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SANTRUMPOS
ADT — androgeny terapija (angl. Androgen Deprivation Therapy)

APC — adenomatozinés polipozés genas (angl. Adenomatous Polyposis Coli gene)
AR-V7 — androgeny receptoriaus 7 variantas (angl. Androgen Receptor Splice Variant 7)
AS — aktyvus steb¢jimas (angl. Active Surveillance)

DRE - tiesiosios zarnos tyrimas (angl. Digital Rectal Examination)

ERG - specifinés etiroblasty transformacijos Seimos transkripcijos faktoriaus genas (angl.

transcription factor of erythroblast transformation-specific family gene)

fPSA — laisvo PSA molekuliné forma (angl. free PSA)

GPH — gerybiné prostatos hiperplazija

GSTP1 — glutationo S-transferazés Pi 1 genas (angl. Glutathione S-Transferase Pi 1 gene)
HAT — histony acetiltransferazé (angl. histone acetiltransferase)

HDAC — histony deacetilazé (angl. histone deacetylase)

hK2 — Zmogaus kalikreino baltymas 2 (angl. human Kallikrein-2)

HPRT1 —  hipoksantino fosforiboziltransferazés 1 genas (angl. Hypoxanthine

Phosphoribosyltransferase gene)

ISUP — tarptautiné urologinés patologijos draugija (angl. International Society of Urological

Pathology)

KDM3A — lizino demetilazés 3A genas (angl. lysine demethylase 3A gene)

KDMA4C — lizino demetilazés 4C genas (angl. lysine demethylase 4C gene)

KDMB5D — lizino demetilazés 5D genas (angl. lysine demethylase 5D gene)

KDNR — komplementari DNR

KMTS5A — lizino metiltransferazés 5A genas (angl. lysine methyltransferase 5A gene)
KPGR — kiekybiné PGR (angl. quantitative PCR)

MCRPC — metastazuojantis kastracijai atsparus prostatos vézys (angl. metastatic castration-

resistant prostate cancer)



MIRNR — mikroRNR

MRNR — informacin¢ RNR

MT — metalotioneinai

MT1E — metalotioneiny Seimos 1E genas (angl. metallothionein 1E gene)

MT1G — metalotioneiny Seimos 1G genas (angl. metallothionein 1G gene)

MT1M — metalotioneiny Seimos 1M genas (angl. metallothionein 1M gene)

NPA — nenavikinis prostatos audinys

p2PSA — prototipinés PSA (proPSA) forma

PAP — prostatos rugsties fosfatazé (angl. Prostate Acid Phosphatase)

PB — prostatos brachiterapija (angl. Prostate Brachytherapy)

PCAS3 — prostatos vézio antigenas 3 (angl. Prostate Cancer Antigen 3)

PGR — polimeraziné grandininé reakcija (angl. Polymerase Chain Reaction)

PHF8 — PHD pirsteliy baltymo 8 genas (angl. PHD finger protein 8 gene)

PHI — prostatos sveikumo indeksas (angl. Prostate Health Index)

PSA — prostatos specifinis antigenas (angl. Prostate Specific Antigen)

PV — prostatos véZys/navikas

RASSF1 — Ras domeno Seimos genas (angl. Ras Association Domain Family Member 1 gene)
RP — radikali prostatektomija (angl. Radical Prostatectomy)

RT — iSoriné spinduliné terapija/radioterapija (angl. External Beam Radiation Therapy)

TCGA PRAD - Vézio genomo atlaso prostatos adenokarcinomos imtis (angl. The Cancer

Genome Atlas Prostate Adenocarcinoma)
tPSA — visy formy PSA kiekis kraujo serume (angl. total PSA)
TRUS — transrektaliné ultragarsiné analizé (angl. Transrectal Ultrasonography)

UV — ultravioletiné spinduliuoté



IVADAS

Prostatos vézys (PV) — dazniausiai vyrams nustatomas onkologinis susirgimas, kurio
mirtingumas Lietuvoje uzima antrg vietg visose amziaus grupése (NVI vézio registras, 2012).
Sergant lokalizuotu PV prognozuotina gyvenimo trukmé yra ilga, taCiau Sis vézys gali virsti
kastracijai atspariu PV, todél kovoje su Siomis ligomis yra reikalingi ne tik diagnostiniai, bet ir
prognostiniai Zymenys. Remiantis epigenetiniais pokyciais buvo sukurti vaistai pries skirtingy
tipy navikus, kuriy daZniausi taikiniai yra genomo epimutacijos. Sie vaistai yra DNR metilinimo
inhibitoriai, histony modifikatoriy inhibitoriai ir mazos molekulés, kurios taikosi i chromating
remodeliuojancius baltymus (Costa, 2010). Epigenetikos mokslo pasiekimai naudojami ligy
gydyme, todél tokio tipo zymeny verté diagnozuojant prostatos vézj ir prognozuojant ligos
progresija yra neabejotina.

Metalotioneinai — mazi, cisteinu turtingi mazos molekulinés masés vidiniai lastelés
baltymai, kurie dalyvauja daugybégje fiziologiniy procesy, pavyzdziui, Saugo metaly jonus
lastelés viduje, pernesa juos ir dalyvauja medziagy apykaitoje per homeostazés mechanizma. Jie
gali apsaugoti lastele nuo UV ir jonizuojancios spinduliuotés, citotoksiniy alkilinan¢iy medziagy
tokiy kaip chemoterapiniai vaistai, ir inhibuoti apoptoz¢. Ne vienas tyrimas parodé, kad
metalotioneiny geny raiska kinta jvairiy Zmogaus naviky atveju (Gumulec et al., 2014).

Histonus modifikuojantys genai koduoja fermentus, kurie katalizuoja kovalentiniy
modifikacijy pridé¢jima/pasalinimg prie histoniniy ir nehistoniniy baltymy molekuliy.
Chromatino atzvilgiu tokios modifikacijos reguliuoja geny raiska ir kitas genomines funkcijas
(Marmorstein, Zhou, 2014). Kadangi S$ie fermentai atlieka jvairias funkcijas kity geny
transkripcinio aktyvumo valdyme, visiskai nestebina faktas, kad nenormali histonus
modifikuojanciy geny raiSka yra nustatyta jvairiuose vézZiniuose susirgimuose.

Sio darbo tikslas — istirti atrinkty metalotioneiny $eimos ir histonus modifikuojanéiy geny
raiSkg prostatos veéziu serganciy ligoniy meéginiuose ir nustatyti Siy Zymeny diagnosting ir
prognosting verte.

Tikslui pasiekti buvo iskelti tokie uzdaviniai:

1. [Ivertinti metalotioneiny MT1E, MT1G ir MT1M geny raiska prostatos navikiniuose,

nenavikiniuose ir gerybinés prostatos hiperplazijos audiniuose ir susieti su ligoniy

2. vertinti metalotioneiny MT1E, MT1G ir MT1M geny raiskg skirtingo agresyvumo

prostatos navikiniuose audiniuose ir susieti su ligos progresija.



3.

Ivertinti histonus modifikuojan¢iy geny KDM3A, KDM5D, KMT5A ir PHF8 raiska

prostatos navikiniuose, nenavikiniuose ir gerybinés prostatos hiperplazijos audiniuose

Ivertinti histonus modifikuojanciy geny KDM3A, KDM5D, KMT5A ir PHF8 raiska
skirtingo agresyvumo prostatos navikiniuose audiniuose ir susieti su ligos progresija.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Prostatos vézys ir jo diagnostiniai Zymenys

Prostatos vézys — heterogeniska ir labai paplitusi liga vyry tarpe visame pasaulyje.
Remiantis 2020 mety vézio statistika JAV, Siemet prostatos vézio diagnoze Sioje Salyje iSgirs
192 tikst. vyry — S$i liga pagal naujy atvejy skaiCiy lenkia net plauciy ir bronchy vézj.
Skaiciuojama, kad JAV Siemet nuo prostatos vézio mirs 33 tikst. vyry — perpus maziau nei nuo
plauciy ir bronchy vézio (72,5 tukst. vyry) (Siegel et al., 2020).

Lietuvos vézio registro duomenimis (2012), sergamumas prostatos véziu yra didZiausias
vyry grupése nuo 30 iki 75 ir daugiau mety. 2012 metais uzfiksuota, kad naujy I-0s stadijos
prostatos vézio atvejy nustatyta 567 (21,8 %), 11 — 855 (32,8 %), 111 — 520 (20,0 %), IV — 104
(4,0 %), bet nenurodytos stadijos atvejy buvo net 560 (21,5 %).

Prostatos liauka yra tiesiai po Slapimo pusle ir Igsteliniu lygiu yra sudaryta i§ trijy tipy
pilnai diferencijuoty epiteliniy lasteliy — luminaliniy, pagrindo (bazaliniy) ir neuroendokrininiy
lasteliy. Pagal kilme i$ Siy lgsteliy yra skiriami prostatos véZio tipai: bazalinés ir luminalinés
lastelés duoda pradzig prostatos plazminéms karcinomoms ir/ar adenokarcinomoms (dazniausiai
diagnozuojamas prostatos vézio tipas), o luminalinés kilmés adenokarcinomos gali virsti ir
neuroendokrininémis karcinomomis (1.1 pav.). Tiesa, kol kas néra aisku, ar neuroendokrininés
lastelés gali tiesiogiai duoti pradzig neuroendokrininiy karcinomy susidarymui (Wang, Lei,
2018).

Zmogauss E_rpstata Normali prostatos liauka Lasteliy linijg identifikuojantys
ekline
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b7 & karcinoma
8 % Neuroendokrinines
'5 = sk Kasti : ARR2PB ; Pten™; Rb1%"
8o ARR2PB-Cre: Pten™": astracija: -Cre; Pten™; Rb
3 g_‘ Trp53% : Rb1™" Abirateronas: ARR2PB-Cre; Pten™; Trp53""
- O
o o e Myc+Akt )
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CK8-CreER, Pten'" ARR2PB-Cre; Pten"; Smad4™
ARR2PB-Cre; Pten™" ARR2PB-Cre; Pten"; Smad4"" ;Trp53""

1.1 pav. Zmogaus prostatos sandara, ja sudarantys lasteliy tipai ir véZio tipai (Wang, Lei, 2018)
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D¢l itin didelio sergamumo S$iuo véziu egzistuoja nuolatinis poreikis atrasti naujus
biozymenis, kurie gali anksti nustatyti liga, parodyti terapinj atsaka i gydyma, sumazinti
klaidingai teigiamy atsakymy rizikg, atskirti prostatos vézio tipus, atrinkti ligonius pagal
skirtingas gydymo galimybes bei padidinti iSgyvenimo tikimybg. Jau yra identifikuota nemazai
prostatos biozymeny, taciau tik keli i$ jy yra patvirtinti JAV Maisto ir vaisty administracijos
(angl. Food and Drug Administration, FDA) arba Klinikinés laboratorijos tobulinimo pataisomis
(angl. Clinical Laboratory Improvement Amendments, CLIA) (Kohaar et al., 2019). Pagrindiniai
biozymenys, patentuoti skirtingy kompanijy ir jtraukti j $iuo metu prieinamus testus, nurodyti 1.1

lentel¢je.

1.1 lentelé. Patvirtinti kraujo, Slapimo ir audiniy biozymenys prostatos vézio diagnostikai,
prognostikai ir predikcijai (Kohaar et al., 2019)

Molekulinio testo pavadinimas \ Molekuliniai bioZymenys
Kraujo serumas

Prostatos specifinis antigenas (tPSA) PSA

PHI Bendras PSA, fPSA, p2PSA

4K Bendras PSA, fPSA, nepaZzeistas PSA, hK2

Slapimas

PCA3 PCA3

ExoDX prostata Egzosominé RNR (PCA3, ERG)

MiPS PCA3 ir TMPRSS2-ERG mRNR

SelectMDX HOXC6, DLX1

Prostatos audinys

ConfirmMDx DNR hipermetilinimas (GSTP1, APC,
RASSF1)

Prolaris mRNR raiska, 31 genas (Iastelés ciklas)

Oncotype Dx mRNR raiska, 17 geny

Decipher mRNR raiska, 22 genai (lgstelés proliferacija,
migracija, naviko judrumas, androgeny
signaliniai keliai ir imuninés sistemos
iSvengimas)

Promark Baltymy zymeny testas (8 baltymai)

Labiausiai patikimi ir dazniausiai naudojami biozymenys yra PSA, PHI ir PCA3, todél apie

juos yra pateikiama iSsamesné informacija:
e PSA - tai 33 kDa dydzio serino proteazé, koduojama KLK3 geno 19-toje
chromosomoje. Sis baltymas yra gaminamas ir sekretuojamas prostatos epitelinése
lastelése. 1994 m. kraujo serumo PSA testas buvo patvirtintas prostatos vézio
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diagnostikai jj atliekant kartu su tiesiosios zarnos tyrimu (angl., Digital Rectal
Examination, DRE). Deja, bet PSA testas néra toks specifinis prostatos véziui, kaip
buvo manyta anksCiau, nes PSA kiekis kraujyje gali pakilti dél prostatito ir
gerybings prostatos hiperplazijos — §i0s ligos néra vézinio pobiidzio.

o tPSA - visy formy PSA kiekis kraujo serume (angl. total PSA)

e fPSA —laisvo PSA molekuliné forma (angl. free PSA) (Kohaar et al., 2019).

e pP2PSA — viena i§ septyniy prototipinés PSA (proPSA) formy, kuri yra pati
stabiliausia laisvo PSA (fPSA) molekuliné forma (Vukovic et al., 2017).

e hK2 — Zmogaus kalikreino baltymas 2 (angl. human Kallikrein-2), priklausantis
kalikreino baltymy Seimai. Parodyta, kad jis gali biiti naudojamas kaip predikcinis
prostatos vézio progresijos Zymuo bei yra tikslesnis uz PSA (Guerrico et al., 2017).

e PHI — prostatos sveikumo indeksas (angl. Prostate Health Index), nuspéjantis
prostatos vézio rizika ir atskiriantis PV nuo GPH atvejy (Vukovic et al., 2017).

e PCA3 — prostatos véZio antigenas 3 (angl. Prostate Cancer Antigen 3). Sio geno
raiSka yra stipriai padidéjusi prostatos lgstelése. Dazniausiai jo testas atlickamas
vyrams vir§ 50 mety, kuriems nustatytas pakiles PSA kiekis kraujyje ir ankstesnés

biopsijos rezultatas buvo neigiamas (Kohaar et al., 2019).

1.2. Prostatos vézio klinikinés-patologinés charakteristikos
Klinikinés-patologinés charakteristikos yra §ios: ligoniy amzius, prostatos masé, naviko

diferenciacijos laipsniai, PSA kiekis kraujyje ir naviky suskirstymas pagal TNM sistema.

Prostatos masé yra daZznai nustatoma pagal PSA ir fPSA lygius kraujyje, taciau dabar jau
yra jrodyta, kad toks matavimas néra tikslus. Siuo metu standartu laikomas transrektalinés
ultragarsinés analizés (angl. Transrectal Ultrasonography, TRUS) metodas prostatos masei
iSmatuoti ir prostatos masé gali biiti naudojama kaip predikcinis rodiklis atsakui j gydyma (Jung

etal., 2019).

Naviko diferenciacija ilgg laikg buvo aprasoma naudojantis Gleason’o sistema, taiau ji
buvo nuolat tobulinama dél atrasty trikumy. Sie laipsniai parodo, kaip stipriai vézinés lastelés
panaSios/nepanaSios | normalias Iasteles. Galiausiai, 2014 metais tarptautiné urologinés
patologijos draugija (angl. International Society of Urological Pathology, ISUP) nusprende
galutinai pertvarkyti Sia sistema. Naujoji Sistema pasiZymi pranasumais, nes tiksliau aprasoma
pati naviko diferenciacija, sistema tapo paprastesne ir pirmos grupés navikams skiriamas
tinkamesnis gydymas (ankstesn¢je sistemoje to paties balo navikai galéjo buti gydomi per
stipriai, skiriant skirtingus ir neteisingus vaistus; (Epstein et al., 2016). Naujosios sistemos
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apraSymas pateiktas 1.2 lenteléje. Navikg priskiriant diferenciacijos grupei sudedami du
laipsniai, nes prostatos navikai pasiZzymi heterogeniskumu ir navikas néra vienodas visoje savo
srityje.

1.2 lentelé. Tarptautinés urologinés patologijos draugijos (ISUP) naviko diferenciacijos sistema
(Epstein et al., 2016)

ISUP Gleason diferenciacijos 2014 m. ISUP grupés apraSymas
grupé balas
1 3+3-6 Matomaos tik |nd|V|duz_;1I|os, gerai susiformavusios
liaukos
Vyrauja gerai susiformavusios liaukos, nedidel¢ dalis
2 3+4=17 liauky yra prastai susiformavusios, susiliejusios,
briaunotos
Vyrauja prastai susiformavusios, susiliejusios,
3 4+3=7 briaunotos liaukos, nedidelé dalis liauky yra gerai
susiformavusios
Tik prastai susiformavusios, susiliejusios, briaunotos
liaukos/ gerai susiformavusios liaukos su $alia esanc¢iu
4 Suma 8 . . . : 1 ”
audiniu be liauky/ audinys be liauky su $alia esanciu
audiniu su gerai susiformavusiomis liaukomis
Susiformavusios liaukos néra matomos arba yra
5 Suma 9-10 e .
nekrozuotos, susiliejusios, briaunotos

PSA yra placiai naudojamas prostatos naviky bioZymuo. Nors normalios prostatos Igstelés
taip pat gamina PSA, bet prostatos vézio audiniai gali iSskirti iki 10 karty didesnj PSA kiekj nei
normalus ar gerybinés prostatos hiperplazijos audinys. Manoma, kad PSA iSskyrimas susij¢s su
prostatos membranos sutrikdymu formuojantis navikui. Bendras PSA lygis kraujo serume turi
siekti iki 4,0 ng/ml ir tai daznai laikoma virSutine normos riba, taciau, kaip minéta anksciau, tai
néra pakankamai tikslu, todél papildomai naudojami kiti diagnostiniai testai ir tik tada pacientas
nukreipiamas tolimesnei biopsijai (Pron, 2015).

Remiantis diagnostikos ir gydymo protokolu Siuo metu galiojanciu Lietuvos Respublikoje,
pateikiamu Sveikatos apsaugos ministerijos internetiniame puslapyje, kliniskai (cTNM) pagal
TNM (angl. Tumor, Lymph Nodes, Metastasis) sistemg klasifikuojama tik adenokarcinoma, o
sarkomos ar pereinamuyjy lasteliy karcinomos neklasifikuojamos. Priesinés liaukos pereinamyjy
lasteliy karcinoma klasifikuojama kaip Slaplés navikas. Patologine klasifikacija (pTNM) Siek tiek
skiriasi nuo klinikinés: pT ir pN kategorijos atitinka cT ir cN kategorijas, o pM kategorija yra tik
pPML1 — tai reiSkia, kad yra mikroskopiskai patvirtinty tolimyjy metastaziy (Samalavicius et al.,
2015). T (angl. Tumor, reikSmés 1-4) parodo naviko dydj ir lokalizacija, N (angl. Lymph
Nodes, reikSmés 0-1) — iSplitimg j limfmazgius, o M (angl. Metastasis, reikSmés 0-1) —

tolimasias metastazes. KliniSkai prostatos vézys yra jvertinamas pagal TNM sistema atlikus
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DRE, biopsijos tyrimus ir kompiutering tomografija. Patologiskai navikas jvertinamas po RP
operacijos iStyrus méginj mikroskopu.

1.3 lenteléje nurodyta naujausia prostatos vézio stadijy klasifikacija pagal TNM sistema
jtraukiant PSA kiekj kraujyje ir ISUP kategorijg (Buyyounouski et al., 2017).
1.3 lentelé. Prostatos vézio stadijy klasifikacija pagal naujausig TNM sistema (Buyyounouski et
al., 2017)

T kategorija | N kategorija | M kategorija PS(;nAgz:]ell;ls ka:;;::ija Stadija
T2 <10 1 |

T2 >10, <20 1 A
T1-T2 <20 2 1B
T1-T2 NO <20 3 Ic
T1-T2 MO <20 4 lC
T1-T2 >20 1-4 A
T3-T4 1-4 B
5 I"nc
Bet koks T N1 Bet koks ot K IVA
Bet koks N M1 etiun IVB

1.3. Siuolaikinis prostatos véZio gydymas

Siuolaikinis prostatos vézio gydymas gali bati suskirstytas j du etapus pagal ligos pobidi:
pirmas etapas vykdomas tada, kai vyrui diagnozuotas prostatos vézys yra ankstyvos stadijos ir
lokalizuotas tik prostatos audinyje, neisplites uz jos riby. Antras etapas taikomas tada, kai vézys
ima plisti uz prostatos riby dél jgyto atsparumo kitam gydymui (gali virsti metastazuojanciu
prostatos véziu) arba iSkart nustatomas itin pazengusios stadijos navikas.

Pirminiame etape esant lokalizuotai prostatos adenokarcinomai dazniausiai taikomi keturi
gydymo budai: radikali prostatektomija (angl. Radical Prostatectomy, RP), prostatos
brachiterapija (angl. Prostate Brachytherapy, PB), iSoriné spinduliné terapija/radioterapija (angl.
External Beam Radiation Therapy, RT) bei aktyvus stebéjimas (angl. Active Surveillance, AS)
(Keyes et al., 2013).

Radikali prostatektomija. RP atlickama keliais buidais siekiant pasalinti visg prostatos
liaukg — Siuolaikiné medicina sitilo operacijos metu pasitelkti roboty pagalbg, taip pat operacijos
atlickamos ir tradiciniais laparoskopijos arba atviros operacijos biidais. Visgi analizé rodo, kad

operacijos, atlickamos roboty pagalba, yra pranasesnés prie$ kitus operacijos budus dé¢l mazesnés
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kraujo praradimo tikimybes, transfuzijos daznio, yra tausojami nervai, po operacijos matomas

geresnis $lapimo sulaikymas ir greiciau atsistato erekcija (Du et al., 2018).

Prostatos brachiterapija. Atliekant brachiterapija radioaktyvis spinduliai yra nukreipiami
tiesiai ] vézin] audinj tam tikru iSsidéstymu. Navikas gauna itin didel¢ radiacijos doze, taciau
Salia esantys audiniai yra apsaugomi ir iki minimumo sumazinamas galimas toksiSkumas.

Pasaulyje moderni brachiterapija buvo pradéta taikyti 1980 m. (Keyes et al., 2013).

ISoriné spinduliné terapija/radioterapija. Itin tinkama ligoniams su lokalizuotu prostatos
véziu. Naudojant su androgeny terapija (angl. androgen deprivation therapy, ADT) tinkama
vidutinés/aukstos rizikos ligoniams. Gydymo metu spinduliuojamos didelés radiacijos dozés

(Keyes et al., 2013).

Aktyvus stebéjimas. Taikomas tiems ligoniams, kurie serga mazos rizikos prostatos véZziu.
Gydymas yra pradedamas tada, kai patvirtinama ligos progresija. Sis metodas skiriasi nuo
,prizitirimo laukimo®, kurio metu gydoma tada, kai liga progresuoja, bet ligoniui suteikiama tik

paliatyvi globa (Sklinda et al., 2020).

Kartu su visais $iais i§vardintais metodais esant lokalizuotam prostatos véziui taip pat gali
buti taikoma ir krioterapija, gydymas fokusuotu ultragarsu bei negriztama elektroporacija

(Sklinda et al., 2020).

Antrame etape, kai ima kilti PSA lygis kraujyje, yra taikomas gydymas androgeny terapija
(tokia terapija gali biiti taikoma ir su pirmame etape iSvardintais gydymo variantais), o jai
nepadedant/atsiradus metastazuojanciam kastracijai atspariam prostatos véZziui (angl. metastatic
castration-resistant prostate cancer, mCRPC) taikomas gydymas jvairiais vaistais, chemoterapija

arba imunoterapija (Teo et al., 2019).

Androgeny terapija. Taikoma siekiant sumazinti androgeny kiekj vyro organizme. Ji
sukelia naviko susitraukimg sendindama ir apoptuodama naviking lastele. Navikiné lastelé
negaudama androgeny nebegali augti ir dalintis. Siuo metu yra pilnai patvirtinti penki ADT
vaistai, naudojami prostatos vézio gydymui (Gamat, McNeel, 2017).

Chemoterapija ir kiti gydymo bidai. Pirmasis citotoksinis vaistas, patvirtintas gydyti
metastazuojanciam prostatos véziui, buvo mitoksantronas, taciau buvo jrodyta, kad jis nepadeda
pratesti gyvenimo trukmeés, todél buvo naudotas tik paliatyviam gydymui. Véliau buvo atrastas
vaistas docetakselis — mikrovamzdelius Igstelés ciklo metu inhibuojantis preparatas, kuris padéjo
prailginti ligoniy gydymo trukme. Siuo metu taip pat yra naudojami ir Kiti preparatai:
kabazitakselis, abiraterono acetatas (citochromo 17, kuris yra svarbiausias elementas androgeny

sintezés metu, inhibitorius), enzalutamidas, radis-223 (radioizotopas) (Teo et al., 2019).
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Imunoterapija. Sipuleucelis-T buvo patvirtintas prostatos vézio gydymui 2010-aisiais.
Taikant tokj imunoterapijos biidg ligonio periferinio kraujo vienbranduolés Iastelés yra
paruosiamos leukoforezés biidu ir tada kultivuojamos su rekombinantine prostatos rtgsties
fosfataze (angl. Prostate Acid Phosphatase, PAP) ir granuliocity-makrofagy kolonijas
stimuliuojan¢iu faktoriumi, kuris padeda subresti antigenus gaminandioms lasteléms. Sios
manipuliacijos produktas grazinamas ] ligonio organizmg per tris kursus intraveninémis
infuzijomis. Tikimasi, kad tokiu biidu bus sunaikintos Igstelés, kurios gamina didelius prostatos
riigities fosfatazés kiekius. Siuo metu yra tiriami kiti imunoterapija paremti preparatai,
pavyzdziui, anti-CTLA-4 bei anti-PD-L1 antikiinai ir jy pritaikymas prostatos vézio gydymui
(Nevedomskaya et al., 2018). Apibendrinanti schema pateikta 1.2 pav.

P
" Recidyvas"

Prostatos e e &

intraepiteliné Lokalizuota Lokaliai |s;_)||tusn

Normalus epitelis  pegplazija adenokarcinoma 2denokarcinoma
il e § o/ AT

A

wdyvas

(N G
Pz : ADT + LAl
SRS chemoterapija - -
LD ’ iformaves
. atsparumas 5%
Niso hormony
POy
5 | etapas & A Il etapas
\ P 4 \ 4
Gydymo badai: S
mgks - Gydymo bidai:
;' ::g::?:rg:i)j:tatektomua 1. Hormonams jautrios metastazés
3' Brachiterapija gydomos ADT + chemoterapija
4' Aktyvus stebéjimas 2. Kastracijai atsparus PV: abiraterono
: acetatas, radis-223, sipuleucelis-T,
+ androgeny terapija anti-CTLA4, anti-PD-L1
ﬂ ) Metastaziy susidarymo
Metastazés . = g ~ :
e — mechanizmas kauluose
Véziné Iastelé
Osteoblasta: o
yv 9 ET-1, TGF-B, N
g |GFS, FGFS, :: | Vézinis
AN, PDGFs, BMPs ~ osteoklastas
 RANKL,PTH

1.2 pav. Lokalizuoto ir metastazuojancio prostatos vézio gydymo kelius apibtidinanti schema
(Wang et al., 2018)

1.4. Epigenetika ir vézZys
1942 m. Conrad‘as Waddington‘as pristaté terming ,,epigenetika“, nusakantj paveldétus
fenotipo poky¢ius be jokiy pasikeitimy genome. Zvelgiant i§ dabartinés perspektyvos, §io
termino apibrézimas tapo sudétingesnis ir tikslesnis: epigenetika reiSkia stabiliai paveldimag
fenotipa, atsirandantj dél chromosominiy pokyc¢iy nekei¢iant DNR sekos. Epigenetiné reguliacija
yra svarbi normaliai 1gsteliy fiziologinei biisenai palaikyti bei formuojantis skirtingiems Igsteliy
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tipams (Nebbioso et al., 2018). Ji dazniausiai apima DNR metilinimo mechanizma, budinga
stuburiniams, histony modifikacijas bei nekoduojancias mikroRNR (1.3 pav.). Epigenetinés
modifikacijos itin svarbios imprintingo procese ir X chromosomos inaktyvacijoje normalaus

vystymosi metu (Wu et al., 2015).

|
Chromatinas g Nukleosoma C
2~ D
|

DNR metilinimas
Chromosoma

1.3 pav. Epigenetiniy modifikacijy, reguliuojanciy chromatino sandarg ir geny raiska, schema
(Wu et al., 2015)

Vézinés lastelés pasizymi sutrikusiu baltymy, kurie katalizuoja epigenetiniy zymiy
pridéjimag bei paSalinimg histonuose arba genominéje DNR, veikimu. Tokie pokyciai jvyksta del
sutrikusiy lastelés mechanizmy, kuriems jtaka galéjo padaryti jvairis kenksmingi metabolitai ir
kitos medziagos (Wang, Lei, 2018). vairiis endogeniniai ir egzogeniniai veiksniai gali sujaukti
lastelés vystymosi ,trajektorijg taip pertvarkant chromatino struktiirg (1.4 pav.), kuri lemia
nenormalios geny raiSkos atsiradimg arba praradimg. Tokiu biidu yra jgyjami véZinei lastelei
budingi pozymiai, nurodyti 1.5 paveiksle (Nebbioso et al., 2018). Be to, nenormalis
epigenetiniai pokyc¢iai gali transformuoti normalias kamienines lgsteles j vézines kamienines
lasteles, kurios nebeturi kamieniniy Igsteliy pozymiy bei svarbiausios galimybeés diferencijuotis |
jvairiy tipy lasteles (Toh et al., 2017) ir taip organizme prasideda poky¢iai, lemiantys neoplazijy
susidarymg (Wu et al., 2015).
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i Galima transkripcija i

Genas "jjungtas"
- Aktyvus (atviras) chromatinas
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- Tylus (kondensuotas)
chromatinas
- Metilinti citozinai (raudoni
apskritimai)
- Deacetilinti histonai T

Transkripcija negalima

1.4 pav. Epigenetiniy modifikacijy jtaka geny raiskai chromatino lygmenyje (Wu et al., 2015)

PROLIFERACIJOS - » ATSIKARTOJANTIS
SIGNALINIAI KELIAI -~ - — = =% NEMIRTINGUMAS
ATSPARUMAS Q= - - VEZIO ROZYMIAL = == =P |NVAZYVUMAS IR METASTAZES

LASTELES MIRCIAI

- ~
- ~
4~ > AUGIMO SLOPIKLIY

ANGIOGENEZES SKATINIMAS =
ISVENGIMAS

1.5 pav. Nenormalios chromatino biisenos lemia karcinogenezés pradzig pagal Siuos véZzio
pozymius (Nebbioso et al., 2018)

1.5. Geny raiskos tyrimai prostatos navikuose

PV, kaip ir kiti onkologiniai susirgimai, kyla dél genetiniy ir epigenetiniy faktoriy pokyciy
7mogaus organizme. Zinoma daug navika slopinanéiy genu, kuriy promotoriai yra nenormaliai
metilinami ir dél to pakinta Siy geny raiska taip sutrikdydama normaly hormonin;j atsaka, lastelés
ciklo kontrole, DNR pazaidy taisymg ir leisdama formuotis navikui. Pakitusi geny raiska gali
lemti véZio pradzia, progresija, invazyvuma ir metastazes (Wu et al., 2015).

Siuo metu jau yra jrodyta, kad daugybé epigenetiniy poky&iy yra pasikartojantys ir
universaliis prostatos véziui. Sie pokyciai sustiprina prostatos véZio lgsteléms biidinga
transkripcijos profilj, kuris skatina véziniy lgsteliy atsinaujinima, iSgyvenamumg ir invazijg.

Parodyta, kad epigenetiniy poky¢iy kaupimasis ilgainiui lemia genetinj bei genominj
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nestabilumg. Biina atvejy, kai genai, koduojantys epigenetinius veiksnius prostatos vézio atveju,
patys yra mutave, todél tiek genetinés mutacijos, tiek epigenetiniai pokyciai veikdami kartu ir
atskirai prisideda prie prostatos vézio patogenezés ir progresavimo (Liao, Xu, 2019).

Prostatos vézys daznai yra apibiidinamas kaip vienas heterogeniskiausiy Zzmogaus naviky.
Heterogeniskumas atsispindi per geny raiSkos lygmenj, kuri yra nevienoda visose naviko
lastelése, genetiniame lygmenyje, kai tame paciame navike yra daugybé genomo pokyciy, ir
galiausiai per ligonio atsakg j jprasta gydyma, kai navikai su identiska patologija skirtingai
reaguoja j chemoterapinius vaistus (Frame, Maitland, 2019). Geny raiska yra nevienalyté tiek
normaliame, tiek supiktybéjusiame prostatos audinyje ir gali bati ne tik sumazéjusi, bet ir stipriai
padidéjusi. Tam tikry baltymy (pvz., poliaminy ir kalikreiny), sekretuojamy prostatos Igsteliy,
kurios jau nebesidalija ir yra visiskai diferencijuotos j prostatos luminalines lasteles, raiska
regulivoja geny promotoriai, kuriy aktyvumas yra tikstanéius karty didesnis nei geny

promotoriy, esanciy bazalinése prostatos Igstelése (Frame, Maitland, 2019).

DNR metilinimo svarba, lemianti geny raiSkos pokycius, prostatos vézio atveju yra
i§samiai dokumentuota. Si modifikacija nutildo — sumazina — daugybés klasikiniy antionkogeny,
jskaitant APC, RASSF1, estrogeny ir androgeny receptoriy geny, lasteliy sankibos geny (CD44 ir
CDHL1), Iastelés ciklo kontrolés geny (CCND2, CDKNI1B ir SFN) ir apoptozés geny (PYCARD,
RPRM ir GLIPR1) raiska. GSTP1 geno promotoriaus hipermetilinimas ir raiskos sumazéjimas
yra molekulinis prostatos vézio pozymis, nustatomas >90 % prostatos vézio atvejy ir apie 75 %

preinvaziniy auksto laipsnio prostatos intraepiteliniy naviky (Perry et al., 2010).

1.6. Metalotioneiny geny Seima
Metalotioneinai (MT) yra mazos molekulinés masés, daug cisteino turintys baltymai, kurie
pradeda veikti Igstelei reaguojant j aplinkos sukeliamg cheminj stresg, tokj kaip metaly jonai,
citokinai ir laisvieji radikalai. MT yra itin svarbis sunkiyjy metaly detoksikacijai ir lasteléje
veikia kaip antioksidantai. Pirmiausia jie buvo izoliuoti kaip kadmj prisijungiantys mazo
molekulinio svorio baltymai arkliy inkstuose (Takahashi, 2012). Zmonése dauguma MT geny
yra randami iSsidéste¢ klasteryje 16q13 chromosomoje ir koduoja vir§ deSimties identifikuoty

funkcionaliy baltymy (Takahashi, 2012).

Zinduoliuose randami keturiy grupiy metalotioneinai. Pirmosios ir antrosios grupés raiska
vyksta visuose organuose jskaitant kepenis, 0 treciosios ir ketvirtosios grupés yra raiska vyksta
atitinkamai smegeny audinyje ir suragéjusiose epitelinése lIgstelése (Sun et al., 2016). Viena
metalotioneiny molekulé gali prisijungti 7 cinko atomus ir taip paveikti Igstelinio cinko kiekj. Jie
taip pat prisijungia citotoksines medziagas, tokias kaip alkilinantys faktoriai, ir taip gali padéti
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igyti atsparumg prieSvéziniams vaistams. Per didelé metalotioneiny raiSka yra susijusi su
atsparumu chemoterapijai karcinomos Igstelése, nesmulkialgstelinio plauciy vézio lasteliy
linijose, liezuvio vézio suragéjusios karcinomos Igsteliy linijose, skrandzio vézio lasteliy linijose,
gimdos karcinomos lasteliy linijose ir osteosarkomose (Mehrian-Shai et al., 2015). 1.6 paveiksle
parodyti veiksniai, kurie indukuoja metalotioneiny geny raiskos padidéjima ir jos poveikj kitiems

lasteléje vykstantiems procesams.

Citokinai . Oksidacinis stresas
Metaly jonai Augimo faktoriai Radiacija ir kt.

\i"feracm.s stat‘"/

, MTI\
/ 1

Cinko donoras
cinko pirsteliy

transkripcijos naikinimas x/
faktoriams

53 Nezinomi S NF-xB t arl
1 mechanizmai

ROS l

Lasteliy iSgyvenamumas, Iasteliy
augimas, atsparumas vaistams,
diferenciacija

Laisvyjy radikaly

1.6 pav. Metalotioneiny geny raiskai jtakg daranc¢iy veiksniy schema (Takahashi, 2012)

1.6.1. Metalotioneiny Seimos geny raiska vézio atveju

Normaliame prostatos audinyje yra randami beveik visi funkcionaltis MT-1 ir MT-2 grupiy
baltymai, taciau yra duomeny, kad padidéjusi MT1X izoformos raiSka yra daZnai nustatoma
pazengusio prostatos vézio atveju. Manoma, kad MT-1 ir MT-2 grupiy izoformos gali buti
susijusios su kriities, zarnyno ir prostatos vézio proliferaciniu aktyvumu (Thirumoorthy et al.,
2011). Is mikrogardeliy duomeny yra zinoma, kad MT1H geno raiska yra sumazéjusi keliuose
Zmogaus veéziniuose susirgimuose, jskaitant prostatos, krities, zarnyno, Slapimo piislés veézj,
leukemijg, B-1asteliy limfoma, neuroblastoma, smulkialgstelinj plau¢iy vézj ir melanoma (Han et
al., 2013) Zema §io geno raiska yra susijusi su prastu prostatos véziu serganéiy ligoniy
iSgyvenamumu. Padidéjusi MT2A geno raiska gali buti panaudojama kaip chemoterapijos
jautrumo Zymuo skrandzio véziu sergantiems ligoniams. Be to, skrandzio vézio atveju MT2A
gali veikti kaip antionkogenas, inhibuojantis NF-kB faktoriy, todél gali buti naudojamas kaip

prognostinis Sios ligos biozymuo (Ling et al., 2016). Remiantis Oncomine duomeny baze
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(https://www.oncomine.org/), prostatos navikuose MT1B, MT1F, MT1G, MT1H ir MT1X geny

raiSka yra sumazéjusi lyginant su normaliais prostatos audiniais (Hung et al., 2019).

1.7. Histonus modifikuojancius baltymus koduojantys genai

Histonus sudarantys baltymai — patys svarbiausi strukttriniai nukleosomos komponentai,
fundamentaliis chromatino vienetai. Jie yra itin konservatyviis ir jungiasi su neigiamai jkrauta
DNR per jvairias elektrostatines sgveikas (Liao, Xu, 2019). Histony modifikacija specifinése
srityse, tokiose kaip promotoriai ir enhanseriai, dazniausiai yra nekintama, nors nedidelis
skaiCius Siy variacijy vis tiek yra dinamiskos. Histony modifikacijos reguliuoja geny raiska ir yra
svarbios Zmogaus biologijoje, nors kai kurios i§ jy yra susijusios su kancerogenezés procesu.
Véziniy lasteliy tyrimai parodé, kad histony modifikacijos jvyksta atskiruose genuose ar viso
branduolio genomo lygiu ankstyvosiose vézio stadijose ir kaupiasi toliau formuojantis navikams.
Histony modifikacijos mechanizmy supratimas vézinése lastelése gali padéti gydyti onkologines
ligas (Cheng et al.,, 2019). Vienos i§ dazniausiy histony modifikacijy — metilinimas ir
acetilinimas, todél apie Sias modifikacijas atliekancius fermentus yra apraSyta iSsamiau

tolimesniuose poskyriuose.

1.7.1. Histony metiltransferazés
Fermentai, kurie yra atsakingi uz cheminiy grupiy pridéjimg ant DNR ar histony uodegy
yra vadinami ,,raytojais“. Histony metiltransferazés ir atlicka vieng i§ ,;rasytojy* vaidmeny.
Fermentinis histony metilinimas yra atlieckamas lizino metiltransferaziy (KMT S$eima) bei
arginino metiltransferaziy (PRMT $eima), o S-adenozil-L-metioninas (SAM) yra naudojamas
kaip metilo grupés donoras. Lizinas histony uodegose gali buti mono-, di- ar trimetilintas, o

argininas — mono- arba dimetilintas (Morera et al., 2016).

PRMT Seimai priklauso 7 genai (PRMT 1-7), kurie koduoja baltymus, svarbius tiek lasteliy
vystymosi metu, tiek diferenciacijoje, taip pat jie aktyvuoja kity geny transkripcija. KMT geny
Seimai priskiriamos 8 grupés geny (KMT 1-8). Vienas geriausiai zinomy geny — MLLS
(KMT2E), kurio koduojamo fermento per didelé raiska lemia lgstelés ciklo stabdyma. Jis yra
siejamas su mieloidinés leukemijos iSsivystymu (Damm et al., 2011). Onkologiniy ligy
moksliniuose straipsniuose daznai minimas KMT5A (SETD8) genas, kurio raiska yra itin
padidéjusi Slapimo pislés, plauciy karcinomos, chroniskos mieloidinés leukemijos, kepeny
karcinomos ir kasos vézio atvejais. Manoma, kad $io geno raiskos sutrikimai prisideda prie vézio

invazyvumo bei metastaziy plitimo per susijungimg su TWIST baltymu (Milite et al., 2016).
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1.7.2. Histony demetilazés

Histony demetilazés — molekuliniai ,.trintukai®, kurie nuo histony molekuliy pasalina
metilo grupes. Iki 2000 m. histony metilinimas buvo traktuojamas kaip stabili modifikacija be
galimybés grizti atgal. Siuo metu jau yra atrasta nemazai histony demetilaziy, Kurios yra
skirstomos j dvi klases pagal jy sekos homologija ir katalitinj mechanizmg. Pirma klasé yra nuo
flavino-adenino dinukleotido (FAD) priklausancios aminooksidazés ir jos Salina metilo grupes
nuo mono- ir dimetilinty H3K4 histony juos oksiduodamos (LSD Seima), 0 antra klas¢ savo
sudétyje turi JumanjiC domeng ir katalizuoja demetilinimg nuo lizino liekany kitose histony
vietose (Kaniskan et al., 2018).

Siuo metu LSD baltymy $eimai priklauso dvi demetilazés — LSD1 ir LSD2. Jos abi yra
pakankamai konservatyvios. LSD1 veikia kaip koaktyvatorius ir korepresorius, jo raiska
uzfiksuota prostatos audiniuose. Siy baltymy veikimui yra bitinas imino jonas jy katalitiniame
centre, o demetilazés su JumonjiC domenu veikia visiSkai kitaip. JumonjiC demetilazés yra
oksigenazés, kuriy katalitiniame centre veikia gelezies jonas ir kaip substratas naudojamas o-
ketoglutaratas (Hoffmann et al., 2012). Sie fermentai susij¢ ir su vézinémis ligomis, ir jy
vystymusi. Pavyzdziui, KDM3A yra susijes su androgeny receptoriy aktyvumo koreguliacija,
svarbus nuo hormony priklausomame transkripciniame aktyvavime. Si demetilaze skatina
androgeny receptoriaus 7 varianto (angl. Androgen Receptor Splice Variant 7, AR-V7)
alternatyvy splaisingg (Fan et al., 2018). KDM5D genas valdo androgeny receptoriaus gena, gali
veikti spermatogenezg, taip pat yra jtrauktas j transkripcing represijg geny, kurie yra susije su
metastaziy atsiradimu. Prostatos vézio atveju Sis genas gali biiti prarastas, o tai lemia atsparuma
docetakseliui (Li et al., 2016). Per didelée PHF8 geno raiska skatina epiteling-mezenchiming
tranzicijg krties vézio atveju, taip pat skatina lasteliy migracijg ir naviko augimag (Shao et al.,
2017).

1.7.3. Histony acetiltransferazés ir deacetilazés

Histony acetiltransferazés (angl. histone acetiltransferase, HAT) katalizuoja lizino liekany
acetilinimg — tai yra pripaZjstama kaip viena svarbiausiy epigenetiniy modifikacijy. Skirstomos }
citoplazminio A tipo ir branduolinio B tipo histony acetiltransferazes. Branduolinio tipo HAT
dar smulkiau skirstomos j penkias dideles Seimas (GNAT, CBP, MYST, transkripcijos faktoriy
HAT, branduolio receptoriy HAT). Nustatyta, kad dél savo sugebéjimo reguliuoti kity geny
raiSka, apoptozeg, lastelés ciklo veiksmus, Sie fermentai dalyvauja neurodegeneratyviniy ir

onkologiniy ligy susidaryme bei vystymesi (Schneider et al., 2013).
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Histony deacetilazés (angl. histone deacetylase, HDAC) veikia kaip ,trintukai® — iStrina
acetilo grupés zymes, kurias ,,jras¢*“ HAT fermentai. Remiantis pastaryjy mety tyrimais, HDAC
fermenty sukeliamas nenormalus deacetilinimas yra susijes su jvairiais véziniais atvejais (Wang
et al., 2014). HDAC geny raiskos lygis yra pakiles hematologiniuose véziuose (Sanaei, Kavoosi,
2019). Zmoguje yra randama 18 HDAC $eimai priklausanéiy fermenty ir jie yra suklasifikuoti
keturias pagrindines grupes pagal jy homologija su mieliy HDAC. Pirmai klasei priskiriamos
HDAC1, HDAC2, HDAC3 ir HDACS, antrai — HDAC4, HDAC5, HDAC7, HDAC9, HDACS ir
HDACI10, tre¢iai — SIRT1-7, ketvirtai — HDACI11. Pagal buvimo vietg Sios deacetilazés yra
priskiriamos branduolinéms (A tipas) ir citoplazminéms (B tipas) HDAC. Visos HDAC
izoformos yra aptinkamos prostatos vézio atveju ir jy raiSka yra skirtinga. HDACS5 ir HDACS8
baltymai néra aptikti prostatos Igstelése, 0o HDAC4 baltymas manoma, kad yra lokalizuotas GPH
ir ankstyvo prostatos vézio lgsteliy citoplazmoje. Dazniausiai HDAC raiSka prostatos vézio

atveju aptinkama epitelinése ir stromos lgstelése (Sanaei, Kavoosi, 2019).

1.7.4. Histonus modifikuojanciy geny raiskos tyrimai véziniy (prostatos) susirgimy
atvejais

Prostatos audinyje véziniy susirgimy atvejais ivyksta daug fermentiniy pokyciy, kurie
padeda arba trukdo toliau vystytis vézinéms lgsteléms. Nemazai ty fermenty yra susije su histony
modifikacijomis, pavyzdziui, metiltransferazémis, demetilazémis, acetiltransferazémis,
deacetilazémis. Tyrimais nustatyta, kad KAT2A (GCN5) geno raiSka prostatos vézio atveju
skatina lasteliy proliferacija, apoptoze, epiteling — mezenchimine tranzicija. Zemesnis KAT2B
(PCAF) kiekis yra susijes su atsparumu 5-FU chemoterapijai. MYST1 geno raiSka skatina lasteliy
epiteling — mezenchiming tranzicijg, atsparumg terapijai, agresyvy naviko augima ir metastaziy
susidarymg (Cheng et al., 2019). EZH2 geno raiska yra padidéjusi prostatos navikuose, todél $io
fermento atliekamos funkcijos taip pat dazniau jvyksta véziniame audinyje ir yra susijusios su

metastaziy atsiradimu (Dobosy et al., 2007).

Prostatos véZio progresija yra siejama su histonus modifikuojanciy geny raiSkos
padidéjimu, kuris lemia koduojamy fermenty kiekio padidéjima prostatos audinyje. Pavyzdziui,
aukstas KDM1A geno raiskos lygis yra susijes su padidéjusia rizika prostatos véziui sugrizti po
pirminio sékmingo gydymo (Perry et al., 2010). Padidéjusi NSD2 (KMT3F) geno raiska taip pat
sietina su prostatos vézio virtimu metastazuojanciu kastracijai atspariu prostatos véziu, o $io
geno delecija lemia sumazéjusig lasteliy proliferacija jvairiose véziniy lasteliy linijose
(Husmann, Gozani, 2019). Sumazéjusi KDM5D geno raiska prostatos vézio atveju iSkreipia AR

kelio reguliacijg ir dél to sumazéja ligoniy jautrumas gydymui docetakseliu. Ta pati hipotezé
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buvo patvirtinta ir su keliomis véziniy lasteliy linijomis. Sumaz¢jusi $io geno raiska sietina su
prasta ligos prognoze (Komura et al., 2016).

Dél pakitusios histonus modifikuojanéiy geny raiskos PV atvejais, Siuos genus
inhibuojantys/skatinantys veiksniai jau yra pritaikomi terapiniais tikslais. Pavyzdziui, HDAC
raiSkos padidéjimas yra daznai nustatomas veézio atveju, todél HDAC inhibitoriai, tokie kaip
fenilbutiratas, romidepsinas, hidroksamininés riigstys veikia prie§ naviky susidaryma. HAT
inhibitoriai §iuo metu taip pat stipriai tyrinéjami klinikiniuose tyrimuose ir kol kas rezultatai yra
daug zadantys — C646 smulki sintetiné molekulé inhibuoja p300 veikimg per AR inhibicijg NF-
kB signaliniame kelyje ir sukelia véZiniy Igsteliy apoptoze (Graca et al., 2016).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Ligoniai ir méginiai
I tyrimg buvo jtraukta 130 ligoniy, serganciy PV arba gerybine prostatos hiperplazija
(GPH). IS Siy ligoniy gauti méginiai buvo jtraukti } metalotioneiny ir histonus modifikuojanciy
geny raiskos tyrimus (2.1 lentel¢). Audiniai tyrimams buvo surinkti ankséiau vykdyty projekty
metu (MIP-109/2010 ir LIG-14/2012). Tyrimui buvo gautas Lietuvos Bioetikos komiteto

leidimas su pratgsimais.

2.1 lentelé. | tyrimg jtrauktos tiriamosios grupés

Tiriami genali Eg;c;logua Ir meginiy Ligoniai, n Meéginiai, n
PV 77
MTLE, Nenavikiniai prostatos 91
MT1G, L 25
MT1M audiniai (NPA)
GPH 17 17
KDM3A, PV 114 98
KDM5D, NPA 28
KMT5A,
PHES GPH 16 16

PV ir GPH serganciy ligoniy visos klinikinés-patologinés charakteristikos pateiktos 1-2
prieduose.

Tyrime dalyvave PV audiniai buvo suskirstyti ir pagal ligos agresyvumo tipa: jei
biocheminé ligos progresija atsirado per < 6 mén. — tai laikoma greitai progresuojanciais
navikais; per > 6 mén. — létai progresuojanciais navikais, visi kiti like — neprogresuojantys
navikai. Detalesnis méginiy pasiskirstymas vykdytuose tyrimuose nurodytas 2.2 lenteléje.

2.2 lentelé. Méginiy pasiskirstymas geny raiSkos tyrimuose pagal ligos agresyvumo tipa

Gl Létai progresa Neprogresa
Tiriami genai progresave clal progresave progresave
N navikai, n navikai, n
navikai, n
MT1E, MT1G, MT1M | 16 14 45
KDM3A, KDM5D,
KMT5A, PHF8 17 19 61
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2.2. Reagentai

Medziagos ir rinkiniai, naudoti RNR i$skyrimui, komplementarios DNR (kDNR) sintezei,

realaus laiko (kiekybinei) PGR (kPGR) ir RNR elektroforezei agarozés gelyje, nurodyti 2.3

lenteléje.

2.3 lentelé. Naudoty reagenty ir rinkiniy sgrasas

Medziaga

Gamintojas

>96 % etanolis (Kat. nr. 603-002-00-5)

Vilniaus degting, Lietuva

Agarozeés milteliai, 100 g (Kat. nr. #R0491)

Thermo Fisher Scientific, Lietuva

50X TAE elektroforezes buferis (Kat. nr. #B49)

Thermo Fisher Scientific, Lietuva

2X realaus laiko PGR misinys ,,Applied
Biosystems TagMan™ Universal Master Mix I,
no UNG” (Kat. nr. 4440049)

Thermo Fisher Scientific, JAV

RNR skyrimo rinkinys ,,Ambion mirVana™
miRNA Isolation Kit, with phenol* (Kat. nr.
AM1560), kurj sudaro:
o miRNR Wash Solution 1, 30 ml
koncentratas;
o Wash Solution 2/3, 50 ml koncentratas;
o Lizés/prisijungimo buferis, 100 ml;
o miRNR Homogenate Additive, 10 ml;
o Ragstinis fenolis/chloroformas, 100ml;
o Eliucijos buferis, 5 ml;
o Surinkimo mégintuvéliai, 80 vnt.;

o Filtrinés kolonélés, 40 vnt.

Thermo Fisher Scientific, JAV

kDNR sintezés rinkinys ,,Applied Biosystems
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
with RNase Inhibitor* (Kat. nr. 4374966), kurj
sudaro:
o 10X atvirkstinés transkriptazés (RT)
buferis, 1 ml,
o 10X RT atsitiktiniy pradmeny misinys, 1
ml;
o 25X dNTP misinys, 100mM, 0,2 ml;

Thermo Fisher Scientific, Lietuva
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o MultiScribe™ atvirkstiné transkriptazé
(RTase), 50 U/ul, 0,2 ml;
o RNaziy inhibitorius, 20U/pl, 2 x 0,1 ml.

2X RNR uznesimo dazas (Kat. nr. #R0641) Thermo Fisher Scientific, Lietuva

RNR ilgio zymuo “RiboRuler High Range RNA

Thermo Fisher Scientific, Lietuva
Ladder” (Kat. nr. #SM1821)

Geny raiskos pradmeny rinkiniai ,,Applied
Biosystems TagMan™ Gene Expression Assays*
(Kat. nr. 4331182):
o HPRT1 (Hs02800695_m1)
o MTI1E (Hs01582977_gH)
o MT1G (Hs01584215 g1) Thermo Fisher Scientific, Lietuva
o MTI1M (Hs00828387_g1)
o KDMB3A (Hs00218331_m1)
o KDM5D (Hs00190491 m1)
o KMT5A (Hs01029948 m1)
o PHF8 (Hs00697293_m1)

2.3. RNR iSskyrimas i$ prostatos audiniy

Prostatos audiniai buvo mechaniSkai homogenizuoti naudojant specialius mégintuvélius
tissueTUBEs TT1 cryoPREP™ CP02 Impactor prietaisu (Covaris, Inc.). Visuminé RNR buvo
i§skirta ,,mirVana™ miRNA Isolation kit* rinkiniu pagal gamintojo protokola. ] 20 — 50 mg
meéginio pilama 500 pl lizés buferio, gerai iSmaiSoma ir inkubuojama lede. Pilama 50 pl miRNA
Homogenate Additive, gerai iSmaiSoma ir inkubuojama lede iki 10 min., po to pilama 500 pl
ragstinio  fenolio/chloroformo, maiSoma purtykle (MS3 basic, IKA) apie 30-60 sek.,
centrifuguojama 5 min. 10000 g kambario temperatiiroje (centrifuga Eppendorf 5424). VirSutiné
faz¢ atsargiai perkeliama j naujg meégintuvel], pilama 625 ul 96 % etanolio, gerai iSmaiSoma. |
kolonélg su surenkamuoju mégintuvéliu perkeliama 700 pl méginio, centrifuguojama 15 sek.
10000 g, filtratas iSpilamas, o | kolonéle perkeliamas likes méginio tiiris, procediira pakartojama.
I kolonéle pilama 700 pul miRNA Wash Solution 1, centrifuguojama 10-15 sek. 10000 g, filtratas
pasalinamas. Pilama 500 pl Wash Solution 2/3, centrifuguojama 10-15 sek. 10000 g, filtratas
pasalinamas. Pakartotinai pilama 500 ul Wash Solution 2/3, centrifuguojama 10-15 sek. 10000 g,

25


https://www.thermofisher.com/taqman-gene-expression/product/Hs00218331_m1?CID=&ICID=&subtype=

filtratas pasalinamas. Kolonélé perkeliama j nauja 1,5 ml mégintuveli, pilama 100 ul 95 °C

eliucijos buferio, centrifuguojama 20-30 sek. 10000 g.

Isskirta RNR saugoma -20 °C arba i$ karto tiriama. RNR koncentracija ir grynumas buvo
spektrofotometriskai jvertinti NanoDrop 2000 aparatu (NanoDrop Technologies; Thermo Fisher

Scientific, Inc.).

2.4. Elektroforezé agarozés gelyje

RNR buvo paruosta analizei agarozés gelyje: 1 ul méginio (arba RNR ilgio zymens)
sumaiSomas su 1 pl 2X RNR uzne$imo dazo, pakaitinama 70 °C 10 min., vésinama ledo
voneléje 3 min. | 1,5 % agarozés gelj, paruosta su 1X TAE buferiu, uzneSama po 1,9 ul
méginio/ilgio Zymens, sumaiSyto su dazu. Elektroforezé vykdoma 1 val., esant 100 V jtampai
(srovés Saltinis PowerPac Basic, Bio-Rad). Rezultatai buvo vizualizuojami naudojant etidzio
bromida, gelis fotografuotas UV $viesoje GelDoc-I1t 310 (UVP) sistema, naudojant
VisionWorksLS Analysis Software (UVP) programa (2.1 pav.).

-

£ 1 2 3.

2.1 pav. RNR analizés vizualizacija elektroforezés bidu agarozés gelyje. Z — RNR ilgio Zymuo,
1-3 — prostatos naviky RNR méginiai.
2.5. Komplementarios DNR sintezé ir kiekybiné PGR

Komplementarios DNR sintezei buvo paimta 250 ng iSskirtos RNR, ji tolimesniam tyrimui
paruoSta pagal gamintojo protokolg. ParuoSiamas atvirkstinés transkriptazés miSinys, sudétis
vienam méginiui nurodyta 2.4 lenteléje. Vienam méginiui paruosti paimama 10 pl miSinio ir
sumaiSoma su 250 ng RNR. Meéginiai trumpai centrifuguojami, atlickama atvirkstiné
transkripcija termocikleryje Mastercycler pro (Eppendorf, Thermo Fisher Scientific, Inc.).

Temperatirinis reZzimas nurodytas 2.5 lenteléje.
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2.4 lentelé. Komplementarios DNR sintezés misinys vienam méginiui

Komponentai Galutinis kiekis/koncentracija
Benukleazis H.0O iki 20 pl
10X atvirkstinés transkriptazés (RT) buferis 1X
25X dNTP misinys, 100 mM 1X
10X RT atsitiktiniy pradmeny miSinys 1X
MultiScribe™ atvirkstiné transkriptazé (RTase),
50 U/l 0,02 U/ul
RNaziy inhibitorius, 20 U/ul 1ul
RNR 250 ng

2.5 lentelé. Komplementarios DNR sintezés reakcijos sglygos

Temperatiira Trukmé
25°C 10 min.
37°C 120 min.
85 °C 5 min.
4°C 0

Geny raiskos tyrimui kPGR metodu paruoSiami miSiniai, atskiri kiekvienam tiriamam
genui (HPRT1, MT1E, MT1G, MT1M, KMT5A, KDM3A, KDM5D ir PHFS8), kurie tarpusavyje
skiriasi pradmenimis; mi$iniai vienam méginiui nurodyti 2.6 lentelé¢je. HPRT1 genas naudotas
kaip endogeniné kontrol¢ bendram geny raiSkos normalizavimui. | kiekvieng eksperimenty

jtraukiama tarSos kontrolé kiekvieno analizuojamo geno atveju.

2.6 lentelé. Kiekybinés PGR miSinio sudétis vienam méginiui

Komponentali Galutinis kiekis/koncentracija
H20 iki 20 pl
2X Applied Biosystems TagMan™ Universal 1X
Master Mix, no UNG
20X Applied Biosystems TagMan™ Assay 0,4 ul
KDNR 2 ul

Reakcija vykdoma 96 Sulinéliy twin.tec Eppendorf PGR plokstelése (Kat. nr. 951020346),
kiekvienas méginys tiriamas atliekant du arba tris (atitinkamai KMT5A, KDM3A, KDM5D ir
PHF8; MT1E, MT1G ir MT1M) PGR pakartojimus, o PGR plokstelés uzdengiamos specialia
PGR plévele ,,Eppendorf PCR Film* (Kat. nr. 0030127781). Centrifuguojama 2 min. 4000 g

grei¢iu (Heraeus Megafuge 40, Thermo Fisher Scientific, Inc.). Amplifikacija vykdoma realaus
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laiko termocikleriu Mx3005P™ (Agilent Technologies, Santa Clara, JAV). Temperatirinis
rezimas nurodytas 2.7 lentel¢je.

2.7 lentelé. Kiekybinés PGR temperatiirinés salygos

Temperatiira Trukmé Ciklai
95 °C 10 min. 1
95 °C 15 sek.
60 °C 1 min. 40

Duomenys buvo apdorojami MxPro QPCR 4.10 (Stratagene, JAV, 2007) ir GenEx 7
(MultiD Analyses AB, Goteborg, Sweden) programomis. Santykinés geny raiSkos reikSmés

linijinéje skaléje buvo panaudotos statistinei analizei.

2.6. Statistiné analizé

Remiantis bioinformatiniais metodais Vézio genomo atlaso projekto (angl. The Cancer
Genome Atlas, TCGA) prostatos adenokarcinomos (angl. prostate adenocarcinoma, PRAD)
imtyje buvo iSanalizuota metalotioneiny ir histonus modifikuojanciy geny Seimoms priskiriamy
geny raiska. IS viso iSanalizuoti 333 PV ir 52 NPA méginiy duomenys, ieSkota sgsajy su
Vitnio U testas, skai¢iuotas Spearman‘o koreliacijos koeficientas. Duomenys analizei gauti i$
duomeny Dbaziy internete firebrowse.org (www.firebrowse.org) ir  cbioportal.org
(www.cbioportal.org) (Cerami et al., 2012). Buvo atlikta MT1E, MT1G, MT1M, KDM3A,
KDM5D, KMT5A, PHF8 ir kity epigenetingje chromatino reguliacijoje dalyvaujanciy geny
ligos progresija. Atliktas Manno-Vitnio U testas, taip pat skaiCiuotas Spearman‘o koreliacijos
koeficientas. Biocheminés ligos progresijos duomenys vertinti atlieckant Kaplano-Meierio
analiz¢. Duomenys laikyti statistiSkai reikSmingais, kai p < 0,0500. Skai¢iavimams ir rezultaty
grafikams kurti naudotos Microsoft Office Excel 365 (Microsoft Corporation, JAV), Statistica
12.0 (StatSoft, JAV) ir GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, JAV) programos, veikiancios

demonstracine versija.
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3. REZULTATAI
3.1. Metalotioneiny geny raiskos analizé TCGA PRAD imtyje
3.1.1. Geny raiskos palyginimas PV ir NPA méginiuose

Remiantis duomeny bazése esancia informacija, metalotioneiny geny MTI1A, MTI1B,
MT1E, MT1F, MT1G, MT1H ir MT1M raiska buvo isanalizuota TCGA PRAD imties PV (n =
333) ir NPA (n = 52) méginiuose. Analizei naudoti trecio lygio RNR sekoskaitos duomenys is
duomeny bazés. Sioje imtyje nustatyta mazesné MT1A, MT1G ir MT1M raiska PV méginiuose
lyginant su NPA (atitinkamai p = 0,0057, p = 0,0355 ir p = 0,0235), MT1E ir MT1F geny atvejy
stebéta tik analogiska tendencija (abu p > 0,0500; 3.1 pav.).

p = 0,0655 p = 0,0355
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3.1 pav. Metalotioneiny geny raiskos skirtumai navikiniuose (PV) ir nenavikiniuose (NPA)
audiniuose Vézio genomo atlaso (TCGA) prostatos adenokarcinomos (PRAD) imtyje

3.1.2. Sasajos su klinikiniais-patologiniais rodikliais
Suskirs¢ius navikus pagal stadijg ir ISUP kategorija, buvo gauta, kad abiem atvejais
didesné MT1A, MT1B, MT1E, MT1F, MT1G, MT1H ir MT1M geny raiska biidinga Zemesnés
naviko stadijos (pT = 2) ir zemesnés ISUP grupés (ISUP < 2) navikams, palyginus su Siy
kriterijy aukstesnémis kategorijomis (visais atvejais p < 0,0500; 3.2 ir 3.3 pav.). Be to, mazesné
MT1A, MT1B ir MT1H raiska koreliavo su aukStesne PSA koncentracija (atitinkamai p = 0,0098,
p =0,0166, p =0,0300 ; 3.4 pav.).
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3.2 pav. Metalotioneiny geny raiSka pagal naviko stadija pT VéZio genomo atlaso (TCGA)

prostatos adenokarcinomos (PRAD) imtyje
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3.3 pav. Metalotioneiny geny raiska pagal ISUP grupe Vézio genomo atlaso (TCGA) prostatos

adenokarcinomos (PRAD) imtyje
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3.4 pav. MT1A, MT1B ir MT1H geny raiskos koreliacijos su prostatos specifinio antigeno (PSA)
kiekiu kraujyje Vézio genomo atlaso (TCGA) prostatos adenokarcinomos (PRAD) imtyje
TCGA PRAD imtyje visy analizuoty metalotioneiny geny raiSka buvo aukstesné
navikuose, kuriuose nustatytas sulietinis TMPRSS2-ERG transkriptas, palyginus su navikais,

kuriuose $is transkriptas nedetektuotas (visi p < 0,0500; 3.5 pav.).
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3.5 pav. Metalotioneiny geny raiSkos skirtumai grupése, kai nustatytas arba nenustatytas
TMPRSS2-ERG transkriptas Vézio genomo atlaso (TCGA) prostatos adenokarcinomos (PRAD)
imtyje
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3.1.3. Sasajos su biochemine PV progresija
Kaplano-Meierio isgyvenamumo kreiviy analizé parodé, kad esant santykinai mazesniam
uz mediang MT1A, MT1B, MT1F ir MT1M raiskos lygiui, PV ligoniy iSgyvenamumas be
biocheminés ligos progresijos yra trumpesnis nei esant aukStesnei Siy geny raiSkai (visi p <
0,0500; 3.6 pav.). MT1E, MT1G ir MT1H geny atveju nustatytos tokios pacios tendencijos,

taciau rezultatai nebuvo statistiskai patikimi (visi p > 0,0500; 3.6 pav.).
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3.6 pav. ISgyvenamumo be biocheminés prostatos vézio progresijos palyginimas pagal
metalotioneiny geny raiskos lygji Vézio genomo atlaso (TCGA) prostatos adenokarcinomos
(PRAD) imtyje. A — MT1A, B — MT1B, C — MT1E, D — MT1F, E — MT1G, F — MT1H, G —
MT1M. Geny raiSka kategorizuota j auksta ir zema pagal mediang. StatistiSkai reikSmingos p
vertés paryskintos.

3.2. Metalotioneiny geny raiskos tyrimai PV serganciy ligoniy méginiuose

3.2.1. Geny raiskos analizé PV, NPA ir GPH audiniuose
Remiantis TCGA PRAD imties analize bei atsizvelgiant | ankstesniy tyrimy metu gautus
rezultatus (Demidenko et al., 2017; Maleckaite et al., 2019), MT1E, MT1G ir MT1M geny raiska
kPGR metodu buvo istirta 77 PV, 25 NPA ir 17 GPH méginiy. MT1G ir MT1M raiska PV
meéginiuose buvo mazesné lyginant su NPA (atitinkamai p = 0,055, p = 0,0040), taciau
reikSmingai nesiskyré nuo GPH (visi p > 0,0500). GPH méginiuose visy trijy geny raiska buvo

mazesné lyginant su NPA (visi p < 0,0500; 3.7 pav.).
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3.7 pav. MT1E, MT1G ir MT1M geny raiskos skirtumai navikinivose (PV), nenavikiniuose
(NPA) ir gerybinés prostatos hiperplazijos (GPH) audiniuose
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Palyginus MT1E, MT1G ir MT1M geny raiSkos duomenis pagal naviko stadija, buvo
nustatyta, kad visy trijy geny raiSka buvo aukstesné pT2 stadijos navikuose lyginant su pT3
stadijos navikais (atitinkamai p = 0,0007, p < 0,0001 ir p < 0,0001; 3.8 pav.). Panasios
tendencijos buvo nustatytos ir navikus suskirs¢ius pagal ISUP grupes. Visy trijy geny raiska
buvo aukstesné ISUP < 2 navikuose lyginant su ISUP > 3 navikais (atitinkamai p = 0,0283, p =
0,0028 ir p < 0,0001; 3.9 pav.). Be to, mazesné MT1E ir MT1M raiSka koreliavo su aukstesne
PSA koncentracija (atitinkamai p = 0,0430, p = 0,0141; 3.10 pav.).
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3.8 pav. MT1E, MT1G ir MT1M geny raiska pagal naviko stadijg pT

34



Santykiné iRNR raiska (log2 skalé)

p = 0,0283

_}
- [

p < 0,0001
L

@ ISupP <2
3 IsuP =3

—— Mediana

]: Reik8miy intervalas

25-75 %

%I e Iiskirtys

MT1E MT1G

MT1M

3.9 pav. MT1E, MT1G ir MT1M geny raiska pagal ISUP grupe
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3.10 pav. MT1E, MT1G ir MT1M geny raiskos koreliacijos prostatos navikuose su prostatos

specifinio antigeno (PAS) kiekiu ligoniy kraujyje
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Visy tirty geny didesné raiska uzfiksuota PV méginiuose, kuriuose TMPRSS2-ERG
transkriptas nebuvo nustatytas, taciau tik MT1E ir MT1G atvejais Sie skirtumai buvo statistiSkai
patikimi (atitinkamai p = 0,0481 ir p = 0,0012; 3.11 pav.).
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3.11 pav. MT1E, MT1G ir MT1M geny raiskos skirtumai navikuose, kuriuose buvo nustatytas
arba nenustatytas TMPRSS2-ERG transkriptas

Sasajy tarp MT1E, MT1G ir MT1M geny raiskos ir ligoniy amZiaus bei prostatos masés

nebuvo nustatyta.

3.2.3. Sasajos su biochemine PV progresija

Analizuojant geny raiska PV audiniuose, tiriamieji buvo suskirstyti j tris grupes pagal
biocheming ligos progresija: neprogresave navikai, 1étai progresave navikai (ligos biocheminé
progresija pasireiské véliau nei per 6 mén.) ir greitai progresave navikai (ligos biocheminé
progresija pasireiské ne véliau kaip per 6 mén.). Palyginus MT1E, MT1G ir MT1M geny raiska
tarp Siy grupiy, stebéta geny raiSkos maze¢jimo tendencija didéjant vézio agresyvumui.
StatistiSkai patikimi raiSkos skirtumai nustatyti tarp neprogresavusiy ir greitai progresavusiy
naviky grupiy (atitinkamai p = 0,0292, p = 0,0005 ir p = 0,0004), o tarp létai progresavusiy ir
neprogresavusiy bei tarp 1étai ir greitai progresavusiy naviky grupiy nei vieno i tirty geny raiska
nesiskyré (visi p > 0,0500; 3.12 pav.). Atlikus Kaplano-Meierio kreiviy analize, sgsajy tarp tirty
geny raiskos lygio ir laiko iki biocheminés ligos progresijos nenustatyta (visi p > 0,0500; 3.13

pav.).
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3.12 pav. MT1E, MT1G ir MTIM geny raiSkos skirtumai neprogresavusiuose, létai
progresavusiuose ir greitai progresavusiuose navikuose
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3.13 pav. Isgyvenamumo be biocheminés prostatos véZzio progresijos palyginimas pagal
metalotioneiny geny raiskos lygj. A — MT1E, B — MT1G, C — MT1M. Geny raiska kategorizuota
1 auksta ir Zemg pagal mediang
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3.3. Histony metilinima reguliuojanciuy geny raiskos analizé TCGA PRAD imtyje
3.3.1. Genuy raiskos palyginimas PV ir NPA méginiuose

Remiantis duomeny bazése esancia informacija, histony metilinimg reguliuojanciy geny
raiSkos analizé buvo atlikta TCGA PRAD imties PV (n = 333) ir NPA (n = 52) méginiuose.
Aukstesné KDM7A ir PHF8 geny raiska buvo PV méginiuose lyginant su NPA (atitinkamai p <
0,0001 ir p < 0,0001), 0 KDM5A geno atveju — prieSingai — NPA méginiuose lyginant su PV (p =
0,0048; 3.14 pav.). Kity 4 analizuoty geny atvejais statistiSkai patikimy geny raiSkos skirtumy
tarp PV ir NPA audiniy nustatyta nebuvo (visi p > 0,0500, 3.14 pav.).
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3.14 pav. Histony metilinimg reguliuojanciy geny raiskos skirtumai navikiniuose (PV) ir
nenavikiniuose (NPA) audiniuose Vézio genomo atlaso (TCGA) prostatos adenokarcinomos
(PRAD) imtyje

Suskirs¢ius navikus pagal stadijg ir ISUP grupe, buvo gauta, kad pirmuoju atveju KMT5A
ir PHF8 geny raiSka pT2 stadijos navikuose buvo statistiSkai patikimai aukstesné lyginant su
pT3 stadijos navikais (atitinkamai p = 0,0011 ir p = 0,0156; 3.15 pav.). Antruoju atveju KMT5A
geno raiSka buvo patikimai aukstesné ISUP < 2 navikuose lyginant su ISUP > 3 (p = 0,0351;
3.16 pav.). Mazesné KMT5A geno raiska koreliavo su aukstesne PSA koncentracija (p = 0,0182,
3.17 pav.).

38



15+

p = 0,0156
p = 0,3580 (o
14 [ — .
p = 0,0011
) p = 0,3261 —
o 13 p=0,3679 —— : /| pT=2
o 0,6732 .o 1 pT=3
p=4y, e p
N 129p=07856
O K3 —— Mediana
g Ly _'.::. s % 3 Wi % % I Reiksmiy intervalas
s o@ e PE " EFTSEES
DZ: ";:-' +] ‘:.'-. f: H::;:- Cx E:.
x 9 . i '. L . Isskirtys
8-

7
KDM3A KDMSA KDMSD KDM7A KMT2C KMTS5A PHF8

3.15 pav. Histony metilinimg reguliuojanciy geny raiska pagal naviko stadijg pT Vézio genomo
atlaso (TCGA\) prostatos adenokarcinomos (PRAD) imtyje

154

p = 0,4726

144 :
— p =0,6705
D 43 —
© : B ISUP <2
x p = 0,1283 p = 0,3133 .

— — : ges t — >
o 124 52 04750 . p=00351 . i SUP =3
5: - . p = 0,8862 . — edm —— Mediana
o 119 ke B L “ I Reikémiy intervalas
© 101 C o "-'-‘" 2575 %
o s Tnt - et - 355 ’ : ,:- '
% 9- ) o o Isskirtys
8* .

7
KDM3A KDM5A KDM5D KDM7A KMT2C KMT5A PHF8

3.16 pav. Histony metilinima reguliuojanéiy geny raiska pagal ISUP grupe Vézio genomo atlaso
(TCGA) prostatos adenokarcinomos (PRAD) imtyje
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3.17 pav. KMT5A geno raiskos koreliacija su prostatos specifinio antigeno (PSA) kiekiu kraujyje

Vézio genomo atlaso (TCGA) prostatos adenokarcinomos (PRAD) imtyje

PV biidingas transkriptas TMPRSS2-ERG buvo aptiktas mazdaug puséje visy tirty naviky.

Didesne KDM3A ir KDM5D geny raiska pasizyméjo tie navikai, kuriuose $is transkriptas buvo

nustatytas, lyginant su navikais, kuriuose $io transkripto aptikta nebuvo (atitinkamai p = 0,0041

ir p <0,0001), o PHF8 geno atveju sasaja buvo priesinga (p < 0,0001; 3.18 pav.). Kity nagrinéty

geny raiskos skirtumy tarp Siy grupiy nustatyta nebuvo (visi p > 0,0500, 3.18 pav.).
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3.18 pav. Histony metilinimg reguliuojanéiy geny raiskos skirtumai grupése, kai nustatytas arba
nenustatytas sulietinis TMPRSS2-ERG transkriptas Vézio genomo atlaso (TCGA) prostatos

adenokarcinomos (PRAD) imtyje
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3.3.3. Sasajos su biochemine PV progresija

Kaplan-Meierio isgyvenamumo kreiviy analizé parodé, kad esant santykinai aukStesniam

uz mediang KDM3A raiskos lygiui, PV ligoniy iSgyvenamumas be biocheminés ligos progresijos

yra trumpesnis nei esant Zemesnei §io geno raiskai (p = 0,0060; 3.19 pav.). Kity analizuoty geny

atveju nustatytos panasios tendencijos, taciau rezultatai nebuvo statistiskai patikimi (visi p >
0,0500; 3.19 pav.).

A
100

90+

80+

70+

60

% wyry be PV progresijos

KDM3A

p = 0,0060

50
0

100+
90
80+

70+

% wyry be PV progresijos

60

50 100 150 200
ISgyvenamumas, mén

KDM5D

p = 0,2441

0

100+

90+

80

70+

% vyry be PV progresijos

60

50 100 150 200
ISgyvenamumas, mén

KMT2C

p = 0,0775

50 100 150 200
ISgyvenamumas, mén

% vyry be PV progresijos

% vyry be PV progresijos

% vyry be PV progresijos

100+

90

80+

70

60+

KDM5A

p = 0,2800

500

100+

904

80+

70+

p = 0,0748

50 100 150
ISgyvenamumas, mén

KDM7A

200

600

100+

90+

80+

70+

60

p = 0,56562

50 100 150
I$gyvenamumas, mén

KMT5A

200

0

50 100 150
ISgyvenamumas, mén

200

41



G PHF8
100~

904 Geno raigka
—— Zema

—— Auksta
80

704

% wyry be PV progresijos

p=01372
0 50 100 150 200
ISgyvenamumas, meén

60

3.19 pav. Isgyvenamumo be biocheminés prostatos vézio progresijos palyginimas pagal histony
metilinimg reguliuojanéiy geny raiSkos lygi Vézio genomo atlaso (TCGA) prostatos
adenokarcinomos (PRAD) imtyje. A — KDM3A, B — KDM5A, C — KDM5D, D — KDM7A, E -
KMT2C, F — KMT5A, G — PHF8. Geny raiska kategorizuota j aukstg ir Zema pagal mediang.
StatistiSkai reikSmingos p reikSmés paryskintos

3.4. Histony modifikacijoje dalyvaujan¢iy genu raiskos tyrimai PV serganciy ligoniy
meéginiuose
3.4.1. Geny raiskos analizé PV, NPA ir GPH audiniuose
Remiantis TCGA PRAD imties analize, KDM3A, KDM5D, KMT5A ir PHF8 geny raiska
buvo istirta 98 PV, 28 NPA ir 16 BPH méginiy. KDM3A raiska GPH méginiuose buvo zemesné
nei PV ir NPA (atitinkamai p = 0,0024 ir p = 0,0204), o0 KDM5D raiska PV buvo Zemesné
lyginant su NPA (p = 0,0165). KMT5A geno raiska buvo Zymiai auk$tesné GPH méginiuose
lyginant su PV ir NPA méginiais (p < 0,0001). PHF8 geno atveju skirtumy tarp $iy grupiy
nebuvo (visi p > 0,0500; 3.20 pav.).
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3.20 pav. KDM3A, KDM5D, KMT5A ir PHF8 geny raiskos skirtumai navikiniuose (PV),
nenavikiniuose (NPA) ir gerybinés prostatos hiperplazijos (GPH) audiniuose

3.4.2. Sasajos su klinikiniais-patologiniais rodikliais
Palyginus geny raiskg tarp pT2 ir pT3 naviky stadijy, buvo nustatyta, kad aukstesné
KDM5D, KMT5A ir PHF8 geny raiska yra biidinga zemesnés stadijos navikams (atitinkamai p =
0,0391, p = 0,0446 ir p = 0,0219; 3.21 pav.), 0 PHF8 geno atveju — ir zemesnés ISUP grupés
atveju (p = 0,0286, 3.22 pav.). Didesné KDM3A geno raiSka koreliavo su vyresniu ligoniy
amziumi (p = 0,0331; 3.23 pav.).
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3.21 pav. KDM3A, KDM5D, KMT5A ir PHF8 geny raiska pagal naviko stadijg pT
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3.22 pav. KDM3A, KDM5D, KMT5A ir PHF8 geny raiska pagal ISUP grupe
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3.23 pav. KDM3A geno raiskos koreliacija prostatos navikuose su ligoniy amziumi ligos
nustatymo metu

PV atveju didesne KDM5D geno raiSka pasizyméjo tie navikai, kuriuose nustatytas
sulietinis TMPRSS2-ERG transkriptas. lyginant su navikais, kuriuose §is transkriptas nebuvo
detektuotas (p = 0,0172; 3.24 pav.).

Sasajy tarp tirty geny raiSkos ir PSA kiekio kraujyje ar prostatos masés nustatyta nebuvo.
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3.24 pav. KDM3A, KDM5D, KMT5A ir PHF8 geny raiskos skirtumai grupése, kai nustatytas
arba nenustatytas TMPRSS2-ERG transkriptas

3.4.3. Sasajos su biochemine PV progresija

Analizuojant geny raiSka PV audiniuose tiriamieji buvo suskirstyti j tris grupes pagal
biocheming ligos progresija: neprogresave navikai, 1étai progresave navikai (ligos biocheming
progresija pasireiské véliau nei per 6 mén.) ir greitai progresave navikai (ligos biocheminé
progresija pasireiSké ne véliau kaip per 6 mén.). Palyginus KDM3A, KDM5D, KMT5A ir PHF8
geny raiskg tarp Siy grupiy, nustatyta, kad didesné KMT5A ir PHF8 geny raiska yra
neprogresavusiuose navikuose atitinkamai lyginant su létai progresavusiais ir greitai
progresavusiais navikais (atitinkamai p = 0,0009, p = 0,0414, 3.25 pav.). Kity geny atvejais
skirtumy tarp $iy grupiy nustatyta nebuvo (visi p > 0,0500, 3.25 pav.).

p = 0,0925
1
p=0,2106 p =0,0414
1
[ —
5+ p = 0,0009 p=0,2165
4- p 0,0667 p 0.3657 ° 1 Neprogresave navikai
p 0,2785 = Leétai progresave navikai

37 0.5577 p= 0 6121 [ Greitai progresave navikai
p=
2- 00553 ' p= 0 1173 él % —— Mediana
p=

I Reik&miy intervalas

{$@@5%$ o

KDM3A  KDM5D KMTS5A PHF8

@ ISskirtys

Santykiné iRNR raiska (log2 skalé)

3.25 pav. KDM3A, KDM5D, KMT5A ir PHF8 geny raiskos skirtumai neprogresavusiuose, létai
progresavusiuose ir greitai progresavusiuose navikuose
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Kaplano-Meierio kreiviy analizé parodé, kad

liga panasiai progresuoja arba neprogresuoja

ligoniams tiek su santykinai auksta, tiek su zema KDM3A, KDM5D, KMT5A ir PHF8 geny

raiSka (kategorizuota pagal mediana; visi p > 0,0500; 3.26 pav.).
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8 39
2 >
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100+
, 1007 8
% 6 80 Geno raiska
0] 804 a
> 5] —— Zema
8] = -
& 60 S 60 —— Aukéta
=
Z o
o 40- 2 40
> 2
S 20- > 207
R p = 0,2687 ES . p=0,1726
0 0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

I8gyvenamumas, mén

3.26 pav. Isgyvenamumo be biocheminés prostatos

ISgyvenamumas, mén

vezio progresijos palyginimas pagal histony

metilinime dalyvaujanciy geny raiskos lygi. A — KDM3A, B — KDMS5D, C — KMT5A, D — PHFS8.
Geny raisSka kategorizuota j auksta ir Zemg pagal mediang
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4. REZULTATU APTARIMAS
Prostatos vézys — globali Siuolaikinés visuomenés problema, kurig stengiamasi iSspresti ne
vienerius metus. Geny raiskos tyrimai prisideda prie diagnostiniy ir prognostiniy bioZymeny
nustatymo bei leidzia suprasti §io vézio biologija molekuliniu lygiu, kuriame veikia tiek

metalotioneinai, tiek histonus modifikuojantys genai.

4.1. MT1E, MT1G ir MT1M geny raiska prostatos navikuose

Pastaruoju metu atsiranda vis naujesniy duomeny apie metalotioneiny geny jtaka
karcinogenezés procesui. Metalotioneinai prostatos navikuose pradéti tirti ganétinai anksti, todél
jau turima duomeny i$ keliy Saltiniy apie Siy geny raiSkos pokycius prostatos navikuose.

Remiantis Oncomine duomeny bazés duomenimis, MT1E, MT1G ir MT1M geny raiska
prostatos navikuose yra sumazéjusi lyginant su normaliais prostatos audiniais (Prueitt et al.,
2008). Tokios pacios tendencijos buvo pastebétos ir dabar vykdyto tyrimo metu, tac¢iau MT1E
geno atveju tiek TCGA PRAD, tiek Sio tyrimo imtyse toks geno raiskos sumazéjimas nebuvo
statistiSkai patikimas (atitinkamai p = 0,0655 ir p = 0,1216). Butler et al., (2012) atliktas tyrimas
parodé, kad MT1G geno promotoriaus hipermetilinimo daznis tiesiogiai koreliavo su limfmazgiy
metastaziy atsiradimu 178-iuose papiliariniu skydliaukés véziu serganéiuose ligoniuose. Tai gali
patvirtinti hipotezg¢, kad MT1G geno raiska yra valdoma per promotoriaus metilinimo
mechanizmg ir didesnis hipermetilinimo daznis lemia mazesng MT1G raiSka vélesnés stadijos
navikuose (kas ir buvo parodyta Siuo tyrimu, p < 0,0001), kai yra didesné tikimybé¢ iSsivysti
limfmazgiy metastazéms. Taip pat buvo parodyta, kad metalotioneiny geny raiSka yra
sumazéjusi tarpvietés lastelése prostatos vézio atveju (tai daznai pasitaikantis mechanizmas, kai
prostatos veézys sugeba lokaliai iSplisti uz prostatos riby) lyginant su sveikomis tarpvietes
lastelémis prostatos véziu serganciy ligoniy audiniuose. Gali biti, kad plintant tokiam véziui itin
pakinta metaly jony metabolizmas (uz kurj yra atsakingi metalotioneinai ir jy raiska) vézinése
lastelése ir tai lemia pakitusig ligos eiga (Zhang et al., 2019).

Lyginant analizuotos TCGA PRAD imties duomenis su §io tyrimo metu tirta imtimi buvo
nustatyta nemazai panaSumy, kurie leidzia daryti prielaida, kad Lietuvos vyry populiacijoje
vyraujantis prostatos vézys nesiskiria nuo pasauliniy tendencijy. Abiejose imtyse didesné MT1E,
MT1G ir MT1M geny raiSka nustatyta ankstesnés stadijos (pT = 2) ir Zemesnés ISUP kategorijos
(ISUP < 2) navikuose, taip pat navikuose, kuriuose TMPRSS2-ERG transkripto aptikta nebuvo.
Nustatytos neigiamos koreliacijos su PSA kiekiu kraujyje, taciau skirtingai nei TCGA PRAD
imtyje, MT1E ir MT1M atvejais tai buvo statistiSkai patikima (atitinkamai p = 0,0430 ir p =
0,0141). TCGA PRAD imtyje buvo nustatyta, kad MT1M geno raiSka galéty biiti naudojama
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kaip prognostinis ligos biozymuo, nes zema $io geno raiska statistiskai patikimai siejasi su greita
biochemine ligos progresija (p = 0,0057), ta¢iau tokiy tendencijy Sio tyrimo imtyje nustatyta
nebuvo (p = 0,6060).
4.2. Histonus modifikuojanciu geny raiska prostatos navikuose
Histony modifikacijas atlickantys genai koordinuoja kity geny raiskos programas, todeél
daznu atveju nenormali tokiy geny raiska yra nustatyta jvairiuose véziniuose susirgimuose (Guo

etal., 2018).

Sio tyrimo metu buvo nustatyta, kad KDM5D raiska prostatos navikuose buvo sumazéjusi
lyginant su sveikais audiniais (p = 0,0165), 0 KDM3A geno raiska buvo padidéjusi prostatos
navikuose lyginant su gerybinés prostatos hiperplazijos audiniais (p = 0,0024). (Krieg et al.,
2010) tyrimas rodo, kad sumazéjusi §io geno raiSka inksty vézio ir Zarnyno karcinomos lgsteliy
linjjose sumazino naviko augima, todé¢l galima daryti i§vada, kad padidéjusi KDM3A geno raiska

prostatos navikuose atlieka svarbig role naviko augime ir formavimesi.

Palyginus TCGA PRAD imties duomenis su §io tyrimo imtimi buvo nustatyta, kad
KDM5D geno raisSka abiejuose tyrimuose prostatos navikuose ir nenavikiniuose audiniuose
kardinaliai skiriasi — TCGA PRAD imtyje Sio geno raiSka yra aukStesné prostatos navikuose (p =
0,1099), o siame tyrime — nenavikiniuose audiniuose (p = 0,0165). KDM3A ir KMT5A geny
atvejais abiejose imtyse nustatyti skirtumai tarp navikiniy ir nenavikiniy audiniy buvo statistiskai
nepatikimi, o PHF8 geno atveju — TCGA PRAD imtyje §io geno raiSka buvo aukstesné
navikiniuose audiniuose (p < 0,0001), tac¢iau dabar vykdyto tyrimo atveju pastebétos tokios
pacios tendencijos, bet jos buvo statistiSkai nepatikimos (p = 0,7692). Navikus suskirsc¢ius pagal
ju stadija TCGA PRAD imtyje buvo nustatyta, kad KDM3A, KMT5A ir PHF8 geny raiska yra
aukStesné antros stadijos navikuose (atitinkamai p = 0,3679, p = 0,0011 ir p = 0,0156) kaip ir Sio
tyrimo atveju (atitinkamai p = 0,0391, p = 0,0446, p = 0,0219), bet KDM3A geno raiska yra
aukStesné trecios stadijos navikuose (p = 0,7856) priesingai nei dabar tirtuose audiniuose (p =
0,5854). Sio tyrimo metu buvo nustatyta didesné PHF8 geno raiska ISUP < 2 kategorijos
navikuose, tatiau TCGA PRAD imtyje toks pats skirtumas tarp ISUP kategorijy nebuvo
statistiSkai patikimas (p = 0,4726). Abiejose imtyse nustatyta, kad KMT5A geno raiska yra
statistiSkai patikimai aukStesné ISUP < 2 navikuose, o TCGA PRAD imtyje tai buvo ir
statistiSkai patikima (p = 0,0351). Abiejose imtyse KDM5D geno raiSka buvo statistiskai
patikimai aukstesné navikuose, kuriuose TMPRSS2-ERG transkriptas buvo nustatytas (TCGA
PRAD p < 0,0001, Sis tyrimas — p = 0,0172). TCGA PRAD imtyje buvo nustatyta statistiskai
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patikima neigiama koreliacija tarp KMT5A geno raiskos ir PSA kiekio kraujyje (Rs = -0,1799; p
= 0,0182), bet Sio tyrimo metu tokios sgsajos aptikta nebuvo. TCGA PRAD imtyje buvo
nustatyta, kad KDM3A geno raiska prostatos navikuose galéty biiti naudojama kaip prognostinis
zymuo (nes auksta §io geno raiska siejasi su greitesne biochemine ligos progresija, p = 0,0060),
taciau Sio tyrimo imtyje tokia tendencija patvirtinta nebuvo (p = 0,4591) kaip ir kity tirty geny

atvejais.
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ISVADOS

. Metalotioneiny MT1E, MT1G ir MT1M geny raiSka buvo didesné NPA méginiuose lyginant
su PV ar GPH (visi p < 0,0500). Didesné $iy geny rai$ka nustatyta ankstesnés pT stadijos ir
zemesnés ISUP grupés navikuose (visi p < 0,0500). Mazesné MTLE ir MT1M raiska
koreliavo su aukstesniu PSA lygiu (atitinkamai p = 0,0430 ir p = 0,0141).

StatistiSkai patikimy MT1E, MT1G ir MT1M geny raiSkos sgsajy su ligoniy amZiumi,
prostatos mase ir ligos progresija nustatyta nebuvo (visi p > 0,0500).

Neprogresavusiuose prostatos navikuose MT1E, MT1G ir MT1M raiska aukstesné lyginant
su greitai progresavusiais (<6 mén.) navikais (atitinkamai p = 0,0292, p = 0,0005 ir p =
0,0004), taciau pagal Kaplan-Meierio kreiviy analize geny raiSkos sgsajy su trukme iki
biocheminés ligos progresijos nenustatyta (visi p > 0,0500).

KDM3A ir KMT5A geny raiskos lygis PV méginiuose skyrési nuo GPH (atitinkamai p =
0,0024 ir p < 0,0001) bei tarp NPA ir GPH grupiy (atitinkamai p = 0,0204 ir p < 0,0001), 0
KDMS5D raiska buvo didesné NPA lyginant su PV (p = 0,0165). Didesné KDM5D, KMT5A
ir PHF8 geny raiska nustatyta ankstesnés pT stadijos navikuose (atitinkamai p = 0,0391, p =
0,0446 ir p = 0,0219), o PHF8 geno atveju — ir esant zemesnei ISUP grupei (p = 0,0286).
Aukstesné KDM3A raiska koreliavo su vyresniu ligoniy amziumi (p = 0,0331).

PHF8 geno raiska buvo aukstesné neprogresavusiuose navikuose palyginus su greitai
progresavusiais (p = 0,0414), o KMT5A raiskos lygis buvo aukstesnis neprogresavusiuose
navikuose palyginus su létai progresavusiais (>6 mén.; p = 0,0009). Kaplan-Meierio kreiviy
analiz¢ Siy geny raiSkos skirtumy sasajy su trukme iki biocheminés ligos progresijos

neparode (visi p > 0,0500).
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Genetikos magistro studijy baigiamasis darbas

SANTRAUKA

Metalotioneinai gali apsaugoti lastele nuo UV spinduliy bei geba inhibuoti apoptoze.
Tyrimai parodé¢, kad metalotioneiny geny raiska kinta jvairiy Zmogaus naviky atveju. Tuo tarpu
histonus modifikuojantys genai koduoja fermentus, kurie dalyvauja baltymy modifikacijos
reakcijose ir taip yra reguliuojama kity geny raiSka bei kitos funkcijos. Prostatos vézio atveju
atlickama daugybé moksliniy tyrimy, kurie turéty padéti iSspresti problemas gydyme ir
diagnostikoje, taciau Sis onkologinis susirgimas iSlicka dazniausiai nustatoma liga visy amziaus
grupiy vyry tarpe. Epigenetiniy Zymeny verté diagnozuojant prostatos vézj ir prognozuojant
ligos progresija yra neabejotina.

Sio darbo metu siekta jvertinti metalotioneiny $eimai priklausanéiy geny bei histonus
modifikuojan¢iy geny raiska prostatos navikuose ir nenavikiniuose audiniuose ir susieti su
ligoniy klinikinémis-patologinémis charakteristikomis. Geny raiskos tyrimas buvo atliekamas

taikant kiekybing atvirkstinés transkriptazés polimerazing grandining reakcija.

MT1E, MT1G, MT1M geny raiska buvo aukStesné prostatos nenavikiniuose audiniuose
negu navikuose (atitinkamai p = 0,1216, p = 0,0055 ir p = 0,0040) ar gerybinés hiperplazijos
audiniuose (p = 0,0022, p = 0,0010 ir p = 0,0428) bei neprogresuojanéiuose prostatos navikuose
palyginus su greitai progresuojanciais (p = 0,0292, p = 0,0005 ir p = 0,0004). Visy $iy geny
raiSka buvo didesné ankstesnés stadijos (p = 0,0007, p < 0,0001 ir p < 0,0001) ir zemesnés ISUP
kategorijos navikuose (p = 0,0283, p = 0,0028 ir p < 0,0001). Didesné MT1E ir MT1G geny
raiska uzfiksuota navikuose, kurie neturi TMPRSS2-ERG transkripto (p = 0,0481 ir p = 0,0012),
0 MTL1E ir MT1M geny raiska neigiamai koreliuoja su PSA kiekiu ligoniy kraujyje (p = 0,0430, p
= 0,0141). KDM5D raiska buvo didesné prostatos nenavikiniuose audiniuose (p = 0,0165)
lyginant su navikiniais. KDM3A geno raiSka buvo aukstesné prostatos navikuose palyginus su
hiperplazijos audiniais, 0 KMT5A geno raiska — hiperplazijos audiniuose (p = 0,0024, p <
0,0001). Didesn¢ KDM5D, KMT5A ir PHF8 geny raiska nustatyta ankstesnés stadijos navikuose
(p = 0,0391, p = 0,0446 ir p = 0,0219), o PHF8 geno atveju — ir Zzemesnés ISUP kategorijos

navikuose (p = 0,0286). Didesné KDM5D geno raiska yra navikuose, kurie turi TMPRSS2-ERG
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transkripta (p = 0,0172). KDM3A geno raiska teigiamai koreliuoja su ligoniy amziumi (p =
0,0331). Aukstesné PHF8 geno raiska nustatyta neprogresuojanciuose navikuose lyginant su
greitai progresuojanciais (p = 0,0414), o aukstesne KMT5A geno raiSka pasizymi
neprogresuojantys navikai palyginus su létai progresuojanciais (p = 0,0009).

Gauti rezultatai rodo, kad pakitusi metalotioneiny ir histonus modifikuojanciy geny raiska
gali buti naudojama kaip diagnostinis prostatos vézio Zymuo, taciau de¢l galimos prognostinés

vertés kol kas kyla abejoniy.
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SUMMARY

Metallothioneins could protect the cell from UV rays and have ability to inhibit apoptosis.
Many studies have shown that expression of metallothionein coding genes varies in many of
human tumors. Histone modifying genes encode enzymes which are involved in protein
modification reactions and regulate the expression and functions of other genes. A lot of research
is performed with treatment and diagnosis of prostate cancer, but this oncological disease
remains most diagnosed disease among men of all ages. Achievements of epigenetics are already
being used to treat many diseases, so the value of epigenetic markers in diagnosing prostate
cancer and predicting disease progression is unquestionable.

The aim of this study was to evaluate the expression of metallothionein and histone
modifying genes in prostate tumors and non-cancerous prostate tissues and to link them with the
clinical-pathological characteristics of patients. Research of gene expression was performed

using a quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction.

The expression of MT1E, MT1G, MT1M genes was higher in non-cancerous prostate
tissues than in tumors (p = 0.1216, p = 0.0055 and p = 0.0040, respectively) or in benign
hyperplasia tissues (p = 0.0022, p = 0.0010 and p = 0.0428) and in non-progressive prostate
tumors compared to rapidly progressing (p = 0.0292, p = 0.0005, and p = 0.0004). Expression of
all these genes was higher in tumors of the previous stage (p = 0.0007, p < 0.0001 and p <
0.0001) and lower ISUP category (p = 0.0283, p = 0.0028 and p < 0.0001). Higher expression of
MT1E and MT1G genes was observed in tumors lacking the TMPRSS2-ERG transcript (p =
0.0481 and p = 0.0012). Also, expression of MT1E and MT1M genes was negatively correlated
with PSA levels in patients' blood (p = 0.0430, p = 0.0141). KDM5D expression was higher in
non-cancerous prostate tissues (p = 0.0165). KDM3A gene expression was higher in prostate
tumors compared to hyperplasia tissues, and KMT5A gene expression was higher in hyperplasia
tissues (p = 0.0024, p < 0.0001). Higher expression of KDM5D, KMT5A and PHF8 genes was
found in the tumors of the previous stage (p = 0.0391, p = 0.0446 and p = 0.0219), and in the
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case of the PHF8 gene - in tumors of the lower ISUP category (p = 0.0286). Higher expression
of KDM5D gene is found in tumors bearing the TMPRSS2-ERG transcript (p = 0.0172) and
KDM3A gene expression is positively correlated with patient age (p = 0.0331). Higher
expression of PHF8 gene was found in non-progressive tumors compared to rapidly progressing
tumors (p = 0.0414), and higher KMT5A gene expression is characterized by non-progressive

tumors compared to slow-progressing ones (p = 0.0009).

The results suggest that altered expression of metallothionein and histone-modifying genes
can be used as a diagnostic marker for prostate cancer, but the potential prognostic value is still
in doubt.
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PRIEDAI
1 priedas. Prostatos véziu (n = 91) ar gerybine prostatos hiperplazija (n = 17) serganéiy ligoniy

Klinikiniai-patologiniai rodikliai MT1E, MT1G, MT1M geny raiskos tyrime.

Prostatos vézys

Amzius, m.
Vidurkis 61,7
Mediana 63
Intervalas 41-82
Naviko stadija pT, n
2 61
3 26
ISUP laipsnis, n
1 22
2 49
3 13
>4 6
Néra duomeny 1
Prostatos masé, g
Vidurkis 50,1
Mediana 45,5
Intervalas 16-123
Néra duomeny 1

PSA kiekis, ng/ml

Vidurkis 10,1
Mediana 7,0
Intervalas 2,5-44,1
Néra duomeny 3

TMPRSS2-ERG transkripto buvimas

Taip 48
Ne 25
Néra duomeny 18

Biocheminé ligos progresija, n

Taip 36
Ne 55
Laikas iki ligos biocheminés progresijos, mén.
Vidurkis 51,1
Mediana 52
Intervalas 1-84
Gerybiné prostatos hiperplazija
Amzius, m.
Vidurkis 70,3
Mediana 73
Intervalas 59-80
PSA kiekis, ng/ml
Vidurkis 7,3
Mediana 5,3
Intervalas 0,79-28,05
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2 priedas. Prostatos véziu (n = 114) gerybine prostatos hiperplazija (n = 16) serganciy ligoniy

Prostatos vézys

Amzius, m.
Vidurkis 60,9
Mediana 61
Intervalas 41-82
Naviko stadija pT, n
2 74
3 40
ISUP laipsnis, n
1 31
2 61
3 14
>4 7
Néra duomeny 1
Prostatos masé, g
Vidurkis 48,5
Mediana 45
Intervalas 16-123
Néra duomeny 1

PSA Kiekis, ng/ml

Vidurkis 10,3
Mediana 6,9
Intervalas 2,49-84,2
Néra duomeny 3

TMPRSS2-ERG transkripto buvimas

Taip 61
Ne 31
Néra duomeny 22

Biocheminé ligos progresija, n

Taip 41
Ne 72
Néra duomeny 1

Laikas iki ligos biocheminés progresijos, mén.

Vidurkis 48,8
Mediana 53
Intervalas 1-92
Gerybiné prostatos hiperplazija
AmzZius, m.
Vidurkis 70,9
Mediana 73
Intervalas 59-80
PSA kiekis, ng/ml
Vidurkis 7,5
Mediana 6,1
Intervalas 0,79-28,05
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