvo mazai ziniy apie jvairiy MMP vaidmenj
sergant skirtingy lokalizacijy navikais. Taciau ir dabar, pra¢jus deSimtmeciui,

matyti, kad teorinés zinios apie MMP raiSka, sergant jvairiy lokalizacijy
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piktybiniais navikais ir Sios raiSkos sgsajg su piktybiniu procesu yra
nepakankamos. Akivaizdu, kad ULU skaidymo kontrolé — sudétingas procesas
ir atskiry MMP aktyvumo slopinimas, matyt, neturi jtakos naviko augimui,
ypac¢ sergant vélyvyjy stadijy veéziu. Siekiant suprasti, kod¢l klinikiniy tyrimy
rezultatai, taikant MMPSI onkologijos klinikoje, nepateisino laukiamy
ltkes¢iy, bitina toliau tyrinéti MMP vaidmenj progresuojant piktybiniams

navikams.

2.6. Matrikso metaloproteinaziy vaidmuo naviko augimo, invazijos ir
metastazavimo procesuose

Naviko augimas ir progresija yra kompleksinis ir daugiapakopis
procesas, kurio metu vyksta navikiniy lgsteliy vystymasis, migracija, invazija,
metastazavimas ir angiogenezé. Kiekvienas etapas Siame procese yra svarbus,
Jo metu sveika lgstelé gali iSsivystyti iki navikinés, o naviko lgstelés gali plisti j
greta esancius sveikus audinius ir organus. Sie visi Zingsniai yra reguliuojami
daugelio fermenty ir baltymy, tarp jy ir MMP (76). Navikiniy lasteliy invazijos
ir metastazavimo procesai prasideda nuo navikiniy lgsteliy migravimo link
kraujagysliy ar limfagysliy ir jsiskverbimo j jas. Siy procesy pagrinda sudaro
proteolitinis ULU ir BM komponenty skaidymas, todél MMP yra vienos
svarbiausiy fermenty Siame etape. IS pradziy pirminio naviko Iastelése
atsiranda mutacijy, kurios turi jtakos neribotam lasteliy proliferacijos procesui,
sutrikdo 1gsteliy apoptoze (savalaiké lgstelés Ziitis) sukelian¢ius mechanizmus
ir paspartina genominj nestabilumg. Kitame naviko progresavimo etape pakinta
lasteliy poliariskumas ir jos atsiskiria nuo BM. Sie poky¢iai indukuojami
lasteliniy sgveiky tarp navikiniy lgsteliy bei ULU. Navikinés lgstelés iSskiria
MMP; Sie fermentai gali buti aktyvinami lgsteliy pavirSiuje ir taip susidaro
pakankamas kiekis MMP, kurios skaidydamos ULU komponentus padaro kelig
navikinéms lgsteléms i§ pirminio zidinio patekti j kraujg ar limfg bei keliauti j
atokias organizmo vietas, kuriose prasiskverbia j sveika audinj, taip

suformuodamos metastaze (2 pav.) (13, 72, 125).
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Naviko iniciacija: neribotas augimo greitis, iSgyvenimas, genominis nestabilumas
Metastazavimo iniciacija: invazija, angiogenezé, epiteliniai-mezenchiminiai persitvarkymai

Metastazavimo progresija: kraujagysliy persitvarkymas, imuniteto iSvengimas

ekstravazacija
Metastazés prisitaikymas: organui specifinés funkcijos

2 pav. Naviko iniciacija ir metastazés susiformavimas, adaptuota pagal (13)

IS pradziy buvo manoma, kad MMP yra iSskiriamos iSimtinai tik
navikiniy lgsteliy, taciau tai pasikeité in vitro ir in vivo tyrimais jrodzius, kad
daznai, MMP, reikalingas ligai progresuoti, pateikia, biitent stromin¢s lgstelés.
Strominiai fibroblastai gali sukelti navikines epiteliniy lasteliy transformacijas.
Navikings lgstelés stimuliuoja stromines lgsteles iSskirti MMP, sekretuodamos
interleukinus, interferonus ir augimo veiksnius (25, 76). Naviko
mikroaplinkoje yra lasteliy (fibroblastai, makrofagai, neutrofilai, adipocitai),
kurios vaidina svarby vaidmenj pirminio naviko augimo ir metastaziy
formavimosi procesuose. Pavyzdziui, navikinés lastelés gali stimuliuoti
fibroblastus parakrininiu btidu per interleukiny, interferony, augimo veiksniy
sekrecija, dél to fibroblastai i$skiria daugiau MMP. Fibroblastai iSskiria MMP-
1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-11, MMP-13 ir MT1-MMP. Adipocitai
yra labai aktyvios endokrininés lgstelés, kurios sekretuoja augimo veiksnius,
citokinus, ULU baltymus ir MMP. Adipocitai, i$§skirdami MMP-11, padeda
navikinéms lgsteléms iSgyventi jungiamajame audinyje (88). MMP gali
prisidéti prie naviko vystymosi tiesiogiai ir netiesiogiai, veikdamos augimo

veiksnius, tokius kaip fibroblasty augimo veiksnys (FGF; angl. Fibroblast
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growth factor) ir transformuojantis augimo veiksnys B (TGF-B; angl.
Transforming growth factor [3). Be to, MMP gali netiesiogiai reguliuoti
proliferacijg per integrinus (76).

Tyrimy rezultatai rodo, kad MMP dalyvauja metastaziy formavimosi
procese, prisidédamos prie vadinamosios ,,ikimetastazinés niSos“ (angl. pre-
metastatic niche) formavimosi. Ekologinése sistemose, terminas ,,nisa“
apibiidina rasies ar populiacijos santykj su ekosistema. Vieng ni$g gali uzimti
tik viena raSis ar populiacija. NiSoje rusiai uztenka turimy iStekliy ir ji savo
mikroaplinkos biologinius ir fizikinius komponentus naudoja taip, kad jie néra
prieinami kitoms raSims ar populiacijoms. Tokiu biidu susidaro optimalios
salygos rasiai gyventi ir daugintis (98). Pagal Sig nauja teorija, pirminio naviko
lastelés iSskiria tirpius veiksnius, suzadinanius specifing nepiktybiniy
kraujodaros lasteliy grupeg, Kuri jsiskverbia j tolimesnius audinius, sukurdama
ikimetastazing ni$a*. Sio proceso metu vyksta proteolitinis uZpildo ardymas
bei tirpiy augimo veiksniy ir chemokiny iSsiskyrimas; taip sukuriama
atkeliaujanCioms navikinéms lasteléms reikalinga mikroaplinka. Pavyzdziui,
pirminio naviko lgstelés iSskiria tokius veiksnius kaip TGF-o ir TGF-B, kurie
toliau savo ruoztu suzadina chemoatraktanty raiSkg plauciy endotelio ir
mieloidinése lastelése, taip palengvindami navikiniy lasteliy jsitvirtinimag
,ikimetastazinéje niSoje*, susiformavusioje plau¢iy parenchimoje. Toliau
pirminio naviko lastelés netrukdomos dauginasi ir plauciuose formuojasi
mikrometastaz¢, o véliau ir makrometastazé. Sio proceso metu , MMP-9, kuria
i§skiria plauciy makrofagai ir endotelinés lgstelés, skaidydama kraujagysliy
sieneles, prisideda prie navikiniy lgsteliy jsiskverbimo j plauciy audinj (60, 72,
88).

Tyrinéjama sgsaja tarp vézio ligos eigos ir MMP raiskos. Remiantis
gautais rezultatais, jvairiy MMP raiska gali buti predikcinis ir/ar prognozinis
zymuo, padedantis nustatyti adekvaciag gydymo taktika ar numatyti ligos
prognoze. Pavyzdziui, buvo tirta MMP-9 koncentracija 300 pacienty, kuriems
buvo jtariamas kolorektalinis vézys, kraujo serume. Visiems pacientams buvo

atliktas kolonoskopinis iStyrimas. Pastebéta, kad MMP-9 koncentracija
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zenkliai didesné ty pacienty, kuriems buvo patvirtinti piktybiniai bei ikivéziniai
poky¢iai, palyginti su MMP-9 koncentracija ty pacienty, kuriems nustatyti
nepiktybiniai pokyc¢iai Zarnyne. Atlieckamas didesnés apimties tyrimas, kuriuo
siekiama patvirtinti gautus rezultatus. Patvirtinantys tyrimo rezultatai leisty
sutaupyti laiko ir 1ésy diagnozuojant poky¢ius Zarnyne, nes, nustac¢ius MMP-9
koncentracijag serume, ne visiems pacientams reikty atlikti kolonoskopinj
iStyrima (39). Vis detalesni tyrimai rodo, kad MMP yra vieni svarbiausiy
fermenty naviko progresavimo procese.

Krities vézys yra dazniausiai nustatoma vézio lokalizacija moterims,
o prieSinés liaukos vézys — vyrams. Nepaisant to, kad Siy dviejy skirtingy
lokalizacijy navikai formuojasi skirtingos anatomijos ir fiziologiniy funkcijy
organuose, juose iSsivystantys navikai yra nuo hormony priklausomi bei
panasiis biologiniu atzvilgiu. Kuriant naujas gydymo strategijas svarbu
charakterizuoti Siuos navikus detaliau (105). Toliau bus aptariama MMP raiska

sergant kriities ir prieSinés liaukos véziu.

2.7. Kriities vézys ir matrikso metaloproteinazés

Kriities vézys yra dazniausiai diagnozuojama onkologiné liga
moterims visame pasaulyje, t.y. viena i§ devyniy motery suserga Sia liga.
Europoje nuo krities vézio kasmet mirSta apie 140 000 motery (50).
Tolimosios metastazés plauciuose, kepenyse, kauluose, 0 ne pirminis navikas,
dazniausiai yra pagrindiné serganCiy motery mirties priezastis. Mirtingumo
procentui sumazinti labai svarbu anksti diagnozuoti navikg ir metastazes, nes
kuo ankstyvesnés stadijos kriities vézys aptinkamas, tuo geresni jo gydymo
rezultatai. Tokie parametrai kaip naviko dydis, diferenciacijos laipsnis,
limfmazgiy buklé, taip pat estrogeny ir progesterono receptoriy, Zmogaus
epidermio augimo faktoriaus receptoriaus 2 (HER2; angl. human epidermal
growth factor receptor 2) raiSka yra svarbiis vertinant atsakg j gydyma bei

prognozuojant ligos eiga (56, 62).
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Krities audinyje susiformave navikai susideda i§ navikiniy ir Kitokio
tipo lasteliy, tokiy kaip strominés Igstelés, fibroblastai, miofibroblastai,
endotelinés lasteles, pericitai, makrofagai, neutrofilai ir limfocitai. Ir visos $ios
lastelés — strominés, navikinés ir virstancios navikinémis, gali isskirti MMP ir

MMPAI (3 pav.) (25, 38).
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3 pav. MMP ir MMPAI raiska kriities navikinése ir navika supanciose
lastelése, adaptuota pagal (25)

Daugumos moksliniy tyrimy rezultatai rodo biitent Zelatinaziy (MMP-
2 ir MMP-9) raiskos tyrimo svarba, kadangi Sie fermentai skaido IV tipo
kolageng, kuris yra pagrindinis BM, atskirianCios epitelines lasteles nuo
stromos, komponentas. Padidéjusi $iy fermenty raiska siejama su greitesniu
kolageno skaidymu, o tai sglygoja greitesnj navikiniy lgsteliy metastazavimo
procesa, nes greiiau Salinami navikinéms lgsteléms migruoti | atokias
organizmo vietas trukdantys barjerai. Manoma, kad MMP-2 ir MMP-9 galima

biity vertinti kaip prognozinius kriities vézio zymenis, susijusius su blogesne
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ligos eiga, ir kad yra rySys tarp didelées MMP-2 bei MMP-9 raiskos ir
trumpesnio serganciyjy krities véziu iSgyvenimo laiko, taip pat yra sgsaja tarp
padidéjusios MMP-9 raiskos kriities navikuose ir vélyvyjy ligos stadijy (38,
62).

Tarp kity paminéting MMP, kurios tiriamos esant kraties navikui,
galima bty i8skirti MMP-1 ir MMP-13. MMP-1 raiska siejama su blogesne
serganciyjy kriities véziu ligos prognoze. Tyrimy rezultatai rodo, kad didesné
MMP-1 raiska strominiuose fibroblastuose susijusi su greitesne gerybinio
kraities naviko transformacija j invazinj kraties navika (74), 0 MMP-13 raiSka
dazniau nustatoma agresyvesnio fenotipo krities navikuose (136). Taip pat Sio
fermento raiska miofibroblastuose yra siejama su mikroinvaziniais krities
vézio procesais ir manoma, kad MMP-13 dalyvauja procesuose, kai duktaliné
in situ karcinoma transformuojasi j invazing duktaling karcinoma (38).

Sekvenavus zmogaus genomg ir sukiirus mikrogardeliy technologijas
buvo naujai pazvelgta j kriities vézio biologijg ir Sios ligos prognoze. Kelios
mokslininky grupés, visapusiskai i$tyrusios ir jvertinusios viso genomo geny
raiSka, nustaté genus, kuriy raiSka daro jtakg kriities vézio ligos eigai (75).
Geny raisSkos tyrimai buvo panaudoti siekiant sukurti genominius testus, kurie
patologiniai standartiniai rodikliai (120). MMP-9 genas yra vienas i§ 70 geny,
kuriy raiSka tiriama ,MammaPrint“ testu (Agendia, JAV). Pacientés
suskirstomos 1 grupes apskaiCiavus koreliacijos koeficientg tarp tiriamos 70
geny raiskos ir nustatytos geros prognozés geny raiskos. Jei Kkoreliacijos
koeficientas yra 0,4 ir daugiau — pacienté priskiriama geros prognozés grupei,
jei koeficientas mazesnis — blogos prognozés grupei. ,,MammaPrint™ testas
2007 metais patvirtintas JAV maisto ir vaisty valdybos (angl. U. S. Food and
Drug Administration). Geros prognozés grupés moterims tikimybé¢, kad liga
atsinaujins per 10 mety be adjuvantinio gydymo, yra 13 proc., o blogos
prognozes grupés — 56 proc. Jei kriities véZio atsinaujinimo rizika maZza, galima

neskirti papildomo gydymo ir iSvengti jo sukeliamy Salutiniy poveikiy.
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Teigiama, kad atlikus ,,MammaPrint* testa, viena i$ trijy pacienciy gali i§vengti
chemoterapijos (75).

MMP-11 genas yra vienas i§ 21 tirlamojo geno, kurie nustatinéjami
,,OncotypeDX*“ testu (Genomic Health, JAV). Tai testas, leidziantis
identifikuoti krities navikus, kurie bus jautriis adjuvantinei chemoterapijai,
derinamai su preparatu tamoksifenu. Sis testas yra patvirtintas JAV maisto ir
vaisty valdybos bei pripazintas Amerikos klinikinés onkologijos asociacijos

(angl. ASCO) (120).

2.7.1. Estrogeny ir progesterono receptoriai

Estrogeny receptoriai (ER) ir progesterono receptoriai (PR) yra kraties
veézio molekuliniai zZymenys, kuriy padidéjusi raiSka siejama su palankia
krities vézio prognoze. ER — tokie Iasteliy receptoriai, kurie yra jautriis
hormonui estrogenui, daranc¢iam jtaka Igstelés augimui ir dauginimuisi. PR yra
jautriis hormonui progesteronui, turiniam jtakos lastelés augimui ir
dauginimuisi taip pat kaip ir estrogenas, be to ir balansuojan¢iam estrogeno
poveik] organizme.

Abiejy tipy receptoriai, tiek ER, tiek PR yra prognoziniai kraties vézio
zymenys. Dazniausiai nustatomi ER ir PR teigiami kriities navikai. Navikai,
turintys PR, bet neturintys ER nustatomi gana retai. Svarbu pazyméti, kad ER-
teigiami/PR-neigiami metastazuojantys navikai yra zenkliai agresyvesni ir
pacientés, kurioms diagnozuotas tokio tipo navikas, iSgyvena trumpiau (17,
141). Visy keturiy hormoniniy tipy krities naviky (ER-teigiami/PR-teigiami,
ER-teigiami/PR-neigiami, ER-neigiami/PR-teigiami, ER-neigiami/PR-
neigiami) nustatymo daznis skiriasi ir priklauso nuo amziaus, menopauzés
metu naudojamy hormoniniy preparaty ir kiino masés indekso po menopauzes
7).

ER buvo nustatyti 1960 metais (55). Yra dviejy tipy ER, koduojami
skirtingy geny skirtingose chromosomose: ER-a ir ER-B. ER-a genas yra 6
chromosomos g25.1 srityje, 0 ER- — 14 chromosomos 22-24 srityje. ER-a ir
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ER-B sekos gana homologiskos, ypa¢ tuose domenuose, kurie atsakingi uz
specifing sgveikg su DNR ir ligandais. Vykstant aktyvinimui, ER-B gali
formuoti homodimerus bei heterodimerus su ER-a (64). ER-B buvo atrasti tik
1996 metais ir buvo pastebéta, kad 50 proc. ER-a neigiamiuose krities
navikuose nustatoma ER-p raiSka. ER-o vaidmuo seniai tiriamas ir jy funkcija
mazdaug aisSki, o dél ER-P funkcijos vis dar néra aiSkios apibréztos nuomonés
(141).

Didelé ER-a raiska gerybiniame kriities navike siejama su padidéjusia
rizika susirgti kraties véziu. Manoma, kad ER-o dalyvauja krities vézio
vystymosi ir progresavimo procesuose, tokiuose kaip iniciacija, promocija ir
progresija, todél ER-a yra vaistiniy preparaty nuo vézio taikinys (64). Jau
daugiau kaip 35 metus ER raiska kriities navikinése lastelése yra Zymuo,
nusakantis koks bus naviko atsakas j hormony terapija. ER-a raiska nustatoma
apie 70 proc. pirminiy krities naviky, taip pat daugiau nei puséje Siy naviky
kad hormony terapija néra efektyvi serganciosioms invaziniu krities véziu, kai
nenustatoma ER raiskos (90, 141). ER raiska gali bati susijusi su signaliniais
keliais, kurie skatina lgsteliy proliferacijg ir veikia ULU baltymy ar fermenty,
tokiy kaip MMP, raiskg. MMP raiskos pokyc¢iai savo ruoztu daro jtaka krities
vézio progresavimui. Parodyta, kad padidéjes estradiolio (E2) aktyvumas
mazina MMP-2, MMP-9, MMPAI-1 ir MMPAI-2 baltymy aktyvumg ER ir PR
teigiamoje kriities vézio lasteliy linijoje MCF-7 (64, 86).

PR raiska dazniausiai nurodo, kad estrogeno—ER kelias veikia
funkcionaliai. PR priklauso steroidiniy receptoriy Seimai ir padeda
progesteronui veikti tuose audiniuose, kur to reikia. Progesteronas skatina
epiteliniy lgsteliy proliferacijg kiekvieno menstruacinio ciklo ir néStumo metu.
Esant normalioms fiziologinéms salygoms, PR raiSka pieno liaukose
kontroliuoja lataky epitelinés Iastelés. PR iSskiriamos dvi formos, A forma ir B
forma, kurias koduoja vienas genas, lokalizuotas 11 chromosomos 22-23
srityje. Siy dviejy formy raikos sutrikimas trikdo normaly pieno liauky

vystymasi (69, 113). Manoma, kad PR raiska gali biti susijusi su MMPAI-1
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raiSka piktybiniuose kriities navikuose. D. C. Jinga ir bendraautoriai (57)
nustaté, kad didele PR raiSka pasiZymintys kriities navikai iSskiria maziau

MMPAI-1, o maza PR raiska pasizymintys — daugiau MMPAI-1.

2.8. PrieSinés liaukos véZys ir matrikso metaloproteinazés

Pasaulyje ir daugelyje Europos valstybiy prieSinés liaukos vézys yra
pirmaujanti onkologiné liga tarp vyry (50). Nepaisant diagnostiniy ir terapiniy
galimybiy tobul¢jimo, serganciyjy prieSinés liaukos véZiu pacienty
iSgyvenamumas islicka vis dar mazas dél dazno ligos atsinaujinimo, Kkuris
nepastebimas arba pastebimas per veélai, todél yra svarbu nustatyti ligos
progresavimo rizikg. 1970 metais atrastas ir pasiilytas prieSinés liaukos
specifinis antigenas (PSA; angl. prostate specific antigen) iki Siol iSlieka
svarbiausias testas, diagnozuojant priesinés liaukos vézj bei stebint ligos eiga.
Ir nors PSA yra specifinis prieSinés liaukos Zymuo, taiau jis néra specifinis
navikui, todel gana daznai PSA koncentracijos padidéjimo susieti su priesinés
liaukos véziu negalima, nes Sis rodiklis gali biti ir nepiktybinés prieSinés
liaukos ligos rodiklis (102). Taip yra dél to, kad néra pakankamai zinomi
molekuliniai mechanizmai, kurie daro jtakg prieSinés liaukos vézio
progresavimui ir metastazavimui. Pazymétina, kad Siuo metu, be PSA,
labiausiai iStirtas ir daugiausia viléiy teikiantis Zymuo yra prieSinés liaukos
vézio antigenas 3 (PCAS3; angl. Prostate cancer antigen 3). PCA3 raiska
nustatoma tiek sveikame, tiek pazeistame priesinés liaukos audinyje. PCA3
raiSka sveikame bei gerybinés hiperplazijos pazeistame prieSinés liaukos
audinyje yra nedidelé, o kai pacientai serga prieSinés liaukos véziu, PCA3
raiSka padidéja iki 100 karty. PCA3 raiska identifikuojama apie 95 proc.
priesinés liaukos vézio atvejy, iskaitant gerai, vidutiniSkai ar blogai
diferencijuotus navikus bei priesinés liaukos vézio metastazes (41, 135).

Gana sudétinga nustatyti, kuris prieSinés liaukos navikas vystysis
agresyviau, o kuris progresuos léciau. Be to, gana daznai pacientai, sergantys

priesines liaukos véziu, gydomi tada, kai gydyti visai nereikia, o pakanka tik
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stebéti. Todél tyrinétojy démesys nukreiptas j molekuliniy zymeny, galinCiy
padéti prognozuoti ligos eiga, paieSkas. Tarp tokiy molekuliniy Zymeny yra
MMP.

Negausiis tyrimai rodo, kad MMP galéty biti informatyvis prieSinés
liaukos vézio zZymenys. MMP-1 raiska nustatyta DU145 ir PC3 priesinés
liaukos vézio lasteliy linijose. Teigiama, kad MMP-1 galéty biti prieSinés
liaukos vézio terapinio gydymo molekulinis taikinys (99). Didelé MMP raiska
siejama su greitesniu priesinés liaukos naviko augimu ir metastaziy
formavimusi. Todél kliniSkai skirtingas prieSinés liaukos naviky vystymasis
gali priklausyti nuo MMP raiskos navike (26). Pavyzdziui, padidéjusi MMP-2
raiska identifikuojama esant invaziniam priesinés liaukos navikui bei vykstant
metastazavimo procesui (20).

MMP-7 raiSka kraujo serume ir prieSinés liaukos navikinése lgstelése
siejama su blogesne serganciyjy ligos prognoze. Manoma, kad tai susij¢ su
invaziniu naviko fenotipu, kuris lemia didesng¢ MMP-7 raiska, nes Sio fermento
aktyvumas serume taip pat didesnis ty pacienty, kurie serga priesinés liaukos
véziu ir kuriems nustatytos tolimosios metastazés (20).

Dar viena svarbi matrikso metaloproteinazé yra MMP-9. Tyrimai rodo,
kad MMP-9 raiska didesné tiek priesinés liaukos audinyje, tiek kraujo serume
pacienty, serganciy priesinés liaukos véziu, palyginti su MMP-9 raiska esant
nepiktybinei priesinés liaukos hiperplazijai. Be to, didesné MMP-9 geno raiska
siejama su didesniu Glisono laipsniu (20, 130).

S. Escaff ir bendraautoriai (26) tyré galimg sasaja tarp MMP bei MMP
Al raiskos ir klinikinés priesinés liaukos vézio ligos baigties. Jy tyrimuose
MMP-11 ir MMP-13 raiska yra susijusi su ligos atsinaujinimu ir teigiama, kad
Sie fermentai kartu su kitais veiksniais galéty suteikti naudingos prognozinés
informacijos stebint pacientus ir taikant gydyma. Autoriai teigia, kad MMP-13
raiSka priklauso nuo priesinés liaukos lasteliy supiktybéjimo laipsnio.
Pacientams, kurie serga prieSinés liaukos véziu ir kuriems identifikuotos
metastazés, nustatyta didelée MMP-13 koncentracija kraujo plazmoje pradeda

mazéti pradéjus gydyma (26).
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2.9. Matrikso metaloproteinaziy geny mutacijos ir vézys

Besivystan¢iam navikui budingas bruozas yra nekontroliuojamas
lasteliy dauginimasis. Pokyciai, lemiantys lastelés supiktybéjima, gali biti
jvairiy geny mutacijy padarinys. Daugumos geny sekose atsiradusios jvairios
mutacijos gali veikti genus dviem budais: keisdamos ekspresuojamo baltymo
ar fermento kokybe¢ arba kiekj. Vieno nukleotido pakaitos (VNP) (dar
vadinamos vieno nukleotido polimorfizmu) yra dazniausiai pasitaikancios
mutacijos zmogaus genome. Tokio tipo pakaitos vidutiniSkai pasitaiko kas keli
Simtai baziy pory, o tai sudaro apie 10 milijony VNP visame Zzmogaus genome.
TaCiau panaSu, kad tik maZas procentas vieno nukleotido pakaity yra
funkciSkai svarbios (22). Pastaraisiais metais atsiranda vis daugiau tyrimy,
susijusiy su MMP geny mutacijomis, kurios, matyt, kartu su kity geny

mutacijomis gali lemti navikinio proceso raida (3 lent.).
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3 lentelé. MMP genuose nustatomas polimorfizmas jvairiy lokalizacijy

navikuose

Genas

Polimorfizmo
vieta

Polimorfizmo
prigimtis

Lokalizacija

MMP-1

-1607

+/-G

Glioblastoma (78);

Krities vézys (97);

Plauciy vézys (37);

Gimdos kaklelio vézys (87);
Kiausidziy vézys (115);

Inksty vézys (43);
Kolorektalinis vézys (42, 140);

MMP-2

-1306

CIT

Krities vézys (138);
Plauciy vézys (54);
SkrandZio ir stemplés véZzys (80);

MMP-3

-1171

5A/6A

Krities vézys (66);
Plauciy vézys (29);

MMP-7

-181

AlG

Astrocitoma (71);
Gimdos kaklelio vézys (114);
Skrandzio vézys (67);

MMP-8

17

CIG

Plauciy vézys (37)

MMP-9

-1562

CIT

Krities vézys (22);

Plauciy vézys (47);

Priesinés liaukos vézys (110)
Kolorektalinis vézys (145);

MMP-12

-82

AlG

Krities vézys (111);
Plau¢iy vézys (58);
Slapimo piislés vézys (59);

1082

AlG

Kriities vézys (111).

MMP koduojantys genai yra 8, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 20 ir 22

chromosomose. Dauguma jy sudaro sankaupg 11 choromosomos ilgajame

petyje (4 lent.).

4 lentelé. MMP geny vieta chromosomose

Geno vieta Fermentas Geno vieta Fermentas Geno vieta

Fermentas | chromosomoje chromosomoje chromosomoje
MMP-1 11922-923 MMP-11 22011.2 MMP-19 12914
MMP-2 16913 MMP-12 | 11g22.2-g22.3 | MMP-20 11922.3
MMP-3 11923 MMP-13 11922.3 MMP-24 20011.2
MMP-7 11021-g22 MMP-14 14q11-q12 MMP-25 16p13.3
MMP-8 11922.3 MMP-15 15q13-g21 MMP-26 11p15
MMP-9 20011.2-g13.1 | MMP-16 8021 MMP-27 11924
MMP-10 | 11922.3-g23 | MMP-17 12q24.3 MMP-28 17921.1

MMP-1 genas yra 11 chromosomos ilgajame petyje. Sio geno

promotorinéje sekoje galima mutacija -1607 pozicijoje, kurioje yra guaninas
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(G). Sioje pozicijoje vienas alelis gali turéti viena guaning (1G), o kitas — du
guaninus (2G). Paprastai 1G turinCiy aleliy promotorinése Sekose -1602
pozicijoje yra transkripcijos veiksnio AP-1 jungimosi sritis. Jvykus mutacijai ir
sekoje atsiradus dar vienam G, papildomai susidaro dar viena, Kkito
transkripcijos veiksnio Ets jungimosi sritis, kuri kartu su AP-1 padidina
promotorinés sekos aktyvumg. Todél MMP-1 raiska didéja ir taip daro jtaka
piktybiniy naviky progresavimui. Sis polimorfizmas MMP-1 gene siejamas su
plauciy, inksty, kiausidziy, gimdos kaklelio ir gaubtinés zarnos véziu (140).

MMP-2 koduojanc¢io geno promotorinéje sekoje -1306 pozicijoje
galima citozino (C) pakaita j timiding (T). Nustatyta, kad -1306 C/T pakaita
yra lokalizuota transkripcijos veiksnio Sp-1 atpazinimo sekoje. [vykus pakaitai,
Sp-1 jungimosi vieta iSnyksta, todél sumazéja geno promotorinés sekos
aktyvumas (C/T ir C/C genotipai), taip pat ir MMP-2 raiska (54). MMP-2
raiSka bus didesné esant C/C genotipui, negu esant C/T ar T/T genotipams.
Sergantiesiems kriities, plau¢iy, skrandzio ar stemplés véziu dazniausiai
nustatomas C/C genotipas, todél iskelta hipotezé, kad asmeny, kuriems
nustatomas §is genotipas, rizika susirgti minéty lokalizacijy véziu didesné (54,
138).

MMP-3 koduojantis genas yra 11 chromosomos ilgajame petyje Salia
MMP-1 koduojancio geno ir suformuoja geny sankibg. MMP-3 koduojancio
geno promotoringje sekoje -1171 pozicijoje gali buiti 5 arba 6 adeninai (A). In
Vvitro tyrimais nustatyta, kad 5A geno aktyvumas yra nuo dviejy iki keturiy
karty didesnis nei 6A. Todél 5A/5A genotipas siejamas su didesne rizika
susirgti krities véziu bei blogesne ligos prognoze. Siai hipotezei patvirtinti
reikalingi iSsamesni tyrimai (66, 116, 126).

MMP-7 gene, esanCiame 11 chromosomoje, promotorinés sekos -181
pozicijoje galima A pakaita j guaning G. Funkciné analizé in vitro parodé, kad
esant G aleliui MMP-7 geno promotorinés sekos aktyvumas du ar tris kartus
didesnis negu esant A aleliui. Tyrimais nustatyta sgsaja tarp $io polimorfizmo

ir rizikos susirgti skrandzio véziu (67, 94).

35



MMP-8 koduojantis genas taip pat lokalizuotas 11 chromosomoje. Sio
geno 17 pozicijoje gali bati C pakaita j G. G alelis siejamas su mazesne plauciy
vézio vystymosi rizika, manoma, kad MMP-8 dalyvauja slopinant metastaziy
formavimasi (37).

MMP-9 koduojantis genas yra 20 chromosomoje. Sio geno
promotorinéje sekoje -1562 pozicijoje galima C pakaita | T. MMP-9 (-1562
C/T) polimorfizmas, siejamas su plauciy véziu bei Sirdies ir kraujagysliy
ligomis. -1562 pozicijoje esant timidinui, promotorinés sekos aktyvumas
didéja, todéel MMP-9 raiska iSauga. -1562 pozicijoje esanti C/T pakaita yra
transkripcijos veiksnio Ets-1 jungimosi srityje, todél Sis polimorfizmas daro
jtaka promotorinés sekos aktyvumui. Esant C/T ir T/T genotipui MMP-9
ekspresuojama zymiai gausiau, nei esant C/C genotipui (94).

MMP-12 genui budingi du skirtingi polimorfizmo tipai, dél kuriy gali
Kisti geno aktyvumas. Tai -82 ir 1082 pozicijose A pakaita j G. Sie
polimorfizmo tipai siejami su rizika susirgti kriities ar plauciy véziu (111).

I§ aprasyty tyrimy matyti, kad MMP genuose atsirandancios mutacijos
yra susijusios su véziu. Labai svarbu suprasti molekulinius pokycius, kurie
atsiranda vystantis navikui, nes tai padéty racionaliau kurti diagnostikos bei
gydymo strategijas. MMP genetiniy, funkciniy ir struktiiriniy savybiy
supratimas padéty atskirti, kurios proteinazes skatina véZzio vystymasi, o kurios
— j1 slopina. Todél pagrjstai tikimasi, kad genetiSkai pakitusiy MMP savybiy
supratimas leisty sukurti naujus inhibitorius, kurie biity specifiSki tik

proteinazéms, o tai buity didelis zingsnis individualizuotos medicinos link.
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3. TIRIAMOJI MEDZIAGA IR METODAI

3.1. Tyrimo objektas

Perspektyvinis tyrimas atliktas 2005-2012 metais Vilniaus universiteto

Onkologijos institute (dabar Nacionalinis vézio institutas). Biomedicininio

tyrimo protokolas buvo apsvarstytas Lietuvos bioetikos komiteto posédyje ir

iSduotas leidimas §j tyrima atlikti (2005-04-22, Nr. 16) (1 priedas). Visi

tiriamieji asmenys buvo supazindinti su tyrimu ir patvirtino parasu savo

sutikimg dalyvauti jame. Asmens informavimo forma ir Informuoto asmens

sutikimo forma pateikiamos prieduose (2 ir 3 priedai). Buvo tiriamas

serganiyjy pacienty kraujas, paimtas prieS operacija, bei navikai, paimti

operacijos metu.

Pacienty jtraukimo j tyrima Kriterijai:
Pagal kliniking piktybiniy naviky i$plitimo vertinimo sistemos (TNM)
klasifikacija pacientéms patvirtintas pirminis kriities vézys (I, 1A, 11B,
A, HIB, IV stadijos);
Pagal klinikinge TNM Kklasifikacija pacientams patvirtintas pirminis
priesinés liaukos vézys (I, I, 111 stadijos);
Pacientams nebuvo taikytas joks kitas papildomas vézio gydymas;
Pacientai yra pasiraS¢ Informuoto asmens sutikimo formg (Informuoto
asmens sutikimo formg pateikia ir pasiraso gydantys gydytojai).

Pacienty nejtraukimo kriterijai suformuluoti atsizvelgiant j veiksnius,

kurie gali pakeisti atliekamy tyrimy rezultatus. Tyrime negal¢jo dalyvauti

pacientai, kurie atitiko bent vieng Zemiau i§vardyty kriterijy:

1.
2.

Sergantys centrinés nervy sistemos ir psichinémis ligomis;

Turintys protinj atsilikimg ar kalbos sutrikimy, trukdanciy laisvai
bendrauti su tyréjais ir suprasti atlickamy tyrimy esme;

Sergantys nestabiliomis, gyvybei pavojingomis Sirdies ir kraujagysliy,

virSkinimo, endokrininés sistemy, metabolinémis ir hematologinémis
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ligomis, kurios gali turéti jtakos paciento iSgyvenamumui (pvz.,
nestabili kriitinés angina, inksty Giminis ir létinis nepakankamumas);

4. Sergantys iimiomis sunkiomis infekcinémis ligomis;

5. Sergantys kitos lokalizacijos piktybiniu naviku;

6. Sergantys autoimuninémis ligomis (reumatiniu artritu, sistemine
raudongja  vilklige, dermatomiozitu, sistemine sklerodermija,
membranoproliferaciniu glomerulonefritu);

7. Atsisake dalyvauti tyrime.

Tiriamyjy pacienty imties dydis apskaiCiuotas atsizvelgiant ] tai, kad
tyrimo pirmyjy dvejy mety laikotarpiu krities ir prieSinés liaukos véZys
tuometiniame Vilniaus universiteto Onkologijos institute bus nustatytas 100
vienos ir 100 kitos lokalizacijos pacienty. Sis skaiGius nustatytas atsizvelgiant j
pacienty jtraukimo kriterijus, kad pacientams tai bus pirminis vézys; kad
pacientams nebuvo taikytas joks kitas papildomas vézio gydymas, kad nedidelé
dalis pacienty gali atsisakyti dalyvauti tyrime.

Nustatytas pakankamas tiriamy pacienty skai¢ius — 79 atvejali,
numatant, kad MMP raiska nustatoma apie 40 % atvejy, tikslumui esant — 0,05.
Atsizvelgiant | tai, kad polimorfizmas MMP genuose nustatomas apie 30 %
atvejy, nustatytas pakankamas tiriamyjy pacienty skaicius — 77 atvejai.

Tyrime imties dydziui nustatyti naudota EpiTools programa (49).
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3.2. Tyrime dalyvavusiu pacienty charakteristika
3.2.1. Serganciosios Kriities véZiu

I tyrimg buvo jtrauktos 88 pacientés, sergancios kriities véziu ir
gydytos buvusio Vilniaus universiteto Onkologijos instituto Krities ligy
chirurgijos ir onkologijos skyriuje. Vidutinis pacien¢iy amzius tyrimo metu
buvo 57,69 + 11,99 mety (jauniausia — 31 metai, vyriausia — 83 metai).
Pacientés suskirstytos j dvi amziaus grupes pagal mediang (31-56 metai, 57—
83 metai). Pagal ligos stadija pacientés buvo suskirstytos j tris grupes. Pirmaja
grupe (n=21) sudaré pacientés, kurioms diagnozuotas pirmos stadijos kriities
vézys, antrgjg grupe (n=57) — pacientés, kurioms diagnozuotas antros stadijos
kriities veézys, o tre€igja grupe (n=10) — pacientés, kurioms diagnozuotas
vélyvosios t.y. trecios ir Ketvirtos stadijos krities vézys.

Itrauktoms | tyrimg pacientéms dazniausiai buvo diagnozuota
duktaliné karcinoma — 71 atvejis i§ 88. Lobuliniy karcinomy, palyginti su
duktalinémis karcinomomis, tarp tirty pacienciy buvo identifikuota maziau —
14 atvejy; kity tipy karcinomy (mucininé ir medulin¢) buvo nustatyti tik 3
atvejai. IStyrus kruties navikus histologiskai, dauguma jy buvo vidutiniSkai
diferencijuoti (G2) (54,5 %). Pacienciy pasiskirstymas pagal pokycius
limfmazgiuose buvo panasus: pokyc¢iy limfmazgiuose nebuvo nustatyta 51,1 %
pacienciy, o nustatyta — 48,9 % pacienciy. Visoms pacientéms buvo tirta ER ir
PR imuniné¢ reakcija navikuose. Pagal receptoriy raiSka navike pacientés
pasiskirsté j keturias grupes.

Pacien¢iy pasiskirstymas pagal amziy ir klinikines-patologines

charakteristikas pateiktas 5 lenteléje.
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5 lentelé. Serganciy krities véziu pacienciy pasiskirstymas pagal amziy ir

klinikines-patologines charakteristikas

AmZius ir Klinikinés- Pacientés, n (%)
patologinés charakteristikos
AmzZiaus grupé:
31-56 metai 41 (46,6)
57-83 metal 47 (53,4)
Stadija:
I 21 (23,9)
I 57 (64,8)
/v 10 (11,3)
Naviko histologinis tipas:
duktaliné karcinoma 71 (80,7)
lobuliné karcinoma 14 (15,9)
kito tipo karcinoma 3(3,4)
Naviko diferenciacijos laipsnis:
Gl 17 (19,3)
G2 48 (54,5)
G3 23 (26,2)
Pokyc¢iai limfmazgiuose:
NO 45 (51,1)
N1 36 (40,9)
N2 7 (8,0)
ER (balai):
reakcijos néra (0) 34 (38,6)
silpna reakcija (1-4) 12 (13,6)
vidutiné reakcija (5-9) 19 (21,6)
stipri reakcija (10-12) 23 (26,2)
PR (balai):
reakcijos néra (0) 33 (37,5)
silpna reakcija (1-4) 21 (23,9)
vidutiné reakcija (5-9) 25 (28,4)
stipri reakcija (10-12) 9 (10,2)

G1 - gerai diferencijuotas navikas; G2 — vidutini$kai diferencijuotas navikas; G3 — blogai
diferencijuotas navikas; NO — sritiniuose limfmazgiuose metastaziy néra; N1 — yra paslankiy
metastaziy tos pacios pusés pazasties limfmazgiuose; N2 — yra metastaziy tos pacios pusés pazasties
limfmazgiuose, suaugusiy tarpusavyje ir su kitomis struktiiromis; ER — estrogeny receptoriai; PR —
progesterono receptoriai

Serganciy krities véziu pacienciy kraujyje buvo tirta MMP-9 ir MMP-
11 geny raiska bei jvertintas MMP-3 (-1171 5A/6A) ir MMP-9 (-1562 C/T)
polimorfizmas, o navikuose — MT1-MMP, MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9,
MMP-11, MMP-13 geny raiska. Kriities naviky audiniy méginiai buvo imami

i§ gydytojui-patologui pateiktos operacinés medziagos, kurig gydytojas-
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patologas buvo jvertings morfologiskai ir patvirtings galuting diagnoze bei

nustates joje ER ir PR imuning reakcijg.

3.2.2. Sergantieji prieSinés liaukos véziu

Tyrime dalyvavo 82 wvyrai, kuriems buvo diagnozuotas prieSinés
liaukos vézys. Pacientai buvo gydyti tuometiniame Vilniaus universiteto
Onkologijos instituto Onkourologijos skyriuje. Vidutinis pacienty amZzius
tyrimo metu buvo 64,61 + 7,47 mety (jauniausias — 50 mety, vyriausias — 85
mety), pagal mediang pacientai suskirstyti j dvi amziaus grupes (50-63 metai ir
64-85 metai). PrieSinés liaukos vézys pacientams buvo patvirtintas
histologiskai, atlikus transrektaling prieSinés liaukos biopsija arba iStyrus
meéginj, gauta transuretrinés priesinés liaukos rezekcijos metu.

Pagal ligos stadija pacientai buvo suskirstyti i tris grupes. Pirmaja
grupe (n=8) sudaré pacientai, kuriems diagnozuotas pirmos stadijos priesinés
liaukos vézys, antraja grupg (n=43) — pacientai, kuriems diagnozuotas antros
stadijos vézys, tre¢igjg grupe (n=31) — pacientai, kuriems diagnozuotas trecios
stadijos vézys. Tik vienam pacientui 1§ 82 tirilamyjy buvo nustatyta pokyciy
sritiniuose  limfmazgiuose (N1), visiems kitiems pacientams pokyciy
limfmazgiuose nebuvo identifikuota, todél sritiniy limfmazgiy biklés
jvertinimas nebuvo jtrauktas j statisting analiz¢. Didziajai daliai pacienty — 55
(67,1 %) Glisono laipsnis biopsinéje medziagoje buvo 6. Taip pat pacientams
buvo nustatyta PSA koncentracija kraujo serume ir atsizvelgiant j PSA
koncentracijg pacientai buvo suskirstyti j tris grupes (6 lent.).

Pagal TNM sistemos septinto leidimo rekomendacijas pacientai buvo
suskirstyti ] prognozines grupes (114). Pacientas gali biiti priskirtas
prognozinei grupei tik tuo atveju, jei yra Zinoma ligos stadija, Glisono laipsnis
ir PSA koncentracija. Jei Glisono laipsnis ar PSA koncentracija nenustatoma,

tuomet pacientas negali biiti priskirtas jokiai prognozinei grupei (6 lent.).
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6 lentelé. Serganciy priesinés liaukos véziu pacienty pasiskirstymas pagal

amziy ir klinikines-patologines charakteristikas

AmZius ir klinikinés-patologinés | Pacientai, n (%)
charakteristikos
Amziaus grupé:

50-63 metai 43 (52,4)
64-85 metai 39 (47,6)
Stadija:
I 8(9,8)
I 43 (52,4)
i 31 (37,8)
Glisono laipsnis:
6 55 (67,1)
7 20 (24,4)
8-10 7 (8,5)
PSA koncentracija serume (ng/ml):
10 ir maZziau 65 (79,3)
10-20 11 (13,4)
daugiau kaip 20 6 (7,3)
Prognoziné grupé:
I 8(9,8)
IHA+I1B 44 (53,6)
11 30 (36,6)

PSA — priesinés liaukos specifinis antigenas

Kartu su naviku prieSin¢je liaukoje gali biiti nustatoma liga lydintis
uzdegimas ar gerybiné priesinés liaukos hiperplazija (GPH). Siame tyrime 17
tiriamyjy pacienty kartu su naviku prieSinéje liaukoje buvo nustatytas liga

lydintis uzdegimas; 62 pacientams — GPH (7 lent.).
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7 lentelé. Serganciy priesinés liaukos véziu pacienty pasiskirstymas pagal liga

lydint] uzdegimg ir gerybing prieSinés liaukos hiperplazija

Klinikinés-patologinés Pacientai, n (%)
charakteristikos

Uzdegimas:

nustatytas 17 (20,7)
nenustatytas 65 (79,3)

GPH:

nustatyta 62 (75,6)

nenustatyta 20 (24,4)

GPH — gerybiné priesinés liaukos hiperplazija

SergancCiyjy pacienty kraujyje buvo tirta MMP-9 ir MMP-11 geny
raiSka bei MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmas.

3.3. Tyrimo metodai

3.3.1. RNR gryninimas i$ kraujo ir navikinio audinio

RNR gryninimas is kraujo

RNR gryninti i§ kraujo naudotas ,,QlAamp RNA Blood Mini Kit*
(Qiagen, Vokietija) rinkinys. Darbas atliktas pagal gamintojy instrukcijas. 1 ml
kraujo praskiedziamas 5 ml EL buferinio tirpalo. Laikoma 10-15 min. ledy
vonioje. Centrifuguojama 400xg 10 min. esant 4°C temperatiirai. Tirpalas
nupilamas. Nuosédos tirpinamos 2 ml EL buferinio tirpalo. Centrifuguojama
400xg 10 min. esant 4°C temperatiirai. Nuosédos tirpinamos RLT buferiniame
tirpale ir perkeliamos j kolonélg. Centrifuguojama 2 min. maksimaliu greiciu.
Kolonélé iSmetama. | tirpalag supilamas 1 ml 70% etanolio tirpalo. Gautas
miSinys perkeliamas ] naujg kolon¢le. Centrifuguojama 8000xg 15 s. Kolonéle
perkeliama j naujg mikromégintuvélj, pripilama 700 ul RW1 buferinio tirpalo.
Centrifuguojama 8000xg 15 s. Kolonélé perkeliama j naujg mikromégintuvélj,
pripilama 500 pl RPE buferinio tirpalo. Centrifuguojama 20000xg 3 min.

Kolonélé perkeliama j nauja mikromégintuvélj, pridedama 40 pl vandens be
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ribonukleaziy. Centrifuguojama 8000xg 1 min. ISgrynintos RNR kokybé ir

koncentracija nustatoma 1,0% agarozés gelyje. Fotografuojama UV $viesoje.

RNR gryninimas is navikinio audinio

30 mg susaldyto kriities naviko audinio sutrinama homogenizatoriumi
(,Mikro-dismembrator S, Pranciizija) j miltelius, kurie suberiami j
mikromégintuvélj, supilama 1 ml lizuojancio buferinio tirpalo ir sumaisoma. |
misinj jpilama fenolio, chloroformo ir izoamilo alkoholio tirpalo miSinio
(miSinio komponenty santykis tirpale 25:24:1). Laikoma 5 min. ledy vonioje.
Centrifuguojama 12000-14000xg 5 min. esant 4°C temperatiirai. Po
centrifugavimo virSutinis sluoksnis perkeliamas j naujg mikromégintuvélj.
Pripilama natrio acetato (pH 4,7) tirpalo bei fenolio ir cloroformo tirpalo
misinio (pH 4,7). Laikoma 15 min. ledy vonioje. Centrifuguojama 12000-
14000xg 15 min. esant 4°C temperattrai. VirSutinis sluoksnis perkeliamas j
nauja mikromégintuvélj, pripilama izopropanolio tirpalo ir paliekama -20°C
temperattroje 30-60 min. Centrifuguojama 12000-14000xg 15 min. esant 4°C
temperatiirai. Nuosédos praplaunamos 1 ml 75% etanolio tirpalu.
Centrifuguojama 12000-14000xg 5 min. esant 4°C temperatirai. Tirpalas
nupilamas. Nuosédos tirpinamos 30-60ul vandenyje be ribonukleaziy.
Genominés DNR priemaiSos pasalinamos veikiant fermentu DNaze |.
Inkubuojama 37°C temperatiiroje vandens vonioje 15 min. ISgrynintos RNR
kokyb¢ ir koncentracija nustatoma 1,0% agarozes gelyje. Fotografuojama UV

Sviesoje (4 pav.).
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4 pav. Isgryninta RNR i§ kriities navikinio audinio
1 takelyje — RNR ilgio standartas “RNA Ladder High Range”. 2-3 takeliuose — iSgryninta naviko
RNR.

3.3.2. Geny raiskos tyrimas

Kopijinés DNR (cDNR) sintezei buvo naudotas kopijinés DNR
(KDNR) pirmos grandinés sintezés rinkinys ,,RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit*“ (Fermentas, Lictuva). Taip pat buvo atliekama kiekvieno RNR
meginio neigiama kontrolé (be atvirkStinés transkriptazes).

ParuoStas reakcijos miSinys 1§ 0,1-1 pg RNR, 1pul statistinés sekos
pradmens ir 12 ul vandens be ribonukleaziy inkubuojamas 70°C temperatiiroje
5 min. ] miSinj pridedama 4 pl 5x reakcijos buferinio tirpalo, 1 pl
ribonukleaziy inhibitoriaus, 1 pl atvirkstinés transkriptazés ir 2 pl 10mM
dNTP misinio. Reakcijos misinys inkubuojamas 25°C temperatiiroje 10 min ir

42°C temperattiroje 50 min.

Atvirkstinés transkriptazés polimerazés grandininé reakcija (AT PGR)
Kiekvienai pradmeny porai (MT1-MMP, MMP-1, MMP-2, MMP-3,

MMP-9, MMP-11, MMP-13, p-aktinui) paruosiami PGR misiniai: 2 ul KDNR,;

5 ul 10x PGR buferinio tirpalo; 5 ul dNTP 2mM; 3 ul MgCl, 25mM; 25 pmol

tiesioginio pradmens; 25 pmol atvirkstinio pradmens; 2,5 vnt. Tag DNR
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polimerazés; vandens be ribonukleaziy iki 50ul. Geny raiSkai analizuoti
naudoti pradmenys bei temperatiirinis rezimas pateikti 8 lentel¢je. AT PGR
metodu gauti reakcijos produktai vizualizuojami 1,0% agarozés gelyje.

Fotografuojama UV Sviesoje.

8 lentelé. AT PGR atlikti naudoti pradmenys, salygos ir produkto dydis

PGR salygos Produkto
dydis

Pradmeny sekos denattiracija | prisijungimas | pratgsimas cikly

skaicius

MT1-MMP
5’-ctectgcetecccctgctcacg-3° 95°-1 min 60°-1 min 72°-1 min 40 828 bp
5’-ctcacccccataaagttgctg-3°
MMP-1
5’-cgactctagaaacacaagagcaaga- 95°-50s 58°-50's 72°-1 min 35 787 bp
3?
5’-aaggttagcttactgtcacacgctt-3’
MMP-2
5’-ggcacccatttacacctacaccaa-3’ 95°-50s 62°-50s 72°-1 min 40 694 bp
5’-gcttccaaacttcacgcetcttcag-3°
MMP-3
5’-gaacaatggacaaaggatacaaca-3’ 95°-50s 58°-50's 72°-1 min 35 729 bp
5’-ttcttcaaaaacagcatcaatctt-3’
MMP-9
5’-accgctatggttacactcgg-3’ 95°-50s 62°-50s 72°-1 min 40 584 bp
5’-gcaggcagagtaggagcg-3’
MMP-11
5’-caggtggcagcccatgaatt-3’ 95°-50s 58°-50s 72°-1 min 35 456 bp
5’-gtactgagcaccttggaaga-3’
MMP-13
5’-ctatggtccaggagatgaag-3’ 95°-50s 62°-50s 72°-1 min 40 390 bp
5’-agagtcttgcctgtatcctc-3’
p-aktinas
5’-gtggggcgecccagggacca-3’ 95°-50s 62°-50s 72°-1 min 35 540 bp
5’-ctccttaatgtcacgcacgatttc-3°
AT PGR - atvirkstinés transkriptazés polimerazés grandininé reakcija; bp — baziy poros.

3.3.3. DNR gryninimas i$ kraujo

DNR gryninimas is kraujo

DNR gryninti i$ kraujo naudotas ,,Genomic DNA Purification Kit*
(Fermentas, Lietuva) rinkinys. Darbas atliktas pagal gamintojy instrukcijas.
200 pl kraujo uzpilama lizuojanciu tirpalu, kuriame yra 20 pl proteinazés K
tirpalo. Misinys inkubuojamas 56°C temperatiiroje 10 min. | miSinj jpilama
200 ul 96% etanolio tirpalo, sumaiSoma, perkeliama j mikromégintuvelj su
kolonéle ir centrifuguojama 6000xg 1 min. Po centrifugavimo kolonélé

perkeliama j naujg mikromégintuvélj, pripilama 500 pl Wash Buffer I tirpalo ir
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centrifuguojama 6000xg 1 min. Po centrifigavimo j kolonélg pripilama 500 pl
Wash Buffer Il tirpalo ir centrifuguojama 3 min. maksimaliu grei¢iu. Kolonélé
perkeliama | nauja mikromégintuvélj, pripilama 100 pl Elution Buffer tirpalo,
inkubuojama kambario temperatiiroje 2 min. ir centrifiiguojama 8000xg 1 min.
ISgrynintos DNR kokyb¢ ir koncentracija nustatoma 1,0% agarozés gelyje.

Fotografuojama UV §viesoje (5 pav.).

5 pav. DNR isgryninta is kraujo
1 ir 4 takeliuose — DNR ilgio standartas ,,Mass Ruler DNA Ladder Low Range*; 2-3 takeliuose is
kraujo isgryninta DNR.

3.3.4. Polimorfizmo tyrimas restrikcijos fragmento ilgio polimorfizmo
metodu

Polimerazés grandininé reakcija (PCR)

MMP-3 (-1171 5A/6A) ir MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmo analizei
paruosti atskiri PGR misiniai. PGR miSinj sudaro 2 ul DNR, 5 pl 10x PGR
buferinio tirpalo, 5 ul 2mM dNTP, 3 ul MgCl,, 25 pmol tiesioginio pradmens,
25 pmol atvirkstinio pradmens, 2,5 vnt. Tag DNR polimerazés ir vandens be
ribonukleaziy iki 50 pl. Polimorfizmo analizei naudoti pradmenys bei

temperatiirinis rezimas pateikti 9 lentel¢je.
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9 lentelé. PGR atlikti naudoti pradmenys ir salygos

PGR salygos
Pradmeny sekos denatidracija | prisijungimas | pratgsimas cikly
skaicius
MMP-3 (-1171 5A/6A) 95°-30s 60°—-30s 72°-30s 35

5¢-ggttctccattcctttgatggggggaaaga-3¢
5¢-cttcctggaattcacatcactgccaccact-3*
MMP-9 (-1562 C/T) 95°-30s 58°-30s 72°-30s 35
5¢-gcctggeacatagtaggecee-3¢
5°-cttcctagccagecggeatc-3¢

Restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmo (RFIP) metodas

PGR metodu gauti produktai karpomi restrikcijos nukleazémis. MMP-
3 (-1171 5A/6A) polimorfizmo analizei restrikcijos misinj sudaro 10 ul PGR
produkto, 2 ul 10x Buffer B tirpalo, 1 pl Psy | restrikcijos endonukleazés, 17
ul vandens be ribonukleziy. Restrikcijos reakcija vykdoma 2 valandas 37° C
temperatiroje. RFIP metodu gauti reakcijos produktai analizuoti 8,0%
poliakrilamido gelyje, UV S$viesoje (6 pav.). Restrikcijos endonukleazé karpo
PGR metodu gauta produkta tokiais fragmentais: esant 5A/5A variantui — 97
bp, 32 bp; 5A/6A variantui —129 bp, 97 bp, 32 bp; 6A/6A variantui — 129 bp.

MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmo analizei restrikcijos misinj sudaro
10 pl PGR produkto, 2 ul 10x Buffer B tirpalo, 1 ul Pae | restrikcijos
endonukleazés, 17 pl vandens be ribonukleziy. Restrikcijos reakcija vykdoma
90 min. 37° C temperattiroje. RFIP metodu gauti reakcijos produktai analizuoti
8,0% poliakrilamido gelyje, UV $viesoje (7 pav.). Restrikcijos endonukleazé
karpo PGR metodu gautg produkta tokiais fragmentais: esant T/T variantui —
240 bp, 196 bp; C/T variantui —436 bp, 240 bp, 196 bp; C/C variantui — 436 bp.
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6 pav. MMP-3 geno polimorfizmo analizé restrikcijos fragmenty ilgio

polimorfizmo (RFIP) metodu

1 ir 15 takelivose DNR ilgio standartas ,,pUC Mix Marker 8%, 2, 6-9, 12 ir 14 takeliuose MMP-3 -1171
5A/6A variantas, 3-5, 10-11 ir 13 takeliuose MMP-3 -1171 5A/5A variantas.

7 pav. MMP-9 geno polimorfizmo analizé restrikcijos fragmenty ilgio

polimorfizmo (RFIP) metodu

1 takelyje — DNR ilgio standartas ,,pUC Mix Marker 8 2 ir 4 takeliuvose — MMP-9 -1562 C/C
variantas; 2, 5 ir 6 takeliuose — MMP-9 -1562 C/T variantas; 7 takelyje — MMP-9 -1562 T/T variantas.
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3.3.5. Statistiné analizé

Kiekybiniams kintamiesiems vertinti buvo apskaiciuojami vidurkiai,
standartiniai nuokrypiai, minimali bei maksimali reikSmes; kokybiniams —
reikSmiy dazniai ir santykiniy dazniy procentai. Apskaiciuoti dvinariy
kokybiniy kintamyjy pasiskirs¢iusiy pagal binominj skirstinj, tikimybés
pasikliautinieji intervalai. Kokybiniy kintamyjy tarpusavio priklausomumui
tikrinti taikytas chi kvadratu (xz) Kriterijus, o esant mazam stebéjimy skaiciui —
FiSerio (angl. Fisher) tikslusis testas. Statistiniam reikSmingumui jvertinti
pasirinktas reikSmingumo lygmuo o=0,05, kai p<0,05, Hy hipotez¢ atmetama.
Rysio stiprumui tarp kokybiniy kintamyjy nustatyti apskai¢iuotas Spirmeno
(angl. Spearman) koreliacijos koeficientas (r). Koreliacija vertinta kaip labai
silpna, jei r buvo maziau uz 0,19; silpna — jei r reikSmé¢ buvo 0,20-0,39
intervale; vidutiné — jei r reikSmé buvo 0,40-0,69 intervale; stipri — jei r
reik8mé buvo 0,70-0,89 intervale, labai stipri — jei r reik§mé buvo 0,90-1,00
intervale.

Tyrime dalyvaujantys pacientai stebéti 6 metus, 1 tyrimg jtraukiant
skirtingu laiku. Krities vézio atveju stebéjimo pradzios data buvo operacijos
data, o prieSinés liaukos vézio atveju — diagnozés patvirtinimo data. Stebéjimo
baigties jvykiu pasirinkta paciento mirtis. Steb¢jimo duomenys buvo
cenziiruoti, nes didzioji dauguma pacienty stebéjimo laikotarpj iSgyveno.
ISgyvenamumas analizuotas pritaikius Kaplano-Majerio (angl. Kaplan-Meier)
metoda. ISgyvenamumo kreivéms palyginti naudotas log-rank testas.
[Sgyvenamumo veiksniy prognozin¢ analizé atlikta pritaikius Kokso
proporcingy riziky regresijos (angl. Cox regression) analizés model;.
Daugiaveiksniame pazingsniniame (angl. multivariate stepwise) modelyje
buvo analizuoti tie veiksniai, kuriy patikimumas vienaveiksniame (angl.
univariate) modelyje buvo ne didesnis nei 0,2.

Statistiné duomeny analizé atlikta naudojant duomeny analizés

programy paketa SPSS 20.0 (Armonk, NY: IBM Corp., JAV, 2011).
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4. REZULTATAI

4.1. Krities vézys

Daugumos atlikty moksliniy darby rezultatai liudija apie MMP raiskos
tyrimo svarbg onkologiniu aspektu. Manoma, kad MMP galima biity vertinti
kaip prognozinius vézio Zymenis, susijusius su blogesne ligos eiga. Bet Siy
fermenty jvertinimas vis dar néra taikomas klinikinéje praktikoje, nes triksta
susisteminty tyrimy rezultaty (39, 62, 74). Serganciy krities véziu pacienciy
kraujyje buvo pasirinkta tirti MMP-9 ir MMP-11 geny raiskag. MMP-9 yra
viena labiausiai tiriamy MMP sergant jvairiomis ligomis, jskaitant vézj; MMP-
11 didel¢ raiska siejama su blogesne serganciyjy kriities véziu ligos prognoze.
Teigiama, kad navikiniame audinyje ekspresuojamos MMP yra ,.iSmetamos* |
krauja didesniais kiekiais ir taip skatinamas ligos progresavimas (124). Ivairiy
Saliy mokslininky atlikti tyrimai, nustatant MMP raiSka kraujyje, iSlieka
kontroversiski, tyrimy rezultatai néra susisteminti, todél MMP geny raiSkos
tyrimai aktual@is. Taip pat Siame tyrime serganciosioms kriities véZiu
pacient¢éms buvo tiriama MT1-MMP, MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9,
MMP-11, MMP-13 geny raiska krities navikuose ir MMP-3 (-1171 5A/6A)
(rs3025058) bei MMP-9 (-1562 C/T) (rs3918242) geny polimorfizmas
serganciyjy kriities véziu kraujyje.

4.1.1. Matrikso metaloproteinaziy geny raiska serganciyjuy Kriities véZiu
kraujyje

Kaip jau minéta, | tyrimg buvo jtrauktos 88 pacientés, sergancios
kriities véziu. Pagal amZiaus mediang pacientés buvo suskirstytos 1 dvi grupes;
pagal ligos stadija — ] tris grupes; pagal naviko histologija — 1 dvi grupes; pagal
naviko diferenciacijos laipsnj — | tris grupes; pagal limfmazgiy buklg — i tris
grupes; pagal ER ir PR reakcijg navikiniame audinyje — j dvi grupes.

Teigiama MMP-9 geno raiska kraujyje nustatyta 40 pacienciy (45,5%,
95% PI 40,15-50,76), 0 MMP-11 geno raiSka — 30 pacienciy (34,1%, 95% PI

51



29,04-39,14). Vertinant tirtyjy MMP raiska priklausomai nuo amziaus ir
pacien¢iy klinikiniy-patologiniy  charakteristiky, statistiSkai reikSmingi
skirtumai nustatyti tik tarp MMP-9 geno raiSkos kraujyje ir naviko
diferenciacijos laipsnio (p=0,02) (10 lent.).

Sasajy tarp kintamyjy jvertinimas pagal chi kvadratu (x?) kriterijy néra
pakankamas, tode¢l tiriamyjy parametry (MMP geny raiSkos ir klinikiniy-
patologiniy parametry) rySiy stiprumas buvo papildomai jvertintas atlickant
koreliacing analiz¢. Kuo tiriamyjy parametry priklausomybé didesne, tuo
koreliacijos koeficiento r reikSmé arciau -1 ir 1; kuo r reikSmé arciau nulio —

tuo pozymiy priklausomybe¢ silpnesné.
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10 lentelé. MMP geny raiSkos analiz¢ kraujyje priklausomai nuo serganciy kriities véziu pacienciy amziaus ir klinikiniy-patologiniy

charakteristiky
MMP-9 raiska MMP-11 raiska
Kintamieji teigiama,n (%) neigiama,n (%) P | teigiama,n (%) | neigiama,n (%) p
Amziaus grupé:
31-56 metai 22 (55,0) 19 (39,6) 0,10 17 (56,7) 24 (41,4) 0,12
57-83 metai 18 (45,0) 29 (60,4) 13 (43,3) 34 (58,6)
Stadija:
| 5 (12,5) 16 (33,3) 7 (23,3) 14 (24,2)
I 30 (75,0) 27 (56,3) 0,07 19 (63,3) 38 (65,5) 0,91
mnv 5 (12,5) 5 (10,4) 4 (13,4) 6 (10,3)
Naviko histologinis tipas:
duktaliné karcinoma 34 (87,2) 37 (80,4) 0,29 26 (86,7) 45 (81,8) 0,40
lobuliné karcinoma 5(12,8) 9 (19,6) 4 (13,3) 10 (18,2)
Naviko diferenciacijos laipsnis:
G1 3(7,5) 14 (29,1) 6 (20,0) 11 (19,0)
G2 23 (57,5) 25 (52,1) 0,02 14 (46,7) 34 (58,6) 0,48
G3 14 (35,0) 9 (18,8) 10 (33,3) 13 (22,4)
Limfmazgiy buklé:
NO 16 (40,0) 29 (60,4) 15 (50,0) 30 (51,8)
N1 21 (52,0 15 (31,3) 0,12 14 (46,7) 22 (37,9) 0,44
N2 3(8,0) 4(8,3) 1(3,3) 6 (10,3)
ER:
neigiami 21 (52,5) 13 (27,1) 0,13 15 (50,0) 19 (32,8) 0,09
teigiami 19 (47,5) 35 (72,9) 15 (50,0) 39 (67,2)
PR:
neigiami 19 (47,5) 14 (29,2) 0,06 14 (46,7) 19 (32,8) 0,14
teigiami 21 (52,5) 34 (70,8) 16 (53,3) 39 (67,2)

G1 - gerai diferencijuotas navikas; G2 — vidutiniskai diferencijuotas navikas; G3 — blogai diferencijuotas navikas; NO — sritiniuose limfmazgiuose metastaziy néra; N1 — yra
paslankiy metastaziy tos pacios pusés pazasties limfmazgiuose; N2 — yra metastaziy tos pacios pusés pazasties limfmazgiuose, suaugusiy tarpusavyje ir su kitomis
struktdromis; ER — estrogeny receptoriai; PR — progesterono receptoriai.
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Ivertinus tiriamyjy parametry ry$iy stipruma, nustatytas silpnas, taciau
statistiSkai reikSmingas rySys tarp MMP-9 geno raiSkos kraujyje ir naviko
diferenciacijos laipsnio (r=0,279, p=0,009). Tikimybé nustatyti MMP-9 raiska
kraujyje didéja esant blogos diferenciacijos navikui. Taip pat nustatytas
silpnas, taCiau statistiSkai reikSmingas rySys tarp MMP-9 geno raiSkos kraujyje
ir ER biklés (r=0,260, p=0,01). Tikimybé nustatyti MMP-9 raiska kraujyje
yra didesné nesant ER raiskos navike. Statistiskai reikSmingy rysSiy tarp MMP-
11 geno raiSkos kraujyje ir tirtyjy klinikiniy-patologiniy parametry nustatyta
nebuvo (11 lent.).

11 lentelé. MMP geny raiSkos kraujyje ir serganciy kriities véziu pacienciy

klinikiniy-patologiniy charakteristiky koreliaciné analizé

Kintamieji MMP-9 MMP-11
r p r p
AmZius -0,154 0,15 -0,145 0,17
Stadija 0,205 0,05 0,029 0,78

Naviko histologinis tipas | 0,100 0,35 0,109 0,31
Naviko diferenciacijos 0,279 0,009 0,073 0,49

laipsnis
Limfmazgiy buklé 0,178 0,09 -0,017 0,87
ER raiska —0,260 0,01 -0,168 0,11
PR raiska -0,189 0,07 -0,136 0,20

r — koreliacijos koeficientas, ER — estrogeny receptoriai; PR — progesterono receptoriai

Tyrime dalyvavusiy 88 pacieniy, serganciy kruties véziu,
iSgyvenamumo tikimybé buvo jvertinta priklausomai nuo nustatytos MMP
geny raiSkos kraujyje.

Atlikta iSgyvenamumo analiz¢ Kaplano-Majerio metodu parode, kad
MMP-9 geno raiSka susijusi su pacienciy iSgyvenamumu priklausomai nuo

amziaus, ligos stadijos ir PR raiskos navike (12 lent.).
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12 lentelé. Serganciy kriities véziu pacienciy iSgyvenamumo tikimybés analizé

pagal MMP-9 ir MMP-11 geny raiska kraujyje

MMP-9 | MMP-11
Kintamieji o (log-rank)
Amziaus grupé:
31-56 metai 0,49 0,90
57—83 metai 0,01 0,46
Stadija:
| 0,57 0,48
I 0,26 0,57
Hi/ v <0,001 0,81
Naviko histologinis tipas:
duktaliné karcinoma 0,08 0,49
lobuliné karcinoma 0,66 0,90
Naviko diferenciacijos laipsnis:
G1 0,50 0,68
G2 0,34 0,81
G3 0,63 0,90
Limfmazgiy bukleé:
NO 0,80 0,16
N1 0,65 0,70
N2 0,24 0,68
ER:
neigiami 0,46 0,22
teigiami 0,65 0,39
PR:
neigiami 0,02 0,16
teigiami 0,71 0,64

G1 - gerai diferencijuotas navikas; G2 — vidutiniS$kai diferencijuotas navikas; G3 — blogai
diferencijuotas navikas; NO — sritiniuose limfmazgiuose metastaziy néra; N1 — yra paslankiy
metastaziy tos pacios pusés pazasties limfmazgiuose; N2 — yra metastaziy tos pacios pusés pazasties
limfmazgiuose, suaugusiy tarpusavyje ir su kitomis struktiiromis; ER — estrogeny receptoriai; PR —
progesterono receptoriai.

Vyresnés pacientés (57-83 mety), kurioms nebuvo nustatyta MMP-9
geno raiSkos kraujyje, iSgyveno ilgiau, palyginti su tomis to paties amziaus
pacientémis, kurioms MMP-9 raiska kraujyje buvo nustatyta (log-rank p=0,01)
(8 pav.).
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8 pav. Serganciy kriities véziu vyresnio amziaus (57-83 m.) pacienciy

iSgyvenamumo kreivés pagal MMP-9 geno raiska kraujyje

Tiriamojoje grupéje, suskirsius pacientes pagal ligos stadijas,
pacientés, kurioms buvo diagnozuota vélyvosios stadijos (III/IV) liga ir
kraujyje nenustatyta MMP-9 geno raiSkos, iSgyveno ilgiau nei tos vélyvy
stadijy liga sergancios pacientés, kurioms MMP-9 raiska buvo nustatyta
(p<0,001). Panasiis rezultatai gauti ir suskirs€ius pacientes pagal PR raiSka
navikuose. Pacientés, kurioms PR raiskos navikuose ir MMP-9 raisSkos kraujyje
nebuvo nustatyta, iSgyveno ilgiau, palyginti su tomis pacientémis, kurioms

MMP-9 geno raiska kraujyje buvo identifikuota (log-rank p=0,02) (12 lent.).

4.1.2. Matrikso metaloproteinaziy geny polimorfizmas serganciyju kruties
véziu kraujyje

Tyrimams buvo pasirinktas MMP-3 (-1171 5A/6A) (rs3025058) geno

polimorfizmas dél to, kad tiriamoje, serganciyjy krities véziu grupéje

ligos parametrais (Zr. 4.1.3. poskyrj). MMP-9 (-1562 C/T) (rs3918242) geno
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polimorfizmas pasirinktas kaip labiausiai tyrinéjamas esant jvairioms ligoms,
jskaitant ir vézj.

Visoms tyrime dalyvavusioms pacientéms buvo nustatytas MMP-3 (-
1171 5A/6A) ir MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmas. MMP-3 geno
polimorfizmo 5A/5A, 5A/6A ir 6A/6A variantai nustatyti atitinkamai 15
(17,0%, 95% PI1 13,04-21,05) atvejy, 57 (64,8 %, 95% Pl 59,68-69,86) atvejais
ir 16 (18,2 %, 95% PI1 14,07-22,29) atvejy. MMP-9 geno polimorfizmo C/C,
C/T ir T/T variantai nustatyti 39 (44,3 %, 95% Pl 39,02-49,61)atvejais, 38
(43,2 %, 95% Pl 37,90-48,46) atvejais ir 11 (12,5 %, 95% PI 8,97-16,03)
atvejy. ISanalizavus varianty pasiskirstymg priklausomai nuo amziaus ir
klinikiniy-patologiniy parametry, MMP-3 (-1171 5A/6A) geno polimorfizmo
varianty pasiskirstymas grupése statistiSkai reikSmingai nesiskyré. StatistiSkai
reikSmingi pasiskirstymai nustatyti tarp MMP-9 (-1562 C/T) geno
polimorfizmo varianty ir ligos stadijos (p=0,02), naviko histologinio tipo

(p=0,05) bei sritiniy limfmazgiy buklés (p=0,002) (13 lent.).
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13 lentelé. MMP geny polimorfizmo analizé serganciy kriities véziu pacienciy kraujyje priklausomai nuo amziaus ir klinikiniy-

patologiniy charakteristiky

MMP-3 -1171 polimorfizmas MMP-9 -1562 polimorfizmas
Kintamieji 5A/5A,n (%) | 5A/6A,n (%) | 6A/BA, n (%) p CIC,n (%) | CIT,n (%) | T/T,n (%) p
Amziaus grupé:
31-56 metai 7 (46,7) 26 (45,6) 8 (50,0) 0,95 20 (51,3) 15 (39,5) 6 (54,5) 0,49
57-83 metai 8 (53,3) 31 (54,4) 8 (50,0) 19 (48,7) 23 (60,5) 5 (45,5)
Stadija:
| 1(6,7) 14 (24,6) 6 (37,5) 12 (30,8) 9(23,7) 0
1 10 (66,7) 39 (68,4) 8 (50,0) 0,09 25 (64,1) 25 (65,8) 7 (63,6) 0,02
117\Y; 4 (26,7) 4(7,0) 2 (12,5) 2(5,1) 4 (10,5) 4 (36,4)
Naviko histologinis tipas:
duktaliné karcinoma 13 (86,7) 47 (85,5) 11 (73,3) 0,49 34 (94,4) 28 (73,7) 9 (81,8) 0,05
lobuliné karcinoma 2 (13,3) 8 (14,5) 4 (26,7) 2 (5,6) 10 (26,3) 2 (18,2)
Naviko diferenciacijos
laipsnis:
G1 3(20,0) 11 (19,3) 3(18,8) 0,96 11 (28,2) 5(13,2) 1(9,1) 0,33
G2 7 (46,7) 32 (56,1) 9 (56,2) 18 (46,2) 22 (57,9) 8 (72,7)
G3 5(5,7) 14 (24,6) 4 (25,0) 10 (25,6) 11 (28,9) 2 (18,2)
Limfmazgiy buklé:
NO 7 (46,7) 29 (50,9) 9 (56,3) 24 (61,5) 19 (50,0) 2(18,2)
N1 6 (40,0) 24 (42,1) 6 (37,5) 0,92 14 (35,9) 17 (44,7) 5 (45,5) 0,002
N2 2 (13,3) 4 (7,0) 1(6,2) 1(2,6) 2(5,3) 4 (36,4)
ER:
neigiami 7 (46,7) 23 (40,4) 4 (25,0) 0,42 14 (35,9) 13(34,2) 7 (63,6) 0,18
teigiami 8 (53,3) 34 (59,6) 12 (75,0) 25 (64,1) 25 (65,8) 4 (36,4)
PR:
neigiami 6 (40,0) 21 (36,8) 6 (37,5) 0,97 13 (33,3) 14 (36,8) 6 (54,5) 0,43
teigiami 9 (60,0) 36 (63,2) 10 (62,5) 26 (66,7) 24 (63,2) 5 (45,5)

G1 — gerai diferencijuotas navikas; G2 — vidutini$kai diferencijuotas navikas; G3 — blogai diferencijuotas navikas; NO — sritiniuose limfmazgiuose metastaziy néra; N1 — yra
paslankiy metastaziy tos pacios pusés paZasties limfmazgiuose; N2 — yra metastaziy tos pacios pusés pazasties limfmazgiuose, suaugusiy tarpusavyje ir su kitomis
struktiromis; ER — estrogeny receptoriai; PR — progesterono receptoriai.
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Kitoje analizés dalyje, panaudojus koreliacinés analizés metoda,
jvertintas tiriamyjy parametry rysiy stiprumas. 14 lenteléje pateikti koreliacinés
analizés rezultatai tarp tirtyjy MMP geny polimorfizmo serganciyjy kriities
véziu kraujyje ir klinikiniy-patologiniy charakteristiky.

14 lentelé. MMP geny polimorfizmo ir serganciy kriities véziu pacienciy

klinikiniy-patologiniy charakteristiky koreliaciné analizé

MMP geny polimorfizmas
Kintamieji MMP-3 (-1171 5A/6A) | MMP-9 (-1562 C/T)
r p r Y
AmZius 0,021 0,84 0,048 0,65
Stadija 0,228 0,03 0,273 0,01
Naviko histologinis tipas 0,140 0,19 0,096 0,37
Naviko diferenciacijos -0,032 0,76 0,102 0,34
laipsnis

Limfmazgiy buklé 0,070 0,51 0,288 0,007
ER raiska 0,133 0,21 —-0,109 0,31
PR raiska 0,015 0,89 0,110 0,30

r — koreliacijos koeficientas, ER — estrogeny receptoriai; PR — progesterono receptoriai.

IS 14 lentel¢je pateikty duomeny matyti, kad nustatytas silpnas, taciau
statistiSkai reikSmingas rySys tarp MMP-3 (-1171 5A/6A) geno polimorfizmo
ir ligos stadijos. Esant vélyvosioms ligos stadijoms dazniau nustatyti SA/S5A ar
5A/6A variantai kraujyje, t.y. tie polimorfizmo variantai, kurie siejami su
blogesne ligos prognoze. Panasiai ir MMP-9 (-1562 C/T) geno polimorfizmo
atveju nustatytas silpnas, taCiau statistiSkai reikSmingas rySys tarp tiriamo
polimorfizmo ir ligos stadijos bei limtmazgiy biiklés. Esant vélyvosioms ligos
stadijoms ar esant pokyciy limfmazgiuose, dazniau nustatytas T/T variantas,
kuris siejamas su blogesne ligos eiga.

Atlikta iSgyvenamumo analiz¢ Kaplano-Majerio metodu parode, kad
MMP-3 geno (-1171 5A/6A) polimorfizmas susijgs su pacienciy
iSgyvenamumu priklausomai nuo ligos stadijos, naviko histologinio tipo,

diferenciacijos laipsnio, limfmazgiy buklés ir PR raiskos navike (15 lent.).
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15 lentelé. Serganciy kriities véziu pacienciy iSgyvenamumo tikimybés analizé
pagal MMP-3 (-1171 5A/6A) geno polimorfizma
MMP-3 (-1171 5A/6A)

Kintamieji geno polimorfizmas
p (log-rank)
Amziaus grupé:
31-56 metai 0,13
57-83 metai 0,14
Stadija:
I 0,77
I 0,04
/v 0,49
Naviko histologinis tipas:
duktaliné karcinoma 0,01
lobuliné karcinoma 0,32
Naviko diferenciacijos laipsnis:
Gl 0,003
G2 0,47
G3 0,09
Limfmazgiy buklé:
NO <0,001
N1 0,68
N2 0,68
ER:
neigiami 0,29
teigiami 0,06
PR:
neigiami 0,49
teigiami 0,02

G1 - gerai diferencijuotas navikas; G2 - vidutiniS8kai diferencijuotas navikas; G3 — blogai
diferencijuotas navikas; NO — sritiniuose limfmazgiuose metastaziy néra; N1 — yra paslankiy
metastaziy tos pacios pusés pazasties limfmazgiuose; N2 — yra metastaziy tos pacios pusés pazasties
limfmazgiuose, suaugusiy tarpusavyje ir su kitomis struktiromis; ER — estrogeny receptoriai; PR —
progesterono receptoriai
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Pacientés, kurioms buvo diagnozuotas antros stadijos vézys ir nustatyti
MMP-3 -1171 5A/6A ar 6A/6A variantai kraujyje, iSgyveno ilgiau, palyginti su
tos pacios stadijos liga serganCiomis pacientémis, kurioms buvo nustatytas

5A/5A variantas (log-rank p=0,04) (9 pav.).

1,0 MMP-3 -1171 SAI6A

MMP-3 1171 6AI6A

0,57 —‘—‘
L

MMP -3 -1171 SAISA

1gyvenimo tikimybé

p=0,04

T
0 20,0 40,0 50,0 20,0

Stebéjimo trukmé (ménesiai)

9 pav. Antros stadijos kriities véziu serganciy pacienciy i§gyvenamumo

kreivés pagal MMP-3 (-1171 5A6A) polimorfizmg kraujyje
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Histologiskai identifikavus navika kaip duktaling karcinoma, tos
pacientés, kurioms kraujyje buvo nustatyti MMP-3 -1171 5A6A ar 6A6A
variantai, taip pat iSgyveno ilgiau nei tos pacientés, kuriy kraujyje buvo
nustatytas 5SA5A variantas (log-rank p=0,01) (10 pav.).

MMP-3 -1171 SAIGA

.,
MMP-3 -1171 6AIGA

1,0 | | 1 —

0,8

0.6
MMP-3 -1171 SAISA

0,4

ISgyvenimo tikimybé

0,2

p=0,01

0,0

T T T
0 20,0 40,0 60,0 80,0

Stebéjimo trukmeé (meénesiai)

10 pav. Kriities véziu serganciy pacienciy, kurioms diagnozuota duktaliné
karcinoma, i§gyvenamumo kreivés pagal MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmag
kraujyje

PanaSus rezultatai gauti jvertinus ir kitus klinikinius patologinius
parametrus pagal tiriamajj MMP-3 geno polimorfizmg. Skirtingose pacienciy
grupése histologiSkai identifikavus navikg kaip gerai diferencijuota, nesant
poky¢iy limfmazgiuose ar esant teigiamai PR raiSkai navike, tos pacientés,
kurioms nustatyti MMP-3 -1171 5A/6A ar 6A/6A variantai iSgyveno ilgiau nei
tos pacientés, kurioms identifikuotas SA/5A variantas (atitinkamai, log-rank
p=0,003, p<0,001, p=0,02) (15 lent.).

Tolesnio tyrimo etapo metu, jvertinus tirtojo MMP-9 geno
polimorfizma (-1562 C/T) ir atlikus iSgyvenamumo analiz¢ Kaplano-Majerio
metodu, nustatyta, kad MMP-9 (-1562 C/T) geno polimorfizmas susijes su
pacienciy iSgyvenamumu priklausomai nuo naviko diferenciacijos laipsnio ir

poky¢iy limfmazgiuose (16 lent.).
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16 lentelé. Serganciy kriities véziu pacienciy iSgyvenamumo tikimybés analizeé
pagal MMP-9 (-1562 C/T) geno polimorfizmg kraujyje
MMP-9 (-1562 C/T)

Kintamieji geno polimorfizmas
p (log-rank)
Amziaus grupé:
31-56 metai 0,33
57-83 metai 0,78
Stadija:
I 0,24
| 0,24
/v 0,15
Naviko histologinis tipas:
duktaliné karcinoma 0,16
lobuliné karcinoma 0,50
Naviko diferenciacijos laipsnis:
Gl 0,80
G2 0,95
G3 0,001
Limfmazgiy bukleé:
NO <0,001
N1 0,61
N2 0,28
ER:
neigiami 0,29
teigiami 0,67
PR:
neigiami 0,29
teigiami 0,62

G1 - gerai diferencijuotas navikas; G2 - vidutiniS8kai diferencijuotas navikas; G3 — blogai
diferencijuotas navikas; NO — sritiniuose limfmazgiuose metastaziy néra; N1 — yra paslankiy
metastaziy tos pacios pusés pazasties limfmazgiuose; N2 — yra metastaziy tos pacios pusés pazasties
limfmazgiuose, suaugusiy tarpusavyje ir su kitomis struktiiromis; ER — estrogeny receptoriai; PR —
progesterono receptoriai.

Pacientés, kurioms buvo diagnozuotas blogai diferencijuotas (G3)
kriities navikas ir nustatytas MMP-9 -1562 C/T ar C/C variantas, i§gyveno
ilgiau, nei tos pacientés, kurioms nustatytas TT variantas (log-rank p=0,001).
Panasus rezultatai gauti ir suskirs¢ius pacientes pagal pokycius limfmazgiuose.
Nesant pokyc¢iy limfmazgiuose (NO) ilgiau iSgyveno pacientés, kurioms
nustatytas MMP-9 -1562 C/T ar C/C variantas nei tos pacientés, kurioms
nustatytas T/T variantas (log-rank p<0,001).
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4.1.3. Matrikso metaloproteinaziy geny raiska kriities navikuose

Kaip jau minéta, buvo tiriama MT1-MMP, MMP-1, MMP-2, MMP-3,
MMP-9, MMP-11 ir MMP-13 geny raiska krities navikuose.

Serganciyjy navikuose MT1-MMP geno raiska nustatyta 82 atvejais
(93,2 %, 95% PI 90,49-95,87), MMP-1 — 37 atvejais (42 %, 95% Pl 36,78-
47,31), MMP-2 — 82 atvejais (93,2 %, 95% PI 90,49-95,87), MMP-3 — 53
atvejais (60,2 %, 95% PI 55,01-65,44), MMP-9 — 82 atvejais (93,2 %, 95% PI
90,49-95,87), MMP-11 — 87 atvejais (98,8 %, 95% PI 97,73-99,99), MMP-13 —
62 atvejais (70,5 %, 95% PI 65,59-75,32).

Sugrupavus pacientes pagal amziy ir jvertinus, ar tirty MMP geny
raiSkg galima sieti su pacienciy amziumi, konstatuota, kad MMP-3 geno raiSka
navike reik§mingai daZzniau nustatyta jaunesnéms pacientéms (31-56 metai)
(p=0,04) (17 lent.). SuskirsCius pacientes pagal ligos stadija konstatuota, kad
keturiy tirty MMP geny — MT1-MMP (p=0,002), MMP-1 (p=0,02), MMP-3
(p=0,005) ir MMP-13 (p=0,006) (17 lent.), raiska susijusi su ligos stadija.
Vertinant MMP geny raiSka priklausomai nuo naviko diferenciacijos laipsnio ir
limfmazgiy btklés, statistiSkai reikSmingi skirtumai nustatyti tarp MMP-13
geno raiSkos ir naviko diferenciacijos laipsnio (p=0,02) bei tarp MT1-MMP
geno raiSkos ir limfmazgiy biklés (p=0,04) (17 lent.). Kity statistiSkai
reikSmingy skirtumy tarp MMP geny raiskos ir klinikiniy-patologiniy
charakteristiky (naviko histologinis tipas, ER, PR raiSka) nenustatyta.
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17 lentelé. MMP geny raiskos analiz¢ kriities navikuose priklausomai nuo serganciy kriities véziu pacienciy amziaus ir klinikiniy-

patologiniy charakteristiky

Charakteristika AmZius Stadija Naviko histologinis Naviko diferenciacijos laipsnis
p tipas p p
31-56 m. | 57-83 m. p I I /v DCa LCa Gl G2 G3
MMP raiska
MT1-MMP
teigiama, n (proc.) 40 (48,8) | 42(51,2) | 0,13 | 16(19,5) | 56 (68,3) | 10(12,2) | 0,002 | 68 (84,0) 13(16,0) | 0,52 | 16 (19,5) | 45(54,9) | 21(25,6) | 0,91
neigiama, n (proc.) 1(16,7) 5 (83,3) 5 (83,3) 1(16,7) 0 3 (75,0) 1 (25,0) 1(16,7) 3 (50,0) 2 (33,3)
MMP-1
teigiama, n (proc.) 20 (54,1) | 17(45,9) | 0,16 | 5(13,5) | 30(81,1) 2 (5,4) 0,02 31 (83,8) 6 (16,2) 0,59 | 7(18,9) | 16(43,3) | 14(37,8) | 0,08
neigiama, n (proc.) | 21(41,2) | 30(58,8) 16 (31,4) | 27 (52,9) | 8(15,7) 40 (83,3) 8 (16,7) 10 (19,6) | 32(62,8) | 9(17,6)
MMP-2
teigiama, n (proc.) 39 (47,6) | 43(52,4) | 0,40 | 21(25,6) | 51(62,2) | 10(12,2) | 0,17 67 (84,8) 12 (15,2) | 0,25 | 17 (20,7) | 42(51,2) | 23 (28,1) | 0,06
neigiama, n (proc.) 2 (33,3) 4 (66,7) 0 6 (100,0) 0 4 (66,7) 2 (33,3) 0 6 (100,0) 0
MMP-3
teigiama, n (proc.) 29 (54,7) | 24(45,3) | 0,04 | 7(13,2) | 37(69,8) | 9(17,0) | 0,005 | 44 (83,0) 9 (17,0) 0,56 | 9(17,0)0 | 28(52,8) | 16 (30,2) | 0,52
neigiama, n (proc.) | 12(34,3) | 23 (65,7) 14 (40,0) | 20 (57,1) 1(2,9) 27 (84,4) 5 (15,6) 8(22,9) | 20(57,1) | 7(20,0)
MMP-9
teigiama, n (proc.) 39 (47,6) | 43(52,4) | 0,40 | 20(23,9) | 52 (64,7) | 10(11,4) | 0,54 65 (82,3) 14 (17,7) | 0,32 | 16 (19,5) | 43(52,4) | 23 (28,1) | 0,26
neigiama, n (proc.) 2 (33,3) 4 (66,7) 1(16,7) 5 (83,3) 0 6 (100,0) 0 1(16,7) 5 (83,3) 0
MMP-11
teigiama, n (proc.) 40 (46,0) | 47 (54,0) | 0,46 | 20(23,0) | 57 (65,5) | 10(11,5) | 0,19 71 (81,6) 16 (18,4) | 0,19 | 16 (18,4) | 48(55,2) | 23(26,4) | 0,12
neigiama, n (proc.) | 1(100,0) 0 1 (100,0) 0 0 0 1 (100,0) 1 (100,0) 0 0
MMP-13
teigiama, n (proc.) 29 (46,8) | 33(53,2) | 0,57 | 9(14,5) | 45(72,6) | 8(12,9) | 0,006 | 49 (80,3) 12(19,7) | 0,17 | 8(12,9) | 34(54,8) | 20(32,3) | 0,02
neigiama, n (proc.) | 12 (46,2) | 14 (53,8) 12 (46,2) | 12 (46,2) 2 (7,6) 22 (91,7) 2 (8,3) 9(34,6) | 14(53,9) | 3(11,5)

DCa - duktaliné karcinoma; LCa — lobuliné karcinoma, G1 — gerai diferencijuotas navikas; G2 — vidutiniskai diferencijuotas navikas; G3 — blogai diferencijuotas navikas.

65




17 lentelés tesinys. MMP geny raiSkos analizé navikuose priklausomai nuo serganciy kriities véziu pacienciy klinikiniy-patologiniy

charakteristiky
Charakteristika Sritiniy limfmazgiy ER PR
biklé p p p
MMP raiska NO N1 N2 neigiami | teigiami neigiami | teigiami
MT1-MMP
teigiama, n (proc.) 39 (47,6) | 36 (43,9) 7(85) |0,04| 32(39,0) | 50(61,0) | 0,57 | 31(37,8) | 51(62,2) | 0,59
neigiama, n (proc.) 6 (100,0) 0 0 2(33,3) | 4(66,7) 2(33,3) | 4(66,7)
MMP-1
teigiama, n (proc.) 17 (459) | 19(51,4) | 1(2,7) | 0,11 | 16(43,2) | 21(56,8) | 0,29 | 16 (43,2) | 21 (56,8) | 0,23
neigiama, n (proc.) 28 (54,9) | 17 (33,3) | 6(11,8) 18 (35,3) | 33 (64,7) 17 (33,3) | 34 (66,7)
MMP-2
teigiama, n (proc.) 42 (51,2) | 34(415) | 6(7,3) | 0,70 | 33(40,2) | 49(59,8) | 0,24 | 32(39,0) | 50 (61,0) | 0,26
neigiama, n (proc.) 3(50,0) | 2(33,3) | 1(16,7) 1(16,7) | 5(83,3) 1(16,7) | 5(83,3)
MMP-3
teigiama, n (proc.) 22 (415) | 25(47,2) | 6(11,3) | 0,06 | 22 (41,5) | 31(58,5) | 0,32 | 19(35,8) | 34(64,2) | 0,43
neigiama, n (proc.) 23(65,7) | 11(31,4) | 1(2,9) 12 (34,3) | 23 (65,7) 14 (40,0) | 21 (60,0)
MMP-9
teigiama, n (proc.) 42 (51,3) | 33(40,2) | 7(8,55) | 0,72 | 32(39,0) | 50(61,0) | 0,57 | 30 (36,6) | 52 (63,4) | 0,40
neigiama, n (proc.) 3 (50,0) 3 (50,0) 0 2 (33,3) 4 (66,7) 3 (50,0) 3(50,0)
MMP-11
teigiama, n (proc.) 44 (50,6) | 36 (41,4) | 7(8,00 | 0,61 | 33(37,9) | 54(62,1) | 0,38 | 32(36,8) | 55(63,2) | 0,37
neigiama, n (proc.) 1(100,0) 0 0 1 (100,0) 0 1 (100,0) 0
MMP-13
teigiama, n (proc.) 29 (46,8) | 27(435) | 6(9,7) | 0,38 | 24(38,7) | 38(61,3) | 0,58 | 22 (35,5) | 40 (64,5) | 0,35
neigiama, n (proc.) 16 (61,6) | 9 (34,6) 1(3,8) 10 (38,5) | 16 (61,5) 11 (42,3) | 15(57,7)

NO — sritiniuose limfmazgiuose metastaziy néra; N1 — yra paslankiy metastaziy tos pa¢ios pusés paZasties limfmazgiuose; N2 — yra metastaziy tos pacios pusés pazasties
limfmazgiuose, suaugusiy tarpusavyije ir su kitomis strukttromis; ER — estrogeny receptoriai; PR — progesterono receptoriai.
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Panaudojus koreliacinés analizés metoda jvertintas tiriamyjy parametry
ry$iy stiprumas. I§ 18 lenteléje pateikty duomeny matyti, kad nustatytas silpnas,
taciau statistiskai reikSmingas rySys tarp MT1-MMP, MMP-3 ir MMP-13 geny
raiSkos navike ir ligos stadijos. Tikimybé nustatyti iy geny raiSkg navike didesné
esant vélyvosioms ligos stadijoms. Tarp MT1-MMP ir MMP-11 geny raiskos
navike ir naviko histologinio tipo taip pat nustatytas silpnas, taCiau statistiSkai
reik§mingas rySys. Tikimybé¢ nustatyti MMP-13 geno raiska navike didesné esant
blogai diferencijuotam navikui. Be to, esant pokyciy sritiniuose limfmazgiuose,
didéja tikimybé nustatyti MT1-MMP ir MMP-3 geny raiska kriities navike, nes
tarp Siy geny raiskos ir limfmazgiy biiklés nustatytas silpnas, taciau statistiSkai

patikimas rysys.
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18 lentelé. MMP geny raiSkos kriities navikuose ir pacienciy klinikiniy-patologiniy charakteristiky koreliaciné analizé

MT1-MMP MMP-1 MMP-2 MMP-3 MMP-9 MMP-11 MMP-13

Kintamieji r p r p r p r p r p r P r p
Amzius -0,162 | 0,13 | -0,127 | 0,23 | -0,072 | 050 | -0,200| 0,06 | 0,072 | 0,50 | 0,115 | 0,28 | -0,006 [ 0,95
Stadija 0,340 0,01 0,081 045 | 0,069 | 052 | 0,346 | 0,001 | 0,013 | 0,90 | 0,167 | 0,11 0,300 | 0,005
Naviko histologinis 0,210 0,04 0,067 0,53 0,096 | 0,37 | 0,073 | 050 | -0,132 | 0,21 | 0,219 | 0,04 | -0,065 | 0,55

tipas
Naviko diferenciacijos | —0,040 | 0,70 0,159 0,13 0,035 | 0,74 | 0,118 | 0,27 0,099 | 0,35 | 0,266 | 0,12 0,287 | 0,007
laipsnis

Limfmazgiy biklé 0,256 0,01 0,037 0,73 | 0,028 | 0,79 0,251 0,01 0,015 0,89 | 0,102 0,34 0,145 0,17
ER raiska -0,029 | 0,78 |-0,081 | 045 |-0,2122| 0,25 |-0,073| 0,50 | 0,029 | 0,78 | 0,135 | 0,20 | -0,002 | 0,98
PR raiska -0,023 | 0,83 |-0,101| 0,34 | 0,116 | 0,28 0,042 0,69 0,070 0,51 | 0,138 0,19 0,064 0,55

r — koreliacijos koeficientas, ER — estrogeny receptoriai; PR — progesterono receptoriai.
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Tyrime dalyvavusiy pacienciy iSgyvenamumo tikimybé buvo jvertinta
priklausomai nuo MMP geny raiskos kriities navikuose. Kaip ir analizuojant
iSgyvenamuma pagal MMP geny raiska kraujyje, analizé buvo atlikta visoms 88
pacientéms; dél nepakankamo pacienciy skaiCiaus grupéje iSgyvenamumo
analizé pagal MMP geny raiska navike nebuvo atlikta priklausomai nuo
limfmazgiy biiklés toms pacientéms, kurioms nustatyta pokyCiy daugiau nei
viename sritiniame limfmazgyje (n=7).

Atlikta iSgyvenamumo vienaveiksné analizé Kaplano-Majerio metodu
parodé, kad i$ tirty septyniy MMP spektro MMP-1, MMP-3 ir MMP-13 geny

raiSka kriities navikuose yra susijusi su pacienciy i§gyvenamumu (19 lent.).

69



19 lentelé. Serganciy krities véziu pacienciy iSgyvenamumo tikimybés analizé pagal MMP geny raiska kriities navikuose

MT1-MMP | MMP-1 MMP-2 | MMP-3 | MMP-9 | MMP-11 | MMP-13
Kintamieji
p (log-rank)
Amziaus grupé:
31-56 metai 0,66 0,61 0,53 0,07 0,53 0,66 0,07
57-83 metai 0,30 0,38 0,36 0,50 0,36 - 0,78
Stadija:
I 0,57 0,07 - 0,15 0,82 0,82 0,24
I 0,65 0,89 0,25 0,26 0,30 - 0,08
mnv - 0,04 - 0,06 - - 0,08
Naviko histologinis
tipas: 0,46 0,91 0,39 0,43 0,29 - 0,32
duktaliné karcinoma 0,32 0,05 0,44 0,03 -- 0,59 0,23
lobuliné karcinoma
Naviko diferenciacijos
laipsnis:
Gl 0,71 0,82 - 0,17 0,71 0,71 0,89
G2 0,51 0,98 0,33 0,64 0,38 - 0,49
G3 0,37 0,58 - 0,29 - - 0,26
Limfmazgiy buklé:
NO 0,36 0,31 0,54 0,15 0,54 0,73 0,43
N1 -- 0,73 0,43 0,13 0,33 - 0,05
ER:
neigiami 0,45 0,85 0,60 0,14 0,45 0,60 0,04
teigiami 0,44 0,28 0,38 0,41 0,44 - 0,96
PR:
neigiami 0,51 0,92 0,65 0,18 0,41 0,65 0,06
teigiami 0,38 0,24 0,32 0,27 0,45 - 0,70

G1 — gerai diferencijuotas navikas; G2 — vidutini$kai diferencijuotas navikas; G3 — blogai diferencijuotas navikas; NO — sritiniuose limfmazgiuose metastaziy néra; N1 — yra
paslankiy metastaziy tos pacios pusés pazasties limfmazgiuose; N2 — yra metastaziy tos pacios pusés pazasties limfmazgiuose, suaugusiy tarpusavyje ir su kitomis
struktiiromis; ER — estrogeny receptoriai; PR — progesterono receptoriai.
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Palyginus iSgyvenamumo kreives nustatyta, kad pacientés, kurioms
diagnozuotas velyvyjy stadijy kriities vézys ir navike nebuvo nustatyta MMP-1
raiSkos, iSgyveno ilgiau nei ty paciy stadijy kriities véziu sergancios pacientes,

kurioms navike MMP-1 raiska buvo nustatyta (p=0,04) (11 pav.).

1,0

0,8 Neigiama MMP-1 raiska navike

0,64

Teigiama MMP-1 raiska navike

0,4

ISgyvenimo tikimybé

0,2

0,04

T
. 200 40,0 60,0 80,0

Stebéjimo trukmé (ménesiai)

11 pav. Serganciy kriities véziu pacienciy, kurioms diagnozuota vélyvyjy stadijy

liga, 18gyvenamumo kreives pagal MMP-1 geno raiSka navike

Pana$iis rezultatai gauti ir grupéje serganciy kriities veéziu pacienciy,
kurioms histologiskai buvo nustatyta lobuliné karcinoma. Sios grupés pacientés,
kurioms navike nebuvo nustatyta MMP-3 raiskos, iSgyveno ilgiau nei pacientés,
kurioms MMP-3 raiska buvo nustatyta (p=0,03). Ty pacienciy, kurioms
navikuose nebuvo nustatyta ER ir MMP-13 raiskos, iSgyvenamumas buvo
geresnis, palyginti su iSgyvenamumu pacienciy, kurioms ER raiSkos nebuvo

nustatyta, ta¢iau buvo identifikuota MMP-13 raiska navike (p=0,04).

4.1.4. Serganciy kriities véZiu pacienciy iSgyvenamumui jtaka darantys
veiksniai

Ankstesniuose skyriuose pateikti rezultatai rodo, kad motery, serganciy

kriities véziu, iSgyvenamumui jtakos turi daugelis tirty veiksniy. Todé¢l buvo
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atlikta daugiaveiksné tirty veiksniy analizé, pritaikant proporcingy riziky
regresing analize Kokso metodu, siekiant iSsiaiskinti, kurie veiksniai turi
didZiausig jtakg pacienciy 1§gyvenamumui.

Atlikta $iy veiksniy prognoziné analizé: amzZiaus, ligos stadijos, naviko
histologinio tipo ir diferenciacijos laipsnio, poky€iy limfmazgiuose, ER bei PR
raiskos navike, MMP-3 (-1171 5A6A) bei MMP-9 (-1562 CT) polimorfizmo,
MMP-9, MMP-11 raiskos kraujyje, MMP-1, MMP-3 ir MMP-13 raiskos navike
(20 lent.).

20 lentelé. Serganciy kriities véziu pacienciy iSgyvenamumui jtakos turinciy

veiksniy daugiaveiksné¢ analizé

Kintamieji Riziky 95% PI p
santykis
Amzius 0,433 0,117-1,600 0,20
Ligos stadija 0,132 0,031-0,569 0,007
Naviko histologinis tipas 3,419 0,743-15,743 0,11
Naviko diferenciacijos laipsnis 0,107 0,020-0,570 0,009
Limfmazgiy buklé 12,014 | 0,987-146,294 | 0,05
ER raiska 9,646 1,564-59,476 0,01
PR raiska 0,076 0,011-0,542 0,01
MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmas 0,071 0,006-0,806 0,03
MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmas 1,003 0,127-7,950 0,99
MMP-9 raiska kraujyje 0,998 0,215-4,634 0,99
MMP-11 raiska kraujyje 0,630 0,181-2,192 0,46
MMP-1 raiska navike 1,014 0,279-3,692 0,98
MMP-3 raiska navike 0,359 0,079-1,643 0,18
MMP-13 raiska navike 0,816 0,139-4,780 0,82

P1 — pasikliautinieji intervalai, ER — estrogeny receptoriai; PR — progesterono receptoriai.

Atlikta daugiaveiksné analizé parodé, kad ligos stadija, naviko
diferenciacijos laipsnis, ER bei PR raiska navike ir MMP-3 (-1171 5A/6A)
polimorfizmas yra nepriklausomi serganciyjy kriities véziu pacienciy

iSgyvenamumo prognoziniai veiksniai. Pacien¢iy iSgyvenamumui jtakos neturéjo
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amzius, naviko histologinis tipas, poky¢iai sritiniuose limfmazgiuose, MMP-9 (-
1562 C/T) polimorfizmas, MMP-9, MMP-11 raiska kraujyje, MMP-1, MMP-3 ir
MMP-13 raiska navike.

Daugiau nei pusei Siame tyrime dalyvavusiy motery buvo diagnozuota
antros stadijos liga (n=57). Todél buvo atlikta serganciy antros stadijos kriities
véziu pacienciy iSgyvenamumui daranciy jtakg veiksniy analizé. Daugiaveiksné
prognoziniy veiksniy analiz¢ parode, kad naviko diferenciacijos laipsnis ir MMP-
3 (-1171 5A/6A) polimorfizmas yra nepriklausomi pacienciy iSgyvenamumo
prognoziniai veiksniai (21 lent.). Pacientés, kurioms identifikuotas vidutiniSkai ar
gerai diferencijuotas navikas, iSgyveno ilgiau nei tos pacientés, kurioms
identifikuotas blogos diferenciacijos kriities navikas (log-rank p=0,006). Taip pat
tos pacientés, kurioms kraujyje buvo nustatyti MMP-3 -1171 5A/6A ar 6A/6A
variantai, i§gyveno ilgiau, palyginti su tomis pacientémis, kurioms nustatytas

MMP-3 -1171 5A/5A variantas (log-rank p=0,04).

21 lentelé. Serganciy antros stadijos kriities véziu pacienciy iSgyvenamumui

jtakos turinc¢iy veiksniy daugiaveiksné analize

Kintamieji Riziky 95% PI p
santykis
Naviko histologinis tipas 0,005 0,001-4,335 0,12
Naviko diferenciacijos laipsnis 0,002 0,000-0,072 0,01
Limfmazgiy biukle 0,001 0,000-4,921 0,97
Estrogeny receptoriy raiska 0,334 0,008-14,347 0,56
MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmas 1,813 0,331-9,914 0,02
MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmas 0,052 0,000-7,714 0,24
MMP-9 raiska kraujyje 3,329 0,170-65,047 0,42
MMP-11 raiska kraujyje 0,101 0,003-3,568 0,20
MMP-1 raiska navike 10,559 0,798-139,778 0,07
MMP-13 raiska navike 0,001 0,000-1,366 0,83

P1 — pasikliautinieji intervalai, ER — estrogeny receptoriai; PR — progesterono receptoriai.
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IS pateikty duomeny matyti, kad tirty MMP geny raiSka yra susijusi su
klinikinémis-patologinémis ligos charakteristikomis, 0 MMP-3 (-1171 5A/6A)

polimorfizmas yra nepriklausomas veiksnys prognozuojant ligos eiga.

4.2. PrieSinés liaukos vézys

Kaip jau minéta, gana daZnai pacientus, sergancius prieSinés liaukos
véziu, tam tikrg laikotarpj, jvertinus ligos progresavimo galimybes, pakanka tik
stebéti, todél MMP, dalyvaujan¢iy naviko progresavimo procese, raiska ir
polimorfizmas jy genuose gali padéti prognozuoti serganciy prieSinés liaukos

veéziu ligos eiga.

4.2.1. Matrikso metaloproteinaziy geny raiska serganciy priesinés liaukos
véziu pacienty kraujyje

Serganciy priesinés liaukos véziu pacienty kraujyje buvo tirta MMP-9 ir
MMP-11 geny raiska.

SerganCiyjy prieSinés liaukos véziu grupe sudaré 82 pacientai. Pagal
amziaus mediang pacientai buvo suskirstyti 1 dvi grupes; pagal ligos stadijg — i
tris grupes; pagal Glisono laipsnj — ] tris grupes; pagal PSA koncentracija serume
— 1 tris grupes; pagal prognozing grupe¢ — | tris grupes; pagal lydintj liga uzdegima
bei GPH —j dvi grupes.

MMP-9 geno raiSka kraujyje nustatyta 63 pacientams (76,8 %, 95% PI
72,17-81,49), 0 MMP-11 geno raiska — 26 pacientams (31,7 %, 95% Pl 26,57-
36,85).

Sugrupavus pacientus pagal amziy ir jvertinus, ar tirtyjy MMP geny
raiska galima sieti su pacienty amziumi, konstatuota, kad MMP-9 raiska
(p=0,001) ir MMP-11 raiska (p=0,02) kraujyje statistiSkai reik§mingai dazniau
nustatyta vyresniems pacientams (64-85 metai) (22 lent.).

[vertinus MMP-9 ir MMP-11 geny raiska kraujyje priklausomai nuo
klinikiniy-patologiniy charakteristiky, statistiSkai reikSmingi skirtumai nustatyti
tarp ligos stadijos ir MMP-9 raiskos (p=0,02) bei MMP-11 raiskos (p<0,001);
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tarp prognozinés grupés ir MMP-9 (p=0,005) raiskos bei MMP-11 raiskos
(p<0,001) kraujyje. Nustatyti taip pat statistiSkai reikSmingi skirtumai tarp MMP-
11 raiSkos ir PSA koncentracijos serume (p=0,001). Kity statistiSkai reikSmingy
skirtumy tarp MMP geny raiSkos kraujyje ir klinikiniy-patologiniy parametry
nenustatyta (22 lent.).

22 lentelé. MMP raiskos kraujyje analiz¢ priklausomai nuo serganciy prieSinés

liaukos véziu pacienty amziaus ir klinikiniy-patologiniy charakteristiky

MMP-9 raiska MMP-11 raiska
Kintamieji teigiama, | neigiama, p teigiama, | neigiama, p
n (%) n (%) n (%) n (%)
Amziaus grupé:
50-63 metai 27 (42,9) 16 (84,2) 0,001 9(34,6) 34 (60,7) 0,02
64-85 metai 36 (57,1) 3(15,8) 17 (65,4) 22 (39,3)
Ligos stadija:
| 4 (6,3) 4 (21,1) 0 8 (14,2)
1 29 (46,1) 14 (73,7) 0,02 5(19,2) 38 (67,9) | <0,001
1 30 (47,6) 1(5,2) 21 (80,8) 10 (17,9)
Glisono laipsnis:
6 40 (63,5) 15 (78,9) 0,25 16 (61,5) 39 (69,6) 0,31
7 16 (25,4) 4(21,1) 6 (23,1) 14 (25,0)
8-10 7(11,1) 0 4 (15,4) 3(54)
PSA koncentracija
serume (ng/ml):
10 ir maZiau 49 (77,8) 16 (84,2) 15 (57,7) 50 (89,3)
10-20 8 (12,7) 3 (15,8) 0,37 6 (23,1) 5(8,9) 0,002
daugiau kaip 20 6 (9,5) 0 5(19,2) 1(1,8)
Prognoziné grupé:
| 5(8,0) 3(15,8) 0 8 (14,2)
I 29 (46,0) 15 (78,9) 0,005 6 (23,1) 38 (67,9) | <0,001
11l 29 (46,0) 1(5,3) 20 (76,9) 10 (17,9)
Uzdegimas:
nustatytas 15 (23,8) 2 (10,5) 0,17 19 (73,1) 46 (82,1) 0,25
nenustatytas 48 (76,2) 17 (89,5) 7 (26,9) 10 (17,9)
GPH:
nustatyta 48 (76,2) 14 (73,7) 0,52 12 (21,4) 8 (30,8) 0,25
nenustatyta 15 (23,8) 5 (26,3) 44 (78,6) 18 (69,2)

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

Papildomai jvertintas tiriamy parametry rySiy stiprumas koreliacinés
analizés metodu. 23 lenteléje pateikti koreliacinés analizés rezultatai tarp tirty
MMP geny raiSkos kraujyje, pacienty amziaus ir klinikiniy-patologiniy

charakteristiky.
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23 lentelé. MMP geny raiskos kraujyje ir serganciy priesinés liaukos véziu

pacienty amziaus bei klinikiniy-patologiniy charakteristiky koreliacin¢ analizé

MMP-9 raiska MMP-11 raiska
Kintamieji r D r D
Amzius 0,349 0,001 0,243 0,02
Stadija 0,387 | <0,001 | 0,591 | <0,001
Glisono laipsnis 0,157 0,15 0,104 0,35
PSA koncentracija 0,082 0,46 0,375 0,001
serume
Prognoziné grupé 0,342 0,002 0,564 | <0,001
UZzdegimas 0,138 0,21 0,104 0,35
GPH 0,025 0,82 0,101 0,36

r — koreliacijos koeficientas, PSA — prieSinés liaukos specifinis antigenas, GPH — gerybiné prieSinés
liaukos hiperplazija.

IS 23 lentel¢je pateikty duomeny matyti, kad nustatytas silpnas, taciau
statistiSkai reikSmingas rySys tarp MMP-9 raiskos kraujyje ir pacienty amziaus,
stadijos bei prognozinés grupés, taip pat tarp MMP-11 raiskos kraujyje ir
pacienty amziaus bei PSA koncentracijos serume nustatytas statistiSkai
reikSmingas silpnas rySys, o tarp MMP-11 raiSkos kraujyje ir ligos stadijos
(r=0,591) bei prognozinés grupés (r=0,564) nustatytas statistiSkai reikSmingas
vidutinio stiprumo rysys.

Tikimybé nustatyti MMP-9 ir MMP-11 raiskg kraujyje didesné, jei
pacientai yra vyresnio amziaus (64-85 metai), jiems patvirtinta tre€ioji ligos
stadija bei pacientai priskirti trec¢iajai prognozinei grupei. Esant didesnei PSA
koncentracijai kraujyje, tikimybé nustatyti MMP-11 raiSkg kraujyje didesné.

Tyrime dalyvavusiy pacienty, serganciy prieSinés liaukos véZziu,
iSgyvenamumo tikimybé buvo jvertinta priklausomai nuo MMP raiskos kraujyje.
Analizé buvo atlikta visiems 82 pacientams, taciau d¢l nepakankamo skaiCiaus
pacienty tiriamosiose grupése iSgyvenamumo analizé nebuvo atlikta ty grupiy
pacientams, kuriems Glisono laipsnis biopsinéje medziagoje buvo tarp 8 ir 10
(n=7) ar PSA koncentracija serume buvo daugiau kaip 20 ng/ml (n=6). Atlikta
1Sgyvenamumo vienaveiksné analizé Kaplano-Majerio metodu parodé, kad
MMP-9 ir MMP-11 raiska kraujyje susijusi su pacienty, serganciy prieSinés

liaukos véziu, iSgyvenamumu (24 lent.).
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24 lentelé. Serganciy priesinés liaukos véZiu pacienty iSgyvenamumo tikimybés
analizé pagal MMP geny raisSkg kraujyje
MMP-9 MMP-11

Kintamieji p (log-rank)
Amziaus grupé:
50-63 metai 0,90 0,55
64-85 metai 0,65 0,15
Stadija:
I 0,38 --
I 0,17 0,51
i 0,04 0,49
Glisono laipsnis:
6 0,24 0,43
7 0,80 0,06
PSA koncentracija serume (ng/ml):
10 ir maziau 0,21 0,24
10-20 0,36 0,20
Prognoziné grupé:
I 0,24 -
I 0,03 0,65
i 0,04 0,56
Uzdegimas:
nustatytas 0,27 0,15
nenustatytas 0,18 0,05
GPH:
nustatyta 0,08 0,43
nenustatyta 0,27 0,001

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

IS 24 lentel¢je pateikty duomeny matyti, kad pacienty, serganciy
priesinés liaukos véziu, iSgyvenamumo negalima sieti su nustatyta MMP-9 bei
MMP-11 geny raiSka kraujyje priklausomai nuo amziaus, Glisono laipsnio ir
PSA koncentracijos serume.

Ivertinus patologines biikles, lydinCias prieSinés liaukos navika, reikia
pazyméti, kad tie pacientai, kuriems kartu su naviku priesinéje liaukoje nebuvo
nustatyta GPH ir kraujyje nenustatyta MMP-11 geno raiskos, iSgyveno ilgiau,
palyginti su tos pacios grupés pacientais, kuriems MMP-11 raiska kraujyje buvo

nustatyta (log-rank p=0,001) (12 pav.).
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12 pav. Serganciy priesSinés liaukos véziu pacienty, kuriems nenustatyta
gerybinés prieSinés liaukos hiperplazijos (GPH), iSgyvenamumo kreivés pagal

MMP-11 raiska kraujyje

4.2.2. Matrikso metaloproteinazés 9 geno polimorfizmas serganciy priesinés
liaukos véZiu pacienty kraujyje

Visiems tyrime dalyvavusiems pacientams buvo nustatytas MMP-9 (-
1562 C/T) polimorfizmas. MMP-9 geno polimorfizmo C/C, C/T ir T/T variantai
nustatyti atitinkamai 53 (64,6 %, 95% Pl 59,35-69,91), 15 (18,3 %, 95% PI
14,02-22,56) ir 14 (17,1%, 95% Pl 12,92-21,23) atvejy. ISanalizavus
polimorfizmo varianty pasiskirstyma priklausomai nuo amziaus ir klinikiniy-
patologiniy charakteristiky, statistiSkai reikSmingos s3sajos nustatytos tarp
MMP-9 (-1562 C/T) geno polimorfizmo varianty ir ligos stadijos (p<0,0001),
prognozinés grupés (p<0,0001) bei GPH buvimo kartu su naviku (p=0,03) (25
lent.).
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25 lentelée. MMP-9 (-1562 C/T) geno polimorfizmo analizé serganciyjy priesinés

liaukos véZiu kraujyje priklausomai nuo amziaus ir klinikiniy-patologiniy

charakteristiky
Kintamieji MMP-9 -1562 polimorfizmas
C/IC,n (%) | C/T,n (%) | T/T,n (%) p
AmzZiaus grupé:
50-63 metai 31 (58,5) 8 (53,3) 4 (28,6) 0,13
64-85 metai 22 (41,5) 7 (46,7) 10 (71,4)
Ligos stadija:
I 5(9,4) 3(20,0) 0
I 32 (60,4) 11 (73,3) 0 <0,0001
11 16 (30,2) 1(6,7) 14 (100,0)
Glisono laipsnis:
6 36 (72,0) 11 (78,6) 5 (45,5) 0,10
7 11 (22,0) 3(21,4) 3(27,3)
8-10 3(6,0) 0 3(27,3)
PSA koncentracija serume (ng/ml):
10 ir maziau 41 (83,7) 10 (83,3) 7 (58,3) 0,15
10-20 5(10,2) 2 (16,7) 2 (16,7)
daugiau kaip 20 3(6,1) 0 3 (25,0)
Prognoziné grupé:
I 6 (11,3) 2(13,3) 0
I 31 (58,5) 13 (86,7) 0 <0,0001
i 16 (30,2) 0 14 (100,0)
Uzdegimas:
nustatytas 9 (17,0 4(26,7) 4 (28,6) 0,52
nenustatytas 44 (83,0) 11 (73,3) 10 (71,4)
GPH:
nustatytas 44 (83,0) 11 (73,3) 7 (50,0) 0,03
nenustatytas 9 (17,0) 4(26,7) 7 (50,0)

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

Panaudojus koreliacinés analizés metoda, jvertintas ir tirtyjy parametry
ry$iy stiprumas. 26 lentel¢je pateikti tik statistiSkai reikSmingi koreliacinés
analizés rezultatai tarp tirto MMP-9 (-1562 C/T) geno polimorfizmo ir pacienty
klinikiniy-patologiniy charakteristiky.
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26 lentele. MMP-9 (-1562 C/T) geno polimorfizmo kraujyje ir
serganciyjy prieSinés liaukos véziu pacienty klinikiniy-patologiniy

charakteristiky koreliacin¢ analizé

MMP-9 (-1562 C/T)
Kintamieji r p
Amzius 0,164 0,14
Stadija 0,300 0,006
Glisono laipsnis 0,098 0,38
PSA koncentracija serume 0,127 0,25
Prognoziné grupé 0,343 0,002
Uzdegimas 0,125 0,26
GPH 0,80 0,47

r — koreliacijos koeficientas, GPH — gerybiné priesinés liaukos hiperplazija.

IS 26 lenteléje pateikty duomeny matyti, kad tarp MMP-9 (-1562 C/T)
polimorfizmo varianty pasiskirstymo ir pacienty ligos stadijos bei prognozinés
grupés yra silpnas, taciau statistiSkai reikSmingas rySys. Sergant vélyvy stadijy
liga ar priskiriant pacientg prie trecios prognozinés grupés, didesné tikimybe
nustatyti MMP-9 -1562 T/T variantg, kuris yra siejamas su blogesne ligos eiga.

Tyrime dalyvavusiy pacienty iSgyvenamumo tikimybé buvo jvertinta
priklausomai nuo nustatyto MMP-9 (-1562 C/T) geno polimorfizmo varianto
kraujyje. Analiz¢ buvo atlikta visiems 82 pacientams, taciau del nepakankamo
skaiCiaus tiriamosiose grupése iSgyvenamumo analiz€¢ nebuvo atlikta tose
grupése, kuriose pacientams Glisono laipsnis biopsin¢je medziagoje buvo tarp 8
ir 10 (n=6) ar PSA koncentracija serume buvo daugiau kaip 20 ng/ml (n=6).

Atlikta iSgyvenamumo vienaveiksné analizé Kaplano-Majerio metodu
parodé, kad MMP-9 geno (-1562 C/T) polimorfizmas susij¢gs su pacienty
1Sgyvenamumu priklausomai nuo amZziaus, PSA koncentracijos serume bei su
patologinémis biklémis — uzdegimu ar GPH — diagnozuojamomis kartu su

priesinés liaukos naviku (27 lent.).
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27 lentelé. Serganciy priesinés liaukos véZiu pacienty iSgyvenamumo tikimybés
analizé pagal MMP-9 geno (-1562 C/T) polimorfizma kraujyje
MMP-9 -1562 C/T

Kintamieji polimorfizmas
p (log-rank)
Amziaus grupé:
50-63 metai 0,21
64-85 metai 0,02
Stadija:
I 0,24
I 0,84
i 0,20
Glisono laipsnis:
6 0,04
7 0,37
PSA koncentracija serume (ng/ml):
10 ir maziau 0,23
10-20 0,001
Prognoziné grupé:

I 0,11
I 0,70
i 0,09

UZzdegimas:
nustatytas 0,02
nenustatytas 0,30

GPH:

nustatyta 0,04
nenustatyta 0,31

PSA — priesinés liaukos specifinis antigenas, GPH — gerybiné priesinés liaukos hiperplazija
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Vyresni pacientai (64-85 metai), sergantys prieSinés liaukos véziu,
kuriems buvo nustatytas MMP-9 -1562 C/C variantas, iSgyveno ilgiau, palyginti
su to paties amziaus pacientais, kuriems nustatytas T/T variantas (log-rank
p=0,02) (13 pav.).

1.0

0,8

. —| MMP-9 -1562 CIC

0,4

ISgyvenimo tikimybé

MMP-9 1562 TIT e
MMP-9 -1562 CIT

0,2

p=0,02

0,0

T T T T T
o 20 40 &0 80

Stebéjimo trukmé (ménesiai)

13 pav. Serganciy prieSinés liaukos véziu vyresniy pacienty (64-85 metai)

iSgyvenamumo kreivés pagal MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizma kraujyje

Vertinant pacienty iSgyvenamumg pagal nustatytg PSA koncentracija
serume ir MMP-9 polimorfizma, nustatyta, kad tie pacientai, kuriy PSA
koncentracija buvo nuo 10 iki 20 ng/ml ir kraujyje buvo nustatytas MMP-9 -1562
C/C ar C/T variantas, iSgyveno ilgiau, palyginti su tos pacios grupés pacientais,

kuriems buvo nustatytas T/T variantas (log-rank p=0,001) (27 lent.).
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Kaip jau minéta anksciau, kartu su prieSinés liaukos naviko
charakteristikomis buvo vertinamos ir kitos patologinés biklés — uzdegimas ir
GPH. 65 pacientams prieSin¢je liaukoje nebuvo nustatyta uzdegimo, o 17
pacienty kartu su naviku prieSin€je liaukoje nustatytas uzdegimas. Tie pacientai,
kuriems kraujyje buvo nustatytas MMP-9 -1562 C/C ar C/T variantas ir
priesin¢je liaukoje kartu su naviku uzdegimas, iSgyveno ilgiau, palyginti su tais
pacientais, kuriems buvo nustatytas T/T variantas. 14 paveiksle pateiktos
iSgyvenamumo kreivés pagal MMP-9 polimorfizma ty pacienty, kuriems buvo

nustatytas uzdegimas priesinéje liaukoje (log-rank p=0,02).
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Stebéjimo trukmé (ménesiai)

14 pav. Serganciy priesinés liaukos véziu pacienty, kuriems liaukoje nustatytas
uzdegimas, iSgyvenamumo kreivés pagal MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizma
kraujyje

83



Kartu su naviku priesin¢je liaukoje 62 pacientams buvo nustatyta GPH.
Atsizvelgiant Sig patologija tie pacientai, kuriy kraujyje buvo nustatytas MMP-9 -
1562 C/C ar C/T variantas ir GPH liaukoje, iSgyveno ilgiau nei tie pacientai,
kuriems buvo nustatytas T/T variantas (log-rank p=0,04) (15 pav.).
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15 pav. Serganciy priesinés liaukos véziu pacienty, kuriems liaukoje nustatyta
gerybine hiperplazija (GPH), iSgyvenamumo kreivés pagal MMP-9 (-1562 C/T)
polimorfizma kraujyje

4.2.3. Serganciy priesinés liaukos véZiu pacienty iSgyvenamumui jtaka

darantys veiksniai

Ankstesniuose skyriuose pateikti rezultatai rodo, kad vyry, serganciy
priesines liaukos véziu, iSgyvenamumui jtakos turi daugelis tirty veiksniy. Todél
buvo atlikta daugiaveiksné tirty veiksniy analize, pritaikant proporcingy riziky
regresing analize¢ Kokso metodu, siekiant iSsiaiSkinti, kurie veiksniai turi
didziausig jtakg pacienty iSgyvenamumui.

Atlikta Siy veiksniy prognoziné analizé: amziaus, ligos stadijos, naviko
diferenciacijos laipsnio pagal Glisong, PSA koncentracijos serume, patologiniy
biikliy priesinéje liaukoje (uzdegimas, GPH), MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmo,

MMP-9, MMP-11 raiskos kraujyje (28 lent.).
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28 lentelé. Serganciy priesinés liaukos véziu pacienty iSgyvenamumui jtakos

turinCiy veiksniy daugiaveiksné analize

Kintamieji Riziky 95% PI p
santykis
Amzius 0,270 0,071-1,028 0,05
Ligos stadija 0,321 0,019-5,468 0,43
Glisono laipsnis 0,134 0,035-0,515 0,003
PSA koncentracija serume (ng/ml) 1,428 0,325-6,279 0,63
Uzdegimas 1,027 0,297-3,550 0,96
GPH 5,177 1,916-13,989 0,001
MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmas 0,855 0,142-5,149 0,86
MMP-9 raiska kraujyje 0,816 0,096-6,906 0,85
MMP-11 raiska kraujyje 0,340 0,119-0,975 0,04

Pl — pasikliautinieji intervalai, PSA — priesinés liaukos specifinis antigenas, GPH — gerybiné priesinés
liaukos hiperplazija.

Gauti rezultatai rodo, kad naviko diferenciacijos laipsnis pagal Glisona,
GPH ir MMP-11 raiska yra nepriklausomi serganciyjy priesinés liaukos véziu
pacienty iSgyvenamumo prognoziniai veiksniai, 0 amzius, ligos stadija, PSA
koncentracija serume, uzdegimas priesingje liaukoje, MMP-9 (-1562 CT)
polimorfizmas ir MMP-9 raiska kraujyje pacienty iSgyvenamumui jtakos
neturéjo.

IS pateikty duomeny matyti, kad tirty MMP raiska, sergant prieSinés
liaukos véZiu yra susijusi su klinikinémis-patologinémis ligos charakteristikomis

ir gali biiti nepriklausomu veiksniu prognozuojant ligos eiga.
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5. REZULTATU APTARIMAS

Jau kelis deSimtmecius trunkantys molekuliniai tyrimai onkologijoje
leido sukaupti duomeny, pagrindzian¢iy mintj, kad kiekviena onkologiné liga,
nulemta dinaminiy genomo poky¢iy, pasireiskia individualiai. Sios ligos
kontrolei tampa prieinami ne tik instrumentiniai ir histologiniai metodai, bet ir
didelé potencialiy molekuliniy Zymeny jvairové. Tarp tokiy zymeny yra MMP.
MMP raiska nustatoma augant daugeliui piktybiniy naviky, tarp jy ir nuo
hormony raiSkos priklausomiems vézio tipams — krities ir prieSinés liaukos
véziui. Sio darbo tikslas buvo nustatyti MMP-9 ir MMP-11 geny raiska
serganciyjy kriities ar prieSineés liaukos véziu kraujyje ir MT1-MMP, MMP-1,
MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-11, MMP-13 geny raiska kriities navikuose, bei
MMP-3 (-1171 5A/6A) ir MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmg serganciyjy krities
véziu kraujyje ir MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmg serganciyjy priesinés liaukos

véziu kraujyje.

5.1. Kriities vézys

MT1-MMP. Membraninio tipo MT1-MMP yra lastelés membranos
receptorius. MT1-MMP prisideda netiesiogiai prie ULU skaidymo Igstelés
pavirSiuje aktyvindama MMP-2 (5, 126), todél MT1-MMP siejama su navikiniy
lasteliy migracija ir naviko progresavimo procesu (53).

Siame tyrime nustatéme reik§mingg MT1-MMP geno raiskos navike
sasajg tarp serganCiyjy kriities véziu ligos stadijos ir pokyCiy sritiniuose
limfmazgiuose. Koreliacinés analizés rezultatai parodé, kad tikimybé nustatyti
MT1-MMP raiska navike didesné esant vélyvosioms ligos stadijoms (r=0,340,
p=0,001), daugéjant pokyciy sritiniuose limfmazgiuose (r=0,256, p=0,01) ir
kriities navikg identifikavus kaip duktaling karcinoma (r=0,210, p=0,04).

Misy tyrimo duomenys atitinka literatiiroje pateiktus duomenis.
Pavyzdziui, B. Tetu ir bendraautoriy (129) tyrime MT1-MMP raiska reik§mingai
dazniau nustatyta jaunesnéms pacientéms, taip pat pacientéms, kurioms

histologiSkai patvirtinta kriities duktaliné karcinoma ar identifikuoti pokyciai
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limfmazgiuose. Ta¢iau G. Yao ir bendraautoriy tyrime (53) MT1-MMP raiska
daZniau buvo nustatyta nesant pokyCiy limfmazgiuose. Reikia pazymeéti, kad
abiejy tyrimy rezultatai rodo, kad pacientés, kurioms nebuvo nustatyta MTI-
MMP raiskos, gyveno ilgiau nei tos pacientés, kurioms MT1-MMP raiska buvo
nustatyta. Siame tyrime nenustatéme, kad MT1-MMP raiska yra susijusi su
pacienciy, serganciy kriities véziu, iSgyvenamumu. Minéti tyréjai MT1-MMP
raiSka daZniau sieja su agresyvesniu kriities naviku, metastazémis

limfmazgiuose, o Siame tyrime dauguma pacienciy sirgo ankstyvyjy stadijy liga.

MMP-1. Si MMP yra vienintelé tarp MMP, galinti kriities liaukos
audinyje skaidyti visy tipy kolagena, tod¢l Sio fermento raiSka yra siejama su
kriities véziu (2, 3, 134). P. Bostrom ir bendraautoriai (6) teigia, kad MMP-1
raiSka kruties piktybinio naviko Igstelése susijusi su naviko diferenciacijos
laipsniu, t.y. blogesnés diferenciacijos navikuose dazniau nustatoma MMP-1
raiska.

Misy tyrime identifikuota reikSminga MMP-1 geno raiSkos navike sasaja
su serganciyjy krities véziu ligos stadija (p=0,02). Pacientés, sergancios vélyvyjy
stadijy kruties véziu, kuriy navikuose nebuvo nustatyta MMP-1 geno raiSkos,
iSgyveno ilgiau nei tos pacientés, kurioms MMP-1 raiska buvo nustatyta (log-

rank p=0,04).

MMP-2. Padidé¢jusi MMP-2 raiska siejama su greitesniu jvairiy
lokalizacijy naviky augimu bei metastazavimu (2, 4, 134). Padidé¢jusi MMP-2
raiSka krities piktybiniy naviky lastelése siejama su ligos stadija (93) bei
trumpesniu pacienciy iSgyvenamumu (129). Pazymétina, kad pacientés, kurioms
nenustatyta MMP-2 ir hormony receptoriy raiskos navike i§gyvena ilgiau, nei tos
pacientés, kurioms MMP-2 raiSka nustatyta (56).

Miisy tyrime buvo vertinta sgsaja tarp pacienciy amziaus bei klinikiniy-
patologiniy charakteristiky ir MMP-2 geno raiSkos navike. Taliau statistiSkai
reikSmingos s3sajos nebuvo gauta. ISgyvenamumo analizes rezultatai parod¢, kad

MMP-2 raiSka navike netur¢jo jtakos serganciy kriities véziu pacienciy
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iSgyvenamumui. Tai, matyt, galima paaiSkinti §io tyrimo metodika, nes geny
raiSkos nustatymas, kas buvo atlickama Siame tyrime, neparodo, kiek navikas
iSties produkuoja aktyvios formos MMP-2. Tad atlikus kito tipo tyrimus sgsaja

tarp MMP-2 raiSkos navike ir pacienciy iSgyvenamumo gali iSrysketi.

MMP-3. Literaturoje truksta duomeny, patvirtinanc¢iy MMP-3 raiSkos
sgsajg su krities veéZziu. Negausiose publikacijose teigiama, kad MMP-3 raiSka
daZniau nustatoma strominiuose komponentuose, supanciuose kriities navikus.
Todél manoma, kad MMP-3 raiska navike galima susieti su navikiniy lgsteliy
pasiruoSimu intravazacijos procesui, t.y. navikinése lastelése padidéja BM ir
ULU komponentus ardanc¢iy MMP raiska tam, kad navikinés lgstelés galéty
greiCiau patekti j cirkuliacing sistemg (40). MMP-3 raiska taip pat siejama su
navikiniy Igsteliy invazija ir metastazavimu (2, 84, 101).

Mums prieinamoje literatiiroje nerasta publikuoty tyrimy, kuriuose biity
vertinama MMP-3 geno raiska navike priklausomai nuo serganciyjy krities véziu
klinikiniy-patologiniy charakteristiky, todél misy gautyjy rezultaty palyginimas
su kity tyréjy gautais tyrimais Siuo atzvilgiu néra galimas. Reikia paZzymeti, kad
misy tyrime nustatyta reikSminga MMP-3 raiSkos navike sgsaja su pacienciy
amZiumi, ligos stadija ir pokyciais sritiniuose limfmazgiuose. MMP-3 geno
raiSka navike dazniau nustatyta jaunesnéms pacientéms ir esant vélyvosioms
ligos stadijoms. Koreliaciné analizé rodo, kad tikimybé nustatyti MMP-3 raiSka
navike didesné, jei pacientei diagnozuota vélyvoji ligos stadija (r=0,346,
p=0,001) ar nustatyta poky€iy sritiniuose limfmazgiuose (r=0,251, p=0,01).
Vertinant i§gyvenamuma, tos pacientés, kurioms buvo histologiskai patvirtinta
lobuliné karcinoma ir nenustatyta MMP-3 raiskos navike, iSgyveno ilgiau nei tos
pacientés, kurioms MMP-3 raiska navike buvo identifikuota (log-rank p=0,03).

Placiau istirtas MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmas, taciau jvairiy
autoriy duomenimis, tyrimy rezultatai kontroversiski. Vieni tyr¢jai teigia, kad yra
sasaja tarp Sio polimorfizmo ir krities vézio (22, 66), kiti tyréjai Sios sasajos

nenustaté (83, 139). Literatiros duomenimis, MMP-3 -1171 5A/5A variantas,
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lemiantis didesng MMP-3 raiSka, daZzniau nustatomas krities piktybinio naviko
lgstelése, palyginti su sveiko kriities audinio lastelémis (45).

Vertinome s3sajg tarp paciencly amziaus bei klinikiniy-patologiniy
charakteristiky ir MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmo varianty. Esant
vélyvosioms ligos stadijoms dazniau nustatytas MMP-3 -1171 5A5/A variantas,
t.y. tas variantas, kuris siejamas su blogesne ligos prognoze (r=0,227, p=0,03). G.
Ghilardi ir bendraautoriai (33) savo tyrime MMP-3 -1171 5A/5A variantg
daZniau nustaté sergancioms kriities véZiu pacientéms negu sveikoms kontrolinés
grupés moterims. Autoriy duomenimis, pacientéms, kurioms nustatomas MMP-3
-1171 5A/5A variantas, rizika, kad navikas vystysis agresyviau ar metastazuos,
yra didesné 2,4 karto palyginti su rizika ty pacienciy, kurioms nustatyta MMP-3 -
1171 5A/6A ar 6A/6A variantas.

P. Krippl ir bendraautoriai (66) nenustaté reikSmingos sgsajos tarp
MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmo varianty ir serganéiy krities véziu
pacienc¢iy amziaus, naviko dydzio, diferenciacijos laipsnio ir ER bei PR raiskos,
taCiau konstatavo statistiSkai reik§mingg sgsajg tarp MMP-3 (-1171 5A/6A)
polimorfizmo ir poky¢iy sritiniuose limfmazgiuose. Esant pokyCiy sritiniuose
limfmazgiuose dazniau buvo nustatytas MMP-3 -1171 5A/5A variantas
(p=0,018). Miisy atliktame tyrime, vertinant pacieniy iSgyvenamumg, buvo
nustatyta, kad pacientés, kurioms pokyciy limfmazgiuose nebuvo rasta, o
kraujyje nustatytas MMP-3 -1171 5A/6A ar 6A/6A variantas, iSgyveno ilgiau,
palyginti su tomis pacientémis, kurioms buvo nustatytas SA/5A variantas (log-
rank p<0,001). Reikia pazyméti, kad MMP-3 -1171 5A/5A variantas taip pat
buvo susijes su trumpesniu i§gyvenamumu, jei pacientéms buvo diagnozuota
kriities duktaliné karcinoma (log-rank p=0,01), gerai diferencijuotas navikas
(log-rank p=0,003) ar navike buvo nustatyta teigiama PR raiSka (log-rank
p=0,02). Pritaikius daugiaveiksn¢ pacienéiy iSgyvenamumui jtaka daranciy
veiksniy analizg, tarp visy tiriamyjy MMP geny ir polimorfizmo varianty tik
MMP-3 (-1171 5A/6A) polimorfizmas buvo nepriklausomas veiksnys, kuris gali

biiti reikSmingas numatant serganciyjy kriities véziu ligos prognoze.
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MMP-9. Si MMP yra viena pladiausiai tiriamy MMP. MMP-9 raiska yra
siejama su greitesniu jvairiy lokalizacijy naviky augimu bei metastazavimu deél
savo sugebéjimo skaidyti kolagena (2, 4, 134). ]| MMP-9 raiska atkreipia démesj
daugelis tyréjy dar ir dél to, kad Sis fermentas skaido IV tipo kolagena, kuris yra
pagrindinis BM, atskirianc¢ios epitelines lasteles nuo stromos, komponentas. Kai
kurie ULU komponentai, ypac intersticinis kolagenas, yra atspariis proteolizei, ir
S1 kolageng skaido tik MMP. Literatiroje MMP-9 raiSka kriities navikuose
siejama su ligos stadija ir poky¢iais sritiniuose limfmazgiuose (119).

Savo tyrimu taip pat siekéme jvertinti sgsajg tarp MMP-9 geno raiskos
kraujyje ir serganCiyjy krities véziu amziaus bei klinikiniy-patologiniy
charakteristiky. D¢l MMP-9 raiSkos sgsajos su amziumi literatiiroje pateikiami
kontroversiski duomenys. Vieni autoriai tokig sgsaja nustaté (108), Kiti autoriai
Sios sgsajos nerado (19). Misy gauti duomenys rodo, kad vyresnio amziaus
pacientés (57-83 metai), kurioms nebuvo nustatyta MMP-9 geno raisSkos
kraujyje, iSgyveno ilgiau, palyginti su to paties amziaus pacientémis, kurioms
MMP-9 raiska kraujyje buvo nustatyta (log-rank p=0,01).

Konstatavome statistiSkai reikSmingg sasaja tarp MMP-9 raiskos kraujyje
ir naviko diferenciacijos laipsnio. Tikimybé nustatyti MMP-9 raiska kraujyje
didéja esant blogos diferenciacijos navikui (r=0,279, p=0,009). Tai atitinka kity
tyréjy publikuojamus rezultatus, kuriuvose aprasoma MMP-9 raiskos sgsaja su
blogos diferenciacijos naviku (19).

Yra zinoma, kad ER raiska gali buti susijusi su signaliniais keliais, kurie
stimuliuoja lasteliy proliferacijg ir veikia ULU skaidan¢iy fermenty, tokius kaip
MMP, raiska, o MMP raiSkos poky¢iai savo ruoztu turi jtakos krities véziui
progresuoti. Panaudojus ER ir PR teigiama krities vézio lgsteliy linijg MCF-7
nustatyta, kad padidéjes estradiolio (E2) aktyvumas maZina MMP-9 aktyvuma
(86). Miisy tyrimo duomenimis, nustatytas silpnas, taciau statistiSkai reikSmingas
rySys tarp MMP-9 geno raiSkos kraujyje ir ER biklés (r=—0,260, p=0,01).
Tikimybé nustatyti MMP-9 raiska kraujyje yra didesné nesant ER raiskos navike.
Literatiiroje taip pat pateikiami duomenys, jrodantys sgsaja tarp MMP-9 raiSkos

ir neigiamos ER raiskos krities navikuose (123). Be to, misy tyrime
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iSgyvenamumo analizé parodé, kad pacientés, kurioms nebuvo nustatyta MMP-9
raiSkos kraujyje ir PR raiSka navikuose buvo neigiama, iSgyveno ilgiau, palyginti
su tos pacios grupés pacientémis, kurioms MMP-9 raiska kraujyje buvo nustatyta
(log-rank p=0,02). Kai kurie autoriai pateikia statistiSkai reikSmingg sgsajg tarp
MMP-9 ir PR raiSkos navike, taciau iSgyvenamumo analizé¢je statistiSkai
reik8mingi rezultatai nekonstatuoti (108).

Placiai tyrinégjamas MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmas, taciau
publikuoty tyrimy rezultatai kontroversiski. Vieni tyréjai teigia, kad yra sgsaja
tarp Sio polimorfizmo ir kriities vézio (97), kiti tyréjai Sios sgsajos nenustaté (77).
Literatiiros duomenimis, MMP-9 -1562 T/T variantas lemia didesn¢ MMP-9
geno raiska (142).

Misy tyrime MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmas buvo statistiskai
reik§mingai susijes su ligos stadija. Esant vélyvosioms ligos stadijoms dazniau
nustatytas MMP-9 -1562 T/T variantas, siejamas su blogesne ligos eiga (p=0,02).
Parodyta statistiSkai reikSminga sasaja tarp MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmo ir
pokyc¢iy sritiniuose limfmazgiuose. Esant pokyc€iy sritiniuose limfmazgiuose,
dazniau nustatytas MMP-9 -1562 T/T variantas (p=0,001). Pacientés, kurioms
buvo nustatytas MMP-9 -1562 C/C variantas ir nebuvo nustatyta pokyciy
sritiniuose limfmazgiuose, gyveno ilgiau, nei tos pacientés, kurioms buvo
nustatytas MMP-9 -1562 T/T variantas (log-rank p<0,001). S. Hughes ir
bendraautoriai (48) savo tyrime parodé, kad esant MMP-9 -1562 C/T variantui
rizika, kad pacientéms bus nustatyta pokyc¢iy sritiniuose limfmazgiuose, padidéja
3,6 karto, palyginti su rizika esant MMP-9 -1562 C/C variantui. Sia rizika
autoriai nustaté tirdami misrig populiacija, kurioje kaukazinio tipo pacientés
sudaré 65% tiriamosios grupés, taciau istyrus tik kaukazinio tipo pacientes sasaja
tarp MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmo ir poky¢iy limfmazgiuose nebuvo
konstatuota.

Literatiiroje nepatvirtinta MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmo sgsaja su
naviko diferenciacijos laipsniu (34). Misy tyrime pacientés, kurioms buvo
identifikuotas blogos diferenciacijos navikas ir MMP-9 -1562 C/C variantas,

iSgyveno ilgiau nei tos pacientés, kurioms nustatytas MMP-9 -1562 T/T variantas
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(log-rank p=0,001). MMP-9 -1562 T/T variantas lemia didesng¢ MMP-9 raiska,
kuri, matyt, drauge su Kkitais veiksniais turi jtakos formuojantis blogos

diferenciacijos navikuli.

MMP-11. Sios MMP raiska pirmiausia buvo nustatyta fibroblastuose,
supanciuose invazines kriities piktybinio naviko lgsteles, véliau Sios MMP raiska
patvirtinta ir navikinése lgstelése. Tyrimai rodo, kad padidéjusi MMP-11 raiska
gali biiti siejama su krities vézio progresavimu (2, 84, 109).

Misy tyrimo duomenimis, krities navika identifikavus kaip duktaling
karcinomg tikimybé nustatyti MMP-11 raiska navike (r=0,219, p=0,04) yra
didesné. C-W. Cheng ir bendraautoriai (12) tyré moteris, sergancias vélyvyjy
stadijy invazine duktaline kruties karcinoma ir nustaté sgsajg tarp MMP-11
raiSkos navike ir ligos stadijos bei poky¢€iy sritiniuose limfmazgiuose. Manoma,
kad MMP-11 dalyvauja procese, kai ikivézinés kriities 1gstelés virsta invazinémis
navikinémis lastelémis. Mechanizmas néra aiskus, bet MMP-11, matyt, prisideda

prie §io proceso epigenetiniame lygmenyje (12).

MMP-13. Sios MMP didelé raiska nustatyta sergant galvos ir kaklo,
kriities véZziu, taip pat sergant piktybiniais periferiniy nervy dangaly navikais (18,
31, 46). MMP-13 raiskos tyrimy duomenys islicka kontroversiski. Vieni autoriai
teigia, kad MMP-13 raiska yra didesné strominése lgstelése ar miofibroblastuose,
kity autoriy duomenimis — navikinése lastelése (136). MMP-13 raiskos
padidéjimas siejamas su kriities vézio lasteliy mikrometastazémis kauluose.
Atlikus tyrimus, panaudojant zmogaus kruties vézio lasteliy linija MDA-MB-
231, nustatyta, kad Sios lgstelés, kauluose prisijungusios prie I tipo kolageno,
skatina MMP-13 raiska ir tolesng osteolizg, t.y. kaulinio audinio ardyma, ir taip
gali biiti skatinamas metastazavimo procesas (82).

Sio tyrimo duomenimis, tikimybé nustatyti MMP-13 geno raiska navike
yra didesné esant vélyvosioms ligos stadijoms (r=0,300, p=0,005). Taip pat
nustatyta reikSminga MMP-13 raiSkos navike sgsaja su naviko diferenciacijos

laipsniu. Tikimybé nustatyti MMP-13 raiska navike didé¢ja esant blogai naviko
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diferenciacijai (r=0,287, p=0,007). Literatiiroje taip pat nurodoma, kad didelé
MMP-13 raiska kriities navikinése lgstelése reikSmingai dazniau nustatoma esant

blogai naviko diferenciacijai (62, 136).

5.2. PrieSinés liaukos vézys

MMP-9. Kaip jau minéta, MMP-9 yra viena placiausiai tiriamy MMP
del savo savybes skaidyti IV tipo kolageng ULU, kuris supa navika. Skaidydama
kolageng MMP-9 sudaro salygas navikinéms Igsteléms skverbtis ] jas supancius
audinius — taip inicijuojami naviko invazijos ir metastazavimo procesai (119).
Literatiiroje skelbiami metaanaliziy rezultatai rodo, kad teigiama MMP-9 raiSka
siecjama su blogesne ligos prognoze sergant kriities (119), nesmulkialgsteliniu
plauciy (95) ar skrandzio véziu (137). Dél MMP-9 raiskos jtakos serganciy
prieSinés liaukos véZiu pacienty iSgyvenamumui vis dar néra vienos nuomonegs.
Vieny autoriy duomenimis, MMP-9 raiska prieSinés liaukos navikinése lgstelése
susijusi su ilgesniu laiku iki ligos atsinaujinimo (91), kiti autoriai tokios s3sajos
nekonstatuoja (130), dar kity autoriy tyrimy rezultatai rodo, kad MMP-9 raiska
susijusi su trumpesniu laiku iki prieSinés liaukos naviko atsinaujinimo (8).

Siekéme iStirti sgsajg tarp MMP-9 geno raiSkos kraujyje ir serganciyjy
prieSinés liaukos véziu amziaus bei ligos klinikiniy-patologiniy charakteristiky.
Misy tyrimo rezultatai rodo, kad tikimybé nustatyti MMP-9 raiSka kraujyje
didesné, jei pacientai yra vyresnio amziaus (64-85 metai) (r=0,349, p=0,001).
Negausiose publikacijose $i sgsaja nebuvo nustatyta (8; 81, 104). Daznai
vyresnio amziaus pacientams nustatomas agresyvesnio tipo prieSinés liaukos
navikas, kuris gali grei¢iau metastazuoti (133). Kadangi MMP-9 yra siejama su
naviko invazijos procesu, tod¢l padidéjusia MMP-9 raiSka vyresnio amzZiaus
pacientams, matyt, galima sieti su prasid¢jusiu intensyvesniu naviko invazijos
procesu.

Vertinant MMP-9 geno raiska kraujyje nustatyta sasaja tarp MMP-9
raiSkos ir ligos stadijos. Tikimybé nustatyti MMP-9 raiska kraujyje yra didesne¢,
jei pacientas serga trecios stadijos liga (=0,387, p=0,001). Misy gauti rezultatai
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sutampa su literatiiroje pateiktais duomenimis. M.R. Cardillo ir bendraautoriy
tyrime (10) MMP-9 baltymo raiSka buvo dazniau nustatyta prieSinés liaukos
navikuose sergantiesiems trecios stadijos liga negu sergantiesiems antros Stadijos
liga.

TNM sistemos septintajame leidime rekomenduojama serganciuosius
priesinés liaukos véziu pacientus skirstyti j prognozines grupes (117). Pacientas
priskiriamas tam tikrai prognozinei grupei atsizvelgiant j ligos stadija, Glisono
laipsnj ir PSA koncentracijg serume. Literatiiroje neradome publikacijy, kuriose
buty jvertinta MMP raiska priklausomai nuo to, kokiai prognozinei grupei
priskirtas pacientas. Misy tyrimo duomenimis, pacientg priskyrus treciai
prognozinei grupei, tikimybé nustatyti MMP-9 raiska kraujyje didesné (r=0,342,
p=0,004).

Publikacijy apie MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmo s3sajas su priesinés
liaukos véziu, nedaug. Vieni tyréjai teigia, kad yra sgsaja tarp $io polimorfizmo ir
rizikos susirgti prieSinés liaukos véziu (110), kiti tokios sgsajos nenustaté (32).
Literatiiros duomenimis, MMP-9 -1562 T/T variantas lemia didesn¢ MMP-9
raiska (142).

Misy tyrime, palyginus MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmo varianty
pasiskirstymg pagal amziaus grupes, statistiS$kai reik§mingy skirtumy nenustatyta.
Ivertinus pacienty iSgyvenamuma, nustatyta, kad vyresnio amziaus pacientai (64-
85 metai), kuriems buvo nustatytas MMP-9 -1562 C/T ar C/C variantas, iSgyveno
ilgiau, palyginti su to paties amziaus pacientais, kuriems nustatytas T/T variantas
(log-rank p=0,02).

Sio tyrimo duomenimis, pacientams, sergantiems tre¢ia ligos stadija
dazniau nustatytas MMP-9 -1562 T/T variantas, siejamas su blogesne ligos eiga
(r=0,300, p=0,0006), kas nepriestarauja literattiros duomenims (110).

Pacienty, serganciy prieSinés liaukos véziu, skirstymas ] prognozines
grupes pasiiilytas neseniai, todél néra publikuota daug tyrimy, patvirtinanciy
tokio grupavimo reik§minguma. T. Kimura ir bendraautoriy (61) atliktas tyrimas,
panaudojant didelg pacienty imtj (n=15259), rodo, kad sugrupavus priesSinés

liaukos véziu sergancius pacientus | prognozines grupes atsizvelgiant j ligos
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stadija, Glisono laipsnj ir PSA koncentracijg serume jmanoma prognozuoti ligos
eigg. Taciau autoriai nurodo, kad, matyt, reikalingas tikslesnis grupavimas, t.y.
18skaidymas pacienty 1 smulkesnes prognozines grupes, nes jy tyrime pacienty
iSgyvenamumas buvo panaSus tiek pirmoje, tiek treCioje prognozinéje grupéje.
Miisy tyrime nenustatyta, kad MMP-9 (-1562 C/T) polimorfizmas biity susije¢s su
pacienty iSgyvenamumu atsizvelgiant ] prognozines grupes. Taciau buvo
nustatyta, kad pacientg priskyrus tre€iajai prognozinei grupei tikimybé nustatyti
MMP-9 -1562 TT varianta, siejamg su blogesne ligos eiga, yra didesné (r=0,343,
p=0,002).

Manoma, kad tokios prieSinés liaukos gerybinés ligos kaip prieSinés
liaukos uzdegimas ar GPH padidina rizika susirgti priesinés liaukos véziu. Sios
patologinés biikleés sukelia pazaidas lgstelése. Nors dar néra aiSkiis molekuliniai
Ir genetiniai Siy ligy mechanizmai, taCiau epidemiologiniai tyrimai rodo, kad yra
bendri pozymiai (vyresnis amzius, hormony raiSka), kurie sieja prieSinés liaukos
vézj, GPH ir uzdegimg. Remiantis moksliniais klinikiniais tyrimais keliama
hipotez¢, kad uZzdegimas gali daryti jtaka GPH ir prieSinés liaukos naviko
vystymuisi bei progresavimui (21).

Misy tyrimo duomenys rodo, kad pacientai, kuriems kartu su naviku
buvo nustatytas uzdegimas, o kraujyje nustatytas MMP-9 -1562 CC ar CT
variantas, iSgyveno ilgiau nei tie pacientai, kuriems buvo nustatytas MMP-9 -
1562 TT variantas (log-rank p=0,02). Mums prieinamuose literatiiros $altiniuose
neaptikome tokio tipo tyrimy, todé¢l rezultaty palyginti negalime.

Literatiiros Saltiniuose néra duomeny apie MMP-9 (-1562 C/T)
polimorfizmo varianty daznj ir sasaja su GPH, taciau nurodoma, kad MMP-9
raiSka yra didesné prieSinés liaukos naviko lgstelése, palyginti su GPH Igstelémis

Q7).

MMP-11. Sios MMP raiska sicjama su didesne naviko atsinaujinimo
rizika sergant krties, kasos ar gaubtinés Zarnos véziu. Nustatoma reikSmingai
didesné MMP-11 geno raiSka navikiniame kruties, plauciy, skrandZio, kepeny

audinyje, palyginti su sveiku audiniu (96). Literatiiroje radome tik keletg tyrimy,
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kuriuose buvo analizuojama MMP-11 raiSka sergant prieSinés liaukos véZiu.
Tyrimuose nurodoma, kad prieSinés liaukos navikinése lgstelése nustatyta
didesnée MMP-11 raiska negu epitelinése prieSinés liaukos Igstelése ar GPH
lastelése (27; 89).

Siekéme iStirti sgsajg tarp MMP-11 geno raiskos kraujyje ir serganciyjy
priesinés liaukos véziu amziaus bei klinikiniy-patologiniy charakteristiky. Miisy
tyrimo rezultatai rodo, kad tikimyb¢ nustatyti MMP-11 raiSka kraujyje didesne,
jei pacientai yra vyresnio amziaus (64-85 metai) (r=0,243, p=0,02). N. Nonsrijun
ir bendraautoriy (89) tyrime tokia sgsaja nebuvo nustatyta. Reikia pazymeéti, kad
minéty autoriy tyrime pacienty amziaus mediana buvo 70 mety (jauniausias 42
mety, vyriausias 91 mety), o miisy tyrime pacienty amziaus mediana yra 64
metai (jauniausias 50 mety, vyriausias 85 mety), tai, matyt, ir léem¢ MMP-11
raiSkos pasiskirstymo skirtumus tarp grupiy.

Misy tyrimo rezultatai rodo, kad esant treciai ligos stadijai, tikimybe
nustatyti MMP-11 raiska kraujyje yra didesné (r=0,591, p<0,001). Literaturoje
pateikiami kontroversiski duomenys — vieni autoriai apraso sgsaja tarp MMP-11
raiSkos ir ligos stadijos (89), kiti autoriai tokios sgsajos nekonstatuoja (26). Tai
gali buti dél skirtingy pacienty jtraukimo ] tyrima kriterijy, kuriame buvo
jtraukiami tik tokie pacientai, kuriems prie§ tai nebuvo taikomas gydymas nuo
vézio, kitame tyrime pacientams buvo taikyta neoadjuvantiné terapija.

Placiai prieSinés liaukos veézio diagnostikai taikomas PSA tyrimas.
Pazymeétina, kad PSA yra specifinis priesinés liaukos Zymuo, taciau nespecifinis
priesinés liaukos veéziui. Didesné PSA koncentracija serume gali biiti nustatoma
tiek esant priesin¢je liaukoje navikui, tiek esant GPH (102). Sasaja tarp MMP
raiSkos ir PSA koncentracijos néra tiksliai nustatyta. Pavyzdziui, literatiiroje
vienose publikacijose pateikiami statistiskai reikSmingi skirtumai tarp MMP-9
raiskos ir didesnés kaip 10 ng/ml PSA koncentracijos serume (103), kitose
publikacijose tokia sgsaja nekonstatuota (27, 89, 91). Miisy tyrime buvo nustatyta
sasaja tarp MMP-11 raiskos ir PSA koncentracijos serume. Pacientams, kuriy
PSA koncentracija serume yra daugiau kaip 20 ng/ml, tikimyb¢ nustatyti MMP-
11 raiSka kraujyje yra didesné (r=0,375, p<0,001).
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Taip pat Siame tyrime, jvertinus patologines bikles, pasireiSkiancias
kartu su prieSinés liaukos naviku, paZzymétina, kad tie pacientai, kuriems kartu su
naviku prieSinéje liaukoje nebuvo nustatyta GPH ir nenustatyta MMP-11 raiskos
kraujyje, 1Sgyveno ilgiau, palyginti su tais pacientais, kuriems MMP-11 raiska
kraujyje buvo nustatyta.

Atlikta daugiaveiksné priesinés liaukos véZzio pacienty iSgyvenamumui
turin€iy jtakos veiksniy analizé parode, kad naviko diferenciacijos laipsnis pagal
Glisong, GPH ir MMP-11 geno raiska kraujyje yra nepriklausomi serganciy
priesinés liaukos véziu pacienty iSgyvenamumo prognoziniai veiksniai.

Nepaisant gausiy darby, skirty jvertinti MMP raiSkos svarba
prognozuojant ligos eiga, vis dar neaisku, kurios i§ MMP labiausiai Susijusios su
ligos progresavimu. Dar neatlikta daugiacentriy tyrimy, kurie jrodyty sasaja tarp
vienos ar kitos MMP raiskos ar grupés MMP raiskos ir serganciy priesinés
liaukos véZiu pacienty i§gyvenamumo. Miisy gauti rezultatai skatina testi tyrimus

siekiant nustatyti ir kity MMP svarbg vézio atvejais.
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6. ISVADOS

1. Sergant kriities véziu nustatyta:

* MMP raiSka navike susijusi su jaunesniu pacientés amziumi (MMP-3),
naviko histologiniu tipu — duktaline karcinoma (MT1-MMP, MMP-11),
blogai diferencijuotu naviku (MMP-13) bei sritiniy limfmazgiy bikle —
metastazémis tos pacfios pusés pazasties limfmazgiuose (MT1-MMP,
MMP-3);

* tik MMP-9 geno raiska kraujyje susijusi su blogai diferencijuotu naviku,

+ statistiSkai reikSmingai dazniau nustatyti MMP-3 polimorfizmo 5A/5A ir
5A/6A variantai bei MMP-9 polimorfizmo C/C ir C/T variantai.

2. Serganciyjy kriities véziu ilgesnei gyvenimo trukmei daro jtaka ne tik ligos
stadija, naviko diferenciacijos laipsnis, estrogeny ir progesterono receptoriy
buklé, bet ir MMP-3 polimorfizmas.

3. Sergant prieSines liaukos véziu nustatyta:

*  MMP-9 ir MMP-11 raiska kraujyje susijusi su vyresniu pacienty amziumi,
ligos stadija ir prognozine grupe; o MMP-11 raiska susijusi dar ir su PSA
koncentracija serume;

+ statistiSkai reikSmingai dazniau nustatytas MMP-9 -1562 C/C variantas,
palyginti su C/T ar T/T variantais.

4. Naviko diferenciacijos laipsnis pagal Glisong, gerybiné prieSinés liaukos
hiperplazija ir MMP-11 geno raiska kraujyje yra nepriklausomi serganciyjy

priesinés liaukos véziu i§gyvenamumo prognoziniai veiksniai.

PRAKTINES REKOMENDACIJOS

1. Sergancigsias kriities véziu pacientes bitina atidziai stebéti, jei joms nustatytas
MMP-3 (-1171 5A/5A) variantas, susij¢s su greitesniu vézio progresavimu.

2. Vertinant serganciyjy priesinés liaukos véziu ligos eigag | prognoziniy Zymeny

spektra siilome jtraukti MMP-11 kaip prognozinj Zymen;.
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PRIEDAI

1 priedas. Leidimas atlikti biomedicininj tyrima




2 priedas. Asmens informavimo forma

ASMENS INFORMAVIMO FORMA

Pacientas #

Apie klinikinj tyrimg "Matrikso metaloproteinaziy prognostinés svarbos jvertinimas
sergant krities, plauciy ir prostatos véziu"

Jis esate kvieCiamas (-a) dalyvauti klinikiniame tyrime. JUs pats nuspresite, ar
dalyvauti §iame tyrime. Sios asmens informavimo formos tikslas yra papasakoti Jums
apie tyrimg, kad Jus galétuméte nuspresti, ar norite jame dalyvauti. Labai svarbu, kad
JUs suprastuméte galimg Sio tyrimo rizikg ir nauda tam, kad galétuméte pasirasyti
informuoto asmens sutikimo forma.

Jums nustatytas krities, plau¢iy ar plauciy vézys. Jusu gydytojas paskirs jums tinkamg
gydyma.

Sis tyrimas atliekamas siekiant anksti nustatyti Jusy ligos atsinaujinimg ir laiku pradéti
pakartotinj gydyma, kadangi tiriami fermentai, matrikso metaloproteinazés, Susijusios
su navikinio proceso progresavimu. Matrikso metaloproteinazés tai tokie fermentai,
kurie padeda navikinéms lasteléms patekti | kraujo apytaka ir plisti | tolimesnes
organizmo vietas.

TYRIMO IR GYDYMO PROCEDUROS

Prie$ pradedant gydyma, Jums bus i$§samiai istirta Jusy sveikatos biiklé. Jums bus atlikti
kraujo ir §lapimo tyrimai. Pooperaciné medziaga (navikas) bus tiriama laboratorijoje.
Visi $ie tyrimai yra jprastiniai. Jie yra atliekami, jeigu Jis tyrime ir nedalyvautuméte.
Yra daug priezasCiy, dél kuriy Jusy gydytojas gali nuspresti, kad Jis negalite dalyvauti
Siame tyrime. Jei taip nutiks, jusy gydytojas su Jumis aptars Sias priezastis.

RIZIKA, NEPATOGUMAI, SALUTINIS POVEIKIS

Atliekami tyrimai negali sukelti nepageidaujamo poveikio organizmui. Taciau imant
krauja i§ venos galite jaustis nemaloniai, kartais kraujo émimo vietoje kraujuoja ar
atsiranda meélyné, infekcija, galimi reti nualpimo atvejai.

Ir operaciné medZiaga (navikas), ir kraujo éminys nebus imami atskirai tik Siam tyrimui.
Bus tiriamas navikas, i§imtas operacijos metu bei kraujas, likes nuo kraujo éminio,
skirto laboratoriniams biitiniems tyrimames.

GALIMA NAUDA

Jei nuspresite dalyvauti Siame tyrime, Sis tyrimas bus naudingas Jums, nes suteiks
galimybe sekti Jisy ligos eiga, taip pat bus gauta Ziniy, kurios gali biiti naudingos,
gydant kitus $ia liga sergancius pacientus.

Tikimyb¢ gauti naudg yra didesn¢ uz tai, kad naudos gali nebiiti.

PACIENTU TEISES

Jei nuspresite nedalyvauti Siame tyrime, Sis sprendimas nepaveiks Jisy tolesnés
medicininés prieziliros.
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Jus galite pasitraukti i$ tyrimo bet kuriuo metu, nerizikuodami Jiisy biisima medicinine
priezitra ar galimu Jusy jtraukimu j vélesnius klinikinius tyrimus. Jisy dalyvavimas
Siame tyrime yra visiSkai savanoriSkas ir Jiis galite nuspresti pasitraukti i§ Sio tyrimo bet
kuriuo metu - dél to Jums nebus taikomos nuobaudos. Jei kurio nors metu nuspresite
pasitraukti 1§ tyrimo, turétuméte kreiptis ] savo gydant] gydytoja. Jei manote, kad
pazeidziamos jiisy teisés ar turite kokiy klausimy apie savo, kaip tyrimo subjekto, teises,
Jus galite kreiptis j Lietuvos bioetikos komiteto pirmininkg E. Gefeng tel 8 5 2124565.

Tyrimas gali buti nutrauktas be Jiisy sutikimo jei tyrimas sustabdomas.

KONFIDENCIALUMAS

JUs turite teis¢ ] privatuma. Jis suprantate, kad visa informacija bus laikoma
konfidencialia ir nebus atskleidziama kiek tai leidZia galiojantys jstatymai. Jusy pavarde
ir kita tapatybe atskleidzianti informacija nebus iSsiysta uz Vilniaus universiteto
Onkologijos instituto riby. Sio tyrimo duomenys gali biiti spausdinami, tadiau jiisy
tapatyb¢é nebus atskleista. PasiraSydami S$ig sutikimo forma, jiis sutinkate, kad gauti
duomenys (informacija) biity panaudojami, neatskleidziant jisy tapatybés.

KOMPENSACIJA

Uz dalyvavima Siame tyrime jiis negausite jokio atlyginimo.
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3 priedas. Informuoto asmens sutikimo forma

INFORMUOTO ASMENS SUTIKIMO FORMA

Pasira§ydamas(a) Sig forma, Jiis pritariate, kad perskaitéte ir supratote auksciau pateikta
Informuoto asmens sutikimo formg ir savo noru sutinkate dalyvauti moksliniame
tyrime, kuris vadinasi “Matrikso metaloproteinaziy prognostinés svarbos jvertinimas

sergant kriities, plauciy ir prostatos véziu”.

Pasira§ydamas §ig forma Jis sutinkate, kad tyrimo personalas jums labai gerai paaiskino

Sio tyrimo pobiid], procediiras, naudg ir rizika, labai gerai atsake  Jiisy klausimus.

Js suprantate, kad galite pasitraukti i§ tyrimo bet kuriuo metu ir kad toks Jusy veiksmas

nepaveiks Jusy tolesnio medicininio gydymo.

Jis suprantate, kad $§j tyrimg patvirtino Lietuvos bioetikos komitetas. Jis gausite

pasiraSyta Sios informuoto asmens sutikimo formos kopija.

PasiraSydamas (-a) §ig forma, Jus neatsisakote jokiy savo juridiniy teisiy bei leidziate

naudoti gautg informacija neatskleidziant Jusy tapatybés.

Tyrimo dalyvio parasas Data

Pavardé (praSome rasyti spausdintinémis raidémis)

AS, Zzemiau pasiraSes, labai gerai paaiskinau visg svarbig su tyrimu susijusig informacija

auksciau nurodytam pacientui.

Sutikimg gaunancio asmens parasas Data
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju buvusiam Vilniaus universiteto Onkologijos instituto
direktoriui prof. habil. dr. Konstantinui Povilui Valuckui ir dabartiniam
Nacionalinio vézio instituto direktoriui prof. dr. Narimantui Evaldui
Samalaviciui uz suteikta galimybe ir paramg vykdant §; mokslinj darba.

Esu ypa¢ dékinga mokslinio darbo konsultantei prof. dr. (HP) Janinai
DidZiapetrienei, kuri uzdegé Zingeidumg moksliniam darbui. NuoSirdZiai dékoju
uz visapusiska globg, padrasinimus ir patarimus, reiklumg bei skatinimg siekti
kuo geresniy darbo rezultaty.

Labai aciti Instituto kolegoms prof. dr. (HP) Sauliui Cicénui, dr. Albertui
Uliui, dr. Sauliui Bruzui uZ bendradarbiavimg ir pagalba atliekant kliniking
mokslinio darbo dalj.

Noriu padékoti dr. Giedrei Smailytei ir dr. Irenai Kuzmickienei uz
konsultacijas statistiSkai apdorojant disertacijos duomenis.

NuoSirdus aciti doc. dr. Simonai Rutai Letautienei uz palaikymg ir
nuolatinj skatinima.

Dékoju Valstybinio patologijos centro darbuotojui gydytojui patologui
konsultantui Raimundui Meskauskui uz histologiniy tyrimy vertinima.

Esu labai dékinga savo mamai ir té€Ciui uz nuolatinj riipestj, tikéjima bei

palaikyma, taip pat savo vyrui uz visapusiska supratima.
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