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1. SANTRAUKA

Autorius: Povilas Urbonas
Darbo pavadinimas: MiR-200a ir miR-200b sgsajos su pacienty, serganéiy galvos ir kaklo navikais,
ligos eiga
Vadové: j.m.d. Justina Bekampyté
Darbas atliktas: Lictuvos sveikatos moksly universiteto, Medicinos akademijos, Medicinos fakulteto
Onkologijos institute (LSMU MA MF Onkologijos institutas)
Tyrimo tikslas: Nustatyti miR-200a ir miR-200b raiskos pokycius pacienty, serganciy galvos ir kaklo
navikais, grupéje bei jvertinti jy sgsajas su patomorfologinémis naviko savybémis bei ligos eiga.
Tyrimo uzdaviniai:
1. Nustatyti miR-200a ir miR-200b raiskos poky¢ius pacienty, serganciy galvos ir kaklo navikais,
grupgje;
2. Jvertinti miR-200a sgsajas su patomorfologinémis naviko savybémis bei ligos eiga;
3. [Ivertinti miR-200b sgsajas su patomorfologinémis naviko savybémis bei ligos eiga.
Metodika: Tyrime dalyvavo 115 pacienty, serganciy galvos ir kaklo navikais. Tyrimo metu buvo tirti
miR-200a ir miR-200b raiskos poky¢iai pacienty navikinio ir $alia esan¢io audinio méginiuose.
Poky¢iams nustatyti buvo taikyta tikro laiko-polimerazés grandininé reakcija (TL-PGR). Rezultaty
analiz¢ atlikta naudojant ,,IBM SPSS Statistics 26.0” statistinj duomeny paketa.
Rezultatai: Tyrimo rezultatai parodé, kad miR-200b raiSka buvo reik§mingai sumaz&jusi pacienty,
kuriems diagnozés nustatymo metu buvo daugiau nei 63 metai (>63m), grupéje. Dviems pacientams
raiSka nebuvo nustatyta. Daugiau sgsajy tarp miR-200a, miR-200b ir naviko patomorfologiniy savybiy
ar ligos eigos nebuvo rasta
ISvados:
1. Istyrus 115 pacienty, nustatytas dominuojantis miR-200a ir miR-200b raiskos
sumazg¢jimas pacienty, serganciy galvos ir kaklo navikais, grupéje
2. MiR-200a raiskos pokyc¢iai neturéjo reik§mingy sgsajy su galvos ir kaklo naviky
patomorfologinémis savybémis bei ligos eiga.
3. Pacientams, kuriems GKV diagnozuotas sulaukus daugiau negu 63 m., nustatyta
statistiskai reik§mingai sumazéjusi miR-200b raiska. Daugiau sasajy tarp miR-200Db ir naviko

patomorfologiniy savybiy ar ligos eigos nebuvo rasta.



2. SUMMARY

Author: Povilas Urbonas
Title: MiR-200a and miR-200b Association with Disease Course in Patients with Head and Neck
Tumours
Supervisor: j.m.d. Justina Bekampyté
Work was done: Lithuanian University of Health Sciences, Academy of medicine, The Institute of
Oncology of the Faculty of Medicine (LUHS MA MF Institute of oncology).
Aim of the study: To determine the expression changes of miR-200a and miR-200b in patients with
head and neck tumours and to assess their association with patomorphological characteristics, and
disease course.
Study objectives:
1. To determine the changes in miR-200a and miR-200b expression in patients with head and neck
tumours;
2. To assess the association of miR-200a with tumour pathomorphological features, and disease
course;
3. To assess the association of miR-200b with tumour pathomorphological features, and disease
course.
Methods: 115 patients with head and neck tumours participated in the study. The study investigated
changes in the expression of miR-200a and miR-200b in tumour and adjacent non-tumour tissue samples
from the patients. Real-timepolymerase chain reaction (RT-PCR) was performed to detect the changes.
Analysis of the results was performed using “IBM SPSS Statistics 26.0” statistical package.
Results: The results showed that miR-200b expression was significantly reduced in the group of patients
aged over 63 years (>63m) at diagnosis. In two patients, no expression was detected. No further
associations were found between miR-200a, miR-200b and tumour pathomorphology or disease course.
Conclusions:
1. In 115 patients, we observed a dominant decrease in miR- 200a and miR- 200b expression in
head and neck tumours.
2. Changes in miR-200a expression were not significantly associated with the pathomorphological
characteristics of head and neck tumours and disease course.
3. Patients diagnosed with head and neck cancer over 63 years of age had a statistically significant
decrease in miR-200b expression. No further associations between miR-200b and tumour

pathomorphology or disease course were found.



3. PADEKA

Nuosirdziai dékoju savo darbo vadovei Justinai Bekampytei uz kantrybe ir visokeriopa
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5. ETIKOS KOMITETO LEIDIMAS

Leidima tyrimui atlikti isdavé LSMU Bioetikos centras. Leidimo Nr. BEC-MF-01. Isdavimo
data: 2022-04-28.

Tyrimui atlikti taip pat gautas Kauno regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimas
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6. SANTRUMPOS

GKYV — Galvos ir kaklo vézys

MIiRNR — Mikroribonukleino ragstis

IRNR — informaciné RNR

pri-miRNR — pirminis miRNR transkriptas (angl. primary miRNA transcripts )
DGCRS8 — Di Dzordzo sindromo kritinis regionas 8 (angl. DiGeorge syndrome critical region 8)
XPO5- eksportinas-5 (angl. exportin-5)

GTP — guanozino-5'-trifosfatazé (angl. guanosine triphosphate)

Pre-miRNR — miRNR pirmtakas (angl. precursor-miRNA )

RISC — RNR sukeltas nutildymo kompleksas (angl. RNA-induced silencing complex)
AGO — Argonauty Seimos baltymas (angl. argonaute family protein)

PABPC - Poli A uodegg jungiantis baltymas (angl. polyadenylate-binding protein)
DCP2 —iRNR “kepurg” $alinantis baltymas (angl. mRNA-decapping enzyme 2)
XRN1 — egzoribonukleazé 1 (angl. exoribonuclease 1)

EMT — epitelio-mezenchiminis peréjimas (angl. epithelial-to-mesenchymal transition)
kDNR - kopijiné DNR



7. IVADAS

Galvos ir kaklo vézys (GKV) yra septintas pagal daznumg vézys pasaulyje. Kasmet
diagnozuojama daugiau kaip 660 000 naujy atvejy ir 325 000 mir¢iy nuo Sios ligos atvejy. Pasaulinés
vézio observatorijos (angl. the Global Cancer Observatory; GLOBOCAN) duomenimis, sergamumas
galvos ir kaklo navikais vis didéja. Teigiama, kad iki 2030 m. §is rodiklis padidés 30 proc. Todél ypac
svarbu tirti $iy naviky patogenezés procesus ir atrasti naujus biozymenis, kurie bty naudingi ankstyvai
galvos ir kaklo naviky diagnostikai, ligos prognozés vertinimui.

Mikroribonukleino riigstis (mikroRNR, arba miRNR) - tai 19-22 nukleotidy ilgio, maZos
nekoduojancios RNR (angl. small noncoding RNA, ncRNR) molekulés, kurios kontroliuoja geny raiska
potranskripciniame lygmenyje. Pastebéta, kad miRNR raiSkos pokyciai galimi daugelyje naviky — Sios
molekulés gali veikti kaip onkogenai arba navika slopinantys genai. Tod¢l pakitusi miRNR raiska gali
turéti jtakos naviky proliferacijai, progresavimui, metastazavimui, terapijos atsparumui. D¢l to Sios
molekulés yra puikus véZio diagnostikos Zymuo. Tyrimai rodo, kad miRNR molekulés yra svarbios
galvos ir kaklo naviky susiformavimui, taciau $iy molekuliy reik§mé ligos eigai dar néra gerai iStirta.
Sio baigiamojo magistro darbo metu tirsime miR-200a ir miR-200b raigkos poky&ius pacienty, serganéiy
galvos ir kaklo navikais, grupéje bei jvertinsime jy sgsajas su patomorfologinémis naviky savybémis bei

ligos eiga. Miisy Ziniomis, §iy molekuliy vaidmuo dar néra gerai iSaiskintas GKV.



8. DARBO TIKSLAS IR UZDAVINIAI

Tikslas: Nustatyti miR-200a ir miR-200b raiSkos poky¢ius pacienty, serganciy galvos ir kaklo navikais,

grupéje bei jvertinti jy sgsajas su patomorfologinémis naviko savybémis bei ligos eiga.

UZdaviniai:

1. Nustatyti miR-200a ir miR-200b raiskos pokyc¢ius pacienty, sergan¢iy galvos ir kaklo navikais,

grupeje;
2. Ivertinti miR-200a sgsajas su patomorfologinémis naviko savybémis bei ligos eiga;
3. [vertinti miR-200Db sasajas su patomorfologinémis naviko savybémis bei ligos eiga.
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9. LITERATUROS APZVALGA

Mikroribonukleino ragstis (mikroRNR, arba miRNR) - tai 19-22 nukleotidy ilgio, mazos
nekoduojan¢ios RNR (angl. small noncoding RNA, ncRNR) molekulés [1], kurios kontroliuoja geny
raiSka potranskripciniame lygmenyje. Pagal komplementarumo principg miRNR sgveikauja su
informacine RNR (iRNR)-taikiniu bei sukelia $ios molekulés suskaidymg arba baltymy transliacijos
slopinimg. Tokiu biidu miRNR dalyvauja daugelio biologiniy procesy, jskaitant Igsteliy diferenciacija,
proliferacija, metabolizma, lgsteliy ciklg ir apoptozg, reguliavime. Tyrimai rodo, kad viena miRNR gali
sgveikauti su skirtingais iRNR-taikiniais, o vieng iRNR-taikinj gali veikti kelios skirtingos miRNR [2].

Lin-4 buvo pirmoji miRNR atrasta 1993 m [3]. Nuo to laiko identifikuota daugybé miRNR.
Remiantis ,,miRBase” duomeny bazés (,,miRBase v.22.1%) duomenimis, Zzmogaus organizme Yyra
nustatytos 2654 subrendusios miRNR. Tyrimai rodo, kad miRNR raiskos profiliai gali skirtis tarp jvairiy
audiniy ir ypa¢ kinta ligy atveju, jskaitant vézj. Dél to Sios molekulés turi didelj potencialg buti
naudojamos kaip steb€jimo ir prognozavimo zymenys gydant vezj, taip pat kaip potencialiis véZio

terapijos taikiniai [4—6].

9.1 MiRNR biogenezé

Tik subrendusi miRNR yra funkciskai aktyvi. MiRNR biogenezé vyksta per keliy etapy procesa,
kuris prasideda branduolyje ir tesiasi citoplazmoje. Sis procesas gali vykti gali vykti dviem bidais —

kanoniniu ir nekanoniniu [7].

9.1.1 MiRNR biogenezé kanoniniu keliu

9.1.1.1 MiRNR apdorojimas branduolyje

Kanoninis biogenezés kelias — tai pagrindinis kelias, kuriuo subresta dauguma miRNR. MiRNR
biogenezé prasideda nuo pirminio miRNR (angl. primary miRNA, pri-miRNR) transkripto sintezés. Sj
procesg vykdo nuo DNR priklausomos RNR polimerazés — RNR pol Il arba RNR pol 111 [8]. Genali, nuo
kuriy transkribuojama pri-miRNR, randami intergeniniuose (angl. intergenic) arba intrageniniuose
(angl. intragenic) DNR regionuose. Intergeniniai genai iSsidéste tarp geny, tuo tarpu intrageniniai genai
yra jsiterpe ] genus bei apima intronus arba egzonus [7] Po transkripcijos etapo pri-miRNR struktiira

primena plauky smeigtuka (1 paveiklas) ir gali biti apiel kilobazeés ilgio arba ilgesné. Si molekulé 3’
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gale turi poli-adeniling (poli(A)) uodega, 0 5° gale — ,.kepurés” struktiirg, kurios stabilizuoja pri-miRNR
ir apsaugo ja nuo suskaidymo. Pri-miRNR sudaryta i§ galinés kilpos, kamieno ir dviejy Soniniy
viengrandziy RNR kamieno gale [9,10]. Pirminiame miRNR transkripte taip pat yra i$sidésciusios
Drosha ir Dicer fermenty kirpimo vietos, kurios yra labai svarbios tolimesniam molekulés brendimui [9].

Branduolyje pri-miRNR yra apdorojamos mikroprocesoriaus komplekso. Mikroprocesoriaus
kompleksg sudaro RNR jungiantis baltymas Di DzordZo sindromo kritinis regionas 8 (angl. Di George
sindrome critical region 8, DGCRS) ir RNR kerpantis ribonukleazés 111 fermentas Drosha [6]. DGCR8
saveikauja su pri-miRNA ir nustato tikslig Kirpimo vieta, o Drosha skelia pri-miRNA plauky smeigtuko
5" ir 3" atSakas. Sukuriamas miRNR pirmtakas (angl. miRNA precursor, pre-miRNR), turintis 3’ gale
esancig 2 nt ilgio i8kySg. Po $io etapo susidaro trumpesnés plauky segtuko struktiiros, apie 60—70 nt ilgio
pre-miRNR [9].

.Kepure”
Drosha
(Branduolys)
MiRNR
TTTTT] RERRRRARARR S
LI
Dicer
(Citoplazma)
MIRNR dupleksas J

Poli(A) uodega Pre-mIRNR

L |

Pri-miRNR

1 paveiklas. MiRNR struktiira (pri-miRNR —> pre-miRNR —> miRNR dukplesas)(adaptuota
pagal[11])

9.1.1.2 MiRNR apdorojimas citoplazmoje

Pre-miRNR pernaSa vyksta pro didelius baltyminius kanalus, jsiterpusius j branduolio membrana
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— branduolio poras. Pre-miRNR patenka j citoplazma, veikiant eksportino-5 (angl. exportin-5, XPO5) ir
su RAS susijusio branduolinio baltymo guanozino-5'-trifosfatazés (angl. Ras-related nuclear protein
guanosine-5'-triphosphatase, Ran-GTPase, Ran-GTPazés) kompleksui. Pre-miRNR pernasa prasideda,
kai XPOS5 atpazjsta pre-miRNR kamieno 3’ iskyS3a, po to kartu prisijungia tiek prie pre-miRNR, tiek
prie GTP prisijungusio kofaktoriaus Ran, esanCio branduolyje. Su XPOS5 surista pre-miRNR yra
transportuojama i$ branduolio, GTP hidrolizés metu pre-miRNR yra paleidziama ] citoplazma [8,12].
Citoplazmoje galing pre-miRNR kilpa skelia RNazés 111 endonukleazé Dicer — fermentas, kuris atpazjsta
2 nt pre-miRNR plauky smeigtuko iSkySa ir nukerpa kilpos struktiirg, taip sukurdamas 22 nt miRNR
dupleksa. MiRNR dupleksas yra jtraukiamas j daugiabaltyminj RNR sukelto nutildymo kompleksg (angl.
RNA-induced silencing complex, RISC). RISC naudoja miRNR kaip Sablong papildomoms iRNR
atpazinti. RISC kompleksg sudaro argonauty (AGO) poSeimio baltymai, i$§ kuriy pagrindinis reguliavimo
elementas yra AGO2 baltymas, padedantis miRNR prisijungti prie taikininés iRNR ir pasiZymintis
endonukleaziniu aktyvumu. AGO baltymai yra RNR jungiantys baltymai, kurie lastelése susieja miRNR
biogenez¢ su jy fiziologiniu veikimu [13,14]. AGO baltymai yra atsakingi uz dvigubos grandinés
miRNR jkelimg j RISC ir subrendusios miRNR grandinés atrankg. Remiantis termodinaminiu 5' galo
stabilumu, viena grandiné tampa vedanciaja grandine (angl. guiding strand), o kita grandiné, vadinama
keleivine grandine (angl. passenger strand), yra pasalinama ir degraduojama. Duplekso grandiné su
mazesniu termodinaminiu stabilumu tampa vedancigja grandine [2,15]. Po miRNR duplekso
1Svyniojimo viena grandiné yra paliekama ir jtraukiama j funkcinj miRNR sukelto slopinimo kompleksg
(angl. microRNA-induced silencing complex, miRISC), kita grandiné disocijuoja. MiRNR nukreipia
miRISC j tiksling iRNR ir sutrikdo jos raiSkg (2 paveikslas) [2].

gle
Kilpa é | S
N g | 3
ol
< , mhis RISC
| Brandi miRNR
Drosha ( ) [ Dicer Ikg}glés 1 Pamatiné seka
apdorojimas I apdorojimas
/ .
5' galas \ I Mi-RNR dupleksas
3'iskysa |
Pri-miRNR Pre-miRNR I Veikimas j iRNR

2 paveiklas. MiRNR kanoninio kelio etapai (adaptuota pagal [16])
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9.1.2 MiRNR biogenezé ne kanoniniu keliu

Nustatyta, kad kai kurios miRNR susidaro alternatyviu biogenezés keliu ir yra vadinamos
nekanoninémis miRNR. Ne kanoning miRNR biogeneze galima suskirstyti ] nuo Drosha/DGCRS
nepriklausomus, nuo Dicer nepriklausomus ir nuo Drosha/DGCRS8 ir Dicer nepriklausomus kelius.
Intronai gali koduoti atskirg pri-miRNR klasg, kuri apdorojama nuo Drosha/DGCRS8 nepriklausomu
keliu. Si pri-miRNR klasé, vadinama mirtronais (angl. mirtrons). Pirminio miRNR transkripto sintezés
metu vyksta splaisingas [8], todél gauti transkriptai yra per trumpi, kad galéty biti apdorojami
Drosha/DGCR8 komplekso, juos apdoroja kitas fermentas DBR1 (angl. debranching enzyme 1, DBR1),
kurio pagalba sukuriama pre-miRNR [17]. Taip pat yra nuo Drosha/DGCRS priklausomas, bet nuo Dicer
nepriklausomas kelias. Vienintel¢ $iuo metu Zinoma miRNR, kurios biogenez¢é vyksta Siuo keliu yra
mMIRNR-451. Kaip ir kanoninio kelio budu pri-miRNR apdorojama Drosha/DGCRS, taciau susidaro
trumpesné pre-miRNR nei kanoninio kelio metu. Si pre-miRNR yra per trumpa, kad biitu kerpama Dicer.
Trumpos pre-miRNR yra jkeliamos j RISC kompleksg ir yra apdorojamos AGO2 baltymo, kad tapty
brandzia miRNR [18,19]. Taip pat atrastas ir nuo Drosha/DGCRS ir nuo Dicer nepriklausomas kelias,
kurio metu neapdorota, trumpa miRNR patenka j AGO ir atlieka miRNR funkcijas. Si pri-miRNR klas¢

vadinama agotronais (angl. agotrons). Visgi, $iy molekuliy biogenezé dar néra gerai suprantama [20,21].

9.2 MiRNR veikimo mechanizmas

MiRISC kompleksas slopina geny rai$kg. Subrendusi miRNR turi ,,pamating* (angl. seed) seka,
kuri visiSkai arba dalinai komplementariai jungiasi su iRNR-taikinio sekomis, esanfiomis 3°-
netransliuojamo regione (angl. 3' untranslatedregion, 3‘UTR). MiRNR komplementarumo principu taip
pat gali jungtis prie seky, esan¢iy 5' netransliuojamoje srityje (angl. 5' untranslated region, 5' UTR) bei
transliuojamuose iRNR srityse (angl. coding sequences, CDS) [22,23]. Visgi, saveika tarp miRNR ir 3'
galo yra daznesné, nes $ios sekos atlicka svarby vaidmenj mRNR metabolizme, kontroliuoja mRNR
stabilumg [7,22,24]. Geny raiskos reguliavimo mechanizmas priklauso nuo to, ar komplementarumas
tarp MiIRNR ir iRNR-taikinio seky yra tobulas, ar ne. Esant tobulam miRNR-iRNR baziy pory
komplementarumui, aktyvuojamas AGO2 baltymy endonukleazinis aktyvumas ir iRNR suskaidoma.
Esant netobulam baziy pory komplementarumui yra slopinama transliacija, iRNR negali biiti prijungta

prie ribosomy (3 paveikslas) [25].
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seka
3’ > IRNR
N ! suskaidoma
Tobulas komplementarmas
_Pamating"
zaka
£ 5 Slobi
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9.3 MiRNR sgsajos su véziu

9.3.1 MiRNR tipai véZio atvejais

Tyrimai rodo, kad miRNR ypac svarbios naviky patogenezés procesuose [25]. Priklausomai nuo
MIiRNR funkcijos naviky vystymuisi, jos skirstomos j: navikg slopinanc¢ias miRNR (slopinancias
onkogeny arba geny, sukelian¢iy apoptozg, raiska) ir onkogenines miRNR (aktyvinancias onkogeneze¢
arba slopinancias onkogeneze¢ slopinanciy geny raiskg) [26]. Iprastai, tarp $Siy miRNR tipy vyrauja
pusiausvyra, dél kurios lasteleés iSlieka normalios morfologijos, iSlaikomas jprastas lIgsteliy dauginimosi
greitis[1].

Identifikuota daugybé navika slopinanéiy (9.3.1 skyrelis) ir onkogeniniy (9.3.2 skyrelis) miRNR,
kurios dalyvauja kancerogenezés procesuose. Visgi, dar ne visy miRNR reik§Sme yra iStirta jvairiy
veéziniy susirgimy atveju, todél tai skatina ir toliau ieskoti naujy miRNR, tirti jy funkcijas bei nustatyti

galimg kaip bioZymeny panaudojima.

9.3.1.1 Navika slopinancios miRNR

MiR-15 ir miR-16. Tai pirmosios miRNR tarp kuriy nustatyta sgsaja tarp miRNR ir vézio.
Nustatyta, kad jy raiSka sumazéja sergant létine limfocitiné leukemija [27]. Taip pat Sios molekulés

siejamos su prostatos véziu ir daugybine mieloma [28,29]. MiR-15 ir miR-16 reguliuoja fibroblasty
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augimo veiksnio 2 (angl. fibroblast growth factor 2, Fgf-2) veikla, kuris veikia tiek stromos, tiek naviko
lasteles ir skatina vézio lasteliy iSgyvenamuma, proliferacijg ir migracijg, aktyvuma [30].

Let-7 Seima. Let-7 Seimai priklausan¢ios miRNR dalyvauja naviko kamieniniy Igsteliy, kolonijy
formavimosi, proliferacijos, diferenciacijos slopinimo procesuose. Siy miRNR sumazéjimas sukelia
onkogeno RAS, kuris prisideda prie keleto tipy Zmogaus naviky patogenezés, padidéjusia raiska [30,31].

MiR-34 Seima. Sios $eimos miRNR susijusios su storosios ir tiesiosios Zarnos [32], prostatos
[33], krities [34] ir kepeny navikais [35]. Sios molekulés slopina naviko progresavima veikdamos

sinergistiskai su navikus slopinanc¢iu baltymu p53 [36].

9.3.1.2 Onkogeninés miRNR

MiR-155. Sios molekulés raiska zymiai labiau isreiksta lyginant su sveikais audiniais, kriities
[37], storosios zarnos [38], kasos [39], skydliaukés [40] ir plau¢iy navikuose [41], kur ji laikoma blogos
prognozés zymeniu [42]. miR-155 kontrolivoja T lgsteliy funkcijg ir reguliuoja B lasteliy proliferacija,
antikiiny gamybg. Didelé¢ miR-155 raisSka prisideda prie B Igsteliy piktybiniy naviky ir autoimuniniy ligy
atsiradimo bei progresavimo [30,43].

MiR-222 ir miR-221. Siy molekuliy raiska biina padidéjusi jvairiuose solidiniuose navikuose,
jskaitant kepeny [44], krities [45], skydliaukés [46] ir odos navikus [30]. Manoma, kad miR-221/222
veikia kaip onkogenai, nes slopina daugelj navikus slopinanciy veiksniy, jskaitant navikus slopinancius
baltymus nuo ciklino priklausomos kinazés 1B inhibitoriy (angl. cyclin-dependent kinase inhibitor 1B,
CDKN1B), fosfatazés ir tenzino homologo baltymg (angl. phosphatase and tensin homolog, PTEN) ir
metaloproteinaze-3 inhibuojantj baltyma (angl. Tissue Inhibito rof Metalloproteinases-3, TIMP3)
[30,47].

9.3.2 Sutrikusi miRNR raiska ir jos vaidmuo navikiniuose procesuose

Sutrikus miRNR raiSkos balansui padidéja tikimybé susirgti véZiniais susirgimais. Onkogeniniy
mMIRNR padidéjusi raiska sumazina navikg slopinanéiy baltymy raiska, 0 navikg slopinan¢iy miRNR
raiSkos sumazéjimas lemia aktyvesne onkogeniniy baltymy gamyba. Esant navika slopinan¢iy miRNR
mutacijoms, sutrinka navika slopinanc¢iy miRNR poveikis onkogeninéms iRNR, todé¢l néra stabdoma
onkogeniniy baltymy transliacija, skatinama tumorogenez¢. Esant onkogeniniy miRNR mutacijoms,
sutrinka onkogeniniy miRNR poveikis navika slopinan¢ioms iRNR, todé¢l yra aktyviau stabdoma

onkogeniniy baltymy transliacija, slopinama tumorogenezé (4 paveikslas)[48,49].
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4 paveikslas. MiRNR vaidmuo naviky kancerogenezéje (Adaptuota pagal: [49])

Sie raiskos pokyéiai dazniausiai yra siejami su miRNR koduojanéiy geny lokalizacija.
Nustatyta, kad miRNR genai gali biiti iSsidést¢ nestabiliose arba su véziu susijusiose genomo srityse, o
§iy geny mutacijos ar kiti pakitimai lemia miRNR raiskos poky¢ius [50]. Isskiriami keli skirtingi
pakitusios miRNR raiSkos mechanizmai: genetiniai poky¢iai, epigenetinis reguliavimas, miRNR

biogenezés sutrikimai [51].

9.3.2.1 Genetiniai pokyciai

Vieno nukleotido polimorfizmai (VNP) yra vieni i§ labiausiai paplitusiy genetiniy pokyciy
Zzmogaus organizme. Tai yra DNR sekos variantai, kuriems btidingas vieno nukleotido pokytis. MiRNR
geny VNP gali reikSmingai paveikti miRNR raiskos lygmenj bei funkcijas ir tokiu biidu salygoti
patologinius procesus. Polimorfizmai, esantys miRNR ,,pamatinéje” sekoje, gali turéti jtakos jos
komplementarumui su tiksliniais genais ir lemti mMiIRNR-iRNR saveikos pokycius, kurie gali paskatinti

MIRNR-iRNR specifinj jungimasi arba slopinti miRNR raiska ir funkcijas. Priklausomai nuo to, kokia
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mIRNR paveikiama, tai gali skatinti arba slopinti onkologinius procesus [51,52].

9.3.2.2 Epigenetinio reguliavimas

MiRNR raiska gali buti reguliuojama epigenetiniy modifikacijy metu, pvz., vykstant DNR
metilinimui, histony modifikacijoms. CpG salos yra DNR metilinimo sritys, esancios geny
promotoriuose, kurie reguliuoja geny raiskg. MiRNR promotoriaus CpG saly metilinimas kei¢ia miRNR
raiskos lygj —esant hipermetilinimui miRNR raiska mazéja, tuo tarpu, hipometilinimo metu raiska didéja
[53,54]. Histony modifikacijos, kurios apima jy metilinimg ir acetilinima, taip pat gali aktyvuoti arba
slopinti miRNR raiska [55].

9.3.2.3 MiRNR biogenezés sutrikimai

Mutacijos, sutrikdancios, bet kurio miRNR biogenezéje veikiancio baltymo funkcijg, gali
nulemti miRNR raiskos pokucius ir tokiu budu salygoti navikinj procesg. Pavyzdziui, sumazéjusi Drosha
raiSka buvo nustatyta jvairiuose navikuose, pvz. $viesiyjy lgsteliy inksty karcinoma [56]. Taip pat
sumazeéjusi Dicer raiSka skatina navikiniy lgsteliy augimg ir migracija, o Ago2 buvo iSplites jvairiuose

navikuose, kuriuose onkogeninés miRNR veikia slopindamos savo taikinius [57].

9.4 Galvos ir kaklo navikai

9.4.1 Paplitimas ir Kklinikiné iSraiSka

Galvos ir kaklo véZzys (GKV) yra septintas pagal daznumg vézys pasaulyje. Kasmet
diagnozuojama daugiau kaip 660 000 naujy atvejy ir 325 000 miréiy nuo $ios ligos atvejy (5 paveiklas).
Apie 90 % (GKV) yra plokscialasteliné karcinoma, atsirandanti i§ burnos, nosies ir sinusy ertmiy, rykleés,
gerkly [58]. Pasaulinés vézio observatorijos (angl. Global Cancer Observatory, GLOBOCAN)
duomenimis, sergamumas galvos ir kaklo navikais didéja ir iki 2030 m. padidés 30 proc.[59]. GKV
priklausomai nuo lokalizacijos buidinga skirtinga epidemiologija, etiologija ir gydymas [60]. Taciau
nepaisant vézio gydymo pazangos, bendras pacienty, serganciy galvos ir kaklo navikais, penkeriy mety

iSgyvenamumas yra tik 40-50 proc.
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5 paveikslas. Galvos ir kaklo naviky paplitimas (adaptuota pagal: [58])

9.4.2 Simptomai

GKYV yra heterogeniSka virSutiniy kvépavimo taky piktybiniy naviky grupé. Anatominés ribos
skiria konkrecios vietos vézj: burnos ertmés ir lipos, ryklés, gerkly, nosies ertmés ir paranazaliniy sinusy
ir seiliy liauky (6 paveikslas). Dazniausi GKV simptomai: disfagija (apsunkintas ryjimas), otalgija (ausy
skausmas), gleivinés pazeidimai ir iSopé&jimas, burnos skausmas, svorio kritimas, neaiskis kaklo dariniai
[61,62]. Didzioji dalis pacienty pajaucia simptomus jau ligai pazengus. Iki 50 % burnos vézio atvejy
diagnozuojama pazengusios stadijos (III ir IV stadijos), nes dauguma pacienty ankstyvosiose stadijose
nejaucia simptomy ir nesikreipia i gydytoja, kol nepasireiskia aiSkiis simptomai, pavyzdZziui, skausmas,

kraujavimas arba masé burnoje ar kakle, jei jau yra i$plitimas j limfmazgius [63].
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9.4.3 Rizikos veiksniai

GKV gali sukelti daugelis veiksniy. Dazniausi veiksniai yra genetinis polinkis sirgti GKV,
aplinkos veiksniai, cheminiai kancerogenai, gausus alkoholio vartojimas [65]. Veiksniy reik§mé
priklauso nuo naviko lokalizacijos. Pavyzdziui, pagrindiniai ryklés GKV rizikos veiksniai yra Epstein-
Barr viruso infekcija, Zzmogaus papilomos viruso infekcija, gastroezofaginisrefliuksas, alkoholio
vartojimas, riukymas [66-68]. Pagrindiniai gerkly GKV rizikos veiksniai yra alkoholio vartojimas,
rikymas bei toksisky medziagy, tokiy kaip asbestas ir sieros rugstis, poveikis [69,70].

9.4.4 MiRNR sasaja su galvos ir kaklo navikais

MIRNR daro jtaka GKV eigai: progresavimui, metastazavimui, iSgyvenamumui. Daugelyje
tyrimy miRNR buvo tiriamos kaip galimi terapiniai taikiniai ir bioZymenys, galintys pagerinti gydyma
ir ligos iSeitis [71]. Jy kiekis gali buti matuojamas biologiniuose skysciuose, jskaitant seruma, plazma ir
seiles, todel galima greitai gauti rezultatus ir atlikti pakartoting analize¢ gydymo efektyvumui jvertinti

[72]. Tyrimai rodo, jog pakitusios raiskos miRNR turi jtakos ligos progresavimui [73]. Labiausiai iStirta
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mMIRNR klinikiniam taikymui yra miR-21. Jos per didelé raiska buvo susijusi su padidéjusia galvos ir
kaklo naviky metastaziy tikimybe ir mazesniu iSgyvenamumu [74]. Taip pat Zinoma, kad daugelio
miRNR pakitimai, tokiy kaip, miR-200c gali didinti naviko rezistentiSkuma gydymui [75]. Nustatyta,

kad sumazéjusi miR-34a raiska gali buti naviko lasteliy proliferacijos bei angiogenezés priezastis [76].

9.4.5 MiR- 200a ir miR- 200b sasaja su galvos ir kaklo navikais

MiR-200 Seima yra viena i$ labiausiai i$tirty miRNR grupiy. Vieni i§ Sios Seimos atstovy yra
miR-200a ir 200b. Sios MiRNR véZiniy susirgimy metu dazniausiai veikia kaip naviko slopintojos [40].

Jos yra koduojamos 1 chromosomoje ir turi pamating sekg AAUACUG (7 paveiklas) [77,78].

Chromosoma 1

(T DT TN

1p33.36
AN
——— -
miR-200b miR-200a miR-429

7 paveikslas. MiR-200a ir miR-200b vieta chromosomoje (Adaptuota pagal: [79] ).

Tyrimai rodo, jog jy veikimas pasireiSkia vézio metastazavimo pokyciais,
chemorezistentiSkumo mazinimu ir véziniy lasteliy dauginimosi slopinimu, Igsteliy virtimo j véZines
Igsteles slopinimu, epitelinio audinio virtimg j mezenchiminj (angl. epithelial to mesenchymal transition,
EMT) [77,80,81]. Remiantis tokiomis sgvybémis Sie du miR-200 Seimos atstovai gali biiti potencialds
taikiniai véZio diagnostikoje ir terapijoje. Viena i§ pagrindiniy miR-200 funkcijy yra poveikis svarbiam
veézio vystymosi etapui, epitelinio audinio virtimui } mezenchiminj. EMT metu epitelinés lasteles
praranda apiko-bazinj poliSkumg ir tampa maziau tarpusavyje sukibusios, todél padidéja jy migraciniai
gebéjimai. VéZio atvejais tai didina lasteliy invazyvuma ir metastaziy tikimybe [43]. Siame procese
dalyvauja transkripcijos faktoriai, ,,cinko pirSty E-dézutés prijungiantis baltymas 1 ir 2 (angl. Zinc
finger E-box binding homeobox 1 (ZEB1) and zinc finger E-box binding homeobox 2 (ZEB2)).

Tyrimai rodo, jog miR-200 Seima yra esminis EMT reguliatorius, veikiantis ZEB1 ir ZEB2 per
tiesiogine sgveikg su jy iRNR 3’ UTR. Sumazindama ZEB1 ir ZEB2 raiskg, miR-200 Seima reguliuoja

lastelés E-kadherino kiekj ir palaiko j epitelj panasesng lastelés buiseng [43].
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MiR-200 Seima neigiamai veikia jvairiy vézio risiy, jskaitant GKV EMT progresavima,
kontroliuodama transkripcijos faktoriy ZEB1 ir ZEB2 raiska. Tyrimai rodo, kad miR-200 yra
perspektyvis GKV diagnostikos zymenys [82]. Pavyzdziui, viename tyrime nustatyta, kad miR-200a
kiekis burnos ploks¢iyjy lasteliy karcinoma serganciy pacienty seiliy méginiuose biina daug mazesnis
nei pacienty po radioterapijos [83]. MiR-200b tyrimuose atrasta, kad §i molekulé stabdo véziniy lasteliy
augimg ir migracijg ir jos raiSka reikSmingai mazesné nazofaringine karcinoma serganciy pacienty
nosiaryklés audiniuose [84]

Visgi, duomeny apie specifinius miRNR raiskos pozymius galvos ir kaklo naviky klinikiniuose
meéginiuose yra nedaug. Tod¢l ateityje biitina nustatyti galimas sgsajas tarp miRNR raiskos ir klinikiniy
veiksniy, pvz. naviko stadijos, metastaziy buvimo ir prognozés analizuojant didesnj GKV atvejy skaiciy

[85,86].
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10. METODIKA

10.1. Tiriamoji grupé ir objektas

Tiriamoji grupé: i tyrimg buvo jtraukti pacientai, sergantys galvos ir kaklo navikais (n = 115).
Pacienty méginiai (navikinis ir Salia esantis audiniai) buvo surinkti nuo 2016 m. iki 2020 m. LSMU
Kauno klinikose, laikomi - Onkologijos instituto biobanke. Tyrimams atlikti gautas rastiskas pacienty
sutikimas. Pacienty amzius diagnozés metu, patomorfologinés naviky savybés (T, N, M, progreso ir
mirties faktai) buvo surinkti i§ medicininiy korteliy su gydytojy otorinolaringology pagalba. Jtraukimo
kriterijai: pacientai su patvirtinta GKV diagnoze, iSsami medicininé istorija. Nejtraukimo kriterijai:
gretutinés ligos, nepatvirtinta diagnozé, medicininiy duomeny trilkumas. BMD tyrimui atlikti gautas
bioetikos leidimas Nr. BEC-MF-01. Tyrimui atlikti taip pat gautas Kauno regioninio biomedicininiy
tyrimy etikos komiteto leidimas (protokolas Nr. BE-2-10 ir Nr. P1-BE-2-10/2014).

Tiriamasis objektas: tyrimo metu buvo tirti miR-200a ir miR-200b raiSkos poky¢iai pacienty
navikinio ir Salia esan¢io audinio méginiuose bei jy sgsaja su naviko savybémis, ligos eiga. Tyrimai rodo,
kad Sios miRNR yra svarbios kancerogenezés procesuose, taciau vis dar triksta duomeny apie jy reikSme

GKV.

10.2. Tyrimo metodai ir eiga

Tyrimo metodai: miR-200a ir miR-200b raiskos poky¢iy jvertinimui taikytas tikro laiko-PGR
(TL-PGR) metodas. Tai metodas, kurio metu PGR ir pagausinto produkto nustatymas vyksta vienu metu.
Susidarancio produkto kiekis esamu laiku matuojamas naudojant fluorescuojancius Zymenis. PGR metu
stebimas fluorescencijos lygis, kuris didé¢ja susidarant didesniam produkty kiekiui. DaZniausiai
naudojami TL-PGR metodai paremti zymeny, komplementariy pagausinty produkty sekos fragmentui ir
termostabiliy DNR polimeraziy 5° egzonukleazinio aktyvumo, hidrolize. Hidrolizés Zymeny nustatymo
sistemose naudojami du kartus zymeéti fluorescuojantys oligonukleotidy Zymenys. Prie Zymens 5° galo
yra chemiskai prijungtas fluorescentinis Zymuo, vadinamas ,reporteriu“. To paties Zymens 3° gale
prijungtas Zymuo vadinamas ,,slopintoju®. Kol Zymuo reakcijos misinyje laisvas, fluorescencijos signalo
nebiina dél labai mazo atstumo tarp ,,reporterio® ir ,,slopintojo*. PGR metu §is Zymuo specifiskai jungiasi
su gausinamos sekos fragmentu. DNR sekos sintezés metu §is Zymuo yra skaldomas termostabilios DNR

polimerazés 5¢ nukleazinio aktyvumo pagalba. Nuskélus ,,reporterio* zymenj, prasideda fluorescencija.
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,»Reporteris* atskeliamas nuo zymens kiekvieno gausinimo ciklo metu, todél fluorescencija didéja

kiekviename cikle. Prietaiso sekos nustatymo sistema registruoja fluorescencija PGR metu (8 paveiklas).

TL-PGR metodas

DI C

—_—D 1
e

e .9

3
1 kDNR denataruojama
2 Zymuo susijungia su dvigrande DNR
3 Aptinkami fluorescencijos signalai
4  Kuo daugiau isskirta DNR tuo 3 .,
didesné fluorescencija GOLDBIO

8 pav. TL-PGR metodo mechanizmas, D- Zymuo ,,Reporteris*, Q- Zymuo

»Slopintojas* (Adaptuota pagal:(87) )

Tyrimo eiga:

1 etapas: Sio etapo metu i§ pacienty navikinio ir Salia esancio audinio méginiy buvo isskirta
visuminé RNR, naudojant ,,AllPrep DNA/RNA/miRNA Universal Kit* reagenty rinkinj (Qiagen) pagal
gamintojo rekomendacijas. Visy méginiy koncentracija buvo suvienodinta iki 5 ug/ul.

2 etapas: naudojant ,,TagMan® Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit“ (Thermo Fisher
Scientific, JAV) reagenty rinkinj pagal gamintojo rekomendacijas atliktas kopijinés DNR gavimas.

1-2 etapo metu paruosti kDNR méginiai buvo naudojami treciajame etape. Kadangi Sie méginiai jau

buvo isskirti anksciau, BMD metu atliktas tik treciasis etapas — geny raiskos tyrimai.
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3 etapas: TL-PGR atliktas naudojant ,,TagMan® Fast Advanced Master Mix* (Thermo Fisher
Scientific, JAV), ,,TagMan® Advanced miRNA Assay“ (Thermo Fisher Scientific, JAV) bei H>O be

nukleaziy. Pirmoje lentel¢je pateikti reagenty kiekiai reikalingi vienai reakcijai.

1 lentelé. Reagenty kiekis reikalingas vienai reakcijai

Reagentas Naudojamas tiiris vienai reakcijai
»lagMan® FastAdvancedMasterMix* 10 pL

»lagMan® AdvancedmiRNA Assay* luL

H20 be nukleaziy 4 pL

PGR reakcijos miSiniui naudojami reagentai pirmiausia atSildomi, véliau sumaiSomi ir
nucentrifiguojami. Reakcijos misinys ruosiamas j 1,5 mL mégintuvélj, sumaiSomas bei
centrifuguojamas. ParuoSiama 96 Sulinéliy plokstelé, kurioje vyks reakcijos. PGR reakcijos miSinys yra
i8pilstomas ] Sulinélius, po to j kiekvieng Sulinélj su PGR reakcijos miSiniu jpilama Sul. kDNR.

I plokstele pilama po 3 pakartojimus.

Reakcijos plokstelé su paruoStais méginiais uzdengiama lipniu dangteliu ir trumpai

centrifuguojama, kad turinys nusésty Sulinéliy dugne. Plokstelé jkeliama j “ QuantStudio™ 3”

(ThermoFisherScientific, JAV) termociklerj ir parenkami eksperimento nustatymai (2 lentel¢):

2 lentelé. TL-PGR reakcijos programa

Etapas Temperatiira Laikas Cikly skai¢ius
Fermento aktyvinimas | 95°C 20 sekundziy 1
Denatiiravimas 95°C 1 sekunde 40

Ilginimas 60°C 20 sekundziy 40

Santykiniai miRNR raiskos poky&iai apskai¢iuojami AACT metodu. Zemiau pateikta formulé
bei jos paaiskinimai:

AACT = (CT(K) - CT(P))referentinio geno — (CT(K) - CT(P)) tiriamojo geno

Cr yra ciklo numeris, kurio metu fluorescencija pasiekia slenkstine riba; (Cr) — Crp)) = ACt yra
tiriamojo geno raiskos lygis, palyginti su referentiniu genu, AACr yra tiriamojo geno ir referentinio
geno ACr skirtumas:

n= 2_AACT;

25



, kur n — geny raiskos pokytis (kartais); Ct(k) — kontrolinio méginio ribinio ciklo verté; Ctp)— tirlamojo

poveikio méginio ribinio ciklo verté.

Statistiné analizé

Statistiniam rezultaty apdorojimui naudota kompiuteriné programa ,,SPSS Statistics V26”.
Atlikta kiekybiné ir kokybiné analizé. Kiekybinés analizés metu naudojant Kolmogorov-Smirnov testa,
jvertintas duomeny pasiskirstymas grupése pagal normalyjj skirstinj. Skirtumai tarp grupiy vertinti
taikant Student's T testa (kai duomenys pasiskirste pagal Normalyjy skirstinj) arba Mann-Whitney U
testas (kai duomenys pasiskirste ne pagal Normalyjy skirstinj). P reikSme lygi arba mazesné uz kritinj
lygmenj (p < 0,05) parodé¢ statistiSkai reikSmingg skirtumg tarp grupiy. Kokybinés analizés metu
santykiné miR-200a ir miR-200b raiska buvo suskirstyta j dvi grupes: pacientai, kuriems nustatyta
sumazéjusi miRNR raiSka (mazesné uz 1), ir pacientai, kuriems nustatyta padidé¢jusi miRNR raiska
(didesné uz 1). Pozymiy pasiskirstymui tarp grupiy vertinti naudotas Chi-square testas, o jy skirtumams
jvertinti — dvinar¢ logistiné regresija. [Sgyvenamumo analizé atlikta naudojant Kaplan-Meier testg ir Cox

regresijg. P < 0,05 laikyta statistiSkai reikSminga.
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11. REZULTATAI

11.1 Patomorfologiniy naviko savybiy pasiskirstymas galvos ir kaklo navikais sergan¢iy
pacienty grupéje.

Tyrime dalyvavo 115 pacienty. Tiriamyjy amzius svyravo nuo 31 iki 85 mety, amziaus vidurkis
— 63,10+£0,963 m., mediana 62 m. 50,4% pacienty pagal TNM klasifikacija diagnozuotas T1 arba T2
lokalus naviko iSplitimas, o 49,6% pacientams T3 arba T4 dydzio navikas. Didesnei pacienty daliai
(60,9%) nebuvo nustatytas naviko plitimas j limfmazgius; didzioji dalis pacienty (96,5%) neturéjo
nustatyty naviko metastaziy. tirty 87,8% naviky tur¢jo lasteliy diferencijacijos laipsnj G1 arba G2. Apie
pusei pacienty (53,9%) diagnozuotas 3 arba 4 stadijos vézys. 47,0% pacienty miré, o 53,0% liko gyvi.
Tirty pacienty iSgyvenamumo laikotarpis ménesiais nuo 0 iki 70 ménesiy. Vidurkis - 18 ménesiy,

mediana - 16 ménesiy. 3 lenteléje pateikiami pacienty duomenys.

3 lentelé. Pacienty duomenys

Savybeé Kategorija Procentas (%) Skaicius (n)
Amzius < 63m 52% 60
AmzZius
Amzius > 63m 47,8% 55
Lokalus isplitimas T1;T2 50,4% 58
M T3, T4 49,6% 57
Isplitimas j NO 60,9% 70
limfmazgius (N) N1;N2;N3 39,1% 45
MO 96,5% 111
Metastazes (M)
M1 3,5% 4
Ca Gl;G2 87,8% 101
diferenciacijos
Stl; St2 46,1% 53
Vézio stadija(St)
St3; St4 53,9% 62
- Miré 47,0% 54
Mirtis
ISgyveno 53,0% 61
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11.2 Kiekybiné analizé.

11.2.1. MiR-200a raiskos poky¢iy jvertinimas bei jy sasaja su amZiumi diagnozés nustatymo
metu ir patomorfologinémis naviko savybémis.

MiR-200a raiskos poky¢iy duomenys pagal Kolmogorov-Smirnov testa buvo pasiskirste ne pagal
Normalyjj skirstinj (p < 0,001), todél skirtumams tarp dviejy grupiy analizuoti taikytas Mann—Whitney
U testas. Analizés metu nebuvo rasta statistiSkai reikSmingy sgsajy tarp miR-200a raiSkos pokyciy ir

amziaus diagnozés metu bei patomorfologiniy naviko savybiy (p > 0,05) (4 lentel¢).

4 lentelé. Sgsajos tarp miR-200a raiskos pokyciy ir amZiaus diagnozés metu bei patomorfologiniy

naviko savybiy

Savybés p
T 0,823
N 0,276
M 0,359
G 0,480
AmzZius 0,212
Mirties faktas 0,725

11.2.2. MiR-200b raiskos poky¢iy jvertinimas bei jy sasaja su amZiumi diagnozés nustatymo
metu ir patomorfologinémis naviko savybémis.

MiR-200b raiskos poky¢iy duomenys pagal Kolmogorov-Smirnov testa buvo pasiskirste ne pagal
Normalyjj skirstinj (p < 0,001), todél skirtumams tarp dviejy grupiy analizuoti taikytas Mann—Whitney
U testas. Analizés metu nebuvo rasta statistiSkai reikSmingy sagsajy tarp miR-200b raiskos poky¢iy ir
patomorfologiniy naviko savybiy (p > 0,05). Analizés metu buvo rasta statistiSskai reik§minga sgsaja tarp

amziaus diagnozés metu (p = 0,035) (5 lentele).
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5 lentelé. Sqsajos tarp miR-200b raiskos pokyciy ir amZiaus diagnozés metu bei patomorfologiniy

naviko savybiy

Savybés p
T 0,376
N 0,434
M 0,238
G 0,548
AmZius 0,035
Mirties faktas 0,602

11.3 Kokybiné analizé

Kadangi miRNR raiSka nenavikiniame audinyje buvo prilyginta 1 (vienetui), kiekvienam
pacientui jvertinta santykiné miR-200a ir miR-200b raiska navikiniame audinyje. Siekiant atlikti
kokybing analize, pacientai buvo suskirstyti j dvi grupes — pacientai, kuriems buidinga padidéjusi miRNR
raiSka (santykiné miRNR didesné uz 1), arba pacientai, kuriems badinga sumazéjusi miRNR raiska

(santykiné miRNR raiSka mazesné uz 1).

11.3.1 MiR-200a raiskos poky¢iy jvertinimas bei jy sasaja su amziumi diagnozés nustatymo metu
ir patomorfologinémis naviko savybémis

Tyrimo metu 44 pacientams (38,9%) nustatyta padidéjusi miR-200a raiska, tuo tarpu 69
pacientams (61,1%) — sumazéjusi. MiR-200a raiskos poky¢iy sgsaja SU amziumi diagnozés nustatymo
metu ir patomorfologinémis naviko savybémis 7 lenteléje (Chi-square testas). Rezultatai neparodé
statistiSkai reik§mingo sarySio su pacienty amziumi diagnozés nustatymo metu, pirminio naviko dydziu
(T), limfmazgiy jtraukimu (N), metastazémis (M), diferenciacija (G), mirties faktu. Logistinés regresijos

duomenys pateikti 6 lenteléje.
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6 lentelé. MiR-200a logistinés regresijos duomenys

95% pasikliautinieji

intervalai
B S.E. p Exp(B) Apatiné VirSutiné
reikSme reikSmeé
T -0,247 0,480 0,607 0,781 0,305 2,001
N 0,557 0,507 0,272 1,745 0,646 4,713
M -0,693 1,229 0,573 0,500 0,045 5,560
G -0,761 0,718 0,289 0,467 0,114 1,907
Amzius -0,506 0,405 0,212 0,603 0,308 1,795
Mirties -0,297 0,450 0,509 0,743 0,272 1,334
faktas
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1 lentelé. Savybiy pasiskirstymas esant sumazéjusiai arba padidéjusiai miRNR raiSkai

Savybé Sumazéjusi Padidéjusi p Sumazéjusi Padidéjusi p
miR-200a-3p | miR-200a-3p miR-200b-3p | MmiR-200b-3p
raiska raiska raiska raiska

T1arba T2 60,7% 39,3% 0,940 66,1% 33,9% 0,606
n=34 n=22 n=37 n=19

T3 arba T4 61,4% 38,6% 61,4% 38,6%
n=35 n=22 n=35 n=22

NO 63,8% 36,2% 0,460 68,1% 31,9% 0,223
n=44 n=25 n=47 n=22

N1;N2;N3 56,8% 43,2% 56,8% 43,2%
n=25 n=19 n=25 n=19

MO 60,6% 39,4% 0,561 63,3% 36,7% 0,633
n=66 n=43 n=69 n=40

M1 75,0% 25,0% 75% 25%
n=3 n=1 n=3 n=1

Glarba G2 | 58,6% 41,4% 0,151 61,6% 38,4% 0,217
n=58 n=41 n=61 n=38

G3arbaG4 | 78,6% 21,4% 78,6% 21,4%
n=11 n=3 n=11 n=3

Miré 65,4% 34,6% 0,384 67,3% 32,7% 0,464
n=34 n=18 n=35 n=17

ISgyveno 57,4% 42,6% 60,7% 39,3%
n=35 n=26 n=37 n=24

AmZius 54,2% 45,8% 0,120 52,5% 47,5% 0,010

<63m n=32 n=27 n=31 n=28

AmZius 68,5% 31,5% 75,9% 24,1%

>63m n=37 n=17 n=41 n=13

11.3.2 MiR-200b raiskos poky¢iy jvertinimas bei ju sasaja Su amZiumi diagnozés nustatymo metu

ir patomorfologinémis naviko savybémis

Tyrimo metu 41 pacientui (36,3%) nustatyta padidéjusi miR-200a raiska, o 72 pacientams

(63,7%) raiska buvo sumazéjusi. MiR-200b raiskos pokyCiy sgsaja su amziumi diagnozés nustatymo
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metu ir patomorfologinémis naviko savybémis 7 lenteléje (Chi-square testas). Rezultatai neparodé

statistiSkai reikSmingo rySio sU pirminio naviko dydziu (T), limfmazgiy jtraukimu (N), metastazémis

(M), diferenciacija (G), progreso ar mirties faktu. Taciau stebéta statistiskai reikSminga sgsaja tarp miR-

200b raiskos pokyciy ir amziaus diagnozés nustatymo metu (p=0.010) (5 lentelé). Logistinés regresijos

analizés rezultatai (8 lentelé) parodé, kad pacientams, kuriems liga buvo diagnozuota vyresniame nei 63

metai amziuje (>63m) miR-200b raiska buvo reikSmingai sumazéjusi (p= 0,023; Exp(B)= 0,382).

8 lentele. MiR-200b logistinés regresijos duomenys

95% pasikliautinieji

intervalai
B S.E. p Exp(B) Apatiné Virsutiné
reikSme reikSme
T -0,084 0,494 0,864 0,919 0,349 2,418
N 0,665 0,522 0,202 1,945 0,700 5,410
M -0,662 1,256 0,599 0,516 0,044 6,056
G -0,487 0,732 0,505 0,614 0,146 2,577
Amzius -0,961 0,423 0,023 0,382 0,167 0,877
Mirties -0,363 0,469 0,439 0,696 0,277 1,745
faktas

11.3.3 MiR-200a ir miR-200b raiskos poky¢iy sgsaja su ligos eiga

Remiantis Kalpan-Meier analizés duomenimis, statistiSkai reikSmingy sgsajy tarp miR-200a ar

miR-200b ir bendro i§gyvenamumo nebuvo rasta (Log rank p=0,243 (9 pav.), p=0,672 (10 pav.),

atitinkamai). Cox regresiné analiz¢ statistiSkai reik§mingo skirtumo taip pat neparodé.
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9 lentelé. Cox regresinés analizés duomenys

95% pasikliautinieji

intervalai
B S.E. p Exp(B) Apatiné VirSutiné
reikSmé reikSmé
miR-200a -0,366 0,323 0,257 0,693 0,368 1,306
miR-200b 0,126 0,304 0,678 1,135 0,625 2,060




12, REZULTATU APTARIMAS

Paskutiniu deSimtmec¢iu miRNR tyrimy kiekis iSaugo, siekiant atrasti naujy galimybiy vézio
diagnostikoje. Sis darbas atliktas Zinant, kad daugybé kity miRNR jau turi jrodyta koreliacijg su véZio
morfologinémis savybémis bei ligos eiga. Sio darbo metu pasirinktos dvi miRNR — miR-200a ir miR-
200b — ir nustatyti jy raiskos pokyciai bei sgsajos su klinikinémis ir morfologinémis savybémis, ligos
eiga pacienty, sergan¢iy galvos ir kaklo navikais, grupéje.Tyrimai rodo, miR-200a ir miR-200b yra
susijusios su prastesne ligos prognoze, metastazavimu, tac¢iau duomeny apie jy reikS§me¢ GKV, miisy
ziniomis, vis dar triksta.

MiRNR raiskos poky¢iai tirti tikro laiko-polimerazinés grandininés reakcijos metodu pacienty
navikiniuose ir $alia esan¢iuose audiniuose (N=115). Vienintelé Siame tyrime atrasta reikSminga sgsaja
buvo tarp vyresnio pacienty amziaus diagnozeés nustatymo metu ir sumaze€jusios miR-200b raiskos
(p=0.010).

Visgi, literatiiros duomenimis yra nustatyta koreliacija ne tik su amziumi. Pavydziui, Cappellesso
su bendraautoriais atliktame tyrime, kuriame dalyvavo 37 pacientai sergantys gerkly ploksc¢ialgsteline
karcinoma, buvo atrasta, kad sumazéjusi miR-200a raiSka yra statistiSkai reikSmingai (p = 0.04) susijusi
su ligos recidyvais [88]. Kitame Xia ir kolegy atliktame tyrime buvo rasta, kad nasofaringinés
karcinomos lgstelés su mazesne miR-200a ekspresija tur¢jo aktyvesng EMT, kas yra reikSmingai susijes
faktorius su naviko metastazém [89]. Dar viename tyrime, kuriame buvo tiriamos kasos naviky
kamieninés lgstelés, buvo rasta, kad didesné miR-200a raiSka mazina lgsteliy migracijg [90]. Jdomu tai,
kad kai kuriais véziniy susirgimy atvejais miR-200a raiSkos padidéjimas gali bati susijes su prastesne
ligos eiga. Tyrime apie miR-200a ir §lapimo piislés vézio sgsajas atrasta, kad didesné miR-200a raiSka
susijusi su mazesniu Dicer fermento kiekiu ir tai didina navikiniy lgsteliy invazijg j aplinkinius audinius
[91]. Tyrime apie miR-200a sasajas su kiaus§idziy véziu atrasta, kad didelé miR-200a raiska reikSmingai
susijusi su navikg slopinanéio geno protokadherino 9 (angl. Protocadherin 9, PCDH9) sumazéjusia
raiSka, o tai susij¢ su didesniu lokaliu iSplitimu bei metastazémis [92]. Sun ir kolegy atliktame tyrime,
kuriame dalyvavo 80 burnos plokscialasteline karcinoma sergantys ir 80 sveiki pacientai, buvo atrasta,
kad statistiskai reik§mingai mazesnis iSgyvenamumas pacienty su didesne miR-200b raiska, nei su
zemesne miR-200b raiska (p=0.002) ir pacienty amZius neturéjo jokios reik§mingos koreliacijos su miR-
200b raiska [93]. Dar viename tyrime, kurj atliko Hudcova ir kolegos, buvo tirta miR-200b sgsaja su
galvos ir kaklo naviky TNM Kklasifikacija ir buvo rasta reikSminga navikiniy lasteliy infiltracija i
limfmazgius audiniuose su zema miR-200b raiska (p=0.035), taip pat rasta, kad zema miR-200b raiska
reik§mingai susijusi su prastesne naviko lgsteliy diferenciacija (p=0.0001) [94]. Tyrime apie miR-200b
sgsajas su prostatos navikais atrasta, kad didesné miR-200b raiska susijusi su prislopinta naviko

angiogeneze bei maZesne véziniy lasteliy migracija [95]. MiR-200b sasajy su kriities véziu tyrime rasta,
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kad didesné miR-200b raiska slopina onkogeno LIM domeno kinazés 1 (angl. LIM domainkinase 1,
LIMK1) raiskg ir taip mazinama galimybé vézinéms lgsteléms metastazuoti [96]. PrieSingus nei

literatiiroje panasiy tyrimy rezultatus galéjo lemti per maza pacienty imtis.
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13. ISVADOS

1. Istyrus 115 pacienty, nustatytas dominuojantis miR-200a ir miR-200b raiskos sumazéjimas
pacienty, serganciy galvos ir kaklo navikais, grupéje.

2. MiR-200a raiSkos poky¢iai neturéjo reikSmingy sgsajy su galvos ir kaklo naviky
patomorfologinémis savybémis bei ligos eiga.

3. Pacientams, kuriems GKV diagnozuotas sulaukus daugiau negu 63 m., nustatyta statistiSkai
reikSmingai sumazejusi miR-200b raiska. Daugiau sgsajy tarp miR-200b ir naviko patomorfologiniy

savybiy ar ligos eigos nebuvo rasta.
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13. PRAKTINES REKOMENDACIJOS

Sio tyrimo metu vienintelis nustatytas statistiskai reikimingas miR-200b raiskos sumazéjimas
tarp vyresniy pacienty. Remiantis uzsienio literatiiroje nurodytais duomenimis, galima teigti, jog visgi
miR- 200a ir miR- 200b turi reikSmés. Atliktame tyrime pacienty imtis nebuvo pakankama. Norint
jvertinti miR- 200a ir miR- 200b sasaja su galvos ir kaklo naviky morfologija ir ligos eiga reikéty jtraukti
daugiau tiriamyjy j eksperimentg — tokiu atveju biity galima geriau suprasti, kokig jtakg Sios miRNR turi

naviky morfologijai ir ligos eigai.
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