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SANTRUMPOS

AA — abiraterono acetatas

ADT — androgeny deprivacijos terapija

AK — asimptomatiniy asmeny kontroliné grupé; jiems néra pasireiske prostatos
vézio simptomai (angl. asymptomatic controls)

AR arba AR-FL — androgeny receptorius (angl. androgen receptor full length)
ARE — androgeny atsako elementai (angl. androgen response elements)

AR-V — androgeny receptorius variantas

AT — atvirkstiné transkriptazé/transkripcija

AT-kPGR - kiekybiné atvirkstinés transkriptazés PGR (angl. quantitative reverse
transcription PCR)

AUC - plotas po ROC kreive (angl. area under the ROC curve)

bp — baziy pora

BCR — biocheminé ligos progresija arba atkrytis (angl. biochemical recurrence)
Cl — pasikliautinasis intervalas (angl. confidence interval)

CNN - cirkuliuojanéios naviko nukleortigstys (angl. circulating tumor nucleoacids)
Cq — kiekybinés PGR ciklo numeris (angl. cycle of quantification)

Ct — ankstesnis kiekybinés PGR ciklo numerio pavadinimas (angl. threshold cycle)
CVL - cirkuliuojancios véZio lgstelés (angl. circulating tumor cells)

DHT - dihidrotestosteronas (angl. dihydrotestosterone)

dNTP — deoksiribonukleozidtrifosfatas

DRE - digitalinis rektalinis tyrimas (angl. digital rectal examination)

FC — raiskos skirtumas kartais (angl. fold change)

G — Gleason

GPH — gerybiné prostatos hiperplazija

HR — santykiné rizika (angl. hazard ratio)

HSP — kar$¢io Soko baltymas (angl. heat-shock proteins)

iRNR — informaciné RNR

ISUP — Tarptautiné urologinés patologijos draugija (angl. International Society of
Urological Pathology)

KAPV — kastracijai atsparus prostatos vézZys

kDNR — kopijiné¢ DNR

miRNR — mikroRNR (angl. microRNA)

nt — nukleotidas

onkomiR — naviko augima skatinanti, onkogeniné miRNR

OS — bendrasis iSgyvenamumas (angl. overall survival)

PFS — isgyvenamumas be progresijos (angl. progression-free survival)

PIA — proliferaciné uzdegiminé atrofija (angl. proliferative inflammatory atrophy)
PIN — prostatiné intraepiteliné neoplazija (angl. prostatic intraepithelial neoplasia)
PSA — prostatos specifinis antigenas

pT — naviko stadija (angl. pathological stage)

PV — prostatos vézys



RISC — geny raiska slopinantis nukleoproteininis kompleksas (angl. RNR-induced
silencing complex)

ROC kreivé — sprendimus priimanéiojo ypatybiy kreivé (angl. receiver operating
characteristic curve)

RP — radikali prostatektomija

rpm — apsisukimy skai¢ius per minute¢ (angl. revolutions per minute)

TFS — Thermo Fisher Scientific

TLDA — mazo tankio TagMan gardelé (angl. TagMan Low Density Array)
TMPRSS2-ERG - translokacijos/delecijos suformuotas sulietinis TMPRSS2 ir ERG
geny transkriptas

TNM - sistema naviko i$plitimo laipsniui nurodyti: naviko i$plitimas pacioje
prostatoje (angl. Tumor), metastazavimas j limfmazgius (angl. Node) bei kitus
organus (angl. Metastasis)



IVADAS

Prostatos vézys (PV) — dazniausias vyry onkologinis susirgimas Lietuvoje ir
pasaulyje, ypa¢ vakary Salyse [Bray ir kt., 2018; Ferlay ir kt., 2019]. Nors
vyresnio amziaus ir rizikos grupéms priklausantiems asmenims atliekami
prostatai specifinio antigeno (PSA) tyrimai, diegiami naujos kartos
diagnostiniai testai, ta¢iau PV vis tiek iSlicka pirmoje vietoje pagal vyresnio
amziaus vyry sergamuma ir mirtinguma. Siuo metu PV diagnostikai taikomi
metodai, tokie kaip PSA koncentracijos kraujyje matavimas, digitalinis
rektalinis tyrimas, sisteminé biopsija ir kt., yra gana jautriis, taciau
nepakankamai specifiski — nustatoma daug klaidingai teigiamy atvejy, pvz.,
hiperplazijy. Nors lokalaus PV gydymas yra gana efektyvus, o agresyvus
ligos vystymasis biidingas mazesnei daliai ligoniy, tokie PV atvejai laikomi
kliniskai reikSmingais, nes jiems biidinga bloga ligos prognozé ir trumpesnis
iSgyvenamumas. Kastracijai atspari prostatos vézio (KAPV) forma kol kas
tebéra nepagydoma ir yra pagrindiné mirties nuo PV priezastis. Per pastarajj
desimtmet] KAPV serganciy ligoniy iSgyvenamumg ir gyvenimo kokybe
pagerino nauji vaistai [Berg ir kt., 2017]: nauji taksany grupés preparatai
(docetakselis, kabazitakselis), radionuklidas Ra-233, imonoterapinis vaistas
sipuleucelis-T ir naujos kartos antiandrogenai, tokie kaip androgeny
receptoriaus inhibitoriai enzalutamidas ir apalutamidas bei androgeny sinteze
slopinantis abiraterono acetatas [Nuhn ir kt., 2019]. Taciau dél
heterogeniskos KAPV prigimties apie 2040 % ligoniy iSkart pasireiSkia
pirminis atsparumas Siems naujiems vaistams [de Bono ir kt., 2011; Ryan ir
kt., 2013].

Vystantis véziui pakinta visi lasteléje vykstantys procesai, tarp jy ir geny
raiSkos bei miRNR raiskos reguliavimas. miRNR yra trumpos,
nekoduojancios, apie 22 nt ilgio RNR, atliekancios svarby vaidmenj
daugumos eukarioty fiziologiniuose procesuose. Priklausomai nuo miRNR
reguliacinio regiono komplementarumo taikiniui, geny raiska tildoma dviem
pagrindiniais buidais: ribojama transliacija arba skaldomas transkriptas
[Willard ir Koochekpour, 2012]. miRNR vykdoma geny raiskos reguliacija
svarbi visiems lasteléje vykstantiems procesams, 0 nukrypimai lemia Sirdies,
nervy sistemos vystymosi, uzdegiminiy, autoimuniniy ligy, vézio, jskaitant
PV, vystymasi [Naeini ir Ardekani, 2009]. Vézio tyrimuose seniai zinomi
tokie terminai, kaip naviko augimg slopinancios ir skatinanios miRNR,
ta¢iau dél miRNR konteksto svarbos (audinio, organo, stadijos ir kt.)
vienareikSmiskas MIRNR skirstymas néra galimas [Tong ir Nemunaitis,
2008]. Gauséjant tyrimams ir juos apibendrinant, nustatyta, kad miRNR
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raiSkos profilis skiriasi ne tik tarp sveiko ir navikinio audinio, bet ir tarp
skirtingy vézio tipy, subtipy [Naeini ir Ardekani, 2009; Di Leva ir Croce,
2013; Silva-Sanos ir kt. 2014]. Remiantis miRNR raiska, galima atskirti
ankstyvos ir vélesnés stadijos vézj bei agresyvias jo formas [Brase ir kt.,
2011; Shen ir kt., 2012]. PV atvejus palyginus su nenavikiniais audiniais,
nustatomas savitas miRNR raiskos profilis, kuris kinta ligai vystantis.
Svarbiu atradimu tapo miRNR nustatymas kiino skyséiuose, t. y. kraujyje
[Selth ir kt., 2012; Cheng ir kt., 2013; Huang ir kt., 2015], slapime [Corcoran
ir kt., 2014], sékliniame skystyje [Guzel ir kt., 2015] ir kt.. Slapimas
dazniausiai renkamas visi$kai neinvaziniu btdu, todél $lapimo miRNR gali
tapti jautriais, mazai invaziniais PV diagnostiniais, prognostiniais ir
prediktyviniais Zymenimis [Balacescu ir kt., 2017], taciau kol kas néra
paskelbty KAPV ligoniy §lapime atlikty miRNR tyrimy.

Tyrimai rodo, kad androgeny receptoriaus (AR) atsako kelias iSlieka
aktyvus KAPV ir turi didele reikSme jo vystymuisi ir progresijai. Viena i§
aktyvinimo priezas¢iy galéty buti AR geno transkripty variantai (AR-V),
kurie neturi ligando prisijungimo domeno ir yra visada aktyviis. Nuo pat
atradimo AR-V buvo susieti su pirminiu ir jgytu atsparumu pries AR
nukreiptiems vaistams [Dehm ir kt., 2008; Guo ir kt., 2009; Hu ir kt., 2009;
Sun ir kt., 2010]. Siuo metu Zinoma daugiau kaip 20 AR-V [Paliouras ir kt.,
2016], i8 kuriy dél placiausio paplitimo labiausiai iStyrinétas yra tik AR-V7
[Scher ir kt., 2017]. AR-V7 nustacius skyséiy biopsijoje, reik§mingai iSaugo
klinikiniy tyrimy ir komerciskai prieinamy testy skaiCius, taciau gilesniam
KAPV kancerogenezés ir heterogeniSkumo supratimui kol kas triiksta
platesnés apimties ir i§samesniy AR-V tyrimy [Antonarakis ir kt., 2014;
Steinestel ir kt., 2015; Antonarakis ir kt., 2017].

Darbo tikslas — atrinkti prostatos véziui specifines miRNR ir androgeny
receptoriaus variantus tyrimui slapime ir kraujyje bei jvertinti jy diagnostine,
prognosting verte ir tinkamuma atsako j gydyma vertinimui.

UZdaviniai:
1. Istirti visuminés miRNR raiskos profilj navikiniuose ir nenavikiniuose
prostatos audiniuose, atsirinktus taikinius validuoti didesnéje méginiy

2. Istirti atrinktas miRNR (miR-148a, -365, -375 ir -429) prostatos véziu
(PV), gerybine prostatos hiperplazija (GPH) sergandiy ir
asimptomatiniy asmeny (AK) S$lapime ir jvertinti Siy miRNR
diagnostinj potencialg.
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3. Istirti atrinktas miRNR (miR-19a/19b, -21) PV ir GPH serganciy
ligoniy $lapime bei jvertinti $§iy miRNR diagnostinj ir prognostinj
potenciala.

4. Istirti atrinktas miRNR (miR-148a, -365, -375 ir -429) kastracijai
atspariu PV (KAPV) sergan¢iy ligoniy Slapime, palyginti su
neagresyvaus PV ir kontroliniy asmeny duomenimis ir jvertinti $iy
mMiRNR prognostinj potencialg bei tinkamumg atsako j gydymo
abiraterono acetatu vertinimui.

5. I8tirti androgeny receptoriaus (AR-FL) ir AR varianty (AR-V: AR-V1, -
V3 ir -V7) rai$kg navikiniuose ir nenavikiniuose prostatos audiniuose ir
jvertinti sgsajas su klinikiniais-patologiniais rodikliais bei prognostinj
potenciala.

6. [Istirti AR-FL ir AR-V transkripty kieki KAPV serganciy ligoniy
kraujyje ir jvertinti AR transkripty prognostinj potencialg.

Mokslinis naujumas ir praktiné reik§mé

Siame tyrime pirma karta Lietuvoje visuminé miRNR raidka buvo jvertinta
prostatos audiniuose ir nustatyta keletas de$im¢iy navikiniame audinyje
pakitusios raiSkos miRNR. ISanalizavus sgsajas su klinikiniais rodikliais,
atrinktos reikSmingiausiai besiskiriancios raiSkos miRNR ir pritaikytos
tyrimams dideléje PV ligoniy ir kontroliniy asmeny imtyje. Tyrimas parodé,
kad miRNR analizé neinvaziniu btdu surinktuose Slapimo méginiuose leisty
specifiSkai diagnozuoti PV ankstyvoje stadijoje ir prognozuoti biocheminj
ligos atkrytj. Kol kas triksta jautriy ir specifiniy biozymeny, kuriais
remiantis buty galima atskirti kliniskai reikSmingus agresyvios eigos vézio
patologiniais rodikliais koreliuojancios ir uz PSA testa specifiSkiau
veikiancios §lapimo miRNR galéty bti pritaikytos PV diagnostikoje.

Atrinktos specifiskiausios prostatos véziui miRNR pirma kartg pasaulyje
buvo istirtos ir kastracijai atspariu prostatos véziu (KAPV) serganciy ligoniy
Slapime. Pakites miRNR kiekis, nustatytas pries gydyma abiraterono acetatu
(AA) surinktuose S$lapimo méginiuose, buvo susietas su trumpesniu
iSgyvenamumu be progresijos (PFS) ir bendruoju isgyvenamumu (OS).
KAPV yra nepagydoma liga, todél vaistais gebama tik prailginti
iSgyvenamuma. Ilgainiui visi ligoniai tampa atspariis gaunamam preparatui,
0 didelei daliai ligoniy pasireiskia ir pirminis atsparumas, dél to labai svarbu
parinkti konkreciu atveju tinkamiausig gydyma ir tikslinti gydymo schemas.
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Siame tyrime androgeny receptoriaus (AR-FL) ir AR varianty (AR-V)
raiSka buvo jvertinta Lietuvos KAPV ligoniy prostatos audiniuose. Nusta¢ius
reikS§mingas sgsajas su agresyvesne ligos eiga, AR transkriptai buvo tiriami
KAPV ligoniy kraujyje, paimtame pries AA gydyma ir AA gydymo metu.
Pirma kartg pasaulyje buvo istirti viso kraujo AR-V1 ir AR-V3, o didesnis
transkripty kiekis buvo susietas su trumpesniu i§gyvenamumu be progresijos
ir bendruoju iSgyvenamumu. AR atsako kelias ne tik iSlieka aktyvus
vystantis KAPV, bet vaidina pagrindinj vaidmenj. AR-V istyrimas ligoniy
kraujyje yra naudingas gilinant suvokimg apie KAPV heterogeniskuma,
biologinio atsparumo mechanizmy vystymasi ir gali padéti tinkamiau
parinkti esamus ir kurti naujus vaistus.

Ginami teiginiai
1. miR-148a, -365, -375 ir -429 yra PV specifinés ir/ar reik§mingai siejasi

PV diagnozés patikslinimui.

2. Slapime nustatomy miR-148a ir miR-375 derinys yra jautrus
molekulinis jrankis neinvazinei PV diagnostikai, 0 miR-19b ir miR-
19a/b derinys specifiskai prognozuoja biocheming ligos progresija.

3. Slapime nustatomy miR-375 ir -429 derinys specifidkai atskiria KAPV
nuo PV ir kontroliniy tiriamyjy grupiy.

4. Abiraterono acetatu (AA) gydomiems ligoniams §lapime nustatoma
miR-148 prognozuoja iSgyvenamumg be progresijos, o miR-148a ir
miR-375 derinys — bendrajj iSgyvenamuma.

5. Didesné AR-V1 ir -V7 raiska navikiniuose audiniuose bidinga
agresyvios eigos PV, be to, AR-V7 raiska prognozuoja biocheming
ligos progresija po radikalios prostatektomijos.

6. Didesnis KAPV kraujyje nustatytas AR-FL ir -V1 transkripty kiekis AA
gydomy ligoniy kraujyje prognozuoja trumpesnj iSgyvenamumg be
progresijos ir bendrajj i§gyvenamuma.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Prostatos vézys

1.1.1. Prostatos anatomija ir patologija

Prostata (arba priesiné liauka) yra graikinio rieSuto dydzio (3 x 3 x5 cm)
neporiné vyry lytiné liauka, gaminanti skystj, jeinantj j séklos sudétj.
Prostata Slapimo piislés apacioje gaubia Slaple ir siekia tiesiajg Zarng. Nors
néra rySkaus suskirstymo j skiltis kaip, pvz., pelése, iSskiriamos kelios
zonos: centriné, pereinamoji/tranzitiné (angl. periurethral transition) ir
periferiné (1.1 pav.). Pastaroji yra pati didZiausia ir i$ jos j Slaplg atsiveria
15-30 lataky [Timms, 2008].

a Centriné
b Pereinamoji
¢ Periferiné

Prostatos zonos

Periferiné Pereinamoji Centriné
Gerybiné prostatos hiperplazija

Auksto laipsnio PIN

Karcinoma

Kaip daznai nustatoma: | Bl Labai daznai 1 Nedaznai
3 Vidutiniskai daznai ] Nenustatoma

1.1 pav. Prostatos zoniné sandara, ligos ir ligy pasiskirstymas zonose (pritaikyta
pagal De Marzo ir kt., 2007). PIN — prostatiné intraepiteliné neoplazija.

Histologiskai prostatos epitel] sudaro Iluminalinio, bazalinio ir
neuroendokrininio tipo lgstelés, o zoninis pasiskirstymas ir histologiné
sandara glaudZiai siejasi su pagrindiniais prostatos susirgimais (1.1 pav.).
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e Gerybiné prostatos hiperplazija (GPH) — daznas vyresniy vyry
neonkologinis susirgimas, kuris vystosi pereinamojoje zonoje. Prostata
padidéja ir ima spausti Slaplés kanala, taip sukeldama jvairius simptomus, i$
kuriy placiausiai zinomas yra sutrikes Slapinimasis. GPH vystymosi
priezastys iSlieka neaiSkios, bet zinoma, kad jtakos turi pakitusi hormony
pusiausvyra senstant, uzdegiminio atsako keliai [Kahokehr ir Gilling; 2014].
IS GPH negali i$sivystyti PV, nes Sie susirgimai vystosi skirtingose prostatos
Z0Nnose.

e D¢l pasikartojanciy prostatos pazeidimy, infekcijy, citotoksiny ir kity
endogeniniy ar iSoriniy veiksniy, j prostatos audinj infiltravg limfocitai,
makrofagai ir neutrofilai j aplinkg iSskiria reaktyvigsias deguonies formas
(ROS, nuo angl. reactive oxygen species), sukelian¢ias DNR pazaidas,
lasteliy pazeidimus bei mirtj [Vral ir kt., 2012]. Audinio pazeidimas ir
lasteliy praradimas skatina epitelio atsinaujinima, dél to periferinéje
prostatos dalyje nustatoma proliferaciné uzdegiminé atrofija (PIA nuo
angl. proliferative inflammatory atrophy) (1.2A pav.). Tai atrofinés sritys,
kuriose intensyviai vyksta lasteliy dalinimasis [De Marzo ir kt., 2007]. Jei
tokios lastelés ir toliau dauginasi DNR pazaidas sukeliancioje, ROS gausioje
aplinkoje, PIA gali progresuoti j prostating intraepiteling neoplazija (PIN).

Normalus | @ | Proliferaciné |
epitelis —> | uZdegimine
g | atroﬂja (PIA) |

Lastelés:

Luminalinés
(sekretuojancios) Q O Ob’
Bazalines (€& !—“

Endoknnlnes — —

G@{\

b | “Zemo laipsnio e (€ *

Bazaliné (pamatiné) membrana

e c e .| d
prostatine Auksto laipsnio ,,\) Invaziné ,\
: intraepiteline PIN /.75 karcinoma /@
neoplazija (PIN) | S

“O'J&Q#

1.2 pav. Prostatos vézio vystymosi etapai (pritaikyta pagal De Marzo ir kt., 2007,
paaiskinimai tekste).
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e Prostatiné intraepiteliné neoplazija (PIN nuo angl. prostatic
intraepithelial neoplasia), manoma, yra pradiné PV vystymosi stadija [De
Marzo ir kt., 2003] (1.2B-C pav.). Tai prostatos lgsteliy formos ir dydzio
poky¢iai, histologiskai apibiidinami kaip luminaliniy lgsteliy hiperplazija,
kai sumazéja bazalinio tipo lasteliy skaiCius (bet, kitaip nei prostatos vézio
atveju, jy yra), stebimi padidéje, atipiski, neteisingai nusidazantys
branduoliai (angl. hyperchromasia) ir branduoléliai. Pacientams su auksto
laipsnio PIN nustatoma iSaugusi lastelés proliferaciniy zZymeny raiska.
Palyginus su PV, PIN i§ epitelio neiSplinta ] kitas prostatos zonas ar uz jos
riby (1.1 pav.), taciau tokiam asmeniui rizika susirgti PV yra didesné, todél
jam reguliariai turi buti atliekami papildomi tyrimai.

e Prostatos vézys (PV) arba prostatos adenokarcinoma — liaukiniy
prostatos lasteliy supiktybéjimas, dazniausiai nustatomas periferinéje
prostatos zonoje (1.1 pav. ir 1.2D pav.). Nors fenotipiskai PV labai
skirtingas, histologiskai >95 % atvejy nustatoma luminalinio tipo
adenokarcinoma, likusia dalj sudaro smulkiyjy Iasteliy karcinoma, sarkoma
ir kt. Palyginus su kity lokalizacijy epiteliniais navikais, PV atveju
neiSskiriami histopatologiniai subtipai, kuriais remiantis biity galima
prognozuoti ligos eigg ir atsaka i gydyma. Didzioji dalis naviky (90 %)
randama pacioje prostatoje, vis dar neiSplite¢ j aplinkinius audinius ir
organus, todél gydymas yra gana sékmingas. PV metastazés nustatomos
limfmazgiuose, plauciuose, kepenyse, smegenyse, taCiau dazniausiai —
kauluose, dél to ligos progresija nustatoma atlikus dubens, Sonkauliy,
stuburo kauly rentgeno tyrimus.
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1.1.2. Prostatos vézio epidemiologija

Prostatos vézys (PV) yra vienas daZniausiy onkologiniy susirgimy pasaulyje
ir antra pagal daznumag vyry mirties priezastis nuo vézio vakary pasaulyje
[Bray ir kt., 2018; Ferlay ir kt., 2019] (1.3 pav.). Lietuvoje kasmet
uzregistruojama apie 2000 naujy susirgimo ir apie 500 mirties nuo PV atvejy
(Lietuvos  vézio registro duomenys, pagal interneting nuoroda
https://www.nvi.lt/naujausi-duomenys/).

A Sergamumas

Prostatos vézys
m 677+
m 324-671
m 195-324
=1 10,8-195
1 <108

Néra duomeny

B Mirtingumas

’.\,,

/

Prostatos vézys
- 202+
= 139-202
m 10,0-139
m 6,2-10,0
=3<6,2
Néra duomeny

1.3 pav. Sergamumo (A) ir mirtingumo (B) nuo prostatos vézio geografinis
pasiskirstymas pasaulyje (pritaikyta pagal Ferlay ir kt., 2015). Duomenys
standartizuoti pagal ligoniy amziy ir perskaiciuoti 100000 gyventojy.
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1.1.3. Prostatos vézio rizikos veiksniai

Nors nustatyta, kad PV vystymuisi reikSmés gali turéti nesubalansuota
mityba (riebus maistas, mésos produktai), zalingi jprociai (alkoholio
vartojimas, riikymas), ligos istorija (hormony pusiausvyros sutrikimas,
prostatos uzdegimas, vazektomija, jvairios lytiniu keliu perduodamos ligos),
pagrindiniais PV rizikos veiksniais islicka amzius, Seiminé ligos istorija ir
rasé (pagal interneting prieiga: https://www.cancer.org/cancer/prostate-
cancer/detection-diagnosis-staging/staging.html):

e Amzius. Rizika susirgti PV didéja su amziumi: dazniausiai PV
diagnozuojamas ~65-75m. amziaus vyrams, o daZniausiai mirStama
sulaukus >75 m. Vyresniems kaip 40 m. vyrams tikimybé¢ susirgti PV yra 1
18 500, >50 m. — 1 1§ 50, >60 m. — 1 i§ 14, >70 m. — 1 i§ 9.

e Rasé. Skaiciuojant visai gyvenimo trukmei, viduting tikimybé susirgti
yra mazdaug 1 vyrui i§ 6, bet analizuojant atskirai rasése rodikliai skiriasi
dvigubai: baltaodziams tikimybé susirgti PV yra 1 i§ 8, o afroamerikie¢iams
— 118 4. Nustatyta, kad afroamerikieciai PV serga mazdaug 60 % dazniau nei
baltaodZiai. AukiCiausi PV sergamumo rodikliai nustatomi Siaurés
Amerikoje, Siaurés Europoje, Australijoje, o Zemiausi — Afrikoje, Azijoje,
Piety Amerikoje. Nors susirgimo daznis tarp regiony gali skirtis iki 100
karty, labiausiai skirtumus lemia ekonominis ir medicinos lygis.

o Seiminiai susirgimai. Jei PV buvo diagnozuotas eimoje (tévui,
broliui), tikimybé susirgti Seimos nariui yra 2-3 kartus didesné. Rizika
didina diagnozé jauname amziuje bei susirgimas ir kitomis onkologinémis
ligomis.

1.1.4. Prostatos vézio patologinés charakteristikos

PV daZniausiai nustatomas vyresniems nei 50 m. vyrams atliekant prostatai
specifinio antigeno (PSA) testg (apraSyta Zemiau) arba vykdant digitalinj
rektalinj tyrima (DRE, nuo angl. digital rectal examination), kai ap&iuopos
per iSange metu prostatoje aptinkama netipiSky sukietéjimy, pakitimy.
Nustacius aukStesng PSA koncentracijg ir/ar netipiSkus darinius, imama
biopsija, ir vertinama PV stadija. PV j stadijas skirstomas pagal 3 kriterijus:
naviko iSplitimo laipsnj, PSA kiekj kraujo serume ir Gleason bala:

1. Naviko i$plitimo laipsnis nustatomas pagal TNM sistemg — naviko
i8plitimg pacioje prostatoje (T, nuo angl. Tumor) ir metastazavimg |
limfmazgius (N, nuo angl. Node) bei kitus organus (M, nuo angl. Metastasis)

17



[Cheng ir kt, 2012]. Detalus naviko iSplitimo skirstymas pateiktas
1.1 lenteléje.

1.1 lentelé. TNM sistema, taikoma prostatos véZio atveju (pagal interneting prieigg
http://prostatecancer.about.com/od/symptomsanddiagnosis/a/tnmstaging.htm)

Skirstymas ir poZymiai

T — Naviko dydis

TO Naviko néra

Navikas nerastas pirminés apziiiros metu, taciau aptiktas iStyrus biopsijos
medziagg ar operacijos metu, o vézinés lastelés surado:

T1 a— <5 % paimto audinio;

b — >5 % paimto audinio;

¢ — navikas aptiktas esant padidéjusiam PSA kiekiui atlikus biopsija

Navikas nei$plitgs uz prostatos riby ir nustatomas:
a— <50 % vienos skilties;

T2 b —>50 % vienos skilties;
c — abiejose skiltyse
Navikas i$plites uz priesinés liaukos kapsulés riby:
T3 a — iSplites, bet s¢klinés puslelés nepazeistos;

b — séklinés puslelés paZeistos

N — limfmazgiy paZeidimas

NO | Nepazeisti

N1 Pazeisti

M — metastaziy buvimas

MO | Metastaziy néra

Metastazés nustatytos
a — nutolusiuose limfmazgiuose;
b — kauluose;
¢ — kitoje kiino dalyje

M1

Santrumpos: M — metastazés (angl. metastasis); N — metastazés limfmazgiuose
(angl. node); PSA — prostatai specifinis antigenas; T — naviko dydis ir i$plitimas
(angl. tumor)

2. Gleason (G) balas — PV Klasifikacijos sistema, kai remiantis
mikroskopiniu vaizdu nustatomas PV diferenciacijos laipshis. Gleason
sistema buvo sukurta 1966 m. Donaldo F. Gleasono ir ISUP bendruomenés
(angl. International Society of Urological Pathology), 0 perziaréta bei
atnaujinta 2005 m. [Epstein ir kt., 2005] ir 2014 m. [Epstein ir kt., 2016].
Ivert] sudaro dviejy skai¢iy (nuo 1 iki 5) suma, kur didesnis skaiius reiskia
blogiau diferencijuota navika. Emus taikyti Gleason sistemg, pirmas jvertis
buvo skiriamas dazniausiy, antras — antroje vietoje pagal daznuma nustatyty
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lasteliy diferenciacijos laipsnio jvertinimui. Tad 3 + 3 = 6 jverciai buvo
skiriami geros diferenciacijos, 0 5 + 5 = 10 — blogos diferenciacijos,
labiausiai pakitusiems navikams ir blogiausioms prognozéms apibudinti. Po
2005 m. atnaujinimo antras jvertis skiriamas pagal blogiausios
diferenciacijos Iasteles, o po 2014 m. atnaujinimo jverciai buvo apjungti j 5
grupes, kur G < 6 navikai priskiriami ISUP 1 grupei, G7 yra isskirstyti j 3 +
4 ir 4 + 3 ir priskiriami ISUP 2 bei ISUP 3 grupémis, atitinkamai, G = 8
navikai patenka | ISUP 4, o G > 9 laikomi ISUP 5. Turint iS§samesnius
iSgyvenamumo duomenis, kliniSkai maziausiai reikSmingais navikais
laikomi ne tik ISUP 1 (buve G6), bet ir ISUP 2 navikai, o dabartiné
klasifikacijos sistema jgalina tg padaryti.

3. Prostatai specifinis antigenas (PSA), dar Zinomas kaip kalikreinas-
3 (KLK3), yra nedidelis glikoproteinas, budingas tik prostatai ir bitinas
normaliam jos funkcionavimui. Normalus PSA Kiekis kraujyje yra iki 3-4
ng/mL, o su patologija arba su PV siejamas PSA kiekio padidé¢jimas, kai
PSA koncentracija yra >10 ng/mL. Nusta¢ius PSA 4-10 ng/mL (vadinamoji
»pilkoji zona®) PV tik jtariamas ir reikalingi papildomi tyrimai, kuriais
remiantis buty galima patvirtinti PV diagnozg. Atradus PSA ir émus
vyresnio amziaus vyrus tikrinti rutiniSkai (angl. PSA screening), didesné
PSA koncentracija kraujyje vienareik§miskai buvo siejama su PV. Dabar
zinoma, kad didesnis PSA kiekis nustatomas ir kity susirgimy atveju (GPH,
prostatos uzdegimo ir kt.), taip pat biidingas vyresniems vyrams, priklauso
nuo etninés grupés, rasés [Adhyam ir Gupta, 2012] ir net gali buti susijes su
profesija (pvz., dviratininkams). Nors pritaikius PSA rutininiams tyrimams
buvo nustatyta labai daug naujy PV atvejy, reikSmingai (iki 30 %) iSaugo ir
klaidingai teigiamy atvejy skaiCius. Klaidingai teigiamiems atvejams
atlickamos intervencinés proceduros ir operacijos, manoma, gali sukelti
uzdegima ir paskatinti naviko piktybéjima [Spans ir kt., 2013; Velonas ir kt.,
2013]. Taip pat gali pablogéti gyvenimo kokybé (Slapimo nelaikymas,
nepilnavertis lytinis gyvenimas ir kt.), gali kilti psichologiniy problemy.
Daugumai PV atvejy esant neagresyviems, tokius jtartinus atvejus pakanka
tik stebéti. Be to, nustatyta, kad esant agresyviam PV fenotipui PSA
koncentracija kraujyje Kkartais gali ir nepadidéti [Ather ir Siddiqui, 2012].
Dél visy Siy priezasCiy intensyviai ieSkoma naujy molekuliniy Zymeny,
kuriuos kuo maziau invaziniu biidu bty galima nustatyti skysciy biopsijoje
(kraujyje, Slapime) ir jais pakeisti ar papildyti PSA testa, tokiu budu atidZiai
sekant ligos pokyCius, 0 ligoniams sukeliant kuo maziau skausmo ir
diskomforto.
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Remiantis TNM sistema, Gleason/ISUP jverciais ir PSA koncentracija
kraujyje, prostatos vézys skirstomas j 4 stadijas (1.2 lentelé).

1.2 lentelé. Prostatos vézio stadijos (pritaikyta pagal Cheng ir kt., 2012; patikslinta
pagal Prostate Cancer Stages and Other Ways to Assess Risk; internetiné prieiga:
https://www.cancer.org/cancer/prostate-cancer/detection-diagnosis-
staging/staging.html)

PV ISUP PSA konc.
stadija T N M grupé (ng/mL)
cT1 1 <10
I cT2a NO MO 1 <10
pT2 1 <10
cT1 1 10-20
A cT2a/pT2 NO MO 1 10-20
cT2b/cT2c 1 <20
1B T1-2 NO MO 2 <20
IC T1-2 NO MO 34 <20
A T1-2 NO MO 1-4 Bent 20
1B T3-4 NO MO 1-4 Bet kokia
Inc Bet koks NO MO 5 Bet kokia
IVA Bet koks N1 MO Bet kokia Bet kokia
VB Bet koks Bet koks M1 Bet kokia Bet kokia

Santrumpos: ISUP — angl. International Society of Urological Pathology; M —
metastazés (angl. metastasis); N — metastazés limfmazgiuose (angl. node); PSA —
prostatai specifinis antigenas; PV — prostatos vézys; T — naviko dydis ir i$plitimas
(angl. tumor).
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1.1.5. Kastracijai atsparaus PV vystymasis

PV laikomas daugiazidininiu, nes navikuose nustatomi nepriklausomi
daugybiniai, histologiskai ir genetiskai skirtingi navikiniai Zidiniai [Serenaite
ir kt., 2015]. PV heterogeniskumas gali paaiskinti skirtingg kliniking eiga ir
skirtumus tarp kliniskai reik§mingo ir mazos rizikos PV. Nors PV yra
vyresniy vyry liga, piktybiniai histologiniai pakitimai nustatomi analizuojant
20-40 m. sveiky vyry prostatos biopsijos pjuvius, o tai rodo, kad PV ima
vystytis santykinai jauname amziuje. ISanalizavus autopsijos rezultatus
paaiskéjo, kad trecdalis >70 m. ir pusé¢ >80 m. baltaodziy vyry serga mazos
rizikos PV [Jahnirk t., 2015].

Nustacius pazengusj PV ir/ar jtariant agresyvig ligos eiga, atliekama
prostatektomija — pasalinamas navikas arba visa prostata (radikali
prostatektomija, RP), o po operacijos ligoniai turi reguliariai tikrintis, ar liga
neatsinaujino. Pagrindinis stebéjimo rodiklis yra PSA kiekis kraujyje:
nustacius >0,2 ng/mL koncentracija, laikoma, kad liga atsinaujino ir
konstatuojama biocheminé ligos progresija arba atkrytis (BCR nuo angl.
biochemical disease progression). Jei ligoniui buvo atlikta RP, o PSA
koncentracija auga, vadinasi, liga yra iSplitusi uz prostatos riby, o PSA
produkuoja metastazés. Ankstyva progresija konstatuojama ligai atsinaujinus
per 3 mén., O jtarus agresyvy PV fenotipa ir iSplitusia liga, iSkart po RP
turéty buti skiriamas papildomas (adjuvantinis) gydymas, tacCiau kol kas
agresyviam PV fenotipui atskirti triksta jautriy molekuliniy biozymeny.

Kadangi prostatos vézys yra priklausomas nuo hormony androgeny,
nustac¢ius BCR, ligoniui skiriamas gydymas, mazinantis androgeny kiekj
organizme — hormony arba androgeny deprivacijos terapija (ADT, nuo angl.
androgene deprivation therapy). Skiriami du pagrindiniai gydymo budai:
1) chirurginé  kastracija, kai  paSalinamos abi  séklidés, arba
2) medicininé/cheminé kastracija, kai androgeny kiekis maZinamas vaistais.
Jei/kai PSA koncentracija ir toliau didéja, konstatuojamas Kkastracijai
atsparus prostatos vézys (KAPV) ir skiriami chemoterapiniai preparatai,
antiandrogenai (AA, ENZ ir kt.), imunoterapija, Radzio-223 dichloridas ir
kt., o jei ligonio buklé yra per sunki, skiriamas paliatyvusis gydymas.
Gydymui priskiriama eilé ir jis tgsiamas tol, kol nepasireiskia du i§ trijy
stebimy kriterijy: biocheminé (didéjanti PSA koncentracija kraujyje),
radiologiné progresija (nauji ar padidéj¢ metastaziniai zidiniai) ar
nustatomas bendras klinikinés biiklés pablogéjimas. Siuos klinikinius
tyrimus galéty papildyti Siuo metu populiaréjanti skysciy biopsija —
molekuliniy Zymeny tyrimas prie§ gydyma ir jo eigoje reguliariai
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renkamuose ligoniy kiino skysCiuose (Slapime, kraujyje). Kadangi
metastaziy biopsing medziagg paimti labai sunku, o PV daZniausiai
metastazuoja i kaulus, stebéti ligos vystymasi ir vertinti atsakg i gydyma
bty galima pagal kraujyje ir Slapime cirkuliuojancias naviko nukleortigstis
(CNN) ir kraujyje cirkuliuojancias vézio lgsteles (CVL), kurios atspindi
situacija pirminiuose navikuose ir metastazése (1.4 pav.).

Méginiai, paimti KAPV méginiai &

pr|es_kastraCIJa kraujo (1) ir Slapimo (2) ‘ ?
(biopsiné arba . méginiai, atspindintys @ 24
prostatektomijos medziaga) metastaziy genetinj profilj *‘" =

3 - g
¥ W’ G
2

| 22 2 2 2 2 2 2 ¥

@ IV eilés
£ gydymas
= Il eilés
s gydymas
X s
© Il eiles
é Androgeny Tl veymes
ke d
2 deprivacijos i i
O Lokalus terapija (ADT)
'S gydymas
©
z \/\l

Kastracijai jautrus Kastracijai atsparus prostatos vézys (KAPV)

Laikas

1.4 pav. Kastracijai atsparaus prostatos vézio (PV) vystymasis ir gydymo bei tyrimy
strategija. 1-IV ir tolimesniems gydymo etapams jvairiu eiliSkumu taikomas ir
kartojamas gydymas abiraterono acetatu, enzalutamidu, docetakseliu, kabazitakseliu,
o skyséiy biopsijos méginiai (kraujas, Slapimas), imami prie$ gydyma ir gydymo
eigoje.
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1.2. miRNR

mikroRNR arba miRNR (angl. microRNA, miRNA) yra trumpos, apie 22 nt
ilgio, baltymo nekoduojanc¢ios RNR molekulés, kurios dalyvauja geny
raiSkos reguliacijoje, specifiskai prisijungdamos prie informacinés RNR
(iRNR). Siuo metu Zinoma apie 2600 subrendusiy zmogaus miRNR
[miRBase, pagal interneting nuoroda http://www.mirbase.org/cgi-
bin/browse.pl?org=hsa], o daug Iasteléje vykstanciy procesy, pvz.,
dauginimasis, diferenciacija, metabolizmas, zatis ir kt., manoma, yra
reguliuojama pasitelkiant miRNR [Cozar ir kt., 2019]. miRNR susilauké
labai didelio mokslininky démesio, nes netrukus po atradimo buvo nustatyta,
kad iki 60 % zmogaus baltymus koduojan¢iy iRNR transkripty raiska bent
dalinai priklauso nuo prie jy besijungianciy miRNR [Catto ir kt., 2011].

1.2.1. miRNR biogenezé

MiRNR yra endogeninés molekulés — jas koduoja pats organizmas. miRNR
genai, kurie vadinami MIR, nustatomi visame genome: ne tik baltymus
koduojanc¢iy geny intronuose (tokios miRNR vadinamos mirtronais) ir
baltymy nekoduojanciy geny egzoninése ir introninése dalyse, bet ir
transpozoninése DNR sekose bei pasikartojan¢iuose genomo elementuose
[Lee, 2013]. miRNR geny jvairovei didelés jtakos turéjo geny duplikacijos,
kurios nulémé MIR geny klasterinj iSsidéstyma ir policistroning pirminiy
transkripty strukttra [Kim ir kt., 2006].

Kanoniné miRNR biogenezé skirstoma j zemiau pateiktus etapus ir
vaizduojama 1.5 pav.:

e pri-miRNR — pirminis miRNR transkriptas, kurio transkripcija
vykdo RNR polimerazé Pol II, pagrindiné baltymus koduojanéiy geny
polimerazé. Kelis Simtus nukleotidy siekiantis transkriptas yra labai panasus
1 iRNR transkriptus, nes 5° gale yra kepuré, o 3° galas poliadenilintas.
Pasikartojan¢ios, daznai prieSingai iSsidés¢iusios MIR sekos nulemia pri-
miRNR transkriptams biidingg plauky segtuko antring struktiira (angl.
hairpin). Tokias struktiiras atpaZjsta ir j ,,pavienius smeigtukus® skelia
branduolio mikroprocesorius, sudarytas i§ nukleazés Pasha ir pagalbinio
baltymo DGCRS, dar vadinamo Drosha.

e pre-miRNR - tarpinis plauky segtuko formos ~60-70 nt ilgio
miRNR brendimo produktas, atskeltas Pasha/Drosha komplekso. Pre-
miRNR tolimesniam brendimui i§ branduolio j citoplazma pernesa baltymas
Eksportinas-5.
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e mIiRNR dupleksas — miRNR brendimo produktas, kuris
susiformuoja nukleazei Dicer citoplazmoje nuskeliant smeigtuko galvute
Eksportino-5 pernestai pre-miRNR. miRNR dupleksa sudaro dvigrandininé
~22 nt ilgio RNR molekulé, kurig iSvyniojus viena seka pasirenkama ir gali
jungtis | geny raiska slopinantj nukleoproteininj kompleksa RISC (angl.
RNR-induced silencing complex).

e subrendusi miRNR - viengrandininé miRNR seka, kartu su
Argonauty Seimos baltymais sudaranti RISC nukleoproteininj kompleksa.
Nepasirinkta seka (angl. passenger) paprastai suskaidoma, bet tikslus
miRNR grandinés pasirinkimas néra iki galo iSaiskintas [Willard ir
Koochekpour, 2012].

Priklausomai nuo lgstelés tipo, tam tikros riisies miRNR ar jos
reguliaciniy mechanizmy, miRNR gali susidaryti ir alternatyviu,
nekanoniniu, bidu. Nekanoninei miRNR biogenezei daZniausiai triiksta
kurio nors baltymo, dél to kelias vadinamas atitinkamai nuo to baltymo
priklausomu ar nepriklausomu. Pavyzdziui, miRNR susidarant i§ iskirpty
introny (jau minéti mirtronai), susidariusi struktiira yra panasi j pre-miRNR,
kurig atpazjsta Eksportinas-5 ir Dicer, taigi miRNR brgsta nuo Drosha
nepriklausomu btidu [Lee, 2013].

1.2.2. miRNR veikimo mechanizmai

miRNR geny raiska veikia prisijungdamos prie netransliuojamo iRNR
transkripto 3’ galo ir inicijuodamos taikinio kirpima arba slopindamos jo
transliacijag. miRNR ir baltymy komplekso prisijungimas prie iRNR gali
veikti ir kaip tiesioginé kliiitis, trukdanti jungtis ribosomoms ir vykdyti
baltymy transliacijg, ir kaip Zymé transkripto ,nukepurinimui® ir po to
sekanc¢iam suskaldymui. Konkreciu atveju miRNR aktyvumas priklauso nuo
2-8 nt reguliacinio regiono sekos (angl. seed region) ir taikinio atitikimo
(komplementarumo) lygio: kuo didesnis atitikimas, tuo didesné tikimybé,
kad RNR transkriptas bus kerpamas [Willard ir Koochekpour, 2012; Goodall
ir kt., 2013] (1.5 pav.).

miRNR reguliacija yra labai sudétingas procesas. Esant nepilnam
atitikimui, viena miRNR turi daugybg taikiniy, o prie vieno iRNR
transkripto gali jungtis daug miRNR [Bartel, 2009]. Parodyta, kad
svarbiausius Igsteléje vykstanCius procesus valdanciy geny transkripcija yra
daug aktyvesné nei transliacija. Vadinasi, lgstelé neeikvoja energijos tuo
metu nereikalingy baltymy sintezei ir/ar suardymui, o susikuria savotiska
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bufering sistemg, kurioje svarby vaidmenj transkripty lygmenyje atlieka
mMiRNR [Tong ir Nemunaitis, 2008].

Transkripcija
(RMR polimerazeé II)
| pri-miRNR

Pasha /
Drosha

Branduolys E

pre-miRNR

Subrendusi
miRNR
RISC komplekse

Transliacijos slopinimas
Citoplazma E Dicer P ﬁ | RNR
mIRNR H“"‘*-g. iRMNR klrplmas
pre-miRNR
dupleksas =

1.5 pav. miRNR biogenezé (pritaikyta pagal Goodall ir kt., 2013).

Eksportinas 5

Nors jungimasis prie netransliuojamos iIRNR 3¢ srities laikomas
pagrindiniu mechanizmu (1.6A pav.), galimi ir kiti miRNR prisijungimo ir
veikimo biidai. Esant seky atitikimui, RISC kompleksas gali jungtis ir kitose
vietose: transkripto atviro skaitymo rémelyje, 5° netransliuojamoje
transkripto dalyje ar net geno promotoriuje. Tokiais atvejais miRNR
nebiitinai atlieka geno raiSkos slopinimo funkcija, bet, pavyzdziui,
jungdamasi prie promotoriaus gali konkuruoti dél prisijungimo vietos su
transkripcija slopinanciais baltymais ir tokiu biidu paskatinti geny raiska
[Place ir kt., 2008]. Kad jungtysi prie promotoriaus, miRNR turi buti
branduolyje, ir eksperimentiskai toks MiRNR pernesimas atgal j branduolj
yra parodytas [Hwang ir kt., 2007]. Jungdamasi prie 5° netransliuojamos
transkripto dalies, miRNR gali ir skatinti, ir slopinti transkripto transliacija
(1.6B pav.), o jungdamasi atviro skaitymo rémelyje transliacijg slopina (1.6C
pav.). Kai kurios miRNR geba sgveikauti su reguliaciniais baltymais, pvz.,
FXR1 (nuo angl. Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1),
ir tokiu biidu aktyvinti taikinio raiska (1.6D pav.).
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1.6 pav. Galimi miRNR veikimo mechanizmai, kai miRNR ir baltymai (RISC
kompleksas) jungiasi prie transkripto (A) 3’ galo netransliuojamos srities (3°UTR),
(B) 5‘°UTR srities, (C) atviro skaitymo rémelyje ir (D) 3°URT, bet ne slopina
transkripto transliacija, o ja aktyvina. M7Gppp — 5° gale esanti ir transkripta
apsauganti ,.kepuré* (pritaikyta pagal Ling ir kt., 2013).

1.2.3. miRNR ir vézys

Netrukus po miRNR atradimo buvo i$siaiskinta, kad tam tikry miRNR raiska
vystantis véziui padidéja, kity sumazéja, o miRNR raiskos profilis yra
specifinis vézio tipui bei priklauso nuo naviko histologinio tipo, stadijos, ir
kt. miRNR, kuriy raiska iSauga daugumos lokalizacijy vézio atvejais, imtos
vadinti onkogeninémis miRNR arba onkomiR, o miRNR, kuriy raiska
sumazéja — naviko augimg slopinanciomis [Gambari ir kt., 2016], o lasteléje
vykstantys procesai buvo priskirti jy reguliacijai (1.7A pav.) [Staehler ir kt.,
2012; Walter ir kt., 2013]. Atlikus daugiau tyrimy paaiskéjo, kad ryskios
ribos brézti negalima, nes tos pacios miRNR, priklausomai nuo vézio tipo,
gali biiti ir skatinancios, ir slopinancios kancerogeneze (pvz., priklausancios
MiR-17-92 klasteriui). Sis fenomenas kartais vaizduojamas yin yang modeliu
(1.7C pav.) [Tong ir Nemunaitis, 2008]. Priklausomai nuo sutrikusios
mMiRNR funkcijos tam tikro vézio atveju, siiloma daugybé miRNR
panaudojimo bady gydymui (1.7B pav.). Onkogenines miRNR sitiloma
slopinti miRNR antagonistais, mazomis inhibuojan¢iomis molekulémis ar
dirbtinémis RNR molekulémis — miRNR kempinémis (angl. miRNA
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sponges), turin¢iomis daug miRNR prisijungimo viety ir geban¢iomis
konkurencingai atitraukti miRNR nuo taikiniy, arba uZdengian¢iomis
taikinio vietas (angl. miRNA mask). Padidinti naviko augima slopinanciy
miRNR raiSkg galima naudojant identiskas sintetines miRNR — miRNR
mimikus — ar taikant geny terapija [Gambari ir kt., 2016].

Onkogeninégs miRNR Naviko augimg
(onkomiR) slopinancios miRNR
Progresija C Naviko augima
o N slopinanéios
Epitelinis-mezenchiminis
virsmas (EMT)
Metastazeés Jet-7 family
Atsparumas vaistams mir-15a, 16-1
mir-17-92
mir-34a
mir-143,-145
B mazos inhibuojanéios

molekulés miRNR prisijungimo
viety uzdengimas

miRNR antagonistai mir-221.-222

miRNR

kempinés \
onkomiR @

miRNR
mimikai

Onkogeninés

naviko augimag
slopinancios
miRNR

geny terapija

1.7 pav. miRNR ir vézys. Dvejopos miRNR funkcijos vystantis véziui (A); miRNR
biologinio aktyvumo atstatymo ir panaudojimo gydymui biidai (B) (pritaikyta pagal
Gambari ir kt., 2016).

Vystantis véziui miRNR raiska gali buti pakei¢iama daug skirtingy budy:

e  Chromosomy aberacijos — didziausia jtaka miRNR raiSkai daranti
pazaida. Nustatyta, kad apie pusé MIR geny yra iSsidéste su veéziu
siejamuose, nestabiliuose genomo regionuose, kuriuose yra ,,lazios* sritys,
vyksta virusy (pvz., Zmogaus papilomos Viruso) integracija, prarandamas
heterozigotiSkumas ir kt. [Callin ir kt., 2004]. Dazni ir geny skaiciaus
poky¢iai (CNV, nuo angl. copy number variation), kai priklausomai nuo
vézio tipo ir miRNR nustatoma MIR geny amplifikacija arba delecija.
Pavyzdziui, plau¢iy vézio atveju randama daugiau onkogeniniy miRNR
(miR-21, miR-17, miR-155) geny kopijy [Czubak ir kt., 2015]. Ir prieSingai,
leukemijy atveju daznai nustatoma 13q14 lokuso ir jame esanc¢iy miR-15/16
delecija [Lovat ir kt., 2018].
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e mMiRNR brendimo poky¢iai taip pat nustatomi daugelyje vézio
atvejy. Tarp véziniy ir sveiky Igsteliy nenusta¢ius miRNR transkripcijos
poky¢iy, bet radus reikSmingai maziau subrendusiy miRNR, sumazéjimas
buvo susietas su DROSHA praradimu [Thomson ir kt., 2006]. Plauéiy vézio
atveju sumazejes Dicer aktyvumas 1émé mazesne let-7 raiSka [Karube ir kt.,
2005], ir atvirksciai, tiriant onkogenines miRNR buvo rasta daugiau miRNR
brendimui reikalingy DICER1 ir DROSHA geny kopijy [Czubak ir kt.,
2015].

e  Sutrikusi epigenetiné reguliacija taip pat labai svarbi, nes iki 50 %
MIR geny siejama su CpG salomis ir DNR metilinimu [Saestrom ir kt.,
2007]. Pakitus DNR metilinimui, kei¢iasi miRNR geny raiska: plauciy vézio
atveju nustatyta iSaugusi miR-21 raiska, susieta su tos srities hipometilinimu,
o plauciy, krities, gaubtinés zarnos navikuose radus miR-124a raiskos
sumazéjimg, nustatytas MiIRNR ar miRNR geno-Seimininko (angl. miRNA
host gene) promotoriaus hipermetilinimas.

1.2.4. Organizmo skys¢iy miRNR ir vézys

Kaip jau minéta, miRNR raiskos profilis ne tik yra specifinis audiniui, bet ir
kei¢iasi priklausomai nuo fiziologiniy salygy ir ligy, pvz., prostatos vézio,
taip pat priklauso nuo ligos agresyvumo bei kinta ligai progresuojant
[Nguyen ir kt., 2013; Watahiki ir kt., 2013]. Susidoméjimas miRNR Zenkliai
padidéjo iSsiaiSkinus, jog véziui specifiniai miRNR raiskos poky¢iai gali biti
nustatomi kiino skys¢iuose. Manoma, kad miRNR uZlgstelinéje aplinkoje
randamos ne atsitiktinai, o veikia kaip signalinés molekulés, nes yra
specialiai i$skiriamos vieny ir paimamos kity Igsteliy [Lee, 2013]. Nepaisant
to, kad miRNR yra ribonukleortigstys, Sios molekulés yra labai stabilios, nes
apie 90 % miRNR yra susijungusios su baltymais (Ago2, HDL ir kt.) [Zhu ir
Fan, 2011], o apie 10 % miRNR cirkuliuoja supakuotos j mazas pisleles,
pvz., egzosomas. Dél Siy priezas¢iy miRNR iSlieka atsparios nukleaziy
poveikiui ir yra randamos jvairiuose organizmo skysc¢iuose [Weber ir kt.,
2010].

Prostatos vézio atveju miRNR tyrin¢jamos tokiuose organizmo
skysciuose kaip kraujas [Selth ir kt., 2012; Cheng ir kt., 2013; Nguyen ir kt.,
2013; Huang ir kt., 2015], Slapimas [Corcoran ir kt., 2014; Stuopelyte ir kt.,
2016a; Stuopelyte ir kt., 2016b] ar prostatos iSskyros [Guzel ir kt., 2015]. Jau
yra tyrimy, demonstruojanéiy Slapimo miRNR diagnosting, prognosting
verte bei panaudojimg atsako j gydymg prognozavimui ir terapijai [Xiao ir
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kt., 2013; Balacescu ir kt., 2017], todél slapime esancios miRNR yra labai
tinkamas zymuo PV tyrimams.

1.3. Androgeny receptorius

1.3.1. Androgeny receptoriaus atsako kelias

Didzioji dalis androgeniniy steroidy sintetinami séklidése ir tik nedidelé
dalis —antinks¢iy liaukose [Feng ir He, 2019]. Vienas pagrindiniy
androgeniniy hormony Yyra testosteronas, i§ kurio Sa-reduktazé sintetina
dihidrotestosteronag (DHT, angl. dihydrotestosterone) [Schmidt ir Tindall,
2011]. Sie ir kiti hormonai gali jungtis su androgeny receptoriais (AR). DHT
biudingas didesnis giminingumas AR, dél to tokiam paiam geny
transkripcijos iniciavimui uztenka mazesnio hormono kiekio [Lonergan ir
Tindall, 2011].

AR yra 110 kDa baltymas, priklausantis branduolio steroidiniy receptoriy
Seimai, po aktyvacijos veikiantis kaip transkripcijos veiksnys [Lonergan ir
Tindall, 2011; Huang ir kt., 2018]. Kai citplazmoje néra ligandy (hormony),
AR saveikauja su kar$¢io Soko baltymais (HSP, angl. heat-shock proteins)
[Feng ir He, 2019], ir tokio komplekso sudétyje yra neaktyvus. Taéiau
ligandui prisijungus prie AR, i§ komplekso pasalinamas HSP, ir AR tampa
aktyvus [Maughan ir Antonarakis, 2015; Huang ir kt., 2018]: jvyksta
konformaciniai poky¢iai, AR homodimerizacija ir AR-ligando kompleksai
perneSami } branduolj [Darshan ir kt., 2011]. Branduolyje AR jungiasi prie
androgeny atsako elementy (ARE, angl. androgen response elements) —
specifiniy DNR sri¢iy, dazniausiai esanCiy androgeny reguliuojamy geny
promotoriuose. AR-DNR kompleksai pritraukia jvairius papildomus
aktyvinancius veiksnius (angl. coactivators) ir inicijuojama transkripcija (1.8
pav.) AR atsako kelias yra biitinas normaliai prostatos lastelés veiklai, nes
jam sutrikus paveikiama ne tik su androgenais susijusiy geny, tokiy kaip
PSA, raiska, bet ir raiska kity geny, susijusiy su lastelés augimo, dalijimosi,
migracijos bei ilgaamziskumo procesais [Andersen ir kt., 2010; Lonergan ir
kt. Tindall, 2011; Huang ir kt., 2018].

29



— O Testosteronas

ngando
prisijungimas
Dimerizacija

Papildomi
aktyvinantys

veiksniai

Jungimasis
prie DNR

Androgeny atsako
elementai (ARE)

Lasteles biologinis atsakas

1.8 pav. Androgeny receptoriaus (AR) atsako kelias (pritaikyta pagal Feldman ir
Feldman, 2001). Visi paaiskinimai tekste, i§skyrus SHBG — baltymas, i§ kepeny
krauju pernesantis lytinius hormonus ir palaikantis juos neaktyvioje formoje (angl.
Sex hormone binding globulin).

1.3.2. Androgeny receptoriaus variantai

AR variantai (AR-V) - alternatyvaus splaisingo metu i§ AR geno
susidarantys transkriptai ir baltymo formos. Atliekant AR baltymo
imunoanalize¢, AR-V buvo matomi kaip mazesnés molekulinés masés juostos
[Gregory ir Wilson, 2001]. Atlikus detalia analize, paaiskéjo, kad Sios
baltymo formos neturi ligando prisijungimo domeno (LBD nuo angl. ligand
binding domain), issidés¢iusio 5-8 egzonuose [Gregory ir Wilson, 2001,
Tepper ir kt., 2002]. Nesant LBD, AR-V yra nuolat aktyvis ir yra siejami su
atsparumu vaistams, nukreiptiems prieS AR atsako kelig [Antonarakis ir kt.,
2014]. Vietoje jprastos nepakitusio AR-FL (angl. full length AR) transkripto
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sekos, AR-V turi ,slaptus® arba kryptinius egzonus (CE, nuo angl. cryptic
exon), kurie yra lokalizuoti AR geno introninése dalyse ir paprastai j
iprastinio AR-FL seka nepatenka, nes yra iSkerpami (1.9A pav.). Dabar
nustatyta apie 20 unikaliy AR-V transkripty, kurie skiriasi savo CE arba jy
i§sidéstymu (1.9B pav.).

A AR: Xq11-12
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1.9 pav. Androgeny receptoriaus (AR) geno ir AR transkripty varianty (AR-V)
strukttira. (A) Viso ilgio AR geno schema, kurioje pagal hgl9 Zmogaus genomo
anotacija pazyméti jprasti (balti sta¢iakampiai) ir kryptiniai egzonai (pilki ir spalvoti
sta¢iakampiai); (B) AR-V nomenklatiira ir egzoniné sudétis (pritaikyta pagal Lu ir
Luo, 2013).

1.3.3. AR-V ir kastracijai atsparus prostatos vézys (KAPV)

KAPV vystymosi metu AR atsako kelias islieka vienu svarbiausiy
reguliaciniy mechanizmy. Medicinine ar medikamentine kastracija apribojus
androgenus organizme, PV lastelése nebegali veikti prostatos lastelei
gyvybiskai svarbus AR atsako kelias ir kurj laikag PV vystymasis sulétgja.
Lastelés patiria genetin] spaudima, orientuotg j AR atsako kelig aktyvinanciy
mutacijy palaikyma, todél KAPV daznai nustatoma AR geno amplifikacija ir
mutacijos reguliaciniuose AR baltymo domenuose (pvz., ligando
prisijungimo domene, LBD), dél kuriy AR atsako kelias veikia ir nesant
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androgeny. Dabar didelis démesys skiriamas AR variantams, kurie
alternatyvaus splaisingo metu susiformuoja be LBD veikia ne tik be
androgeny, bet ir yra visada aktyviis.

Esant androgeny, PV lasteléje veikia kanoninis AR atsako kelias. Atsakui
reikalingi androgenai auksCiau aprasytu biuidu jungiasi prie AR, AR
dimerizuojasi, keliauja j branduolj ir aktyvindamas atsako kelio geny
transkripcija skatina Iastelés iSgyvenamuma, dauginimasi ir PSA sinteze
(1.10A pav.). Nauji vaistai yra nukreipti prieS AR atsako kelig: abiraterono
acetatas (AA) slopina androgeny sinteze, o enzalutamidas (ENZ) blokuoja
androgeny prisijungimg prie AR. AR nebegali dimerizuotis, nebepatenka |
branduolj, o AR atsako kelias blokuojamas, dél to sustoja lastelés augimas,
sumazéja PSA sekrecija, lastelése vyksta apoptozé (1.10B pav.). AR-V
zenkliai sumazina AA ir ENZ efektyvuma, nes veikdami be androgeny
dimerizuojasi tarpusavyje arba jungiasi su AR-FL ir pateke j branduolj ne tik
palaiko kanoninj AR atsako kelig, bet ir skatina PV lgsteles dalintis dar
sparciau (1.10C pav.).
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1.10 pav. Atsparumas vaistams, blokuojantiems androgeny receptoriaus (AR) kelia,
ir nulemtas AR varianty (AR-V). AR atsako kelias, jprastai veikiantis prostatos

vézio lgsteléje (A), slopinamas vaisty (abiraterono acetato ir enzalutamido) (B) ir
AR-V nulemtas atsparumas vaistams (pritaikyta pagal P. S. Nelson, 2014).

Jungimosi prie
DNR domenas
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1.3.4. Tirtyjy AR-V charakteristikos

Nors nustatyta apie 20 AR-V, daugiausiai tyrimy atlikta su AR-V1, AR-V3,
AR-V7, AR-V9 ir AR-V12 (dar zinomo kaip AR"®™®). Jie klinikingje
medziagoje nustatomi dazniausiai ir randami RNR bei baltymy lygmenyje.

e AR-V7 yra placiausiai analizuojamas AR-V, nes daznai randamas
klinikinéje KAPV medZiagoje ir seniausiai siejamas su atsparumu gydymui
[Lu ir kt., 2013]. AR-V7 sudarytas i§ 3 jprasty ir kryptinio egzono CE3.
Palyginus PV lasteliy linijy 22Rv1 ir VCaP citoplazmos ir branduolio
baltymy ekstraktus, AR-V7 buvo aptiktas abiejuose i§ jy. Taip pat AR-V7
buvo rastas branduolyje nepriklausomai nuo androgeny buvimo, kas
patvirtina jj esant nuolat aktyvy [Hu ir kt., 2009]. Naujausi tyrimai rodo, kad
navikai, kuriuose vyksta AR-V7 sintezé, turi daug daugiau pazaidy DNR
reparacijos sistemos genuose, dél to yra imlesni imunoterapijai [Boudadi ir
kt., 2018].

e AR-V1 susidaro po AR geno treCio egzono prisijungus CEI
kriptiniam egzonui. AR-V1 buvo nustatytas kauly metastazése, pirminiuose
PV navikuose ir nenavikiniame prostatos audinyje [Armstrong ir Gao, 2019].
AR-V1 baltymas dazniausiai randamas citoplazmoje, todél palyginus su
kitais AR-V, kurie randami branduolyje ir yra visada aktyvis, AR-V1
aktyvus tik tam tikromis sglygomis ir greiCiausiai vienas pats negeba
inicijuoti transkripcijos. Nustatyta, kad AR-V1 gali ir homodimerizuotis, ir
sudaryti heterodimerus su AR-V7 ar AR-FL [Zhan ir kt., 2017]. Pastebéta,
kad jungiantis j dimerg su AR-V7, ligando (androgeny) buvimas néra
reikalingas, taciau kai jy esama, dimerizacija pagreitéja. Taip pat pastebéta,
kad Igsteléje esant androgenams AR-V1 mazino AR-FL patekima j branduolj
ir slopino AR-V7 transaktyvacija. P.A. Watson tyréjy grupé [Watson ir kt.,
2010] nustaté, kad vykstant AR-V1 ir AR-V7 raiSkai lgstelés auga léciau,
negu esant tik AR-V7. Abi mokslininky grupés padaré iSvada, kad AR-V1
yra vyraujantis-neigiamas AR-V, ir reikalingi tolimesni funkciniai tyrimai.

e  AR-V3 turi du kriptinius egzonus: CE3 issidéstes tarp 2 ir 3 egzono,
0 CE1 yra transkripto gale. AR-V3 nustatomas kartu su AR-V7 ir AR-V9
[Kallio ir kt., 2018] ir yra susietas su abiraterono acetatu gydomy KAPV
ligoniy trumpesniu iSgyvenamumu be progresijos [Kohli ir kt., 2017].
Tyrimai rodo, kad KAPV ligoniy cirkuliuojanciose vézio lastelése AR-V3
randamas dazniau nei AR-V7 [Da Laere ir kt., 2017].

e  AR-V9 turi kriptinj egzong CES5, kuris §iame AR-V yra i$sidéstes po
AR geno 3 egzono. Naudojant pries AR-V7 nukreiptas siRNR, kartu buvo
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nuslopinta ir AR-V9 raiSka, kas rodo Siy transkripty kriptiniy egzony seky
panaSumg [Kohli ir kt., 2017]. Nors AR-V9, kaip ir AR-V1, aktyvus tik tam
tikromis salygomis, taCiau padidinus jo raiSkg skatinamas nuo androgeny
nepriklausomas AR transkripcinis aktyvumas net ir veikiant ENZ. Taip pat
nustatyta, kad KAPV ligoniams, kuriy biopsijose, paimtose prie§ pradedant
gydymg AA, buvo rastas didZiausias AR-V9 Kkiekis, pasireiské pirminis
atsparumas gydymui [Kohli ir kt., 2017]. Taciau yra ir prieStaringy tyrimy,
pavyzdziui, S.Q. To su kolegomis [To ir kt., 2018] jokios reiksmingos
sgsajos tarp kraujyje esanCiy AR-V7 bei AR-V9 ir atsako j gydyma
nenustate.

e AR-V12, arba ARY*®"® neturi kriptiniy egzony, nes §is transkriptas
susidaro alternatyvaus splaisingo metu praleidus 5, 6 ir 7 egzonus ir 4
egzonui iskart jungiantis su 8 egzonu. AR-V12 visada aktyvus, jo raiSka
daznai nustatoma KAVP ksenograftuose ir metastazése [Hu ir kt., 2011;
Zhang ir kt., 2011] bei rasta padidéjusi ENZ atspariuose ksenograftuose
[Cao ir kt., 2014]. Transgeninéms peléms, kuriose buvo paskatinta AR-V12
sintezé, labai anksti buvo nustatyta hiperplazija ir | aplinkinius audinius
i$plite navikai [Liu ir kt., 2013].
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2. MEGINIAI IR METODAI
2.1.  Ligoniai ir méginiai
2.1.1. Prostatos véziu sergantys ligoniai

Prostatos audiniy rinkimas miRNR analizei. Prostatos audiniy ir §lapimo
méginiai buvo surinkti i§ 237 PV sergan¢iy ligoniy, kuriems buvo atliktas
PSA testas, prostatos biopsija ir radikali prostatektomija (RP). | tyrima
jtraukti ligoniai buvo gydyti Vilniaus universiteto ligoninés Santaros kliniky
(VULSK) Urologijos skyriuje nuo 2008 m. sausio mén. iki 2014 sausio mén.
Palyginimui S$lapimas buvo surinktas i§ 23 asmeny, Kuriems nustatyta
gerybiné prostatos hiperplazija (GPH), ir 62 asimptomatiniy kontroliniy
asmeny — PV neserganciy vyry, kuriy serumo PSA koncentracija nevirsija
3 ng/mL. Tyrimui buvo gautas Lietuvos bioetikos komiteto leidimas (2007-
11-23 Nr. 50 ir 2011-09-07 Nr. 6B-11-275), o dalyvaujantys tyrime asmenys
buvo informuoti apie tyrimo eiga ir pasirasé¢ sutikima dalyvauti. Sis tyrimas
buvo didesnés 2008 m. inicijuotos biozymeny paiesSkos studijos dalis, todél
méginiai rinkti ir ruosti remiantis standartizuota, anks¢iau aprasyta metodika
[Sabaliauskaite ir kt., 2012; Daniunaite ir kt., 2014].

Navikiniai (>70 % véziniy lasteliy, PV+) ir nenavikiniai (0 % véziniy
lasteliy, PV-) audiniai buvo atrinkti po histopatologinés analizés
[Sabaliauskaite ir kt., 2012; Daniunaite ir kt.,, 2014] ir perduoti
molekuliniams genetiniams tyrimams. miRNR raiskos tyrimas buvo atliktas
naudojant 72 skystame azote uzSaldytus prostatos audinius (56 PV+ ir
16 PV-): visuminé miRNR raiSkos analizé buvo atlikta 42 PV+ ir 12 PV—,
0 atrinkty miRNR validavimas — 42 PV+ ir 12 PV— audiniuose (2.1 pav.).

Biochemine ligos progresija (BCR) buvo patvirtinama, kai dviem i§ eilés
matavimais nustatyta >0,2 ng/mL ir didéjanti PSA koncentracija kraujyje. I$
56 PV+ atvejy duomenys apie ligos eiga (angl. follow-up) buvo Zinomi 55
asmenims (98,2 %), i§ kuriy BCR pasireiSké 18 (32,7 %). Sulietinio
transkripto TMPRSS2-ERG tyrimai buvo atlikti Zmogaus genomo tyrimy
laboratorijoje dr. Rasos Sabaliauskaités ir publikuoti anksciau
[Sabaliauskaite ir kt., 2012; Demidenko ir kt., 2015]. Issamis klinikiniai-
patologiniai duomenys (naviko stadija, Gleason balas ir kt.) pateikti 2.1
lenteléje.
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Prostatos audinys

Méginiai Metodai Pakartojimai mMiRNR sk.
8
£ _ 754 subrendusios
3 | 42 PV+ #mogaus MiRNR
" > 12 PV-
2a
R © TLDA gardelés:
I _J Human MicroRNA A+B Cards Set v3.0
2 &=
1
a3
N
- 54 PV+ ‘ 18 miRNR — i$
2 12 PV- pirminés analizés
2 -
3N
= Pagal uzsakymg kurtos

TLDA gardelés

=
c -4 - .
S w Slapimo nuosédos
.g 1’ .
g 143 PV1
ES 23 GPH
e < 4 miRNR — i miRNR
w P raiskos analizés
S 7 audinyje
S 7
o AT-kPGR
27 72 PV2
- | 62 AK

2.1 pav. miRNR tyrimo schema. miRNR raiska vertinta navikiniuose ir
nenavikiniuose prostatos vézio audiniuose (PV+ ir PV-, atitinkamai) ir PV bei
kontroliy $lapime. GPH — gerybiné prostatos hiperplazija, AK — sveiki asmenys,
TLDA — mazo tankio TagMan gardelés, AT-KPGR — kiekybiné atvirk$tinés
transkriptazés PGR.

Slapimo méginiy rinkimas miRNR analizei. miRNR tyrimui §lapimas
buvo surinktas i$ dviejy nepriklausomy PV serganciy ligoniy ir kontroliniy
asmeny imciy:

1. Slapimas, rinktas kateterizuojant PV ligoniy $lapimo piisle pries
operacija, palygintas su tokiu pat biidu rinktais tiriamyjy, kuriems nustatyta
GPH, méginiais: PV1 (N = 143) vs. GPH (N = 23). Duomenys apie PV ligos
eiga vidutiniskai buvo rinkti 2,7 m. ir buvo zinomi 91,6 % atvejy (131/143);

2. Prie§ operacija surinkti Slapimo méginiai palyginti su rutininiams
tyrimams rinktu asimptomatiniy kontroliniy asmeny $lapimu: PV2 (N = 72)
vs. AK (N = 62). Informacija apie $ios imties ligoniy PV2 eiga buvo zinoma
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75 % atvejy (54/72) ir vidutiniskai buvo 1,0 m. AK amziaus vidurkis buvo
63,3 m. ir atitiko PV1 ir PV2 iméiy amziy. Detali informacija apie visas
minétas imtis pateikta 2.1 lenteléje.

PV serganciy ir kontroliniy asmeny Slapimo méginiai buvo apdoroti
vienodai: ~30 mL Slapimo buvo 15 min centrifuguota 1000 rpm 4 °C
temperatiiroje. Centrifugatas paSalintas, palickant apie 2 mL skyscio.
Nuosédos du kartus praplautos, resuspenduojant PBS ir laikytos —80 °C
temperattroje.
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2.1 lentelé. Ligoniy, serganciy prostatos véziu (PV), gerybine prostatos hiperplazija
(GPH) ir asimptomatiniy asmeny (AK) klinikinés-patologinés charakteristikos

Audiniai (N = 72) Slapimas (N = 300)
Rodiklis PV+ PV_ PV1 PV2 GPH AK
(N=56) | (N=16) (N=143) (N=72) | (N=23) | (N=62)
g | Vidurkis £ 61,6409 | 62006 | 61406 | 61,7+09 | 742414 | 633+12
2 | SEM,m.
£
< | Intervalas,m. | 4873 53-70 4274 41-73 59-83 30-81
6: N (%) 20 (35,7) - 75(524) | 15(20,8) -
o[> N®) 36 (64,3) - 68 (47.6) | 56 (77,8) -
Nez.; N (%) - - - 1(14) -
[ <G+auN (%) | 49(875) - 118 (82,5) | 53(73.6) -
£ o[ =@BN®) | 70125 - 10(7,0) | 18(25,0) -
e Nez.; N (%) - 15 (10,5) 1(1,4) -
<2;N (%) 38 (67.9) 112 (783) | 55(76.4)
B 3N %) 18 (32.1) - 31(2L7) | 16 (22.2) N
Nez.; N (%) - - 1(14)
o | TapN () | 18(321) 26(182) | 9(12,5)
O [NerN(%) 37 (66,1) - 105 (734) | 45(62.5) -
Nez.; N (%) 1(18) 12(84) | 18(250)
Vidurkis 10,8 £
o | SEmingmL e 66+18 | 97+10 | 8509 | 7,813
o Q| Intervalas, 28842 | 26170 | 01842 | 23380 | 08281
n ng/mL
Nez.: N (%) 2 (36) - 320 - 2(8,7)
Taip; N (%) 37 (66,1) 56 (39,2) | 16(22,2)
|”_-J Ne; N (%) 19 (33,9) - 41(28,7) | 10(13.9) -
Nez; N (%) - 46 (32,2) | 46 (639)
Teigiamas;
£ N 22 (39,3)
& 57 | Neigiamas;
2 N 34 (60,7) - - - -
O "Nez: N (%)

Santrumpos: AK — asimptomatinés kontrolés; BCR — biocheminé ligos progresija; G
— Gleason balas; I8sk. G — pagal ISUP sistema iSskirstytas Gleason balas; Nez. —
nezinoma; pT — naviko stadija; PV+ navikinis prostatos audinys; PV— nenavikinis
prostatos audinys; SEM - standartiné vidurkio paklaida; T-E —TMPRSS2-ERG
sulietinio transkripto statusas.

Prostatos audiniy rinkimas AR transkripty analizei. Prostatos
audiniai AR transkripty analizei buvo atrinkti i§ anksciau apraSyty PV1 ir
PV2 imciy. IS viso AR transkripty raiSka vertinta 112 prostatos audiniy
méginiuose (100 PV+ ir 12 PV-);, detalios klinikinés-patologinés
charakteristikos pateiktos S1 priedy lenteléje. IS 98 PV ligoniy (98 %), kuriy
duomenys apie ligos eiga buvo zinomi (mediana 30,5 mén.), 27 ligoniams
buvo diagnozuota biocheminé ligos progresija (27,6 %).
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2.1.2. Kastracijai atspariu prostatos véziu sergantys ligoniai

Méginiy rinkimas AR transkripty analizei. Kraujo ir $lapimo méginiai
buvo renkami i§ 102 kastracijai atspariu prostatos véziu (KAPV) serganciy
ligoniy nuo 2017 m. vasario iki 2018 lapkri¢io mén. Abiraterono acetatas
(AA) buvo paskirtas kaip pirmos eilés vaistas 88 ligoniams ir 14 ligoniy —
kaip antros eilés vaistas po docetakselio. Kraujas buvo renkamas j PAXgene
Blood RNA Tubes mégintuvélius prie§ pradedant gydyma AA (AA-0) ir ligai
progresavus arba dukart kas 6 mén., jei atsakas | gydyma yra geras. Ligos
progresija buvo laikoma, jei buvo tenkinami bent 2 i§ 3 kriterijy: biocheminé
arba radiologiné ligos progresija ir/arba stebimas bendras klinikinés buklés
pablogéjimas. Palyginimui buvo surinktas kraujas i§ 14 atitinkamo amziaus
asimptomatiniy kontroliniy asmeny (amziaus mediana 63,0 m.). Tyrimui
buvo gautas Lietuvos bioetikos komiteto leidimas (Nr. 158200-17-874-411),
o ligoniai pasiras¢ sutikimg dalyvauti tyrime. Detalios klinikinés-patologinés
KAPV charakteristikos pateiktos 2.2 lenteléje.
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2.2 lentelé. Ligoniy, serganCiy kastracijai atspariu prostatos véziu (KAPV) ir

itraukty | androgeny transkripty tyrima kraujyje, klinikinés-patologinés
charakteristikos

Rodiklis Verté
KAPV ligoniai, N 102
AmZiaus mediana PV diagnozés metu, m. (IQR) 67,9 (11,1)
Amziaus mediana KAPV diagnozés metu, m. (IQR) 75,4 (11,4)
ISUP grupé (biopsijos medZiaga)

<2; N (%) 57 (55,9)

3; N (%) 11 (10,8)

>4; N (%) 25 (24,5)

Nezinoma; N (%) 9 (8,8)
Naviko stadija (biopsijos medziaga, cT)

<2; N (%) 33(32,4)

>3; N (%) 65 (63,7)

Nezinoma; N (%) 4(3,9)
Radikalus gydymas

Taip; N (%) 41 (40,2)

Ne; N (%) 59 (57,8)

Nezinoma; N (%) 2(2,0)
Teigiamo atsako j ADT mediana, mén. (IQR) 40,0 (73,5)
Kauly metastazés pries AA

Taip; N (%) 87 (85,3)

Ne; N (%) 15 (14,7)
Visceralinés metastazés pries AA

Taip; N (%) 10 (9,8)

Ne; N (%) 92 (90,2)
Metastazés limfmazgiuose pries AA

Sritiniuose, N (%) 31 (30,4)

Ne sritiniuose, N (%) 21 (20,6)

Abiejuose, N (%) 16 (15,7)

Nebuvo, N (%) 66 (64,7)
Metastatinés ligos apimtis

Didelé, N (%) 38 (37,3)

Maza, N (%) 64 (62,7)
PSA prie§ AA mediana, ng/mL (IQR) 39,4 (80,0)
Gydymas AA

I eilés; N (%) 88 (86,3)

11 eilés (po DTX); N (%) 14 (13,7)
PFS mediana, mén (IQR) 8,9 (7,3)
Mirtis

Taip; N (%) 56 (54,9)

Ne; N (%) 45 (44,1)
OS mediana, mén. (IQR) 16,6 (14,6)
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Santrumpos: AA — abiraterono acetatas; ADT — androgeny deprivacijos terapija;
KAPYV - kastracijai atsparus prostatos vézys; DTX — docetakselis; IQR — kvartilinis
plotis; ISUP — angl. International Society of Urological Pathology; OS — bendrasis
iSgyvenamumas; PV — prostatos vézys; PFS — iSgyvenamumas be progresijos; PSA
— prostatai specifinis antigenas.

® Metastating liga laikyta didelés apimties, kai nustatytos visceralinés metastazés
ir/ar >4 kaulinés metastazes, i§ kuriy >1 uz aSinio skeleto ir kaulinio dubens riby
ir/ar nustatytos metastazés limfmazgiuose vir§ diafragmos.

ISgyvenamumas be progresijos (PFS) ir bendrasis iSgyvenamumas (OS)
buvo skai¢iuojamas nuo AA gydymo pradzios iki gydytojo patvirtintos ligos
progresijos arba mirties nuo bet kokios priezasties. Duomenys apie ligos
progresija buvo Zinomi 96,1 % (98/102) ligoniy (4 ligoniy ligos eiga buvo
nezinoma). Pagal PFS trukme ligoniai buvo suskirstyti j ilgo (> 8 mén., ER),
vidutinio (3-8 mén., MR) ir trumpo (< 3 mén., SR) atsako j gydyma grupes.
11 ligoniy, kurie savo noru nebetgsé jiems paskirto gydymo AA ir po keliy
ménesiy mire, buvo priskirti trumpo atsako j gydyma grupei (SR).
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2.2. Metodai

2.2.1. RNR gryninimas

RNR gryninimas i§ prostatos audinio. Visuminé RNR buvo iSgryninta
naudojant mirVana miRNA lIsolation Kit (Ambion, Thermo Fisher Scientific
(TES)) ir laikantis gamintojo rekomendacijy. Apie 50 mg skystame azote
uzsaldyto ir iki milteliy homogenizuoto prostatos audinio buvo uzpilama
600 pL buferinio lizés tirpalo Lysis/Binding Buffer, pridedama 60 pL
reagento miRNA Homogenate Additive, stipriai supurtoma ir 10 min
inkubuojama lede. Pridedama 600 pL fenolio/chloroformo misinio (Acid-
Phenol: Chloroform), vél stipriai supurtoma ir centrifuguojama 5 min
10000 x g. Virsutiné vandeniné fazé nusiurbiama ir, sumaisius su 1,25 karto
didesniu tiiriu 96 % etanolio, neSama ant kolonélés, tada plaunama vieng
karta 700 uL plovimo tirpalu 1 (mIRNA Wash Solution 1) ir dukart po
500 uL plovimo tirpalu 2/3 (MiRNA Wash Solution 2/3), kaskart
centrifuguojant po 10-15 s 10000 x g. RNR eliucijai jvykdyti ant kolonélés
uzne$ama 100 pL 95 °C temperatiiros eliucijos tirpalo (Elution Solution) ir
centrifuguota 30s visu grei¢iu. Laikantis gamintojo protokolo, dalies
méginiy RNR buvo gryninta naudojant TRIzol reagenta (TFS) ir eliucija
vykdant 30 pL vandens be RNaziy. Abiem metodais iSgryninta RNR
laikoma —80 °C temperataroje.

RNR gryninimas i§ Slapimo. Visuminé RNR i§ S$lapimo gryninta
naudojant rinkinj miRNeasy Mini Kit (Qiagen), pritaikius gamintojo
protokola RNR gryninimui i§ organizmo skys¢iy. 200 pL Slapimo nuosédy
sumaiSoma su 1 mL lizés tirpalo QIAzol Lysis Reagent, supurtoma ir 5 min
inkubuojama kambario temperatiiroje. Tada | méginius jneSama 25 fmol
sintetinés cel-miR-39 (Qiagen) ir 200 pL chloroformo, smarkiai supurtoma,
inkubuojama 2—-3 min kambario temperatiiroje ir 15 min centrifuguojama
12000 x g 4 °C temperatiroje. Nuo §io etapo RNR gryninama pagal
gamintojo protokola: nusiurbtas virSutinis sluoksnis maiSomas su
1,5 didesniu tariu 96 % etanolio, sumaiSoma, per kelis kartus perneSama ant
kolonélés ir plaunama vieng kartg su 700 pL buferinio tirpalo Buffer RWT ir
dukart po 500 pL buferinio tirpalo Buffer RPE, kaskart centrifuguojant po
15s 10000 x g. Eliucija vykdoma ant kolonélés dukart uzneSant 30 pL
vandens be nukleaziy, o i§gryninta RNR laikoma —80 °C temperatiiroje.

RNR gryninimas i§ kraujo. Visuminé RNR buvo gryninama i§ 2,5 mL
periferinio uzSaldyto kraujo, surinkto j PAXgene Blood RNA Tube
mégintuvélius, pagal rekomendacijas naudojant PAXgene Blood miRNA Kit
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rinkinj (viskas i§ PreAnalytiX, QIAGEN / BD Company). Méginiai buvo
atSildomi kambario temperatiiroje per 24 h, kad pilnai jvykty eritrocity lize,
tada centrifuguojami 3000 x g 10 min centrifugoje su svyrancio kampo
rotoriumi. Centrifugatas nupilamas, Igsteliy nuosédos praplaunamos
vandeniu be RNaziy ir darkart centrifuguojama. Lastelés resuspenduojamos
350 pL buferyje Buffer BM1, jneSama 300 uL Buffer BM1 buferio ir 40 pL
proteinazés K, supurtoma ir inkubuojama 10 min 65 °C temperatiroje
termopurtykléje, purtant 900 rmp greiciu. Praéjus inkubacijos laikui, i}
lasteliy lizatg nesama 666 g sintetinio KLK3-IC transkripto (angl. kallikrein-
3 internal control) [Nurmi ir kt., 2000]. Lizatas homogenizuojamas ir
iSvalomas nuo lgsteliy nuolauzy perneSus jj ant Shredder spin column
kolonélés ir centrifuguojant 3 min visu grei¢iu (apie 20000 x Q).
Centrifugatas atsargiai surenkamas, uzpilama 700 pL 100 % kambario
temperatiiros izopropanolio, supurtoma ir per kelis kartus perneSus ant
PAXgene RNA spin column kolonélés centrifuguojama kaskart po 1 min
14000 x g. Centrifugatas kaskart pasalinamas, kolonélé plaunama su 350 puL
buferio Buffer BM3 ir centrifuguojama 15 s 14000 x g. Ant kolonélés
uzne$sama 80 uL DNazés I misinio (10 puL DNazés I ir 70 pL Buffer RDD
buferio) ir inkubuojama 15 min kambario temperatiiroje. Toliau tesiamas
plovimas: plaunama vieng kartag su 350 pL buferio Buffer BM3 ir dukart su
500 pL buferio Buffer BM4, kaskart centrifuguojant po 15 s 14000 x g ir
paSalinant surenkamajj mégintuvél] su centrifugatu. Eliucija atliekama
dukart ant kolonélés nesant po 40 pL eliucijos buferio Buffer BR5 ir
centrifuguojant po 1 min 14000 x g. Gauta RNR inkubuojama 5 min 55 °C
temperatiiroje termopurtykléje, perkeliama ant ledo ir iSkart naudojama
tolimesniems etapams arba laikoma —80 °C temperatiiroje.

ISgrynintos RNR koncentracija ir kokybiniai parametrai buvo tikrinti
naudojant spektrofotometra NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) ir
kapiliarinés elektroforezés prietaisa Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies).

2.2.2. miRNR mikrogardelés

Tiriant visuming miRNR raiSka mikrogardeliy metodu, pirmiausia 100 ng
visuminés RNR maisoma su sintetine kontroline miRNR (Spike-In solution,
Agilent Technologies), defosforilinama, denatiruojama ir Zymima 3-pCp
cianinu, laikantis miRNA Microarray System with miRNA Complete Labeling
and Hyb Kit (Agilent Technologies) protokolo. Zyméti méginiai
i8dZiovinami koncentratoriuje, resuspenduojami ir hibridizuojami ant Human
microRNA Microarray 8 x 60K formato mikrogardeliy (Agilent
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Technologies), pagaminty pagal duomeny bazés miRBase 16.0 versija.
Hibridizacija vykdoma mikrogardeles 20 h laikant hibridizavimo krosnyje
55 °C temperatiroje. Mikrogardelés plaunamos geny raiSkos gardeliy
plovimo buferiy rinkiniu ir nedelsiant nuskenuojamos Agilent SureScan
skeneriu. Naudota §i programiné jranga: skenavimui — Agilent Microarray
Scan Control, o pradiniy miRNR raiskos duomeny iSgavimui — Feature
Extraction software v10.7 (viskas i§ Agilent Technologies).

2.2.3. Kopijinés DNR sinteze

Kopijinés DNR (KDNR) sintezé visuminei miRNR raiSkos analizei
prostatos audiniuose mazo tankio TagMan gardelémis (TLDA) buvo
atlikta naudojant TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems (ABI), TFS) rinkinj. 7,5puL tario reakcijos miSinys buvo
paruostas pagal gamintojo protokolg ir jj sudaré 500 ng visuminés RNR,
atvirkstiné transkriptazé MultiScribe, 10x A ir B gardelei specifiniai
pradmenys Megaplex RT, 10x buferinis tirpalas,
deoksiribonukleozidtrifosfatai (dNTP), MgCI, ir vanduo be nukleaziy.
Gausinta 40 cikly: 2 min 16 °C, 1 min 42 °C ir 1 s 50 °C temperatiroje,
reakcija nutraukiama inkubuojant 5 min 85 °C temperatiiroje.

kDNR sintezé miRNR raiSkos validavimui prostatos audiniuose pagal
uzsakyma kurtomis TLDA gardelémis buvo atlikta naudojant tg patj
TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit rinkinj (ABI, TFS). Buvo
ruoSiami 15 pL tdrio atvirkstinés transkriptazés (AT) reakcijos misiniai,
kuriy kiekvieng sudaré 350 ng visuminés RNR, atvirkstiné transkriptazé
MultiScribe, pradmenys RT Pool-16, 10x buferinis tirpalas, dNTP, RNaziy
inhibitorius ir vanduo be nukleaziy. AT reakcija vykdoma inkubuojant
30 min 16 °C, 30 min 42 °C ir 5 min 85 °C temperatiiroje.

kDNR sintezé AR transkriptu raiskos tyrimui prostatos audiniuose
buvo atlikta naudojant Maxima® First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-
gPCR with dsDNase (TFS) pagal gamintojo rekomendacijas. 1 Wg
iSgrynintos RNR buvo 5 min inkubuojama su DNaze [ 37 °C temperatiiroje.
Kartu kiekvienam méginiui buvo atlickama AT reakcijos kontrolé (AT-),
kuomet | reakcijos miSinj nejneSama Maxima Enzyme Mix AT fermenty
misinio (kurio sudétyje yra atvirkstiné transkriptaze¢), ir tokiu budu
patikrinama, ar iSgrynintos RNR méginyje néra genominés DNR. Galutinj
20 pL reakcijos turj sudaré DNaze I paveikta RNR, AT fermento misinys
Maxima Enzyme Mix ir reagenty miSinys 5% Reaction Mix (buferinis
tirpalas, dNTP, oligo(dT)18 ir atsitiktiniai heksameriniai pradmenys).
AT reakcija vykdyta 10 min 25 °C, 15 min 50 °C ir 5 min 85 °C
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temperatiiroje, naudojant kiekybinés PGR prietaisg Proflex™ 3x32-well PCR
System (TFS).

kDNR sintezé miRNR analizei $lapime buvo vykdoma naudojant
visuming RNR, TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit rinkinj ir
plauky smeigtuko struktiiros AT pradmenis TagMan Human MiRNA Assays
(viskas i§ ABI, TFS). Atrinktoms miR-148a, -365, -375 ir -429 gamintojo
pradmeny kodai buvo 000470, 001020, 000564 ir 001024, atitinkamai. Pagal
gamintojo rekomendacijas, reakcija atlickama 15 pL tiryje, ir jg sudaro 7 pL
reakcijos misinio komponenty (10x Reverse Transcription Buffer, dNTP,
atvirkstiné transkriptazé MultiScribe™, RNaziy inhibitorius ir vanduo be
nukleaziy), 3 pL tiriamosios miRNR pradmens ir 5 pL visuminés RNR.
Kiekvienam méginiui ir kiekvienam tiriamajam miRNR genui ruoS$iami
atskiri misiniai. AT reakcija vykdoma inkubuojant po 30 min 16 °C ir 42 °C
temperatiroje, fermento aktyvumas stabdomas méginius 5 min palaikant
85 °C temperattroje. kKDNR produktai iskart naudojami tolimesniems tyrimo
etapams arba apie savaite iki analizés laikomi —80 °C temperatiiroje.

kDNR sintezé AR transkripty analizei kraujyje buvo vykdoma
naudojant visuming RNR ir SuperScript™ [T One-Step RT-PCR System with
Platinum™ Taq DNA Polymerase (Invitrogen, TFS) rinkinj pagal gamintojo
rekomendacijas. Siekiant kuo specifiSkesnio tyrimo, kKDNR sintezé buvo
atliekama ne visai RNR, bet tik tiems transkriptams, kuriy raiska tirsime
KPGR etape. Atrinkty geny (AR-FL, AR varianty (AR-V1, -V3 ir -V7) ir
kontroliy (TBP, GUSB, KLK3-IC)) pradmeny ir zondy miSiniai
20% TagMan™ Gene Expression Assays (ABI, TFS) buvo skiedZiami su
vandeniu be nukleaziy santykiu 1:100. Galutinj 30 pL turio reakcijos misinj
sudaré 2x Reaction Mix, SuperScript® Il RT/Platinum® Taq Mix reakcijos
misinys, SuperScript® Il RT/Platinum® Taq Mix AT ir polimerazés
fermenty miSinys, atskiesti pradmenys ir 4,5 uL visuminés RNR. KDNR
sintezés reakcija atlickama inkubuojant reakcijos misinius 30 min 50 °C ir
2min 95 °C temperatiroje termocikleryje, papildomai atliekant
14 papildomo pagausinimo (preamplifikacijos) cikly, kuriy kiekvienas
susideda i§ inkubavimo 15 s 95 °C ir 4 min 60 °C temperattroje. Pasibaigus
reakcijai, gauta KDNR skiedziama vandeniu be nukleaziy santykiu 1 : 1 ir
i8kart naudojama tolimesniems etapams arba laikoma —80 °C temperatiiroje.

2.2.4. Kiekybine¢ atvirkstinés transkriptazés PGR

Kiekybiné atvirkstinés transkriptazés kiekybiné PGR (AT-kPGR) visuminei
miRNR raiSkos analizei prostatos audiniuose TLDA gardelémis buvo

atlikta naudojant Human MicroRNA A+B TLDA cards Set v.3.0 (ABI, TFS).
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Reakcijos misinj (900 pL) sudaré: 6 pl. kDNR, 2x reakcijos miSinys
TagMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG ir vanduo be
nukleaziy. Po 100 puL miSinio neSama j gardelés angas, gardelé dukart po
1 min centrifuguojama 1200 rpm, uzsandarinama ir patalpinus j ViiA 7 Real
Time PCR System (ABI, TFS) kPGR prietaisg paleidziama standartiné
reakcijos vykdymo programa: 10 min 95 °C ir 40 cikly 15 s 95 °C ir 1 min
60 °C temperatiiroje.

AT-kPGR miRNR raiskos validavimui prostatos audiniuose pagal
uzsakyma kurtomis TLDA gardelémis buvo atlikta pagal uzsakymga
kurtomis TLDA gardelémis (ABI, TFS). Reakcijos misinj (112,5 pL) sudaré:
0,9 uL kDNR, 2x reakcijos miSinys TagMan® Universal PCR Master Mix,
No AmpErase® UNG ir vanduo be nukleaziy. Tolimesnis miSiniy
iSpilstymas |} gardeles, jy centrifugavimas, sandarinimas ir KPGR salygos
atitinka auk$¢iau apraSyta visuming miRNR raiskos analize TLDA
gardelémis.

Pradmenys AR transkripty raiSkos tyrimui prostatos audiniuose AT-
KPGR metodu buvo pasirinkti i§ publikacijy (S2 priedy lentel¢). Pagal
gamintojo rekomendacijas 25 pL galutinio tario AT-kPGR reakcijos miSinj
sudaré Maxima SYBR® Green gPCR Master Mix (2X) (TFS) miSinys,
pradmenys, vanduo be nukleaziy ir 2 pL. kDNR produkto. Kiekvienas
méginys tirtas atliekant tris pakartojimuis, naudojant kiekybinés PGR
sistema QuantStudio 5 Real-Time PCR System (S5) (TFS). Reakcija vykdyta
10 min aktyvinant fermentg 95 °C temperatiiroje ir atliekant 40 gausinimo
cikly (15 s 95 °C ir 1 min 60 °C temperattroje). Lydymosi kreiviy analizé
buvo atlikta po AT-kPGR reakcijos, PGR produktus lydant 1 min 95 °C, 30 s
55 °C ir 30 s 95 °C temperatiroje. Fluorescencinis signalas fiksuotas
kiekvieno gausinimo ciklo gale, o atliekant kreiviy analize — tolydziai.

AT-kPGR subrendusiy miR-148a, -365, -375 ir -429 analizé §lapime
buvo atlikta naudojant TagMan Human MiRNA Assays pradmeny ir zondy
misinius (000470, 001020, 000564 ir 001024, atitinkamai (ABI, TFS)).
1,33 uL susintetintos kKDNR buvo gausinama 20 pL reakcijos tiirio misinyje,
susidedan¢iame i§ 2x reakcijos misinio TagMan Universal PCR Master Mix,
20x% atitinkamo pradmeny ir zondy misinio TagMan MicroRNA Assay (abu i$
ABI, TFS) ir vandens be nukleaziy. Reakcija vykdyta kiekybinés PGR
sistema ViiA 7 Real Time PCR System, aktyvinant fermentg 10 min 95 °C
temperattiroje ir gausinant 40 cikly, kuriy kiekvienas susideda i§ 15 s 95 °C
ir 1 min 60 °C temperatiroje. Fluorescencinis signalas fiksuotas kiekvieno
gausinimo ciklo gale.
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AT-kPGR AR transkripty analizei kraujyje buvo naudojami pagal
uzsakyma kurti pradmeny ir zondy miSiniai Custom TagMan™ Gene
Expression Assays (AR-V1, -V3, -V7, -V9, -V12 ir sintetinio geno KLK3-IC
sekos pateiktos S2 priedy lenteléje). Viso ilgio AR-FL ir referentiniams
genams TBP ir GUSB tirti buvo pasirinkti jau sukurti miSiniai 7TagMan™
Gene Expression Assays (Hs00171172_ml, Hs00427620 ml ir
Hs99999908 ml, atitinkamai (ABI, TFS)). AR transkripty nustatymui
audinyje ir kraujyje naudoti pradmenys dalinai persidengia (S2 priedy
lentelé). Kiekviena AT-kPGR reakcija buvo atliekama tris kartus. Galutinj
10 pL reakcijos tarj sudaré 2x TagMan™ Universal Master Mix 11, no UNG
reakcijos misinys (ABI, TFS), 20x pradmeny ir zondy miSinys, 1 pL 1 : 1
skiestos kDNR ir vanduo be nukleaziy. AT-kPGR reakcija vykdyta
kiekybinés PGR sistema ViiA 7 Real Time PCR System (ABI, TFS),
aktyvinant fermentg 10 min 95 °C temperattroje ir gausinant 50 cikly 15 s
95 °C ir 1 min 60 °C temperatiiroje. Fluorescencinis signalas fiksuotas
kiekvieno gausinimo ciklo gale.

2.2.5. Statistiné analizé

Visuminé miRNR raiSkos analizé mikrogardelémis. miRNR raiskos
statistiné analizé atlikta GeneSpring GX v13.0 (AT) programine jranga.
Statistiniam palyginimui naudotas nepriklausomy imciy t-kriterijaus testas,
skirtumai laikyti statistiSkai reikSmingais, kai P reikSmé buvo < 0,05, o
raiSkos skirtumas sieké bent 1,5 karto.

Pradinis kPGR duomenu apdorojimas. Pradiniai kiekybinés PGR
duomenys buvo gauti paliekant numatytuosius amplifikacijos pradzios (angl.
baseline) ir slenkstinés ribos (angl. threshold) parametrus. Visoms tyrimo
dalims buvo naudota ViiA7 Software v1.2 programiné jranga, i$skyrus tai,
kad AR transkripty raiSkos tyrimas audinyje buvo atliktas su QuantStudio™
Design & Analysis Software v1.4.1 (abu i§ ABI, TFS).

Papildomi miRNR analizés organizmy skysciuose etapai. Tiriant
organizmo skyscCius, transkripto kiekis kartais yra per mazas, kad biity
nustatytas kiekybinés PGR metodu, arba to transkripto raiska nevyksta dél
biologiniy priezas¢iy. Dél to miRNR analizés metu toms miRNR, kurios
nebuvo aptiktos, buvo priskirtos véliausio amplifikacijos ciklo +1 vertés, o
AR-V — maksimalus amplifikacijos cikly skai¢ius (50). Taip pat,
analizuojant kiino skyscius, naudotos papildomos kontrolés RNR gryninimo,
KDNR sintezés ir KPGR efektyvumui jvertinti. Prie§ normalizavimg pagal
referentiniy geny raiska, papildomai buvo normalizuojama pagal sintetines
kontroles (cel-miR-39 slapime ir KLK3-IC kraujyje): ju amplifikacijos ciklai
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buvo suvienodinti ir susidargs Cq (angl. cycle of quantification, dar
vadinamas Ct) skirtumas/pervirSis buvo atitinkamai atimtas/pridétas prie
visy tame méginyje tirty geny, tokiu biidu uztikrinant, kad geny raiska
nebuvo iSkreipta dél techniniy priezasCiy. Transkripty vertés palygintos ir
kaip tolydis dydziai, ir kaip dichotominiai. Dichotominiam vertinimui
nustatytas transkripto kiekis buvo suskirstytas i didelj ir maza pagal mediang
(miRNR Slapime ir AR-FL kraujyje) arba pagal auk$cCiausia Cq verte
asimptomatiniuose asmenyse (AR-V kraujyje: atvejus, kuriuose AR-V
nebuvo nustatytas, priskiriant prie mazo AR-V kiekio grupés).

Geny raiskos analizé. Geny raiska normalizuota pritaikius AACt metoda
pagal endogenines kontroles: miRNR audinyje ir §lapime normalizuota pagal
visy miRNR raiska (angl. global), AR transkripty raiSka audinyje analizuota
pagal HPRT1, o kraujyje — pagal TBP ir GUSB referentiniy geny raiska.
Gauti jverCiai paversti santykiniais kiekiais pagal maziausiai agresyvios
ligos pozymiy turin¢ia grupe: miRNR ir AR transkripty raiska audinyje
normalizuota pagal nenavikinius prostatos audinius, miRNR §lapime — pagal
asimptomatinius asmenis, miRNR ir AR transkriptai KAPV S§lapime ir
kraujyje — pagal ilgg atsaka j gydyma (> 8 mén.) turinéius ligonius. Vertés
log, normalizuotos ir naudotos statistiniam palyginimui. miRNR ir AR
transkripty raiSka palyginta taikant nepriklausomy imciy t-kriterijaus testa
(angl. Student’s t test) ir naudojant GenEx 6 programing jranga (MultiD
analyses). Koreliacija buvo jvertinta naudojant Spearman ir Pearson
koreliacijos koeficientus ir STATISTICA v.8.0 programing jrangg.

ROC Kkreiviy analizé. Biozymeny tinkamumas diagnostikai buvo
jvertintas atlikus ROC (angl. Receiver Operating Characteristic) kreiviy
analize. Buvo apskaiCiuotas jautrumas, specifiSkumas ir ploto po kreive
jvertis AUC (angl. area under the ROC curve). Biozymenys apjungti atlikus
regresing analize. Analizei naudota GraphPad Prism v5.3 ir MedCalc v18.6
programing jranga.

ISgyvenamumo analizé. ISgyvenamumui be progresijos ir bendrajam
iSgyvenamumui jtakg daranéiy pavieniy (angl. univariate) ir visy rodikliy
(angl. multivariate) santykinés rizikos jvertinimas buvo atliktas Cox
regresijos metodu (angl. Cox proportional hazards regression), taikant
kintamyjy iSbraukimo metoda (angl. backward). ApskaiCiuota santykiné
rizika (HR, angl. hazard ratio) ir 95 % pasikliautinieji intervalai (Cl, angl.
confidence interval). Cox analizé patvirtinta Kaplan-Meier isgyvenamumo
kreivémis, kur grupiy palyginimui naudotas Log-rank (Mantel-Cox) testas.
Analizes atliktos GraphPad Prism v5.3 ir MedCalc v18.6 programine jranga.
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Visam grafiniam vaizdavimui naudota GraphPad Prism v5.3, i$skyrus
skrituling (Online Chart Tool) ir Venn diagramg (Venn Diagram Plotter
v1.5). Visais atvejais skirtumai laikyti statistiSkai reikSmingais, kai P-
reikSmé buvo < 0,050.
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3. REZULTATAI

3.1. miRNR prostatos vézio diagnostikai

Siekiant atrinkti PV specifines miRNR, kurias tiriant kiino skys¢iuose biity
galima jautriai, specifiSkai ir anksti diagnozuoti ligag, visuminé MiRNR
raiSka pirmiausia buvo jvertinta navikiniuose ir nenavikiniuose PV
audiniuose. Validavus reikSmingiausiai tarp navikiniy ir nenavikiniy
koreliuojanc¢ias miRNR, 4 miRNR buvo atrinktos ir istirtos Slapime, o
diagnostinis potencialas palygintas su serumo PSA [Stuopelyte ir kt., 2016a].

3.1.1. Visuminé miRNR raiSkos analizé prostatos navikuose

Visuminé miRNR raiSkos analizé buvo atlikta 42 navikiniuose ir
12 nenavikiniy prostatos méginiy, naudojant mazo tankio TagMan gardeles
(TLDA), jgalinan¢ias vienu metu tirti 754 miRNR raiska. Pradinius
statistinio duomeny apdorojimo kriterijus atitikusios 412 miRNR (54,6 %)
buvo jtrauktos ] pagrinding statisting analiz¢. Palyginus miRNR raiska
navikiniuose ir nenavikiniuose audiniuose, statisti§kai reik§mingai (P < 0,05)
skyrési 113 miRNR, i§ kuriy 55 raiska buvo padidéjusi, o 58 sumazgjusi
(S3 priedy lentelé). Labiausiai tarp navikiniy ir nenavikiniy prostatos audiniy
besiskiriancios raiSkos miRNR vaizduojamos 3.1 pav., 0 kitos reik§mingos
asociacijos su klinikiniais-patologiniais rodikliais (t. y. biocheminé ligos
progresija (BCR), naviko stadija ir diferenciacijos laipsnis, TMPRSS2-ERG
sulietinio transkripto statusas, diagnostinis PSA, operacinis krastas) pateiktos
S3 priedy lenteléje.

3.1 pav. miRNR rai§kos palyginimas navikiniuose (+) ir nenavikiniuose (-)
prostatos audiniuose; vaizduojama 11 statistiSkai reikSmingai tarp navikinio ir
nenavikinio audinio besiskyrusiy miRNR, kurios buvo atrinktos tolimesniems
tyrimams; zalia spalva vaizduojama sumazéjusi, raudona — padidéjusi raiska.
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Validavimui $alia 11-kos 3.1 paveiksle pavaizduoty labiausiai
i8siskyrusios raiSkos miRNR (10 padidéjusios ir 1 sumazéjusios raiSkos)
papildomai dar buvo atrinktos 7 miRNR: miR-365 ir -505* reik§mingai
siejosi su biocheminiu ligos atkry¢iu, o let-7b, miR-20a, -21, -195 ir -429 —
su TMPRSS2-ERG sulietiniu transkriptu (S4 priedy lentelé). Atrinkty
miRNR tyrimas buvo atliktas didesnéje prostatos audiniy imtyje
(N =62: 52 navikiniai ir 12 nenavikiniai méginiai), naudojant pagal
uzsakymg kurtas TLDA gardeles, kur kiekvienas genas tiriamas atliekant
3 pakartojimus.

IS 11 atrinkty galimai PV specifiniy miRNR, raiSkos skirtumai buvo
validuoti miR-148a, -375, ir -19a — jy raiska PV audiniuose buvo
reikSmingai iSaugusi (P = 0,027, P = 0,015 ir P = 0,024, atitinkamai;
3.2 pav.). Taip pat kaip ir visuminés raiskos tyrime, miR-429 kiekis buvo
didesnis (P = 0,008) TMPRSS2-ERG teigiamuose navikuose, 0 miR-505*
reikSmingai siejosi su progresija (P = 0,048). Geresnés diferenciacijos
navikuose (G < (3 + 4) ir G < 6) buvo rasta iSaugusi miR-429 (P < 0,001),
miR-31 (P = 0,005), miR-365 (P = 0,007) ir let-7 (P = 0,022) raika. Be to,
mMiR-429  raiSka, atvirk§¢iai, koreliavo su PSA  koncentracija
serume (Pearson r =-0,6, P < 0,0001). Visos gautos sgsajos pateiktos
S4 priedy lenteléje.

miR-31 4
miR-375 - |=|E| i
-375 = +
: —] o
miR-19a - —— =
miR-148a 4 I
- —
miR-505* 4 =] = BCR+
- —— C3 BCR-
miR-429 4 — o= T-E+
- —— 3 T.E
let-7b [==
) - —
mIR-365: =: /| 67
miR-106b = 0 G=6
miR-340 4 — @m pT3
] : : 3 pT2
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

log, normalizuota raiska

3.2 pav. miRNR raiskos palyginimas tarp navikiniy (+) ir nenavikiniy (-) prostatos
véziu (PV) serganciy ligoniy prostatos audiniy ir PV naviky grupiy, suskirstyty
pagal klinikinius-patologinius parametrus: biocheming ligos progresija (BCR+/-),
sulietinio transkripto TMPRSS2-ERG statusa (T-E+/-), Gleason bala (G6/7) ir
naviko stadija (pT2/3). Stulpeliai vaizduoja mediana, * — P < 0,05, ** — P < 0,001.

52



3.1.2. miRNR analiz¢ §lapime

Atlikus visuming miRNR profilio prostatos audiniuose analiz¢ ir validavus
atsirinktus taikinius, buvo jdiegtas ir atliktas miRNR tyrimas PV serganciy
ligoniy ir kontroliniy asmeny $lapime. miRNR analizei §lapimo nuosédose
buvo atrinktos tik tos miRNR, kurioms ne tik buvo biidinga intensyvi raiSka
PV audiniuose (miR-148a, -375), bet ir buvo nustatyta statistiSkai
reik§minga sasaja su PV klinikiniais rodikliais (miR-365 ir -429).

Tyrimui naudoti §lapimo nuosédy méginiai buvo surinkti dviem budais —
kateterizuojant §lapimo piisle operacijos metu (PV1 grupé) ir pasislapinus
prie§ operacija (PV2 grupé), — todél ir palyginimai atlikti su atitinkamai
surinktais kontroliniy asmeny méginiais. I§ viso atrinktos miR-148a, miR-
365, miR-375 ir miR-429 istirtos 300 $lapimo méginiy, i§ kuriy 215 méginiy
buvo PV atvejai ir 85 kontroliniy asmeny méginiai (GPH ir AK).

PV1 (N = 143) vs. GPH (N = 23). PV ligoniy $lapime buvo rastas
statistiskai reikSmingai padidéjes miR-375 kiekis (P < 0,001; FC 2,4), o
miR-148a — sumazgjes (P < 0,001; FC -2,0) (3.3A pav.). Pazymétina, kad
miR-375 rai$ka buvo padidéjusi ir navikiniame audinyje. Taip pat miR-429
kiekis buvo didesnis (P = 0,029), o miR-375 — mazesnis (P = 0,003)
aukstesnés stadijos prostatos véziu sirgusiy ligoniy Slapime (S5 priedy
lentelé).

PV2 (N = 72) vs. AK (N = 62). Nustatyta analogiska miR-148a ir miR-
375 Kkoreliacija, kaip ir PV1 grupéje. Papildomai nustatytas statistiSkai
patikimas miR-365 kiekio sumazéjimas (P < 0,001; FC -1,6) PV2 §lapimo
méginiuose, palyginus su AK méginiais (3.3B pav.). Pazymétina, kad miR-
375 kiekis buvo 2,4 karto didesnis PV2 grupés atvejuose, kuriy navikuose
vyko sulietinio TMPRSS2-ERG transkripto raiska (P = 0,037).

PV1+2 (N = 215) vs. GPH+AK (N = 85). Ivertinus miRNR kiekj
nepriklausomose imtyse, buvo atlikta bendra miRNR kiekio $lapimo
méginiuose analizé (N = 300). Kaip ir kiekvienoje imtyje atskirai, taip ir
apjungtoje analizéje miR-375 kiekis buvo statistiSkai patikimai didesnis, o
mMiR-148a — mazesnis PV serganciy ligoniy vs. kontroliniy asmeny Slapime
(P < 0,001; FC 1,7 ir FC -1,7, atitinkamai; 3.3 C pav.). Be to, bendroje
analizé¢je miR-365 Kiekis taip pat buvo reikSmingai mazesnis véziu sirgusiy
ligoniy $lapime (P = 0,019; FC -1,2). Didesnis miR-375 kiekis nustatytas
onkologiniy ligoniy Slapime, kuriems buvo diagnozuotas Zemesnés stadijos
navikas (P = 0,045).
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3.3 pav. miRNR analizé prostatos véziu (PV) serganciy ligoniy ir kontroliniy
asmeny Slapime: PV1 vs. asmenys, kuriems nustatyta gerybiné prostatos hiperplazija
(GPH) (A), PV2 ir aismptomatiniai kontroliniai asmenys (AK) (B) ir visi PV atvejai
bei apjungtos kontroliniy asmeny grupés (C). Horizontalios linijos sta¢iakampés
diagramos viduje Zymi normalizuoty duomeny mediang; Gsai — maZiausig ir
didziausig reikSme; * — P < 0,05; ** — P < 0,001.

3.1.3. Diagnostinio miRNR potencialo vertinimas

Buvo apskaiciuota Slapimo miRNR diagnostiné verté. Didziausig diagnostinj
potencialg turin¢iy $lapimo MiIRNR (miR-148a ir miR-375) jautrumas ir
specifiSkumas buvo vertintas ROC kreiviy analize (angl. Receiver Operating
Characteristic). Palyginimai buvo atlikti atskirose PV grupése naudojant
Slapimo rinkimo buidg atitinkancias kontroles, t. y. PV1 vs. GPH ir PV2 vs.
AK (3.4 pav.). Apskai¢iuotas plotas po ROC kreivémis —~AUC (nuo angl.
Area Under the ROC Curve) miR-148a atveju sieké 0,78 ir 0,82 (3.4A ir B
pav.), o0 miR-375 atveju — 0,68 ir 0,80, analizuojant PV1 ir PV2 grupes,
atitinkamai (3.4D ir E pav.). Didziausia diagnostiné verté buvo nustatyta Siy
miRNR deriniui ir atitinkamuose palyginimuose siek¢é AUC=0,79 ir 0,84
(3.4C ir F pav.).
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3.4 pav. Slapime aptinkamy prostatos véziui (PV) specifiniy miRNR ROC kreiviy
analizé. Slapimo miRNR derinys su PSA (B), kai analiz¢ atlikta pilname PSA
reikSmiy intervale (C) ir atskirai PSA testo ,pilkojoje zonoje* (kai PSA
koncentracija 4-10 ng/mL) (D). Zymeny jautrumas ir specifiskumas vaizduojamas
ROC kreivémis; AUC — plotas po ROC kreive.

Slapimo miRNR jautrumas ir specifiskumas buvo palygintas ir su placiai
PV diagnostikoje taikomo PSA testo charakteristikomis. Visi $lapimo
miRNR jverciai (jautrumas, specifiSkumas ir AUC jvertis) buvo didesni uz
PSA jvercius (AUC atitinkamai lygus 0,78, 0,68 ir 0,51). Atlikus logistine
regresing analiz¢ ir apjungus PSA ir miRNR Zymenis, derinio
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charakteristikos virsijo pavienio PSA jvercius: jautrumas (84 % vs. 64 %),
specifiSkumas (76 % vs. 52 %) ir AUC = 0,85 vs. 0,51 (3.5A ir B pav.).

Serumo PSA ir §lapimo miRNR jautrumas ir specifiSkumas buvo
jvertintas PV atvejuose, kuriy serumo PSA koncentracija buvo 4-10 ng/mL
— vadinamojoje PSA ,,pilkojoje zonoje”. PV1 grupéje tokiy atvejy buvo 76 i§
143 (53 %), tarp GPH — 11 i3 23 (48 %). Sioje méginiy subgrupéje PSA
specifiskumas buvo ribinis (55 %), taciau gerokai padidéjo i analizg jtraukus
Slapimo MiIRNR (3.5C ir D pav.). Kombinuotoje analizéje buvo pasiektas
aukstas PSA ir miRNR derinio jautrumas ir specifiSkumas (84 % ir 82 %), o
AUC sieke 0,90 (3.5D pav.).

A Serumo PSA B Serumo PSA + miR-148a+miR-375
(visi PSA matavimai) (visi PSA matavimai)
1004 1001
80 80+
2 60 % 60
s £
E 404 Jautrumas 63,57 % 3 40 Jautrumas 84,29 %
SpeC|ﬁ§kL|mas 52,38 % = Specifiékumas 76,19 9%,
204 AUC = 0,51 20+ AUC = 0,85
P=0,841 P <0,0001
c T T T T 1 e T T T T 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
100 % - SpecifiSkumas % 100 % - Specifiskumas %
(o] Serumo PSA D Serumo PSA + miR-148a+miR-375
(PSA intervalas 4-10 ng/mL) (PSA intervalas 4-10 ng/mL)
100~ 100~
80- BO-AI—I—l_I_’ﬁ
w " {L’ 60-
E® g
3 40 Jautrumas 76,61 % g 407 Jautrumas 83,87 %
Specifi§kumas 54,55 % - Specifiskumas 81,82 %
204 AUC = 0,64 20 AUC =0,90
P=0,116 P <0,0001
0 20 4 60 80 100 "o 20 40 60 8 100
100 % - Specifiskumas % 100 % - SpecifiSkumas %

3.5 pav. Prostatos véziui (PV) specifiniy slapimo miRNR ir prostatai specifinio
antigeno (PSA) ROC kreiviy analizé. Serumo PSA (A) ir $lapimo miRNR derinys su
PSA (B), kai analiz¢é atlikta pilname PSA reikSmiy intervale (C) ir atskirai PSA testo
,pilkojoje zonoje* (kai PSA koncentracija 4-10 ng/mL) (D). Zymeny jautrumas ir
specifiskumas vaizduojamas ROC kreivémis; AUC — plotas po ROC kreive; analizé
atlikta tik PV1 ir gerybinés prostatos hiperplazijos méginiy grupéje.

Siame tyrime PV specifinés miRNR buvo s¢kmingai nustatytos
neagresyviu PV serganciy ligoniy $lapime ir jy kiekis reikSmingai skyrési
nuo kontroliy. Tai rodo, kad $lapimo miRNR gali bati tinkamas jrankis
neinvaziniam PV aptikimui net ankstyvose ligos stadijose. Taip pat Siuo
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tyrimu parodyta, kad miR-375 ir miR-148a derinys gali zymiai pagerinti
PSA testo jautruma ir specifiSkumg, jskaitant ir ligonius, kuriy PSA testo
jvertis priklauso ,,pilkajai zonai“ (4—10 ng ml/L).
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3.2. MiRNR biocheminio atkry¢io prognozei

Pradiniame tyrime nustacius PV specifines miRNR ir jas identifikavus PV
ligoniy Slapime [Stuopelyte ir kt., 2016a], tac¢iau neaptikus sasajy su ligos
eigos prognoze, tyrimas buvo tesiamas Sia linkme. Siekiant atrinkti §lapimo
miRNR, kuriomis remiantis buty galima prognozuoti biocheming ligos
progresija, visuminé miRNR raiSka PV audiniuose buvo istirta
mikrogardelémis (Agilent Technologies). Atrinktos miRNR buvo validuotos
TLDA gardelémis metodinéje darbo dalyje aprasytu budu, o atrinktos
miRNR istirtos PV1 ir GPH $lapimo méginiy imtyse ir jvertintas jy
diagnostinis ir prognostinis potencialas [Stuopelyte ir kt., 2016b].

3.2.1. Visuminé miRNR raiskos analizé mikrogardelémis

Visuminé miRNR raiska buvo jvertinta 13 PV méginiy, i§ kuriy 7 atvejams
véliau pasireiskeé biocheminé ligos progresija. Tokiu bidu siekta nustatyti
agresyvy fenotipg lemianc¢ias miRNR. Tyrimui pasirinktos mikrogardelés,
kuriomis vienu metu méginyje galima jvertinti 1347 subrendusiy zmogaus
miRNR raiska.

40,6 % (547 / 1347) tirty miRNR raiska buvo nustatyta bent viename i§
analizuoty PV méginiy, i§ kuriy 450 (82,3 %) miRNR raiska vyko >30 %
méginiy (3.6 pav.). Sios miRNR buvo jtrauktos j pagrindine statisting
analize.

BCR pT G

:' 1
{ ' !
: I .=
L Santykiné raiska
miR-19a_ ' miR-19b miR-95 !ty ' BCR+ pT3/ G7
miR-21 miR-; 206 miR-1180 | m1R 623 BCR-/ pT2/ G6

iR-3692"  miR- -885-3p -5.9 0 5.9

3.6 pav. miRNR raiska prostatos vézio méginiuose. Vaizduojamos tik tos miRNR,
kuriy raiska vyko bent 30 % méginiy (N = 450). Santykinai auksta raiSka
vaizduojama raudonai, zema — mélynai; atvejai, kuriems buidinga biocheminé ligos
progresija (BCR+), aukstesné naviko stadija (pT3) ir/ar diferenciacijos laipsnis (G3)
desinéje vaizduojami raudonai.
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Visuose méginiuose buvo nustatyta santykinai auksta 118-kos miRNR
raiSka, ir tarp jy buvo tokios miRNR kaip miR-19a/b, -21 ir kitos, gerai
zinomos onkogeninés miRNR (miR-15a/b, -30a/b, -344, -17, -20a, -22 ir kt.).
Daugiau nei pusés miRNR raiska buvo santykinai Zzema, bet didziausi
raiSkos skirtumai buvo nustatyti biitent Sioje grupéje (auksStos ir zemos
raiSkos miRNR sarasas pateiktas S6 priedy lentelgje).

Palyginus navikus pagal klinikines-patologines charakteristikas, nustatyta
keliasdeSimt statistiSkai reikSmingai besiskirian¢iy miRNR (S7 priedy
lentelé):

e  Dbiocheminé ligos progresija (BCR+/-): nustatytos 26 pakitusios
raiskos (P < 0,050; FC > 1,5 karto) miRNR: 23 — padidéjusios (miR-206,
mMiR-623, miR-885-3p, miR-1180, miR-3692* ir kt.), 3 — sumazéjusios, o
mMiR-95 — ribinis statistinis reik§mingumas (P=0,054);

e naviko stadija (pT3/2): 45 pakitusios raiSkos miRNR, tarp kuriy
iSaugusi raiSka nustatyta anks¢iau paminétoms miR-206, miR-3692*, miR-
885-3p ir miR-95 (FC > 13,0, P < 0,050);

e naviko diferenciacijos laipsnis (G6/7): 21 reik§mingai pakitusios
raiSkos miRNR, i§ kuriy 12 raiska buvo padidéjusi ir 9 sumazéjusi.

Remiantis nustatytais pokyciais, tyrimui didesné¢je meéginiy imtyje
atrinktos 6 miRNR (miR-95, -206, -623, -885-3p, -1180 ir -3692%*), i§ kuriy
dauguma buvo susijusios su biochemine ligos progresija. Tyrimas vykdytas
kiekybinés PGR metodu anksiau aprasytoje 52 navikiniy (13 i§ jy tirti
mikrogardelémis) ir 12 nenavikiniy méginiy imtyje. Kiekybinés PGR
metodu buvo aptikta labai Zema miR-206, -885-3p ir -3692* raiska, 0 miR-
95, -623 ir -1180 raiska prostatos audiniuose buvo didesné. miRNR raiska
palyginus tarp navikiniy ir nenavikiniy prostatos audiniy, reikSmingy
skirtumy nebuvo nustatyta. Taiau palyginus PV atvejus tarp anksCiau
aprasyty klinikiniy-patologiniy PV grupiy, iSsiskyré miR-95, kurios raiska
buvo didesné visais agresyvesne liga rodanciais atvejais: ribiné
reikSmingumo verté (P = 0,054) vél nustatyta PV sergantiems ligoniams,
kuriems véliau pasireiSké biocheminé ligos progresija, o reikSmingas
padidéjimas rastas aukstesnio diferenciacijos laipsnio (P = 0,041) ir sulietinj
TMPRSS2-ERG transkriptg turinéiuose navikuose (P = 0,026) (3.7A pav.).
Kitos miRNR reikSmingai nesiskyré, bet 2,5 karto didesné miR-206
(P = 0,049) raiska buvo nustatyta navikuose, kuriuose vyko TMPRSS2-ERG
sulietino transkripto raiska.
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miRNR analizé Slapime. Kadangi atrinkty miRNR raiska audiniuose
buvo maza, 0 bandomojo miR-95 tyrimo S$lapime metu buvo gauti
nespecifiski rezultatai, dél kuriy miR-95 néra tinkama tyrimui organizmo
skysciuose, i§ mikrogardeliy analizés ir remiantis publikuotais duomenimis
tolimesniam tyrimui $lapime buvo atrinktos 3 didelés raiskos ir su PV
vystymuisi siejamos miRNR: miR-19a, miR-19b ir miR-21.

Palyginus PV specifiniy miR-19a/b ir -21 kiekj 143 PV1 ir 23 GPH
ligoniy Slapime, apie 1,5 karto didesnis miR-21 kiekis buvo rastas GPH
Slapime (P = 0,010) (3.7B pav.). miR-19a ir miR-19b kiekis reik§mingai tarp
PV ir GPH nesiskyre, taip pat jokiy reikSmingy sasajy nebuvo rasta su
klinikinémis-patologinémis charakteristikomis.

A miR-95 B miR-21 miR-19a miR-19b
S 44 — — % 4 ——
fg ®
S 24 £ o
£ 0 £ 0-
g 2
=+ =t 6 7 2 3 =+ GPH PV GPH PV GPH PV

PV BCR G pT T-E

3.7 pav. miRNR analizé prostatos véziu (PV) serganciy ligoniy prostatos audiniuose
ir §lapime. (A) miR-95 raiskos skirtumai tarp navikiniy (+) ir nenavikiniy (-) PV
audiniy ir tarp PV naviky grupiy, suskirstyty pagal klinikinius-patologinius
parametrus: biochemine ligos progresija (BCR+/-), Gleason balg (G6/7), naviko
stadijg (pT2/3) ir sulietinio transkripto TMPRSS2-ERG statusg (T-E+/-). (B) miRNR
kiekio palyginimas Slapime, surinktame i§ PV ir asmeny, kuriems buvo nustatyta
gerybiné prostatos hiperplazija (GPH). Linijos déZuciy viduje zymi mediana, ,,iisai*
— maziausig ir didziausig miRNR verte, * — P < 0,05

3.2.2.  Slapimo miRNR prognostinio potencialo vertinimas

Pirmiausia auk$¢iau apraSytu metodu jvertinus diagnostinj miR-19a/b ir -21
potenciala, didZiausia diagnostiné verté buvo biidinga visy miRNR deriniui
(AUC = 0,74, 3.8E pav.). miRNR prijungus prie PSA, buvo pagerinta PSA
testo diagnostiné verté (AUC = 0,74 vs. 0,51, 3.8F pav.). Siekiant jvertinti
prognostinj §iy miRNR potenciala buvo atlikta Kaplan-Meier
iSgyvenamumo analizé: miRNR kiekj Slapime pagal mediang suskirscius ]
didelj ir mazg, ieskota sgsajy su biocheminiu ligos atkry¢iu. Nustatyta, kad
ligoniams, kuriy $lapime, surinktame operacijos metu, esant maZesniam
kiekiui miR-19b (P = 0,014, 3.8A pav.) arba mazesniam miR-19b ir
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didesniam kiekiui miR-19a (P = 0,016, 3.8B pav.), biocheminé progresija
pasireiSké statistiS$kai reikSmingai grei¢iau.
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E 60+ 60
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20 AUC = 0,74 20+ AUC = 0,74
R P < 0,001 N P < 0,001
0 20 4 6 8 10 0 20 40 60 8 100
100 % - SpecifiSkumas % 100 % - SpecifiSkumas %

3.8 pav. Prognostiné ir diagnostiné Slapimo miRNR verté. ISgyvenamumo be
progresijos numatymas remiantis prostatos véziu serganciy ligoniy §lapimo miR-19b
(A) ir miR-19a/-19b deriniu (B); maZesnis miR-19b kiekis abiejose paveikslo dalyse
vaizduojamas raudona kreive. Diagnostinio potencialo palyginimas tarp serumo
PSA (C) ir slapimo miR-21 (D) ir miR-19a/-19b/-21 derinio (E) bei visy §lapimo
miRNR derinys su PSA (F). AUC — plotas po kreive (angl. area under the ROC
curve).

Apibendrinant galima pasakyti, kad miRNR raiskos profilis PV
audiniuose labai skiriasi tarp grupiy, suskirstyty pagal klinikines-patologines
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PV charakteristikas. PV audiniuose nustatytos padidéjusios raiskos miR-
19a/b ir miR-21 gali bati nustatytos ir ligoniy $lapime. Prie§ radikaliag
prostatektomija surinktame $lapime istirtos miR-19b ir miR-19a galéty biti
naudojamos prognozuoti biochemine ligos progresija. Nors Siy miRNR
derinys gali pagerinti PSA tyrimo diagnosting verte, bendras testo
specifiskumas islieka gana Zemas.
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3.3. miRNR atsako j gydyma prognozei

Nustate diagnostinj ir prognostinj miRNR potencialag [Stuopelyte ir kt.,
2016a; Stuopelyte ir kt., 2016b], toliau sickéme issiaiSkinti, ar $ios miRNR
buty tinkamos atsako ] gydyma abiraterono acetatu prognozavimui
kastracijai atspariu PV (KAPV) sergantiems ligoniams (klinikinés-
patologinés | tyrimg jtraukty ligoniy charakteristikos pateiktos S8 priedy
lenteléje). Pirmiausia buvo jvertintas miRNR atrankumas KAPV, palyginta,
kaip miRNR S§lapime kinta gydymo eigoje, ir apskaiciuotas iSgyvenamumas
be progresijos bei bendrasis iSgyvenamumas (Stuopelyte ir kt., rankrastis).

3.3.1. miRNR tyrimas KAPV serganéiy ligoniy §lapime

mMiR-148a, -365, -375 ir -429 buvo istirtos 51 §lapimo méginyje, surinktame
i§ 22 KAPV serganéiy ligoniy prie§ gydyma abiraterono acetatu (AA-0Q) ir jo
eigoje — ligai progresavus arba 2 kartus kas 6 mén. (AA-1/2). miRNR Kkiekis
KAPV buvo palygintas su anks¢iau apraSytomis neagresyvios eigos PV1 ir
PV2 ir kontroliniy asmeny (GPH ir AK) imtimis. miR-429 kiekis KAPV
Slapimo méginiuose buvo didziausias i$ visy palyginty iméiy ir reikSmingai
skyrési nuo abiejy PV ir kontroliniy asmeny grupiy (3.9A pav.), o kity
miRNR kiekis KAPV buvo santykinai maZzesnis. Labiausiai KAPV §lapime
i8siskyré miR-375 ir miR-429, todél su jomis bei jy deriniu atlikus ROC
analize paaiSkéjo, kad Siy miRNR derinys pralenkia atskiry miRNR
diagnosting verte atskiriant KAPV nuo AK, GPH, PV1 ir prilygsta miR-429
vertei PV2 imtyje (3.9B-E pav.).

63



A * *k
1 [ —]
(0] sk dekdk : AK
% r > r S 1 E GPH
s 1 — = = PV1
= mm PV2
N
g -
—
2
o~ 27
(o))
Re)
2
= T T T T T T T T T T T 1 T T T T T T L T
(%) miR-148 miR-365 miR-375 miR-429
'_
Z B KAPV vs. AK C KAPV vs. PV2
<
= 100+ R 100+ —
o === -
804 80 =
« o *~ N g
-4 » v » s
) @ 60 = @® 60 e
£ E i
3 2 i~
0 = 404! < 404 |
< © ' ©
= " 204 miR-375 (AUC 0.62; P=0.024) " 20- ]r' miR-375 (AUC 0.85; P<0.0001)
X -~- miR-429 (AUC 0.83; P<0.0001) -=- miR-429 (AUC 0.82; P<0.0001)
Z % — miR-375+429 (AUC 0.84; P<0.0001) 0 - miR-375+429 (AUC 0.85; P<0.0001)
— v T T T T 1 T T T T 1
x 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
) 100% - SpecifiSkumas 100% - SpecifiSkumas
n
D KAPV vs. GPH E KAPV vs. PV1
»n
100- =
< 100
3 80 80 -
g X X
N & 60- @ 60 .
> B g
o £ e Ewl |
[0 ©
=5 an miR-375 (AUC 0.60; P=0.098) > miR-375 (AUC 0.55; P=0.263)
L||—J i -—- miR-429 (AUC 0,57; P=0.318) 20+ -=- miR-429 (AUC 0.63; P=0.006)
< 5 — miR-375+429 (AUC 0.70; P=0.005) R — miR-375+429 (AUC=0.63; P=0.005)
T T T T 1 v T T T T 1
x 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
100% - Specifiskumas 100% - SpecifiSkumas

3.9 pav. miRNR ir miRNR diagnostinio potencialo palyginimas. Slapimas surinktas
1§ kastracijai atspariu prostatos véziu (KAPV) ir neagresyviu PV serganciy ligoniy
(paprastai Slapinantis PV1, kateterizuojant — PV2) ir kontroliniy asmeny imciy
(asimptomatiniai asmenys, AK, ir asmenys, kuriems nustatyta gerybiné prostatos
hiperplazija, GPH) (A); miR-375 ir miR-429 derinio ROC kreiviy analizé, lyginant
KAPYV ir visas iSvardintas PV ligoniy ir kontroliniy asmeny imtis (B-E). A dalyje
stulpeliai vaizduoja vidurkj, ,,isai“ — standarting vidurkio paklaida, * — P < 0,05,
**_P<0,01, *** - P <0,0001.
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3.3.2. Slapimo miRNR atsako j gydyma prognozavimui

miRNR analizé gydymo eigoje. Norint patikrinti, ar Sios miRNR yra
susijusios su AA gydymu, analizé buvo atlikta tik KAPV serganciyjy
Slapimo méginiuose (N = 51). Palyginus miRNR kiekj Serijiniuose prie$
gydyma (AA-0, N = 22) ir gydymo metu surinktuose (AA-1/2, N = 29)
méginiuose, paaiskéjo, kad miR-429 kiekis gydymo metu didéjo, miR-375 —
maz¢jo, o miR-148a ir miR-365 kiekis buvo nepastovus (3.10 pav.). Tokie
svyravimai, ypac¢ nuoseklus miR-429 kiekio augimas ir miR-375 maZzéjimas,
galimai atspindi ligos progresija.

I092 normalizuota raiska

-4 1 Ll |- 1 Ll ] |
miR-148a miR-365 mMiR-375 miR-429

3.10 pav. Slapimo miRNR kiekio kitimas gydymo eigoje. miRNR kiekis palygintas
Slapime, surinktame i$ kastracijai atspariu prostatos véziu serganciy ligoniy pries
paskiriant gydyma abiraterono acetatu (AA) (AA-0) ir gydymo eigoje (AA-1/2).
Stulpeliai vaizduoja mediana, ,,0sai* — standartine vidurkio paklaida, * — P < 0,05,
**_P<0,01

ISgyvenamumo be progresijos (PFS) prognozavimas. Siekiant
patikrinti, ar remiantis $Siy miRNR analize buty galima nuspéti atsparuma
AA gydymui ir jo baigtj, miRNR kiekis buvo vertintas tik AA-0 KAPV
serganciyjy Slapimo méginiuose (N = 22). miRNR kiekis pagal mediang
buvo suskirstytas j didelj ir mazg. ISgyvenamumo analizé atskleidé, kad
ligoniy, kuriy AA-0 méginiuose buvo nustatytas didesnis kiekis miR-365 ir
MiR-429 ir mazesnis kiekis miR-148a ir miR-375, iSgyvenamumas be
progresijos yra trumpesnis, taciau statistiSkai reikSmingai siejosi tik miR-
148a (4,6 vs. 7,5 mén., P = 0,019; 3.11A pav.). Atlikus miRNR deriniy
analize¢, nustatyta, kad trumpesnis PFS budingas ligoniams, kuriy $lapime
yra maziau miR-148a ir miR-375 bei priesingas kiekis miR-148a ir miR-429
(3.11B-D pav.). Visy rodikliy Cox regresijos analizé patvirtino, kad
remiantis miR-148a PFS galima nuspéti nepriklausomai nuo kity kintamyjy
(S9 priedy lentelé).
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3.11 pav. Iigyvenamumo be progresijos prognozavimas pagal miRNR. Slapimas
surinktas i$ kastracijai atspariu prostatos véziu serganéiy ligoniy prie§ paskiriant
abiraterono acetata: miR-148a (A) ir jvairs miRNR deriniai, kai abiejy (B) ar bet
kurios i§ dviejy (C) miRNR yra mazai arba jy kiekis yra priesingas (D). Skliaustuose
nurodyta iSgyvenamumo be progresijos mediana; HR — santykiné rizika; CI —
pasikliautinasis intervalas.

Bendrojo iSgyvenamumo (OS) prognozavimas. Atlikus bendrojo
iSgyvenamumo analize buvo gauta panasi sgsaja, kaip ir PFS analizés atveju.
Nors jokia miRNR nebuvo statistiskai reik§mingai susijusi su OS, ligoniai,
kuriy pries gydyma surinktame Slapime buvo santykinai maZesnis kiekis
miR-148a ir miR-375, i§gyveno trumpiau (3.12A ir B pav.). Taciau ligoniai,
kuriy Slapime buvo nustatytas mazesnis kiekis abiejy ar bet kurios i§ Siy
miRNR, OS buvo statistiskai reikSmingai trumpesnis (3.12C ir D pav.,
atitinkamai). Visy rodikliy Cox regresiné analizé taip pat patvirtino, kad
remiantis miR-148a ir miR-375 deriniu OS galima nuspéti geriausiai, taciau
modelio statistiné reik§mé buvo ribiné (P = 0,060; S9 priedy lentelé).
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3.12 pav. Bendrojo i§gyvenamumo prognozavimas pagal miRNR. Slapimas
surinktas i$ kastracijai atspariu prostatos véziu serganéiy ligoniy prie§ paskiriant
abiraterono acetatg: miR-148a (A), miR-375 (B) ir $iy miRNR deriniai, kai abiejy
(C) ar bet kurios i§ dviejy (D) miRNR yra mazai. Skliaustuose nurodyta
i§gyvenamumo be progresijos mediana; HR — santykiné rizika; Cl — pasikliautinasis
intervalas.

Apibendrinant, Sis tyrimas atskleidé §lapime iStirty miR-148a, -365, -375
ir -429 prognosting verte. Slapimo miRNR deriniai gali biiti panaudoti kaip
jrankis iSgyvenamumui be progresijos ir bendrajam iSgyvenamumui AA
gydytiems KAPV ligoniams prognozuoti. Siekiant patvirtinti atradimus
reikalingi tolimesni tyrimai didesnése ligoniy imtyse.
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3.4.  AR-V transkriptai atsako j gydymg prognozei

Ne tik trumposios, bet ir ilgosios, baltymus koduojancios, RNR aptinkamos
kraujyje cirkuliuojanciose vézio lastelése (CVL) gali biti pritaikytos atsakui
1 gydyma vertinti. Atlikus androgeny receptoriaus (AR-FL, angl. full length)
ir AR varianty (AR-V: AR-V1, -V3 ir -V7) raiskos analize navikiniuose ir
nenavikiniuose prostatos audiniuose, toliau AR transkriptai buvo tiriami AA-
0 ir AA-1/2 kraujo méginiuose, surinktuose i§ KAPV serganciy ligoniy ir
ieSkota sasajy su atsaku j gydyma, PFS ir OS [Stuopelyte ir kt., 2020].

3.4.1. AR-V tyrimai prostatos audiniuose

Palyginus AR-FL ir AR varianty (AR-V1, -V3 ir -V7) rai8kg tarp
100 navikiniy ir 12 nenavikiniy prostatos audiniy, statistiSkai reikSmingi
skirtumai buvo nustatyti AR-V1 ir AR-V7 atveju (3.13A pav.). Siy
transkripty raiSka buvo didesné ir ligoniy méginiuose, kuriems véliau
pasireiské biocheminé ligos progresija (BCR) (3.13B pav.), o aukstesné AR-
V7 raiska patikimai siejosi su trumpesniu iSgyvenamumu be BCR
(3.13C pav.).

A _ B
o 1.0q C3 BCR- o
% 4 P=0.025 P=0.027 % ] ER BoRe F=0010
‘© — — o
= 5 0.8
3 2 5
5 2
R B 061
T o ©
g 0 = £ 04
o 2
~ 2] S 0.2
o [ nenavikai 2
° =3 navikai =
'4 T 1) 1 ) T L § T T L} o-c T T T
ARFL V1 V3 -7 AR-V1 -v7

3.13 pav. Androgeny receptoriaus (AR-FL) ir

2 C ARV7 AR_ _varla'ntq (ARTVS) anahz'e pros'tvatos
& 0. ) audiniuose: (A) wvisy transkripty raiSkos
A - Zema palyginimas tarp navikiniy ir nenavikiniy
S a0l ey, (nepasiekta)  eoiniy, (B) AR-V1 ir AR-V7 raiskos
s h"\& palyginimas tarp atvejy, kuriems pasireiske ir
o 604 reitke  biocheming i .
8 . nepasireiSké  biocheminé ligos progresija
§ 40 Lws  (BCR+ vs. BCR-) (C) bei AR-V7
2 _.. Auksta iSgyvenamumo  be  progresijos  analizé.
o 2 P=0.050 (Blimen) A dalyje linijos dézuciy viduje zymi mediana,
2 o . , . : ,Usai“ — maziausia ir didziausia miRNR verte;
» 0 20 40 60 80 B dalyje stulpeliai vaizduoja vidurkj, ,,iisai* —

Mén. po radikalaus gydymo g4 0 darting vidurkio paklaida.
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3.4.2. AR-V nustatymas kraujyje

AR-FL ir AR varianty transkripty Kiekis buvo jvertintas 199 kraujo
méginiuose, surinktuose i§ 102 KAPV serganciy ligoniy prie$ pradedant
gydyma AA (AA-0, N = 102) ir jo metu (AA-1/2, N=83) bei i§ atitinkancio
amziaus sveiky kontroliniy asmeny (N = 14). AR-FL buvo nustatytas
visuose KAPV kraujo méginiuose (N = 185), o0 AR-V1, -V3 ir -VV7 buvo
aptikti 17 % (N = 31), 55 % (N = 101) ir 65 % (N = 121), atitinkamai. Bent
vienas AR-V nustatytas 81 % (149/185) KAPV kraujo méginiy.

Suskirs¢ius AR-V kiekj j didelj ir maza pagal didziausig nustatyta
kontroliniy asmeny méginiuose, didelis bent vieno AR-V transkripto kiekis
buvo budingas 44 % (82/185) KAPV serganciy ligoniy méginiy. AR-V
pasiskirstymas prie§ gydyma rinktuose (AA-0) ir gydymo eigoje rinktuose
méginiuose (AA-1/2) buvo gana panaSus (3.14A ir B pav., atitinkamai).
Atlikus koreliacing analize rasta, kad AR-FL reikSmingai koreliavo su visais
AR-V: AR-V1 rho = 0,17, P = 0,019; AR-V3 rho = 0,23, P = 0,002; AR-V7
rho = 0,45, P < 0,001. Koreliacijos tarp AR-V pateiktos S10 priedy lenteléje
ir pavaizduotos Venn diagrama 3.14C pav.

A AA-0 B AA-1/2
(N=102) 3% (N =83)
1004 100 »
z = Z °
3 3 m—
2 c
2 3
Pl | £ s
2 =)
3 (0]
(] —
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v T T L} T T v L) L) L) T T
ARVI V3 VT V3T AN ARVI V3 VT V137 Al
nustatyta, N: 19 51 70 84 10 nustatyta, N: 12 50 51 65 10
daug,N: 19 15 28 47 3 daug,N: 12 19 19 35 3
B daug ([ mazai [ nenustatyta Bl daug [] mazai [ nenustatyta
C AA-0/1/2 3.14 pav. Androgeny receptoriaus (AR-FL) ir AR
(N = 185) varianty (AR-Vs) nustatymo daznis Kkastracijai

atspariu prostatos véziu serganciy ligoniy kraujo
méginiuose. (A) prie§ gydymga abiraterono acetatu
(AA-0), (B) gydymo eigoje (AA-1/2) ir (C) visuose
méginiuose kartu. A ir B dalyse didelis AR-V
transkripty kiekis vaizduojamas juoda spalva,
mazas — pilka, o kai transkriptas nenustatytas —
balta, C dalies Venn diagramoje juoda spalva
_, vaizduojama meéginiy dalis, kurioje nustatyti visi
£ Vienas ARV trys AR-V transkriptai, pilka — du, balta — vienas.

[ DuAR-V
EE Trys AR-V
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3.4.3. AR-V atsako j gydyma prognozavimui

Atsako | gydyma numatymas. IS 98 ligoniy, kuriems atsakas j gydyma
buvo zinomas, trumpas ir vidutinis atsakas buvo budingas lygiai pusei atvejy
(PFS < 8,0 mén., 49/98, 50,0 %); detalus pasiskirstymas pateiktas 3.15A
pav. Siekiant patikrinti, ar kraujo AR-V siejasi su atsaku | AA gydyma, AR
transkripty analizé buvo atlikta tik su méginiais, paimtais prie§ gydymo
pradziag (N = 102). Palyginus AR-V kiekj tarp skirtingo atsako j gydyma
ligoniy, maziausias AR-V transkripty keikis buvo nustatytas atvejams su
ilgiausiu atsaku (>8 mén.), 0 AR-V1 kiekis buvo 10 karty (P = 0,023)
didesnis vidutinio ir >40 karty (P < 0,001) — trumpo atsako ligoniams
(3.15B pav.).

AR-V poky¢iai gydymo metu. Surinkus kraujo méginius prie§ gydyma
(AA-0, N=102), 2 tolimesni kraujo émimai, jei jmanoma, buvo atliekami po
6 ménesiy arba ligai progresavus (AA-1, N=74; AA-2, N=9). Tokiu budu
galéjome sekti 1igos progresija ir stebéti individualig ligos eigg. MaZiausias
AR-FL ir visy AR-V kiekis buvo nustatytas ilgo atsako grupéje, didZiausias
— trumpo (3.15C-F pav.), o reikSmingi skirtumai buvo rasti AR-FL ir AR-V1
atveju.
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3.15 pav. Krauyjo androgeny receptoriaus (AR) ir AR varianty (AR-V) Kiekis
kastracijai atspariu prostatos véziu (KAPV) serganéiy ligoniy atsako | gydyma
abiraterono acetatu (AA) prognozavimui ir vertinimui. (A) AA gydyty ligoniy
iSgyvenamumas be progresijos (PFS), suskirstytas pagal atsako trukme. 4-iy ligoniy
atsakas | gydyma nezinomas; 14-kai ligoniy AA buvo iSrasytas kaip II eilés vaistas
po docetakselio, Si ligoniy dalis grafike atskirta pilkomis linijomis. (B) Atsako i
gydyma AA prognozé, remiantis AR transkripty tyrimu surinktame prie§ gydyma
kraujyje. Stulpeliai vaizduoja vidurkius, ,,isai“ — standartines vidurkio paklaidas
(SEM), * — P < 0,050, ** — P < 0,001. (C-F) Kraujo AR transkripty kiekio
palyginimas tarp KAPV serganciy ligoniy, kuriems buvo biidingas ilgas ir trumpas
atsakas ] AA gydyma. Stulpeliai vaizduoja vidurkius, ,,isai“ — SEM, * — P < 0,050.
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ISgyvenamumo be progresijos (PFS) prognozavimas. Norint patikrinti,
ar AR transkripty tyrimas kraujyje galéty buti naudojamas gydymo baigéiy
numatymui (PFS ir OS), iSgyvenamumo analizés (Cox regresiné ir Kaplan-
Meier isgyvenamumo kreiviy analizés) buvo atliktos tik su KAPV kraujo
méginiais, surinktais prie§ gydyma AA (N=102). AR transkripty kiekis buvo
vertintas dviem buidais: kaip tolydus dydis ir suskirs¢ius j didelj ir maza,
pagal mediang (AR-FL), ar pagal didziausig kiekj, nustatyta kontroliniy
patologiniai rodikliai (serumo PSA prie§ gydyma, metastaziy buvimas, ADT
atsako trukmé ir kt; S11 priedy lentelé).

Pavieniy kintamyjy analizé parodé, kad didesnis Kkiekis AR-FL
reik§mingai siejasi su trumpesniu PFS (P = 0,006). IS AR-V reik§mingiausia
sgsaja buvo nustatyta AR-V1 (S11 priedy lentelé). Kapan-Meier
iSgyvenamumo kreiviy analizé patvirtintino didesnio kiekio AR-FL (3.16A
pav.) ir AR-V1 (3.16B pav.) kickio sgsaja su trumpesniu PFS. Taip pat
trumpesnis i§gyvenamumas be progresijos buvo biidingas ir tiems ligoniams,
kuriy kraujyje buvo nustatytas didesnis bet kurio transkripto kiekis (3.16E
pav.) arba daugiau AR-FL ir bet kurio i§ AR-V transkripto derinys (3.16F-H
pav.). Visgi didZiausig prognosting reik§me turéjo AR-FL ir AR-V1 derinys
(6,6 vs. 19,9 mén.; P < 0,0001; HR 3,0, 95 % CI 1,7-5,1) (3.16F pav.).
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3.16 pav. Isgyvenamumo be progresijos jvertinimas, analizuojant (A) viso ilgio
androgeny receptoriy (AR-FL), AR variantus AR-V1 (B), -V3 (C), -V7 (D) ir jy
derinius (E-H) kraujo méginiuose, surinktuose i§ kastracijai atspariu prostatos véziu
serganciy ligoniy prie§ pradedant gydymg abiraterono acetatu. Skliaustuose nurodyta
iSgyvenamumo be progresijos mediana; HR — santykiné rizika; CI — pasikliautinasis

intervalas.
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Bendrojo iSgyvenamumo (OS) prognozavimas. Atlikus pavieniy
kintamyjy analizg, visi AR transkriptai, iSskyrus AR-V7, statistiSskai
reikSmingai siejosi su trumpesniu OS (S11 priedy lentelé). Analizuojant
visus kintamuosius kartu, AR-FL ir AR-V1 isliko nepriklausomi kintamieji
OS prognozavimui. Kaplan-Meier isgyvenamumo kreiviy analizé patvirtino
atskirai analizuojamy AR-FL (3.17A pav.), AR-V1 (3.17B pav.) ir AR-V3
(3.17C pav.) prognosting OS vertg, taciau stipresné sgsaja buvo nustatyta AR
transkripty deriniams (3.17E-H pav.), i§ kuriy didziausiag prognosting
reik§mg turéjo, kaip ir PFS atveju, AR-FL ir AR-V1 kombinacija (13,2 mén.
vs. nepasiekta; P < 0,0001; HR 3,7, 95 % CI 2,2-6,2) (3.17F pav.).

Tai pirmas platesnés apimties AR-FL, -V1, -V3 ir -V7 tyrimas prostatos
audiniuose ir kraujyje, surinktame i§ kastracijai atspariu PV-iu serganciy
ligoniy prie§ gydyma abiraterono acetatu. Gauti rezultatai rodo, kad
remiantis AR transkripty analize ligoniams gali biiti parenkamas gydymas, —
kraujyje nustacius didelj bet kurio transkripto kiekj iSgyvenamumas be
progresijos ir bendrasis i§gyvenamumas yra trumpesnis. Atlikus tolimesnius
tyrimus nepriklausomose imtyse, viso kraujo AR transkripty tyrimas galéty
buti pritaikytas klinikose.
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3.17 pav. Bendrojo iSgyvenamumo jvertinimas, analizuojant (A) androgeny
receptoriy (AR-FL), AR variantus AR-V1 (B), -V3 (C), -V7 (D) ir jy derinius (E-H)
kraujo meéginiuose, surinktuose i§ kastracijai atspariu prostatos véziu serganciy
ligoniy prie§ pradedant gydyma abiraterono acetatu. Skliaustuose nurodyta bendrojo
i§gyvenamumo mediana; HR — santykiné rizika; CI — pasikliautinasis intervalas.
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4. REZULTATU APTARIMAS

4.1. miRNR prostatos vézio diagnostikai

PV audinyje nustatyta padidéjusi miR-148a ir miR-375 raiska yra gana
pladiai tyrinéta kity tyréjy. miR-148a laikoma onkogenine miRNR, kuri yra
susijusi su gydymui ir/ar kastracijai atspariu PV (KAPV) [Fujita ir kt., 2010;
Jalava ir kt., 2012], ji skatina PV lasteliy dauginimasi [Jalava et al, 2012] ir
taip prisideda prie PV progresijos [Murata ir kt., 2010]. Be to, §i miRNR
dalyvauja androgeny receptoriaus (AR) atsako kelyje [Murata et al, 2010] ir
jos raiska yra iSaugusi AR-teigiamose PV lasteliy linijose [Fujita et al,
2010]. O jvairiy lokalizacijy vézio atvejais miR-375 raiska randama
sumazéjusi, dél to $i miRNR laikoma naviko augimg slopinancia. [domu tai,
kad PV [Brase ir kt., 2011; Nguyen ir kt., 2013] ir krties vézio [Chen ir kt.,
2015)] atveju miR-375 raiska randama iSaugusi. Kaip ir miisy tyrime, taip ir
kity tyréjy darbuose, kuriuvose miRNR raiska palyginta navikiniame ir
nenavikiniame prostatos audinyje, miR-375 raiSka rasta reikSmingai
padidéjusi PV atveju [Ambs ir kt., 2008; Schaefer ir kt., 2010; Szczyrba ir
kt., 2010; Wach ir kt., 2012].

Siame tyrime miR-148a raiska buvo rasta reik§mingai padidéjusi PV
audiniuose, tac¢iau PV ligoniy $lapime jos kiekis buvo reik§mingai mazesnis,
palyginus su GPH ir AK slapime esanciu kiekiu, ir atitinka kity tyréjy
publikuotg medziagg. C. Corcoran su kolegomis [Corcoran ir kt., 2014]
nustaté sumazéjusj miR-148a kieki KAPV egzosomose, o iSanalizave
atvirose duomeny bazése patalpintus duomenis nustaté, kad palyginus su
GPH, miR-148a kiekis PV serganciyjy slapime yra sumazéjes. Vienintelio
miR-148a tyrimo kraujyje metu nustatytas miR-148a padidé¢jimas PV
serganciy ligoniy serume, palyginus su sveikais ligoniais [Al-Qatati ir kt.,
2017]. miR-148a tyrimy organizmo skyséiuose néra daug tikriausiai dél to,
kad mazesnis miR-148a kiekis PV serganciyjy §lapime neatitinka klasikinio
biozymens apibrézimo — siekiant ateityje pritaikyti klinikiniams tyrimams,
jis gausiau turi buti nustatomas ligos atveju, 0 ne kontroliniy asmeny
meéginiuose.

Kito biozymens, miR-375, kaip ir Kitos tyréjy grupés, taip ir mes daugiau
nustatéme ir PV audiniuose, ir PV serganciy ligoniy Slapimo méginiuose.
Prie$ pasirodant misy tyrimui [Stuopelyte ir kt., 2016a], nors miR-375 buvo
gana placiai tyrinéjama kraujyje ir siejama su agresyviu PV [Cheng et al,
2013; Nguyen et al, 2013; Huang et al, 2015], §lapime buvo analizuota tik
vieng kartg ir reikSmingy skirtumy nebuvo nustatyta [Bryant ir kt., 2012].
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Pastaraisiais metais tyrimy slapime skaicius zenkliai iSaugo [Koppers-Lalic
ir kt., 2016; Foj ir kt., 2017; Lekchnov ir kt., 2018], ir miR-375 kartu su
miR-21 ir miR-141 yra dazniausiai tiriamos PV miRNR [Porzycki ir kt.,
2018].

Taigi miisy tyrime miR-148a ir miR-375 derinys geriausiai atskyré abi
nepriklausomas PV imtis nuo atitinkamy kontroliniy asmeny grupiy.
Pastaryjy mety tyrimai patvirtina tokius rezultatus — biozymeny rinkiniai turi
didesng diagnosting verte nei pavieniai genetiniai/molekuliniai ar klinikiniai
Zymenys, pvz., PSA. PanaSiai kaip ir misy tyrime, $lapimo miR-1825 ir -
484 sékmingai atskyré PV nuo GPH [Haj-Ahmad et al, 2014], o i§ prostatos
i8skyry atrinktas miRNR derinys (miR-361-3p, -133b, -221 ir -203) virsijo
pavieniy miRNR verte, ir atskiriant PV nuo GPH sieké¢ AUC = 0,95 [Guzel
et al, 2015]. Taip pat miRNR (tarp kuriy buvo ir miR-375), iSgrynintos i$
séklinio skyscio [Selth et al, 2014] ir ejakulato [Roberts et al, 2015] virsijo
diagnosting PSA verte. Tyrimy, vertinan¢iy miRNR biozymeny diagnostine
verte ,,pilkojoje zonoje* yra vos keletas. S. Yun su kolegomis [Yun ir kt.,
2015] parodé, kad dvi Slapimo virusinés miRNR ,pilkojoje zonoje*“ PV
ligonius nuo GPH atskiria geriau nei PSA. Miisy tyrime ,,pilkojoje zonoje*
nustatyta auksciausia miRNR derinio diagnostiné verté parodo, kad §lapimo
miRNR gali buti jautris ir specifiski PV zZymenys.

Nors $lapimo miRNR tyrimai neinvazinei PV diagnostikai ir yra daug
zadantys, klinikiniams tyrimams vis dar néra pritaikyti dél keleto priezasciy.
Visy pirma, miRNR kiekis organizmo skys€iuose yra mazesnis ir labiau
kintantis nei audiniuose, dél to miRNR nustatymui reikalingi itin jautriis
metodai. Antra, organizmo skysCiuose tiriant net validuotas PV audiniui
specifines miRNR gali ne tik kad nelikti reikSmingy skirtumy tarp PV
ligoniy ir kontroliniy asmeny, bet gautis ir prieSingy koreliacijy (miisy
tyrimo atveju — miR-148a). Skirtingas miRNR Kiekis to paties organizmo
audiniuose ir skysCiuose parodytas seniai [Weber ir kt., 2010], o panaSius
rezultatus gave tyréjai tai grindzia atrankia miRNR sekrecija j tam tikrus
organizmo skys¢ius [Erbes ir kt., 2015]. Trecia, miRNR kiekis $lapime labai
priklauso nuo fiziologinés biiklés ir méginio paruosimo biido. Siame tyrime
parodéme, kad toks pat miRNR kiekis ir tos pacios sgsajos randamos tiriant
ir kateterizuota $lapima, ir §lapima, surinktg tiesiog pasislapinus. Slapimas
yra tinkamesné medziaga PV tyrimams, o jo neinvazinis surinkimas ir
tyrimy gausa jrodo galimybe Slapimo miRNR tyrimus pritaikyti klinikoje,
bet reikalinga suvienodinti méginiy rinkimo, apdorojimo, miRNR detekcijos
ir statistinés analizés metodus.

77



4.2. miRNR biocheminio atkry¢io prognozei

Nepaisant daugybés mikrogardeliy tyrimo metu nustatyty pakitusios raiskos
mMiRNR (miR-95, -206, -623, -885-3p, -1180, -3692* ir kt.), skirtingu
metodu iStyrus daugiau méginiy, tik miR-95 atveju buvo gauta sgsaja su
agresyvesniu PV fenotipu. Didesné miR-95 raiSka reikSmingai siejosi su
navikais, kuriems buvo nustatytas aukstesnis Gleason balas, aukstesné
stadija ir kuriuose vyko TMPRSS2-ERG sulietinio transkripto raiska bei
ligoniais, kuriems véliau buvo nustatyta biocheminé ligos progresija.
Panasiis rezultatai paskelbti ir kity tyréjy darbuose: miR-95 raiska yra
iSaugusi pirminiuose PV navikuose, o veikdama per fosfataze SGPP1 yra
susijusi su atsparumu jonizuojanc¢iajai spinduliuotei ir prisideda prie
agresyvesnio PV vystymosi [Huang ir kt., 2013]. Verta paminéti, kad Siame
tyrime mes pirmgkart nustatéme iSaugusia miR-95 raiska navikuose,
kuriuose vyksta sulietinio transkripto TMPRSS2-ERG raiska. Sis sulietinis
transkriptas yra pats dazniausias chromosominis persitvarkymas, nustatomas
mazdaug pusei visy PV atvejy. Budamas PV specifinis, T-E dalyvauja vézio
vystymesi [Culig, 2014], lemdamas pakitusiag daugumos kity transkripty,
jskaitant ir miRNR, raiska [Fayyaz ir kt., 2013]. Naujais bioinformatiniy
tyrimy duomenimis $i miRNR dalyvauja ir kituose PV reguliaciniuose
keliuose, pvz., transformuojancio augimo veiksnio beta (TGF-beta) ir naviky
nekrozés veiksnio (TNF). Taigi su PV reguliaciniais keliais susijusi miR-95
galéty buti tinkamas agresyvaus fenotipo biozymuo, tafiau Siy duomeny
patvirtinimui reikalingi tolimesni tyrimai.

Mikrogardelés yra vienas labiausiai paplitusiy visuminés geny raiSkos
analizés, o kiekybiné PGR — pats populiariausias rasty raiskos skirtumy
validavimo metodas. Mikrogardelémis nustatéme deSimtis miRNR, kuriy
raiSka skyrési tarp jvairiy lyginamyjy grupiy, taciau dalies i§ jy nepavyko
aptikti kiekybinés PGR metodu, ir tik keleta i§ rasty skirtumy pavyko
validuoti. Siy dviejy metody skirtumai gerai Zinomi ir pladiai aptariami
[Morey ir kt., 2006; Git ir kt., 2010].

miR-19 Seimai priklausan¢ios miRNR, lokalizuotos miR-17~92
klasteryje, yra gerai zinoma onkogeniniy miRNR Seima [HUhn ir kt., 2015].
Nors mikrogardelémis nustatéme labai auksta ir miR-19a, ir miR-19b raiska
PV audiniuose, Slapime jy kiekis buvo skirtingas: daugiau miR-19a buvo PV
ligoniy $lapime, o miR-19b — GPH serganéiyjy §lapime. Subrendusiy miR-
19a ir miR-19b sekos skiriasi tik vienu nukleotidu, taciau to pakanka, kad
skirtysi §iy miRNR taikiniai. Pavyzdziui, bitent miR-19b, bet ne miR-19a,
tiesiogiai slopina tokiy gerai zinomy naviko augima slopinanciy geny kaip
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PTEN ir TP53 raiska, del to véliau sumazéja ir kity naviko augimag
slopinanéiy baltymy (Bax, p21 ir kt.) [Tian ir kt., 2013; Fan ir kt., 2014].
miR-19a reguliuojama AR [Mo ir kt., 2013], o0 miR-19b turi du homologus,
kurie yra iSsidéste skirtingose chromosomose, todél jos reguliacija
sudétingesné. Ir nors yra tyrimy, kuriais demonstruojamas naviko augima
slopinantis miR-17~92 vaidmuo PV [Ottman ir kt., 2016], taciau dauguma
tyrimy iSaugusig Siam klasteriui priklausanc¢iy miRNR raiska sieja su PV
progresija [Liu ir kt., 2019] ir atsparumu chemoterapijai [Zhou ir kt., 2016].

Pastaraisiais metais atsirado daugiau ir miR-17~92 klasterio miRNR
tyrimy organizmo skysciuose, taciau didzioji dauguma atlikta tiriant krauja.
Be musy tyrimo, miR-19b PV S§lapime tyrinéta tik kartg ir, palyginus su
sveiky asmeny §lapimo tyrimy rezultatais, PV atveju nustatytas reikSmingai
mazesnis miR-19b kiekis [Bryzgunova ir kt., 2016]. Taigi, nepriklausomai
nuo to, kuri Slapimo frakcija tiriama (miisy tyrimas atiktas su Slapimo
nuosédomis, 0 O. Bryzgunova su kolegomis tyring¢jo supernatanto
mikrovezikules), ar su kokia kontroliniy asmeny grupe palyginama (GPH ar
sveikais asmenimis, atitinkamai), miR-19b PV atveju randama maziau.
Daugiau tyrimy atlikta su kraujo miR-19a/b, kur kaip ir Siame su $lapimu
atliktame tyrime vertintas ne tik diagnostinis, bet ir prognostinis miRNR
potencialas. Mazesnis kiekis abiejy miRNR, miR-19a ir miR-19b, buvo
rastas PV serume, ir abi miRNR buvo pavadintos nepriklausomais
prognostiniais didelés rizikos PV Zymenimis. Kaip ir misy tyrime, miRNR
derinio diagnostiné verté buvo didesné nei pavieniy miRNR ar PSA [Wang
ir kt., 2014]. Kitame tyrime, nors didZiausig diagnosting reik§me¢ vél turéjo
miRNR deriniai, bet miR-19a/b kiekis PV serganéiyjy serume buvo
reik§mingai didesnis nei GPH, o didesnis viso miR-17~92 klasterio miRNR
kiekis serume prognozavo trumpesnj i§gyvenamuma be progresijos [Feng ir
kt., 2017].

Nustatéme, kad miR-21 raiska buvo padidéjusi PV audiniuose, ir tai
atitinka kity tyréjy gautus duomenis [Ribas ir kt., 2010]. miR-21 yra viena
placiausiai tyrinéjamy onkogeniniy miRNR daugelio lokalizacijy vézio
atvejais, jskaitant ir PV, o iSaugusi jos raiSka laikoma nepriklausomu
biozymeniu biocheminei PV progresijai numatyti [Li ir kt., 2012]. Jau seniai
nustatyta, kad miR-21 skatina PV lasteliy dauginimasi, invazyvuma,
metastazavima, slopina apoptoze¢ [Krichevsky ir Gabriely. 2009], taciau
vieningy miR-21 tyrimy ligoniy $lapime kol kas néra. Siame tyrime miR-21
PV serganciyjy Slapime buvo reikSmingai maZziau nei Slapime, surinktame i$
GPH serganciy ligoniy. Mazesnis kiekis Slapime esan¢ios miR-21 buvo
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aptiktas ir didelés rizikos PV atvejus palyginus su mazos rizikos atvejais
[Sapre ir kt., 2014], taip pat maziau, palyginus ir su GPH, ir su sveiky
asmeny Slapimo tyrimy rezltatais [Ghorbanmehr ir kt., 2019]. Taciau L. Foj
tyréjy grupés atliktame tyrime didesnis miR-21 kiekis buvo nustatytas ir
Slapimo nuosédose, ir egzosomose [Foj ir kt., 2017]. Idomu tai, kad serume
nustatomas reik§mingai didesnis miR-21 Kiekis nei kontrolinése grupése
ankstyvojo PV diagnostikai [Gao ir kt., 2016], yra susijgs su trumpesniu
iSgyvenamumu PV ligoniams, kuriems taikoma ADT terapija [Guan ir kt.,
2016], ir siejamas su agresyvesne ligos eiga [Yaman Agaoglu ir kt., 2011;
Shen ir kt., 2012].

Siame tyrime tik miR-95 atveju buvo rasta sasaja su ligos progresija,
ta¢iau miR-95 pasirodé esanti netinkamas taikinys tyrimui organizmo
skysCiuose. Dél Sios priezasties Slapimo tyrimui i§ mikrogardeliy analizés
buvo pasirinktos tos miRNR, kuriy raiska buvo reikSmingai iSaugusi PV
audinyje ir kuriy PV specifiSkumas buvo jrodytas kituose tyrimuose. Taciau
atlikus tyrima §lapime paaiskéjo, kad PV ligoniams buvo biidingas mazesnis
miR-21 kiekis Slapime, o su trumpesniu iSgyvenamumu iki biocheminés
ligos progresijos siejosi mazesnis Kiekis miR-19b. Cirkuliuojan¢iy miRNR
tyrimuose nustatomos labai reikSmingos asociacijos, taciau prieStaringi
tyrimai ir skirtingas miRNR kiekis organizmo skyséiuose létina Siy
biozymeny pritaikyma klinikiniams tyrimams. Prie$ tai jau buvo aptarta
savita miRNR reguliacija ir atrankus patekimas j tam tikrus kiino skyscius.
Visgi, nepaisant neatitikimy, miR-19a/b ir miR-21 savitumas PV buvo
jrodytas daugybe tyrimy, ir tyrimai neinvaziniu biidu surinktoje biologinéje
medziagoje turéty biti tesiami klinikinei reikSmei patvirtinti.

4.3. miRNR atsako j gydyma prognozei

Kol kas néra publikuoty duomeny apie miRNR tyrimus KAPV $§lapime,
todel bus aptartos pries tai aprasyty miR-148a, -365, -375 ir -429 funkcijos,
kurios galimai yra susijusios su KAPV vystymusi.

G. Lin su kolegomis pirmos ir antros fazés klinikiniy tyrimy metu (2014
ir 2017 m.) tyré miR-375 ir miR-429 kraujo serume, surinktame i§ KAPV
ligoniy prie§ pradedant gydyma chemoterapiniu vaistu docetakseliu [Lin et
al., 2014; 2017]. Abiejy tyrimy metu buvo nustatyta, kad didesnis abiejy
miRNR kiekis prie§ pradedant gydyma yra susijes su bendruoju
i§gyvenamumu, bet ne su atsparumu docetakseliui. Jdomu tai, kad antros
fazés tyrime miR-429 buvo pasalinta i§ rizikos grupés jvertinimo [Lin et al.,
2017], nes daugumoje serumo méginiy jos nepavyko aptikti. Naujausiy
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tyrimy duomenimis, miR-429 dalyvauja keliuose nuo androgeny
nepriklausomo PV reguliaciniuose keliuose [Wang ir kt., 2018], skatina
véziniy lgsteliy dauginimgsi [Ouyang ir kt., 2015] ir gali bati susijusi su
EMT ir metastazémis [Abisoye-Ogunniyan ir kt., 2018]. Miisy tyrime miR-
429 kiekis KAPV serganciyjy Slapime buvo didziausias i§ visy analizuoty
imc¢iy, todél Slapimo mMiR-429 analizé galéty buti specifiSkesné uz tyrima
kraujyje.

Nors miR-375 labai daznai tiriama, taciau jos veikimo mechanizmai
iSliecka neaiSktis. Daugumos lokalizacijy vézio atvejy miR-375 laikoma
naviko augima slopinancia, taciau iSskirtinai PV atveju jos raiska yra
iSaugusi ir didéja ligai progresuojant [Nguyen ir kt., 2013]. Naujausi tyrimai
rodo, kad Sios miRNR raiska atvirk$¢iai koreliuoja su epitelinio-
mezenchiminio virsmo (EMT) zymenimis ir gali dalyvauti priesingo virsmo,
MET, valdyme [Selth ir kt., 2017]. Taip pat nustatyta, kad miR-375
tiesiogiai koreliuoja su cirkuliuojan¢iy vézio lgsteliy (CVL) skai¢iumi ne tik
PV, bet ir kriities vézio atveju [Madhavan ir kt., 2012], kas rodo galima
sgsajg su hormony reguliuojamais signaliniais keliais. Nustatytas maZesnis
miR-375 kiekis KAPV serganciyjy Slapime, mazéjimas gydymo eigoje ir
reik§mingos sasajos su iSgyvenamumu galéty prisidéti prie gilesnio KAPV
vystomosi mechanizmy suvokimo, ta¢iau reikalingi tolimesni tyrimai.

miR-148a PV laikoma ir onkogenine [Al-Qatati ir kt., 2017], ir naviko
augimg slopinan¢ia miRNR. Sumazé&jusi miR-148a raiska buvo nustatyta
kastracijai atsparaus (angl. hormone-resistant, hormone-refractory) ir
paklitakseliui (chemoterapinis vaistas) atspariioje vézio lasteliy linijoje
[Fujita ir kt., 2010]. D¢l to miR-148a tyrimas gali biiti pritaikytas ir KAPV
serganciy ligoniy atrankai, prie§ paskiriant AA gydyma, ir jau gydomy
ligoniy stebéjimui.

4.4. AR-V transkriptai atsako j gydyma prognozei

Apie 20 karty didesné AR-V1 ir AR-V7 raiska buvo nustatyta KAPV
audinius palyginus su atvejais, kuriems hormony terapija dar nebuvo taikyta
[Hu ir kt., 2009]. Taip pat tame paciame tyrime didesné AR-V7 raiska buvo
tais atvejais, kai véliau pasireiské BCR, ir tai atitinka misy tyrimo
rezultatus. Tokiose ankstyvose vézio stadijose nustatyta iSaugusi AR-V7
raiSka galimai siejasi ne tik su BCR, bet ir besivystanciu atsparumu hormony
terapijai [Luo ir kt., 2018], todél atsizvelgiant | AR-V7 ar kity AR-V raiska
biity galima parinkti tinkamiausig gydyma.
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Istyrus 185 KAPV serganciyjy kraujo méginius, bent vienas AR-V buvo
nustatytas 81 %, o didelis bent vieno AR-V kiekis — 44 % méginiy. I visy
tirty AR transkripty reikSmingiausia sgsaja su atsaku j gydymg buvo rasta
AR-FL ir AR-V1 atvejais: prie§ gydyma paimtame kraujo méginyje
nustacius didesnj AR-FL ir/arba AR-V1 kiekj, ligoniui pasireiské pirminis
atsparumas AA arba trumpesnis i§gyvenamumas be progresijos ir bendrasis
iSgyvenamumas. AR-FL yra vienas pagrindiniy AR signalinio kelio
blokados taikiniy, 0 iSaugusi AR raiSka parodyta daugybéje PV lasteliy linijy
ir klinikiniy tyrimy, i$ kuriy aktualiausi KAPV [Tilki ir kt., 2016]. Padidéjusi
AR-V1 raiska buvo nustatyta KAPV audinius palyginus su atvejais, kuriems
dar nebuvo taikyta ADT [Hu ir kt., 2009], bet §is miisy tyrimas yra pirmasis,
kuriuo parodyta kraujo AR-V1 ir jo derinio su AR-FL klinikiné verté.

Nors AR-V7 misy ir kity tyréjy tirtoje klinikinéje medZziagoje nustatomas
dazniausiai ir labiausiai siejamas su atsparumu gydymui, bet klinikiné
reikSme iSlieka priestaringa [Sprenger ir kt., 2014; Antonarakis ir kt., 2016;
Bryce ir kt., 2016; Seitz ir kt., 2017]. Daugybéje tyrimy AR-V7 buvo silpnai
susijes arba visai nesisiejo su PSA sumazéjimu [Takeuchi ir kt., 2016;
Todenhofer ir kt., 2017; To ir kt., 2018] iSgyvenamumu be PSA progresijos
[To ir kt., 2018] ar bendruoju isgyvenamumu enzalutamidu gydytoje imtyje
[Qu ir kt., 2017]. Siame tyrime prognostiné AR-V7 verté taip buvo maza ir
pageréjo tik sujungus su kity AR transkripty duomenimis. AR transkripty
tyrimy visame kraujyje (angl. whole blood) néra daug: be AR-V7 vertinti tik
AR-V12 [Liu ir kt., 2016] ir AR-V9 [To ir kt., 2018], o gauti rezultatai yra
priestaringi. H. Liu tyréjy grupés [Liu ir kt., 2016] atliktoje analizéje AR-
V12 ir AR-V7 buvo susieti su atsparumu gydymui, 0 S.Q. To tyréjy grupés
[Toir kt., 2018] analizuoti kraujo AR-V7 ir AR-V9 transkriptai nebuvo
reikSmingai susij¢ su gydymu, nes ligoniams, kuriy kraujyje buvo nustatyti
Sie AR-V, atsparumas gydymui nepasireiské. AR-V9 ir AR-V12 buvo
vertinti ir masy atlikto tyrimo bandomojoje dalyje, ta¢iau aptikimo daznis
buvo per mazas, todél j pagrindinj tyrimg buvo jtraukti tik AR-V1, AR-V3 ir
AR-V7. Visuose tirtuose kraujo méginiuose nustatytas AR-FL teigiamai
koreliavo su visais AR-V, ir tai atitinka kity tyréjy gautus rezultatus [Kallio
ir kt., 2018]. Neseniai parodyta, kad j androgeny signalinj kelig nukreiptas
gydymas (pvz., ADT) skatina AR transkripcinj aktyvumg ir alternatyvy
splaisinga, dél to iSauga ne tik AR-FL transkripty kiekis, bet ir AR-V
susidarymo daznis [Liu ir kt., 2014]. Taigi, keliy AR varianty, 0 ne tik AR-
V7, tyrimas gali atnesti didesne kliniking nauda.
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ISVADOS

. MiR-375 ir miR-148a raiska yra statistiskai reikSmingai didesné PV
audiniuose (P = 0,015 ir P = 0,027, atitinkamai), 0 miR-429 — TMPRSS2-
ERG teigiamuose navikuose (P = 0,008). Geresnés diferenciacijos
navikuose (G<(3+4) ir G<6) nustatyta didesné miR-429 ir miR-365 raiska
(P < 0,001 ir P = 0,007, atitinkamai).

. PV ligoniy §lapime miR-375 kiekis yra reikSmingai didesnis, o miR-148a
mazesnis nei kontroliniy asmeny (P < 0,001). miR-148a ir miR-375
derinio diagnostiné verté yra didesné nei analizuojant pavienes miRNR ir
vir§ija PSA testo diagnosting verte (AUC = 0,85 vs. 0,51) net PSA
koncentracijai esant 4-10 ng/mL (AUC = 0,90).

. MiR-19a/19b ir miR-21 derinio diagnostiné verté yra didesné nei
analizuojant pavienes miRNR ir virsija PSA testo diagnosting verte (AUC
= 0,74 vs. 0,51). Mazesnis miR-19b kiekis ir maZesnis miR-19b bei
didesnis miR-19a kiekis PV ligoniy §lapime prognozuoja greitesng
biocheming progresija (P = 0,014 ir P = 0,016, atitinkamai).

. MiR-148a, -365, -375 ir -429 kiekis reikSmingai skiriasi KAPV, lokalaus
PV ir kontroliniy asmeny grupiy §lapime (P < 0,05), o miR-375 ir miR-
429 derinys specifiSkiau atskiria KAPV ligonius nei tiriant pavienes
miRNR (P < 0,01). Trumpesnj iSgyvenamuma be progresijos AA
gydomiems ligoniams prognozuoja $lapime nustatytas mazesnis kiekis
miR-148a, o bendrajj isgyvenamuma — mazesnis kiekis abiejy arba bet
kurios i§ miR-148a ir miR-375 (P = 0,033 ir P = 0,035, atitinkamai).

. AR-V1 ir AR-V7 raiska yra reik§mingai didesné navikiniuose nei
nenavikiniuose prostatos audiniuose (P = 0,025 ir P = 0,027, atitinkamai),
o aukstesné AR-V7 raiska progresavusiuose atvejuose (P = 0,010) siejasi
su trumpesniu i§gyvenamumu be biocheminés ligos progresijos (61 mén.
vs. nepasiekta mediana, P = 0,050).

. AR-FL buvo nustatytas visuose 185 kraujo méginiuose, o bent vienas
AR-V — 81 % KAPV kraujo méginiy. Didesnis AR-FL ir AR-V1
transkripty kiekis KAPV ligoniy kraujyje yra nepriklausomas kintamasis,
prognozuojantis trumpesnj iSgyvenamumg be progresijos (HR 3,0, 95 %
Cl 1,7-5,1) ir bendrajj isgyvenamuma (HR 3,7, 95 % CI 2,2-6,2), gydant
AA.
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PADEKA

Noré¢iau nuoSirdziai padékoti savo mokslinei vadovei prof. Sonatai
Jarmalaitei uz galimybe atlikti tyrimus jos vadovaujamoje mokslinéje
grupéje, uz vertingas pastabas ir paskatinimag, — visa tai augino mane ne tik
kaip mokslininke, bet ir kaip zmogy. Taip pat dékoju prof. habil. dr. Juozui
Rimantui Lazutkai uz mokslines ir gyvenimiskas diskusijas. A¢iti Suomijos
institutuose dirbantiems mokslininkams, prof. Kirsti Husgafvel-Pursiainen ir
dr. Eevai Kettunen i§ Suomijos profesinés sveikatos instituto Helsinkyje ir
prof. Tapio Visakorpi bei dr. Benediktai Haflidadottir i§ Prostatos vézio
tyrimy centro Tamperéje, kad priémé stazuotéms ir suteiké vertingy ziniy ir
praktiniy jgiidziy.

Dékoju Justinai Tverkuvienei ir dr. Kristinai Danitinaitei uz globa
pradedant tyrimus Zmogaus genomo tyrimy centre. Atskiras aditi dr. Rasai
Sabaliauskaitei ir Ritai Bandariavi¢iitei uz mokslines diskusijas,
nusidriekianéias uz laboratoriniy staly riby. Dékoju kolegéms: Raimondai,
Agnei, levai, Kristinai, Benitai, kurios, kurdamos draugiska atmosfera
laboratorijoje, nejucia tapo draugémis ir realiame gyvenime. Acill visam
Botanikos ir genetikos katedros kolektyvui uz draugiska darbo aplinkg ir
visapusiska palaikyma.

Noréciau padékoti visiems NVI ir VULSK gydytojams, medicinos ir
aptarnaujanciam personalui, kurie prisidé¢jo prie vertingy méginiy rinkimo
projektinéms veikloms. Ypatingai noréciau padékoti prof. dr. Feliksui
Jankevi¢iui uz vertingus komentarus ir pastabas, 0 Arnui BakaviCiui uz
kruopsty  klinikiniy duomeny rinkima. NuoSirdus aciti projektuose
sutikusiems dalyvauti ligoniams ir jy Seimy nariams.

Acitu Lietuvos mokslo tarybai ir ES struktiirinés paramos fondams uz
projekty finansavimg, LMT ir VU — uz stipendijas, a¢it draugiSkoms
firmoms, kurios kantriai tieké netikétai greitai pasibaigusius reagentus.

Dékoju mamai, modéiutei, draugo Seimai ir draugams, kurie visada mane
palaiké ir skatino eiti tolyn. Ir, zinoma, dékoju blisimam vyrui Simui, kuris
jau mateé, ka reiskia pasakymas ,,ir varge®.
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PRIEDAI

S1 lentelé. Klinikinés-patologinés prostatos véziu serganciy ligoniy
charakteristikos androgeny receptoriaus (AR-FL) ir AR varianty (AR-V)
raiSkos tyrime prostatos audiniuose

Rodikliai PV+ PV-
Ligoniai, N 100 12
AmzZiaus mediana PV diagnozés metu, m. (IQR) 61 (12,5) 58,5 (9,3)
PSA

Mediana (IQR) (ng/mL) 6,9 (5,4) 6,3 (7,3)
Nezinoma; N (%) 3(3,0) -
ISUP grupé -
1; N (%) 41 (41,0)
2, N (%) 44 (44,0)
3; N (%) 15 (15,0)
Naviko stadija, pT -
<pT2; N (%) 66 (66,0)
>pT3; N (%) 34 (34,0)
Duomeny apie ligos eigg mediana, mén. (IQR) 30,5 (29,5) -
Biocheminé ligos progresija, BCR -
Taip; N (%) 27 (27,0)
Ne; N (%) 71 (71,0)
Nezinoma; N (%) 2 (2,0
I8gyvenamumo be BCR progresijos mediana, 13,0 (43,5) i
mén. (IQR)

Santrumpos: Navikiniai (PV+) ir nenavikiniai (PV-) prostatos audiniai; IQR —
kvartilinis plotis; ISUP — angl. International Society of Urological Pathology; PSA —
prostatai specifinis antigenas.
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S2 lentelé. Pradmeny ir hidrolizés zondy sekos, pasirinktos i§ publikacijy
ir/ar sukurtos S§iam androgeny receptoriaus (AR-FL) ir AR varianty (AR-V)
tyrimui prostatos véziu (PV) serganciy ligoniy audiniuose ir kastracijai

atspariu PV serganciy ligoniy kraujyje

Prostatos audiniy tyrimas
Genas | Prasminis Antiprasminis Ampl.
5°-3° 5°-3° ilgis, Ref.
bp
CCATCTTGTCGT | AGCTTCTGGGTTG [Hu ir kt.
AR-FL | CTTCGGAAATGT | TCTCCTCAGTGG 143 2011]’
TATGAAGC
CCATCTTGTCGT | CTGTTGTGGATGA [Hu i kt.
AR-V1 | CTTCGGAAATGT | GCAGCTGAGAGT 149 2011]’
TATGAAGC CT
AR-V3* ATGTGGAAGCT | TTCTGTCAGTCCC 127 [Ajiboye ir
GCAAGGTCTT ATTGGTG kt., 2017]
CCATCTTIGTCGT | TTTGAATGAGGC [Hu ir Kt
AR-V7 | CTTCGGAAATGT | AAGTCAGCCTTTC 125 2011]’
TATGAAGC T
AGATGGTCAAG | GTATTCATTATAG [Souza ir
HPRT1 | GTCGCAAG TCAAGGGCATAT 128
kt., 2013]
CcC
Kraujo tyrimas
Genas Prasminis Antiprasminis | Zondas AI‘IZIISI Ref
5-3° 5-3 5°-3 ’
bp
CCATCTTG | TCCAAACAC | GACTC
TCGTCTTC | CCTCAAGAT TGGGA . .
ARVL | GGAAATG | TCTTTCA Gcage | 20 | Sistyrimas
1T TG
ATGTGGA | GGGTTAGTG CCGCT
AGCTGCA | TCTGATTATG | GAAGG . .
ARV3 | AGGTCTT | ATTCTTTTAA | ATTTT 90 | Sis tyrimas
TTTG
TGTCGTCT | TCATTTTGAG | TCTGG
ARV7 TCGGAAA | ATGCTTGCA GAGAA 82 [Liuir kt.,
TGTTATG ATTG AAATT 2014]
A
GGAAATG | CTGCATCCTC | CAGGT
TTATGAA | TCTCACAAG GTGAT 5. .
ARVY | GCAGGGA | TACATG crcec | 72 | Sistyrimas
TGAC
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S2 lentelé. Tgsinys.

Kraujo tyrimas

Prasminis Antiprasminis | Zondas Ampl.
Genas 5.3 5.3 5.3 ilgis, Ref.
bp
ACAGCTT | ACAGCTTGT | CTCTCT
GTACACG | ACACGTGGT | CGCAA “ . .
AR-V12 TGGTCAA | CcAA TCAGG 74 Sis tyrimas
C

CATCAGG | ATATCGTAG | CTCTC
KLK3- | AACAAAA | AGCGGGTGT | CGGTA

IC GCGTGA GG GCTGC
GAAAA

111 Sis tyrimas

* — prasminis pradmuo buvo sukurtas Siam tyrimui, o antiprasminis buvo parinktas
i8 A.S. Ajiboye ir kolegy publikacijos [Ajiboye ir kt., 2017]; tarp audinio ir kraujo
tyrimy atitinkancios pradmeny sekos yra pabrauktos.
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S3 lentelé. Statistiskai reikSmingos sasajos, nustatytos tarp miRNR raiskos ir
klinikiniy-patologiniy prostatos vézio charakteristiky, gautos 54 prostatos
audinius i$tyrus naudojant TagMan Array Human MicroRNA A+B Cards Set
v3.0 (ABI, TFS)

Navikiniai vs. nenavikiniai prostatos audiniai

Padidéjusi FC P verté | Sumazéjusi FC P verté
miR-183* 4,0 | <0,000001 | miR-204 -2,3 <0,0001
miR-340 1,8 <0,0001 | miR-152 -1,6 <0,0001
miR-19a 1,9 <0,0001 | miR-222* -4,3 <0,0001
miR-375 2,2 0,0002 | miR-139-5p -1,8 <0,0001
miR-339-5p 4,8 0,0002 | miR-24 -1,5 0,0001
mmu-miR-

93 1,8 0,0003 | miR-886-5p -3,0 0,0001
miR-148a 2,2 0,0003 | miR-370 -4,0 0,0002
miR-19b 1,7 0,0004 | miR-452 -1,7 0,0004
miR-106b 1,6 0,0004 | miR-222 -1,9 0,0006
miR-425-5p 1,6 0,0007 | miR-1271 -2,0 0,0007
miR-183 2,8 0,0011 | mmu-miR-134 -3,1 0,0007
miR-200c 1,6 0,0012 | miR-433 4,2 0,0008
mmu-miR-

140 1,4 0,0012 | miR-133b 2,2 0,0009
miR-200b* 3,5 0,0015 | miR-657 -19,9 0,0009
miR-1267 5,7 0,0025 | miR-205 2,4 0,0009
miR-92a 1,5 0,0026 | miR-886-3p -2,4 0,0010
miR-636 2,4 0,0032 | miR-320 -1,7 0,0010
miR-182 2,3 0,0036 | miR-130a -1,6 0,0011
miR-542-5p | 11,8 0,0039 | miR-34a* -1,8 0,0013
mmu-miR-

96 3,2 0,0039 | miR-220 -2,4 0,0017
miR-93* 1,4 0,0040 | miR-133a -1,9 0,0023
miR-17 1,4 0,0046 | miR-376c -1,5 0,0035
miR-191 1,5 0,0048 | miR-1285 -3,0 0,0044
let-7¢g 1,2 0,0048 | miR-138 2,4 0,0050
rno-miR-7* 1,7 0,0064 | miR-31 -1,9 0,0058
miR-142-3p 1,6 0,0081 | miR-455 -1,7 0,0065
miR-1208 2,2 0,0088 | miR-31* -1,8 0,0066
miR-92a-1* 53 0,0096 | miR-339-3p -1,4 0,0067
miR-520f 4,0 0,0103 | let-7b -1,7 0,0074
miR-643 3,8 0,0108 | miR-143 -15 0,0088
miR-519a 4,3 0,0110 | let-7c -1,7 0,0089
miR-151-3p 2,0 0,0112 | miR-214 -1,5 0,0095
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S3 lentelé. Tesinys.

Navikiniai vs. nenavikiniai prostatos audiniai

Padidéjusi FC P verté | Sumazéjusi FC P verté
miR-432* 3,3 0,0119 | miR-193b -1,4 0,0097
miR-618 2,4 0,0151 | miR-410 -2,0 0,0100
miR-146b 15 0,0153 | miR-214* -1,8 0,0111
miR-20a* 18 0,0173 | miR-502-3p -1,7 0,0111
miR-627 9,0 0,0181 | miR-454* -1,8 0,0128
miR-628-5p 2,3 0,0195 | miR-324-3p -1,8 0,0138
miR-30b 1,2 0,0202 | miR-23b -1,9 0,0144
miR-374 14 0,0210 | miR-145 -1,6 0,0150
miR-20a 1,6 0,0224 | miR-323-3p 2,2 0,0156
miR-1255B 2,7 0,0298 | miR-181c* -2,1 0,0173
miR-522 58 0,0299 | miR-15a -1,9 0,0173
miR-573 2,4 0,0322 | miR-889 -2,6 0,0179
miR-1275 2,8 0,0332 | miR-99a -1,5 0,0189
miR-592 3,1 0,0362 | miR-1247 -1,7 0,0239
miR-1233 1,7 0,0404 | miR-330 -19 0,0261
miR-449 4,0 0,0405 | miR-125b -1,3 0,0282
miR-1305 33,6 0,0415 | miR-218 -1,3 0,0309
miR-25 15 0,0418 | miR-1 -1,5 0,0332
miR-26b 1,2 0,0445 | miR-151-5P -1,8 0,0342
miR-597 2,8 0,0458 | miR-224 -1,7 0,0363
miR-141 13 0,0470 | miR-193a-5p -15 0,0364
miR-106a 1,3 0,0473 | miR-27b -17 0,0368
miR-1227 1,8 0,0492 | miR-16 -1,2 0,0422

miR-184 -3,3 0,0428

miR-99a* -14 0,0444

miR-539 -1,6 0,0487

Biocheminé ligos progresija, Taip vs. Ne

Padidéjusi FC P verté | Sumazéjusi FC P verté
miR-505* 3,2 0,0009 | miR-193b -1,6 0,0016
miR-941 53 0,0013 | miR-1208 -2,3 0,0078
miR-200b* 2,5 0,0080 | miR-1225-3P -1,8 0,0089
let-7d 1,4 0,0084 | miR-1825 -3,0 0,0094
miR-183* 2,0 0,0084 | miR-220 -1,8 0,0109
miR-139-3p 6,9 0,0101 | miR-636 -2,0 0,0164
miR-449b 53 0,0199 | miR-218 -1,3 0,0200
miR-449 4,8 0,0255 | miR-655 -2,1 0,0216
let-7a 1,4 0,0305 | miR-638 -2,1 0,0229
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S3 lentelé. Tesinys.

Biocheminé ligos progresija, Taip vs. Ne
Padidéjusi FC P verté | Sumazéjusi FC P verté
miR-766 1,8 0,0332 | miR-365 -1,2 0,0246
miR-95 1,5 0,0355 | miR-1233 -1,7 0,0250
miR-27b* 1,6 0,0391 | miR-1227 -1,8 0,0282
miR-339-3p -1,4 0,0305
miR-224 -1,7 0,0322
miR-144* 2,2 0,0326
miR-579 -53 0,0349
miR-518f -4,0 0,0419
miR-203 -1,3 0,0434
miR-133a -1,6 0,0456
TMPRSS2-ERG statusas, Teigiami vs. Neigiami navikai
Padidéjusi FC P verté | Sumazéjusi FC P verté
miR-195 1,5 0,0002 | miR-99b -1,8 0,0003
miR-19a 1,6 0,0003 | miR-331 -1,4 0,0004
miR-19b 1,6 0,0006 | miR-184 -10,3 0,0005
miR-429 2,9 0,0006 | miR-320 -1,6 0,0005
miR-21 2,0 0,0007 | miR-30a-3p -1,5 0,0014
miR-200b 2,7 0,0013 | let-7b -1,7 0,0014
miR-95 1,7 0,0020 | miR-193b* -7,5 0,0022
miR-20a 1,7 0,0020 | miR-30e-3p -1,4 0,0033
mmu-miR-
140 1,3 0,0021 | miR-193b -1,4 0,0044
miR-9 2,2 0,0021 | miR-26a-1* -2,0 0,0049
mmu-miR-574-
miR-708 2,0 0,0031 | 3p -1,3 0,0049
miR-92a 1,4 0,0045 | let-7c -1,6 0,0100
miR-34a 1,8 0,0048 | miR-766 -1,8 0,0112
miR-200a 2,4 0,0052 | miR-516-3p -3,4 0,0145
miR-181a-
2* 1,9 0,0073 | miR-210 -1,5 0,0150
miR-148a 1,7 0,0089 | miR-342-3p -1,4 0,0171
miR-10b 2,9 0,0091 | miR-628-3p -2,1 0,0196
miR-194 15 0,0097 | miR-155 -1,6 0,0218
miR-106b 1,4 0,0110 | miR-139-5p -1,4 0,0233
miR-132 1,3 0,0119 | miR-425* -1,6 0,0243
miR-335* 1,9 0,0124 | mmu-miR-134 -1,8 0,0287
miR-1275 2,6 0,0134 | miR-99b* -1,8 0,0314
miR-598 1,4 0,0207 | miR-150 -15 0,0317
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S3 lentelé. Tesinys.

TMPRSS2-ERG statusas, Teigiami vs. Neigiami navikai
Padidéjusi FC P verté | Sumazéjusi FC P verté
miR-200a* 1,8 0,0217 | miR-1276 -2,5 0,0327
miR-512-3p 2,6 0,0218 | miR-1260 -15 0,0336
mmu-miR-

93 1,4 0,0252 | miR-16 -1,2 0,0369
miR-26a 1,2 0,0255 | miR-374-5p -1,2 0,0391
miR-17 1,3 0,0301 | miR-432* -2,0 0,0410
miR-27a 1,4 0,0320 | miR-517b -1,4 0,0425
miR-25 1,5 0,0353 | miR-1285 -2,2 0,0429
miR-98 1,7 0,0389 | miR-197 -13 0,0488
miR-19b-1* 2,8 0,0413
Gleason balas, G=>7 vs. G=6

Padidéjusi FC P verté | Sumazéjusi FC P verté
miR-200a* 2,3 0,0020 | miR-423-5p -9.8 0,0081
miR-1233 18 0,0072 | miR-222 -1,6 0,0148
miR-374b* 4,3 0,0079 | miR-493 -3,2 0,0224
miR-192* 3,5 0,0080 | miR-663B 2,7 0,0409
miR-335* 2,0 0,0085 | miR-130b -1,6 0,0423
miR-296 1,7 0,0125 | mmu-miR-495 -1,7 0,0428
miR-636 1,9 0,0200 | mmu-miR-124a 6,6 0,0451
miR-1227 18 0,0216 | miR-221 -18 0,0472
miR-1225-
3P 1,7 0,0219
miR-422a 1,5 0,0228
miR-499-3p 4,8 0,0244
miR-628-5p 2,1 0,0301
miR-339-5p 2,3 0,0375
miR-223* 2,7 0,0480

ISskirstytas Gleason balas, G>(4+3) vs. GS(3+4)
Padidéjusi FC P verté Sumazéjusi FC P verté
miR-15b* 45 0,0029 | miR-133a -3,7| <0,00001
miR-183* 3,2 0,0035 | miR-143 2,4 <0,0001
miR-10b* 2,2 0,0042 | miR-205 -39 0,0002
miR-664 1,7 0,0044 | miR-31 =34 0,0003
miR-1274A 3,0 0,0045 | miR-200a -5,6 0,0003
rno-miR-7* 2,1 0,0049 | miR-1 2,6 0,0003
miR-449 13,8 0,0050 | miR-204 -2,6 0,0003
miR-15b 1,6 0,0055 | miR-200b -5,0 0,0010
miR-1274B 2,5 0,0083 | miR-133b -2,6 0,0014

108




S3 lentelé. Tesinys.

I$skirstytas Gleason balas, G>(4+3) vs. GS(3+4)
Padidéjusi FC P verté Sumazéjusi FC P verté
miR-106b* 4,4 0,0093 | miR-145 2,4 0,0019
miR-340* 2,2 0,0114 | miR-222 -2,2 0,0020
miR-23a 7,6 0,0116 | miR-193b -18 0,0049
miR-149* 5,2 0,0133 | miR-539 2,6 0,0082
miR-30a-5p 1,7 0,0139 | miR-220 -2,2 0,0114
miR-340 1,5 0,0152 | miR-363 -2,3 0,0175
miR-625* 1,5 0,0161 | miR-221 2,7 0,0183
miR-601 6,1 0,0168 | miR-523 -5.3 0,0206
miR-125b-
2* 2,8 0,0192 | miR-139-5p -1,6 0,0300
miR-93* 1,4 0,0246 | miR-31* -2,1 0,0313
miR-374b* 8,4 0,0270 | miR-455 -18 0,0336
miR-15a* 2,7 0,0309
miR-320B 3,2 0,0315
miR-505* 4,3 0,0345
miR-183 2,5 0,0351
miR-182 2,0 0,0381
miR-95 18 0,0406
miR-22* 2,7 0,0426
miR-449b 7.3 0,0433
miR-1300 5,5 0,0493
Naviko stadija, pT3 vs. pT2

Padidéjusi FC P verté | Sumazéjusi FC P verté
miR-142-3p 1,6 0,0048 | miR-331-5p -3,6 0,0038
miR-642 2,0 0,0125 | miR-220 -1,7 0,0226
miR-34b 2,0 0,0126 | miR-484 -13 0,0240
miR-10a 1,7 0,0189 | miR-886-3p -18 0,0259
miR-301 1,5 0,0273 | miR-370 -2,3 0,0266
miR-342-5p 3,9 0,0313 | miR-223* -3,0 0,0324
miR-199b 2,1 0,0476 | miR-193b -13 0,0362
miR-23a 2,6 0,0493 | miR-133a -15 0,0421

miR-125a-3p -2,0 0,0452

Operacinis krastas, Teigiami vs. Neigiami navikai

Padidéjusi FC P verté | Sumazéjusi FC P verté
miR-508-5p | 7,5 0,0034 | miR-1269 -10,5 0,0014
miR-573 2,4 0,0056 | miR-338-3p -2,9 0,0131
miR-141* 2,3 0,0292 | miR-518d -3,2 0,0235
miR-1227 1,7 0,0306 | miR-15a* -1,9 0,0276
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S3 lentelé. Tesinys.

Operacinis krastas, Teigiami vs. Neigiami navikai

Padidéjusi FC P verté | Sumazéjusi FC P verté
miR-1225-

3P 1,6 0,0354 | miR-375 -15 0,0302
miR-1233 1,6 0,0364 | miR-15a -1,7 0,0443
miR-1208 1,8 0,0444

miR-409-3p | 1,3 0,0494

miR-1271 1,5 0,0497

Koreliacija su PSA

Teigiama r P verté | Neigiama r P verté
miR-214* 0,4 0,0066 | miR-200b -0,5 <0,0001
miR-769-5p 0,4 0,0068 | miR-200a -0,5 0,0001
miR-138 0,4 0,0075 | miR-31 0,4 0,0107
miR-34b 0,4 0,0076 | miR-422a -0,3 0,0124
miR-130b 0,4 0,0078 | miR-21 -0,3 0,0211
miR-200b* 0,3 0,0154 | miR-545* -0,3 0,0399
miR-672 0,3 0,0178

miR-517c 0,3 0,0182

miR-429 0,3 0,0191

let-7g* 0,3 0,0192

miR-1179 0,3 0,0210

miR-20a* 0,3 0,0257

miR-224 0,3 0,0260

miR-522 0,3 0,0274

miR-517a 0,3 0,0282

miR-944 0,3 0,0360

miR-18a 0,3 0,0461

miR-148b 0,3 0,0478

Santrumpos: FC — raiskos skirtumas kartais; r — Pearson koreliacijos koeficientas.
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S4 lentelé. Validavimui atrinktos miRNR ir nustatytos sasajos su

klinikiniais-patologiniais prostatos vézio rodikliais

Navikiniai vs. nenavikiniai prostatos audiniai

Pa,(vhdej ke P verté Su.lvnaiej ust FC P verté
raiSka raiska

miR-375 1,4 0,0146 | miR-31 -19 0,0079
miR-19a 1,5 0,0236 | miR-365 -1,2 0,0775
miR-148a 14 0,0270 | miR-505* -1,2 0,5371
miR-183* 1,4 0,0949 | miR-429 -1,2 0,5443
miR-21 1,7 0,1298 | miR-17 -1,1 0,4192
miR-106b 11 0,1616 | let-7b -1,1 0,7514
miR-93* 11 0,2488 | miR-19b -1,1 0,5885
miR-20a 1,1 0,2924

miR-92a 1,1 0,3526

miR-340 1,1 0,3933

miR-195 11 0,7014

Biocheminé ligos progresija, Taip vs. Ne

Paf}ldejllSl FC P verté Su.rvnaiejum FC P verté
raiSka raiSka

miR-505* 1,7 0,0480 | miR-21 -15 0,1664
miR-106b 1,2 0,0772 | miR-19a -1,2 0,1857
miR-148a 1,2 0,1907 | miR-365 -11 0,2722
miR-183* 13 0,2034 | let-7b -1,3 0,3248
miR-340 1,2 0,2246 | miR-195 -1,2 0,3876
miR-93* 1,1 0,3927 | miR-31 -1,2 0,3946
miR-17 1,1 0,4671 | miR-92a -1,0 0,6677
miR-375 1,1 0,5396

miR-19b 1,1 0,5530

miR-20a 1,1 0,5638

miR-429 1,1 0,6574

TMPRSS2-ERG statusas, Teigiami vs. Neigiami navikai

Pa.(viidéjusi FC P verté Sufmiqum FC P verté
raiska raiSka

miR-429 2,0 0,0077 | miR-21 -1,7 0,0476
miR-92a 1,2 0,0594 | miR-365 -1,2 0,0895
miR-20a 1,2 0,1200 | miR-19a -1,3 0,1273
miR-17 1,1 0,3542 | let-7b -1,4 0,1508
miR-93* 11 0,4228 | miR-505* -14 0,2343
miR-106b 11 0,4372 | miR-195 -11 0,4165
miR-375 1,1 0,4622 | miR-340 -1,0 0,7999
miR-148a 1,1 0,4925
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S4 lentelé. Tesinys.

TMPRSS2-ERG statusas, Teigiami vs. Neigiami navikai
Pa.(viidéjusi FC P verté Su.lvnaiéjusi FC P verté
raiska raiska
miR-31 1,1 0,5662
miR-183* 1,1 0,5724
miR-19b 1,0 0,9225

Gleason balas, G>7 vs. G=6

Pa.(vilde]us1 FC P verté Su.rvnazejum FC P verté
raiSka raiSka

miR-106b 1,2 0,0187 | miR-365 -1,3 0,0072
miR-375 1,3 0,0582 | let-7b -1,6 0,0219
miR-93* 1,1 0,0793 | miR-21 -1,7 0,0531
miR-17 1,1 0,2858 | miR-19a -1,3 0,0597
miR-19b 1,1 0,4007 | miR-195 -1,2 0,2956
miR-183* 1,2 0,4580 | miR-505* -1,0 0,8868
miR-340 1,1 0,5205 | miR-92a -1,0 0,9376
miR-31 1,1 0,6846

miR-429 1,1 0,8067

miR-148a 1,0 0,8600

miR-20a 1,0 0,9879

ISskirstytas Gleason balas, G>(4+3) vs. GS(3+4)

Pa.(vhdejus1 FC P verté Sll.ljlaZeJUSl FC P verté
raiSka raiska

miR-340 14 0,0394 | miR-429 -3,3 0,0006
miR-375 14 0,0871 | miR-31 -2,1 0,0045
miR-183* 1,4 0,2065 | miR-20a -1,2 0,2027
let-7b 1,5 0,2174 | miR-148a -1,2 0,2692
miR-195 1,3 0,2465 | miR-17 -11 0,4174
miR-19a 1,3 0,2796 | miR-92a -11 0,5066
miR-93* 11 0,3092 | miR-365 -11 0,6287
miR-106b 1,1 0,3582 | miR-19b -1,0 0,9554
miR-21 1,4 0,4201

miR-505* 11 0,9114

Naviko stadija, pT3 vs. pT2

Pa.(}ldejllSl FC P verté Su.lvnazejum FC P verté
raiska raiSka

miR-340 1,4 0,0051 | miR-19b -1,2 0,0987
miR-195 1,3 0,1168 | miR-31 -1,3 0,1589
miR-21 15 0,1659 | miR-92a -11 0,2335
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S4 lentelé. Tesinys.

Naviko stadija, pT3 vs. pT2
Pa.(viidéjusi FC P verté Su.lvnazejum FC P verté
raiska raiska
miR-19a 1,2 0,3281 | miR-429 -1,3 0,2641
let-7b 1,1 0,6295 | miR-20a -11 0,3491
miR-183* 1,0 0,9455 | miR-148a -1,1 0,4253
miR-505* -1,2 0,4761
miR-93* -1,0 0,5948
miR-365 -1,0 0,7675
miR-106b -1,0 0,8510
miR-375 -1,0 0,9384
Operacinis krastas, Teigiami vs. Neigiami navikai
Pa.(vilde]us1 FC P verté Sufmiqum FC P verté
raiSka raiSka
miR-28 1,2 0,0678 | miR-19a -14 0,0459
miR-148a 1,2 0,1202 | let-7b -1,3 0,1817
miR-106b 1,1 0,1846 | miR-21 -1,3 0,3536
miR-20a 1,2 0,1885 | miR-195 -1,2 0,2851
miR-505* 1,4 0,1910 | miR-183* -1,2 0,4125
miR-19b 1,1 0,3557 | miR-375 -11 0,5893
miR-92a 11 0,6143
miR-365 1,0 0,6487
miR-31 11 0,7913
miR-429 1,0 0,9249
miR-340 1,0 0,9543
miR-93* 1,0 0,9303
Koreliacija su PSA
Teigiama r P verté | Neigiama r P verté
miR-365 0,3 0,0553 | miR-429 -0,6 | <0,0001
miR-340 0,2 0,1442 | miR-31 -0,2 0,1002
miR-19a 0,2 0,2569 | miR-505* -0,2 0,1821
miR-28 0,2 0,2983 | miR-93* -0,1 0,5309
miR-21 0,1 0,3082 | miR-195 0,0 0,7631
miR-19b 0,1 0,3883 | miR-20a 0,0 0,8263
let-7b 0,1 0,4085 | miR-148a 0,0 0,9400
miR-375 0,0 0,7607 | miR-106b 0,0 0,9666
miR-92a 0,0 0,9488
miR-183* 0,0 0,9682

Santrumpos: FC — raiskos skirtumas kartais; r — Pearson koreliacijos koeficientas.
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S5 lentelé. Sasajos, nustatytos tarp klinikiniy-patologiniy charakteristiky ir
santykinio miRNR kiekio S$lapime, surinktame i§ dviejy nepriklausomy,
prostatos véziu (PV1 ir PV2), gerybine prostatos hiperplazija (GPH),

serganciy ligoniy ir asimptomatiniy asmeny (AK)

PV PV1 PV2 PV1 + PV2
Kontrolés GPH AK BPH + AK
(P verté; FC)
miR-148a | <0,000001; -2,0 | <0,0000001; -1,8 | <0,0000001; -1,7
miR-365 0,8616; 1,0 <0,00001; -1,6 0,0188;-1,2
miR-375 0,0001; 2,4 <0,0000001; 3,1 0,0005; 1,7
miR-429 0,1971;-1,2 0,6865; -1,1 0,0708; 1,2
BCR Taip vs. Ne
miR-148a 0,9121;1,0 0,6348; -1,1 >0,99; 1,0
miR-365 0,4472; -1,1 0,1456; 1,3 0,9313;-1,0
miR-375 0,7625; 1,1 0,9866; -1,0 0,9585; -1,0
miR-429 0,7359;1,1 0,6382; -1,2 0,8956; 1,0
ELA(ASF;?aSuSéas Teigiami vs. Neigiami navikai
miR-148a 0,2682; -1,1 0,5957; -1,1 0,2021;-1,1
miR-365 0,2184; 1,2 0,2733;-1,2 0,4233; 1,1
miR-375 0,6429; 1,1 0,0373; 2,4 0,1542; 1,3
miR-429 0,2928; 1,2 0,1907; -1,8 0,0928; -1,3
Naviko stadija pT3vs. pT2
miR-148a 0,8291;1,0 0,2177;1,2 0,4259; 1,1
miR-365 0,1779; 1,2 0,8718; -1,0 0,2871;1,1
miR-375 0,0027; -1,7 0,6415;-1,1 0,0451;-15
miR-429 0,0290; 1,4 0,8678; 1,0 0,2477;1,2
Gleason balas G>7 vs. G=6
miR-148a 0,3456; 1,1 0,9645; -1,0 0,8729; -1,0
miR-365 0,4818; 1,1 0,5495;1,1 0,9342;1,0
miR-375 0,2246; -1,2 0,5962; -1,2 0,1887; 1,2
miR-429 0,9889; 1,0 0,7901; 1,1 0,1034; -1,2
ISskirstytas
Gleason galas G2(4+3) vs. G=(3+4)
miR-148a 0,9425; -1,0 0,9802; -1,0 0,4318;-1,1
miR-365 0,7545; 1,1 0,5752; -1,1 0,4810; -1,1
miR-375 0,3613; -1,3 0,2851; -1,3 0,4628; 1,2
miR-429 0,3797; 1,2 0,1620; 1,5 0,8796; 1,0

Santrumpos: BCR — biocheminé ligos progresija; FC — raiskos skirtumas kartais
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S6 lentelé. MIRNR, nustatytos navikiniuose prostatos audiniuose visuminio
miRNR rai$kos tyrimo mikrogardelémis metu, ir pagal raiska suskirstytos j
auksta, viduting ir Zzemg. Pateiktos tik tos MIRNR, kurios buvo nustatytos
> 30 % méginiy (N = 450)

Auksta raiSka | VidutiniSka raiska Zema raiska

(N =118) (N=93) (N =239)
let-7a miR-3149 let-7a* miR-3621
let-7b miR-98 let-7b* miR-362-3p
let-7¢c miR-128 let-7d* miR-362-5p
let-7d miR-132 let-7f-1* miR-3646
let-7e miR-134 miR-106a* miR-3647-5p
let-7f miR-149 miR-1180 miR-3648
let-7¢g miR-152 miR-1181 miR-3652
let-7i miR-155 miR-1183 miR-3654
miR-1 miR-183 miR-1224-3p | miR-3675-3
miR-100 miR-185 miR-1224-5p | miR-3676
miR-101 miR-186 miR-1225-3p | miR-3679-3
miR-103 miR-204 miR-1227 miR-3692*
miR-106b miR-210 miR-1228* miR-371-5p
miR-107 miR-218 miR-1229 miR-374c
miR-10b miR-222 miR-1234 miR-377
miR-1202 miR-328 miR-1237 miR-378c
miR-1207-5p miR-340 miR-1238 miR-381
miR-1225-5p miR-378 miR-125a-3p | miR-382
miR-125a-5p miR-424 miR-125b-2* | miR-3907
miR-125b miR-425 miR-126* miR-3911
miR-126 miR-572 miR-1271 miR-3917
miR-1260 miR-575 miR-1273e miR-3926
miR-1260b miR-630 miR-127-3p miR-3934
miR-1268 miR-660 miR-1287 miR-3935
miR-1274a miR-663 miR-129* miR-3940
miR-1274b miR-762 miR-1290 miR-409-3p
miR-1280 miR-766 miR-129-3p miR-424*
miR-130a miR-939 miR-1296 miR-425*
miR-133b miR-940 miR-1305 miR-4257
miR-141 miR-1228 miR-1306 miR-4261
miR-142-3p miR-1246 miR-130b miR-4274
miR-143 miR-1249 miR-132* miR-4310
miR-145 miR-1275 miR-135a* miR-4312
miR-148a miR-1281 miR-135a* miR-4313
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S6 lentelé. Tesinys.

Auksta raiSka | VidutiniSka raiska Zema raiska

(N =118) (N =93) (N =239)
miR-150 miR-1825 miR-135b miR-4317
miR-151-5p miR-1973 miR-136 miR-432
miR-15a miR-3141 miR-136* miR-4323
miR-15b miR-3195 miR-139-5p miR-4327
miR-16 miR-3198 miR-141* miR-4328
miR-17 miR-4254 miR-144 miR-449b*
miR-1915 miR-4270 miR-1471 miR-449c*
miR-193a-3p miR-4271 miR-148a* miR-454
miR-195 miR-4290 miR-150* miR-454*
miR-196b miR-4291 miR-153 miR-455-5p
miR-197 miR-4298 miR-1539 miR-466
miR-199a-3p miR-4306 miR-154 miR-484
miR-199a-5p miR-4324 miR-16-2* miR-487h
miR-199b-5p miR-10a miR-17* miR-491-3p
miR-19a miR-133a miR-181b miR-495
miR-19b miR-140-3p miR-181c miR-500a*
miR-200a miR-140-5p miR-181c* miR-501-3p
miR-200b miR-142-5p miR-181d miR-502-3p
miR-200c miR-143* miR-182 miR-505
miR-205 miR-145* miR-18a miR-512-3p
miR-20a miR-146a miR-18b miR-513a-5
miR-20b miR-146b-5p miR-1909* miR-514b-3
miR-21 miR-148b miR-191* miR-514b-5
miR-21* miR-151-3p miR-1914* miR-532-3p
miR-214 miR-181a miR-192 miR-539
miR-22 miR-188-5p miR-193a-5p miR-550a
miR-221 miR-193b miR-194 miR-557
miR-223 miR-28-5p miR-195* miR-563
miR-23a miR-29c* miR-1972 miR-564
miR-23b miR-30a* miR-19b-1* miR-595
miR-24 miR-30e* miR-200a* miR-598
miR-25 miR-32* miR-200b* miR-602
miR-26a miR-324-5p miR-202 miR-605
miR-26b miR-338-3p miR-203 miR-609
miR-27a miR-34b* miR-205* miR-615-3p
miR-27b miR-3663-3p miR-206 miR-622
miR-2861 miR-3679-5p miR-20a* miR-623
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S6 lentelé. Tesinys.

Auksta raiSka

Vidutinis$ka raiska

Zema raiSka

(N =118) (N =93) (N =239)
miR-29a miR-376a miR-2116* miR-629*
miR-29b miR-376¢ miR-212 miR-631
miR-29¢c miR-423-5p miR-214* miR-634
miR-30a miR-455-3p miR-215 miR-647
miR-30b miR-483-3p miR-219-5p miR-650
miR-30c miR-483-5p miR-22* miR-652
miR-30d miR-485-3p miR-221* miR-654-3p
miR-30e miR-532-5p miR-224 miR-663b
miR-3162 miR-582-5p miR-224* miR-664
miR-3196 miR-590-5p miR-2276 miR-664*
miR-320a miR-642b miR-2278 miR-665
miR-320b miR-885-5p miR-23b* miR-670
miR-320c miR-99b miR-23c miR-671-5p
miR-320d ebv-miR-BART12 | miR-24-1* miR-7
miR-320e ebv-miR-BART13 | miR-28-3p miR-7-1*
miR-324-3p hsvl-miR-H1* miR-296-5p miR-718
miR-331-3p hsvl-miR-H18 miR-299-5p miR-744
miR-342-3p hsvl-miR-H6-3p miR-29b-1* miR-744*
miR-34a hsv2-miR-H24 miR-300 miR-760
miR-361-5p hsv2-miR-H25 miR-301a miR-764
miR-363 hsv2-miR-H6 miR-30b* miR-765
miR-365 hsv2-miR-H6* miR-30c-2* miR-769-5p
miR-3651 miR-31 miR-874
miR-3653 miR-3125 miR-877*
miR-3656 miR-3127 miR-885-3p
miR-3665 miR-3137 miR-887
miR-374a miR-3138 miR-92b
miR-374b miR-3148 miR-933
miR-375 miR-3154 miR-937
miR-4281 miR-3156 miR-95
miR-4284 miR-3180-5 miR-99a*
miR-4286 miR-3188 hsvl-miR-H1
miR-429 miR-3194 hsvl-miR-H15
miR-4299 miR-32 hsvl-miR-H17
miR-451 miR-335 hsv1-miR-H6-5p
miR-494 miR-335* hsvl-miR-H7*
miR-497 miR-337-5p hsv1l-miR-H8
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S6 lentelé. Tesinys.

Auksta raiska Vli::;i:ka Zema raiska
(N =118) (N = 93) (N =239)
miR-574-3p miR-339-3p hsv2-miR-H22
miR-574-5p miR-33a hsv2-miR-H7-3p
miR-638 miR-33b* hsv2-miR-H9-3p
miR-720 miR-340* kshv-miR-K12-1
miR-92a miR-342-5p kshv-miR-K12-10a*
miR-93 miR-34a* kshv-miR-K12-12*
miR-96 miR-34b kshv-miR-K12-8*
miR-99a miR-3607-3p ebv-miR-BART16
hsv2-miR-H10 miR-3613-3p ebv-miR-BART20-5p
kshv-miR-K12-3 miR-361-3p hcmv-miR-UL70-3p
miR-3614-5p hivl-miR-H1
miR-3620
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S7 lentelé. Visuminés miRNR analizés metu nustatytos statistiskai
reik§mingos sgsajos tarp miRNR raiskos ir klinikiniy-patologiniy prostatos

vézio rodikliy

Biocheminé ligos progresija (Taip vs. Ne)

Padidéjusi raiska FC P verté Sumazéjusi raiska FC | P verté
hsa-miR-650 17,1 1,00E-03 | hsa-miR-149 1,7 | 0,002
hsa-miR-3692* 40,8 0,004 hsa-miR-4312 16 | 0,013
hsvl-miR-H1 21,8 0,006 hsa-miR-451 1,7 | 0,040
hsa-miR-885-3p 17,6 0,006

hivl-miR-H1 1,6 0,007

hsa-miR-623 13,2 0,009

hsa-miR-1180 15,1 0,009

hsa-miR-29b-1* 8,7 0,010

hsv2-miR-H6 1,6 0,020

hsa-miR-206 15,7 0,021

hsa-miR-3926 17,2 0,029

hsa-miR-3127 10,7 0,032

hsa-miR-514b-3p 12,8 0,035

hsa-miR-378c 10,6 0,036

hsa-miR-382 7,8 0,039

hsa-miR-3917 12,0 0,040

hsa-miR-3934 11,4 0,041

hsa-miR-760 7,5 0,041

hsa-miR-3154 9,4 0,042

hsa-miR-3137 10,3 0,042

hsa-miR-622 9,3 0,043

hsa-miR-2276 115 0,043

hsa-miR-215 10,5 0,048

Gleason balas G7 vs. G6

Padidéjusi raiska FC P verté | SumaZzéjusi raiska FC | P verté
hsa-miR-3647-5p 59,4 0,001 hsa-miR-1275 1,6 | 0,003
hsa-miR-491-3p 17,6 0,007 hsa-miR-130b 2,6 | 0,010
kshv-miR-K12-

12* 15,7 0,021 hsa-miR-3198 1,6 | 0,018
hsv2-miR-H6* 3,5 0,024 hsa-miR-3653 15 | 0,031
hsa-let-7d* 7,3 0,027 hsa-miR-512-3p 27,0 | 0,038
hsa-miR-3940 43,0 0,031 hsa-miR-92b 12,4 | 0,039
hsv2-miR-H9-3p 9,8 0,035 hsa-miR-129-3p 154 | 0,041
hsa-miR-466 11,0 0,043 hsa-miR-575 1,8 | 0,042
hsa-miR-483-3p 1,9 0,044 hsa-miR-744 15,1 | 0,046
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S7 lentelé. Tgsinys.

Gleason balas G7 vs. G6

Padidéjusi raisSka FC P verté | Sumazéjusi raiska FC | P verté
hsa-miR-485-3p 1,9 0,045

hsa-miR-4290 18 0,045

hsa-miR-3935 9,2 0,047

Naviko stadija pT3 vs. pT2

Padidéjusi raiska FC P verté | SumaZzéjusi raiska FC | P verté
hsa-miR-16-2* 15,5 <0,001 hsa-miR-451 1,8 | 0,016
hsa-miR-215 36,3 <0,001 hsv2-miR-H22 15 | 0,024
hsa-miR-409-3p 34,4 1,00E-03 | hsa-miR-1825 1,6 0,03
hsa-miR-340* 22,5 1,00E-03 | hsa-miR-1296 12,1 | 0,031
hsa-miR-185 1,6 0,003 hsa-miR-449b* 13,2 | 0,034
hsa-miR-539 15,2 0,003 hsvl-miR-H1* 1,9 | 0,038
hsa-miR-181c* 26,8 0,004 hsa-miR-1281 1,6 0,04
hsa-miR-21 15 0,004 hsa-miR-609 8,7 | 0,041
hsa-miR-432 17,2 0,006 hsa-miR-205 1,7 | 0,042
hsa-miR-3692* 39,8 0,006 hsa-miR-4254 2 0,043
hsa-miR-206 20,4 0,012 hsa-miR-3647-5p 126 | 0,044
hsa-miR-484 1,6 0,013 hsa-miR-483-3p 1,8 | 0,044
hsa-miR-4317 15 0,013 hsa-miR-885-5p 2 0,045
hsa-miR-337-5p 18,8 0,014 hsa-miR-764 16,3 | 0,046
hsa-miR-342-5p 13,3 0,016 hsa-miR-328 1,8 | 0,047
hsa-miR-1306 18,3 0,018 hsa-miR-485-3p 1,7 | 0,048
hsa-miR-885-3p 13,4 0,02

hsvl-miR-H1 15,1 0,025

hsa-miR-1271 10,2 0,025

hsa-miR-142-5p 18 0,028

hsa-miR-142-3p 1,7 0,032

hsa-miR-301a 15 0,032

hsa-miR-95 14 0,033

hsa-miR-501-3p 7,4 0,035

hsa-let-7a* 6,6 0,037

hsa-miR-28-3p 6,5 0,038

hsa-miR-146a 1,7 0,038

hsa-miR-514b-5p 12,7 0,042

hsa-miR-513a-5p 115 0,049

Santrumpos: FC — raiskos skirtumas kartais
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S8 lentelé. Kastracijai atspariu prostatos véziu serganciy ligoniy klinikinés-

patologinés charakteristikos miRNR tiriant §lapime

Rodiklis Verté
KAPV ligoniai, N 22
Amziaus mediana PV diagnozés metu, m. (IQR) 66,5 (12,3)
Amziaus mediana KAPV diagnozés metu, m. (IQR) 71,3(9,1)
ISUP grupé¢ (biopsijos medziaga)

<2: N (%) 13 (59,1)

3; N (%) 0(0,0)

>4; N (%) 8 (36,4)

Nezinoma; N (%) 1(4,5)
Naviko stadija (biopsijos medziaga, cT)

<2; N (%) 9 (40,9)

>3: N (%) 13 (59,1)

Nezinoma; N (%) -
Radikalus gydymas

Taip; N (%) 11 (50,0)

Ne; N (%) 11 (50,0)
Teigiamo atsako j ADT mediana, mén. (IQR) 40,5 (58,0)
Kauly metastazés prie§ AA

Taip; N (%) 20 (90,9)

Ne; N (%) 1(45)

Nezinoma; N (%) 1(4,55)
Metastazés organuose prie§ AA

Taip; N (%) 8 (36,4)

Ne; N (%) 14 (63,6)
PSA prie§ AA mediana, ng/mL (IQR) 48,5 (166,2)
Gydymas AA

Leilé; N (%) 19 (86,4)

I eilé (po DTX); N (%) 3(13,6)
PFS mediana, mén (IQR) 6,1 (3,8)
OS mediana, mén. (IQR) 15,9 (13,4)

Santrumpos: AA — abiraterono acetatas; ADT — androgeny deprivacijos terapija;
DTX — docetakselis; IQR — kvartilinis plotis; ISUP — angl. International Society of
Urological Pathology; KAPV — kastracijai atsparus prostatos vézys; OS — bendrasis
iSgyvenamumas; PFS — i§gyvenamumas be progresijos; PSA — prostatai specifinis

antigenas
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S9 lentelé. ISgyvenamumui be progresijos ir bendrajam iSgyvenamumui
jtakg daranciy pavieniy (angl. univariate) ir visy rodikliy (angl. multivariate)
santykineés rizikos jvertinimas Cox regresijos metodu

Pavieniy rodikliy analizé

Rodiklis PFS o3
HR (95% ClI) P vert¢ | HR (95% ClI) P verté
miR-148a | 0,96 (0,58-1,57) | 0,859 1,04 (0,57-1,88) 0,900
S | miR-365 1,17 (0,59-2,33) | 0,654 1,11 (0,61-2,04) 0,730
E miR-375 0,99 (0,73-1,34) | 0,935 0,75 (0,56-1,02) 0,068
miR-429 1,00 (0,61-1,64) | 0,997 1,67 (1,07-2,61) 0,024
miR-148a | 0,45(0,13-1,54) | 0,206 0,44 (0,16-1,21) 0,113
% | miR-365 1,23 (0,38-4,01) | 0,735 1,32 (0,49-3,56) 0,590
% | miR-375 0,84 (0,26-2,74) | 0,774 0,38 (0,14-1,05) 0,063
miR-429 2,23 (0,65-7,64) | 0,206 1,75 (0,65-4,71) 0,273
Visu rodikliy analizé
Modelis |  Rodiklis HR (95% CI) Rodiklio Mod.
P verte P verte
miR-148a 0,10 (0,01-0,83) | 0,034
_ | PFS | miR-365 0,32 (0,09-1,20) | 0,093 0,142
% miR-429 0,19 (0,03-1,40) | 0,106
@ oS miR-375 0,41 (0,15-1,14) | 0,090 0,060
miR-148a 0,48 (0,17-1,34) | 0,164

Santrumpos: Cl — pasikliautinasis intervalas; HR — santykiné rizika; mod. — modelis;
OS - bendrasis iSgyvenamumas; PFS — iSgyvenamumas be progresijos; skirst. —
suskirstytas dydis; tolyd. — tolydus dydis. ParySkintos P vertés yra statistiSkai
reik§mingos (P < 0,050).
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S10 lentelé. Koreliacijos tarp androgeny receptoriaus (AR-FL) ir AR

varianty (AR-V)
rho; P verté AR-FL AR-V1 AR-V3 AR-V7
AR-FL -
AR-V1 0,17; 0,019 -
AR-V3 0,23; 0,002 0,18; 0,015 -
AR-V7 0,17; < 0,001 0,18; 0,019 0,31; < 0,001 -

Santrumpos: rho — Spearman koreliacijos koeficientas.
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S11 lentelé. [Sgyvenamumui be progresijos ir bendrajam iSgyvenamumui jtaka daranciy pavieniy (angl. univariate) ir visy
rodikliy (angl. multivariate) santykinés rizikos jvertinimas Cox regresijos metodu

ISGYVENAMUMAS BE PROGRESIJOS

Pavieniy rodikliy analizé

Visy rodikliy analizé (atgaliné atranka)

Veiksnys Atskirai grupéje Visi kartu
HR (95% CI) Pvertt | HR (95% CI) Pvertt  HR (95% Cl) P verté
AR-FL 1,46 (1,12-1,90) 0,006 | 1,41 (1,08-1,86) 0,012 155 (1,07-2,23) 0,020
3| AR-V1 1,05 (1,01-1,08) 0,022 | 1,04 (1,00-1,08) 0,053
S| AR-V3 1,00 (0,97-1,03) 0,950
AR-V7 1,01 (0,97-1,04) 0,752
AR-FL 2,37 (1,37-4,09) 0,002 2,37 (1,37-4,09) 0,002
3| AR-V1 1,37 (0,99-1,92) 0,062
2| AR-V3 1,46 (0,66-3,23) 0,351
AR-V7 1,06 (0,59-1,91) 0,838
PSA prie§ AA (ng/mL) 1,00 (1,00-1,00) 0,033
ISUP grupé (<3 vs. >4) 2,05 (1,11-3,77) 0,022 1,83(0,95-353) 0,072
:g Metastazés pries AA (taip/ne):
=) Kaulinés 1,90 (0,86-4,19) 0,115
2 Visceralines 1,76 (0,75-4,12) 0,194
< Sritiniuose limfmazgiuose 0,83 (0,46-1,51) 0,553
§ Ne sritiniuose limfmazgiuose 0,72 (0,36-1,43) 0,355
E Metastatinés ligos apimtis (did./maz.) 1,39 (0,80-2,41) 0,244
‘E | Radikalus gydymas (taip/ne) 0,81 (0,47-1,38) 0,437
¥ | Teigiamas atsakas ] ADT (mén.) 0,99 (0,99-1,00) 0,121 1,00 (1,00-1,00) 0,012
AA Il cilés gydymui po DXT 1,80 (0,93-350) 0,083 | 294(148-584) 0002 | 2,88(141-586) 0,004

(taip/ne)
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S11 lentelé. Tesinys.

BENDRASIS ISGYVENAMUMAS

Pavieniy rodikliy analizé

Visy rodikliy analizé (atgaliné atranka)

Veiksnys Atskirai grupéje Visi kartu
HR (95% CI) P verté HR (95% CI) P verté HR (95% CI) P verté
| AR-FL 1,58 (1,22-2,04) <0,001 | 1,58 (1,22-2,05)  <0,001 2,27 (1,21-4,24) 0,011
2| AR-V1 1,04 (1,01-1,08) 0,016 | 1,04 (1,00-1,08) 0,016
S| AR-V3 1,04 (1,01-1,07) 0,011
AR-V 1,02 (0,99-1,05) 0,256
| AR-FL 2,82 (1,61-4,94) <0,001 | 2,74 (1,56-4,80)  <0,001
| AR-V1 1,40 (1,04-1,90) 0,028 | 1,35(1,00-1,83) 0,053
%! AR-V3 2,61 (1,40-4,88) 0,003
AR-V7 1,50 (0,86-2,63) 0,157
PSA prie$ AA (ng/mL) 1,00 (1,00-1,00) <0,001 | 1,00 (1,00-1,00)  <0,0001 | 1,00 (1,00-1,00) 0,004
ISUP grupe (<3 vs. >4) 1,89 (1,08-3,31) 0,027
:g Metastazés prie§ AA (taip/ne):
'S Kaulines 2,27 (0,91-5,68) 0,080
% Visceralinés 1,43 (0,65-3,14) 0,381
§ Sritiniuose limfmazgiuose 1,20 (0,68-2,09) 0,531
§ Ne sritiniuose limfmazgiuose 0,74 (0,37-1,46) 0,389
£ | Metastatines ligos apimtis (did./maz.) 1,57 (0,89-2,77) 0,125
' | Radikalus gydymas (taip/ne) 0,48 (0,27-0,85) 0,013 0,56 (0,30-1,05) 0,074
¥ | Teigiamas atsakas | ADT (mén.) 1,00 (0,99-1,00) 0,210
AA 1I eilés gydymui po DXT 1,00 (0,47-2,12) 0,996

(taip/ne)

Santrumpos: AA — abiraterono acetatas; ADT — androgeny deprivacijos terapija; AR-FL — androgeny receptorius; AR-V — androgeny
receptoriaus variantas; DTX — docetakselis; HR — santykiné rizika; ISUP — angl. International Society of Urological Pathology; mod. —
modelis; OS — bendrasis iSgyvenamumas; PFS — i§gyvenamumas be progresijos; skirst. — suskirstytas dydis; tolyd. — tolydus dydis.
Paryskintos P vertés yra statistiSkai reik§mingos (P < 0,050).
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