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Списък на най-често използваните съкращения: 

Кирилица 

ДНК- дезоксирибонуклеинова киселина (DNA) 

ДПХ – доброкачествена простатна хиперплазия 

иРНК – информационна РНК (mRNA) 

кДНК – копи ДНК (cDNA) 

МАМ -  млади асимптоматични мъже 

микроРНК/ микроРНК-и -  miRNA/miRNAs 

мКРРП – метастатичен кастрационно резистентен рак на простатата 

РНК – рибонуклеинова киселина (RNA) 

РП - рак на простатата 

 

Латинца 

AUC – area under the curve 

DRE- дигитален ректален преглед 

FDR – false discovery rate 

GWAS - Genome Wide Association Studies (Големи геномни асоциативни проучвания) 

HRMA – High resolution melting analysis – анализ чрез високорезолютивно топене на ДНК 

kb – килобази 

MS-HRMA – метил специфичен анализ чрез високо резолютивно топене на ДНК 

PCA – principle component analysis – анализ на основните компоненти 

PCR – Polymerase Chain Reaction – Полимеразна Верижна Реакция 

PRACTICAL – Prostate Cancer Association Group to Investigate Cancer Associated Alterations in the 

Genome 

PSA – простатно специфичен антиген 

RT-PCR – Reverse Transcription PCR 

ROC curve analysis– receiver operating characteristics curve – анализ на ROC кривите 

SNP/SNPs – single nucleotide polymorphism/polymorphisms (еднонуклеотидeн полиморфизъм/ 

еднонуклеотидни полиморфизми) 
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ВЪВЕДЕНИЕ 

Ракът на простатата (РП) представлява основен здравен проблем в развитите страни тъй 

като има висока честота на заболеваемост и смъртност, и засяга най-често възрастните мъже. По 

тази причина е необходимо намирането на биомаркери, които да са по-надежни от серумните нива 

на PSA, да спомагат за ранно и неинвазивно диагностициране, ограничавайки броя на ненужните 

биопсии, да могат да се използват за разграничаване на пациентите с агресивни от неагресивни 

тумори и за прогнозиране на изхода от проведено лечение. 

Въпреки напредъка в науката етиологията на РП не е напълно изсяснена. Единствените 

установени рискови фактори са възрастта, етноса и фамилната история. На генетичните фактори се 

дължат 42% от риска за развитие на това заболяване, но също е установено че и други фактори 

като възпаленията и имунната система, диетата, начина на живот оказват влияние. Все още не е 

изяснено взаимодействието между тях. 

Предполага се, че андрогените играят важна роля не само за нормалното развитие на 

простатната жлеза, но също така участват и в простатната карциногенеза. Доказателство за това са 

установените различни нива на андрогените при афро американците в сравнение с останалите 

популации и наблюдаваната различна честота на заболеваемост от РП. Открити са и полиморфни 

варианти в гени, участващи в андрогеновия метаболизъм като AR и CYP1B1, които модифицират 

риска за развитие на това заболяване. Резултатите за някои от тях обаче са противоречиви и по тази 

причина е необходимо тяхното изследване в различни популации. 

Епидемиологичните изследвания показват, че повишената консумация на червено месо и 

млечни продукти, които са главни източници на разклонени мастни киселинни, са асоциирани с 

риска за развитие на РП. В подкрепа на това е открито, че един от ензимите наречен AMACR, 

участващ в метаболизма на мастни киселини, e с повишена експресия в простатни тумори и 

полиморфизми в него модифицират риска за развитие на РП. Повишената активност на AMACR 

води до генериране на свободни радикали, за които е известно че предизвикват оксидативен стрес 

и ДНК повреди. Установено е, че оксидативният стрес е основен фактор в карциногенезата на 

простатната жлеза. 

Благодарение на големите асоциативни проучвания (GWAS) са открити над 70 хромозомни 

локуса асоциирани с РП като те обясняват около 30% от риска за развитие на това заболяване и 

имат нисък до среден ефект. Необходимо е тяхното многократно валидиране в различни 

популации. По-голяма част от асоциираните полиморфни варианти се намират в извънгенни 

области на генома и по тази причина, за да се разберат точните механизми, водещи до възникване 

на РП трябва да се намерят гените отговорни за получените сигнали от GWAS. Това би спомогнало 

за по-точно определяне на индивидуалния риск за развитие на РП. 

Простатната карциногенеза се съпътства от множество генетични, геномни и епигенетични 

промени. Някои от тези промени се изследват като потенциални диагностични и прогностични 

биомаркери. Тяхното валидиране е много трудно тъй като РП е хетерогенен и мултифокален 

(мултилокусен), и също така съществуват вариации в дизайна и използваните методи в отделните 

проучвания. Особен интерес обаче представляват неинвазивните биомаркери, които могат да се 

открият в телесни течности като урина и кръв (плазма/серум). Те дават възможност за изследване 

на пациенти с мултифокални и хетерогенни простатни тумори. Биомаркери изследвани в телесни 

течности при РП са например промоторното хиперметилиране, промяната в нивата на микроРНК-

ите (miRNAs) и иРНК-ите (mRNAs). микроРНК-ите и CpG промоторното метилиране са част от 

епигенетичния механизъм за контрол на експресията на гените, за който се предполага че е 

засегнат още в най-ранните етапи на простатната туморогенеза. Един от промоторно 

хиперметилираните биоамаркери интензивно изследван при РП е GSTP1. CpG промоторната 

област на този ген е метилирана във висок процент от изследваните биологични материли от 

пациентите с РП, но също така метилиране е открито и в проби на контроли без рак в някои 

проучвания. По тази причина ролята му в клиничната практика не е напълно изяснена. Промоторно 

хиперметилиране при РП е открито и при други гени като нови потенциални диагностични 
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биоамаркери са HIST1H4K и RASSF2. Интензивно се изследват и нивата на експресия на иРНК-ите. 

Биомаркерите AMACR, PCA3, PSA, GOLPH2 е установено, че имат променена експресия в урина от 

пациенти с РП в редица проучвания, но е необходимо тяхното валидиране. 

Обещаващи биомаркери са микроРНК-ите тъй като те функционират като туморсупресори 

и онкогени и са особено стабилни в сравнение с другите биомаркери. Редица проучвания показват, 

че нивата на експресия на let-7c, miR-30c, miR-141 и miR-375 са променени в плазма/серум на 

пациенти с РП спрямо контроли. 

В настоящия дисертационен труд е посветен на валидиране и търсене на нови генетични, 

епигенетични и експресионни биомаркери с по-добра диагностична и предиктивна стойност в 

сравнение с утвърдените към момента с цел подобряване на скрининга и ранното откриване на РП 

в България. Проведохме асоциативни проучвания на подбрани от литературата (в гените AR, 

CYP1B1, AMACR и такива открити от GWAS), и неизследвани до този момент полиморфни 

варианти (в хромозомния локус 11p15). Бяха изследвани нивата на експресия на иРНК и 

промоторно хиперметилирани биомаркери в урина, нивата на експресия на микроРНК-и в плазма, 

с цел определяне на тяхната диагностична и прогностична стойност и сравнихме получените 

резултати с тези докладвани от други изследователи. Проведохме и микроРНК експресионно 

профилиране в туморни и нормални простатни тъкани чрез микрочипове, за да открием нови 

потенциални биоамаркери при РП.  

 

ЦЕЛ И ЗАДАЧИ 

 

2.1. ЦЕЛ 

Изследване на генетични фактори асоциирани с рака на простатата при български 

пациенти и анализ на промоторното хиперметилиране, нивата на експресия на иРНК и 

микроРНК в различни биологични материали за определяне на тяхната роля като 

диагностични и прогностични биомаркери. 
 

2.2. ЗАДАЧИ 

За изпълнението на поставената цел си възложихме следните задачи: 

2.2.1. Подбор на пациенти с РП и контроли с български етнически произход (пациенти с 

доброкачествена простатна хиперплазия - ДПХ, популационни контроли съответстващи по пол, 

възраст и етническа принадлежност на пациентите, млади асимптоматични мъже - МАМ) и 

събиране на различни биологични материали. 

2.2.2. Оптимизиране на протоколите за изолиране на ДНК/РНК от изследваните биологични 

материали, където е необходимо. 

2.2.3. Провеждане на асоциативно проучване с подбрани от GWAS показали асоциация с 

РП еднонуклеотидни полиморфни варианти разположени в различни хромозомни локуси (7q21, 

8q24, 10q11, 11p15, 12q13, 19q13) и финно картиране на хромозомен локус 11p15 за прецизиране на 

асоциацията с РП получена за този локус. 

2.2.4. Провеждане на асоциативно проучване с подбрани от литературата полиморфизми в 

AMACR и в гени, свързани с метаболизма на андроген (CYP1B1, AR). 

2.2.5 Провеждане на генно експресионен анализ на PCA3 (DD3), PSA (KLK3), AMACR, 

GSTP1, COLPH2 (GOLM1) в урина на пациенти с РП и контроли с ДПХ чрез PCR в реално време, 

TaqMan технология. 

2.2.6. Изследване на промоторното хиперметилиране на GSTP1, HIST1H4K и RASSF2 в 

урина на пациенти с РП и контроли (ДПХ и МАМ) чрез HRM, MethyLight. 

2.2.7. Изследване на нивата на експресия на let-7c, miR-30c, miR-141 и miR-375 в плазма от 

пациенти с РП и контроли (ДПХ и МАМ) чрез PCR в реално време, SybrGreen технологията. 

2.2.8. микроРНК експресионно профилиране в туморни и нормални простатни тъкани чрез 

микрочипов анализ. 

2.2.9. Анализ на получените резултати. 
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3. МАТЕРИАЛИ И МЕТОДИ 
 

3.1. Клиничен и биологичен материал 

Участниците бяха набирани при рутинен скрининг на пациентите, насочени към Клиниката 

по Урология, Университетска болница “Александровска”, МУ - София за заболяване от простатен 

аденокарцином както и насочени от специалисти и общопрактикуващи лекари. Биологични проби 

като кръв и урина бяха взимани и от млади мъже, доброволци след подписване на информирано 

съгласие. Броят на включените пациенти с РП, контролите с ДПХ, популационните контроли и 

МАМ, както и вида използван биологичен материал за отделните проведени проучвания са 

представени в Таблица 1. Общо са изследвани 318 пациенти с РП, 182 контроли с ДПХ, 107 

популационни контроли и 50 МАМ.  
 

Таблица 1. Проведени проучвания, вида използван биологичен материал и броя 

включени пациенти с РП, контроли с ДПХ и МАМ 

Проучване Използван 

биологичен 

материал 

Брой 

пациенти с 

РП 

Брой 

контроли с 

ДПХ 

Брой 

популационни 

контроли 

Брой 

МАМ 

Асоциативни проучвания 

на еднонуклеотидни 

замени в различни 

хромозомни локуси 

открити при GWAS* 

Венозна кръв 318 182 75 - 

Асоциативни проучвания 

на полиморфизми в AR, 

CYP1B1 и AMACR гените** 

Венозна кръв 246 150 107 - 

Анализ на експресионни 

биомаркери PSA, PCA3, 

AMACR, GSTP1, GOLPH2 

Урина 54 13 - - 

Промоторно 

хиперметилиране на GSTP1 

чрез HRM анализ 

Урина 64 26 - 20 

Промоторно 

хиперметилиране на 

HIST1H4K и RASSF2 чрез 

MethyLight 

Урина 57 29 - 50 

Експресионен анализ на 

let-7c, miR-30c, miR-141, 

miR-375 

Плазма 59 16 - 11 

микроРНК експресионно 

профилиране чрез 

микрочипове 

Тъкан от 

радикална 

простатектомия и 

биопсия 

19 14 - - 

 

*- Всички еднонуклеотидни полиморфизми освен rs55930300 бяха изследвани в 190 пациенти с РП и 

169 контроли, от които 90 са с ДПХ, а останалите 79 са здрави популационни контроли съответстващи 

на болните по пол, възраст и етническа принадлежност. Популационните контроли бяха избрани от 

съществуващата ДНК биобанка в Центъра по Молекулна медицина. Полиморфизмът rs55930300 бе 

изследван в 381 пациенти с РП и 257 контроли, от които 182 са с ДПХ, а останалите 75 са популационни 

контроли. Генотипирането на всички еднонуклеотидни замени бе осъществено с помощта на TaqMan 

метода. 

**-Тринуклеотидният повторен полиморфизъм в AR бе изследван чрез фрагментен анализ в 246 

пациенти с РП и 261 контроли, от които 150 са с ДПХ и 107 са популационни контроли. Полиморфизмът 

rs2567206 в CYP1B1 бе генотипиран в 181 пациенти с РП и 168 контроли, от които 88 са с ДПХ, а 

останалите 80 са популационни контроли. Полиморфизмът в AMACR- rs3195676 бе генотипиран в 188 
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пациенти с РП и 163 контроли, от които 83 са с ДПХ, а останалите 80 са популационни контроли. 

Полиморфизмите в AMACR и CYP1B1 бяха изследвани чрез TaqMan метода. 

 

3.2. Преданалитична обработка на биологичните материали 

3.2.1. Изолиране на ДНК 

3.2.1.1. Изолиране на ДНК от венозна кръв 

За изолиране на ДНК от венозна кръв бе използвана полуавтоматизираната система 

Chemagic Magnetic Separtion Module I (Chemagen) и специален кит, включващ набор от реактиви, 

както и магнитни частици (M–PVA Magnetic Beads). Следваха се инструкциите на фирмата 

производител. 

3.2.1.2. Изолиране на ДНК от урина 

Изолирането на ДНК от урина бе осъществено с помощта на ZR Urine DNA Isolation Kit 

(Zymo Research). Този кит осигурява лесно и бързо изолиране на тотална ДНК от клетки и 

биологични седименти в проби от урина. Клетките от урината се изолират с помощта на 

спринцовка и специален филтър. След това се осъществява лизиране на клетките и събиране на 

лизата, който може да бъде обработен веднага или може да се съхрани до една седмица на стайна 

температура. Лизатът се прехвърля в колонки със специална мембрана. ДНК се закача за нея и се 

промива няколко пъти с Wash буфери (промиващи). Накрая ДНК се разтваря в Elution (Елуиращ) 

буфер и се прехвърля в 1.5 мл епруветки. Така изолираната ДНК може да бъде съхранена на -20 оС 

или -80оС, или може да бъде използвана веднага. При изолирането бяха следвани инструкциите на 

производителя, но първата стъпка бе модифицирана. 

3.2.2. Изолиране на РНК 

3.2.2.1. Изолиране на РНК от урина 

Изолирането на РНК от урина бе осъществено с помощта на ZR Urine RNA Isolation kit 

(Zymo Research), но също така бе използван Urine Exfoliated Cell RNA Purification kit (Fisher 

Scientific, но се предлага и от Norgen). И двата кита предлагат бързо с помощта на колонки 

изолиране на тотална РНК, включваща и малки РНК молекули от урина. Не използват фенол или 

хлороформ. Изолира се РНК с добро качество. По време на изолирането се осъществява и 

пречистване от ДНК с помощта на Dnase I ензим. Оптимизирана е първата стъпка от изолирането. 

3.2.2.2. Изолиране на РНК, съдържаща и микроРНК-и от плазма 

Изолирането на тотална РНК, включваща и микроРНК-и от плазма бе осъществено с 

помощта на специфичен кит: miRNeasy Serum/Plasma kit (Qiagen). Този кит комбинира 

фенол/гуанидин базираното лизиране на пробите и пречистване на тотална РНК с помощта на 

силициевите мембрани. 

3.2.2.3. Изолиране на РНК, съдържаща и микроРНК от тъкан 

Изолирането на тотална РНК, включваща и микроРНК-и от радикални простатектомии и 

биопсиите бе осъществено с помощта съответно на miRneasy Mini kit (Qiagen) и miRNeasy Micro 

kit (Qiagen). Бе оптимизирана стъпката на лизиране. 

3.2.3. Оценка на качеството и концентрацията на изолираната ДНК/РНК 

3.2.3.1. Измерване на концентрацията и определяне на качеството на изолираната ДНК/РНК 

чрез спектрофотометричен метод. Това бе осъществено с помощта на NanoDrop (Thermo Scientific) 

3.2.3.2. Измерване на концентрацията на изолираната ДНК/РНК с флуориметричен метод с 

помощта на Qubit (Life Technologies) 

3.2.3.3. Определяне на концентрацията и RINе на изолираната РНК от тъкан чрез Agilent 

2200 TapeStation Systems 

3.2.3.4. Определяне на качеството на изолираната ДНК посредством агарозна гел 

електрофореза 

3.2.4. Бисулфитно третиране на ДНК изолирана от урина 

Бисулфитното третиране бе осъществено с помощта на EZ DNA Methylation-GoldTM kit като 

се следваха инструкциите на фирмата производител. 
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3.2.5. Изготвяне на 100% метилирани контроли необходими за анализа на 

промоторното хиперметилиране с помощта на MSss I 

3.2.6. Обратна транскрипция на изолираната РНК за синтез на кДНК 

Обратната транскрипция на изолираната РНК от урина за синтез на кДНК бе осъществено с 

помощта на следните китове High-Capacity cDNA Reverse Transcription kits, Super Script III First-

Strand Synthesis Super Mix for qRT-PCR. 

Обратната транскрипция на изолираната РНК от плазма за синтез на кДНК от микроРНК бе 

осъществено с помощта на miScript II RT Kit. 
 

3.3. Аналитична обработка 
 

Използвана апаратура за аналитичните анализи: 

 Хладилна центрофуга Centrifuge 5810R (Eppendorf); 

 Устройство за разбъркване – Vortex - Press-to-mix (Snijders); 

 Сух стерилизатор МММ (Ecocell). 

 Системата Chemagic Magnetic Separation Module I (Chemagen) 

 NanoDrop (Thermo Scientific) 

 Qubit (Life Technologies) 

 Agilent 2200 TapeStation Systems 

 PCR апарат Bioer Gene Pro (Harlow scientific) 

 Микроцентрофуга Micro CL 21 (Thermo Scientific) 

 Aпарат за PCR-амплификация Veriti 96-well (ABI) или Bioer Gene Pro (Harlow 

scientific) 

 Микровълнова фурна за разтапяне на агарозата (Daewoo KOR 6C27); 

 Нивелирана маса за изливане на гела; 

 Вана за хоризонтална гел електрофореза (Science-Plus-UK); 

 Стартови гребени с размер на зъбците 5 x 1mm; 

 Токоизправител (Science-Plus-UK); 

 Фото-документационна система и UV–трансилюминатор с дължина на вълната 315nm 

(MiniBisPro - Bio Imaging Systems) 

 7900 HT Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems) 

 Beckman BIOMEK®FXp 

 Aвтоматичен секвенатoр ABI Prism 3130 xl (Applied Biosystems). 

 Aпарат за PCR-амплификация в реално време RotorGene 6000 (Qiagen). 

 Вакуумна центрофуга 

 Микрочипов скенер G2565CA (Agilent Technology) 

 Хибридизационна камера с въртящ ротор (Agilent Technology) 

 Магнитна бъркалка (x1 or x3) (Thermo Scientific) 

 Магнитна бъркалка с възможност за нагряване 

 Ледогенератор модел B20A (Fiochetti) 

 Таймер 

 Десикаторна кутия 
 

3.3.1. Полимеразна верижна реакция 

3.3.2. Генотипиране на еднонуклеотидни полиморфизми (Single Nucleotide 

Polymorhisms – SNP) чрез TaqMan технологията, PCR в реално време (Real Time PCR). 

Еднонуклеотидни полиморфизми генотипирани чрез TaqMan технологията са rs2567206 

(CYP1B1), rs3195676 (AMACR), rs6465657 (7q21.3, LMTK2), rs1016343 (8q24), rs4871008 (8q24), 

rs7841060 (8q24), rs620861 (8q24), rs10993994 (10q11.23, MSMB), rs7920517 (10q11.23), rs11603378 

(11p15.5, IGF2), rs2239681 (11p15.5, IGF2), rs10770125 (11p15.5, IGF2), rs3842756 (11p15.5, INS-

IGF2), rs2070762 (11p15.5, TH), rs11564710 (11p15.5), rs7127900 (11p15.5), rs55930300 (11p15.5, 

ASCL2). rs902774 (12q13.13), rs266849 (19q13.33, KLK3), rs2659056 (19q13.33, KLK15). 
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3.3.3. Изследване на (CAG)n микросателитен полиморфизъм в AR гена чрез 

фрагментен анализ и капилярна електрофореза 
Всяка една изследвана проба (PCR продукт) се смесва с вътрешен стандарт преди 

електрофореза. В текущото проучване бе използван молекулния стандарт GeneScan™ ROX 500, 

при който дължината на фрагментите е от 35 до 500 bp. Капилярната електрофореза бе проведена 

на автоматичен секвенатoр ABI Prism 3130 xl. 

3.3.4. Анализ на промоторното хиперметилиране на GSTP1 чрез топене с висока 

резолюция на ДНК (High Resolution Melting Analysis- HRMA) 

При анализът чрез топене с висока резолюция прицелният участък от геномната секвенция 

се генерира чрез амплификация и след това се подлага на топене при условия на постепенно 

повишаване на температурата в малки интервали от време. Едно от приложенията на HRM 

технологията е за анализ на метилиране чрез сравняване на профилите на топене на неизвестни 

проби с профилите на напълно метилирани и неметилирани контроли амплифицирани след 

бисулфитна модификация (MS-HRM). PCR продуктите на метилираните проби имат различен GC 

състав от PCR продуктите на неметилираните проби, в които цитозиновите ще са се превърнали в 

урацилови остатъци след бисулфитната модификация. По тази причина продуктите ще имат 

различен профил на топене.  

3.3.5. Анализ на промоторното хиперметилиране на HIST1H4K и RASSF2 чрез 

MethyLight анализ 

MethyLight е бисулфитно зависим, количествен, флуоресцентно базиран (TaqMan) PCR в 

реално време метод, който открива и количествено определя ДНК метилирането в геномна ДНК. 

Представлява много чувствителен метод, който може да открие метилирани алели в присъствието 

на 10 000 пъти излишество на неметилирани алели. MethyLight методът се базира на специфична 

хибридизация на праймери и проби към метилирани матрици. 

При този тип анализ се използват два типа реакции: 1) MethyLight реакции: бисулфитно 

превърнатата ДНК е матрица. Праймерите и пробата са специфични за метилирана ДНК и също 

така са специфични за бисулфитно третирана ДНК; 2) Бисулфитно специфична контролна реакция 

(ALU-C4): измерва количеството бисулфитно третирана ДНК в реакцията и служи за 

нормализация. 

Количеството метилирана ДНК бе определено с помощта на PMR. Формулата за 

изчисляване на PMR е следната: 

[((GENE-X mean value)sample/(ALU mean value) sample) / ((GENE-X mean value)M.SssI /(ALU mean value) 

M.SssI)] * 100 

Дизайнът на използваните праймери и проби в MethyLight анализа са е осъществен с помощта на 

софтуера Beacon Designer 7 

3.3.6. Експресионен анализ на PCA3 (DD3), PSA (KLK3), GSTP1, AMACR и GOLPH2 

(GOLM1) в урина на пациенти и контроли чрез TaqMan технологията, PCR в реално време 

(Real Time PCR) 

TaqMan методът позволява осъществяването на мултиплексни PCR реакции тъй като 

пробите за отделните реакции могат да бъдат белязани с различни флуоресцентни багрила. 

Пробите за изследваните гени бяха белязани с FAM, а пробата за ендогенната контрола 

(референтна контрола) беше белязана с VIC. Това ни позволи провеждането на дуплексни PCR 

реакции, съдържащи праймерите и пробите за амплификация на един от изследваните гени и 

ендогенната контрола. За ендогенна контрола бе избран B2M гена, кодиращ β-2 микроглобулин. 

В текущото проучване ние използвахме относително количествено определяне на генната 

експресия с използването на 2-∆∆Ct метода. 

3.3.7. Експресионен анализ на let-7c, miR-30c, miR-141 и miR-375 в плазма на пациенти 

и контроли 

Относителната генна експресия на изследваните микроРНК-и в плазма бе определена с 

помощта на 2-∆∆Ct метода. За разлика от анализа на биомаркери в урина за анализ на микроРНК-и в 

плазма използвахме SybrGreen технологията. 
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3.3.8. микроРНК експресионно профилиране чрез микрочипове на туморна и 

нормална простатна тъкан 

За осъществяването на микрочиповия анализ следвахме протокола “miRNA Microarray 

System with miRNA Complete Labeling and Hyb kit”, version 2.4, September 2011 на фирмата 

производител. Използвахме чиповете: Agilent G4870A, miRBase release 16, 8x60k формат и с 

AMADID №31181. На всяко от 8-те полета на чипа са включени 1205 човешки miRNAs и 144 

човешки вирусни miRNAs. Всяка miRNA е представена поне от 2 различни проби, за да може да 

дават информация за специфичността.  

Използвахме незадължителния за микрочиповия анализ Agilent microRNA Spike-In кит, 

състоящ се от два microRNA Spike-In разтвора, които служат като технологични контроли на 

белязането и хибридизацията. Използвахме този кит тъй като той подпомага разграничаването на 

значимите биологични данни от вариации и грешки при процесирането (обработването). 

3.3.9. Директно секвениране (Секвениране по Sanger) 

Директното секвениране бе използвано за потвърждаване на резултатите получени от 

фрагментния анализ на (CAG)n повтора в AR и резултатите получени от HRM анализа на 

промоторното хиперметилиране на GSTP1. 

 

3.4. Статистически методи за анализ 

Статистическите анализи бяха извършени с помощта на няколко статистически програми 

като: SPSS v.20 (Windows), Plink, Vassar stats (http://faculty.vassar.edu/), HaploView, MedCalc. 

Резултатите от асоциативните проучвания бяха проверени за отклоняване от закона на Харди-

Вайнберг чрез интернет програма на Helmholtz-muenchen. (http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/cgi-

bin/hw/hwa1.pl). Биоинформатичния и статистически анализ на получените резултати от микроРНК 

микрочиповия анализ бе осъществен с помощта на Gene Spring. 

3.4.1. Изчисляване на алелните и генотипни честоти. Изчисляване на хетерозиготност. 

Закон на Харди-Вайнберг 

3.4.2. Неравновесна скаченост 

3.4.3. Статистическа проверка на хипотеза 

3.4.3.1. Нулева хипотеза 

3.4.3.2. Метод χ2 

3.4.3.3. Тест на Фишер (Fishers’s test) 

3.4.3.4. Student’s Т тест анализ 

3.4.4. Съотношения на шансовете, относителен риск (Odds ratio – OR) 

3.4.5. Тест на Ман-Уитни (Mann–Whitney) за променливи с множество измервания 

3.4.6. Оценка на процента на фалшиво позитивни резултати (асоциации) при 

множествени сравнения: тест на Benjamini–Hochberg FDR 

3.4.7. Корелационни анализи 

3.4.8. Анализ на ROC кривите за определяне на диагностична точност на изследваните 

биомаркери 

3.4.9. Обработка на резултатите от микроРНК микрочиповия анализ 

След хибридизация микрочиповете бяха процесирани според инструкциите на фирмата 

производител. Анализът на резултатите бе извършен с помощта на Gene Spring 12.6 GX-PA като бе 

избран 90th percentile алгоритъма за нормализация и без корекция на baseline. 

3.4.9.1. Нормализация на данните 

3.4.9.2. Анализ на основните компоненти – PCA (Principle Component Analysis) 

3.4.9.3. Volcano plot 

3.4.9.4. Интерпретация на получените резултати 

След определянето на диференциално експресираните микроРНК-и в простатни тумори 

бяха открити и гените, които статистически значимо се повлияват от тях. След това се потърсиха 

пътищата, в които участват гените регулирани от микроРНК-ите с повишена експресия и гените 

регулирани от микроРНК-те с понижена експресия поотделно. Venn диаграмите бяха използвани за 
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представяне на гените регулирани от микроРНК-ите с повишена и понижена експресия, а така 

също и за представяне на клетъчните пътища, които са повлиявни едновременно от гените с 

предполагаема повишена и понижена експресия. Проведохме онтологичен анализ за 

класифициране на гените регулирани от микроРНК-ите с диференциална експресия според тяхното 

участие в клетъчни процеси и пътища най-силно засегнати в раковите клетки. За да определим 

дали микроРНК-ите показали диференциална експресия разграничават добре туморните от 

нормалните простатни тъкани, осъществихме йерархично клъстериране. 
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4. РЕЗУЛТАТИ 

 

4.1. Резултати от асоциативен анализ на полиморфни варианти открити при GWAS 

Генотипните и алелните честоти при пациентите и контролите на следните анализирани 

полиморфни варианти: rs6465657 (7q21.3), rs620861 (8q24), rs1016343 (8q24), rs7841060 (8q24), 

rs10993994 (10q11.33), rs902774 (12q13.13), rs266849 (19q13.33) и rs2659056 (19q13.33) не се 

различават статистически значимо. В Таблица 2 са представени полиморфизмите, които показват 

тенденция или са статистически значимо асоциирани с риска за развитие на РП при български 

пациенти. Честотата на генотипът T/T на rs4871008 (8q24) се среща по-често при контролите в 

сравнение с пациентите като се свързва с понижаване на риска за развитие на РП (OR-0.52, p=0.03). 

Генотипът А/А на rs7920517 (10q11) също има протективна роля (OR-0.54, p=0.014).  

Фино картиране на хромозомен локус 11p15.5 бе проведен за прецизиране на асоциацията 

получена от предходно проучване на консорциума PRACTICAL, в което участват и български 

пациенти. Бе анализиран първоначално показалия асоциация полиморфизъм rs7127900 в 

разширена извадка и бяха подбрани 7 неизследвани до този момент варианти (rs11603378 - в 

интрон на IGF2, rs2239681 - в интрон на IGF2, rs10770125 - Leu144Pro замяна в гена INS-IGF2, 

rs3842756 - в интрон на гена INS-IGF2, rs2070762 - в интрон на TH, rs11564710 - близо до TH гена, 

rs55930300 - в ASCL2 гена). Потвърди се генотипната асоциация на rs7127900 с риска за развитие 

на РП (Таблица 2). От неизследваните до този момент полиморфизми асоциация с риска за 

развитие на РП не показаха rs11603378, rs10770125, rs3842756 и rs55930300. Генотипът G/A на 

rs2239681 се среща по-често при контролите в сравнение с пациентите като резултатът е близко до 

статистическа значимост. Вероятно този генотип се свързва с редукция на риска за развитие на РП. 

Хомозиготното носителство на G алела на полиморфизма rs2070762 статистически значимо се 

свързва с повишаване на риска за развитие на заболяването (OR-1.685, p=0.04). Най-силна 

асоциация с РП в хромозомен локус 11p15.5 се получи за rs11564710 (Таблица 2, Фигура 1). 

Хомозиготното носителство на алел С (OR-0.46, p=0.001) на този полиморфизъм има протективна 

роля тъй като се среща по-често при контролите в сравнение с пациентите. Генотипът C/A води до 

над 2 пъти повишаване на риска за развитие на простатни карциноми (OR-2.21, p=3х10-4). 

Някои от изследваните полиморфни варианти показаха асоциация с риска за развитие на 

агресивни простатни тумори. В Таблици 3 и 4 са представени резултатите за полиморфизмите 

показали асоциация с риска за развитие на висок Gleason score и метастази.  

Хаплотипен анализ с полиморфните варианти в хромозомните локуси 8q24, 10q11 и 11p15 

бе проведен. Хаплотипните комбинации с полиморфизмите в 10q11 не показаха статистически 

значима асоциация с риска за развитие на РП и с клиникопатологичните характеристики. 

Хаплотипните комбинации, включващи полиморфизми в 8q24 са статистически значимо 

асоциирани с риска за развитие на тумори с висок Gleason score (Таблица 5). Хаплотипни 

комбинации, включващи изследваните полиморфни варианти в 11p15 показаха статистически 

значима асоциация с предразположеността за развитие на РП (Таблица 6). Хаплотипът A-C-G 

(rs2070762- rs11564710- rs7127900) се среща по-често при контроли в сравнение с пациентите и 

вероятно той има протективна роля (p=0.039). Други хаплотипни комбинации с полиморфизми на 

11p15 показаха асоциация с риска за развитие на далечни метастази (Таблица 7). 
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Таблица 2. Резултати от статистическия анализ за асоциация на полиморфизми с 

предразположеността за развитие на РП 

Хромозомен 

локус 

Полиморфизъм Генотип/ 

алел 

Пациенти Контроли OR, 

95% CI 

P 

8q24 rs4871008 

C/C 49 (32.02%) 49 (32.24%) 0.99 (0.61-1.6) 1 

C/T 82 (53.59%) 66 (43.42%) 1.5 (0.96-2.36) 0.09 

T/T 22 (14.38%) 37 (24.34%) 0.52 (0.29-0.94) 0.03 

C 180 (58.82%) 164 (53.95%) 1.22 (0.89-1.69) 0.25 

T 126 (41.18%) 140 (46.05%) 0.82 (0.6-1.13) 0.25 

10q11.23 rs7920517 

G/G 37 (19.79%) 38 (23.31%) 0.81 (0.48 -1.35) 0.43 

G/A 113 (60.43%) 74 (45.4%) 1.84 (1.2-2.8) 0.0053 

A/A 37 (19.79%) 51 (31.3%) 0.54 (0.33-0.88) 0.014 

G 187 (50%) 150 (46.01%) 1.17 (0.87-1.58) 0.32 

A 187(50%) 176 (53.99%) 0.85 (0.63-1.15) 0.32 

11p15.5 

rs7127900 

G/G 116 (62.7%) 116 (71.6%) 0.67 (0.42-1.05) 0.088 

G/A 64 (34.6%) 38 (23.5%) 1.73 (1.08-2.77) 0.034 

A/A 5 (2.7%) 8 (4.9%) 0.53 (0.17-1.67) 0.4 

G 296 (80%) 270 (83.33%) 0.8 (0.54-1.12) 0.28 

A 74 (20%) 55 (16.67%) 1.25 (0.85-1.84) 0.28 

rs2239681 

G/G 99 (55.62%) 84 (50%) 1.2 (0.82-1.91) 0.33 

G/A 60 (33.71%) 74 (44.05%) 0.65 (0.41-1) 0.06 

A/A 19 (10.67%) 10 (5.95%) 1.89 (0.85-4.19) 0.12 

G 258 (72.47%) 242 (72.02%) 1.02 (0.73-1.43) 0.93 

A 98 (27.53%) 91 (27.98%) 0.98 (0.7-1.36) 0.93 

rs2070762 

G/G 59 (34.1%) 39 (23.49%) 1.685 (1.05-2.71) 0.04 

G/A 72 (41.61%)  87 (52.41%) 0.65 (0.42-0.99) 0.05 

A/A 42 (24.28%) 40 (24.1%) 1 (0.61-1.66) 1 

G 190 (54.91%) 165 (49.7%) 1.23 (0.91-1.67) 0.19 

A 156 (45.09%) 167 (50.3%) 0.8 (0.6-1.1) 0.19 

rs11564710 

C/C 48 (28.23%) 77 (45.83%) 0.46 (0.296-0.73) 0.001 

C/A 99 (58.24%) 65 (38.69%) 2.21 (1.43-3.41) 3х10-4 

A/A 23 (13.53%) 26 (15.48%) 0.85 (0.47-1.57) 0.65 

C 195 (57.35%) 219 (65.18%) 0.72 (0.53-0.98) 0.04 

A 145 (42.65%) 117 (34.82%) 1.39 (1.02-1.9) 0.04 

 

 
Фигура 1. 
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Таблица 3. Резултати от статистическия анализ за асоциация с риска за развитие на ниско 

диференцирани простатни тумори (тумори с Gleason score над 7) 

Хромозомен 

локус 

Полиморфизъм Генотип/ 

алел 

Пациенти Контроли OR, 

95% CI 

P 

8q24 rs1016343 C/C 21 (47.73%) 106 (65.03%) 0.49 (0.25-0.96) 0.054 

C/T 19 (43.18%) 49 (30.06%) 1.77 (0.89-3.5) 0.11 

T/T 4 (9.09%) 8 (4.91%) 1.94 (0.53-6.76) 0.47 

C 61 (69.32%) 261 (80.06%) 0.56 (0.33-0.95) 0.04 

T 27 (30.68%) 65 (19.94%) 1.77 (1.05-3) 0.04 

rs4871008 C/C 17 (44.74%) 49 (32.24%) 1.7 (0.82-3.51) 0.18 

C/T 18 (47.37%) 66 (43.42%) 1.17 (0.57-2.39) 0.72 

T/T 3 (7.89%) 37 (24.34%) 0.27 (0.08-0.92) 0.04 

C 52 (68.42%) 164 (53.95%) 1.85 (1.1-3.15) 0.027 

T 24 (31.58%) 140 (46.05%) 0.54 (0.32-0.92) 0.027 

rs7841060 T/T 21 (47.73%) 107 (64.85%) 0.49 (0.25-0.97) 0.05 

T/G 20 (45.45%) 50 (30.30%) 1.92 (0.97-3.78) 0.07 

G/G 3 (6.82%) 8 (4.85%) 1.44 (0.36-5.65) 0.7 

T 62 (70.45%) 264 (80%) 0.596 (0.35-1.01) 0.06 

G 26 (29.55%) 71 (20%) 1.68 (0.98-2.85) 0.06 

10q11.33 rs7920517 G/G 8 (18.60%) 38 (23.31%) 0.75 (0.32 -1.76) 0.54 

G/A 28 (65.12%) 74 (45.4%) 2.25 (1.12-4.52) 0.026 

A/A 7 (16.28%) 51 (31.3%) 0.43 (0.18-1.02) 0.06 

G 44 (51.16%) 150 (46.01%) 1.23 (0.76-1.98) 0.40 

A 42 (48.84%) 176 (53.99%) 0.81 (0.51-1.31) 0.40 

 

 

Таблица 4. Резултати от статистическия анализ за асоциация с риска за развитие на 

метастази 

Хромозомен 

локус 

Полиморфизъм Генотип/ 

алел 

Пациенти Контроли OR, 

95% CI 

P 

8q24 

rs1016343 

C/C 13 

(44.83%) 

106 (65.03%) 0.44 (0.196-0.97) 0.06 

C/T 15 (51.72%) 49 (30.06%) 2.49 (1.11-5.56) 0.03 

T/T 1 (3.45%) 8 (4.91%) 0.69 (0.08-5.75) 1 

C 41 (70.69%) 261 (80.06%) 0.6 (0.32-1.12) 0.12 

T 17 (29.31%) 65 (19.94%) 1.66 (0.89-3.12) 0.12 

rs7841060 

T/T 11 (39.29%) 107 (64.85%) 0.35 (0.15-0.8) 0.01 

T/G 16 (57.14%) 50 (30.30%) 3.07 (1.35-6.95) 0.009 

G/G 1 (3.57%) 8 (4.85%) 0.73 (0.087-

6.04) 

1 

T 38 (67.86%) 264 (80%) 0.53 (0.28-0.98) 0.05 

G 18 (32.14%) 71 (20%) 1.89 (1.02-3.53) 0.05 

10q11.33 rs7920517 

G/G 7 (24.14%) 38 (23.31%) 0.96 (0.38 -2.41) 1 

G/A 19 (65.52%) 74 (45.4%) 2.29 (1-5.22) 0.07 

A/A 3 (10.31%) 51 (31.3%) 0.25 (0.07-0.87) 0.024 

G 33 (56.90%) 150 (46.01%) 1.55 (0.88-2.72) 0.15 

A 25 (43.10%) 176 (53.99%) 0.65 (0.37-1.13) 0.15 
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Таблица 5. Статистически анализ на хаплотипите на маркерите в 8q24: 1) rs1016343, 2) 

rs4871008, 3) rs7841060, 4) rs620861, 5) rs10505477, 6) rs6983267 и 7) rs1447295 за асоциация с 

висок Gleason score 

Хаплотип Честота Пациенти, 

Контроли 

съотношения 

χ 2 p 

1 2 3 4 5 6 7 

T C G A A G C 0.029 0.061, 0.021 3.847 0.0498 

C T T     0.425 0.318, 0.453 5.072 0.0243 

T C G     0.218 0.302, 0.196 4.479 0.0343 

 T T     0.426 0.325, 0.453 4.603 0.0319 

 C G     0.218 0.302, 0.196 4.479 0.0343 

 C   A   0.271 0.372, 0.244 5.522 0.0188 

 

Таблица 6. Статистически анализ на хаплотипите на полиморфизмите в 11p15: 1) 

rs11603378; 2) rs2239681; 3) rs10770125; 4) rs3842756; 5) rs2070762; 6) rs11564710; 7) rs7127900; 8) 

rs55930300 за асоциация с риска за развитие на РП 

Хаплотип Честота Пациенти, Контроли 

съотношения 

χ 2 p 

1 2 3 4 5 6 7 8 

    A C G  0.308 0.272, 0.345 4.255 0.0391 

     C G  0.591 0.551, 0.632 4.731 0.029 

   T A C   0.067 0.049, 0.085 3.514 0.0609 

   T A C G  0.062 0.045, 0.079 3.483 0.062 

G G A T A C G G 0.044 0.038, 0.050 0.588 0.4433 

 

Таблица 7. Статистически анализ на хаплотипите на полиморфизмите в 11p15: 1) 

rs11603378; 2) rs2239681; 3) rs10770125; 4) rs3842756; 5) rs2070762; 6) rs11564710; 7) rs7127900; 8) 

rs55930300 за асоциация с риска за развитие на метастази при РП 

Хаплотип Честота Пациенти, 

Контроли 

съотношения 

χ 2 p 

1 2 3 4 5 6 7 8 

G G G C     0.011 0.036, 0.006 4.163 0.0413 

G  G C     0.010 0.038, 0.006 4.905 0.0268 

G  G      0.011 0.039, 0.006 4.822 0.0281 

G G G C G C G G 0.011 0.036, 0.007 3.838 0.0501 

 

4.2. Резултати от асоциативен анализ на полиморфни варианти разположени в гените 

CYP1B1, AR и AMACR 

В CYP1B1 бе изследван полиморфизма rs2567206, намиращ се в промоторната област. При 

анализа на получените резултати от генотипирането на този полиморфен вариант не се откриха 

статистически значими разлики в генотипните и алелните честоти при пациентите и контролите. 

Полиморфизмът не показа корелация с риска за развитие на агресивно заболяване.  

Микросателитът (CAG)n в екзон 1 на AR с открити 17 алела при пациентите и контролите 

също не показа асоциация с РП. Дължината на повторите варира между 14-29 и 31 като се 

наблюдава пик при алел 21 и още един при алел 24 (Фигура 2). Не открихме алел 30 сред 

пациентите и контролите. Разлика в честотата на късите алели (14-19 CAG повтори) между 
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пациентите и контролите не бе открита. Не бе намерена и корелация на изследвания микросателит 

с агресивен РП. 

 

Фигура 2. (CAG)n полиморфизъм в AR при пациенти и контроли. 

При сравнението на генотипните и алелните честоти на полиморфизма rs3195676, намиращ 

се в AMACR на всички пациенти спрямо контролите не се получиха статистически значими 

резултати. Полиморфизмът беше проверен дали е асоцииран с риска за развитие на простатни 

тумори с висок Gleason score, с развитие на метастази, а така също и с двата фактора едновременно 

(Gleason score над 7 и наличие на метастази). Алелът Т се среща по-често при пациентите с висок 

Gleason score или с метастази, а така също при пациентите с висок Gleason score и метастази 

едновременно, но резултатите не достигат статистическа значимост. Най-високо OR за алел Т се 

наблюдава при пациентите с висок Gleason score и метастази. Носителите на този алел имат 2 пъти 

повишен риск за развитие на агресивен РП с метастази. Алелът C и в трите групи пациенти 

вероятно е протективен. Генотипът C/C се среща само в 5% от пациентите с Gleason score над 7 и с 

метастази и в 22.7% от контролите (Таблица 8). Този резултат също е близко до статистическа 

значимост (р=0.08) и има много нисък относителен риск (OR-0.18). 
 

Таблица 8. Статистически анализ за асоциация на полиморфизма rs3195676 с развитие на РП 

с висок Gleason score и метастази 

Генотип/ 

алел 

Пациенти 

(n=20) 

 

Контроли 

(n=163) 

OR 

(95% CI) 

P  

Fisher, two-

tailed 

C/C 1 (5%) 37 (22.7%) 0.18 

(0.02-1.38) 

0.08 

C/T 12 (60%) 88 (53.99%) 1.28  

(0.5-3.29)  

0.64 

T/T 7 (35%) 38 (23.31%)  1.77 

 (0.66-4.76) 

0.27 

C 14 (35%) 162 (49.7%) 0.55  

(0.27-1.08) 

0.09 

T 26 (65%) 164 (50.3%) 1.83 

 (0.92-3.64) 

0.09 

 

 

4.3. Резултати от анализа на промоторно хиперметилиране на гените GSTP1, 

HIST1H4K и RASSF2  

Определянето на диагностичната точност на изследваните биомаркери бе осъществено с 

помощта на анализа на ROC кривите. Диагностичната точност на всеки от биомаркерите бе 

сравнявана с тази получена за серумните стойности на PSA в съответната анализирана група от 
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пациенти и контроли с ДПХ. За статистически значими резултати от всички проведени анализи се 

считаха стойности на two tailed p под 0.05. 

4.3.1. Резултати от анализа на промоторното хиперметилиране на GSTP1 в урина на 

пациенти с рак на простатата и контроли с помощта на MS-HRMA 

В резултат на оптимизирането на условията за протичане на PCR и на анализа чрез топене с 

висока резолюция бе възможно разграничаването на различния процент метилиране на CpG 

динуклеотидите в промоторната област на GSTP1 в изследваните проби (Фигура 3). 

 

 

Фигура 3. Нормализирана графика на топенето с висока резолюция. В червено- 100% 

метилирани проби; в оранжево- 75% метилирани проби; в кафяво- 50% метилиране; синьо-

зелено- 25% метилиране и синьо- 0% метилиране 

 

Резултатите от анализа на промоторното хиперметилиране на GSTP1 в урина са 

представени в Таблица 9, Фигура 4. 
 

 

 

Фигура 4. 
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Таблица 9. Резултати от анализа на промоторното хиперметилиране на GSTP1. 

Пациенти/Контроли (брой) 

 
Метилирани  

(брой, %) 

 

Неметилирани  
(брой, %) 

МАМ 

(п=20) 
3 (15%) 17 (85%) 

Контроли с ДПХ 

(п=26) 

Серумни PSA нива под 10 

Серумни PSA нива над 10 

Неизвестни PSA нива 

17 (65.38%) 

 

9 от 17 (52.94%) 

6 от 17 (35.29%) 

1 от 17 (5.88%) 

9 (34.62%) 

 

7 от 9 (77.77%) 

1 от 9 (11.11%) 

2 от 9 (22.22%) 

Пациенти с РП 

(п=64) 

Т1 

Т2 

Т3 

Т3 

Неизвестни 

 

Gleason score 4-7 

Gleason score 8-10 

 

Серумни PSA нива под 10 

Серумни PSA нива над 10 

Неизвестни PSA нива 

45 (70.31%) 

 

6 от 45 (13.33%) 

24 от 45 (53.33%) 

13 от 45 (28.89%) 

0 от 45 (0%) 

2 от 45 (4.44%) 

 

31 от 45 (68.89%) 

14 от 45 (31.11%) 

 

17 от 45 (37.78%) 

26 от 45 (57.78%) 

2 от 45 (4.44%) 

19 (29.69%) 

 

3 от 19 (15.79%) 

8 от 19 (42.1%) 

5 от 19 (26.32%) 

1 от 19 (5.26%) 

2 от 19 (10.53%) 

 

12 от 19 (63.16%) 

7 от 19 (36.84%) 

 

3 от 19 (15.79%) 

14 от 19 (73.68%) 

2 от 19 (10.53%) 

 

За определяне надежността, чувствителността и специфичността на промоторното 

хиперметилиране на GSTP1 в урина (изследвано чрез MS-HRMA) като неинвазивен диагностичен 

маркер ние проведохме анализ на ROC кривте. Контролите с ДПХ показват висок процент 

метилиране (65.38%) и по тази причина специфичността на теста за наличие на промоторно 

хиперметилиране определено в урина чрез HRM анализ е ниска- 0.35 (35%). Тъй като откриваме 

висок процент метилиране и сред пациентите (70.31%) чувствителността на метода е сравнително 

висока- 0.7 (70%).  

Когато в анализа на ROC кривите включихме пациентите и контролите с ДПХ, не 

получихме статистически значими резултати и площта на кривата (AUC) бе 0.525. Серумните нива 

на PSA в изследваната група от пациенти и контроли с по-голяма точност разграничават двете 

групи в сравнение с ДНК метилирането на GSTP1 в урина, с AUC 0.745 (р=0.001) и чувствителност 

73.3%, и специфичност 60.9% при гранична стойност от 9 ng/ml. 

Статистически значима разлика в метилирането има между пациентите и младите 

асимптоматични мъже и по тази причина, когато включихме в анализа на ROC кривите тези две 

групи, то получихме голяма площ за AUC: 0.777 и резултатът бе статистически значим (p<0.05) със 

специфичност 85% (95% CI: 62.08 % - 96.62 %) и чувствителност 70.31% (95% CI: 57.58 % - 81.08 

%).  

За да проверим дали и в нашата изследвана група от пациенти и контроли ДНК 

метилирането на GSTP1 е зависимо от възрастта, ние проведохме корелационен анализ. За 

коефициента r на Pearson получихме стойността 0.225 и резултатът бе статистически значим 

(р=0.018, two tailed), което показва че в нашето проучване ДНК метилирането на GSTP1 корелира с 

възрастта. 
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4.3.2. Получени резултати за промоторното хиперметилиране на HIST1H4K 

Промоторното хиперметилиране на HIST1H4K бе анализирано с помощта на МethyLight 

анализа. Резултати са представени в Таблица 10. 

Нивото на промоторното хиперметилиране на HIST1H4K не показа различия между 

пациентите с РП и контролите с ДПХ (p=1, two tailed, Fisher exact test). Метилиране бе 

наблюдавано в 52.63% от пациентите и 55.17% от контролите с ДПХ. Не отрихме метилиране в 

урината на младите асимптоматични мъже и при сравнение с пациентите с РП се получиха 

статистически значими резултати (p=5.63x 10-11 two tailed, Fisher exact test). Дванадесет от 

пациентите с висок Gleason score показаха метилиране, а при 7 от тях не се открива такова. При 

пациентите с нисък Gleason score разпределението е почти по равно (17 метилирани и 19 

неметилирани). Наблюдава се по-висок процент метилиране при пациентите с висок Gleason score 

в сравнение с тези с нисък, но разликите не са статистически значими (p=0.2, OR=1.92 (95% CI-

0.61-5.98)). Промоторното хиперметилиране не показа корелация с туморния стадий, нивата на 

PSA и Gleason score. Не бе възможно осъществяването на корелационен анализ за асоциация на 

метилирането с наличие на метастази тъй като само един пациент с метастази бе включен в 

изследването. 

При сравнението на статуса на метилиране на HIST1H4K при пациенти с РП и МАМ се 

получиха статистически значими резултати (р=6.41x10-9). 

Тъй като нивата на свободния тотален PSA широко се използват за предсказване на 

диагнозата при биопсия, ние проверихме надежността на този маркер в изследваните пациенти и 

контроли. Установихме, че PSA (с граница 4 ng/ml) има чувствителност от 98.04% и ниска 

специфичност 14.29% за РП (AUC=0.785, 95%CI: 0.679-0.870, p<0.0001) при нашите пациенти. 

Статистическият анализ показа, че критерият свързан с най-високия индекс на Youden 

(максималната потенциална ефективност на биомаркер) е PSA стойността от 11.38 (чувствителност 

от 74.51% и специфичност от 78.57%). 

Проведохме анализ на ROC кривите, за да оценим чувствителността и специфичността на 

ДНК метилирането на HIST1H4K като биомаркер в урина като сравнихме пациентите с РП и 

контролите с ДПХ и МАМ. 
 

Таблица 10. Резултати от анализа на промоторното хиперметилиране на HIST1H4K. 

Пациенти/Контроли 

(брой) 
Метилирани  

(брой, %) 
Неметилирани  

(брой, %) 

МАМ 

(п=43) 
0 (0%) 43 (100%) 

Контроли с ДПХ 

(п=29) 

Серумни PSA нива под 10 

Серумни PSA нива над 10 

16 (55.17%) 

 

8 от 15 (53.33%) 

7 от 15 (46,67%) 

13 (44.83%) 

 

9 от 13 (69.23%) 

4 от 13 (30.77%) 

Пациенти с РП 

(п=57) 

Т1 

Т2 

Т3 

 

Gleason score 5-7 

Gleason score 8-10 

 

Серумни PSA нива под 10 

Серумни PSA нива над 10 

30 (52.63%) 

 

12 от 29 (41.38%) 

12 от 29  (41.38) 

5 от 29 (17.24%) 

 

17 от 29 (58.62%) 

12 от 29 (41.38%) 

 

5 от 26 (19.23%) 

21 от 26 (80.77%) 

27 (47.37%) 

 

7 от 26 (26.92%) 

11 от 26 (42.31%) 

8 от 26 (30.77%) 

 

19 от 26 (73.08%) 

7 от 26 (26.92%) 

 

5 от 25 (20%) 

20 от 25 (80%) 
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Анализът на статуса на метилиране в ДНК от урина успешно диагностицира 30 от 57 

изследвани пациенти с РП и чувствителността е 0.526 (52.6%). От 29 контроли с ДПХ, без наличие 

на РП, 13 показват метилиране на HIST1H4K промотора (специфичност 0.45). AUC е 0.513 (95% CI, 

0.402-0.622), но резултатите не са статистически значими (p= 0.8255). Когато обаче в анализа на 

ROC кривите се сравни метилирането при пациентите с РП и МАМ, се получават статистически 

значими резултати (AUC=0.763, 95% CI: 0.672-0.839, p<0.0001). Достигат се 100% специфичност и 

52.63% чувствителност. 

За да проверим дали промоторното хиперметилиране на HIST1H4K е зависимо от възрастта, 

осъществихме корелационен анализ, в който включихме всички изследвани групи- пациенти с РП, 

контроли с ДПХ, МАМ (Фигура 5). Корелационният коефициент r на Pearson имаше стойност от 

0.542 (95% CI, 0.408-0.653), което показва положителна статистическа значимост между възрастта 

и метилирането (p<0.0001).  
 

 

 

 

Фигура 5. Интерактивна точкова диаграма, 

показваща корелацията между 

метилирането и възрастта, и 

чувствителността и специфичността, когато 

граничната възраст е 60 години. С 0 са 

означени неметилираните проби, а с 1- 

метилираните. 

 

 

 

 

4.3.3. Получени резултати от анализа на промоторното хиперметилиране на RASSF2 

В нашето изследване не се наблюдава промоторно хиперметилиране на RASSF2 нито в 

пациентите с простатен аденокарцином, нито в двете групи контроли (контролите с ДПХ и МАМ). 

Наблюдавахме амплификация само в ALU-C4 контролните реакции, а така също и амплификация 

на гена в положителната (100% метилирана) контрола. 

 

 

4.4. Резултати от експресионния анализ на GSTP1, PSA, PCA3, AMACR и GOLPH2 

(GOLM1) в урина 

Диагностичната точност на всеки от изследваните експресионни биомаркери в урина 

сходно на промоторно хиперметилираните бе сравнявана с тази получена за серумните стойности 

на PSA в съответнити анализирани групи от пациенти и контроли с ДПХ. За статистически 

значими резултати от всички проведени анализи се считаха стойности на two tailed p под 0.05. 

Нивата на експресия при пациентите са определени с помощта на 2-∆∆Ct метода. За калибратори са 

използвани контролите с ДПХ, а ендогенна контрола бе B2M. 

В Таблица 11 са представени резултатите за изследваните експресионни биомаркери в 

урина. На Фигура 6 са представени box plot графики, показващи нивата на експресия на 

биомаркерите при пацинтите и контролите. 
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Таблица 11. Обобщение на резултатите получени от анализ на биомаркери в урина 

Резултати: пациенти с 

РП спрямо контроли с 

ДПХ 

PSA PCA3 GSTP1 AMACR GOLPH2 

Брой пациенти (%) 

Без значима разлика в 

експресията 
7(12.96) 9 (16.67) 27 (50) 16 (29.63) 20 (37.04) 

Понижена експресия 14 (25.93) 10 (18.52) 6 (11.11) 5 (9.23) 7 (12.96) 

Повишена експресия 33 (61.11) 35 (64.81) 21 (38.89) 33 (61.11) 27 (50) 

Резултати от анализа на ROC кривите 

AUC  

(95% CI) 

0.694  

(0.533-0.854) 

0.778 

(0.654-0.901)  

0.670 

(0.486-0.853) 

0.728 

(0.553-0.903) 

0.678 

(0.495-0.861) 

P 0.044 0.003 0.059 0.011 0.047 

Чувствителност (%) 61.11 85.2 11.11 61.11 50 

Специфичност (%) 72.7 58.3 84.6 69.23 76.92 

 

В анализа на ROC кривите серумните стойности на PSA разграничават пациентите от 

контролите с чувствителност 76.9% и специфичността е 60% (AUC=0.767, 95% CI: 0.597-0.938, 

р=0.008) при гранична стойност от 8.9 ng/ml (подбрана според метода на Youden). Само една 

контрола има серумни PSA стойности под 4 ng/ml и ако тази стойност се вземе за гранична, то 

чувствителността е 100%, но специфичността е едва 10%. По-голяма площ под кривата при 

анализа на ROC кривите се получи при използването на експресионните нива на PCA3 в урина. 

Този биомаркер по-надеждно разграничава пациентите от контролите в сравнение със серумните 

нива на PSA. Нивата на AMACR в урина като биомаркер не превъзхождат тези на PSA в серум и 

PCA3 в урина, но разликата не е значителна. Най-малка площ под кривата и съответно не добро 

разграничение на пациентите от контролите се получи за GSTP1. 

 
Фигура 6. Box plot графики, показващи нивата на експресия на PSA, PCA3, GSTP1, AMACR, 

GOLM1 в урина на пациенти с РП и контроли с ДПХ. 
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Изследваните ескпресионни биомаркери в урина не показаха корелация с 

клиникопатологичните характеристики.  

Проведохме мултимаркерен анализ на ROC кривите като включвахме различни 

комбинации от изследваните биомаркери, за да проверим дали диагностичната стойност би се 

подобрила в сравнение с тази на PCA3. При този анализ не включихме GSTP1 тъй като той показа 

най-ниска диагностична точност и бе наблюдаван най-висок процент пациенти без промяна в 

експресията спрямо контролите. 

Получените резултати са представени в Таблица 12. 

 

Таблица 12. Резултати за AUC, специфичност и чувствителност при комбинирането на 

биомаркери. 

Комбинация 

от 

биомаркери 

AUC, 

(95% CI) 

 

P 

 
Чувствител-

ност 

(%) 

Специфич-

ност 

(%) 

Гранична 

стойност 

AMACR и 

GOLM1 

0.738 

(0.565-0.911) 

0.008 77.8 61.5 1.5 

PSA и PCA3 

 

0.764 

(0.636-0.892) 

0.006 74.1 54.5 1.33 

PCA3 и 

AMACR 

0.832 

(0.700-0.954) 

3.5 х 10-4 77.8 75 2.47 

PCA3 и 

серумен PSA 

0.831 

(0.688-0.974) 

0.002 71.2 77.8 13.08 

PSA и AMACR 0.776 

(0.624-0.928) 

0.004 72.2 72.7 2.4 

PCA3 и 

GOLM1 

0.821 

(0.701-0.941) 

0.001 70.4 83.3 3.46 

 

PSA и GOLM1 0.731 

(0.559-0.902) 

0.017 90.7 54.5 0.68 

PSA, PCA3 и 

AMACR 

0.823 

(0.696-0.950) 

0.001 75.9 91 2 

PSA, PCA3 и 

GOLM1 

0.813 

(0.686-0.940) 

0.065 

 

77.8 

 

72.7 

 

2.51 

 

PSA, AMACR и 

GOLM1 

0.781 

(0.627-0.935) 

0.078 75.9 72.7 1.65 

PCA3, AMACR 

и GOLM1 

0.836 

(0.716-0.957) 

0.061 

 

75.9 

 

83.3 

 

3.03 

 

PSA, PCA3, 

AMACR и 

GOLM1 

0.795 

(0.657-0.933) 

0.002 70.4 81.8 5.46 

 

При комбинирането на всички изследвани биомаркери (без GSTP1) получихме AUC=0.795 

(95% CI: 0.657-0.933), чувствителност 70.4% и специфичност 81.8%. В сравнение с PCA3 маркера 

самостоятелно, комбинирането на всички биомаркери доведе до получаването на малко по-висока 

стойност за AUC и по-добра специфичност, но по-ниска чувсвителност. Най- добрите комбинации 

от два маркера са между AMACR и PCA3; PCA3 и серумен PSA и между PCA3 и GOLM1 с AUC 

съответно 0.832, 0.831 и 0.821 и сходни чувствителност и специфичност. Тези комбинации 

подобряват надеждността при разграничаването на пациентите и контролите в сравнение с 

използването на PCA3 маркера сам по себе си. Най-добрата комбинация от три биомаркера, даваща 
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най-високи стойности за AUC, специфичност и чувствителност, е между PSA, PCA3 и AMACR и 

това води до подобряване на най-значимите резултати получени от комбинирането на два маркера 

(AMACR и PCA3, PCA3 и серумен PSA, PCA3 и GOLM1). При комбинирането на PCA3, AMACR и 

GOLM1 в анализа на ROC кривите също се получи висока стойност за AUC- 0.836, но резултатът 

не достигна статистическа значимост (р=0.061). 

 

4.5. Резултати от експресионния анализ на let-7c, miR-30c, miR-141 и miR-375 в плазма 

За определянето на относителните експресионни нива на изследваните микроРНК-и в 

плазмените проби на пациентите с РП бяха използвани: RNU6B като референтен ген за 

нормализация и ДПХ контроли или МАМ като калибраторни проби. Диагностичната точност на 

микроРНК-ите бе сравнена с тази на PSA получена при включването на изследваните пациенти и 

контроли. 

Всички изследвани микроРНК-и особено miR-141 и miR-375 показаха понижена експресия 

в голям процент от пациентите в сравнение с ДПХ контролите. Понижена експресия на miR-141 и 

miR-375 бе открита в 71.43% и 83.05% от пациентите съответно в сравнение с ДПХ групата 

(Таблица 13). Когато използвахме МАМ като калибратори, то експресионните нива на голяма част 

от пациентите не достигнаха статистически значими разлики вероятно поради малката група от 

млади мъже. 
 

Таблица 13. Резултати от микроРНК експресионния анализ в плазма на пациенти с РП и 

контроли с ДПХ, служещи за калибратори  

Резултати: пациенти с РП 

спрямо контроли с ДПХ 
let-7c miR-30c miR-141 miR-375 

Брой пациенти с РП (%) 

Без значима разлика в 

експресията 
10 (16.95) 13 (22.03) 11 (19.64) 1 (1.7) 

Понижена експресия 40 (67.8) 35 (59.32) 40 (71.43) 49 (83.05) 

Повишена експресия 9 (15.25) 11 (18.64) 5 (8.93) 9 (15.25) 

 

Построихме ROC криви, за да установим потенциалната стойност на експресионните нива 

на анализираните микроРНК-и като диагностични биомаркери при РП (Фигура 8). miR-375 

позволява най-точната дискриминация (AUC=0.809, 95% CI: 0.697-0.922, p=0.00016) на пациентите 

с рак от ДПХ контролите, когато последните са използвани като калибратори. При оптималната 

подбрана гранична стойност на RQ=2 чувствителността бе 81.3%, а специфичността 72.9%. miR-

375 надминава серумните стойности на PSA (AUC=0.710, 95% CI: 0.559-0.861, p=0.013 с 76.8% 

чувствителност и 53.3% специфичност при гранична стойност 9.15 ng/ml) като диагностичен 

биомаркер в изследваната група. Избрахме 9.15 ng/ml като гранична стойност (сходно на другите 

ни изследвания) за PSA тъй като в изследваната извадка от пациенти и ДПХ контроли само един 

човек има PSA стойност под 4 ng/ml и средните нива са високи дори и при ДПХ групата. При 

гранична стойност от 4 ng/ml чувствителността е 100%, но специфичността е едва 6.2%. 

Експресионните нива на let-7c също могат да разграничат пациентите от контролите с ДПХ. 

Получихме следните резултати: AUC: 0.757 (95% CI: 0.622-0.893, p=0.069) и с 75% чувствителност 

и 61% специфичност, но не се достига статистическа значимост. Получихме следните площи под 

кривите при анализа на ROC кривите за miR-30c и miR-141: 0.630 (95% CI: 0.475-0.786, p=0.079) и 

0.510 (95% CI: 0.296-0.723, p=0.91), съответно (Фигура 8). При оптималните гранични стойности 

чувствителността и специфичността на биомаркерите бяха: 62.5% и 42.4% за miR-30c и 50% и 

71.2% за miR-141. 
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Фигура 7. Box plot графики, показващи плазмените микроРНК експресионни нива 

при пациенти с РП и ДПХ контролите. Експресионните нива на микроРНК-ите (скала на y оста: 

log 10) са нормализирани към RNU6B. ДПХ контролите са използвани като калибратори 
 

Построените ROC криви за определяне на диагностичната точност на тези микроРНК-и в 

разграничаването на пациентите с РП от ДПХ контролите и МАМ, когато последната група служи 

за калибратор, показаха по-малки площи: let-7c, 0.626 (95% CI: 0.498-0.755, p=0.626); miR-30c, 

0.586 (95% CI: 0.455-0.717, p=0.204); miR-141, 0.567 (95% CI: 0.412-0.722, p=0.353); miR-375, 0.711 

(95% CI: 0.595-0.826, p=0.02) (Фигура 8). При оптималните гранични стойности чувствителността и 

специфичността бяха: let-7c, 63% и 61%; miR-30c, 55.6% и 54.2%; miR-141, 56.5% и 57.1%; miR-

375, 77.8% и 62.7%. 

miR-375 експресията в плазма в нашето изследване показа, че е надежден неинвазивен 

биомаркер за разграничаване на пациентите с РП от двете групи контроли. 
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Фигура 8. Анализ на ROC кривите при използването на изследваните микроРНК и 

серумните стойност на PSA за разграничаване на пациентите с РП от контролите без рак: А) 

когато ДПХ контролите (n=16) са използвани като калибратор; Б) когато МАМ (n=11) са 

използвани като калибратор 
 

Някои комбинации от изследваните микроРНК-и и PSA подобриха диагностичната точност 

в мултимаркерния анализ на ROC кривите (Фигура 9). При използване на ДПХ контролите като 

калибраторни проби, то най-добрата комбинация от биомаркери с най-висока чувствителност бе 

между miR-30c, miR-141, miR-375 и PSA, но специфичността бе по-ниска от тази на miR-375 

(Таблица 14, Фигура 9). Най-голямата площ под кривата (AUC) наблюдавахме при комбинирането 

на let -7c, miR-141, miR-375 и PSA. За съжаление комбинацията от всички пет биомаркера не 

надмина диагностичната точност на miR-375.  

Сходни резултати получихме и когато в мултимаркерния анализ на ROC кривите 

използвахме МАМ като калибратори (Таблица 15). При този анализ комбинацията от 5 биомаркера 

значително надмина miR-375 и най-голямата площ под кривата бе наблюдавана: 0.877(Фигура 9). 

В допълнение ние проверихме дали изследваните микроРНК-и корелират с 

клиникопатологичните характеристики като Gleason score, туморен стадий, развитие на лимфни 

метастази и след това сравнихме резултатите с тези получени за PSA. Не успяхме да проверим 

дали експресионните нива на изследваните микроРНК-и корелират с развитието на далечни 

метастази, тъй като са включени само двама пациента с метастази. Само PSA показа статистически 

значима корелация с Gleason score, туморния стадий и развитието на лимфни метастази със 

следните корелационните коефициенти на Spearman: 0.612 (p=5.31 x 10-7); 0.576 (p=4.21 x 10-6) и 

0.458 (p=4.34 x 10-4). Наблюдаваните корелации бяха потвърдени и с Mahn-Whitney U теста. 

Осъществихме анализ на ROC кривите с цел да определим дали серумните нива на PSA могат да 

предсказват наличието на лимфни метастази при поставянето на диагноза. Следните резултати 

бяха получени: AUC- 0.960 (95% CI: 0.908-1.00, p=0.001) и при гранична стойност от 27.1 ng/ml 

чувствителността бе 100%, а специфичността- 90%. 
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Фигура 9. Мултимаркерен анализ на ROC кривите: А) когато ДПХ контролите са използвани 

за калибратор; Б) когато МАМ са използвани за калибратор 
 

 

 

За да определим дали експресионните нива на изследваните микроРНК-и корелират с 

възрастта, то проведохме Spearmen тест, тъй като той беше подходящ за не нормално 

разпределение на данните. Не наблюдавахме статистически значима корелация между възрастта и 

експресионните нива на микроРНК-ите в плазма в трите групи (пациентите с РП, ДПХ и МАМ 

контролите) или като цяло. 

Експресионните нива на let-7c показа статистически значима корелация с експресионните 

нива на miR-30c, miR-141 и miR-375 със следните корелационни коефициенти на Pearson: 0.650 

(p=2.84 x 10-10), 0.447 (p=5.7 x 10-5) и 0.266 (p=0.021). Сходна корелация бе наблюдаване и за miR-

141 и miR-30c (корелационен коефициент на Pearson: 0.371, p=0.001). 
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Таблица 14. Резултати показали статистическа значимост при мултимаркерния анализ ROC 

кривите, когато ДПХ контролите са използвани като калибратори 

Комбинация от биомаркери AUC  

(95% CI) 

P стойност Чувствителност 

(%) 

Специфичност 

(%) 

let-7c и miR-141 0.753 

(0.598-0.908) 

0.002 79.7 81.2 

miR-141 и miR-375 0.695 

(0.510-0.880) 

0.017 74.6 75 

let-7c и PSA 0.714 

(0.560-0.868) 

0.012 69.1 60 

miR-30c и PSA 0.702 

(0.546-0.858) 

0.017 65.5 60 

miR-141 и PSA 0.699 

(0.551-0.846) 

0.019 72.7 53.3 

miR-375 и PSA  0.833 

(0.727-0.938) 

8.5 x 10-5 85.5 66.7 

let-7c, miR-30c и miR-141 0.753 

(0.598-0.908) 

0.002 79.7 81.2 

let-7c, miR-141 и miR-375 0.816 

(0.688-0.943) 

1.2 x 10-4 78 87.5 

let-7c, miR-375 и PSA 0.838 

(0.732-0.943) 

7 x 10-5 70.9 80 

let-7c, miR-30c и PSA 0.719 

(0.567-0.870) 

0.01 72.7 53.3 

let-7c, miR-141 и PSA 0.705 

(0.554-0.857) 

0.015 65.5 60 

miR-30c, miR-375 и PSA 0.833 

(0.725-0.940) 

8.6 x 10-5 70.9 80 

miR-30c, miR-141 и PSA 0.699 

(0.552-0.847) 

0.019 65.5 

 

60 

miR-30c, miR-141 и miR-375 0.814 

(0.686-0.941) 

1.3 x 10-4 76.3 87.5 

let-7c, miR-30c, miR-375 0.662 

(0.487-0.837) 

0.048 71.2 62.5 

miR-141, miR-375, PSA 0.834 

(0.724-0.944) 

8.0 x 10-5 70.9 73.3 

let-7c, miR-30c, miR-141 и miR-375 0.781 

(0.635-0.927) 

0.01 81.4 81.2 

let-7c, miR-141, miR-375 и PSA 0.839 

(0.733-0.944) 

6.3 x 10-5 92.7 66.7 

let-7c, miR-30c, miR-375 и PSA 0.839 

(0.735-0.943) 

6.3 x 10-5 92.7 66.7 

let-7c, miR-30c, miR-141 и PSA 0.777 

(0.657-0.897) 

0.001 80 60 

miR-30c, miR-141, miR-375 и PSA 0.836 

(0.726-0.947) 

7.1 x 10-5 94.5 66.7 

let-7c, miR-30c, miR-141, miR-375 и 

PSA 

0.782 

(0.664-0.899) 

0.001 63.6 73.3 
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Таблица 15. Резултати показали статистическа значимост при мултимаркерния анализ ROC 

кривите, когато МАМ са използвани за калибратори  

Комбинация от биомаркери AUC  

(95% CI) 

P стойност Чувствителност 

(%) 

Специфичност 

(%) 

miR-375 и PSA  0.823 

(0.709-0.936) 

1.3 x 10-4 85.7 73.3 

let 7c и miR-375 0.701 

(0.575-0.828) 

0.003 76.3 66.7 

let-7c и PSA 0.786 

(0.669-0.903) 

0.001 73.2 80 

miR-30c и miR-375 0.693 

(0.564-0.822) 

0.004 74.6 70.4 

miR-30c и PSA 0.714 

(0.562-0.867) 

0.011 76.8 53.3 

miR-141 и miR-375 0.747 

(0.636-0.858) 

0.001 76.8 69.6 

miR-141 и PSA 0.748 

(0.585-0.911) 

0.01 62.3 63.6 

let-7c, miR-30c и miR-375 0.702 

(0.574-0.830) 

0.003 79.7 63 

Let-7c, miR-30c и PSA 0.795 

(0.680-0.910) 

0.0005 78.6 80 

let-7c, miR-141 и miR-375 0.714 

(0.579-0.848) 

0.003 73.2 73.9 

let-7c, miR-375 и PSA 0.815 

(0.696-0.935) 

0.0002 78.6 80 

let-7c, miR-141 и PSA 0.811 

(0.676-0.947) 

0.001 83 72.7 

miR-30c, miR-375, PSA 0.824 

(0.714-0.934) 

0.0001 71.4 80 

miR-30c, miR-141 и miR-375 0.688 

(0.543-0.832) 

0.009 82.1 60.9 

miR-30c, miR-141 и PSA 0.768 

(0.620-0.917) 

0.005 69.8 63.6 

let-7c, miR-30c, miR-141 и miR-375 0.769 

(0.650-0.889) 

0.0002 76.8 78.3 

let-7c, miR-141, miR-375 и PSA 0.875 

(0.779-0.971) 

0.0001 86.8 81.8 

let-7c, miR-30c, miR-375 и PSA 0.815 

(0.690-0.940) 

0.0002 82.1 80 

let-7c, miR-30c, miR-141 и PSA 0.835 

(0.726-0.945) 

0.001 83 72.7 

miR-30c, miR-141, miR-375 и PSA 0.858 

(0.750-0.965) 

0.00021 88.7 72.7 

let-7c, miR-30c, miR-141, miR-375 

и PSA 

0.877 

(0.782-0.971) 

9 x 10-5 86.8 81.8 
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4.6. Резултати от микроРНК микричиповия анализ 

 

Получените данни от сканираните микрочипове бяха проверени дали отговарят на 

определено качество. Всички чипове отговаряха на добро качество и бе възможно използването им 

в последващите анализи. За да се отстрани варирането и за да се създаде възможност за тяхното 

сравнение бе подбран метод за нормализация на данните (90th percentile shift). Данните бяха след 

това филтрирани по различни показатели. 

 

 

4.6.1. Резултати от анализа на основните компоненти (PCA) 

 

В PCA анализа бяха включени данните от експресионния анализ на микроРНК-и (miRNAs) 

и данни за диагнозата- РП или ДПХ. Получиха се две основни групи. В едната група се намират 

всички контроли с ДПХ и петима от пациентите, а в другата всички останали пациенти с РП. За да 

се открият диференциално експресираните микроРНК-и между туморна и нормална простатна 

тъкан, изключихме пациентите, които не се разграничават от контролите в PCA. На Фигура 9 са 

показани резултатите от PCA след изключването на пациентите, които не се разграничават от 

контролите.  

 

 

Фигура 10. PCA, показващ разграничаването на пациентите и контролите на две групи въз 

основа на miRNA експресионните профили. Легенда: в червено са отбелязани контролите с 

ДПХ, а в синьо пациентите с РП. 

 

 

 

 

 

X-Axis Component 1 (37.45%) Y-Axis Component 2 (13.36%) Z-Axis Component 3 (6.48%) 
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4.6.2. Установяване на микроРНК-и с променена експресия в туморна простатна 

тъкан на пациенти с РП в сравнение с нормална тъкан на контроли с ДПХ 

При сравнението между miRNA експресионните профили на пациентите и контролите бе 

използван Mann–Whitney unpaired тест и Benjamini–Hochberg FDR за множествени сравнения. За 

значими разлики приехме промяна в експресията ≥2 и p стойности <0.05. На Фигура 11 е 

представен Volcano plot, визуализиращ нивата на експресия на микроРНК-ите и статистическата 

значимост на получените резултати.  

Статистически значима повишена експресия показаха 28 микроРНК-и, a 14 показаха 

статистически значима понижена експресия представени в Таблици 16 и 17. 

 

 

Фигура 11. Volcano plot анализ на получените резултати 
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Таблица 16. микроРНК-и показали статистически значима повишена експресия в туморна 

тъкан от радикална простатектомия на пациентите с РП спрямо нормална тъкан на 

контроли с ДПХ 

miRNA 

наименование 

Промяна в 

експресията 

(FC) 

logFC p p 

коригирана 

стойност 

Номер на 

miRNA в 

miRBase 

hsa-miR-4317 36.64 5.20 1.64 x 10-6 5.86 x 10-4 MIMAT0016872 

hsa-miR-3679-3p 25.71 4.68 3.48 x 10-5 3.11 x 10-3 MIMAT0018105 

hsa-miR-382 31.67 4.98 7.29 x 10-5 3.77 x 10-3 MIMAT0000737 

hsa-miR-500a 20.43 4.35 1.67 x 10-4 6.64 x 10-3 MIMAT0004773 

hsa-miR-99a* 27.27 4.77 1.54 x 10-4 6.64 x 10-3 MIMAT0004511 

hsa-miR-17* 63.79 5.99 5.55 x 10-5 7.54 x 10-3 MIMAT0000071 

hsa-miR-340 172.57 7.43 5.55 x 10-5 7.54 x 10-3 MIMAT0004692 

hsa-miR-423-3p 24.78 4.63 2.14 x 10-4 7.65 x 10-3 MIMAT0001340 

hsa-miR-29b-1* 22.06 4.46 3.48 x 10-4 0.011 MIMAT0004514 

hsa-miR-299-5p 33.07 5.05 3.83 x 10-4 0.011 MIMAT0002890 

hsa-miR-181c 8.26 3.05 1.98 x 10-4 0.016 MIMAT0000258 

hsa-miR-505* 17.02 4.09 6.19 x 10-4 0.017 MIMAT0004776 

hsa-miR-21* 128.76 7.01 3.22 x 10-4 0.022 MIMAT0004494 

hsa-miR-126* 41.47 5.37 5.15 x 10-4 0.024 MIMAT0000444 

hsa-miR-502-3p 32.76 5.04 4.08 x 10-4 0.024 MIMAT0004775 

hsa-miR-664 36.06 5.17 5.15 x 10-4 0.024 MIMAT0005949 

hsa-miR-24-1* 37.98 5.25 1.26 x 10-3 0.025 MIMAT0000079 

hsa-miR-362-3p 47.21 5.56 1.26 x 10-3 0.025 MIMAT0004683 

hsa-miR-590-5p 57.29 5.84 1.26 x 10-3 0.025 MIMAT0003258 

hsa-miR-150* 4.59 2.20 1.01 x 10-3 0.025 MIMAT0004610 

hsa-miR-362-5p 19.51 4.29 1.56 x 10-3 0.028 MIMAT0000705 

hsa-miR-381 27.27 4.77 2.37 x 10-3 0.032 MIMAT0000736 

hsa-miR-500a* 26.80 4.74 2.37 x 10-3 0.032 MIMAT0002871 

hsa-miR-186 3.19 1.67 2.91 x 10-3 0.038 MIMAT0000456 

hsa-miR-181d 7.74 2.95 3.56 x 10-3 0.044 MIMAT0002821 

hsa-miR-130b 32.01 5.00 4.33 x 10-3 0.046 MIMAT0000691 

hsa-miR-194 23.95 4.58 4.33 x 10-3 0.046 MIMAT0000460 

hsa-miR-582-5p 19.33 4.27 4.33 x 10-3 0.046 MIMAT0003247 
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Таблица 17. микроРНК-и показали статистически значима понижена експресия в туморна 

тъкан от радикална простатектомия на пациентите с РП спрямо нормална тъкан от tru-cut 

биопсия на контроли с ДПХ 

miRNA 

наименование 

Промяна в 

експресията 

(FC) 

logFC p p 

коригирана 

стойност 

Номер на 

miRNA в 

miRBase 

hsa-miR-196a -172.17 -7.43 3.08 x 10-5 3.11 x 10-3 MIMAT0000226 

hsa-miR-3180-5p -181.39 -7.50 2.96 x 10-5 3.11 x 10-3 MIMAT0015057 

hsa-miR-634 -83.97 -6.39 5.59 x 10-5 3.77 x 10-3 MIMAT0003304 

hsa-miR-3147 -8.46 -3.08 5.55 x 10-5 7.54 x 10-3 MIMAT0015019 

hsa-miR-1234 -3.57 -1.84 1.01 x 10-3 0.025 MIMAT0005589 

hsa-miR-144 -3.31 -1.73 1.01 x 10-3 0.025 MIMAT0000436 

hsa-miR-3682 -3.91 -1.97 0.001013 0.025 MIMAT0018110 

hsa-miR-4253 -3.45 -1.79 1.01 x 10-3 0.025 MIMAT0016882 

hsa-miR-483-3p -3.18 -1.67 1.01 x 10-3 0.025 MIMAT0002173 

hsa-miR-650 -5.63 -2.49 8.11 x 10-4 0.025 MIMAT0003320 

hsa-miR-215 -3.21 -1.68 1.26 x 10-3 0.026 MIMAT0000272 

hsa-miR-486-5p -9.69 -3.28 2.38 x 10-3 0.032 MIMAT0002177 

hsa-miR-484 -2.35 -1.23 1.43 x 10-3 0.032 MIMAT0002174 

hsa-miR-494 -5.13 -2.36 1.40 x 10-3 0.032 MIMAT0002816 

 

От микроРНК-ите с повишена експресия 4 показват промяна от 3-8 пъти, а при останалите 

микроРНК-и промяната е значителна и е над 17 пъти. От микроРНК-ите с понижена експресия три 

показват над 80 пъти променена експресия, а при останалите промяната е от 2 до 9 пъти. 

Корелация на експресията на микроРНК-ите с клиникопатлогичните характеристики не бе 

установена вероятно поради малката група изследвани пациенти и котнроли. 

 

4.6.3. Определяне на таргетните гени регулирани от микроРНК-ите показали 

статистически значима променена експресия. Установяване на повлияните клетъчни 

пътища 

Установяването на таргетните гени регулирани от диференциално експресираните 

микроРНК-и, както и клетъчните пътища, в които участват бе осъществено с помощта на Gene 

Spring.  

Бяха подбрани само тези гени, които статистически значимо се повлияват от 

диференциално експресираните микроРНК-и. Статистически значимо повлияни от микроРНК-и с 

понижена експресия са 525 гена, а от тези с повишена експресия са 1663 гена (Таблица 18). Част от 

гените (19) се повлияват едновременно от микроРНК-ите с повишена и понижена експресия. 

Гените с предполагаема повишена експресия, регулирани съответно от микроРНК-ите с 

установена понижена експресия статистически значимо повлияват 204 клетъчни пътя. Гените с 

предполагаема понижена експресия, регулирани от микроРНК-ите с повишена експресия 

статистически значимо повлияват 341 клетъчни пътя. Част от пътищата са повлияни едновременно 

от гени с предполагаема повишена и понижена експресия, съответно регулирани от микроРНК-и с 

понижена и повишена експресия (Фигура 12). Друга част от пътищата са повлияни само то гени с 

повишена или понижена експресия. 
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Таблица 18. Брой установени диференциално експресирани miRNAs, брой статистически 

значимо повлияни таргетни гени и пътища. 

Брой диференциално 

експресирани miRNAs 

Брой установени 

статистически значимо 

повлияни гени 

Брой статистически 

значимо повлияни 

клетъчни пътища 

28 miRNAs с повишена 

експресия 
1663 204 

14 miRNAs с понижена 

експресия 
525 341 

 

 
Фигура 12. Venn диаграма, показваща засегнатите пътища от гени с предполагаема 

повишена и понижена експресия 

 

 

4.6.4. Онтологичен анализ 

Проведохме онтологичен анализ и избрахме основните клетъчни процеси и пътища 

променени в раковите клетки, за да определим разпределението на таргетните гени в тях (Фигура 

11). Изборът на клетъчните пътища и процеси направихме, базирайки се на основните 

характеристики на раковите клетки - самодостатъчност по отношение на растежни фактори; 

нечувствителност към сигнали, потискащи клетъчния растеж; избягване на апоптоза; неограничен 

репликативен потенциал; активиране на ангиогенезата; тъканна инвазивност и метастазиране; 

репрограмиране на клетъчния метаболизъм. Подбраните клетъчни процеси и пътища са следните: 

клетъчен растеж, пролиферация, ДНК репликация, апоптоза, клетъчен отговор към растежни 

стимули, генната експресия, АТФ метаболитни процеси, клетъчен отговор към ДНК повреди, ДНК 

поправка, ангиогенеза и епително мезенхимна транзиция. Най-много таргетни гени регулирани от 

установените в текущото изследване диференциално експресирани микроРНК-и участват в генната 

експресия, апоптозата, клетъчната пролиферация, клетъчния отговор към растежни стимули и ДНК 

повреди, и АТФ метаболитните процеси (Фигура 13). 
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Фигура 13. 

 

4.6.5. Най-силно засегнати и важни за раковите клетки пътища повлияни от 

показалите диференциална експресия микроРНК-и, регулиращи участници в тях 

4.6.5.1. MAPK сигнален път 

В този път са засегнати общо 26 таргетни гена (от общо 168) като от тях 23 са регулирани 

от показалите увеличена експресия микроРНК-и и 3 са регулирани от микроРНК-ите с понижена 

експресия. Мишени на микроРНК-ите с понижена експресия са MAP3K1 (MEKK1), IL1A и MRAS. 

Важни таргети на микроРНК-ите с повишена експресия са NLK, TGFBR1, TGFB2, FAS, FASLG, 

GADD45A, DUSP10, NF1. Тези белтъчни продукти участват и в други сигнални пътища като 

например тези свързани с апоптозата, TGF-β сигналния път, контрола на клетъчния цикъл и тн.  

Най- много микроРНК-и с повишена експресия регулират NF1 (23 бр.), NLK (19 бр.), FAS 

(16 бр.), а така също и TGFB2 (17 бр.) и TGFBR1 (15 бр.). 

 

4.6.5.2. Сигнални пътища свързани с апоптоза 

Сигналните пътища свързани с клетъчната смърт са по-силно повлияни от микроРНК-ите, 

показващи повишена експресия. Общо 16 участника са потенциално инхибирани, а 7 са 

активирани. Голяма част от инхибираните участници са гени, активиращи апоптозата и по тази 

причина тя най-вероятно е потисната. 

Мишени на микроРНК-ите с повишена експресия са: APAF1, FAS, FASL, DAXX, CASP11 

(SFRS2IP; SIP1; SCAF11), PTK2, ROCK1, BFL1 (BCL2A1), HSPA1A, ARHGAP10, DCC, APPL1, 

MAP2K4, DSG1, SATB1. 

Мишени на микроРНК-ите с понижена експресия са: DFFA, BBC3 (PUMA), BIRC5 

(Survivin), UNC5A, TOLLIP, MAP3K1, IL1A. 
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4.6.5.3. Wnt сигнален път 

Участници в този път, регулирани от микроРНК-ите с понижена експресия са: WNT4, 

WNT6, WNT5B, FZD2 и RACGAP1. Участниците реуглирани от микроРНК-ите с увеличена 

експресия са: PAFAH1B1, PRKCE, PPP2R5E, PRKD1 и NLK. От тези таргетни гени PRKCE не се 

експресира нито в нормална, нито в туморна простатна тъкан и следователно е случайна мишена. 

 

4.6.5.4. Клетъчен цикъл 

Част от гените като GADD45A и др, участващи в контрола на клетъчния цикъл, регулирани 

от показалите диференциална експресия микроРНК-и са участници и в други сигнални пътища.  

Мишени на микроРНК-ите с повишена експресия са и гените: HDAC8, PTTG1 (securin), 

MAD2L1 (MAD2), BUB3, FBXO5 (Emi1). Те най-вероятно са с понижена експресия. 

Мишена на микроРНК-ите с понижена експресия е MAD2L2 (MAD2B).  

Най-силно повлияни са гените HDAC8 и BUB3.  

MAD2B и MAD2 са хомоложни и изпълняват еднакви функции в клетката. И двата гена се 

експресират в простатната жлеза. По-силно е повлиян MAD2, тъй като той се регулира от 9, а 

неговия хомолог MAD2B от 4 микроРНК-и. В допълнение микроРНК-ите, регулиращи MAD2 са с 

по-силно променена експресия в сравнение с микроРНК-ите, регулиращи MAD2B. 

Друг не пряк регулатор на клетъчния цикъл, чиято експресия се регулира от 

диференциално експресираните микроРНК е PTEN. Шест микро РНК-и (miR-340, miR-181c, miR-

181d, miR-17*, miR-29b-1* и miR-186) от показалите повишена експресия и 3 (miR-144, miR-486, 

miR-494) от показалите понижена експресия регулират този туморсупресорния ген, но в анализа не 

се достига статистическа значимост. 

 

4.6.5.5. TGF-β сигнален път 

Гени, участващи в TGF-β сигналния път и регулирани от микроРНК-ите с повишена 

експресия са: TGFB2, TGFBR1, TGFBR3, ATF2, SMAD1, SMAD9. Мишени на микроРНК-ите с 

понижена експресия са: SNX4 и SNX11. 

Най-много микроРНК-и регулират TGFB2 (17 бр.), TGFBR1 (15 бр.) и TGFBR3 (14 бр.). 

 

4.6.5.6. NOTCH сигнален път 

В NOTCH сигналния път гените NOTCH4, FURIN и CIR (KCNJ5, GIRK4; KATP1; LQT13; 

KIR3.4) са повлияни от микроРНК-ите показали понижена експресия, а HEY1 и NOTCH3 се 

регулират от микроРНК-ите с повишена експресия. 

 

4.6.5.7. Toll-like receptor сигнален път 

От Toll-like рецепторния път експресията на TLR4 е вероятно силно повлияна, тъй като той 

се регулира от 12 микроРНК-и показали повишена експресия. 

 

4.6.5.8. Поправка на ДНК повреди 

Гените повлияни с диференциална експресия и участващи в ДНК поправката са: MSH2 част 

от MMR и гените: TDG, LIG3, NTHL1 (NTH1; OCTS3) част от BER. Най-силно повлиян е MSH2. 

 

4.6.5.9. P53 сигнален път 

В този път са засегнати най-силно са GADD45A и TP53. 

 

4.6.5.10. Аспаргин- N- свързано гликозилиране 

Участници в гликозилирането и мишени на микроРНК-ите с намалена експресия са 

DOLPP1 и MGAT3. 
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4.6.511. Поддържане на теломерите 

Експресията на TERT, участващ в поддържането на теломерите е вероятно с повишена 

експресия в изследваните простатни тумори вследствие на понижени нива на микроРНК-и, които 

го регулират.  

 

4.6.5.12. EGF-EGFR сигнален път 

Гени, участващи в EGF-EGFR сигналния път и които се регулират от микроРНК-ите 

показали диференциална експресия са следните: ABI1 (SSH3BP1), BCAR1 и MAP3K1. Най-силно е 

повлияна експресията на ABI1, тъй като е мишена на 13 микроРНК-и с повишена експресия. 

 

4.6.5.13. ID сигнален път 

В нашето проучване диференциално експресираните микроРНК регулират следните гени, 

участващи в ID сигнализирането: ID4, SREBF1 и PAX5. В този сигнален път най-много микроРНК-

и регулират ID4. 

 

4.6.5.14. Енергиен метаболизъм 

Някои от засегнатите гени участващи в енергийния метаболизъм са: SLC25A4, ATP5J, 

ATP5G2, COX5A, COX7B, COX11, регулирани от микроРНК-ите с повишена експресия и гените 

MDH2, PGAM2, SREBP1 регулирани от микроРНК-ите с намалена експресия. Най-много мирко-

РНК-и регулират SLC25A4 (14 на брой) и COX11 (11 на брой). Вероятно по-слабо повлияни са 

гените регулирани от микроРНК-ите с понижена експресия. 

 

4.6.5.15. Отговор към оксидативен стрес 

Гените, участващи в отговора към оксидативен стрес и регулирани от микроРНК-ите с 

променена експресия са TXN2, MT1X, UGT1A6. Най-много микроРНК-и регулират UGT1A6. 

 

4.6.9.16. Клетъчна адхезия 

Клетъчната адхезия като цяло би следвало да е подтисната вследствие на действието на 

микроРНК-ите, тъй като са повлияни гените: CAV2, MET, COL4A6, COL4A1, ITGA2, ITGA9, ITGB8, 

ITGAM, PIK3R, ARHGAP5. 

 

4.6.5.17. Други важни гени регулирани от микроРНК-ите показали промяна в експресията 

Някои от гените регулирани от микроРНК-ите с променена експресия и не попадащи в 

пътищата разгледани до този момент, но представляващи туморсупресори или онкогени са KLF9, 

TOB1, DAZAP2, RUNX1, ITM2B регулирани от микроРНК-ите с повишена експресия и GATA2, 

TLN1 и RNMT регулирани от микроРНК-ите с понижена експресия. Най-силно повлиян вероятно е 

KLF9, тъй като той се регулира от 17 микроРНК-и с повишена експресия. От гените регулирани от 

микроРНК-ите с понижена експресия най-силно вероятно е повлиян RNMT. 

 

4.6.6. Определяне на белтък-белтъчните взаимодействия на важни туморсупресори и 

онкогени, регулирани от показалите диференциална експресия микроРНК-и в изследваните 

простатни тумори 

Определянето на белтък-белтъчните взаимодействия бяха определени с помощта на STING 

[1]. Бяха определени белтък-белтъчните взаимодействия на p53, TERT, ID4, KLF9, NLK, MAD2L1, 

DCC, ABI1L, NF1, FURIN, MSH2. Те показват, че промяната в нивата на подбраните гени повлиява 

активността или експресията на други важни гени. 
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Фигура 14. Взаимодействие на р53 с други белтъци. По-силните взаимодействия, асоциации са 

показани с по-дебели линии. 

 

4.6.7. Резултати от йерархичен клъстерен анализ 

Йерархичният клъстерен анализ показа, че 27 от 28-те микроРНК-и с повишена експресия и 

5 от микроРНК-ите с понижена експресия могат да разграничат надеждно туморните от 

нормалните простатни тъкани (Фигура 15). 
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Фигура 15. Йерархичен клъстерен анализ въз основа на диференциално експресираните микроРНК-и диагнозата без усредняване на 

стойностите на пациентите и контролите и след прилагане на допълнително филтриране на микроРНК-ите експресирани в под 5 проби. 

Обозначения: PC- пациенти с РП; BPH- контроли с ДПХ 
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5. ОБСЪЖДАНЕ 

 

5.1. Обсъждане на резултатите от проведените асоциативни проучвания на 

полиморфни варианти открити при GWAS 

 

В нашето проучване не се достигат статистически значими резултати за някои от 

изследваните полиморфни варианти. Вероятно това се дължи на малката статистическа сила на 

проучването и малкия ефект на полиморфизмите върху риска за развитие на РП, който може да се 

определи при изследването на голям брой пациенти и контроли. Друго възможно обяснение е, че 

някои от тези полиморфизми са асоциирани с риска за ранно развитие и фамилен РП, както и с 

увеличен риск за фатален изход от заболяването и с увеличен риск за развитие на метастази както 

при rs6465657 [2-6]. Трябва да се отбележи, че ролята на изследваните полиморфни варианти може 

да е различна за отделните популации. 

В хромозомен локус 8q24 бяха изследвани 4 полиморфни варианта (rs1016346, rs4871008, 

rs7841060, rs620861). От тях полиморфен вариант rs620861 не показа никаква асоциация с риска за 

развитие на РП, както и с клиникопатологични характеристики на туморите при български 

пациенти сходно на San Francisco и съавтори [7]. Полиморфизмите rs1016343 и rs7841060 не 

показаха асоциация с предразположеността за развитие на РП, но се намери статистически значима 

асоциация с риска за развитие на висок Gleason score и метастази, което ги прави потенциални 

прогностични биомаркери. До този момент не е докладвана асоциация на тези полиморфизми с 

агресивността на заболяването. Необходимо е валидирането на резултатите в по-голямо проучване. 

Резултатите за rs4871008 са в съгласие с литературните данни [8], при който честотата на рисковия 

алел С е по-висока при пациентите в сравнение с контролите. Генотипът T/T се среща много по-

често в контролите в сравнение с пациентите като значително понижава риска за развитие на РП 

(p=0.03, OR=0.52 95%CI: 0.29-0.94). Проведеният хаплотипен анализ допълва наблюдението, че 

изследваните полиморфизми в 8q24  са по-силно асоциирани с риска за развитие на агресивни 

тумори. Хаплотипът C-T-T (rs1016343-rs4871008-rs7841060) се асоциира с понижен риск за поява 

на тумори с висок Gleason score.  

От изследваните полиморфни варианти в 10q11 (rs10993994 и rs7920517) хромозомен 

локус асоциацията с риска за развитие на РП при български пациенти се потвърди за rs7920517. 

Резултатите за този полиморфизъм са в съгласие с публикуваните данни от геномно асоциативно 

изследване в два стадия, при които рискът за развитеи на РП свързан с хетерозиготно носителство 

варира от 1.10 до 1.18, докато рискът от хомозиготно носителство на рисковия алел е в рамките на 

1.47-1.99 [9]. Полиморфизмът rs7920517 показа асоциация и с риска за развитие на агресивно 

заболяване.  

Полиморфизмът rs7127900 е изследван в едно проучване на PRACTICAL консорциума, 

където показва високо OR и асоциация с РП и при включените български пациенти [10]. За да 

потвърдим намерената асоциация изследвахме този полиморфизъм в разширена кохорта от 

пациенти и контроли. 

Полиморфизмът rs7127900 се намира в късото рамо на хромозома 11, в локус 11р15 и 

близко разположен гени са IGF, IGF2, INS, TH, за които има данни, че имат роля в молекулярната 

патология на РП [11, 12]. За да се разясни ролята на този регион за развитието на РП бяха подбрани 

шест полиморфизми разположени центромерно и един теломерно по отношение на полиморфизма 

rs7127900. Потвърди се генотипната асоциация на rs7127900 с риска за развитие на РП при 

български пациенти. Статистически значими разлики в генотипните и алелните честоти между 

пациентите и контролите  не се получиха за пет от полиморфните варианти разположени 

центромерно (rs11603378, rs2239681, rs10770125, rs3842756) и теломерно (rs55930300) на 

първоначално показалия асоциация полиморфизъм rs7127900. Това показва, че те не са отговорни 

за получилия се сигнал от GWAS за 11р15 региона. Тенденция за асоциация бе наблюдавана за 

rs2239681 в IGF2 тъй като G/G генотипът се среща по-често при пациенти с агресивни тумори 
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(висок Gleason score, Т3 или Т4 туморен стадий и с лимфни метастази) и резултатът бе близък до 

статистическа значимост (p=0.07).  

Статистически значима асоциация с РП бе наблюдавана за полиморфизмите rs2070762 и 

rs11564710. Вероятно тези полиморфни варианти заедно с rs7127900 на 11p15 повлияват риска за 

развитие на заболяването. Най-голямата степен на значимост се получи за rs11564710. Алелът С се 

среща по-често при контроли и е протективен, а алелът А се среща по-често при пациенти и е 

рисков като разликите са статистически значими (p=0.04). Дори и хетерозиготното носителство на 

рисковия алел А води до двукратно повишаване на риска за възникване на РП (p=3 х 10-4, OR-2.21 

95% CI: 1.43-3.41). Не се получиха статистически значими резултати за A/A генотипа вероятно 

защото той е рядък и за да се определи ефекта му върху риска за развитие на РП е необходимо 

изследването на по-голяма кохорта от пациенти и контроли. Този полиморфен вариант оказва и по-

силен ефект върху предразположеността за развитие на РП от rs7127900 тъй като повишава риска с 

над 2 пъти в сравнение с 1.77 пъти. Проведеният хаплотипен анализ с изследваните полиморфизми 

на 11p15 също показа, че определени хаплотипни комбинации от изследваните полиморфизми са 

статистически значимо асоциирани с РП. Установи се, че хаплотипни комбинации между 

полиморфизми, които не показаха статистически значима асоциация при изследването им 

поотделно, са асоциирани с риска за развитие на метастази.  

 

5.2. Обсъждане на резултатите от проведените асоциативни проучвания на 

полиморфни варианти в гена AMACR и гените AR и CYP1B1 свързани с метаболизма на 

андрогените 

 

Изследваните полиморфни варианти в CYP1B1 (rs2567206), AR (CAG повтор в екзон 1) и 

AMACR (rs3195676) не показаха статистически значима асоциация с риска за развитие на РП, както 

и с клиникопатологичните характеристики, определящи агресивността на туморите. 

CYP1B1 е важен ензим за активирането на екзогенни и ендогенни прокарциногени в 

реактивни метаболити, които предизвикват увреждания в ДНК [13]. Той е много полиморфен и 

неговата активност и каталитична специфичност се регулират от няколко функционални не-

синонимни еднонуклеотидни полиморфизми (SNP) [14]. В много изследвания се анализира 

връзката между тези полиморфизми и РП. 

Beuten и съавтори изследват и нефункционален полиморфизъм в CYP1B1 - rs2567206 за 

асоциация с РП. Те установяват, че този вариант е асоцииран със значително понижаване на риска 

за развитие на агресивен РП при испанските кавказци [15]. В нашето проучване rs2567206 не 

показва асоциация с риска за развитие на РП, а така също и с клиникопатологичните 

характеристики. Това може да се дължи на малката група изследвани пациенти и контроли. 

Статистически значими резултати са получени в изследването на Beuten, но то включва общо 706 

пациенти и 1334 контроли. В нашето проучване са включени 181 пациента и 168 контроли. 

Ефектите на андрогените се медиират от андрогеновия рецептор (AR), ядрен 

транскрипционен фактор кодиран от AR гена. Тринуклеотидният полиморфизъм (CAG)n, кодиращ 

полиглутаминов повтор (Q tract) в екзон 1 на този ген, се предполага, че е рисков фактор при РП 

[16].  

Нормалният брой повтори на CAG микросателита е между 8 и 35, а средно около 20. 

Микросателитният повтор се асоциира с различия в активността на AR [17]. По-късите повтори 

водят до по-висока активност [18, 19] и са асоциирани с риска за развитие на РП, агресивни 

тумори, биохимични рецидиви и повишена смъртност поради заболяването [16, 20-23]. Въпреки 

това резултатите варират за различните етнически групи. Най-скорошните изследвания не 

откриват асоциация на този полиморфизъм с риска за развитие на РП [24, 25], прогресията и 

общата преживяемост, а така също с Gleason score или туморния стадий при поставянето на 

диагнозата [26]. Противоположните заключения вероятно са поради различия в дизайна, малките 

изследвани групи в някои проучвания, различия в средата, генетичните фактори и други случайни 

фактори, а така също и различия в приетата гранична стойност за дължина на повторите [27].  
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AMACR кодира α-метилацил-CoA рацемаза, която участва в β окислението на разклонените 

мастни киселини и техни деривати, катализира конверсията на няколко R-метилацил-КоА мастни 

киселини в техните S-стерео изомери [28]. AMACR експресията е маркер за туморна 

диференциация. Този маркер има способността да потвърждава диагноза за злокачественост при 

простатна биопсия. Нивата на иРНК на гена за AMACR показват 9-кратно повишение в биопсии от 

карцином на простатата в сравнение с нормална простатни тъкани [29].  

Открити са различни полиморфизми в AMACR, няколко мисенс замени M9V (rs3195676), 

G1175D, S291L, и K277E, които са асоциирани с РП [28]. 

Изследваният полиморфен вариант rs3195676 води до аминокиселинната замяна метионин 

към валин в кодон 9 - M9V в екзон 2. Този полиморфизъм показва най-силна асоциация с РП от 

всички изследвани полиморфни варианти в AMACR [28-31]. В нашето проучване не се достига 

статистическа значима асоциация, но генотипът C/C и алелът C се срещат по-често при контролите 

в сравнение с пациентите с агресивно заболяване и вероятно понижават риска за развитие на 

метастази и тумори с висок Gleason score. Установено е, че C алелът се предава по-често на 

незасегнатите родственици при фамилните случаи на РП [32], но също така редуцира и риска за 

възникване на заболяването при спорадичните случаи [33]. До този момент няма проучвания, 

които да изследват асоциацията на M9V с риска за развитие на агресивен простатен карцином. 

Трябва да се увеличи изследваната група, за да се определи асоциацията на този полиморфизъм с 

развитието на РП при български пациенти.  

 

5.3. Обсъждане на резултатите получени от анализа на промоторното 

хиперметилиране на гените GSTP1, HIST1H4K и RASSF2 в урина на пациенти с РП и 

контроли 

 

5.3.1. Обсъждане на резултатите получени от анализа на промоторното 

хиперметилиране на GSTP1 в урина 

 

Най-проучваният епигенетичен биомаркер при РП е ДНК метилирането на GSTP1 гена, 

който кодира ензим необходим за детоксикацията и предпазването на ДНК от оксиданти и 

електрофилни метаболити. Представлява атрактивен неинвазивен биомаркер тъй като може да 

бъде открит и изследван в телесни течности като серум, плазма и урина [34]. 

В нашето проучване промоторно хиперметилиране на GSTP1 показаха 70.31% (45) от 

пациентите с РП и 65.38% (17) от контролите с ДПХ. Сходни резултати за пациентите (76% 

метилирани) получават и Goessl и съавтори, когато използват QIAamp Viral Kit [35]. 

В нашето проучване откриваме висок процент (65.38%) метилиране и сред контролите с 

ДПХ, каквото в повечето проучвания не откриват. Тъй като контролите с ДПХ показват висок 

процент метилиране, то в анализа на ROC кривите не може да се направи надеждно разграничаване 

между тях и пациентите (AUC=0.525) и специфичността на промоторното хиперметилиране на 

GSTP1 е ниска (35%). Това показва, че метилирането на GSTP1 не е надежден диагностичен 

биомаркер. В сравнение с него серумните нива на PSA в изследваната група по-надеждно 

разграничава болните от здравите (AUC=0.745) с чувствителност 73.3%, и специфичност 60.9% 

при гранична стойност от 9 ng/ml. В едно скорошно проучване GSTP1 промоторното 

хиперметилиране в урина  също не показва статистически значимост като предиктивен фактор за 

наличие на РП [36].  

Метаанализ на биомаркера GSTP1 показва, че специфичността в различните проучвания 

варира от 0.41 (41%) до 1 (100%) като в повечето е над 0.5 (50%). За разлика от сравнително 

високата специфичност, която се открива в повечето изследвания, чувствителността варира в 

широки граници от 0.05 (5%) до 1 (100%) [37]. Контролите спрямо, които се сравнява ДНК 

метилирането на GSTP1 в пациентите с РП се различават в отделните проучвания и вероятно 

поради тази причина варира и процента метилиране, който се открива при тях. Използваните 

контроли повлияват върху специфичността на биомаркера, която се получава. В някои проучвания 
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използват напълно здрави мъже, без урологични оплаквания и често с ниски средни стойности на 

PSA [38-40]. В нашето проучване контролите, които използвахме са възрастни мъже, с неоткрит 

рак след биопсия, с ДПХ и със средни PSA стойност 10.36 ng/ml. Така подбрани контроли 

използват редица други автори [35, 41]. В проучването на Hoque et al сред контролите присъстват и 

жени [42].  

Поради варирането на специфичността и чувствителността на биомаркера GSTP1 в 

отделните проучвания, то неговата роля като неинвазивен диагностичен маркер и навлизането му в 

клиничната практика все още не са напълно изяснени и предстоят още проучвания, в които трябва 

да се подберат подходящи китове за изолиране, методи за анализ и да се включат контроли, които 

са възрастни, нямат простатен карцином, но с урологични оплаквания (възпалителни процеси, 

ДПХ), тъй като в клиничната практика трябва да се прави разграничаване именно между тях и 

пациентите с простатни карциноми. 

Когато в анализа на ROC кривите включихме пациентите и МАМ, то получихме голяма 

площ на кривата (AUC)- 0.777 и резултатът бе статистически значим (p<0.05) със специфичност 

85% (95% CI: 62.08 % - 96.62 %) и чувствителност 70.31% (95% CI: 57.58 % - 81.08 %). Тези 

резултати могат да се обяснят с корелация на промоторното хиперметилиране на GSTP1 с 

възрастта. Kwabi-Addo и съавтори откриват зависимо от възрастта метилиране на RARB2, RASSF1A 

и GSTP1 [43]. В нашето проучване след провеждане на корелационен анализ също се установи, че 

ДНК метилирането на GSTP1 корелира с възрастта (r=0.255, p=0.018). 

 

5.3.2. Обсъждане на резултатите получени от анализа на промоторното 

хиперметилиране на HIST1H4K в урина 

 

Изследваният ген HIST1H4K кодира член на хистон Н4 семейството и лежи в рамките на 

голям клъстер от репликационно-зависими хистонови гени на хромозома 6р21-22 [44]. 

Представлява обещаващ биомаркер при РП според проучването на Payne и съавтори [38]. 

За да определим дали метилирането на HIST1H4K е свързано с простатната карциногенеза 

или се дължи на промени свързани със стареенето, използвахме две групи контроли- контроли с 

ДПХ, които съответстват по възраст на пациентите и МАМ. 

Открихме много сходни честоти на метилиране при пациентите с РП (52.63%) и контролите 

с ДПХ (55.17%), докато метилиране не бе установено при МАМ. По тази причина, когато в ROC 

анализа сравнихме пациентите спрямо контролите с ДПХ, не получихме статистически значими 

резултати и маркерът има ниска диагностична точност (AUC=0.513). Метилирането на HIST1H4K 

успешно разграничава пациентите от младите мъже (AUC=0.763; 95% CI: 0.672-0.839, p<0.0001) и 

показва по-добра специфичност (100%), но по-ниска чувствителност (52.63%) в сравнение с 

резултати получени от Payne и съавтори (AUC=0.64; 95% CI: 0.55–0.72, р<0.00001) [38]. В 

сравнение с HIST1H4K преоперативно измерените серумни стойности на PSA показват по-голяма 

диагностична точност в разграничаването на пациентите с малигнена находка от тези с негативен 

резултат при биопсия (AUC=0.785, p< 0.0001, чувствителност от 74.51% и специфичност от 

78.57%) при гранична стойност от 11.38 ng/ml. 

Корелационният анализ показа статистически значимо, зависимо от възрастта 

хиперметилиране на HIST1H4K промоторната област в изследваната извадка от пациенти и 

контроли без рак (ДПХ контроли и млади мъже), сходно на GSTP1. Тази корелация не е 

необичайна тъй като стареенето е многостранен процес, характеризиращ се с генетични и 

епигенетични промени в генома. Епигенетичните механизми са главни фактори, водещи до 

промени в геномната структура и функции, съпътстващи стареенето [45]. Все още не е ясно дали 

промоторното хиперметилиране на HIST1H4K в простатната жлеза предразполага стареещите 

клетки към неопластична трансформация. За да се отговори на този въпрос е необходимо 

изследването на по-голяма кохорта и пациентите с ДПХ показали HIST1H4K промоторно 

хиперметилиране, които да се проследяват, за да се определи дали ще развият рак след проведената 
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първа биопсия. Ще бъде полезно и включването в анализа на пациенти с високо стадийна 

простатна интерепителиална хиперплазия. 

 

5.3.3. Обсъждане на резултатите получени за RASSF2 

Подбрахме RASSF2, сходно на HIST1H4K, тъй като представлява потенциален 

диагностичен биомаркер при РП [38]. RASSF2 кодира член на RASSF1 семейството на RAS 

ефекторите, които негативно инхибират K-ras индуцираната онкогенетична трансформация [46]. 

Разглежда се като потенциален туморсупресорен ген. Може да инициира апоптоза и стопиране на 

клетъчния цикъл. 

RASSF2 не показа промоторно метилиране в урина на включените пациенти с РП, контроли 

с ДПХ и МАМ. За разлика от нашето изследване това на Payne и съавтори открива метилиране в 

37% от МАМ, 82% от мъжете с негативна биопсия и 59% от пациентите с РП. Това противоречие в 

получените резултатите може да се дължи на популационни различия, на различните използвани 

методи за анализ (Payne и съавтори използват за анализ HeavyMethyl технологията). Payne и 

съавтори получават много висока площ на кривата при анализа на ROC кривите при използването 

на промоторното хиперметилиране на RASSF2 в урина за разграничаване на пациентите с рак от 

МАМ [38]. По-ниска площ (0.66) получават при разграничаването на пациентите от контролите с 

негативни биопсии. Авторите не коментират причината за по-високия процент промоторно 

хиперметилиране на RASSF2 при контролите с негативна биопсия в сравнение с пациентите с РП. 

Очаква се метилирането на този биомаркер да е с по-висока честота при пациентите, тъй като 

представлява потенциален туморсупресорен ген. По голяма разлика между метилирането се 

наблюдава между МАМ и контролите с негативна биопсия, отколкото между пациентите с рак и 

контролите. На основа на наблюденията в настоящото изследване този биомаркер не се потвърди 

като надежден диагностичен или прогностичен биомаркер. 

 

5.4. Обсъждане на резултатите получени от експресионния анализ на GSTP1, PSA, 

PCA3, AMACR и GOLPH2 (GOLM1) в урина на пациенти с РП и контроли 

 

В анализа на ROC кривите нивата на ескпресия на PSA (KLK3) в урина не показаха 

достатъчно добро разграничаване на пациентите от контролите (AUC=0.694) с чувствителност от 

61.11% и специфичност от 72.7%. За разлика от експресионните нива на PSA в урина, серумните 

нива на PSA дадоха по-точно разграничаване на пациентите от контролите (AUC=0.767) и с по-

висока чувствителност 76.9%, малко по-ниска специфичност- 60%, но при използване на гранична 

стойност от 8.9 ng/ml. 

За разлика от нивата на PSA в урина и серум тези на PCA3 показаха по-надеждно 

разграничаване на пациентите от контролите. Стойността за AUC (0.778) е близка до тази получена 

за PCA3 score (0.787) в други проучвания, показващи че този биомаркер е по-добър от PSA, от 

съотношението free (свободен) PSA-total PSA и PSA плътността (AUC-0.564, 0.594 и 0.684 

съответно). Открита е и корелация между PCA3 score и агресивността на заболяването- 

вероятността за развитие на метастази и туморния обем при радикална простатектомия [47, 48]. 

Друго предимство на PCA3 score е, че той не се повлиява от възрастта, наличието на простатис и от 

5-α-редуктазни инхибитори [49]. Като цяло в различните проучвания AUC за този биомаркер 

варира от 0.72 до 0.87 [50-52]). 

Експресията на AMACR в нашето проучване показа по-добра диагностична точност 

(AUC=0.728) от PSA в урина, но не и от PSA нивата в серум. Получената площ под кривата за 

AMACR е по-висока от получената от Ouyang и съавтори (AUC=0.65), но за разлика от тях 

стойностите за специфичност и чувствителност са по-ниски (61.11% чувствителност спрямо 70% и 

69.23% специфичност спрямо 71%) и диагностичната точност на този биомаркер не надминава 

тази на PSA в серум [53]. 
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В нашето проучване GSTP1, като експресионен биомаркер в урина, не се оказа надежден в 

разграничаването на пациентите от контролите. Такива резултатите получихме и за промоторното 

хиперметилиране. Понижена експресия GSTP1 беше наблюдaвана само в 11.11% от пациентите, а в 

50% експресията бе без значима промяна спрямо контролите. Получените резултати могат да се 

обяснят с наличието на промоторно хиперметилиране в голям процент от контролите с ДПХ. Това 

предположение бе потвърдено с изследване на ДНК промоторното хиперметилиране в част от 

анализираните пациенти и контроли. От 13-те контроли включени в експресионния анализ 11 са 

изследвани и за промоторно хиперметилиране на GSTP1. От тези 11 контроли 3 имат 

неметилирани промоторни области и 9 имат метилирани. Друго възможно обяснение е 

изолираната РНК от пробите-урина да е не само от простатни клетки, но и от други епителни 

клетки, които нямат понижение в експресията на GSTP1 поради промоторно хиперметилиране. 

Експресията на GOLPH2 показва по-добро разграничаване на пациентите от контролите в 

сравнение с експресиятат на GSTP1, но е по-малко надежден от PSA в серум и урина, както и от 

PCA3 и AMACR. За разлика от проучванията на Varambally [54] и Laxman [55] GOLPH2 не 

надминава диагностичната точност на серумните нива на PSA в нашето проучване. Това може да 

се дължи на много ниските стойности на AUC за серумните стойности на PSA докладвани от тези 

два авторски колектива (0.495 при Varambally и 0.508 при Laxman), различаващи се от 

публикуваните стойности в повечето проучвания. 

В нашето проучване най-надежден от изследваните биомаркери в разграничаването на 

пациентите от контролите се оказа PCA3, което е в съгласие с литературните данни [50-52, 56].  

Съществуват проучвания, които откриват по-високи стойности на AUC и по-добри 

специфичност и чувствителност при комбинация на няколко маркера в сравнение с използването 

единствено на PCA3 [55]. По тази причина проведохме мултимаркерен анализ на ROC кривите, в 

който не включихме GSTP1, тъй като той показа най-ниска диагностична точност, както като 

експресионен биомаркер, така и като промоторно хиперметилиран биомаркер в урина. 

Комбинирането на биомаркери в нашето проучване доведе до подобряване на AUC, 

чувствителността и специфичността в разграничаването на пациентите и контролите в сравнение с 

използването на PCA3 биомаркера сам по себе си. 

Площта под кривата (AUC), която получихме при комбинирането на PSA, PCA3 и AMACR е 

0.823 и тази стойност показва добра диагностична точност, и е по-висока в сравнение с получените 

при комбинирането на PCA3, SPINK1, GOLPH2, TMPRSS2-ERG (AUC=0.758) в изследването на 

Laxman и съавтори [55] и при комбинирането на PSMA, PCA3 и PSGR (AUC=0.74) в изследването 

на Rigau и съавтори [57]. 

Най-добрата комбинация между два биомаркера в нашето проучване е между PCA3 и 

AMACR с чувствителност от 77.8% и специфичност от 75%. Ouyang и съавтори получават малко 

по-високи стойности за чувствителност и специфичност при комбинирането на тези два 

биомаркера в урина: 81% и 84% съответно. Това може да се обясни с различните методи за анализ 

на нивата на експресия [53]. Комбинирането на PCA3, AMACR и GOLM1 доведе до получаването 

на най-голямата площ под кривата (AUC=0.836), но резултатът не достига статистическа 

значимост (p=0.06). Необходимо е изследването на по-голям брой пациенти и контроли, за да се 

определи диагностичната точност на тази комбинация от три биомаркера. Комбинирането на 4 от 

изследваните биомаркери в урина (без GSTP1) също води до по-добро разграничаване на 

пациентите от контролите в сравнение с използването им поотделно или в сравнение със 

серумните нива на PSA. Резултатът достига статистическа значимост, но получената площ под 

кривата (AUC=0.795) е по-малка в сравнение с получените за останалите коментирани вече 

комбинации от биомаркери. Тази комбинация от 4 биомаркери в урина обаче има по-добра 

диагностична точност от намерената от Laxman и съавтори [55]. 
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5.5. Обсъждане на резултатите получени от експресионния анализ на let-7c, miR-30c, 

miR-141 и miR-375 в плазма на пациенти с РП и контроли 

В настоящото изследване анализирахме експресионните нива на miR-141, miR-375, let-7c и 

miR-30c в плазма на пациенти с РП и контроли, състоящи се от мъже с ДПХ и МАМ с цел да 

определим диагностичната и прогностичната точност при български пациенти. Тези микроРНК-и 

интензивно се изследват и тяхната експресия корелира с развитието на РП, метастазите и други 

клиникопатологични характеристики [58-61], но все още е необходимо провеждането на 

валидиращи проучвания в плазма и серум. 

В нашето изследване нивата на miR-141 са сходни в пациентите и МАМ, в съгласие с 

получените резултати в други проучвания [61, 62], но за разлика от  намереното от Mitchell и 

съавтори [58]. Несъответствията между проучванията може да се дължат на различната 

концентрация и съдържание на микроРНК-и в плазма и серум, различните използвани методи за 

анализ (например включване на пре-амплификационна стъпка между обратната транскрипция  и 

PCR в реално време за увеличаване на количеството на микроРНК-ите с ниска концентрация) и 

размера на изследваните групи от пациенти и контроли. Друго възможно обяснение е, че Mitchell и 

съавтори сравняват нивата на микроРНК-ите между пациенти с РП и метастази и здрави контроли. 

Ние не успяхме да намерим корелация на miR-141 с развитието на метастази, тъй като бяха 

анализирани много малък брой такива пациенти в нашата извадка. Не намерихме и корелация с 

други клиникопатологични характеристики (Gleason score, туморен стадий, засягане на лимфните 

метастази), вероятно поради малката изследвана група и ниските нива на тази микроРНК в плазма. 

Анализът на ROC кривите доказа, че нивата на miR-141 не могат надеждно да разграничат 

пациентите от ДПХ контролите и МАМ. 

Нивата на експресия на miR-375 са сравнявани между различни групи пациенти с РП или 

между пациенти с кастрационно резистентни простатни тумори с метастази (мКРРП) и здрави 

контроли и е потвърдено, че циркулиращите нива на miR-375 са повишени в пациенти с мКРРП в 

сравнение със здрави контроли или пациенти с локализиран РП [60, 63-65]. В проведеното 

изследване ние сравнихме експресионните нива на тази микроРНК в пациенти и две групи 

контроли (ДПХ и МАМ). Открихме статистически значимо понижена експресия на miR-375 в 

83.05% от пациентите в сравнение с контролите. В сравнение с МАМ, 45.76% от пациентите 

показаха намалена експресия. Несъответствието между получените от нас резултати и 

докладваните от други изследователи е възможно да се дължи на размера и състава на 

изследваните групи. В нашето проучване са включени само двама с далечни и 6 с лимфни 

метастази. Експресията на miR-375 е открито, че е понижена и при други малигнени заболявания 

[66-74]. Анализът на ROC кривите в нашето проучване показа, че понижената експресия на miR-

375 в плазма представлява най-надеждния и точен диагностичен биомаркер и може да разграничи 

пациентите с РП от контролите с висока чувствителност и специфичност. Експресионните нива на 

miR-375 в плазма могат да бъдат използвани не само като прогностичен, но и като диагностичен 

биомаркер, въпреки че не открихме статистически значима корелация на miR-375 с 

клиникопатологичните характеристики. 

Наблюдаваната понижена експресия на miR-375 може да бъде обяснена не само с малкия 

брой пациенти с далечни метастази и позитивни лимфни възли, но също така с вероятното 

присъствие на други съпътстващи заболявания като диабет, простатитис, различни 

патофизиологични процеси, андроген изчерпваща терапия. 

Другите две изследвани микроРНК са let-7c и miR-30c. В съгласие с други проучвания let-

7c и miR-30 са с понижена експресия в голяма част от пациентите в сравнение с ДПХ контролите 

използвани за калибратори. Но когато МАМ бяха използвани като калибратори, пациентите с РП 

се разпределят по равно в групи според експресията си (понижена, повишена и без промяна). По 

тази причина, когато използваме МАМ като калибратори в ROC анализа за всички изследвани 

микроРНК-и включвахме и ДПХ контролите с цел да определи дали разграничаването между 

пациентите с РП спрямо ДПХ контролите и МАМ ще се подобри. Анализът на ROC кривите 
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показа, че когато ДПХ пробите бяха използвани като калибратори, let-7c нивата в плазма имат 

потенциал да се използват като диагностичен биомаркер за разграничаване на пациентите с РП от 

ДПХ контролите с AUC- 0.757 и чувствителност от 75% и специфичност от 61%. Специфичността 

бе по-висока, а чувствителността сходна на тази получени при анализа на ROC кривите на PSA. 

Сходна площ под кривата (AUC-0.784) за let-7c е получена от Chen и съавтори [75]. Когато МАМ 

бяха използвани като калибратори в анализа на ROC кривите за разграничаване на пациентите от 

контролите с ДПХ бе наблюдавана по-малка площ на кривата AUC (0.626). Chen и съавтори 

получават по-голяма площ (AUC-0.775), но тяхната група от здрави контроли се състои от 

възрастни мъже без ДПХ и със средна възраст от 72 години. Те също така са анализирали по-

голяма извадка, което също може да е причина за по-малката получена площ под кривата при 

анализа на ROC кривите. Нито let-7c, нито miR-30c показаха корелация с клиникопатологичните 

характеристики на заболяването. 

Няколко проучвания показват, че мониторингът на PSA стойностите може да се използва за 

оценка на риска за развитие на агресивен рак (напреднал туморен стадий, висок Gleason score и 

метастази) при пациенти с РП [76-80]. PSA нивата заедно с Gleason score и туморния стадий се 

използват, за да се изчисли риска за развитие на агресивен простатен карцином, за появата на 

биохимичен рецидив след радикална простатектомия в различни класификатори като D'Amico, 

CAPRA score [81, 82]. В съответствие с проучванията, които показват корелация на PSA с 

клиникопатологичните характеристики, открихме статистически значима корелация на PSA с 

Gleason score, туморния стадий и наличието на лимфни метастази със следните коефициенти на 

Spearman: 0.612 (p=5.31 x 10-7); 0.576 (p=4.21 x 10-6) и 0.458 (p=4.34 x 10-4). PSA нивата при 

диагностицирането предсказват наличието на лимфни метастази с 100% чувствителност и 90% 

специфичност, когато 27.1 ng/ml се използва за гранична стойност.  

Анализът на ROC кривите бе използван и за да се оцени диагностичната стойност на 

комбинациите от изследваните микроРНК-и и PSA. По-висока диагностична стойност бе 

наблюдавана, когато комбинирахме микроРНК-ите с или без PSA. Най-добро разграничаване 

между пациентите с РП и двете групи контроли с 86.8% чувствителност и 81.8% специфичност се 

получи, когато бяха комбинирани всички биомаркери и МАМ бяха използвани като калибратори. 

Получената площ под кривата бе 0.877. Когато ДПХ пробите бяха използвани като калибратори, то 

няколко комбинации от изследваните биомаркери могат по-надеждно да разграничат групите в 

сравнение с използването на биомаркерите поотделно. Когато всички 4 микроРНК-и се 

комбинират AUC е 0.781 и пациентите се разграничават от контролите с ДПХ с 81.4% 

чувствителност и 81.2% специфичност. Друга надеждна комбинация е между miR-30c, miR-141, 

miR-375 и PSA с AUC-0.836 и чувствителност от 94.5% и специфичност от 66.7%.  

В заключение тези панели, състоящи се от микроРНК и серумен PSA имат предимство пред 

използването на микроРНК-ите или PSA самостоятелно тъй като различните микроРНК имат 

променена експресия в различните субтипове на рака и PSA не е специфичен за наличието на рак. 

 

5.6. Обсъждане на резултатите от микроРНК експресионното профилиране чрез 

микрочипове в туморни и нормални простатни тъкани 

5.6.1. Обсъждане на микроРНК-ите, показали диференциална промяна 

В нашето проучване установихме, че по-голям брой от микроРНК-ите с установена 

промяна са с повишена експресия (28 на брой), отколкото с понижена (14 на брой), което 

противоречи на първоначалните резултати за РП [83-85], но е в съгласие с няколко скорошни 

проучвания [86-88]. В допълнение, в отделните изследвания са анализирани различен набор от 

микроРНК-и чрез различни платформи. Това може да е вероятна причина за противоречивите 

резултати. 

Изследвахме експресията на микроРНК-ите в туморни тъкани от радикални 

простатектомии тъй като по този начин може да се осигури достатъчно туморна тъкан и висок 

добив на РНК необходим за провеждането на микрочипов анализ. Сравнявахме експресията на 
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микроРНК-ите в туморните тъкани спрямо нормални простатни тъкани от биопсии на 

контроли с ДПХ. Използвахме така подбрани нормални тъкани по две причини: 1) в клиничната 

практика е необходимо разграничаване на пациентите с рак от тези с ДПХ, а не диференциране на 

туморни и нормални тъкани в едни и същи пациенти и 2) възможно е възникване на промени в 

експресията на микроРНК в строма и нормални тъкани в близост до туморни. Сходен дизайн на 

експеримента е използван и в други проучвания [84, 89]. 

Установените микроРНК-и с повишена експресия в изследваните от нас простатни тумори 

показват промяна от 3 до 172 пъти като повечето са с над 17 пъти промяна. По-голяма част от 

микроРНК-ите с понижена експресия показват от 2 до 9 пъти промяна, а 3 от тях над 80 пъти 

намалена експресия. До този момент в изследванията на микроРНК профилите при РП чрез 

микрочипове не е докладвана толкова значителна промяна в експресията. Степента на 

промяна на микроРНК-ите с повишена експресия в проучванията варира в границите 1.5 до 6.36 

[86, 87, 90]. Аналогично, степента на промяна на тези с понижена, варира между 1.5 – 3 в 

литературата. Само в проучването на He и съавтори се докладва промяна в експресията 58.96 пъти 

за една микроРНК с понижена експресия [90]. 

Част от установените микроРНК с променена експресия са докладвани и в други 

проучвания на РП. От 28-те микроРНК с увеличена експресия, 7 са докладвани в литературата и 

са показали асоциация с РП и това са: miR-17*, miR-194, miR-126*, miR-299-5p, miR-381, miR-186, 

miR-582-5p. От 14-те микроРНК с понижена експресия, 7 са докладвани: miR-634, miR-1234, miR-

144. miR-486-5p, miR-484, miR-494 и miR-196.  

За някои от тези микроРНК-и получените от нас резултати са в съгласие с тези 

получени от други изследователи като например: miR-17* [91], miR-194 [92, 93], miR-126* 

(miR-126-5p) [94, 95], miR-582-5p [96,] от показалите повишена експресия и miR-634 [97], miR-

1234 [98], miR-486-5p [95], miR-484 [98], miR-494 [99], от показалите понижена експресия. 

Някои от микроРНК-ите показали повишена експресия в нашето проучване, но 

недокладвани до този момент в литературата за връзка с РП, са потенциални онкогени тъй като са 

показали повишена експресия при други онкологични заболявания. Потенциални туморсупресорни 

микроРНК-и, показали намалена експресия в текущото проучване са miR-144 и miR-215. Те са с 

установена понижена експресия при други тумори. 

Има редица проучвания за ролята на микроРНК-ите за развитието на РП. Част от 

докладваните микроРНК-и са показали променена експресия в единични изследвания и не са 

валидирани до този момент. За други съществуват противоречиви резултати. Изследователите, 

осъществяващи широко мащабно микроРНК експресионно профилиране чрез микрочипове, PCR-

чипове или чрез новогенерационно секвениране докладват различен набор от микроРНК с 

променена експресия. Наблюдава се припокриване само за единични микроРНК-и. Всичко това 

показва, че са необходими още проучвания, а причините за вариациите в резултатите се дължат на 

различните методи за съхранение и процесиране на използваните биологичните материали, 

различните платформи и методи използвани за анализ на експресията, различните начини за 

нормализация на резултатите и ниската статистическа сила на извадките при някои проучвания. В 

допълнение, съществуват различия и в дизайна на самите проучвания. 

 

5.6.2. Обсъждане на повлияните гени и клетъчни пътища 

Проведеният онтологичен анализ показа, че най-много гени (mRNA) повлияни от 

микроРНК-ите с диференциална експресия участват на първо място в генната експресия, а след 

това в апоптозата, клетъчната пролиферация и клетъчния отговор към растежни фактори и ДНК, 

увреждащи стимули и др. Карциногенезата се инициира и съпътства от промяна в генната 

експресия. Вследствие на променената експресия се модулират важни клетъчни процеси, 

необходими за оцеляването на раковите клетки. Tang и съавтори използват данните от анализирани 

4 miRNA микроочипове при РП, за да установят клетъчните пътища, които са повлияни от 

диференциално експресираните микроРНК-и. Те взимат под внимание хетерогенността на 
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простатните тумори и използват различни статистически методи. Сходно на нашето проучване те 

откриват, че най-много гени имат GO термини свързани с транскрипцията (генната експресия) и 

нейната регулация [100]. 

Сигналните пътища най-силно повлияни от участници в тях с променена експресия са 

MAPK сигналния път; пътищата, регулиращи апоптозата; клетъчната адхезия; клетъчния цикъл; 

ДНК поправката; Wnt сигналния път; EGF-EGFR сигналния път; p53 сигналния път; NOTCH 

сигналния път и други. В един метаанализ на данните от експресионното профилиране на гени 

(mRNA) чрез микрочипове се установяват няколко клетъчни пътища асоциирани с простатната 

карциногенеза. Голяма част от пътищата докладвани в този метаанализ са силно засегнати 

вследствие действието на микроРНК-ите и в текущото проучване [101]. Продължават да се 

откриват и нови пътища засегнати при простатната карциногенеза. РП е хетерогенен и по тази 

причина в отделните проучвания се установяват различни повлияни пътища, като е затруднено 

определянето на най-важните и най-силно засегнатите. Част от установените пътища се докладват 

в няколко проучвания докато други са установени само в единични изследвания. За да се разбере 

молекулната основа на РП, е необходимо натрупването на още данни и тяхното коректно 

анализиране.  

 

5.6.2.1. MAPK сигнален път 

Митоген активираните протеин киназни (MAPK) сигнални пътища са еволюционно 

консервативни сред еукариотите и е установено че играят роля в набор от биологични процеси, 

включващи клетъчния растеж, диференциация, апоптоза, възпаление и отговор на клетката към 

стресови стимули [102]. 

Участниците в този път, които са свързани със стопиране на клетъчния цикъл и водещи до 

апоптоза като NF1, NLK, ATF2 са повлияни от микроРНК-и с повишена експресия, тоест тези 

участници са инхибирани. Позитивно са повлияни участници, които повишават клетъчната 

пролиферация и възпалителните процеси като MRAS, MAP3K1. 

Най-много микроРНК-и регулират NF1, който е важен туморсупресор и мутации в него 

водят до доминантното генетично заболяване неврофиброматоза тип 1. Мутации или делеции в 

този ген обаче са открити и при множество онкологични заболявания като рака на гърдата [103], 

рака на белия дроб [104], глиобластома [105] и др. При РП този ген е много рядко мутирал 

(http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic), но е възможно експресията му да е понижена в изследваните 

простатни тумори вследствие на действието на микроРНК-ите с повишена експресия. NF1 

предпазва от клетъчен свръхрастеж чрез регулация на RAS белтъците, които стимулират 

клетъчния растеж и делене. 

 

5.6.2.2. Сигнални пътища свързани с апоптоза 

В резултат на диференциално експресираните микроРНК-и апоптозата се инхибира тъй 

като се нарушава баланса между про-апоптотичните белтъци и анти-апоптотичните белтъци, 

редуцира се каспазната активност и се повлияват сигнални пътища свързани с апоптозата. 

Модулиран е и отговора на клетката към стресови сигнали. От каспазите е инхибирана CASP11. 

Повишена е експресията на инхибитора на апоптозата сървивин (BIRC5). Потиснат е външния път 

на апоптозата чрез инхибиране на Death рецептора FAS и неговия лиганд FASL, а така също някои 

от активаторите на апоптозата: APAF1, ARHAGP10. Инхибирана е и експресията на DCC, който 

индуцира алтернативен път на клетъчна смърт. С понижена експресия е и TP53, главен 

туморсупресорен ген, чиято основна функция е да индуцира апоптозата. Модулатори на отговора 

на клетката към стресови стимули повлияни от микроРНК-ите са например GADD45A и IL1A. 

 

5.6.2.3. Wnt сигнален път 

Wnt сигналният път регулира ембрионалния растеж, определя клетъчната съдба, регулира 

пролиферацията, полярността и миграцията. Също така участва в поддържането на популациите на 

стволовите клетки. Силно консервативен път от червеи до бозайници.  
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Действието на микроРНК-ите активира пътя тъй като позитивно е повлияна експресията на 

няколко Wnt лиганди (WNT4, WNT6, WN5B) и един от техните рецептори (FZD2), а са инхибирани 

някои туморсупресорни гени като PPP2R5E, PKD1. Експресията на RACGAP1 вероятно е 

повишена, а този ген е потенциален онкоген. Вследствие на активирането на този път се увеличава 

пролиферацията и се инхибират апоптотичните сигнали [106, 107].  

 

5.6.2.4. Клетъчен цикъл 

Клетките, които прогресират през клетъчния цикъл без да преминават през контролните 

пунктове формират малигнени тумори. По тази причина нарушената регулация на клетъчния 

цикъл е важна стъпка в карциногенезата [108]  

Действието на диференциално експресираните микроРНК води до преодоляване на 

контролните пунктове. Инхибирани са важни участници в контрола на клетъчния цикъл като 

BUB3, MAD2, PTTG1 и Emi1, които играят роля във формирането на делителното вретено, в 

разделянето на сестринските хроматиди и правилното навлизане в митоза. 

 

5.6.2.5. TGF-β сигнален път 

В епителните клетки TGF-β функционира като туморсупресор тъй като инхибира 

пролиферацията, индуцира апоптоза и медиира диференциацията. В друг контекст обаче TGF-β 

може да инициира туморната прогресия чрез повишаване на инвазивността и метастатичния 

потенциал. По тази причина TGF-β има противоположна роля и вероятно това зависи отчасти от 

стадия, в който се намира тумора [109]. 

Според ефекта, който упражняват микроРНК-ите показали диференциална експресия 

предполагаме, че TGF-β сигналният път е инхибиран. С понижена експресия са както един от 

цитокините (TGFB2), два от рецепторите (TGFBR1, TGFBR3), така и белтъците, участващи в 

предаването на сигнала и регулацията на експресията (SMAD1, SMAD9). От всички компоненти на 

TGF-β сигналния път е установено, че TGFBR3 е най-често засегнат и е с понижена експресия при 

РП. При изключване на експресията на този ген се инициира фокусна формация и увеличена 

експресия на CD133, който е маркер открит при простатни ракови стволови клетки [110]. 

 

5.6.2.6. NOTCH сигнален път 

NOTCH сигналният път играе ключова роля за нормалното развитие на множество тъканни 

и клетъчни типове чрез повлияване на диференциацията, оцеляването, пролиферацията, които 

силно зависят от силата на сигнала и клетъчния контекст [111]. Елементи от NOTCH сигналния 

път играят важна роля за развитието на РП и неговата прогресия като онкогени и туморсупресори 

[112]. 

Повлияни участници в NOTCH сигналния път, които имат потенциална връзка с 

карцинотенезата са FURIN и CIR, с вероятна повишена експресия, и HEY1, с вероятна намалена 

експресия. 

 

5.6.2.7. Toll-like receptor сигнален път 

Toll-like рецепторите (TLR) основно се експресират от имунните клетки като дендритните, 

макрофагите и NK клетките. Експресията на TLR в тези клетки води до активирането на вродения 

имунитет и в резултат се секретират про-възпалителни цитокини, хемокини, адхезионни молекули, 

с които се подпомага адаптивния имунен отговор. Съществуват доказателства, че TLR също се 

експресират от туморните клетки. Активирането на тези рецептори в туморните клетки и в 

туморната микросреда е „нож с две остриета” в туморната прогресия [113]. 

Мишена на показалите повишена експресия микроРНК-и е TLR4. Най-вероятно неговата 

експресия е понижена в изследваните простатни туморни тъкани, но ефекта върху туморогенезата 

не може да се тълкува категорично. Експресирането на TLR4 от простатните ракови клетки може 

да подпомогне туморния растеж, но в същото време може да го инхибира. 
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5.6.2.8. Поправка на ДНК повреди 

Установено е, че ДНК мутации възникват спонтанно около 20 000- 40 000 пъти всеки ден 

[114]. По тази причина съществуват различни пътища за поправка на ДНК. Дефекти в тези пътища 

може да доведат до увеличаване на мутациите, до геномна нестабилност и до развитието на рак 

включително и РП. МикроРНК-ите показали диференциална експресия повлияват както MMR, 

така и BER репарационните системи, тъй като инхибират експресията на MSH2, TDG, LIG3, NTHL1 

(NTH1; OCTS3).  

 

5.6.2.9. p53 сигнален път 

р53 сигналният път е един от най-силно засегнатите в карциногенезата на туморите [115].  

Около 25-30% от простатните тумори имат мутации в TP53, но като цяло мутациите в този 

ген са по-късни събития в простатната карциногенеза [116, 117]. Въпреки че в началните етапи на 

простатната туморогенеза може да няма мутации в TP53, които да го инактивират, то може той да 

бъде регулиран епигенетично от микроРНК-ите. В изследваните в текущото проучване простатни 

тумори най-вероятно експресията на този важен туморсупресор е намалена. p53 взаимодейства и 

регулира активността на редица други важни тумор супресорни ген и по тази причина намалената 

му експресия би имала големи последствия. 

 

5.6.2.10. Аспаргин- N- свързано гликозилиране 

Установено е, че промени в гликозилирането са една от характеристиките на малигнената 

трансформация и туморната прогресия. Ембрионалното развитие, както и активирането на 

раковите клетки се съпровождат с промени в гликозилирането. Туморните клетки се 

характеризират с повишаване на нивата на гликопептидите [118]. 

Участници в гликозилирането и мишени на микроРНК-ите с намалена експресия са 

DOLPP1 и MGAT3. DOLPP1 е долихол пирофосфат фосфатаза, а MGAT3 е манозил (бета-1,4-)- 

гликопротеин. Тези ензими са необходими за поддържането на оптимални нива на долихол 

свързани олигозахариди [118] и вероятно в изследваните простатни тумори те са с повишена 

експресия.  

При РП е установено, че гликоформи на PSA са повишени в простатни тумори и техните 

нива корелират с туморната агресивност [119] 

 
5.6.2.11. Поддържане на теломерите 

Повечето туморни клетки експресират теломераза и имат стабилна дължина на теломерите 

[120]. 

Експресията на TERT в изследваните простатни тумори вероятно се повлиява и от някои 

микроРНК-и показали понижена експресия. Присъствието на TERT е задължително за анормалната 

клетъчна пролиферация и обезсмъртяване на повечето тумори (>85%) [121]. При простатни 

тумори е установено, че TERT има повишена експресия и ядрена локализация в началните етапи, 

но при прогресията на заболяването към по-висок туморен стадий TERT се локализира в 

цитоплазмата [122]. Предполага се, че в цитоплазмата теломеразата предпазва митохондриите от 

оксидативен стрес [123] и спомага за оцеляването на клетките при състояния на хипоксия [124]. 

 

5.6.2.12. EGF-EGFR сигнален път 

EGF-EGFR сигналният път е важен за карциногенезата на различни видове солидни 

тумори, включително и РП [125]. Повишена експресия на EGFR и ErbB2 се асоциира с по-

агресивно клинично поведение на туморите и корелира с лоша прогноза [126, 127]. Около 40-80% 

от простатните тумори експресират високи нива на EGFR [128]. 

Гени, участващи в EGF-EGFR сигналния път и които се регулират от микроРНК-ите 

показали диференциална експресия са следните: ABI1 (SSH3BP1), BCAR1 и MAP3K1. 

ABI1 играе ролята на онкоген в развитието на левкемия и рак на гърдата. Противоположна 

роля играе при рака на стомаха и РП, тъй като при тях се наблюдава понижена експресия [129].  
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Предполагаемата повишена експресия на BCAR1 също е логична тъй като това е 

наблюдавано в простатни тумори. Установено е, че експресията на този ген корелира с висок 

Gleason score и с риска за развитие на рецидиви след радикална простатектомии [130, 131]. 

Експресията на BCAR1 показва и обратно пропорционална зависимост със загуба на 

хетерозиготност на 16q23 и се асоциира с повишени нива на EGFR и негативна експресия на KAI1 

[130]. 

 

5.6.2.13. ID сигнален път 

Има нарастващи доказателсва, че Id белтъците са жизнено важни пролиферативни фактори 

за различни клетъчни типове. Голям брой изследвания откриват промяна в експресията на Id 

белтъците при различни човешки тумори [132]. От този път регулирани от микроРНК-ите показали 

диференциална експресия са ID4, SREBP1 и PAX5. 

ID4 действа директно като туморсупресор чрез повлияване на йерархията на клетъчните 

процеси на множество нива, което води до понижаване на пролиферацията и промяна в 

морфологията вероятно медиирано от индукцията на инхибирани туморсупресори [133]. Това е в 

съгласие с получените от нас резултати. 

SREBP1 се регулира от микроРНК-ите с понижена експресия и е с предполагаема повишена 

експресия в изследваните простатни тумори. Установено е, че свърекспресията на този ген сама по 

себе си е достатъчна да повиши туморогенността и инвазивността на простатни ракови клетки, а 

инхибирането му намалява de novo синтезата на мастни киселини и предизвиква инхибиране на 

туморния растеж и индукция на апоптоза [134].  

PAX5 e необходим за правилното развитие на В клетките и е открито, че е с повишена 

експресия при левкемия, дребноклетъчен рак на белия дроб, рак на устата, рак на гърдата, рак на 

пикочния мехур, което показва че той е онкоген [135-139]. Няма достатъчно проучвания за 

експресията на този ген при РП. Agostinelli и съавтори показват, че 4 от 21 от изследваните 

простатни тумори имат повишена експресия на PAX5. Ролята на този ген престои да се изясни за 

развитието на РП. 

 

5.6.2.14. Енергиен метаболизъм 

Една от основните характеристики на раковите клетки е промяна на метаболизма [140]. 

Метаболитните промени, подпомагащи усилен растеж и задоволяващи високите енергийни нужди 

са важни за туморната прогресия. Установено е, че туморите имат завишен глюкозен метаболизъм, 

но също така се наблюдават промени в метаболизма на амино киселини и липиди [141-143].  

При РП са установени генетични и епигенетични промени, засягащи метаболитните 

пътища [144-147].  

Част от гените, участващи в липидния и глюкозния метаболизъм са засегнати от 

микроРНК-ите показали диференциална експресия. Като цяло, най-вероятният ефект от действието 

на микроРНК-ите е повишаване на глюкозния метаболизъм, което е нормално за раковите клетки, 

инхибиране на електрон транспортната верига, тъй като АТФ в раковите клетки се синтезира 

основно в цитоплазмата, усилване на триацилглицерол биосинтезата. 

Някои от засегнатите гени са: SLC25A4, ATP5J, ATP5G2, COX5A, COX7B, COX11, 

регулирани от микроРНК-ите с повишена експресия и гените MDH2, PGAM2, SREBP1 регулирани 

от микроРНК-ите с намалена експресия. 

 

5.6.2.15. Отговор към оксидативен стрес 

Оксидативният стрес участва в различни физиологични и патологични процеси, 

включително ДНК увреждане, пролиферация, келтъчна адхезия и оцеляване. Има доказателства, че 

играе роля и в в карциногенезата. Реактивните кислородни видове (ROS) водят до натрупване на 

повреди в ДНК, което от своя страна може да задейства сигнална трансдукция, водеща до 

стопиране на клетъчния цикъл или индукция на транскрипция, геномна нестабилност и развитие на 

рак [148].  
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Гените, участващи в отговора към оксидативен стрес и регулирани от микроРНК-ите с 

променена експресия са TXN2, MT1X, UGT1A6 и други UDP- глюкоронозилтрансферази. 

 

5.6.2.16. Клетъчна адхезия 

Клетъчната адхезия осигурява директна връзка между извънклетъчния матрикс и актиновия 

цитоскелет. Отслабената клетъчна адхезия води до модулиране на клетъчната подвижност, 

пролиферация и апоптоза и осигурява молекулната основа за възникване на хистопатологични 

промени в простатната туморогенеза. При РП е установено, че голяма част от интегрините, 

колагените, кавеолините и други, участващи в клетъчната адхезия са с понижена експресия. В 

съгласие с литературните данни с предполагаема понижена експресия вследствие на действието на 

микроРНК-ите с установена повишена експресия, са интегрините ITGA2, ITGA9, ITGB8, ITGAM, 

два типа колагени COL4A6, COL4A1, а така също CAV2, MET и други. 

 

5.6.3. Обсъждане на резултатите от PCA и клъстерния анализ 

 

Проведеният анализ на основните компоненти (Principal Component Analysis, PCA) показа 

добро разграничаване на туморните от нормалните простатни тъкани въз основа на микроРНК 

експресионните профили. Пет от 19-те туморни тъкани обаче не се разделят ясно от групата на 

нормалните тъкани и по тази причина те бяха изключени от последващите анализи за откриване на 

диференциално експресираните микроРНК-и. Сходно на нашето проучване и други 

изследователски групи наблюдават диференциране (агрегиране) на туморните и нормалните проби, 

но и не съвсем категорично разграничаване. В проучванията на Schaefer и Wach се наблюдават не 

само преминаване на туморни проби към нормалните, каквото и ние наблюдавахме, но и 

преминаване на нормални проби към туморните [86, 87]. Точната причина за попадането на част от 

изследваните туморни проби в близост до групата на нормалните тъкани не може да бъде 

установена. Възможно обяснение е наличие на по-голям процент нормална тъкан или строма в тях 

След изключването на туморните проби, които не се отделят от нормалните се получи много добро 

разграничаване на двете групи. По тази причина и в клъстерния анализ  не бе наблюдавано 

смесване на нормалните и туморните проби сходно на He и съавтори [90]. Те включват обаче 4 

туморни тъкани и съответните им нормални тъкани от общо 20 изследвани тъканни двойки. За 

разлика от тях ние включихме 14-те туморни проби и всички нормални проби (14 на брой). При 

включването в клъстерния анализ на 27 от микроРНК-ите с повишена експресия и 5 от микроРНК-

и с намалена експресия, детектирани в над 5 проби се получава още по-добро разграничаване на 

туморните от нормалните тъкани. 
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6. ИЗВОДИ 
 

1. Полимoрфните варианти rs6465657 (7q21, LMTK2), rs620861 (8q24), rs11603378 (11p15), 

rs10770125 (11p15), rs3842756 (11p15), rs55930300 (11p15), rs902774 (12q13), rs266849 (19q13, 

KLK3), rs2659056 (19q13, KLK15) не показаха статистически значима асоциация с РП или с 

клиникопатологичните характеристики (висок Gleason score, метастази) при български пациенти 

вероятно поради малката статистическа сила на проучването и малкия ефект, който те оказват 

върху предразположеността за развитие на заболяването. 

2. Изследваните полиморфни варианти в гените CYP1B1 и AR, участващи в андрогеновия 

метаболизъм, както и полиморфизма в AMACR не показаха статистически значима асоциация с РП 

при български пациенти, което може да се дължи на малкия им ефект върху развитието на 

заболяването и недостатъчната статистическа сила на проучването. 

3. Потвърди се асоциацията на полиморфизмите rs1016343, rs7841060 и rs4871008 в 8q24 и 

на полиморфизма rs7920517 в 10q11 с РП при български пациенти като за пръв път бе наблюдавана 

асоциация на полиморфизмите в 8q24, както и на техни хаплотипни комбинации с риска за 

развитие на агресивни тумори, което трябва да се валидира в разширена извадка. 

4. Полиморфизмът rs10993994 (10q11, MSMB) показа тенденция за асоциация с риска за 

развитие на лимфни метастази при български пациенти, което е в съгласие с литературните данни. 

5. Потвърди се асоциацията на rs7127900 в 11p15 с риска за развитие на РП и се намери нов 

полиморфизъм - rs11564710 в този локус, който е по-силно асоцииран с РП като се свързва с два 

пъти повишен риск за развитие на заболяването. 

6. Диагностичната и прогностичната роля на промоторно хиперметилираните биомаркери 

GSTP1, HIST1H4K и RASSF2 в урина при РП не бе валидирана, тъй като не  открихме RASSF2 

промоторно хиперметилиране при пациентите и контролите и наблюдавахме статистически 

значима корелация на метилирането на GSTP1 и HIST1H4K с възрастта. 

7. От изследваните експресионни биомаркери в урина PCA3 и AMACR показаха най-

надеждно разграничаване на пациентите с РП от контролите с ДПХ, което е в съгласие с 

литературните данни. Комбинирането им с PSA в урина показа по-добра диагностична точност от 

използването им поотделно, както и от серумните нива на PSA. 

8. Установено бе, че нивата на miR-375 в плазма разграничават пациентите с РП от 

контролите с ДПХ с по-голяма диагностична точност от серумните нива на PSA, както и от нивата 

на експресия на PCA3 в урина. 

9. Комбинирането на изследваните микроРНК-и в плазма (let-7c, miR-30c, miR-141, miR-

375) и серумните нива на PSA с по-добра диагностична точност разграничават пациентите с РП от 

контролите с ДПХ в сравнение с използването на биомаркерите поотделно или използването на 

комбинации от изследваните биомаркери в урина. 

10. От проведения микроРНК микрочипов анализ се установиха 28 микроРНК-и с 

повишена и 14 микроРНК-и с понижена експресия в туморни простатни тъкани като от тях 28 са 

нови недокладвани до този момент в литературата за връзка с РП и представляват потенциални 

диагностични биомаркери. 

11. Установените микроРНК-и с диференциална промяна в туморна спрямо нормална 

простатна тъкан имат потенциални онкогенни и туморсупресорни функции. 

12. Клъстерният анализ показа, че 27 от микроРНК-ите с повишена експресия и 5 от 

микроРНК-ите с понижена експресия в туморни простатни тъкани най-надеждно разграничават 

пациентите от контролите и тези микроРНК-и могат да бъдат анализирани в последващи 

валидиращи проучвания. 
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7. ПРИНОСИ 

 

Научно фундаментални приноси 

1. Открити са нови микроРНК-и с потенциални онкогенни и туморсупресорни функции с 

променена експресия в туморни простатни тъкани, представляващи интерес за валидиране в 

последващи проучвания.  

2. Потвърдена е в разширена извадка от български пациенти асоциацията на локус на 11p15 

хромозома с РП, открит при предходно геномно асоциативно изследване на консорциума 

PRACTICAL. Намерена е по-силна асоциация от първоначалната с нов полиморфизъм в региона, 

rs11564710 свързан с повишен риск за развитие на РП. 

 

Приноси с потвърдителен характер 

1. Потвърдена е асоциацията на открити при големи геномни проучвания полиморфни 

варианти в хромозомните локуси 8q24 (rs1016343, rs4871008, rs7841060) и 10q11 (rs7920517) с РП 

при български пациенти. 

 

Научно приложни 

1. Изследваните промоторно хиперметилирани гени в урина не са добри неинвазивни 

диагностични и прогностични биомаркери тъй като не се установи промоторно хиперметилиране 

на RASSF2, а това на HIST1H4К и GSTP1 показа корелация с възрастта, а не с диагнозата при 

български пациенти. 

2. За пръв път се открива, че експресионните нива на miR-375 в плазма са потенциален 

диагностичен биомаркер при РП, превъзхождащ серумните нива на PSA, както и изследваните 

експресионни нива на AMACR и PCA3 в урина показали най-добра диагностична точност. 

3. Комбинирането на изследваните микроРНК-и в плазма и серумните нива на PSA по-

надежно разграничават пациентите с РП от контролите с доброкачествена простатна хиперплазия 

като превъзхождат комбинациите получени от изследваните биомаркери в урина и серумен PSA. 

 

Методични приноси 

1. За пръв път са въведени и използвани MethyLight метода за анализ на промоторно 

хиперметилиране и микроРНК микрочипов анализ в България. 
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10. SUMMARY 

 

Prostate cancer (PC) is a multifactorial, heterogeneous and multifocal disease. It is the most 

frequently diagnosed malignancy in men worldwide. Despite the advance in science, medicine and early 

diagnosis PC remains the second leading cause of cancer deaths among men in developed countries. 

Despite their low specificity and sensitivity the serum levels of PSA and digital rectal examination 

are so far the standard methods used to determine the need for prostatic biopsy for the diagnosis of PC. 

Finding new noninvasive diagnostic biomarkers in order to reduce the number of unnecessary needle 

biopsies, and also new prognostic biomarkers for differentiating aggressive from indolent forms for 

improvement of therapy are needed. 

PC is a genetic, genomic and epigenetic disease. Therefore the goal of the current dissertation is to 

study the genetic factors associated with the disease in Bulgarian patients and to analyze promoter 

hypermethylation, and expression levels of mRNAs and miRNAs in different biological materials in order 

to evaluate their roles as diagnostic and prognostic biomarkers. 

Polymorphic variants found in GWAS and located on different chromosomes loci (7q21, 8q24, 

10q11, 11p15, 12q13, 19q13) were studied. Fine mapping of the 11p15 chromosome region was also 

performed in order to elucidate the association with PC observed for this locus. The association of 

rs1016343, rs7841060 and rs4871008 in 8q24, and rs7920517 in 10q11 with PC in Bulgarian patients was 

confirmed. An association of the polymorphisms in 8q24 and some haplotype combinations with the 

development of aggressive tumours was estimated for the first time but these results should be validated in 

larger samples. We found a new associated polymorphic variant - rs11564710 in 11p15 which leads to 

two-fold increase risk for disease development. It is more strongly associated with PC in comparison with 

rs7127900 which was initially disovered. 

The studied polymorphic variants in CYP1B1 and AR genes related to the metabolism of 

androgens and AMACR gene related to metabolism of branched fatty acids did not show statistically 

significant association with PC in Bulgarian patients. 

The analyzed promoter hypermethylated genes GSTP1, HIST1H4K and RASSF2 in urine were 

rejected as good diagnostic and prognostic biomarkers. The methylation of GSTP1 and HIST1H4K 

showed correlation with age but not with diagnosis. Methylation of RASSF2 was not found in patients nor 

in controls. 

Expression levels of PCA3, PSA, AMACR, GSTP1 and COLPH2 (GOLM1) in urine were 

analyzed. PCA3 and AMACR most reliably distinguish patients with PC from controls with BPH. The 

combination of these two biomarkers with PSA in urine showed better diagnostic accuracy than their use 

separately and in comparison with serum PSA levels. 

From the studied miRNAs in plasma (let-7c, miR-30c, miR-141 and miR-375) miR-375 levels 

discriminate between PC patients and BPH controls more precisely than serum PSA levels and expression 

levels of PCA3 in urine. Combinations of analyzed miRNAs in plasma and serum PSA levels distinguish 

patients with PC from BPH controls even better than their use separately or in comparison with the 

combinations of studied biomarkers in urine. 

In order to find new potential biomarkers for PC miRNA expression profiling in tumour and 

normal prostatic tissues by microarray analysis was performed. Twenty eight miRNAs showed increased 

and 14 miRNAs decreased expression in tumour prostatic tissues. Twenty eight of them are not reported in 

the literature for association with PC. Gene ontology analysis showed that the most of mRNAs (genes) 

regulated by diferentialy expressed miRNAs participate in regulation of gene expression, apoptosis, cell 

prolifieration, cellular response to growth factors and DNA damage stimulus, and others. The most 

influenced pathways by genes with changed expression are MAPK signaling pathway, pathways involved 

in regulation of apoptosis, cell adhesion, cell cycle, DNA repair, Wnt, EGF-EGFR, p53, NOTCH 

signaling pathways, telomere maintanence and others. Cluster analysis showed that 27 from miRNAs with 

elevated expression and 5 of the miRNAs with decreased expression most reliably discriminate patients 

from controls and these miRNAs could be analyzed in subsequent validation studies as potential 

diagnostic biomarkers. 
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Our study shows that combinations of noninvasive biomarkers lead to better diagnostic accuracy 

in comparison with their use separately. Estimated combinations outperform serum PSA levels and have 

potential to enter clinical practice after their validation in larger sample cohorts. The conducted whole 

miRNA expression profiling complements the knowledge about miRNAs related to prostate 

carcinogenesis. Most of the studied polymorphic variants selected from literature data have low 

penetrance and the association with PC in patients with Bulgarian ethnicity was not confirmed. In order to 

evaluate their role a larger case-control study should be performed. A new polymorphic variant in 

previously associated with PC chromosome locus 11p15 was found. We showed for first time that 

expression levels of miR-375 in plasma could be used as diagnostic biomarker in PC. 
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