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2. [VADAS

2.1. Darbo aktualumas

Prostatos (priesinés liaukos) vézys (PV) — antras pagal daznuma vyry on-
kologinis susirgimas pasaulyje ir pirmas pagal daznuma Siaurés Amerikoje,
Europoje ir Lietuvoje [1]. Tai ypa¢ heterogeniska liga, galinti pasireiksti nuo
létai progresuojancio lokalaus naviko iki ypa¢ agresyvaus sistemiskai iSplitu-
sio PV, salygojancio letalines ligoniy iSeitis [2—4]. Tikslus ligos agresyvumo
vertinimas — vienas svarbiausiy klinicisto uzdaviniy, lemiantis tinkama gydy-
mo taktikos pasirinkima. Tai ypa¢ aktualu Siuolaikinés modernios medicinos
laikotarpiu, kai daugeliui naujai diagnozuojamy PV atvejy budingi prostato-
je apriboti zemos ir vidutings rizikos piktybiniai pakitimai, o zidininé terapija
kasdienéje klinikingje praktikoje tampa standartiniu gydymo metodu [5].

Prostatos biopsijos (PB) metu nustatytas ISUP balas (cISUP), klinikiné
ligos TNM stadija (cTNM) ir kraujo prostatos specifinio antigeno (PSA)
kiekis — pagrindiniai klinikiniai ir patologiniai rodikliai, lemiantys PV gydymo
taktikos pasirinkimg. Mokslinés literatiros duomenimis, po chirurginio
gydymo net 40-60 proc. ligoniy stebimas ligos agresyvumo ir stadijos
pasikeitimas [6—9]. Ligoniams, kuriems po taikyto gydymo nustatomas ligos
stadijos ir (ar) agresyvumo padidéjimas, planuojant gydyma galéjo biiti
pasirinktas nepakankamai efektyvus gydymo metodas, 1émegs neigiamus PV
onkologinius rezultatus. Mokslinéje literattiroje paskelbta jrodymy apie PV
stadijos ir agresyvumo padidéjimo rysi su didesniu biocheminio ligos atkryc¢io
dazniu [10] ir blogesniais PV specifinio iSgyvenamumo rodikliais [6]. Kita
vertus, PV ligoniams, kuriems ligos stadija ir (ar) agresyvumas po taikyto
gydymo sumazgjo, galéjo biiti pasirinktas perteklinis gydymo biidas, susijes
su didesne komplikacijy rizika ir blogesniais funkciniais rodikliais.

Naujausi genetikos ir epigenetikos sri¢iy pasiekimai ir giliau suvokiama
molekuliné kancerogenezé atvéré naujudiagnostikos galimybiy PV sergantiems
ligoniams. Vystantis PV, nustatoma pakitimy deoksiribonukleortigs¢iuy
(DNR) grandinése ir epigenetiniy pokyciy, kuriy metu DNR seka nekinta,
taciau sutrinka normali geny raiSka [11]. Epigenetiniy pakitimy nustatoma
ankstyvosiose kancerogenezés stadijose, jiems buidingas didesnis stabilumas,
tad Sie pakitimai tapo ypa¢ patraukliu moksliniy tyrimy objektu [12].

Dauguma PV vystymosi metu nustatomy epigenetiniy pokyciu susije
su metilinimo pakitimais geny reguliacinése srityse (pvz., promotoriy
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regionuose). Tai lemia baltymus koduojanciy (informaciniy) ribonukleorigsciy
(iIRNR) praradima ir baltymy sintezés slopinima [13, 14]. PV specifisky DNR
metilinimo pakitimy nesunkiai aptinkama organizmo skysciuose (kraujyje,
Slapime ir kt.), o organizme cirkuliuojancios naviko nukleortigstys atspindi
visy PV zidiniy genetinius ir epigenetinius pokycius, todél pastaryjy analize
leidzia tiksliai {vertinti ypa¢ heterogeniskos prigimties PV ir tinkamai
prognozuoti ligos agresyvuma bei kliniking elgsena [15-17].

2.2. Darbo tikslas

Disertacijos tikslas — jvertinti Siuo metu klinikingje praktikoje naudojamy
klinikiniy ir patologiniy rodikliy tinkamuma PV diagnostikai bei istirti PV
epigenetini profilj ir vertinti molekuliniy Zymeny (RARfS, RASSF1 ir GSTPI)
potenciala savalaikei ir tiksliai diagnozei nustatyti.

2.3. Darbo uzdaviniai

1. Remiantis pirminés prostatos biopsijos ir operacinés medziagos histologiniy
tyrimy rezultatais, ivertinti klinikingje praktikoje naudojamy klinikiniy ir
patologiniy rodikliy (cISUP balas, cTNM stadija ir prieSoperacinis PSA)
tinkamuma PV agresyvumui, i$plitimui ir rizikos grupei nustatyti.

2. Remiantis operacinés medziagos histologiniy tyrimy rezultatais, po-
operaciniu PSA, pooperaciniais radiologiniais tyrimais (kauly scintigrafija,
kompiuterine tomografija, magnetinio rezonanso tomografija) bei Mirties
atvejy ir juy priezasciy valstybés registro duomenimis, nustatyti teigiamo
chirurginio krasto ir biocheminio ligos atkry¢io daznj, laika iki kauliniy
ir (ar) mink$tyju audiniy metastaziy atsiradimo, bendraji ir PV specifini
iSgyvenamuma bei jvertinti PV agresyvumo ir stadijos padidéjimo jtaka
minétiems rodikliams.

3. Nustatyti potencialiy PV diagnostiniy zymeny (RARS, RASSF1 ir GSTPI)
promotoriy metilinimo daznius normaliuose prostatos ir PV audiniuose.

4. Istirti RARPB, RASSFI ir GSTPI genuy promotoriy metilinima dviejose
nepriklausomose PV serganciy ligoniy imtyse, kuriose Slapimo meéginiai
surinkti skirtingais metodais — kateterizuojant ir pasislapinus.

5. lvertinti Slapime tirty zymenuy (RARpS, RASSFI ir GSTPI) potenciala
PV agresyvumui, ligos iSplitimui ir rizikos grupei nustatyti bei parinkti
tinkamiausia molekuliniy zymeny bei klinikiniy ir patologiniy rodikliy
derini savalaikiam ir tiksliam PV agresyvumo, iSplitimo ir rizikos grupés
nustatymui.



2.4. Darbo naujumas ir praktiné reikSme

Didelé ir gerai charakterizuota, i§ daugiau negu 1 000 tiriamyjy sudaryta
kohorta, kuriai taikyta ilga pooperaciné stebésena, leido tinkamai jvertinti
Siuo metu klinikinéje praktikoje naudojamy klinikiniy ir patologiniy rodikliy
(cISUP balas, cTNM stadija ir prieSoperacinis PSA) diagnostinius trikumus
ir ry$i su teigiamu chirurginiu krastu, biocheminiu ligos atkry¢iu, laiku iki
metastaziy atsiradimo bei bendruoju ir PV specifiniu i§gyvenamumu.

Mokslinéje literatiiroje paskelbta daugiau kaip 100 genetiniy pokyciy,
susijusiy su PV, tac¢iau dauguma ju tirti normaliuose prostatos ir prostatos
karcinomos audiniuose bei menkai sietini su ligos agresyvumu, o tai ypac
apriboja ju panaudojima klinikingje praktikoje.

Masy tyrimo metu RARS, RASSF1 ir GSTPI geny promotoriy metilinimas
tirtas lengvai pasiekiamoje biologinéje medziagoje — lapime. Siai biologi-
nei medziagai surinkti nereikia papildomy intervenciniy procediiry;
taip nesukeliama papildomy riziky ligoniui ir molekulinis testas lengvai
pritaikomas klinikinéje praktikoje. Tyrimo metu genetiniai zymenys tirti
dviejose nepriklausomose imtyse, kuriose Slapimo méginiai surinkti skirtingais
metodais: kateterizuojant ir pasiSlapinus. Tai leido palyginti skirtingus
tiriamosios medziagos surinkimo biidus. Tyrimo metu nustatyta kompleksiné
tirty molekuliniy zymeny ir PSA reik§mé, leidzianti tiksliau prognozuoti PV
agresyvuma, iSplitima ir rizikos grupe.

2.5. Disertacijos ginamieji teiginiai

rodikliai (cISUP balas, cTNM stadija ir prieSoperacinis PSA) néra
pakankamos diagnostinés priemonés PV agresyvumui, iSplitimui ir rizikos
grupei nustatyti.

2. PV agresyvumo ir stadijos padidéjimas yra susijes su teigiamu chirurginiu
krastu, didesniu biocheminiu ligos atkryciu, tolimosiomis metastazémis,
laiku iki metastaziy atsiradimo ir blogesniais PV specifinio iSgyvenamumo
rodikliais.

3. RARp, RASSFI ir GSTPI geny promotoriy metilinimo dazniai patikimai
skiriasi normaliuose prostatos ir PV audiniuose, todé¢l tinka PV diagnostikai.

4. RARP, RASSF1 ir GSTP1 geny promotoriy metilinimas $lapime derinamas
su PSA gali buti naudojamas PV agresyvumui, i$plitimui ir rizikos grupei
vertinti.
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3. LITERATUROS APZVALGA

3.1. Prostatos vézys

3.1.1. Prostatos vézio epidemiologija

Kaip jau minéta, PV — antras pagal daznuma vyry onkologinis susirgimas
pasaulyje (13,5 proc. visy vyry onkologiniy ligy) ir pirmas pagal daznuma
Siaurés Amerikoje (18,4 %), Europoje (20,0 %) ir Lietuvoje (19,3 %).
2018 m. standartizuotas pagal amziy sergamumo rodiklis 100 000 vyry
Siaurés Amerikoje sieké 73,7, Europoje — 62,1, Lietuvoje — 70,2, Azijoje —
11,5. Dél ilgéjancios gyvenimo trukmés ir senéjancios populiacijos tikétina,
kad 8is rodiklis ateityje didés.

Siuo metu PV paplitimo rodiklis ypa¢ aukstas Siaurés Amerikoje ir
Vakary Europos valstybése, iskaitant ir Lietuva (5 m., 196/100 000 vyry).
Rytuy Europos ir Azijos Salyse sis rodiklis gerokai mazesnis (1 pav.). Minétina,
kad, autopsiju duomenimis, skirtingy Saliy PV paplitimo rodikliai smarkiau
nesiskyré. Tai liudija nevienoda klinikini ligos pasireiSkima skirtinguose
geografiniuose regionuose [18].

Santykis 100 000 vyry

21947
88.,4-194,7
502-884

269-502 B 1vertinti negalima
<269 Néra duomeny

1 pav. Prostatos vézio paplitimo per penkerius metus rodiklis pasaulyje (2018 m.,
visos amziaus grupés. GLOBOCAN 2018, pritaikyta pagal prieiga internete: <http://
gco.iarc.fr/today>)
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Jaunesniems negu 30 m. vyrams PV nustatomas itin retai (< 5 %).
Kiekvienas gyvenimo deSimtmetis tikimybe susirgti PV didina 1,7 Sansy
santykiu. Sulaukus 80 m., PV nustatomas net 59 proc. vyru [19].

Tarp vyry onkologiniy mirties priezas¢iy PV uzima penkta vieta pasaulyje
(6,7 proc. visy vyru onkologiniy mirties priezaséiy), tretia vieta Siaurés
Amerikoje (8,9 %) ir Europoje (9,9 %), antra vieta Lietuvoje (11,5 %).
2018 m. standartizuotas pagal amziy mirStamumo rodiklis 100 000 vyry miisy
Salyje sieke 18,1 [1].

3.1.2. Prostatos véZzio etiopatogenezé

PV —daugiafaktoring liga, kurios tiksli etiologija néra zinoma. Manoma, kad
PV kancerogenezéje svarbiausia genetiné predispozicija ir iSoriniai veiksniai.
Ligos geneting prigimtj taip pat liudija pagrindiniai rizikos veiksniai — Seiminé
anamneze, ras¢ ir etniné kilmé [20, 21]. Didzioji dalis (85-91 %) naujy PV
ligos atvejy priskiriami sporadiniams, o likg 9—-15 proc. priklauso Seiminiam
paveld¢jimui. Atlikti genominio masto tyrimai patvirtino daugiau kaip 100
geny, susijusiy su PV, galin¢iy paaiskinti 38,9 proc. ligos paveldéjimo [21-
24]. Tiriant {vairius iSorinius veiksnius, nustatytas rySys tarp PV ir gausaus
alkoholiniy gérimy bei baltyminiy maisto produkty vartojimo, tabako rikymo,
lytiskai plintanciy ligy, didelio ir mazo D vitamino koncentracijos kiekio,
apsauginio fitoestrogeny poveikio ir kity veiksniy [25-32].

Manoma, kad létinis uzdegiminis procesas ir oksidacinis stresas, nuolat
veikdami geneting predispozicija turinCias prostatos lasteles, skatina genetinius
ir epigenetinius pokycius, kurie inicijuoja onkogenezés pradzia — lasteliy su
proliferacine uzdegimine atrofija (angl. proliferative inflammatory atrophy)
susidaryma. I§ pastaryjy susiformuoja atipinés lastelés, kurios, iSklodamos
prostatos liaukinj audinj ir latakélius, sudaro prostatos intraepiteling neoplazija
(PIN, angl. prostate intraepithelial neaoplasia). PIN laikoma PV pirmtaku del
keliy priezasc¢iy: 1) didzioji dalis (85 %) PIN zidiniy, kaip ir PV zidiniy (80—
90 %), nustatomi prostatos periferinéje zonoje; 2) PV ligos atveju PIN Zidiniy
skaicius ir dydis smarkiai padidéja; 3) PIN zidiniy kiekis tiesiogiai susijes su
PV daugiazidiniskumu [33-38].

DazZniausias PV histologinis tipas (95 %) — liaukiné adenokarcinoma.
Mucininé (0,2 %) ar duktaliné (0,4—0,8 %) adenokarcinomos nustatomos daug
reciau [39, 40]. Mokslings literatiiros duomenimis, mucininé adenokarcinoma
savo agresyvumu nesiskiria nuo liaukinés adenokarcinomos, o duktaliné
adenokarcinoma pasizymi agresyvesne klinikine elgsena bei blogesniais
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iSgyvenamumo rodikliais [41-43]. Kiti ypac reti, taciau labai agresyvis
ligos histologiniai tipai: hormoniniam gydymui nejautrios neuroendokrininé
ir mazy lasteliy karcinomos, sarkomatoidiné karcinoma, plokscialasteliné
karcinoma ir ziediniy lasteliy karcinoma [43]. Minétina, kad mokslinéje
literattiroje trikksta duomeny apie ypac retus PV histologinius tipus, o didZioji
dalis PV klinikiniy tyrimy susij¢ su liaukine adenokarcinoma, tad, kalbant
apie PV bendraja prasme, dazniausiai turima omenyje prostatos liaukine
adenokarcinoma.

PV budingas daugiazidiniSkumas ir histologinis heterogeniskumas.
Kancerogenezés metu prieSinéje liaukoje susiformuoja vidutiniskai 2,0-2,7
skirtingi navikiniai zidiniai [2, 3, 44]. Jiems budinga skirtinga diferenciacija,
taciau keli skirtingos diferenciacijos komponentai gali biiti aptinkami viename
zidinyje. Prostatoje vidutiniskai nustatomi 2,7 skirtingos diferenciacijos
komponentai [2].

I periprostatinius audinius PV dazniausiai plinta per dorsaliai esancias
anatomines struktiiras ir posterolateraliai per perineurinj tarpa. Toliau vietiskai
plintantis navikas, ypac prostatos bazés srityje, gali infiltruoti s¢klines piisleles
ir tiesigja zarna. Retesniais atvejais sékliniy pusleliy invazija galima per
séklos iSmetamuosius latakélius (ypa¢ duktalinés adenokarcinomos atveju)
ar metastatiSkai. Pagrindinés PV tolimyju metastaziy sritys: kaulai (iskaitant
kauly ¢iulpus; 84,4 %), tolimieji limfmazgiai (neiskaitant dubens limfmazgiy;
10,6 %), kepenys (10,2 %), kriitinés organai (plauciai, tarpuplautis ir pleura;
9,1 %), smegenys (galvos ir nugaros; 3,1 %), virSkinamojo trakto organai
(2,7 %), retroperitoninis tarpas (1,8 %), antinks¢iai ir inkstai (1,0 %) [45].

3.1.3. Prostatos vézio agresyvumo vertinimas

PV agresyvumui vertinti sitlytos net kelios sistemos (Andersono,
Bockingo, Broderso, Mostofi, Mostofi-Schroederio ir kt.), ta¢iau placiausiai
paplitgs 1974 m. D. F. Gleasono sukurtas modelis [46—51].

Siuo metu klinikingje praktikoje naudojama 2014 m. ISUP modifikuota
Gleasono vertinimo sistema [52]. Ji grindziama Gleasono skalés dvieju
baly suma, kuri gali svyruoti nuo 2 iki 10 (2 Zymi maziausiai agresyvy, o
10 — agresyviausia navika). Pirmasis Gleasono skalés balas zymi prostatos
operacinéje medziagoje ar PB stulpelyje pagal dydi dominuojanti navika,
kitas balas — antra pagal dydi navika. Kiekvienas Gleasono skalés balas
gali svyruoti nuo 1 iki 5, priklausomai nuo naviko diferenciacijos laipsnio
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(2 pav.). Jeigu prostatos operacinéje medziagoje ar PB stulpelyje randamas
tik vienos diferenciacijos navikas, Gleasono skalés baly suma apskai¢iuojama
pirma Gleasono skalés bala padauginus i§ dviejy. PB stulpelyje nustacius
tris ar daugiau skirtingy diferenciacijy navikus, Gleasono skalés baly suma
sudaroma i$ naviko, dominuojancio pagal dydj, bei blogiausios diferenciacijos
naviko, neatsizvelgiant i pastarojo dydi. Tai netaikoma prostatos operacinei
medziagai, kai trecias ar kitas papildomas blogesnés diferenciacijos naviko
zidinys pazymimas atskirai. Jei prostatos operacinéje medziagoje ar PB
stulpelyje dominuoja blogos diferenciacijos navikas (Gleasono skalés 4 ar
5 balas), o salia jo randama geros diferenciacijos zidiniuy, sudaran¢iy < 5 proc.
visy piktybiniy pakitimy, Sie | bendra Gleasono skalés baly suma neijtraukiami.

2 pav. Gleasono vertinimo sistema (A — 1974 m. D. F. Gleasono sukurta schema, B —
2014 m. ISUP modifikuota schema (pritaikyta pagal J. I. Epsteina, 2015))

Siekiant supaprastinti prostatos adenokarcinomos agresyvumo zymeéjima,
suvienodinti PV ir kity lokalizacijy naviky klasifikacijas, gerai diferencijuotam
PV nebenaudoti Gleasono 6 Zyméjimo bei isskirti kliniskai skirtingos elgsenos
Gleasono 7 (3+4) ir Gleasono 7 (4+3) navikus, 2014 m. ISUP modifikacijoje
Gleasono skalés baly sistema pasitilyta pakeisti ISUP balais (1 lentelé) [52].
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1 lentelé. Prostatos vézio ISUP vertinimo sistema

Gleasono skalés baly suma ISUP balas

2-6

7 (3+4)

7 (4+3)

8 (4+4; 3+5; 5+3)

9-10

N B |W(N|—

3.1.4. Prostatos vézio i$plitimo vertinimas

Klinikinis PV iSplitimas vertinamas remiantis 2017 m. TNM Kklasifikacija
(2 lentelé). Patologinis PV isplitimas vertinamas remiantis 2017 m. TNM kla-
sifikacija ir atitinka klinikini PV vertinima, iSskyrus T1c ir T2 stadijas. T1c sta-
dija taikoma tik klinikiniam ligos vertinimui. Patologiniame PV vertinime visi

prostatoje apriboti navikai vertinami kaip T2, pogrupiai nebenaudojami [53].

2 lentelé. Prostatos vézio 2017 m. TNM klasifikacija

Pirminis navikas (T)

Tx

Pirminis navikas nejvertintas

TO

Pirminio naviko néra

T1

Kliniskai neaptinkamas, neapéiuopiamas navikas:

Tla

Histologiniame tyrime atsitiktinai rastas navikas, <5 proc. pasalinty audiniy

Tlb

Histologiniame tyrime atsitiktinai rastas navikas, > 5 proc. pasalinty audiniy

Tlc

Navikas nustatytas prostatos biopsijos metu dél padidéjusio PSA

T2

Apciuopiamas ir prostatoje ribotas navikas:

T2a

Navikas apima pusg (ar maziau) vienos skilties

T2b

Navikas apima daugiau negu pusg vienos skilties, bet ne abi skiltis

T2c

Navikas apima abi skiltis

T3

Navikas i$plinta uZ prostatos kapsulés riby™:

T3a

Navikas iSplinta uz prostatos kapsulés (vienoje ar abiejose pusése), iskaitant
i$plitima i Slapimo ptslés kakleli

T3b

Navikas i$plinta { vieng ar abi séklines ptsleles

T4

Navikas i$plinta i kitas gretimas struktiiras (ne i séklines pusleles): iSorini
rauka, tiesiajq Zarng, tarpvietés raumenis ir (ar) pilvo sieng

Sritiniai limfmazgiai (N)!

Nx Sritiniai limfmazgiai nejvertinti
NO Sritiniuose limfmazgiuose metastaziy néra
N1 Metastazés regioniniuose limfmazgiuose
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2 lentelé (tgsinys). Prostatos vézio 2017 m. TNM klasifikacija

Tolimosios metastazés (M)?

Mo Tolimyjy metastaziy néra

M1 Tolimosios metastazes:
Mla Neregioniniuose limfmazgiuose
MIlb Kauluose
Mlc Kitose vietose

*Naviko plitimas { prostatos vir§iing ar i prostatos kapsule (bet ne uz jos riby) vertinama
kaip T2, o ne kaip T3.

!'Ne didesnés kaip 0,2 cm metastazés gali biiti Zymimos pNmi.

2 Kai metastaziy randama keliose vietose, pasirenkama blogesné klasifikacijos kategorija.
(p)Mlc laikoma blogiausia klasifikacijos kategorija.

3.1.5. Prostatos vézio rizikos vertinimas

PVrizikos vertinimo tikslas — sugrupuoti vienodas klinikines iSeitis turin¢ius
ligonius. Tai leidzia kiekvienai rizikos grupei parinkti tinkamiausia gydymo
btuda. Europoje PV rizikai vertinti naudojama Europos urology asociacijos
(EAU, angl. European Association of Urology) modifikuota D’ Amico sistema
(3 lentele) [4, 54, 55]. Jungtinése Amerikos Valstijose placiausiai paplitgs
NCCN (angl. National Comprehensive Cancer Network) rizikos vertinimo
modelis (4 lentelé) [56]. Siuo metu abiejose rizikos vertinimo sistemose
naudojamos tik klinikinés ir patologinés PV charakteristikos.

3 lentelé. EAU prostatos vézio rizikos vertinimo modelis

PV rizikos grupé Klinikinés-patologinés charakteristikos
PSA <10 ng/ml,

Maia ir ISUP balas — 1,
ir cT1-2a.

PSA 10-20 ng/ml,

Vidutiné ir (ar) ISUP balas — 2 ar 3 Lokslus
ir (ar) cT2b.

PSA>20 ng/ml
ir (ar) ISUP balas — 4 ar 5,
I ir (ar) cT2c.

Didelé —
Bet koks PSA, Lokaliai
bet koks ISUP balas, iSplites
c¢T3—4 ir (ar) cN+. navikas

Santrumpos: ¢T — klinikiné T stadija; EAU — Europos urologu asociacija, angl. European
Association of Urology; ISUP balas — Tarptautinés urologinés patologijos draugijos (angl.
International Society of Urological Pathology) balas; PSA — prostatos specifinis antigenas.
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EAU rizikos vertinimo modelyje PV sergantys ligoniai, kuriems nustatyti
ISUP 2 ir 3 balai, priskiriami vidutinei rizikos grupei. NCCN modelyje isski-
riamos dvi vidutinés rizikos grupés. Mokslinés literatiros duomenimis, ISUP
2 ir 3 balai iSsiskiria skirtingomis prognostinémis savybémis, tad vidutinés
rizikos grupés skirstymas | mazos rizikos viduting (ISUP 2 balas) ir didelés
rizikos viduting (ISUP 3 balas) leidzia tiksliau jvertinti PV rizika [57, 58].

4 lentelé. NCCN prostatos vézio rizikos vertinimo modelis

Klinikinés-patologinés
charakteristikos

PSA <10 ng/ml,
ir ISUP balas — 1,
ircTlc,
Labai maza ir < 3 teigiami biopsijos stulpeliai,
kai kiekvienam i3 ju < 50 proc.
naviko,
ir PSA tankis < 0,15 ng/ml/g.
PSA <10 ng/ml,
Maza ir ISUP balas — 1,
ir cT1-T2a.
Vienas vidutinés rizikos veiksnys,
ir ISUP balas — 1 ar 2,
ir < 50 proc. teigiamy,

PV rizikos grupé

Vidutinés rizikos Palanki

veiksniai: Lo ,
b tulpeliy.
Vidutiné PSA 10-20 ng/ml, OPSITM SIS
ISUP balas — 2 ar 3, Du ar trys vidutings rizikos veiksniai,
o . |ir (ar) ISUP balas — 3,
cT2b-2c. Nepalanki | . 7 S
ir (ar) > 50 proc. teigiamy biopsiniy
stulpeliy.
PSA > 20 ng/ml,
Didelé ir (ar) ISUP balas — 4 ar 5,
ir (ar) cT3a.
Pirminis Gleasono balas — 5,
Labai didelé ir (ar) cT3b-"T4,

ir (ar) > 4 teigiami biopsiniai
stulpeliai su ISUP balu — 4 ar 5.
Santrumpos: ¢T — klinikiné T stadija; ISUP balas — Tarptautinés urologinés patologijos
draugijos (angl. International Society of Urological Pathology) balas; PSA — prostatos
specifinis antigenas.

3.2. Epigenetiniai prostatos vézio zymenys

Palyginti su kity lokalizacijy navikais, PV vystymosi metu geny mutacijy
aptinkama retai. Epigenetiniy poky¢iy, kuriy metu DNR seka nekinta, taciau
normali geny raiska sutrinka, nustatoma daznai [11]. Siy poky¢iy randama
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ankstyvosiose kancerogenezés stadijose [59-61], jie pasizymi stabilumu in
vivo ir in vitro, be to, gali buti griztamieji [13, 14], tad tapo ypa¢ patraukliu
moksliniy tyrimy objektu.

Placiausiai tyrin¢jamas epigenetinis reiskinys — DNR metilinimas,
kurio metu DNR metiltransferazés fermentai perkelia metilo grupe nuo
S-adenozilmetionino ant citozino penkto anglies atomo (3 pav.).

N H2 SAM SAH N H2
H \ / H
DNMT
N /&O N /go
H H
Citozinas 5' metilcitozinas

3 pav. Citozino metilinimo schema (pritaikyta pagal prieiga internete: <https://upload.
wikimedia.org/wikipedia/commons/7/7b/Cytosine_S5-methylation.png>)

(Santrumpos: DNMT — DNR metiltrasferaziy Seimos fermentai; SAM — S-adenozilmetio-
ninas, SAH — S-adenozilhomocisteinas)

PV vystymosimetu nustatomi du skirtingi DNR metilinimo poky¢iai. Vienas
i§ ju — globalusis hipometilinimas, kurio metu metilo grupés prarandamos
daugybinése genomo vietose [62, 63]. Tai sutrikdo normalig geny raiska, lemia
chromosomy nestabiluma, onkogeny ir transpozony aktyvacijg ir navikiniy
lasteliy proliferacija [64, 65]. Pavieniy geny reguliaciniy sri¢iy (promotoriy)
hipometilinimas nustatomas retai, taciau jis taip pat gali inicijuoti normaliomis
salygomis neaktyviy protoonkogenuy raiska (4 pav.) [66].

A. Normali Igstele B. Naviko lgstele
|—| Nera raiskos I—)Yra raiska
— TI77T
|
Protoonkogenas Onkogenas

?Nemetilinta TMetiIinta

4 pav. Promotoriaus hipometilinimo schema: A — normali Iastelé, kurios protoonkogeno
promotorius metilintas; B — navikiné lastelé, kurios onkogeno promotorius hipometilintas
(pritaikyta pagal M. G. Aithala, 2013 [67])
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Dauguma PV vystymosi metu nustatomy epigenetiniy pokyCiu susije
su DNR hipermetilinimu pavienése citozino ir guanino dinukleotidy
praturtintose geny srityse — CpG salose. Dauguma CpG saly iSsidésciusios
geny promotoriuose [68], kurios normaliose lastelése btina nemetilintos [69].

Reguliaciniy sri¢iy hipermetilinimas lemia baltymus koduojanc¢iy iRNR
praradima ir baltymy sintezés slopinima (5 pav.) [13, 14]. Siuo metu Zinoma
daugiau kaip 100 genu, kuriy raiska PV gali buti slopinama metilinant
promotorines geny sritis. 1§ Siy geny dazniausi: GSTPI, RASSFI1A, RARS?2,
APC, CCND2, PTGS, ESR1/2, CDKN2A4, EDNRB, HIC, MDR1, CAV1, CDH1
ir BCL2 [70].

A. Normali Igstelé B. Naviko lgstelé

> Yraraiska I—{ Néra raikos

T et ]

Naviko augimg Naviko augimg
slopinantis genas slopinantis genas

?Nemetilinta TMeti linta

5 pav. Promotoriaus hipermetilinimo schema: A — normali lastelé, kurios naviko augima
slopinancio geno promotorius nemetilintas; B —navikiné lastelé, kurios augima slopinancio
geno promotorius metilintas (pritaikyta pagal M. G. Aithala, 2013 [67])

3.2.1. Glutationo S-transferazés pi 1 klasés genas (GSTP1)

Glutationo S-transferazes (GST) Seimos baltymai pasizymi antioksidaciniu
poveikiu. Glutationas, prisijungdamas prie Zalingy junginiy, apsaugo DNR
nuo galimy pazaidy [59, 71]. IS viso nustatytos astuonios GST klasés: alpha,
kappa, mu, omega, pi, sigma, theta ir zeta [72].

GSTPI — naviko augima slopinantis genas, esantis 11ql3 regione,
atsakingas uz glutationo S-transferazés pi 1 baltymo sinteze [72]. GSTP1 geno
promotoriaus metilinimo metu sutrinka GSTP1 baltymy sintezé [73], kartu
ir DNR apsauginé funkcija. GSTPI hipermetilinimas nustatytas daugelyje
naviky, iskaitant hepatoceliuling karcinoma [74], krities [75], plauciy [76]
ir kolorektalini vézj [77], taCiau pastarasis labiausiai iStirtas kaip PV Zymuo
[78, 79].
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Ivairiy autoriy duomenimis, GSTPI hipermetilinimas nustatytas 17—
95 proc. prostatos navikiniy audiniy. Minétina, kad 17 i§ 24 studijy metilinimo
daznis sieké > 72 proc. (5 lentelé). PV serganciy ligoniy $lapime GSTP buvo
hipermetilintas 27-83 proc. tiriamyjy, kraujo méginiy metilinimo daznis sieké
28-95 proc. (5 lentelé). Atskiry studiju duomenimis, GSTP! hipermetilinimas
taip pat buvo nustatytas 86 proc. prostatos sekreto [80] ir 44—50 proc. séklos
méginiy [81, 82].

GSTPI promotoriaus metilinimas prostatos normaliame ar GPH audinyje
rastas 0—24 proc. atvejy. Minétina, kad 15 i§ 19 studiju jis sieké tik 0—6 proc.
(5 lentele). PV neserganciy vyry Slapime GSTPI buvo hipermetilintas
0-28 proc. tiriamyjy, panasSis rezultatai pastebéti ir kraujo meéginiuose —
0-21 proc. atveju (5 lentelé).

Metaanalizés [83] duomenimis, GSTP1I hipermetilinimas yra reikSmingai
susijgs su PV (Sansy santykis (OR; angl. odds ratio) — 18,58; 95 proc.
pasikliautinasis intervalas (CI; angl. confidence interval): 9,60-35,95; p <
0,001). PV buvo nustatytas 82 proc. navikiniy ir 5 proc. nenavikiniy prostatos
audiniy, o testo diagnostinis jautrumas sieké 82 proc., kai specifiSkumas —
95 proc. [83].

GSTPI promotoriaus metilinimas nustatytas PIN metu [60, 84-88], taip
pat normaliuose paranavikiniuose prostatos audiniuose [§9—91]. Tai patvirtina
epigenetinio lauko efekta morfologiskai nepakitusiame prostatos audinyje.

GSTPI mazai tirtas kaip prognostinis ar predikcinis PV Zymuo, taciau
mokslinéje literatiroje aprasytas jo rySys su ligos agresyvumu ir patologine
stadija [14, 15, 86, 92-94], biocheminiu [15, 95], lokaliu ir sisteminiu ligos
atkryCiu [96], atsaku i chemoterapini gydyma docetakseliu bei bendru
iSgyvenamumu [97].
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3.2.2. Ras saveikos domeng turinCiy
baltymy 1 Seimos genas (RASSF)

RASSF1 — naviko augima slopinantis genas, esantis 3p21 regione. Sis
genas priklauso Ras GTPazés seimai (RASSF), kuria sudaro desimt skirtingy
geny (RASSFI-RASSF10), koduojanciy deSimt skirtingy baltymy [121].
Pastarieji atsakingi uz signaly perdavima lastelés signaliniuose keliuose,
susijusiuose su lasteliy proliferacija, diferenciacija, apoptoze ir kt. [122].
IS viso nustatytos astuonios skirtingos RASSF1 izoformos A-H [122], i§
kuriy RASSFI1A raiskos sumazéjimas, sukeltas RASSFIA (toliau RASSF1)
promotoriaus metilinimo, nustatytas ivairiy lokalizacijy navikuose: séklidziy
[123], inksty [124], slapimo puslés [125], skydliaukés [126], plauciu [127],
kiausidziy [128] ir prostatos [129].

Ivairiy autoriy duomenimis, RASSFI hipermetilinimas nustatytas 28—
99 proc. prostatos navikiniy audiniy. Minétina, kad 8 i§ 12 studijy metilinimo
daznis sieké> 54 proc. (6 lentel¢). PV serganciy ligoniy Slapime hipermetilintas
RASSFI rastas 38—78 proc. tiriamyjy, kraujo méginiy metilinimo daznis —
31-98 proc. (6 lentelé).

RASSF1 promotoriaus hipermetilinimas 0-93 proc. atvejy nustatytas
normaliame prostatos ir GPH audinyje. Minétina, kad 11 i§ 12 studijy jis sieke
<29 proc. ir tik vienoje studijoje [92] nustatytas itin aukstas (93 %) metilinimo
daznis esant GPH kontrolei (6 lentelé). PV neserganciu vyry Slapime RASSF'1
hipermetilintas 829 proc. atvejy. Panasiis rezultatai nustatyti ir kraujo
meéginiuose — 23-25 proc. (6 lentel¢). Metaanalizés [129] duomenimis, testo
diagnostinis jautrumas PV nustatyti siekia 76 proc., o specifiSkumas — 87 proc.

RASSF1 promotoriaus metilinimas rastas ir PIN atveju [85, 88, 130].
J. Mehrotros ir bendraautoriu duomenimis [131], RASSFI promotoriaus
metilinimas taip pat nustatytas morfologiniy naviko pozymiy neturin¢iuose
prostatos paranavikiniuose audiniuose.

RASSF1 mazai tirtas kaip PV prognostinis ar predikcinis zymuo, taciau
mokslinéje literatiiroje aprasytas jo rySys su blogesnés diferenciacijos [88,
129, 132, 133] ir aukstesnés stadijos PV [92, 132], didesniu naviko tariu bei
biocheminiu ligos atkry¢iu po radikalaus chirurginio gydymo [15].
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3.2.3. Retinoinés riigsties receptoriaus 3 genas (RARS)

Retinoinés rugsties receptorius (RAR) — branduolio receptorius,
aktyvinamas trans- ir 9-cis retinoinés riigsties ligando [137]. IS viso nustatyti
trys RAR tipai: RARa, RARP ir RARy. Minétinas RARP, itin svarbus
epiteliniy lasteliy augimui ir diferenciacijai. RARS geno, randamo 3p24
regione [138], promotoriaus metilinimo metu sutrinka RARP raiska, kartu ir
apsaugine funkcija [139]. RARS hipermetilinimas nustatytas plauciy [140],
kraities [141], kiausidziy, inksty [142], prostatos [143, 144] ir kity lokalizaciju
navikuose.

Mokslings literatiiros duomenimis, hipermetilintas RARS promotorius
randamas 40-96 proc. prostatos navikiniy audiniy. Minétina, kad 8 i§ 12
studijuy metilinimo daznis sieké > 69 proc. (7 lentelé). PV serganciy ligoniy
Slapime hipermetilintas RARS nustatytas 35-62 proc., kraujo méginiuose —
79-98 proc. atveju (7 lentele).

RARp promotoriaus metilinimas normaliame prostatos ar GPH audinyje
nustatytomas retai — 0-30 proc. atvejy. 10 i§ 11 studijy duomenimis, jis sieké
<3 proc. ir tik vienoje studijoje [145] nustatytas aukstesnis (30 %) metilinimo
daznis, esant GPH kontrolei (7 lentel¢). ReikSmingus RARS metilinimo
skirtumus tarp prostatos navikinio ir nenavikinio audinio taip pat patvirtina
2018 m. atlikta metaanalizé: OR — 21,65; 95 % CI: 9,27-50,57; p < 0,001
[144]. PV neserganciy vyry Slapime RARS buvo hipermetilintas 0-9 proc.
tiriamyju. Panasts rezultatai gauti ir kraujo méginiuose — 9—11 proc. atveju
(7 lentelé).

RARp promotoriaus metilinimas nustatytas ir PIN metu [60, 86], taip pat
paranavikiniuose prostatos audiniuose [86, 90, 131]. L. Steiner ir bendraautoriy
duomenimis [86], RARS hipermetilinimas susijes su PV agresyvumu.
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4. DARBO METODOLOGIJA

Tyrimui atlikti i§duotas Lietuvos bioetikos komiteto (Algirdo g. 31, 03219
Vilnius, Lietuva) leidimas (2007-11-23 Nr. 50; zr. 1 prieda). Véliau iSduotas ir
leidimas pratesti tyrima (2011-09-07 Nr. 6B-11-275; zr. 2 prieda).

Dalyvauti tyrime buvo kviec¢iami visi ligoniai, gydyti Vilniaus universiteto
ligoninés Santaros kliniky (VUL SK) Urologijos centre (Santariskiy g. 2,
08661 Vilnius, Lietuva), kurie atitiko itraukimo | tyrima kriterijus ir kuriems
nenustatyta atmetimo kriteriju.

Molekuliniai tyrimai atlikti Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro
Biomoksly institute (Saulétekio al. 7, 10257 Vilnius, Lictuva).

4.1. Itraukimo kriterijai

* Transrektalinés PB metuhistologiskai patvirtinta prostatos adenokarcinoma.
» VUL SK Urologijos centre dél nustatytos prostatos karcinomos ligoniui
atlikta operacija — radikali prostatektomija (RP).

4.2. Atmetimo kriterijai

*  PB metu paimta <10 biopsiniy stulpeliy.

» Diagnozuota neuroendokrining¢, mazy lasteliy, sarkomatoiding, plokscia-
lasteliné ar ziediniy lasteliy karcinoma.

* Anksciau diagnozuotas PV, kuriam taikyta aktyvaus stebéjimo taktika ar
kitas specifinis gydymas, iskaitant hormony terapija.

» Diagnozuota apatiniy ir (ar) virSutiniy $lapimo taky urotelio karcinoma.

4.3. Klinikiniai ir patologiniai duomenys

4.3.1. Klinikiniy ir patologiniy duomeny rinkimas

IS PB histologiniy tyrimy rezultaty ir procediry medicininés doku-
mentacijos surinkti visy tiriamyjy, sutikusiy dalyvauti biomedicininiame
tyrime, klinikiniai ir patologiniai duomenys: tiriamojo amzius PV diagnozés
nustatymo metu, prieSoperacinis PSA (ng/ml), PB data, Gleasono skalés baly
suma, cTNM. Dalis PB buvo atliktos kitose gydymo istaigose, kuriy patologiné
medziaga VUL SK Valstybiniame patologijos centre (VPC; P. Baublio g. 5,
08406 Vilnius, Lietuva) pakartotinai netirta.
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Visi tiriamieji, itraukti i biomedicinini tyrima, gavo savalaiki ir visaverti
PV gydyma. Ju dalyvavimas tyrime neturéjo jokios jtakos PV gydymo
pasirinkimui, pradziai, eigai ar baig€iai. IS tiriamujy operacinés medziagos
histologiniy tyrimy rezultaty ir pooperacinés stebésenos duomeny surinkti
tokie klinikiniai ir patologiniai duomenys: operacijos data, Gleasono skalés
baly suma, pTNM, informacija apie teigiama chirurgini krasta, pooperacinis
PSA (ng/mL), kauliniy ir minkStyjy audiniy metastaziy nustatymo data.

Visuose histologiniuose tyrimuose Gleasono skalés baly suma buvo
vertinta laikantis Tarptautinés urologinés patologijos draugijos (ISUP; angl.
International Society of Urologic Pathology) 2005 m. rekomendacijy [150].
Remiantis ISUP 2014 m. rekomendacijomis [57], visiems tiriamiesiems vietoj
Gleasono skalés baly sumos priskirtas ISUP balas, kuris PB histologiniuose
tyrimuose atitinkamai Zymetas kaip cISUP, o RP operacin¢je medziagoje —
pISUP.

Duomenys apie biomedicininiame tyrime dalyvavusiy tiriamyju mirtj
(data, mirties priezastis) gauti i§ Higienos instituto (Didzioji g. 22, 01128
Vilnius, Lietuva) tvarkomo Mirties atvejy ir ju priezasCiy valstybés registro
(2019-10-21 Nr. (9.20) 01-517; zr. 3 prieda).

4.3.2. Agresyvumo, stadijos ir rizikos grupés pasikeitimas

PV agresyvumo pasikeitimas vertintas remiantis [SUP balo pokyciu tarp
PB ir RP histologiniy tyrimy rezultaty. Ligos agresyvumo padidéjimas buvo
nustatomas, kai operacinés medziagos histologinio tyrimo pISUP balas buvo
didesnis uz PB metu nustatyta cISUP bala, t. y. pISUP > cISUP.

PV stadijos pasikeitimas vertintas remiantis T stadijos pokyciu tarp
klinikinés diagnozés ir operacinés medziagos histologinio tyrimo rezultato.
PV stadijos padidéjimas buvo nustatomas, kai, operuojant kliniskai lokaly
navika (cT1-2), operacinéje medziagoje buvo nustatyta vietiSkai iSplitusi
prostatos adenokarcinoma (pT3—4). Pagal 2013 m. M. T. Partino nomogramas
[151] taip pat buvo apskaiciuota tikimybé operacijos metu nustatyti vietiskai
iSplitusi navika.

Remiantis EAU 2019 m. [55] ir NCCN 2019 m. [56] PV rizikos vertinimo
tiriamieji suskirstyti i rizikos grupes: prieSoperacing maza (cISUP 1 balas ir
< cT2a), viduting (cISUP 2 ar 3 balas ir (ar) cT2b) ir didele (cISUP 4 ar 5 ir
(ar) > cT2c), pooperacing maza (pISUP 1 balas ir < pT2c), viduting (pISUP 2
ar 3 balas ir < pT2c) ir didele (pISUP 4 ar 5 balas ir (ar) > pT3a). PV rizikos
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pasikeitimas vertintas remiantis prieSoperacinémis ir pooperacinés rizikos
grupémis. PV rizikos padidéjimas buvo nustatomas, kai po operacijos buvo
randama didesné PV rizikos grupé negu buvo diagnozuota kliniskai.

4.3.3. Teigiamas chirurginis kraStas ir biocheminis ligos atkrytis

Teigiamas chirurginis krastas vertintas remiantis operacinés medZziagos
patologinio tyrimo rezultatu. Chirurginis krastas buvo laikomas teigiamu, kai
mikroskopinio tyrimo metu dazai, dengiantys histologinio preparato pavirsiu,
turéjo tiesiogini kontakta su prostatos adenokarcinomos lastelémis.

Biocheminiam ligos atkry¢iui po RP nustatyti buvo vertinti tiriamyjy
pooperacings stebésenos duomenys — pooperacinis PSA (ng/ml). Biocheminis
ligos atkrytis apibréztas kaip dviejy i§ eilés PSA koncentraciju serume
padidéjimas > 0,2 ng/ml ir tolesnis Sio rodiklio didé¢jimas. Paskutinj karta
pooperacinés stebésenos duomenys atnaujinti 2019 m. spalio 25 d.

4.3.4. Laikas iki metastaziy, bendrasis ir prostatos vézio
specifinis i§gyvenamumas

Duomenys apie kaulines ir mink$tyju audiniy metastazes vertinti remiantis
radiologiniais tyrimais, atliktais po operacijos: kauly scintigrafija, kompiuterine
tomografija ir (ar) magnetinio rezonanso tomografija. Laikas iki metastaziy
atsiradimo apibréztas kaip laikas nuo RP iki minétais radiologiniais tyrimais
pirma karta nustatyty kauliniy ir (ar) visceraliniy metastaziy. Metastazés
dubens limfmazgiuose laikytos kaip vietiSkai iSplitusi liga ir prie tolimyju
metastaziy nepriskirtos.

Bendrasis ir PV specifinis i§gyvenamumas vertintas remiantis tiriamyju
mirties datomis ir mir¢iy priezastimis. Bendrasis i§gyvenamumas apibréZztas
kaip laikas nuo PV nustatymo datos iki tiriamojo mirties nuo bet kokios
priezasties. PV specifinis iSgyvenamumas apibréztas kaip laikas nuo PV
nustatymo datos iki tiriamojo mirties esant progresavusiam ir sistemiskai
iSplitusiam PV.

4.4. Biologiniai méginiai ir ju molekuliné analizé
4.4.1. Biologiniy méginiy rinkimas ir paruo§imas

I$ tiriamyjuy, sutikusiy dalyvauti biomedicininiame tyrime, molekuliniams
tyrimams buvo renkami prostatos audiniy ir §Slapimo méginiai.
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Prie$ numatyta planing operacija i 100 ml sterily $lapimo surinkimo indeli
buvo renkama 30-50 ml S$lapimo. Dalies tiriamyjy pirma rytinio §lapimo
porcija surinkta jiems pasiSlapinus po atlikto standartizuoto prostatos masazo
(trys perbraukimai per kiekviena prostatos skiltj). IS kity tiriamyjuy Slapimo
méginiai surinkti kateterizavus Slapimo puslg pries chirurging operacija.
Slapimo méginiai ne véliau kaip per 30 min. buvo pristatyti | geneting
laboratorija.

Pasalinta ir nefiksuota prostata po RP ne véliau kaip per 30 min. buvo
pristatyta i VPC, kur histologinio tyrimo metu gydytojas patologas i§ tos
pacios priesinés liaukos atrinko 8§ mm prostatos navikinius (> 70 proc.
navikiniy Igsteliy) ir nenavikinius (0 proc. navikiniy lasteliy) méginius ir juos
uzsaldé skystame azote.

IS VPC perduoti prostatos meéginiai mechaniskai homogenizuoti iki
milteliy. Slapimo méginiai 15 min. centrifuguoti 1000 rpm 4 °C temperatiiroje,
o surinktos nuosédos du kartus praplautos 1xPBS buferiu (Thermo Fisher
Scientific (TFS), Valthamas, Masacusetsas, JAV). Paruosti méginiai saugoti
—80 °C temperatiroje.

4.4.2. Biologiniy méginiy molekuliné analizé
4.4.2.1. DNR gryninimas ir bisulfitiné modifikacija

DNR isskirta i§ 10-30 mg skystame azote uzsaldyty ir homogenizuoty
prostatos audiniy bei 1-2 ml uzsaldyty $lapimo nuosédy, naudojant standartini
fenolio-chloroformo metoda. Prostatos audiniy ir Slapimo nuosédu méginiai
paveikti proteinaze K (TFS) ir lizés buferiu (audiniams: 50 mM Tris-HCI
(Carl Roth, Karlsriihé, Vokietija), 1 mM EDTA (Carl Roth), 0,5 % Tween-20
(Carl Roth); slapimo nuosédoms: 10 mM Tris-HCI pH 8,0 (Carl Roth), 1 %
SDS (Carl Roth), 75 mM NaCl (Sigma-Aldrich, Sent Luisas, JAV)), 18 val.
lizuojant 55 °C temperatiiroje termopurtykléje. Precipitacija vykdyta > 96 proc.
etanoliu, o eliucija — 40 pl vandens be nukleaziy. ISgrynintos DNR kokybiniai
ir kiekybiniai parametrai patikrinti ,,NanoDrop 2000“ spektrofotometru
(Fisher Scientific, FS).

400 ng DNR bisulfitiné modifikacija atlikta naudojant ,,EZ DNA
Methylation™ Kit* rinkinj (Zymo Research, Irvinas, Kalifornija, JAV) pagal
gamintojo rekomendacijas, iSskyrus prading inkubacija (42 °C, 15 min.).
Modifikuota DNR i$ karto naudota tolesniems tyrimams arba saugota —80 °C
temperatiiroje.
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4.4.2.2. DNR metilinimo analizé audiniuose

RARB, RASSF1 ir GSTPI geny metilinimo analizei prostatos audiniuose
naudota kokybiné metilinimui jautri polimerazés grandininé reakcija (PGR),
pradmeny sekas parenkant i§ mokslinés literattiros [152—154]. 25 pl tiirio
galutinj reakcijos miSinj sudaré 1x,,Maxima Hot Start Taq PCR buffer* buferis
(TFS), 2,5 mM MgCl, (TFS), 1,6 mM deoksiribonukleozidtrifosfaty miSinys
(TFS), 1,25 U polimerazés ,,Maxima® Hot Start Taqg DNA Polymerase* (TFS),
1 mM kiekvieno pradmens (Metabion, Miunchenas, Vokietija) ir 1 ul bisulfitu
modifikuotos DNR. DNR gausinimas vykdytas atlickant 37-39 PGR cikly,
pradmeny prijungima vykdant 45 sek. 60-62 °C temperatiiroje. Kiekvieno
tyrimo metu taikyta trijuy rusiu kontrolé: teigiama metilinimo kontrolé (in
vitro metilinta leukocity DNR), neigiama metilinimo kontrol¢ (sveiky vyry
leukocity DNR) ir tarSos kontrolé (reakcijos misinys be DNR).

4.4.2.3. DNR metilinimo analizé Slapime

RARPB, RASSFI ir GSTPI metilinimo analizei §lapime naudota kiekybiné
metilinimui jautri PGR, pradmeny ir hidrolizés zondy sekos pasirinktos
i$ mokslinés literaturos [99, 153, 155, 156]. 20 ul galutinio tiirio reakcijos
misinio sudaré 1x,, TagMan® Universal Master II no UNG* miginys (TFS),
50 nM hidrolizés zondo, 300 nM kiekvieno pradmens (Metabion) ir 1 ul
modifikuotos DNR. Reakcijos temperatirinis rezimas susid¢jo i§ 10 min.
inkubacijos 95 °C ir 50 amplifikacijos cikly po 15 sek. 95 °C ir 1 min. 60 °C
temperatiroje. | kiekvieng reakcija itraukta teigiama metilinta ir tarSos
kontrolés. Kiekybiné metilinimui jautri PGR reakcija laikyta pavykusia, jei
buvo nustatyta teigiamos metilintos kontrolés amplifikacija, o tarSos kontrolés
amplifikacija nenustatyta. Méginio rezultatas iskaitytas, jei referentinio geno
ACTB amplifikacijos cikly jverciai buvo < 40 kartojant tris kartus. Santykinis
metilintos DNR kiekis kiekvienam genui apskai¢iuotas AACq metodu
[157] pagal ACTB endogening ir metilinta kontrolg ir iSreikStas procentais.
Kokybinei analizei rezultatai buvo suskirstyti i metilintus ir nemetilintus,
ribine verte pasirinkus 0,1 proc. metilinimo intensyvuma.

4.5. Rezultaty vertinimas matematinés statistikos metodais

Statistiné duomeny analiz¢ atlikti naudojant STATISTICA™ 8.0 (StatSoft,
Talsa, JAV), SPSS 23.0 (IBM, Armonkas, Niujorkas, JAV) ir MedCalc® 12.7
(MedCalc Software, Ostendé, Belgija) programines jrangas.
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Kiekybiniai duomenys pateikti kaip vidurkiai kartu su standartinémis
paklaidomis (SEM; angl. standard error of mean), kokybiniai duomenys —
dazniy lentelémis ir (ar) procentinémis iSraiSkomis.

Kiekybiniy duomeny skirstinio normalumui ivertinti naudotas Shapiro
ir Wilko kriterijus (angl. Shapiro-Wilk test). Tikrinant dvipuses hipotezes,
skirtumui tarp kiekybiniy duomeny, pasiskirs¢iusiy pagal normalyji désni,
fvertinti naudotas t-testas, kiekybiniai neparametriniai duomenys lyginti
Manno ir Whitney U kriterijumi (angl. Mann-Whitney U test). Skirtumams
tarp kategoriniy duomeny ivertinti taikytas x> kriterijus, tac¢iau dél mazy
tikétiny dazniy rezultatams patikslinti naudotas tikslusis Fisherio testas (angl.
Fisher's test).

Biocheminio ligos progresavimo, laiko iki metastaziy atsiradimo bei
bendrojo ir PV specifinio iSgyvenamumo analizés atliktos panaudojant
Kaplano ir Meierio (angl. Kaplan-Meier) kreives, skirtumai tarp kreiviy
vertinti Mantelio ir Coxo (angl. Mantel-Cox) logaritminio rango analizés
kriterijumi (angl. log-rank test). Biocheminio ligos progresavimo ir metastaziy
atsiradimo rizikoms jvertinti naudoti vienalypés ir daugialypés logistinés
regresijos rizikos modeliai. ApskaiCiuota santykiné rizika (Sansy santykis
(OR); angl. odds ratio), pateikiama su 95 proc. pasikliautinaisiais intervalais
(CI; angl. confidence interval).

Molekuliniy zymeny tinkamumui jvertinti naudota ROC kreiviy analizé,
apskaiCiuojant plota po kreivémis (AUC; angl. area under the curve).
Molekuliniai zymenys sujungti atlikus regresing analizg, apskaiciuotas
pastaryju jautrumas, specifiSkumas, teigiama ir neigiama prognostinés vertes.

Skirtumai tarp grupiy laikyti statistiSkai reikSmingais, kai p reik§mé <
0,050.

4.6. Doktoranto ir kity tyréjuy indélis

Doktorantas Arnas Bakavicius dalyvavo itraukiant tiriamuosius | bio-
medicinini tyrima, surinko visus klinikinius ir patologinius duomenis.
Rinko biologing medziagg ir atlikto pooperacing tiriamujy stebésena. Arnas
Bakavicius savarankiskai atliko 30 proc. molekuliniy tyrimy, analizavo Siy
Doktorantas buvo pagrindinis autorius, rengiant pirma tyrimo duomenimis
paremta mokslini straipsnj, taip pat parengé antra moksling publikacija.
Pristaté biomedicininio tyrimo duomenis mokslinése konferencijose.
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Kita molekuliniy tyrimy dali atliko Kristina Danitinaité ir Kristina
Zukauskaité. Kristina Danifinaité taip pat analizavo molekulinius duomenis
ir aktyviai dalyvavo rengiant pirma tyrimo duomenimis paremta mokslini
straipsnj. Kristina Zukauskaité i§moké doktoranta atlikti molekulinius tyrimus
ir buvo pagrindiné koordinatoré doktorantui Siuos tyrimus atlieckant.

Prof. Sonata Jarmalait¢ buvo pagrindiné konsultanté, atsakinga uz
biomedicininio tyrimo molekuling dali. Profesoré kritiSkai vertino parengtas
mokslines publikacijas, pateiké vertingy pastaby dél ju turinio ir pateikimo
spaudai.

Prof. Feliksas Jankevic¢iusbuvodarbo vadovas, atsakingasuzbiomedicininio
tyrimo dizaina, ir pagrindinis konsultantas, sprendziant klinikinius klausimus.
Profesorius taip pat kritiSkai vertino parengtas mokslines publikacijas, pateiké
vertingy pastaby dél ju turinio ir pateikimo spaudai.
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5. TYRIMO REZULTATAI

5.1. Tiriamyjy bendrosios charakteristikos

I biomedicininj tyrima jtraukti 1 056 tiriamieji, kuriems VUL SK Urologijos
centre atlikta RP. Vidutinis laikas nuo PV nustatymo datos iki operacijos —
3,8 mén. (SEM: + 0,2).

IS viso surinkta 111 navikiniy ir 16 nenavikiniy prostatos audiniy ir 514
Slapimo méginiy (188 i§ ju pacientams pasislapinus, 326 — kateterizavus
Slapimo piisle).

Bendrosios tiriamyju klinikinés ir patologinés charakteristikos pateiktos
8 lenteléje.

8 lentelé. Bendrosios tiriamyju klinikinés ir patologinés charakteristikos

Visi Navikiniai | Kateterizuotas | PasiSlapintas
Rodiklis tiriamieji audiniai Slapimas Slapimas
(N=1056) | (N=111) (N =326) (N =188)

P
reik§meé*

Amzius, metai®

Vidurkis

(SEM) | 622(02) | 606(08) 61,7 (0,4) 62,2 (0,6) 0,382
PSA, ng/ml®

Vidurkis 8,4(03) | 10,3(1,0) 8,6 (0.5) 8,4 (0,7) 0,613

(= SEM) i ~ A A :

cISUP, N (%)°

1 723(70,5) | 69 (64,5) | 226 (81,0) 93 (51,4)

2 203 (19,8) | 21(19,6) 42 (15,0) 55 (30,4)

3 58 (5,7) 9 (8,4) 7(2,5) 24(13,2) | <0,001
4 34 (3,3) 6 (5.,6) 3(L1) 7(3.9)

5 7(0,7) 2(1,9) 1(0,4) 2(L,1)

PISUP, N (%)*

1 539(51,0) | 38(342) | 207(67.0) 39 (21,4)

2 405 (38.4) | 50 (45,1) 86 (27.8) 108 (59.3)

3 76(7,2) | 16(14,4) 13 (4,2) 28 (154) | <0,001
4 14 (1,3) 2(1,8) 1(0,3) 1(0,6)

5 22(2,1) 5(4,5) 2(0,7) 6(3.3)

cT stadija, N (%)*
<cTlc 637 (60,3) | 59(53,2) 189 (61,2) 112 (61,5)

cT2a 11(1,1) 2(1,8) 4(1,3) 3(1,7)

cT2b 128 (12,1) | 17(153) 28 (9,0) 30 (16,5)

cT2c 188 (17.8) | 20(18.0) 73 (23,6) 25(13,7) 0,597
cT3a 78 (7.4) 13 (11,7) 12 (3.9) 10 (5.5)

cT3b 13(1,2) - 3(1,0) 2(1,1)

cT4 1(0,1) - - -
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Visi Navikiniai | Kateterizuotas | PasiSlapin- p
Rodiklis tiriamieji audiniai Slapimas tas Slapimas reikimeé*
(N=1056) | (N=111) (N =326) (N =188)
pT stadija, N (%)?
pT2a 80 (7,6) 4(3,6) 36 (11,7) 3(1,7)
pT2b 12 (1,1) - 1(0,3) 3(1,7)
pT2c 698 (66,1) 63 (56,8) 199 (64,4) 122 (67,0) 0.006
pT3a 169 (16,0) | 30(27,0) 48 (15,5) 37 (20,3) ’
pT3b 95 (9,0) 13 (11,7) 24 (7,8) 17 (9,3)
pT4 2(0,2) 1(0,9) 1(0,3) —
PrieSoperaciné PV rizikos grupé, N (%)°
Maza 501 (48,9) | 44 (41,1) 152 (54,5) 70 (38,7)
Viduting 243 (23,7) | 29 (27,1) 47 (16,8) 71 (39,2) 0,104
Didelé 281 (27,4) 34 (31,8) 80 (28,7) 40 (22,1)
Pooperaciné PV rizikos grupé, N (%)?
Maza 489 (46,3) 35(31.,5) 183 (59,2) 38(20,9)
Vidutiné 290 (27.5) 30 (27,0) 52 (16,8) 88 (48.,3) < 0,001
Didelé 277 (26,2) | 46 (41,5) 74 (24,0) 56 (30,8)
Partino reik§me, %4
Vidutiné
(+ SEM) 27,2 (0,4) 29,3(1,3) 26,3 (0,8) 29,1 (1,0) 0,024

Santrumpos: cISUP — klinikinis ISUP balas; c¢T — klinikiné T stadija; ISUP — Tarptautiné
urologinés patologijos draugija, angl. International Society for Urological Pathology; N —
tiriamyjy skaicius; pISUP — patologinis ISUP balas; PSA — prostatos specifinis antigenas;
pT —patologiné T stadija; PV —prostatos vézys; SEM — vidurkio standartiné paklaida, angl.
standard error of mean; T — pirminio naviko iSplitimo stadija pagal TNM klasifikacija.
2 Amzius, pISUP balas, cT stadija, pT stadija ir pooperaciné PV rizikos grupé nejvertinta
17 tiriamuyjy, kuriy §lapimo méginiai surinkti kateterizuojant Slapimo pasle, ir 6 tiriamuyjuy,
kuriy Slapimo méginiai surinkti pasi§lapinus.

b PSA nejvertintas 10 tiriamyju visoje kohortoje, 25 tiriamuju, kuriy $lapimo méginiai surinkti
kateterizuojant §lapimo puslg, ir 6 tirlamyjy, kuriy Slapimo méginiai surinkti pasislapinus.

¢ cISUP balas, prieSoperaciné PV rizikos grupé nejvertinta 31 tiriamojo visoje kohortoje,
4 tiriamyju navikiniy audiniy grupéje, 47 tiriamuyjy, kuriy Slapimo méginiai surinkti kate-
terizuojant $lapimo pislg, ir 7 tiriamyju, kuriy Slapimo méginiai surinkti pasislapinus.

4 Partino verté nejvertinta 145 tiriamuyjy visoje kohortoje, 15 tiriamuju navikiniy audiniy
grupéje, 63 tiriamuyjy, kuriy $lapimo méginiai surinkti kateterizuojant Slapimo pusle, ir 17
tirlamyjy, kuriy $lapimo méginiai surinkti pasi§lapinus.

* P reikmé apskaiciuota tik tarp tiriamyju, kuriy §lapimo méginiai surinkti kateterizuojant
Slapimo puslg, ir tiriamujy, kuriy Slapimo méginiai surinkti pasislapinus. P reik§més <
0,050 paryskintos.

Vienas i§ biomedicininio tyrimo uzdaviniy — iStirti RARS, RASSF1 ir
GSTPI geny promotoriy metilinima dviejose nepriklausomose PV imtyse,
kuriose slapimo méginiai surinkti skirtingais metodais. Taigi tiriamyjy, kuriy
Slapimo méginiai surinkti kateterizuojant, ir tiriamuyjy, kuriy $lapimo méginiai
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surinkti pasiSlapinus, grupés lygintos tarpusavyje, siekiant jvertinti galimus ju
skirtumus. Amzius ir PSA rodiklis nesiskyré, taciau tiriamyju, kuriy $lapimo
meéginiai surinkti pasislapinus, grupéje nustatyta daugiau PV atvejy su
didesniu cISUP (p < 0,001) ir pISUP (p < 0,001) balais bei didesne pT stadija
(p = 0,0006), taigi ir didesne pooperacine PV rizika (p < 0,001) bei didesne
Partino tikimybe (p = 0,024) diagnozuoti vietiskai iSplitusi PV (8 lentel¢).

5.2. Prostatos vézio agresyvumo, stadijos ir rizikos pasikeitimas

PV agresyvumo padidéjimas po radikalaus chirurginio gydymo nustatytas
27,2 proc. (279/1025) tiriamyju. Sio pokyéio dél klinikiniy duomeny tritkumo
nebuvo galima jvertinti 31 i§ 1 056 ligoniu. 20,3 proc. (214/1056) tiriamyjy po
radikalaus chirurginio gydymo nustatytas ligos stadijos padid¢jimas. Bendras
klaidingos klinikinés diagnozés daznis, kai randamas PV agresyvumo ir (ar)
stadijos padidéjimas, stebétas 39,0 proc. (400/1025) ligoniy.

86,4 proc. (241/279) tiriamyjy, kuriems po operacinio gydymo nustatyta
didesnio agresyvumo liga, kliniskai diagnozuotas cISUP 1 navikas, kai
didziajai daliai (86,3 %, 208/241) tiriamyju ligos agresyvumas pasikeité {
pISUP 2. Tiriamyjy PV agresyvumo pasikeitimo dazniai pateikti 6 paveiksle.

Bendras rizikos
pISUP 1 pISUP2  pISUP3  pISUP4 pElF  Seripaseke

% (N) % (N) % (N) % (N) % (N) % (N)
CISUP 1 3.6 (26) 0.5 (4) 0.4 (3) 33.3 (241)
cSUP2 | 14.3(29) 8.4 (17) 15 (3) 2.4 (5) 12.3 (25)
cISUP3 | 121 (7) 34(2) 6.9 (4) 10.3 ()
cISUP 4 29 (1) 206 (7)
cISUP 5 143(1)  143(1) 3

sumazéjimas padidéjimas be pokycio

6 pav. Prostatos vézio agresyvumo pasikeitimo dazniai po radikalios prostatektomi-
jos, priklausomai nuo cISUP grupés (Intensyvesné raudona spalva zymi didesni ligos
agresyvumo padidé¢jimo daznj, intensyvesné mélyna spalva — didesni ligos agresy-
vumo sumazéjimo dazni, pilka spalva Zymimi atvejai, kai agresyvumo pokycio néra.
Santrumpos: cISUP — klinikinis ISUP balas; ISUP — Tarptautiné urologinés patologi-
jos draugija, angl. International Society of Urological Pathology; N — tiriamyjy skai-
cius; pISUP — patologinis ISUP balas)
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49,1 proc. (105/214) tiriamyjy, kuriems po operacijos nustatytas ligos
stadijos padidéjimas, klini$kai diagnozuotas cT1c stadijos PV. Ligos stadijos
pasikeitimo dazniai pateikti 7 paveiksle.

pT2a-2b, pT2c, pT3a, pT3b, pT4, B*:,';%ﬁ;;j:;‘;}j’s
% (N) % (N) % (N) % (N) % (N) % (N)
cT1-2a 127 (82) 4.0 (26) 0 16.7 (108)
cT2b 39 (5) 0 27.3 (35)

(4 P2

16.0 (30) 37.8(71)

cT3a

cT3b

cT4

sumazéjimas padidéjimas

0%

be pokyc¢io

7 pav. Prostatos vézio stadijos pasikeitimo dazniai po radikalios prostatektomijos, pri-
klausomai nuo cT stadijos (Intensyvesné raudona spalva zZymi didesnj ligos stadijos
padidéjimo daznj, intensyvesné mélyna spalva — didesnj ligos stadijos sumazéjimo
dazni, pilka palva zymimi atvejai, kai stadijos pokycio néra. Santrumpos: cT — klini-
kiné T stadija; N — tiriamyjy skaicius; pT — patologiné T stadija; T stadija — pirminio
naviko i$plitimo stadija pagal TNM klasifikacija)

Vertinant PV rizikos pasikeitima, 23,9 proc. tiriamyjy (245/1025)
nustatyta didesné pooperaciné PV rizika negu diagnozuota kliniskai. Dél
klinikiniy duomeny trikumo §io poky¢io nebuvo galima jvertinti 31/1056
ligoniy. Didziajai daliai tiriamyju (69,8 %, 171/245), kuriy rizika padidéjo,
kliniskai diagnozuotas mazos rizikos PV. Ligos agresyvumo padidéjimas
buvo pagrindinis veiksnys (45,3 %, 111/245), lemiantis PV rizikos pokyti,
kai stadijos padidéjimas sudaré 32,2 proc. (79/245), o ligos agresyvumo ir
stadijos padidéjimas kartu — 22,5 proc. (55/245) atveju.
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5.3. Teigiamas chirurginis krastas

Teigiamo chirurginio krasto, biocheminio ligos atkrycio, tolimyju
metastaziy, laiko iki metastaziy atsiradimo ir iSgyvenamumo analizéje
dalyvavo 676/1056 tiriamieji, turintys pooperacinés stebésenos duomentis.

Teigiamas chirurginis krastas nustatytas 32,1 proc. (217/676) tiriamuyju.
Prostatos virs$iiné buvo dazniausia teigiamo chirurginio krasto vieta (56,0 %;
108/193). Posterolateraliai teigiamas chirurginis krastas rastas 48,2 proc.
(93/193), bazéje — 15,0 proc. (29/193), o séklinése piislelése — 4,7 proc.
(9/193) atveju. Dél histologiniy tyrimy atsakymuose triikstamos informacijos
24/217 tiriamyjy tiksli teigiamo chirurginio krasto vieta nebuvo identifikuota.

Nustatytas reikSmingas PV agresyvumo ir stadijos padidéjimo rysSys
su teigiamu chirurginiu kraStu. 41,6 proc. tiriamyjy, kuriems po operacijos
nustatyta agresyvesné liga, palyginti su 28,2 proc. tiriamyjy, kuriy ligos
agresyvumas nepadidéjo, operacinéje medZiagoje nustatytas teigiamas
chirurginis krastas (p = 0,001). Panasis rezultatai stebéti ir su PV stadijos
pokyc¢iu: tiriamiesiems, kuriems nustatytas ligos stadijos padidéjimas,
teigiamas chirurginis krastas buvo rastas 44,3 proc. (66/149) atvejuy, o stadijai
nepakitus — 28,7 proc. (151/527) atveju (p < 0,001).

5.4. Biocheminis ligos atkrytis

Biocheminis ligos atkrytis po radikalaus chirurginio gydymo diagnozuotas
25,7 proc. (174/676) tiriamyjy. Biocheminio atkry¢io metu 77,3 proc.
(126/163) ligoniy PSA buvo < 0,5 ng/ml, kai 12,3 proc. (20/162) tiriamyju
pastarasis rodiklis sieké 0,5-2,0 ng/ml, o 10,4 proc. (17/163) tiriamuyju
> 2,0 ng/ml. Dél klinikiniy duomeny tritkumo 11/174 ligoniy tiksli PSA verté
biocheminio ligos atkry¢io nustatymo metu nebuvo zinoma. Vidutinis ligoniy,
kuriems biocheminis ligos atkrytis nefiksuotas, pooperacinis stebéjimo
laikas — 46,8 mén. (SEM =+ 1,6).

Biocheminis ligos atkrytis diagnozuotas 37,6 proc. (74/197) tiriamuyju,
kuriems po operacijos nustatyta agresyvesné liga, ir tik 20,9 proc. (100/479)
ligoniy, kuriy PV agresyvumas nepadidéjo (p < 0,001). Vidutinis laikas nuo
RP iki biocheminio ligos atkry¢io — 2,1 m. (SEM + 0,2) tiriamyjy, kuriems
ligos agresyvumas padid¢jo, grupéje ir 2,7 m. (SEM + 0,3) tiriamiesiems,
kuriems ligos agresyvumo padidéjimas nenustatytas (8 pav., p < 0,001).
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Laikas po radikalios prostatektomijos, metai

8 pav. Biocheminis ligos atkrytis po radikalios prostatektomijos, priklausomai nuo
PV agresyvumo pokycio (Mélyna kreivé zymi tiriamuosius, kuriems ligos agresyvu-
mo padidéjimas nenustatytas, zalia kreivé — tiriamuosius (cISUP 1-4), kuriy PV ag-
resyvumas padidéjo. Santrumpos: cISUP — klinikinis ISUP balas; ISUP — Tarptautiné
urologinés patologijos draugija, angl. International Society of Urological Pathology;

PV — prostatos vézys)

Ligoniy, kuriems ligos agresyvumas

padidéjo, taciau kliniskai diagnozuo-

tas mazos rizikos (cISUP 1) PV, i§gyvenamumo be biocheminio ligos atkry-

¢io rodikliai buvo geresni, palyginti su

tirlamyjy, kuriems kliniskai diagno-

zuota vidutinés ir didelés rizikos (cISUP 2—4) prostatos karcinoma (9 pav.,

p <0,001).
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Laikas po radikalios prostatektomijos, metai
9 pav. Biocheminis ligos atkrytis po radikalios prostatektomijos, priklausomai nuo
PV agresyvumo pokycio (Mélyna kreivé zymi tiriamuosius, kuriems ligos agresyvu-
mo padidéjimas nenustatytas, zalia (cISUP 1) ir geltona (cISUP 2—4) — tiriamuosius,
kuriy PV agresyvumas padidéjo. Santrumpos: cISUP — klinikinis ISUP balas; ISUP —

Tarptautiné urologinés patologijos draugija, angl. International Society of Urological
Pathology; PV — prostatos vézys)

PV stadijos padidéjimas po RP taip pat parod¢ reikSminga ry$i su
biocheminiu ligos atkry¢iu. Atkrytis nustatytas 43,6 proc. (65/149) tiriamuyju,
kuriy PV stadija padid¢jo, ir tik 20,7 proc. (109/527) ligoniy, kuriems ligos
stadijos padidéjimas nenustatytas (p < 0,001). Vidutinis laikas nuo RP iki
biocheminio ligos atkry¢io — 1,9 m. (SEM = 0,3) tiriamyju grupéje, kuriy PV
stadija padidéjo, ir 2,8 m. (SEM = 0,2) tiriamiesiems, kuriems ligos stadijos
padidéjimas nenustatytas (10 pav., p < 0,001).

Siekiant jvertinti pavieniy ir visy kintamyju santyking rizika (OR)
biocheminiam ligos atkryciui prognozuoti (9 lentel¢), atlikta vienalypé ir
daugialypé logistinés regresijos analizés. Nustatyta, kad teigiamas chirurginis
krastas turi didziausia prognosting vertg tiek kaip nepriklausomas kintamasis
(OR = 3,27; 95 % CI: 2,28-4,69; p < 0,001), tiek budamas visy kintamyjy
sudétyje (OR = 2,29; 95 % CI: 1,55-3,40; p < 0,001). Daugialypéje analizéje
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PV agresyvumo padid¢jimas biocheminio ligos atkrycio rizika padidino 1,92
karto (95 % CI: 1,29-2,86; p=0,001), o PV stadijos padidéjimas — 2,14 karto
(95 % CI: 1,39-3,27; p < 0,001).

Biocheminis ligos progresavimas, ligoniai
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10 pav. Biocheminis ligos atkrytis po radikalios prostatektomijos, priklausomai nuo
PV stadijos pokyc¢io (Mélyna kreivé zymi tiriamuosius, kuriems ligos stadijos pa-
didéjimas nenustatytas, Zalia — tiriamuosius, kuriy PV stadija padidéjo. Santrumpa
PV — prostatos vézys)

9 lentelé. Vienalype¢ ir daugialypé logistinés regresijos analiz¢ biocheminiam ligos
atkry¢iui prognozuoti

Rodiklis Vienalypé analizé Daugialypé analizé
OR | 95%CI | Preikimé| OR | 95% CI | P reikimé

PSA, ng/ml 1,10 | [1,07-1,13]| <0,001 | 1,09 |[1,05-1,13]] <0,001
Teigiamas | 5350 98 460]| <0,001 | 229 |[1.55-340]| < 0,001
chirurginis kraStas
Agresyvumo 228 | [1,59-328]| <0,001 | 1,92 [[1,29-2,86]| 0,001
padidéjimas
Stadijos 2,97 |[2,02-437]| <0,001 | 2,14 |[1,39-3,27]| <0,001
padidéjimas

P reik§més < 0,050 paryskintos. Santrumpos: CI — pasikliautinieji intervalai (angl. confiden-
ce interval); OR — Sansy santykis (angl. odds ratio); PSA — prostatos specifinis antigenas.
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5.5. Tolimosios metastazés ir laikas
iki metastaziy atsiradimo

Kaulinés ir (ar) visceralinés metastazés iSsivysté 4,0 proc. (27/676)
tiriamuyjy, itraukty i biomedicinini tyrima.

Metastazés diagnozuotos 6,1 proc. (12/197) tiriamyju, kuriems po
operacijos nustatyta agresyvesné liga, ir tik 3,1 proc. (15/479) ligoniy,
kuriems PV agresyvumas nepadidéjo (p = 0,074). Vidutinis laikas nuo RP iki
metastaziy atsiradimo — 11,5 m. (95 % CI: 10,9-12,1) tiriamyjy, kuriy ligos
agresyvumas padidéjo, grup¢je, ir 11,4 m. (95 % CI: 11,1-11,7) tiriamiesiems,
kuriems ligos agresyvumo padidéjimas nenustatytas (11 pav., p < 0,001).
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Laikas po radikalios prostatektomijos, metai

11 pav. Laikas be metastaziy, priklausomai nuo PV agresyvumo pokyc¢io (Mélyna
kreivé Zymi tiriamuosius, kuriems ligos agresyvumo padidéjimas nenustatytas, Za-
lia — tiriamuosius, kuriy PV agresyvumas padidéjo. Santrumpa PV — prostatos vézys)
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PV stadijos padidéjimas po RP taip pat parodé reikSminga rysi su sistemiskai
iSplitusia PV liga: metastaziy nustatyta 8,7 proc. (13/149) tiriamyjy, kuriems
rastas stadijos padidéjimas, ir tik 2,7 proc. (14/527) ligoniy, kuriems ligos
stadijos padidéjimas nenustatytas (p = 0,001). Vidutinis laikas nuo RP iki
metastaziy atsiradimo — 10,3 m. (95 % CI: 9,6-11,1) tiriamyjy, kuriy PV
stadija padidéjo, grupéje ir 12,1 m. (95 % CI: 11,8-12,3) ligoniams, kuriems
ligos stadijos padidéjimas nenustatytas (12 pav., p <0,001).
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Laikas po radikalios prostatektomijos, metai

12 pav. Laikas be metastaziy, priklausomai nuo PV stadijos poky¢io (Mélyna krei-
vé zymi tiriamuosius, kuriems ligos stadijos padidéjimas nenustatytas, Zalia — tiria-
muosius, kuriy PV stadija padidéjo. Santrumpa PV — prostatos vézys)

Daugialypés logistinés regresijos metu, siekiant jvertinti visy kintamyjy
santyking rizika laikui iki metastaziy prognozuoti, ligos stadijos padidé¢jimas
(OR = 3,40; 95 % CI: 1,52-7,61; p = 0,003) ir PSA (OR = 1,05; 95 % CI:
1,01-1,08; p = 0,004) turé¢jo didziausia prognosting verte. Ligos agresyvumo
padidéjimas i§ modelio buvo pasalintas.
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5.6. Bendrasis ir prostatos vézio specifinis iSgyvenamumas

Vidutinis pooperacinés stebésenos laikas — 53,4 mén. (SEM + 1,5).
Tiriamyjy, kuriems PV agresyvumas padidéjo, bendrojo iSgyvenamumo
vidurkis sieké 10,2 m. (95 % CI: 9,3—11,0), o ligoniy, kuriems agresyvumas
nepadidéjo,—9,7m. (95 % CI:9,3—-10,2). 5 ir 10 mety bendrasis iSgyvenamumas
tarp grupiy reikSmingai nesiskyré: atitinkamai 88,6 proc. ir 66,7 proc. ligoniy,
kuriems ligos agresyvumas padidéjo, bei 90,1 proc. ir 67,7 proc. ligoniy,
kuriems agresyvumas nepadidéjo (13 pav., p = 0,746).
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Laikas po radikalios prostatektomijos, metai
13 pav. Tiriamyjy bendrasis i§gyvenamumas, priklausomai nuo ligos agresyvumo
poky¢io (Mélyna kreivé zymi tiriamuosius, kuriems ligos agresyvumo padidéjimas
nenustatytas, zalia — tiriamuosius, kuriy PV agresyvumas padidéjo. Santrumpa PV —
prostatos vezys)

Panasts rezultatai nustatyti ir esant PV stadijos pokyciui. Ligoniy, kuriy
ligos stadija padidéjo, bendrojo iSgyvenamumo vidurkis sieke 9,3 m. (95 % CI:
8,5-10,2), o ligoniy, kuriems stadija nepadidéjo, — 10,0 m. (95 % CI: 9,5-
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10,5). 5 ir 10 mety bendrasis iSgyvenamumas tarp grupiy taip pat reikSmingai
nesiskyré: atitinkamai 91,2 proc. ir 56,4 proc. ligoniy, kuriy ligos stadija
padidéjo, bei 89,5 proc. ir 69,9 proc. ligoniy, kuriems stadija nepadidéjo
(p=0,567) (zr. 14 pav.).
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Laikas po radikalios prostatektomijos, metai
14 pav. Tiriamyjy bendrasis iSgyvenamumas, priklausomai nuo ligos stadijos pokycio

(Mélyna kreivé zymi tiriamuosius, kuriems ligos stadijos padidéjimas nenustatytas, zalia —
tiriamuosius, kuriy PV stadija padidéjo. Santrumpa PV — prostatos vézys)

Ligoniy, kuriems ligos agresyvumas padidéjo, PV specifinio iSgy-
venamumo vidurkis sieké 11,9 m. (95 % CI: 11,3-12,5), o ligoniy, kuriems
agresyvumas nepadidéjo, — 11,9 m. (95 % CI: 11,7-12,0). 5 mety PV specifinis
iSgyvenamumas tarp grupiy nesiskyré (plg. 99,1 proc. ir 99,1 proc.). 10
mety PV specifinis iSgyvenamumas buvo daug blogesnis tiriamyjy, kuriems
pastebétas ligos agresyvumo padidéjimas, grupéje (plg. atitinkamai 88,7 proc.
ir 98,3 proc., p = 0,039) (zr. 15 pav.).
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Laikas po radikalios prostatektomijos, metai

15 pav. Prostatos vézio specifinis iSgyvenamumas, priklausomai nuo ligos agresyvu-
mo pokycio (Mélyna kreivé zymi tiriamuosius, kuriems ligos agresyvumo padidéji-
mas nenustatytas, zalia — tiriamuosius, kuriy PV agresyvumas padidéjo. Santrumpa

PV — prostatos vézys)

Ligoniuy, kuriy ligos stadija padidéjo, grupéje PV specifinio iSgyvenamumo
vidurkis sieké 11,1 m. (95 % CI: 10,5-11,7), o ligoniy, kuriems stadija

nepadidéjo, —

124 m. (95 % CL: 12,3-12,5). 5 mety PV specifinis

iSgyvenamumas tarp grupiy statistiskai reikSmingai nesiskyré (plg. 98,2 proc.
ir 99,3 proc.). 10 metu PV specifinis iSgyvenamumas buvo daug blogesnis
tiriamyjy, kuriems ligos stadija padidéjo, grupeje (plg. atitinkamai 87,3 proc.

ir 98,3 proc., p = 0,008) (zr. 16 pav.).
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Laikas po radikalios prostatektomijos, metai

16 pav. Prostatos vézio specifinis i§gyvenamumas, priklausomai nuo ligos stadijos
poky¢io (Mélyna kreivé zymi tiriamuosius, kuriems ligos stadijos padidé¢jimas ne-
nustatytas, zalia — tiriamuosius, kuriy PV stadija padidéjo. Santrumpa PV — prostatos
VEZys)

5.7. DNR metilinimas prostatos audiniuose

Siekiant jvertinti navikq slopinan¢iy geny (angl. tumor suppresor genes)
tinkamuma PV diagnostikai, prostatos audiniuose tirtas RARfS, RASSFI ir
GSTPI geny promotoriy metilinimas. Visu geny metilinimo dazniai statistiSkai
patikimai skyrési normaliuose prostatos ir PV audiniuose (visais atvejais
p <0,001) (zr. 17 pav.). Tai leido atlikti pastaryjuy geny analiz¢ Slapime.
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17 pav. DNR geny (RARS, RASSF1 ir GSTPI) metilinimo dazniai normaliuose
prostatos ir PV audiniuose (P reik§més < 0,050 paryskintos; santrumpa PV — prostatos

VEZzys)

5.8. DNR metilinimas §lapimo méginiuose

Lyginant Slapimo méginius, surinktus pacientams pasislapinus ir
kateterizuojant Slapimo pusle, statistiskai reikSmingas skirtumas nustatytas
tik tarp GSTP1 metilinimo dazniy (p = 0,016). RARS ir RASSF statistiskai
reik§mingy skirtumy neparodé (zr. 18 pav.).
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18 pav. DNR geny (RARS, RASSF1 ir GSTPI) metilinimo dazniai §lapimo mégi-
niuose (P reik§més < 0,050 paryskintos)
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Metilintas bent vienas i§ trijy geny buvo nustatytas 80,3 proc. (151/188)
pasislapinto ir 83,7 proc. (273/326) kateterizuoto Slapimo méginiu. Vidutinis
metilinimo lygis svyravo nuo 0,6 proc. iki 15,1 proc., kai pastarasis RASSF'1
ir GSTPI genuose statistiSkai reikSmingai skyrési tarp pasislapinto ir
kateterizuoto §lapimo méginiy (abiem atvejais p = 0,001) (zr. 19 pav.).

N
?

o PL.OOJ Slapimas:
E 15 T I Pasislapintas
g ) [] Kateterizuotas
8 10
= 51
|
o 31 P=0.106
£
s 2] P = 0.001
s 17 L
0-

RARB RASSF1 GSTP1

19 pav. DNR geny (RARfS, RASSF1 ir GSTP1I) vidutiniai metilinimo lygiai pasi$lapin-
to ir kateterizuoto §lapimo méginiuose (P reik§més < 0,050 paryskintos)

5.9. DNR metilinimas §lapime ir
prostatos vézio agresyvumas

Pavieniai genai bei dvieju (RASSFI ir GSTPI) ir triju (RARp, RASSF1,
GSTPI) geny deriniai toliau tirti PV agresyvumo, stadijos ir rizikos padidéjimui
[vertinti.

Vidutinis GSTP! metilinimo lygis kateterizuotame §lapime statistiskai
reik§mingai skyrési tarp ligoniy su padidéjusiu ir nepakitusiu ligos agresyvumu
(p=0,022) (zr., 20 pav.), kai pasislapinto Slapimo imtyje statistiskai reikSmingy
skirtumy nebuvo nustatyta (zr. 21 pav.).
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PV agresyvumo

P =0.095
1
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20 pav. DNR geny (RARS, RASSF1 ir GSTPI) vidutiniai metilinimo lygiai katete-
rizuotame Slapime priklausomai nuo PV agresyvumo pokycio (P reik§més < 0,050
paryskintos; santrumpa PV — prostatos vézys)

- N
1 1

Vidutinis metilinimo lygis, %
w
|

5- PV agresyvumo
° P =0069 padidéjimas:
_g B Taip
o
E 3-
£
T P = 0.860
€ 24 — P=0.918
(7)) 1
£
5 14
o
>

RARB RASSF1 GSTP1

21 pav. DNR geny (RARp, RASSFI ir GSTP1) vidutiniai metilinimo lygiai pasislapin-
tame Slapime priklausomai nuo PV agresyvumo pokycio (santrumpa PV — prostatos
VEZys)

Analizuojant ROC kreives, né vienas i§ genuy atskirai (zr. 10 lentelg)
neatskleidé reikSmingy rezultaty PV agresyvumo padidéjimui prognozuoti,
taciau triju geny (RARpS, RASSF1, GSTPI) derinys abiejose imtyse (zr. 22 ir
23 pav.), taip pat ir PSA slapimo, surinkto kateterizuojant, imtyje (Zr. 23 pav.)
bei jo kombinacijos su pavieniais genais (zZr. 10 lentele) bei dviejy ir trijy geny
deriniais (zr. 22 ir 23 pav.) turéjo statistiSkai reikSminga prognosting vertg
(visais atvejais p < 0,050).
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Pasislapintas Slapimas

100

80 }

(o]
o

Jautrumas, %

40}

20}

0 . 1 1 1 L 1
0 20 40 60 80 100
100 - specifiSkumas, %

AUC p reikSmeé

— PSA 0.523 0.596
—— 2genai 0.576 0.095
—— 2genai + PSA 0.593 0.039
—— 3 genai 0.596 0.034

3 genai + PSA 0.608 0.017

22 pav. PasiSlapinto Slapimo dviejy (RASSF1, GSTPI) ir trijy (RARP,
RASSF1 ir GSTP1) geny rinkiniy bei ju kombinacijy su PSA ROC kreiviy
analiz¢ ligos agresyvumo padidéjimui prognozuoti (P reik§més < 0,050 pa-
ryskintos; santrumpos: AUC — plotas po kreive, angl. area under the curve;
PSA — prostatos specifinis antigenas)
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Kateterizuotas Slapimas

100

80}

(2]
o

Jautrumas, %

I
o

N
o

O I ;I‘ . 1 1 L L 1
0 20 40 60 80 100
100 - specifiSkumas, %

AUC  preikd§meé

—— PSA 0.677 <0.001
—— 2genai 0.501 0.979
—— 2genai +PSA 0.711  <0.001
—— 3 genai 0.594 0.033

—— 3 genai +PSA 0.704 <0.001

23 pav. Kateterizuoto $lapimo dvieju (RASSF1, GSTPI) ir triju (RARP,
RASSFI ir GSTPI) geny rinkiniy bei ju kombinaciju su PSA ROC kreiviy
analizé ligos agresyvumo padidéjimui prognozuoti (P reik§més < 0,050 pa-
ryskintos; santrumpos: AUC — plotas po kreive, angl. area under the curve;
PSA — prostatos specifinis antigenas)

Dvieju (RASSF1, GSTPI) ir triju (RARfS, RASSFI ir GSTP1) geny deriniy
bei ju kombinacijy su PSA neigiama prognostin¢ verte (NPV) sieké 38—
83 proc., teigiama prognostiné verté (TPV) — 25-51 proc., testy jautrumas —
40-85 proc., specifiSkumas — 5582 proc. (zr. 11 lentelg).
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Daugialypés logistinés regresijos metu (zr. 12 lentelg) triju (RARS, RASSF 1
ir GSTPI) geny testas kartu su PSA atskleidé didziausiag OR ligos agresyvumo
padidéjimui prognozuoti pasislapintame (OR = 111,5; 95 % CI: 3,0-4077.9;
p = 0,004) ir kateterizuotame (OR = 213,0; 95 % CI: 13,6-3339.,4; p <0,001)

Slapime.

12 lentelé. Daugialypé logistinés regresijos analizé ligos agresyvumo, stadijos ir rizi-
kos padidéjimui prognozuoti

Pasislapintas Slapimas

Kateterizuotas Slapimas

Genas (N =188) (N =326)
OR | 95%CI [Preikkmé] OR | 95%CI | Preikimé
Agresyvumo padidéjimas
PSA 1,0 | [0,9;1,0] | 0385 | 1,1 | [1,0;1,1] | <0,001
RARp, RASSFI, , (1,2
GSTP 110612844222 0005 | 199.7 | 500 1 | 0,040
RARP, RASSFI, , [13,6;
GSTPI4psA | 15| [3.0:4077,9] 0,004 2130 | J320°, <0,001
[0,4; [0,1;
RASSFI, GSTP1| 699 _ o007 | %992 | 687 | _ 16600.0p | %192
RASSF1, GSTPI , [10,4;
L PeA 69,7 [0,6; 842,01 0075 | 1710 | He <0,001
Stadijos padidéjimas
PSA 1,0 | [1,0;1,0] | 0857 | 1,1 | [1,0;1,1] | <0,001
RARP, RASSFI, _ [0,1;
GoTPI 120,1/22; 654501 0,009 117426| _ 155007 | 0078
RARp, RASSFI, , ,
GSTPI 4 pSA | 1222([2.3;6556,6]| 0,008 | 169,1 |[8,6;3335,0] <0,001
) [<0,1;
RASSF1, GSTPI | 113,1 |[2.2; 717,01 0,009 | 5856 | _ 10000 1 | 0,252
RASTLGSTPL 1152 [23:5742,5)| 0.008 | 1430 | [7.4:2773.5] | <0,001
Rizikos padidéjimas
PSA 1,0 | [09;1,0] | 0401 1,0 | [1,0;1,1] 0,130
RARp, RASSFI, , [1,4;
GSTPI 84,5 |[0.8;91153]) 0059 | 4160 | _q50001 | 0037
RARP, RASSF1, , [2,7;
GSTPIpsa | 535 |[10;70482]1 0,046 | 2804 | _ o0 0 | 0,018
) [0,1;
RASSF1, GSTP1| 852 [0.8;92159] 0,045 | 1185 | _ 6o o0 | 0,171
RASSF1, GSTPI , [0,7;
T PeA 84,5 |[1,0;71645] 0045 | 1035 | _ 550001 | 0074

Santrumpos: CI — pasikliautinieji intervalai, angl. confidence interval; OR — Sansy santy-
kis, angl. odds ratio; PSA — prostatos specifinis antigenas. P reik§més < 0,050 paryskintos.
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5.10. DNR metilinimas $lapime ir prostatos vézio iSplitimas

Vidutinis GSTPI metilinimo lygis pasiSlapinto Slapimo kohortoje
statistiSkai reik§mingai skyrési tarp ligoniy su padidéjusia ir nepakitusia
ligos stadija (p = 0,033) (zr. 24 pav.), kai kateterizuotame Slapime statistiskai
reik§mingy skirtumy nebuvo nustatyta (zr. 25 pav.).

8- PV stadijos
2 padidéjimas:
g P =0.085 I Ne
(@) 1
> 64 N Taip
o
E P =0.300
= —
= 44
2] P=0.033
E —
(2}
£ o
=]
o
>
0

RARB RASSF1 GSITP1

24 pav. DNR geny (RARpS, RASSF'1 ir GSTP1) vidutiniai metilinimo lygiai pasislapin-
tame Slapime priklausomai nuo PV stadijos pokyc¢io (P reik§més < 0,050 paryskintos,
santrumpa PV — prostatos vézys)

20- P =0.329 PV stadijos
2 padidéjimas:
fo ;r_i -
g [ Taip
= 10
E
£ 5+ pP=0.156
£ 3, r—
(]
£
0 24
E
= P=0.121
2 I
~ .

0
RARB RASSF1 GSTP1

25 pav. DNR geny (RARS, RASSF1 ir GSTPI) vidutiniai metilinimo lygiai kateteri-
zuotame Slapime priklausomai nuo PV stadijos pokycio (santrumpa PV — prostatos
VEZys)

60



Analizuojant ROC kreives, né vienas i§ geny atskirai (zr. 10 lentelg), taip
pat ir ju kombinacijos (zr. 26 ir 27 pav.) neatskleidé statistiSkai reikSmingy
rezultaty, kai reikSminga prognosting verte PV stadijos padidéjimui
prognozuoti parodé PSA kateterizuotame $lapime (p = 0,006) (zr. 27 pav.).
Pavieniy geny kombinacijos su PSA (zr. 10 lentelg) bei dvieju (RASSF1I,
GSTPI) ir triju (RARS, RASSF1 ir GSTPI) geny deriniais (zZr. 26 ir 27 pav.)
taip pat statistiSkai reikSmingai prognozavo PV stadijos padidé¢jima abiejose
imtyse (visais atvejais p < 0,005).

PasiSlapintas Slapimas

100

80}

»
o

S
o

Jautrumas, %

N
o

0 I . | 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100
100 - specifiSkumas, %

AUC PreikSmeé

— PSA 0.545 0.333
— 2 genai 0.585 0.112
—— 2genai+PSA 0.607 0.030
— 3 genai 0.592 0.081

3 genai +PSA 0.607 0.031

26 pav. Pasislapinto Slapimo dvieju (RASSFI, GSTPI) ir triju (RARp,
RASSF1 ir GSTPI) geny rinkiniy bei ju kombinacijy su PSA ROC kreiviy
analizé ligos stadijos padidéjimui prognozuoti (P reik§més < 0,050 parys-
kintos; santrumpos: AUC — plotas po kreive, angl. area under the curve;
PSA — prostatos specifinis antigenas)
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Kateterizuotas Slapimas

100

S
o

Jautrumas, %

N
o

60 80 100
100 - specifiSkumas, %

AUC P reikéme

— PSA 0.620  0.006
— 2genai 0.558 0.133
—— 2genai+PSA 0.630  0.002
— 3 genai 0.519 0.626

— 3 genai + PSA 0.625 0.002

27 pav. Kateterizuoto $lapimo dvieju (RASSF1, GSTPI) ir triju (RARP,
RASSF1 ir GSTP1) geny rinkiniy bei ju kombinaciju su PSA ROC kreiviy
analizé ligos stadijos padidéjimui prognozuoti (P reik§més < 0,050 parys-
kintos; santrumpos: AUC — plotas po kreive, angl. area under the curve,
PSA — prostatos specifinis antigenas)

Partino nomogramos reikSmé vietiskai iSplitusiam PV diagnozuoti turéjo
reik§minga prognosting vertg ligos stadijos padidéjimui, taCiau pastarosios
kombinacija su dvieju (RASSF1, GSTPI) ir triju (RARfS, RASSF1 ir GSTPI)
geny rinkiniais tik nedaug pagerino prognostinius rodiklius (zr. 28 ir 29 pav.).
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Pasi$lapintas Slapimas

100

80

(o]
o

Jautrumas, %
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o

20

0 PR S RSN T N

ol
0 20 40 60 80 100

100 - specifiSkumas, %

AUC P reikSmeé

— Partin 0.684 <0.001
—— 2genai + Partin  0.720 <0.001
— 3 genai +Partin  0.720 <0.001

28 pav. Pasislapinto Slapimo Partino nomogramos reikSme ir jos kombi-
nacijos su dviejy (RASSFI, GSTPI) ir trijy (RARfS, RASSF1 ir GSTPI)
geny rinkiniais ROC kreiviy analizé ligos stadijos padidéjimui prognozuoti
(P reikSmés < 0,050 paryskintos; santrumpa AUC — plotas po kreive, angl.
area under the curve)
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PasiSlapintas Slapimas

100

S
o

Jautrumas, %

20
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0 20 40 60 80 100

100 - specifiSkumas, %

AUC P reik8mé

— Partin 0.684 <0.001
— 2genai + Partin  0.720 <0.001
—— 3 genai + Partin  0.720 <0.001

29 pav. Kateterizuoto Slapimo Partino nomogramos reik§meé ir jos kombinacijos su
dviejuy (RASSF1, GSTPI) ir trijy (RARB, RASSFI ir GSTPI) geny rinkiniais ROC
kreiviy analiz¢ ligos stadijos padidéjimui prognozuoti (P reikSmeés < 0,050 paryskin-
tos; santrumpa AUC — plotas po kreive, angl. area under the curve)

Dvieju (RASSF1, GSTPI) ir trijy (RARpS, RASSFI ir GSTPI) geny rinkiniy
bei ju kombinacijy su PSA NPV sieké 85-87 proc., TPV — 24-33 proc., testy
jautrumas — 50—69 proc., specifiSkumas — 44—74 proc. (zr. 11 lentelg).

Partino reik§més kombinacija su dvieju (RASSF1, GSTPI) ir triju (RARP,
RASSFI ir GSTPI) geny rinkiniais padidino testo specifiSkuma ir TPV, kai
naujo testo NPV sieké 82-91 proc., TPV — 33-56 proc., jautrumas — 43—
75 proc., specifiskumas — 60-91 proc. (zr. 13 lentelg).
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13 lentelé. Partino rodiklio ir jo kombinacijy su dviejy (RASSF1, GSTPI) ir triju
(RARB, RASSF1I ir GSTPI) geny rinkiniais jautrumas, specifiSkumas, NPV ir TPV
ligos stadijos padidéjimui prognozuoti

Rodiklis Jautrumas, % | SpecifiSkumas, % T(};V’ N:;V’
0 0

Pasislapintas Slapimas (N = 188)
Partino reikSmé 53,3 77,0 37,1 | 86,6

N :
RASSET, GSTPI + Partino 32 91,3 557 | 863
reikSmeé

+

RARp, RASSF1, GSTPI 75,0 60,3 325 | 90,5
Partino reikSmeé
Kateterizuotas §lapimas (N = 326)
Partino reikSmé 56,5 79,8 41,6 | 824

N :
RASSET, GSTPI + Partino 59,3 80,8 440 | 88,6
reikSmeé
RARS, RASSFL, GSTPI + 61,0 79,8 55 889
Partino reik§meé

Santrumpos: N — tiriamujy skaic¢ius; NPV — neigiama prognostiné verté; TPV — teigiama
prognostiné verte.

Daugialypés logistinés regresijos analizés metu (zr. 12 lentele) triju geny
(RARp, RASSF1 ir GSTPI) testas kartu su PSA atskleidé didziausia OR ligos
stadijos padidéjimui prognozuoti pasiSlapintame (OR = 122,2; 95 % CI: 2,3—
6556,6; p = 0,008) ir kateterizuotame (OR = 169,1; 95 % CI: 8,6-3335,0;
p <0,001) slapime.

5.11. DNR metilinimas Slapime ir prostatos vézio rizika

Vidutinis GSTP metilinimo lygis kateterizuotame Slapime buvo statistiskai
reik§mingai didesnis tiriamyjy grupéje, kuriy PV rizika padidéjo (p = 0,012)
(zr. 30 pav.), kai pasislapintame Slapime statistiskai reikSmingo skirtumo tarp
grupiu nebuvo nustatyta (zr. 31 pav.).
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20- P =0.596 PV rizikos
Ny f 1 padidéjimas:
-‘2— - ;r_i -
2 I Taip
o 104
E
€ 5+ P=0813
E 3__ 1
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E 2- P=0.012
g " !li
>

RARB RASSF1 GSTP1

30 pav. DNR geny (RARS, RASSF1 ir GSTPI) vidutiniai metilinimo lygiai kateteri-
zuotame Slapime priklausomai nuo PV rizikos pokycio (P reik§més < 0,050 paryskin-
tos; santrumpa PV — prostatos vézys)

5- PV rizikos
° padidéjimas:
g 4- P=0.414 (I Ne.
> Bl Taip
o
E 34
£
b 2 P=0.198
E . 1
w P=0.221
£ 11 T
S
>
RARB RASSF1 GSTP1

31 pav. DNR genu (RARpS, RASSF'I ir GSTP1) vidutiniai metilinimo lygiai pasislapin-
tame $lapime priklausomai nuo PV rizikos pokyc¢io (santrumpa PV — prostatos vézys)

Analizuojant ROC kreives, né vienoje imtyje PSA atskirai (zr. 32 ir

33 pav.) bei pasislapintame Slapime né vienas i§ geny atskirai (zr. 10 lentelg)
neatskleid¢ statistiskai reikSmingy reikSmingy rezultaty. Tiriant kateterizuota
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Slapima, GSTPI atskirai (p = 0,047) ir visy pavieniy geny kombinacijos su
PSA (visais atvejais p < 0,050) turéjo statistiskai reik§Sminga verte PV rizikos
padidéjimui prognozuoti (zr. 10 lentelg). Dvieju (RASSF1, GSTPI) ir triju
(RARPB, RASSFI ir GSTPI) geny rinkiniy kombinacijos su PSA kateterizuoto
Slapimo imtyje taip pat atskleidé reikSminga vertg PV rizikos padidéjimui
prognozuoti (visais atvejais p < 0,005) (Zr. 32 pav.), kai pasislapinto Slapimo
kohortoje stebéta silpna tendencija (zr. 33 pav.).

Kateterizuotas Slapimas

100

80

60 |

Jautrumas, %

40}

20}

0 § I L I L L
0 20 40 60 80 100
100 - specifiSkumas, %

AUC P reikSme

— PSA 0.580 0.072
—— 2genai 0.534 0.455
—— 2genai+ PSA 0.594 0.034
—— 3genai 0.546 0.324

—— 3genai + PSA 0.599 0.028

32 pav. Kateterizuoto §lapimo dviejy (RASSF1, GSTPI) ir trijy (RARp,
RASSF1 ir GSTP1) geny rinkiniy bei jy kombinacijy su PSA ROC kreiviy
analizé ligos rizikos padidéjimui prognozuoti (P reikSmés < 0,050 parys-
kintos; santrumpos: AUC — plotas po kreive, angl. area under the curve;
PSA — prostatos specifinis antigenas)
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Pasislapintas Slapimas

100

Jautrumas, %

5
o

N
o

0 [ 1 1 L
0 20 40 60 80 100
100 - specifiSkumas, %

AUC P reikSmeé

—— PSA 0.502 0.960
—— 2genai 0.562 0.186
—— 2genai + PSA 0.579 0.081
—— 3genai 0.562 0.188

—— 3 genai + PSA 0.577 0.089

33 pav. Pasislapinto Slapimo dvieju (RASSFI, GSTPI) ir triju (RARp,
RASSF1 ir GSTP1) geny rinkiniy bei jy kombinacijy su PSA ROC kreiviy
analizeé ligos rizikos padidéjimui prognozuoti (santrumpos: AUC — plotas
po kreive, angl. area under the curve; PSA — prostatos specifinis antigenas)

Dvieju (RASSF1, GSTPI) ir triju (RARS, RASSF'1 ir GSTP1) geny rinkiniy
bei ju kombinacijy su PSA NPV sieké 79—-89 proc., TPV — 27-35 proc., testuy
jautrumas — 36-90 proc., specifiSkumas — 27-82 proc. (zr. 11 lentelg).

Daugialypés logistinés regresijos analizés metu (zr. 12 lentelg) RASSFI
ir GSTP1 geny kombinacija atskleidé didziausia OR PV rizikos padidéjimui
prognozuoti tiriamuyjy, su pasislapintu §lapimu, imtyje (OR = 85,2; 95 % CI:
0,8-9215.9; p = 0,045). Tiriant kateterizuota Slapima didziausia prognosting
verte tur¢jo trijy geny (RARpS, RASSF1 ir GSTPI) rinkinys (OR =416,0; 95 %
CI: 1,4-10000,0; p = 0,037).
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6. REZULTATU APTARIMAS

PV — heterogeniska liga, pasizyminti molekuline ir morfologine ivairove,
kliniskai galinti pasireik§ti nuo létai progresuojancio lokalaus naviko iki
ypac agresyvaus sistemiskai iSplitusio PV [158]. Tikslus ligos agresyvumo
vertinimas ir tinkamos gydymo taktikos pasirinkimas — vienas svarbiausiy
klinicisto uzdaviniy. Pagrindiné prognostiné priemoné, leidzianti jvertinti
PV rizika, §iuo metu yra modifikuoti D’Amico kriterijai [4, 54, 55], taciau,
mokslinés literatiros duomenimis, 24-41 proc. ligoniy po radikalaus
chirurginio gydymo nustatomas PV agresyvumo padidéjimas, o 29-34 proc.
atveju nustatoma didesné ligos stadija [7, 159-161]. Miisy tyrimo metu
PV agresyvumo padidéjimas rastas 27 proc. ligoniy, o didesné ligos stadija
nustatyta 20 proc. atveju. 86 proc. tiriamyjy, kuriems ligos agresyvumas
padidéjo, kliniskai diagnozuotas cISUP 1 navikas, o 49 proc. ligoniy, kuriems
nustatytas ligos stadijos padidé¢jimas, kliniskai diagnozuota cTlc liga.
Remiantis D’ Amico kriterijais, minéti rodikliai apibiidina mazos rizikos PV ir
yra pagrindiné indikacija aktyviam stebé¢jimui.

Skirtumus tarp PB ir RP histologiniy tyrimy rezultaty didziaja dalimi lemia
biopsinés medziagos paémimo ir histologinio iStyrimo trikkumai:

1. PB metu paimamas ribotas audinio kiekis, tad didesnio agresyvumo,
taiau mazo tiirio navikinis komponentas gali nepatekti { biopsing
medziaga [162, 163].

2. 20 proc. prostatos naviky turi tretini Gleasono skalés bala, kuris gali
btti nustatytas PB metu, taciau nejvertintas per operacinés medziagos
histologini tyrima, ypac tiriant ne visa prostatos audinj [162, 163].

3. Tarpiniai navikiniai pakitimai prostatoje gali buti interpretuojami
skirtingai, ypac¢ atliekant tyrimus nespecializuotame centre ir tiriant
blogos kokybés histologing medziaga [162, 164].

PV agresyvumo ir stadijos padid¢jimo klinikingé reikSmé bei prognosting
vert¢ galutinai néra aiski. Remiantis misy tyrimo duomenimis, ligos
agresyvumo ar stadijos padidéjimas 1,5 karto padidino teigiamo chirurginio
krasto rizika. Mokslingje literattiroje irodyta, kad didelés rizikos PV ir maza
chirurgo patirtis yra pagrindiniai rizikos veiksniai neradikaliam naviko
pasalinimui [165, 166], ypac ligos agresyvumo ir stadijos padidéjimo atveju,
kai operacijos metu chirurgas tikisi mazos rizikos PV [167].

Literattiroje taip pat aprasytas rySys tarp ligos agresyvumo poky¢iy ir
biocheminio ligos atkryc¢io. W. S. Hamo ir bendraautoriy duomenimis, ligoniuy,
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kuriy ligos agresyvumas po operacijos sumaze¢jo, biocheminio atkrycio
rodikliai buvo geresni [168]. Ligos agresyvumo padidéjimas biocheminio ligos
atkry¢io rizika padidina [159]. Miisy tyrimo duomenimis, ligos agresyvumo
padidéjimas biocheminio atkrycio rizika didino 1,8 karto, o PV stadijos
padidéjimas — 2,1 karto. Tiriamuyjy, kuriems kliniskai nustatytas vidutinés ir
didelés rizikos PV, rodikliai buvo blogiausi. Skirtinga itaka biocheminiam
ligos atkryCiui galima paaiSkinti nevienodai did¢janciu ligos agresyvumu:
didziosios dalies mazos rizikos tiriamyjuy (cISUP 1) rizika po operacijos
pasikeité { viduting (pISUP 2; miisy atliktame tyrime — 86 proc. tiriamyju), o
vidutinés rizikos tiriamujy (cISUP 2) — { didesng rizika (= pISUP 3).

Mokslinéje literatiiroje apraSytas rySys tarp biocheminio ligos atkrycCio
ir metastatinés ligos bei PV specifinio iSgyvenamumo [169]. Misy tyrimo
duomenimis, laikas be metastaziy buvo reik§mingai trumpesnis ligoniams,
kuriy ligos agresyvumas ir stadija padidéjo. Minétina, kad Sie poky¢iai neturéjo
itakos bendrajam iSgyvenamumui, tac¢iau buvo susij¢ su blogesniu 10 mety
PV specifiniu iSgyvenamumu (plg.: rizikos padidéjimo atveju — atitinkamai
89 proc. ir 98 proc., stadijos padidéjimo atveju — 87 proc. ir 98 proc.).
Pateikti rezultatai atitinka kity tyréju duomenis — ligos agresyvumo ir stadijos
padidéjimo metu taip pat nustatyti blogesni specifinio isgyvenamumo rodikliai
[6, 8].

PV agresyvumo ir stadijos padidéjimo jtaka chirurginiams ir onkologiniams
rezultatams atskleidé kliniking¢je praktikoje naudojamy diagnostiniy metody
trikumus. Ligos agresyvumo padidéjimui prognozuoti siiilyta net keletas
nomogramy [170-172], tafiau pastarosios pritaikytos mazos rizikos PV
ir ju panaudojimas vidutinés bei didelés rizikos navikams iSlieka ribotas.
Molekuliniai Zymenys, atspindys visy navikiniy Zzidiniy genetinius ir
epigenetinius pokycius, leisty iSvengti dabartiniy diagnostiniy problemy ir
padéty tiksliau prognozuoti PV agresyvuma.

Disertacijoje pristatomame tyrime PV agresyvumui, stadijai ir rizikos
grupei prognozuoti RARfS, RASSF1 ir GSTPI geny metilinimas tirtas pasi$la-
pintame ir kateterizuotame $lapime. Metilinimo dazniai prostatos navikiniuose
audiniuose sieké: RARS — 99 proc., RASSF1 — 97 proc., GSTPI — 69 proc.
(zr. 17 pav.), o PV serganciy ligoniu pasislapintame ir kateterizuotame Slapime:
RARp — 35 proc. ir 32 proc., RASSF1 — 76 proc. ir 79 proc., GSTP1 — 17 proc.
ir 9 proc. (zr. 18 pav.). Kity autoriy duomenimis, RARS hipermetilinimas
nustatytas 40—96 proc. prostatos navikiniy audiniy ir 35-62 proc. PV §lapimo
méginiy (zr. 7 lentelg), RASSFI hipermetilintas 28-99 proc. prostatos
navikiniy audiniy ir 38—78 proc. PV $lapimo méginiy (Zr. 6 lentelg), o GSTPI —

70



17-95 proc. prostatos navikiniy audiniy ir 27-83 proc. PV §lapimo méginiy
(zr. 5 lentelg).
Metilinimo daznio ir intensyvumo skirtumus gali lemti:

L.

Skirtingos tiriamyjuy kohortos, susidedancios i§ skirtingo dydzio
imc¢iy su skirtingomis Seiminémis anamnezémis, epidemiologiniais
duomenimis ir klinikinémis charakteristikomis.

Skirtingi prostatos navikiniy audiniy surinkimo biidai: RP, PB,
transuretring prostatos rezekcija (TURP) ir metastaziy paSalinimas. PB
ir TURP metu nustatyto PV charakteristikos gali nevisiskai atspindéti
prostatoje esamus navikinius pokycius.

Skirtingas navikiniy lasteliy kiekis prostatos navikiniuose méginiuose.
Misy tyrimo metu jis sieké >70 proc. Minétina, kad daugelyje kity
autoriy tyrimy $is rodiklis nenurodytas.

Skirtingi Slapimo méginiy surinkimo biidai: su prostatos masazu ir
be masazo, kateterizuojant Slapimo pusle ar pasiSlapinant paciam
ligoniui.

Skirtingi PV diagnozés nustatymo buidai, kai tiriamoji medziaga —
organizmo skysciai: PB ir RP. PB metu nustatytos PV charakteristikos
gali nevisiskai atspindéti prostatoje esamus navikinius pokycius.
Tiriamyjy, sudaran¢iy kontroling grupe, skirtumai, kai skiriasi ne
tik demografinés, epidemiologinés ir klinikinés charakteristikos,
bet ir imtis bei nenavikiné medziaga, pavyzdziui, studijose, kuriose
tirti Slapimo Zymenys, kontroling grupg sudaré normalus prostatos ir
gerybinés prostatos hiperplazijos audinys.

Skirtingi nenavikiniy audiniy surinkimo budai: RP, PB, TURP
ir adenomektomija. PB, TURP ir adenomektomijos metu gauta
histologiné medziaga negali paneigti PV, o TURP ir adenomektomijos
metu pasalinama tranzitoriné prostatos zona. PV dazniausiai iSsivysto
periferingje zonoje. Minéty procediiry metu taip pat gali buiti paimtas
paranavikinis prostatos audinys, kuriame jau pastebima metilinimo
poky¢iy, o morfologiniai poky¢iai dar nenustatyti.

Kiti onkologiniai susirgimai, kuriems taip pat biidingas RARS, RASSF'1
ir GSTPI geny promotoriy metilinimas.

Skirtingi audiniy apdorojimo ir saugojimo btdai. DNR, iSgrynintos
i§ skystame azote uz$aldyty audiniy, kokybé yra geresné. Si DNR
yra tinkamesné molekuliniams genetiniams tyrimams negu isskirta i$
formaline fiksuoty ir i parafing iliety méginiy, nes tokia DNR daznai
btina fragmentuota. Nekokybiska ir fragmentuota DNR gali iSkreipti

71



metilinimo analizés rezultatus, nes bus gausinami tik trumpesniy
amplikony turintys genai.

10. Skirtingi Slapimo apdorojimo metodai. Tiriant skirtingas Slapimo
frakcijas, pavyzdziui, Slapimo nuosédas, egzosomas ar Slapimo
supernatanta, gali buti gaunami skirtingi DNR metilinimo rezultatai.

11. Skirtingi tyrimo metodai. Naudojant kokybinius metodus, tokius kaip
metilinimui jautri PGR, DNR metilinimas nustatomas pakankamai
jautriai, taciau nedidelio metilinimo intensyvumo atvejai gali likti
neaptikti arba prieSingai — klaidingai priskirti prie intensyvaus
metilinimo. Kiekybiniai DNR metilinimo tyrimo metodai, tokie
kaip kiekybiné¢ metilinimui jautri PGR, pirosekvenavimas ir kt.,
igalina tiksliai nustatyti DNR metilinimo lygi, taciau reikalingi
kontroliniai méginiai ir kitos tyrimo specifiSkuma uztikrinancios
techninés priemoneés, kad Zemas metilinimo intensyvumas nebiity
interpretuojamas klaidingai.

12. Kiekybinés metilinimui jautrios PGR metu nustatytas metilinimo
lygis, kuris pasirenkamas kaip ribiné verté. Miisy tyrimo metu ribiné
verté¢ buvo 0,1 proc. Minétina, kad daugelyje kity studijy Si verté
nebuvo nurodyta.

Nepaisant metilinimo daznio ir intensyvumo skirtumy, visy geny (RARpS,
RASSF1 ir GSTPI) metilinimo dazniai reikSmingai skyrési normaliame
prostatos ir PV audiniuose. Hipermetilinimas buvo daug didesnis navikiniame
audinyje (zr. 17 pav.).

Disertacijoje pristatomo tyrimo metu bendras GSTP! metilinimo
intensyvumas ir lygis buvo salygiskai zemi, taiau statistiSkai reikSmingy
metilinimo skirtumy pastebéta ligos agresyvumo, stadijos ir rizikos padidéjimo
atvejais. Tiriant pasiSlapinta $lapima, ligoniams, kuriy ligos stadija padidéjo,
nustatytas didesnis GSTPI metilinimo intensyvumas. Kateterizuotame
Slapime nustatyta, kad GSTPI hipermetilinimas susij¢s su ligos agresyvumo
ir rizikos padidé¢jimu. Pastarieji rezultatai atitinka kity autoriy duomenis, kur
GSTPI hipermetilinimas taip pat siejamas su PV agresyvumu ir patologine
ligos stadija [14, 15, 86, 92-94].

Pasislapintame Slapime nustatytas nedaug didesnis RASSFI metilinimo
intensyvumas ligoniams, kuriy ligos stadija padidéjo, kai panasi tendencija
pastebima ir ligos agresyvumo padidéjimo atveju pasislapinto ir kateterizuoto
Slapimo kohortose. RARp hipermetilinimas neatskleid¢ statistiskai reikSmingy
skirtumy klinikiniy rodikliy pasikeitimui prognozuoti.
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Pavieniy geny reikSmé PV agresyvumo ir stadijos padidéjimui po RP
prognozuoti buvo ribota, ta¢iau pavieniu geny bei dvieju (RASSF1, GSTPI)
ir trijy (RARS, RASSFI ir GSTPI) geny deriniy kombinacijos su PSA turéjo
vidutinius prognostinius rodiklius pasiSlapinto ir kateterizuoto Slapimo
kohortose. GSTP1 atskirai ir PSA kombinacija su visais pavieniais genais bei
dviejuy (RASSF1, GSTPI) ir triju (RARp, RASSFI ir GSTPI) geny deriniais
taip pat atskleidé reikSmingus rezultatus PV rizikos padidéjimui prognozuoti,
taciau tik kateterizuoto Slapimo imtyje. Skirtumai tarp skirtingy slapimo im¢iy
gali buti salygoti skirtingy metilinimo lygiy, ypac¢ GSTP! ir RASSF1 atvejais,
kai pastarieji tikétina yra susij¢ su skirtingais Slapimo surinkimo budais.

Nepaisant gauty reikSmingy rezultaty, reikéty paminéti pagrindinius atlikto
biomedicininio tyrimo trilkumus. Klinikiniy ir patologiniu rodikliy skirtumai
galéjo lemti tiriamyjy, kuriy Slapimo meéginiai buvo surinkti skirtingais
metodais, metilinimo dazniy ir lygiy skirtumus. Visa biologiné medziaga
surinkta perspektyviai, taciau dalis klinikiniy ir patologiniy duomeny
surinkti ir ju analizé atlikta retrospektyviai. Dalis PB buvo atliktos kitose
gydymo istaigose, kai pastaryjy patologiné medziaga VUL SK Valstybiniame
patologijos centre pakartotinai netirta. Multiparametrinio magnetinio
rezonanso tomografija nebuvo itraukta { biomedicininio tyrimo protokola,
nors pastarasis diagnostikos metodas tampa standartine priemone kasdienéje
klinikinéje praktikoje ir yra susijgs su mazesniu ligos agresyvumo padidéjimu
[173].
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7. ISVADOS

. Siuo metu klinikinéje praktikoje naudojamas cISUP balas, cTNM stadija
ir PSA néra pakankamai patikimi diagnostiniai jrankiai PV agresyvumui,
iSplitimui ir rizikos grupei vertinti, nes 27,2 proc. tiriamyjy po radikalaus
chirurginio gydymo nustatomas ligos agresyvumo padidéjimas, 20,3 proc.
tiriamyjy — ligos stadijos padidéjimas, 23,9 proc. tiriamyjy — PV rizikos
padidéjimas, o bendras klaidingos klinikinés diagnozés daznis (agresyvumo
ir (ar) stadijos padidéjimas) siekia net 39,0 proc.

. PV agresyvumo ir stadijos padidéjimas statistiskai reikSmingai buvo susij¢

su:

a) teigiamo chirurginio krasto dazniu (kiekvienas i§ minéty veiksniy
rizika didino 1,5 karto);

b) biocheminio ligos atkry¢io dazniu (ligos agresyvumo padid¢jimas
rizika didino 1,8 karto, o PV stadijos padidéjimas — 2,1 karto);

¢) metastatine liga (ligos agresyvumui padidéjus, metastaziy nustatyta
2,0 kartus dazniau, o padidéjus PV stadijai — 3,2 karty dazniau);

d) laiku be metastaziy (padidéjus PV stadijai, vidutinis laikas iki
metastaziy atsiradimo buvo daug trumpesnis (plg. 10,3 m. ir 12,1 m.));

e) 10 mety PV specifiniu i§gyvenamumu (jis buvo daug trumpesnis
ligoniy, kuriems nustatytas ligos agresyvumo (plg. atitinkamai
89 proc. ir 98 proc.) ir stadijos (plg. atitinkamai 87 proc. ir 98 proc.)
padidéjimas).

. RARP, RASSFI ir GSTP1 geny promotoriy metilinimo dazniai statistiSkai
reikSmingai skyrési normaliuose prostatos ir PV audiniuose.

. Lyginant pasislapinto ir kateterizuoto Slapimo méginius, didesnis GSTP1
metilinimo daznis ir lygis nustatytas Slapime, surinktame pacientams
pasislapinus, kai didesnis RASSFI metilinimo lygis rastas kateterizuotame
Slapime.

. Dvieju (RASSF1, GSTPI) ir triju (RARS, RASSF'1 ir GSTP1) geny rinkiniy
kombinacijos su PSA atskleidé reikSmingus rezultatus PV agresyvumo
ir stadijos padidéjimui prognozuoti, todél gali bhti naudojami PV
diagnostikoje.
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8. REKOMENDACIJOS

39 proc. atvejy klinikinés diagnozés metu nustatoma PV stadija ir (ar)
diferenciacijos laipsnis nesutampa su pooperaciniu jvertinimu, todél
klinikinio ligonio iStyrimo tiksluma gali padidinti neinvaziniai molekuliniai
testai.

Kuriant diagnostinius ar prognostinius PV testus, rekomenduojama naudoti

rodikliais.

Diagnozavus mazos rizikos PV ir pasirenkant aktyvaus stebéjimo taktika,
rekomenduojama atlikti papildoma trijy zymenu (RARS, RASSFI ir
GSTPI) Slapimo testa, kuris kartu su PSA leisty patikslinti PV agresyvuma
ir i$plitima.

Operuojant mazos rizikos PV, rekomenduojama kruopsciai laikytis visy
onkologiniy operacijy principy, ypac Salinant priesing liauka jos virStinés
srityje, kur dazniausiai nustatomas teigiamas chirurginis krastas.

Esant mazos rizikos PV, po taikyto radikalaus chirurginio gydymo
nustacius ligos agresyvumo ir (ar) stadijos padidéjima, rekomenduojama
griezta PSA stebésena. Sitlytina svarstyti galimybg taikyti adjuvantini
spindulini gydyma.

Esant vidutinés rizikos PV, po taikyto radikalaus chirurginio gydymo
nustacius ligos agresyvumo ir (ar) stadijos padidéjima, rekomenduojama
taikyti adjuvantini spindulini gydyma.
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Profesiné patirtis:

2018—dabar

2018—dabar

2016—dabar

Jaunesnysis asistentas; Vilniaus universitetas,
Medicinos fakultetas, M. K. Ciurlionio g. 21,
Vilnius 03101, Lietuva

Jaunesnysis mokslo darbuotojas; Nacionalinis
vézio institutas, Moksliniy tyrimy centras,

P. Baublio g. 3b, Vilnius 08406, Lietuva
Urologas; Vilniaus universiteto ligoniné
Santaros klinikos, Urologijos skyrius,
Santariskiy g. 2, Vilnius 08661, Lictuva

Kvalifikacijos kélimas:

2020 m. sausio 15-16 d.  Young Experts in Science (YES) Meeting 2020;
Karolinska Institutas, Stokholmas, §Vedija

2019 m. lapkri¢io 14-17 d.  11% European Multidisciplinary Congress on
Urological Cancers (EMUC19); Viena, Austrija

2019 m. geguzés 25-26 d. 6™ EAU Baltic Meeting 2019; Talinas, Estija
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2019 m. kovo 15-19 d.
2018 m. geguzés 25-26 d.
2018 m. geguzés 18-21 d.

2017 m. gruodzio 7-8 d.
2017 m. geguzés 26-27 d.
2017 m. sausio 27-28 d.

2016 m. gruodzio 4-6 d.

2016 m. geguzes 27-28 d.
2016 m. kovo 21-23 d.

2015 m. rugséjo 8 d.

2015 m. rugséjo 4-9 d.
2015 m. geguzes 5-11 d.
2015 m. kovo 1—geguzés 31 d.

2015 m. vasario 1-6 d.

2014 m. spalio 30-31 d.

2014 m. spalio 10-12 d.

2014 m. geguzés 23-25 d.
2014 m. balandzio 11-15 d.

2013 m. kovo 15-19 d.

34™ Annual EAU Congress; Barselona, Ispanija
5t EAU Baltic Meeting 2018; Ryga, Latvija
AUA Annual Meeting 2018; San Fransiskas,
JAV

2"d ESU-ESUT-ESUI Masterclass on Focal
therapy for localized prostate cancer; Paryzius,
Prancuzija

4" EAU Baltic Meeting 2017; Vilnius, Lietuva
Nordic Advanced Prostate Cancer (NAPC)
Camp, Stokholmas, Svedija

Advances in the Armamentarium of

CRPC; Growing Radium-223 Dichloride
Understanding and Treatment Expertise; Guy §
and St Thomas ’ligoniné, Londonas, Anglija
31 EAU Baltic Meeting 2016; Talinas, Estija
EUREP Advanced HOT Follow-up; Olympus
EndoClub akademija, Hamburgas, Vokietija
The European Training in Basic Laparoscopic
Urological Skills (E-BLUS) egzaminas;

13™ European Urology Residents Education
Programme (EUREP); Praha, Cekija

13" European Urology Residents Education
Programme (EUREP); Praha, Cekija
ESU-Weill Cornell Masterclass in Urology;
Zalcburgas, Austrija

Stazuoté onkourologijos srityje; Fundacio
Puigvert klinika, Barselona, Ispanija

ESU Hands-on training course on Endourology
and Laparoscopy; Minimally Invasive Surgery
Centre Jesus Uson, Kaseresas, [spanija

15t ESU Masterclass on Lasers in urology, in
collaboration with the EAU Section of Uro-
Technology (ESUT); Barselona, Ispanija

14" EAU Central European Meeting 2014;
Krokuva, Lenkija

1t EAU Baltic Meeting 2014; Vilnius, Lietuva
29" Annual EAU Congress; Stokholmas,
Svedija

28™ Annual EAU Congress; Milanas, Italija
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Geros klinikinés praktikos mokymai:

1. Geros klinikinés praktikos pagrindy mokymai, UAB ,,.Biomapas®,
2017 m. birzelio 18 d., Nr. e-627.

2. ASCLS P.A.C.E.® pavojingy medziagy transportavimo sertifikatas,
Mayo Clinic Laboratories, 2019 m. gruodzio 22 d., programos
Nr. 058/024/19, imonés Nr. 058.

Moksliniai tyrimai:

Biomedicininé studija, metastatinio kastracijai
2016-2018 atsparaus prostatos vézio diagnostiniai
zymenys, tyréjas.
Biomedicinin¢ studija, prostatos vézio

20152018 . N g
diagnostiniai Zymenys, tyr¢jas.

Apdovanojimai:

1. Pirmosios vietos ,,Young Urologists Competition* apdovanojimas.
PraneSimas ,,Sentinel lymph node mapping as an option in prostate
cancer®, 3" EAU Baltic Meeting, 2016 m. geguzés 27-28 d., Talinas,
Estija.

2. Antrosios vietos ,,Berlin Chemie® apdovanojimas. PraneSimas
»~Epigenetic markers to overcome limitations in prostate cancer
diagnostics®, 5" EAU Baltic Meeting 2018, 2018 m. geguzés 25-26 d.,
Ryga, Latvija.

3. Pirmosios vietos ,,Berlin Chemie* apdovanojimas. PraneSimas
»~Predicting Abiraterone acetate treatment resistance from blood-
circulating androgen receptor variants in castration resistant prostate
cancer”, 6" EAU Baltic Meeting 2019, 2019 m. geguzés 24-25 d.,
Talinas, Estija.

Narystés:
2014—dabar Lietuvos urology draugijos (LUD) narys
2012—dabar Europos urology asociacijos (EAU) narys

Doméjimosi sritys:

Onkourologija, robotiné ir minimaliai invazyvi chirurgija urologijoje,
molekuliniai prostatos vézio zymenys.
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12. PADEKA

Nuosirdziai dékoju savo moksliniam vadovui ir mokytojui prof. dr.
Feliksui JankeviCiui uz atrasta urologija ir kelia i moksla. Kaip karta
Profesorius yra sakes: ,,Reikia tik pasibelsti ir durys bus atidarytos®. Taip pat
acit uz pasitikéjima, nuolatinj palaikyma ir visapusiska pagalba. Esu sutikes
daug gydytoju ir mokslininky, taciau tik nedaugelis ju tapo man pavyzdziu.
Profesorius Feliksas Jankevicius — ryskus ir ypac svarbus pavyzdys mano
gyvenime.

Nuosirdziai dékoju prof. dr. Sonatai Jarmalaitei uz pazinti su genetika
ir galimybe dirbti kartu. Aciii uz idéjas, vertingus patarimus, laika, skirta
publikacijy ir rankrasc¢io taisymams, bei Sypsenas ir nuoSirdy bendravima.

Noréciau padékoti Kristinai Stuopelytei uz nuolatines konsultacijas
disertacijos raSymo metu, uz ypac vertingas pastabas ir pataisymus bei
nuolating gera nuotaika.

Labai aciti dr. Kristinai Danitinaitei uz pazinti su laboratorija, atliktus
molekulinius tyrimus, molekuliniy duomeny analizg¢ ir indéli rengiant
mokslines publikacijas.

Acit Kristinai Zukauskaitei uz prakting pazintj su laboratorija, kantrybe
mokant atlikti molekulinius tyrimus, nuolating priezilira $iy tyrimy metu ir
pagalba tiriant biologing medziaga.

Dékoju recenzentams — prof. dr. Algirdui Utkui, doc. dr. Ariinui Zelviui,
dr. Mariui Kin¢iui —uz laika, skirta disertacijos perziiirai, ir vertingas pastabas.

Esu dékingas Lietuvos mokslo tarybai, Lietuvos valstybiniam mokslo
ir studijy fondui ir Vilniaus universiteto Medicinos fakultetui uz suteikta
finansavima ir stipendijas.

IS visos Sirdies dékoju savo zmonai Aurelijai Kundrotaitei ir dukrai Onai
Bakaviciiitei uz supratinguma ir kantrybe. Nuosirdziai atsiprasau uz kiekviena
atskirai praleista minutg.
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ZYMENU VERTE PROGNOZUOJANT LIGOS KLINIKINE EIGA“

2011 m. rugsé¢jo 6 d. vykusiame Lietuvos bioetikos komiteto Biomedicininiy tyrimy
eksperty grupés posédyje buvo svarstomas Jusy pateiktas praSymas dél biomedicininio tyrimo
,Molekuliniy priesinés liaukos vézio Zymeny verté prognozuojant ligos kliniking eiga™ (Protokolo
Nr. 1) pratgsimo bei papildomy biologinés medziagos méginiy istyrimo.

Atsizvelgiant | praSyme iSdéstytus argumentus, posédyje nutarta pritarti tyrimo trukmés
pratesimui iki 2012 mety sausio 1 dienos, papildomy 200 pacienty méginiy, surinkty iki 2011 m.
rugsejo 2 d. iStyrimo atleidziant nuo reikalavimo gauti informuoto asmens sutikima bei pacientuy,
kurie bus operuojami nuo 2011 m. rugs¢jo 2 d. iki 2011 m. gruodzio 31 d. méginiy iStyrimui
gaunant §iy asmeny informuoto asmens sutikima, numatyta Sios studijos protokole.

Taip pat norétume atkreipti démesj, kad vadovaujantis Lietuvos Respublikos sveikatos
apsaugos ministro {sakymu ,,Dél leidimy atlikti biomedicininj tyrima iSdavimo tvarkos apraso
patvirtinimo® (Zin., 2008, Nr. 2010, Nr. 2011, Nr.[233-1570) 18' punktu
biomedicininio tyrimo uzsakovas, jo jgaliotas atstovas ar tyrimo pagrindinis tyréjas per 30
kalendoriniy dieny privalo rastu pranesti leidima atlikti biomedicininj tyrima iSdavusiai institucijai
(Lietuvos bioetikos komitetui ar regioniniam biomedicininiy tyrimy etikos komitetui) apie tyrimo
pabaiga ir per 90 kalendoriniy dieny pateikti tyrimo vykdymo ataskaitos santrauka.

Direktorius Eugenijus Gefenas

Asta Cekanauskaité, 243 0009
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3 priedas. Higienos instituto leidimo kopija

Ariginglas nahus surizras

HIGIENOS INSTITUTAS

Biud2etine jsnign, Didtioji g 22, LT-01128 Vilnlus, tel. (8 5) 262 4583, fuks. (8 5) 262 4663, el. p. matialaserhi i, wew.hilt
Duomenys kaupiami ir sasgomi Juridiniy asmeny registre, kodas 111958286

Amui Bakaviciui 2019-10-24 Nr. (9.20) D4-547
12019-10-17 . laitka

DEL DUOMENU PATEIKIMO

Higienos institutas, atsakydamas j Jisy 2019 m. spalio 17 d. prafyma, ikia duomenis apie
mirusiy asmeny mirties data, pagrinding mirties prieZastj ir daugines mirties prieZastis (pagal
Tarptauting statisting ligy ir sveikatos sutrikimy klasifikacijg fAustralijos modifikacija, TLK-10-
AM).

Duomenys bus pateikti atsakingam asmeniui  Amui  Bakavidivi el padtu
amnas. bakaviciusi@gmail.com siunéiant elektroninj laitks su koduotu informacijos pateikimo
dokumentu, papildomai ifsiuntiant kity elektroninj laitks su slaptaZodZiu koduotam informacijos
pateikimo dokumentui atrakinti.

PRIDEDAMA. Duomenys apie nurodytus mirusius asmenis, MS Exeel failas (tik ¢l. pastu).

Direkiorius Remigijus Jankauskas

R. Ustinavitiené, (8 5) 277 3305, ¢l. p. ruta.ustinaviciene(@hi.lt
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