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KOPSAVILKUMS

Hipofizes (PitNET) un aizkunga dziedzera (PanNET)
neiroendokrinie audzgji veidojas no prieksgjas hipofizes un aizkunga
dziedzera salinu neiroendokrinajam S§tnam, un tie asociéti ar virkni
diagnostikas un arst€Sanas izaicinajumiem. PitNET audzgjus ir griti
diagnosticét to neliela izméra un atrasanas vietas del, kas izcel
nepieciesamibu atklat jaunus minimali invazivus biomarkierus. PanNET
audzgji parasti tiek diagnosticeti velinas stadijas, un Sobrid literatiira ir
ierobezota izpratni par stromas $iinu lomu to attistiba. Sis disertacijas
mérkis bija veikt So audz€u molekularo raksturo$anu, izmantojot
nakamas paaudzes sekvencésanu, lai atkatu potencialas audzg&ja asociétas
cirkulgjosas miRNS PitNET pacientu plazmas, ka art veikt telpisko
transkriptomiku, lai raksturotu PanNET audzgja Stnu un stromas $tnu
génu ekspresiju.

Veicot sekvencéSanu ar plazmas paraugiem, kas ieglti sinus
petrosus inferior, tika identificétas divas miRNS (miR-7-5p un miR-375-
3p), kas varétu kalpot ka potencialie markieri adrenokortikotropa
hormona sekret&josu audzgju diagnosticesanai. Talak, veicot validaciju,
miR-7-5p tika apstiprinats ka visdaudzsolo$akais markieris. Cirkul&joSo
miRNS analize augSanas hormona sekretgjoSos audz&jos paradija, ka
plazmas Iimeni vairakam miRNS, tostarp miR-625-5p, samazinajas
somatostatina analogu terapijas laika, kas norada uz to potencialu, ka
markieri terapijas efektivitates noverosanai. Savukart, veicot PanNETs
telpiskas transkriptomikas analizi, tika novertos, ka a-SMA ekspres€josas
stromas $iinas ir ekspres€ geénus, kas ir saistiti ar audzgja asoci€tajiem
fibroblastiem. Turklat génu ekspresijas izmainas, kas saistitas ar audzgja
gradacijas pakapi, tika noverotas gan audzgja, gan stromas $tnas. G3
PanNET gadijuma tika novérots, ka audzgja $tinas no audu regioniem ar
bagatigu a-SMA ekspresgjoso Stinu klatbutni parmeérigi eksprese MMP9
geénu. Visbeidzot, salidzinot PanNET $Gnu génu ekspresiju ar aizkunga
dziedzera salinu Stnam, tika identificeti atSkirigi reguléti géni, kas saistiti
ar zinamiem onkogéniem signalceliem. Sie signalceli galvenokart bija
fosfoinozitidu 3-kinazes (PI3K) un mitog€nu aktivétas proteinkinazes
(MAPK) signalceli, kuros tika noveérota atkartota audzgja nomacoso
génu, pieméram, Early Growth Response Factor I (EGRI) un RAS P21
Protein Activator 4 (RASA4) lejupregulacija visas tris pakapju grupas.

Atslégvardi: hipofizes neiroendokrinie audzgji, aizkunga
dziedzera neiroendokrinie audzg&ji, nakamas paaudzes sekvenceSana,
cirkulgjosas miRNS, telpiska transkriptomika, audzgja stroma
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SAISINAJUMI

AKTH — adrenokortikotropais hormons

AOQOI — apgaismojuma zona

BIPSS — bilaterala sinus petrosus inferior Katetrizacija
CAF — audzgja asociétie fibroblasti

ECM - arpusstnu matrikss

EGR1 — Early Growth Response Factor 1

EV — arpusiinu vezikulas

G1 — pirma pakape

G2 — otra pakape

G3 — tresa pakape

GH — augSanas hormons

IPS — sinus petrosus inferior

MAPK — mitogeénu aktivéta proteinkinaze

miRNS — mikroribonukl&inskabe

NES — neiroendokrinas $iinas

NET - neiroendokrinais audzgjs

NF-PitNET — hormonus nesekretgjoss hipofizes neiroendokrinais
audzgjs

NGS — nakamas paaudzes sekvencésana

PanNET - aizkunga dziedzera neiroendokrinais audzgjs
PDAC — aizkunga dziedzera duktala adenokarcinoma
PDGF — trombocttu izcelsmes augSanas faktors
PDGFR - trombocitu izcelsmes augSanas faktora receptors
PitNET — hipofizes neiroendokrinais audzgjs

gPCR — kvantitativa polimerazes kédes reakcija
RASA4 — RAS P21 Protein Activator 4

ROI - interesg€josais apgabals

SYP - sinaptofizins

TGF-p — transformg&josais augSanas faktors beta

TME — audzgja mikrovide

a-SMA — alfa gludo muskulu aktins



IEVADS

Neiroendokrinie audzgji (NET) ir plaSa audz&u grupa ar
ievérojamu klinisko un molekularo heterogenitati. ST variabilitate ir Tpasi
izteikta starp hipofizes neiroendokriniem audzgjiem (PitNET) un
aizkunga dziedzera neiroendokriniem audzgjiem (PanNET). Sie audzgji
tiek diagnosticéti pec divam dazadam klasifikacijas sistémam un ir saistiti
ar atSkirigam kliniskam pazimém un diagnostikas sarezgijumiem. Lai gan
PanNET parasti aug 1&ni, tie var metastazeties. Tur pretim PitNET reti
metastazgjas, bet veicina klmiski nozimigu saslimstibu hormonu
sekrécijas un masas efekta del. Pasreizgjas diagnostikas metodes
nepietiekami nem vera cirkulgjoso nukleinskabju izmantoSanu un audzgja
mikrovides (TME) ietekmi uz audzgja attistiba. Divi aspekti, kas varetu
ievérojami uzlabot pacientu apriipi, tomer tie paliek nepietickami p&titi
NET gadijumos.

Sis promocijas darbs pievérsas diviem galvenajiem izaicinajumiem
NET pétnieciba: jaunu minimali invazivu biomarkieru trikums, kas
varétu uzlabot PitNET diagnostiku un arstéSanas atbildes reakcijas
uzraudzibu, ka ar1 informacijas trikums par molekularajiem
mehanismiem, kas regule NET TME.

Attiecigi, §1 promocijas darba merkis ir:

o Identificet cirkulgjosas mikroribonuklemskabes (miRNS), kuram
ir potencials kalpot ka minimali invaziviem asins biomarkieriem
PitNET diagnosticésanai.

e Izpétit génus, kas iesaistiti PanNET audzgju attistiba un audzgja-
stromas mijiedarbiba, izmantojot telpisko transkriptomikas
pieeju.

So mérku sasniegsanai tika izvirziti sekojosi uzdevumi:

e Analizet arpussinu vezikulu asociétas miRNS PitNET pacientu
plazma, izmantojot mazo nekodgjoso RNS sekvencésanu.

e Validet kandidatu miRNS neatkarigas kohortas, izmantojot
kvantitativo polimerazes k&des reakciju (qPCR).

e Izmantot telpisko transkriptomiku, lai raksturotu génu ekspresiju
audzgja un stromas $iinas.

e Veikt funkcionalo bagatinasanas analizi, lai noskaidrotu
disregulétos signalcelus un audzg€ja-stromas mijiedarbibas
mehanismus.



TEORETISKAIS PAMATOJUMS

1.1 Neiroendokrina sistéma: struktiira un funkcija

Neiroendokrina sistéma ir sarezgits reguléjoSs tikls, kas uztur
homeostazi, attisttbu un veicina stresa reakcijas mugurkaulniekiem
(Molitch 2017). To pamata veido hipotalams un hipofize, kas koording
piecas  galvenas neiroendokrinas  asis:  hipotalama-hipofizes-
vairogdziedzera, hipotalama-hipofizes-virsnieru, hipotalama-hipofizes-
gonadu, hipotalama-hipofizes-somatotropa un hipotalama-hipofizes-
piena dziedzeru (White and Porterfield 2013). Saja sistéma tiek savienota
nervu un endokrina sisteéma, kur hipotalama izdalitie hormoni caur
hipofizes vartu sistému sasniedz priek$&jo hipofizi un regul€ tas darbibu
(Yin and Gore 2010).Talak, hipofizes tropiskie hormoni stimul€ periferos
endokrinos dziedzerus, kamer atgriezeniskas saites cilpas uztur
hormonalo lidzsvaru (White and Porterfield 2013).

1.2 Neiroendokrinas Siinas: definicija un klasifikacija

Neiroendokrinas (NES) ir specializétas epitélija vai ne-epitélija
Stinas, kuram piemit gan endokrino, gan nervu $tnu Tpasibas, pieméram,
hormonu sekrécija, darbibas potencials un lielo, blivo kodolvezikulu
klatbiitne citoplazma (Kl&ppel 2017; Oronsky et al. 2017). Galvenie NES
markieri ietver hromograninu A, sinaptofizinu (SYP), neironu S§tnu
adh&zijas molekulu un neironu specifisko enolazi (Kloppel 2017). NES
tiek klasificétas péc to izcelsmes: epitélija NES, kas rodas no
endodermas; ne-epitélija NES ar neiroektodermalo izcelsmi (Asa et al.
2021). Abas stnu grupas var veidot galvenos endokrinos organus vai to
kopas, pieméram, hipofizes prieksgjo daivu, vairogdziedzera
epitelijkermeniSus, aizkunga dziedzera salinas un vairogdziedzera
epitelijkermenisi (Kloppel 2017).

1.3 Neiroendokrinie audzeji

NET ir heterogéna neplazmu grupa, kas rodas no NES visa
kermeni, visbiezak kunga-zarnu trakta, aizkunga dziedzeri, plausas un
hipofizé (Reccia et al. 2023). Tiem ir dazada kliniska izpausme — no
labdabigiem lidz izteikti agresiviem audzgjiem, un tie tiek klasific&ti pec
lokalizacijas, hormonu raZoSanas un proliferativa indeksa (Dong et al.
2024; Cives and Strosberg 2018). Saskana ar Pasaules Veselibas
organizacijas klasifikacijas sistemu, klasiskie “karcinoida tipa” NET tiek
iedaliti gradacijas pakapes, balstoties uz mitozu skaitu un/vai antigéna




Kiel-67 (Ki-67) indeksu. Augstaka pakape norada wuz lielaku
proliferacijas kapacitati un agrestvaku slimibas gaitu (Rindi et al. 2022).

1.4 Hipofizes neiroendokrinie audzeji

PitNET, iepriek§ definéti ka hipofizes adenomas, ir parsvara
labdabigi audzgji, tacu var radit ievérojamu morbiditati, izraisot hormonu
hipersekréciju vai masas efektus (Asa et al. 2022). Atskiriba no
klasiskajiem “karcinoida” veida NET, PitNET tiek klasificéti péc
hormonu un hipofizes S$tnu linijai specifisku transkripcijas faktoru
ekspresijas (Asa et al. 2022). Sie hormoni ietver aug8anas hormonu (GH),
prolaktiu, vairogdziedzeri stimulgjosd hormona beta subvienibu,
folikulus stimulgjoSo hormona un luteiniz§joSo hormona beta
subvienibas, adrenokortikotropo hormonu (AKTH), ka ar7 alfa
subvienibu. Noteiktie §tinu Iinijas transkripcijas faktori galvenokart ir
T-boksa transkripcijas faktors 19 (TBX19, pazistams ar1 ka TPIT),
steroidais faktors 1 (NRSAI, pazistams ari ka SF1), un hipofizes
transkripcijas faktors 1 (POUIF1, pazistams arT ka PIT1) (Asa et al.
2022). Neskatoties uz to, ka PitNET reti metastazg, to diagnosticgsana ir
sarezgita to neliela izm@ra d&] (50% no tiem ir mazaki par 1 cm), ka ari
tie atrodas anatomiski noslégta lokalizacija — sella turcica regiona
(Molitch 2017). Kliniska izpausme ir atkariga no PitNET tipa un
specifiska hormona hipersekrécijas. GH hipersekrécija izraisa
akromegalija, AKTH hipersekrécija izraisa Kusinga slimibu, PRL
hipersekrecija izraisa hiperprolaktinémiju. PitNET arT var izraisi lokalus
ar masas efektu saistitus simptomus, piemeram, redzes trauc&jumus, ko
izraisa chiasma opticum kompresija (Kasuki and Raverot 2020).

1.5 Aizkunga dziedzera neiroendokrinie audzgji

PanNET ir gastroenteropankreatiskas sistémas karcinoida veida
NET, un tie var but funkcionali (hormonus sekretgjosi) vai nefunkcionali
(hormonus nesekret&josi) (Cives and Strosberg 2018). Funkcionalie
PanNET ietver insulinomas, gastrinomas un citus audzgjus, kas izpauzas
ar specifiskiem hormonu hipersekrécijas saistitiem sindromiem.
Nefunkcionalie audzgji biezi tiek atklati velini, kad paradas masas efekti
vai metastazes. PanNET veidojas no aizkunga dziedzera Langerhansa
salinu §Gnam un péc epigenétiskajiem markieriem tos var iedalit 3-§tinam
lidzigos auzgjos un a-$inam lidzigos audzgjos. PanNET tiek klasificgti
pec mitozu skaita un Ki-67 indeksa; augstaka pakape korel€ ar sliktaku
prognozi (Dong et al. 2024). Atskiriba no PitNET, PanNET audzgjiem ir
ieverojami lielaks metastazu risks. Pasreiz&jie PanNET molekularie




markieri ietver transkripcijas faktorus Aristaless Related Homeobox
(ARX) un Pancreatic and Duodenal Homeobox 1 (PDX1), kas lauj
diferencét starp a-Sinam lidzigiem un B-Stnam lidzigiem audzgjiem.
Papildus tam ir atklats, ka divi géni kas ir saistiti ar alternativu telomeru
garuma regulaciju: hromatina remodelétajs ATRX un Death Domain
Associated Protein (DAXX), satur mutacijas lidz pat 60% PanNET
gadfjumu. Sajos audzgjos alternativa teloméru garuma regulacija ir viena
no molekularajam iezimém, kas saistita ar sliktakiem kliniskajiem
iznakumiem (Hong et al. 2020; Hackeng et al. 2022).

1.6 miRNS un to saistiba ar PitNET patogenézi

miRNS ir aptuveni 22 nukleotidu garas nekodgjosas RNS, kas
galvenokart piesaistas mérka matrices RNS (mRNS) 3' netranslgéjama
regiona, kas rezultgjas translacijas represija (Rani and Sengar 2022). Tas
var veidoties caur kanoniskajiem un nekanoniskajiem celiem, un to
nobriesanu koordin€ Drosha, DICER vai AGO?2 proteini (Kim, Lee, and
Kim 2025). Nobriedusi (mature) miRNS ir dala no RNS inducéta
slapgsanas kompleksa (miRISC). miRISC kompleksa esoSie proteini
repres€ translaciju un veicina mRNS degradaciju, piesaistot
deadenilacijas un dekepSanas kompleksus (Ambros 2024; Kuzuoglu-
Oztiirk et al. 2016).

Pec atklasanas, ka miRNS sp€l€ nozimigu lomu génu ekspresijas
regulacija, sekoja hipotgzes par to ieasiti véza attistiba. Pirmie p&tijumi,
kas pieradija miRNS lomu v&za attstiba bija Calin ef al. un Cimmuno
et al. publicetie petijumi, kuros tika paradits, ka miR-15/16 del&cijas ir
saistitas ar hronisku limfoleikozi (Calin et al. 2002; Cimmino et al. 2005)
Velak miR-15/16 ietekme uz audzgju veidosanos tika apstiprinata ari
hipofizes neiroendokrinos audzgjos (PitNET) (Bottoni et al. 2005).
Misdienas sekvenc&Sanas tehnologiju attistiba ir ievérojami
paplasinajusi datubazes ar informaciju par cilveka miRNS, kas miuisdienas
lauj veikt plasakus petijumus par to lomu ar1 PitNET attistiba (Kozomara,
Birgaoanu, and Griffiths-Jones 2019; Peculis, Niedra, and Rovite 2021).
Jaunakie peétfjumi ir identificgjusi vairakas miRNS, kas ir saistitas ar
PitNET attistibu, hormonu sekréciju un atbildes reakciju uz arstéSanu.
Piem&ram, miR-34a un miR-145 ir saistitas ar 4/P mutaciju asociétu
PitNET agresivitati un medikamentozas terapijas rezistenci, savukart
miR-185 un miR-93 ir iesaistitas rezistences attistiba pret somatostatina
analogiem un dopamina agonistiem (Bogner et al. 2020; Fan et al. 2015;
Z. Wu et al. 2018). Sie atklajumi izce]l miRNA potencialu ka biomarkieri
un terapeitiskie mérkiem PitNET.




1.7 Cirkulejosas miRNS PitNET

Cirkulgjosas nukleinskabju klatbutne cilvéka asinis jau tika
noverota 1948. gada (MANDEL and METAIS 1948). Kops ta laika §ts
cirkulgjosas miRNS ir nonakuSas pe€tnieku uzmanibas loka ka
daudzsolosi skidras biopsijas markieri, pateicoties to stabilitatei kermena
Skidrumos un to korelaciju ar onkologisko, autoimtino un citu slimibu
stavokliem (Pozniak, Shcharbin, and Bryszewska 2022; Ciechomska et
al. 2023). Atskiriba no cirkulgjoSas audzgja DNS, miRNS ir pasargatas
no degradacijas, jo tas tiek iepakotas arpusSiinu vezikulas (EV) vai
ribonukleoproteinu kompleksos, kas palielina to pussabruksanas periodu,
attiecigi palielinot to diagnostisko potencialu (C. Wang and Liu 2022).
Petfjumi liecina, ka EV saistitas miRNS var sniegt augstaku diagnostisko
vertibu audzgjos, jo to regulétie geni ir iesaistiti ar audzgju attistibu
asoci€tos signalcelos (Petracci et al. 2024).

Hipofizes neiroendokrino audzgju (PitNET) gadijuma S$kidras
biopsijas izmantoSana sniegtu Tpasi vertigu pienesumu, jo hipofizes
dziedzeris pats par sevi ir anatomiski noslégts, kas ierobezo iespgjas veikt
audu biopsijas (Gossing, Frohme, and Radke 2020). Tomer pétijumi par
cirkulgjosajam miRNS $ajos audzgjos joprojam ir ierobezoti. Pasreizgjie
pétijumi ir méginajusi identificét atSkirigi ekspresétas cirkul&josas
miRNS PitNET pacientiem dazados apstaklos. Piem&ram, Németh et al.
izmantoja nakamas paaudzes sekvencéSanu (NGS), lai analiz€tu EV-
izcelsmes miRNS ekspresijas ITmenus plazma pirms un p&c operacijas.
Rezultata tika identificets, ka miR-143-3p Itmenis plazma ir ieveérojami
samazinajies péc rezekcijas pacientiem ar gonadotropas izcelsmes
nefunkciongjosiem PitNET, kas liecina par miR-143-3p potencialu ka
monitoringa biomarkieri peéc operacijas (Németh et al. 2019). Turklat
Valassi ef al. petijuma tika atklatas divas cirkulgjosas miRNS (103-a-3p
and miR-660-5p), kuru ekspresija korelgja ar kaulaudu komplikacijam
akromegalijas pacientiem, noradot uz miRNS lietderibu, lai raksturotu
endokrino slimibu progresiju (Valassi et al. 2019). Sie atklajumi izcel
cirkulgjoso miRNS potencialu ka minimali invazivi markieri, lai uzlabotu
PitNET diagnostiku un prognostiku.

1.8 Audzéja mikrovide

Audzgjs ir kompleksa ekosistéma, kura audzgja $iinas neatrodas
vienas pasas, bet veido dalu no TME. So mikrovidi arf veido viena cita
svariga componente, ko déva par audzgja stromu. Musdienu petijumi ir
atklajusi, ka stromas sp€l€ nozimigu lomu audzgja attistiba un progresija
(de Visser and Joyce 2023). Stroma sastava ietilpst arpus$tinu matrikss
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(ECM), asinsvadu struktiiras un audzgju asociétie fibroblasti (CAF), kas
veido mijiedarbibas ar audz&ja Stinam (Xu et al. 2022). Audzg&ja-stromas
attieciba var ietekm@t prognozi dazados veidos atkariba no audzgja veida.
Pieméram, PanNETs ir paradits, ka augsta stromas proporcija korele ar
paaugstinatu invazivitati un metastazes risku (Ye et al. 2024).

CAFs, galvenokart veidojas fibroblastiem, kurus “aktive” audzgja
izdalitie augSanas faktori, piemeram, transformgjosais augSanas faktors
beta (TGF-B) un trombocitu izcelsmes augSanas faktori (PDGFs). CAFs
ar1 var izcelties no audos esoSajam endotélija, mezenhimalajam cilmes
Sinam un pankreasa stelatu $tnam (raksturigs tikai aizkunga duktalai
adenokarcinomai) (Glabman, Choyke, and Sato 2022; Ping et al. 2021).
CAF sunas var uzskatit par audzgja stromas pamata komponenti, un $is
Stinas var identificét, izmantojot tadus markierus ka a-SMA, FAP un
PDGFRs. To klatblitne audzgja stroma biezi ir saistita ar terapijas
rezistenci un agresivakiem fenotipiem, lai gan, pateicoties CAF
izteiktajai heterogenitatei, dazi So $tinu apakstipi var ari ierobezot audzgja
augSanu, piemé&ram, antig€nu prezent&josie (apCAFs) var aktivet
infiltrgjosas T S§tinas, veicinot pretaudz&ju imunitati (Mhawech-Fauceglia
et al. 2015; Vathiotis et al. 2021).

Citi funkcionali atSkirigi CAF apakstipi, kas piedalas audzgja-
stromas mijiedarbiba, ir miofibroblastiem lidzigie (myCAFs) un
iekaisuma veicinosie (iCAFs). Sie apakstipi biezi tiek saistiti ar
sliktakiem kliniskajiem iznakumiem, jo tie rada desmoplastisku vidi,
veicot parmerigu ECM proteinu sekréciju, repres€ adaptivo imiino atbildi
pret audz&ju un izdala citokinus un augsanas faktorus, kas iedarbojas
audzgja Stinam (Baiyao Wang et al. 2023; Zhang et al. 2023). ). PanNET
gadijuma ir zinams, ka a-SMA ekspresgjoSie CAF veicina audzgja
agresivitati un metastazes, izraisot epit€lialo-mezeénhimalo tranziciju
audzgja $unas, ka to demonstré [idzsingjie in vitro kopkultiiru un in vivo
modelsistému pétijumi(Lai et al. 2024; Ye et al. 2024). Sie atklajumi
uzsver CAFs bitisko lomu PanNET audzg€ja progresija un izcel
nepiecieSsamibu identifict potencialos terapeitiskos mérkus, kas
ietekm&tu ne tikai audzgja Stnas, bet ar1 ta mikrovidi.
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MATERIALI UN METODES

2.1 Pacientu iesaiste

Pétijuma pacienti ar PitNET un PanNET tika iesaistiti sadarbiba ar
Latvijas Valsts iedzivotaju genoma datubazi (Rovite et al. 2018) un
lielakajam Latvijas slimnicam, tostarp Paula Stradina Klinisko
Universitates slimnicu un Rigas Austrumu Klinisko Universitates
slimnicu. Papildus tam, PanNET paraugi ari tika iegtti sadarbiba ar
Ramoén y Cajal Universitates slimnicu (Madride, Spanija). PitNET
pacientu iesaiste un paraugu atlase tika veikta Eiropas Regionalas
attistibas fonda (ERAF) projekta ietvaros “Molekularie RNS faktori
hipofizes adenomas attistiba” (projekta Nr. 1.1.1.1/18/A/089). PanNET
pacientu atlase tika veikta ERAF projekta ietvaros “Agrinas diagnostikas
un monitoringa algoritma izveide aizkunga dziedzera neiroendokrino
audzg&ju pacientiem (NExT)” (projekta Nr. 1.1.1.5/ERANET/20/03). Visi
dalibnieki sniedza divkarsu informetu piekriSanu (projektam specifisku
un biobankai specifisku), un visas procediiras tika apstiprinatas
attiecigajas &tikas komitejas Latvija un Spanija, ievérojot Helsinku
deklaracijas standartus. PitNET pacientu atlasi un paraugu izmantosanu
apstiprinaja Latvijas Centrala Medicinas Etikas komiteja (protokola Nr.:
22.03.07/A7 un 2/18-02-21). PanNET pacientu iesaisti un paraugu
izmanto$anu apstiprinaja Latvijas Centrala Medicinas Etikas komiteja
(apstiprinajuma protokola Nr.: 1.1-2/67) un Spanijas Ramén y Cajal
slimnicas Etikas un Zinatniska komiteja (protokola Nr.: 196-19).

2.2 Publiceta raksta Nr. 1 dizains

Saja péetijuma tika izmantota NGS analize, lai veiktu miRNS
ekspresijas raksturoSanu plazmas paraugos, kas iegiiti bilateralas sinus
petrosus inferior katetrizacijas (BIPSS). P&tfjuma tika iesaistita 24 gadus
veca sieviete ar aizdomam par KuSinga slimibu. Asinis tika nemtas no
kreisa un laba sinus petrosus inferior (IPS), izmantojot katetrus, kas tika
ievietoti caur augsstilba vénu. Asins paraugu ievakSana norisinajas tris
laika posmos péc tam, kad tika administréts kortikotropina atbrivojosais
hormons. P&c asins paraugu ievaksSanas un plazmas atdaliSanas tika veikta
cirkulgjoso EV saistito miRNS izolacija. Izdalitie RNS paraugi tika
sagatavoti mazo nekodgjosas RNS sekvencéSanai, kam sekoja NGS
analize, lai noveérteétu miRNS ekspresijas limenus plazmas no abiem IPS.
P&c tam sekoja kandidatu atlase turpmakai validacijai, izmantojot qPCR.
Validacijas kohorta tika iek]auti 26 PitNET pacientiem ar periféro venozo
asinu paraugiem, kuri tika sadaliti sekojoSas grupas: pieci pacienti ar
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apstiprinatu ACTH sekret€joSu PitNET, kuriem bija pieejami plazmas
paraugi pirms un péc audz&ja operacija, ka ari pieejami audzgja audi;
12 ACTH sekretgjosu PitNET pacienti ar ar plazmas paraugiem tikai
pirms operacijas; devini hormonus nesekretgjosu PitNET (NF-PitNET)
pacienti arT ar plazmas paraugiem tikai pirms audzgja operacijas.

2.3 Publiceta raksta Nr. 2 dizains

Saja pétijuma tika izmantota NGS analize, lai identificétu atskiribas
cirkulgjoso miRNS ekspresijas profilos PitNET pacientu plazma, kas
iegiita pirms un péc operacijas. Sakotngja kohorta ietvéra $adas grupas:
astoni GH-sekretgjosie, 28 NF-PitNET, cetri AKTH-sekretgjosie un sesi
prolaktmu sekret§josie PitNET. Paraugi, kas atbilda kvalitates
krit€rijiem, tika izmantoti mazo RNS bibliotéku sagatavosanai un NGS
analizei. Diferencialas ekspresijas analizes tika izmantotas, lai salidzinatu
miRNS ekspresijas profilus pec un pirms operacijas plazmas paraugos
katra audzg€ja grupa. Péc tam tika atlasiti miRNS kandidati turpmakai
qPCR validacijai. Kandidatu atlase tika veikta, pamatojoties uz rezultatu
parklasanos starp diferencialas ekspresijas analizi un literatliras datiem.
Turpmakajas miRNS ekspresijas analizes, izmantojot qPCR, tika veikta
kandidatu ekspresijas analize seSos GH-sekretgjossos PitNET pacientos,
kuriem bija administréta somatostatina analogu terapija un ievakti
plazmas paraugi secigos laika posmos. Tam sekoja papildus kandidatu
miRNS analize trijas paraugu grupas, kas sastaveja no 15 GH-sekret&joso
PitNET pacientiem, pieciem NF-PitNET pacientiem un 13 veseliem
kontroles grupas dalibniekiem.

2.4 Publiceta raksta Nr. 3 dizains

Sis pétijums bija vérsts uz PanNET audzéju un o-SMA
ekspresgjoso stromalo §tinu génu ekspresijas profileSanu ar telpiskas
transkriptomikas metodi. Kohorta sastavéja no astoniem PanNET
pacientiem, kuriem nebija pieskirta iepriek§€ja medikamentoza terapija
(trTs pacienti ar pirmas pakapes [G1] audzgjiem, Cetri pacienti ar otras
pakapes audzgjiem [G2], viens pacients ar tresas pakapes [G3] audzgju).
Formalina fiks€ti un parafina iegti audu bloki tika analiz&ti, izmantojot
GeoMx® Digital Spatial Profiler (Nanostring). Interesgjosie apgabali
(ROIs) audos tika atlasiti, izmantojot fluorescgjosas antivielas SYP
(audzgja $tinas) un a-SMA (stromalas $iinas), savukart kodolus iekrasoja
ar SYTOS83. So markieru signali ari tika izmantoti, lai defingtu
apgaismojuma zonas (AOI) — pozicijas audos, no kuram tiek ievakti
GeoMx® Cancer Transcriptome Atlas (Nanostring) panela zondu
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barkodi. SeSiem pacientiem tika ari bija pieejami blakus esoSie neaudzgju
aizkunga dziedzera audi, un tajos génu ekspresijas profilésana tika veikta
gan acinaro $tnu, gan salinu §tinu audu apgabalos.

2.5 PitNET pacientu asins paraugu apstrade

Asins paraugi, neatkarigi no ta, vai tie tika iegiiti no periféeram
vénam vai apaks$gjiem IPS, tika ievakti EDTA mégengés, uzglabati istabas
temperatira un centrifugéti divas reizes (2000 apgr./min un
4000 apgr./min, 10 mindtes katru reizi pie 25°C), lai atdalitu plazmu.
Plazma tika sadalita 1 mL alikvotas un uzglabata -80°C temperatiira lidz
turpmakai analizei.

2.6 Cirkuléjoso EV asocieto miRNS izloSesana no plazmas

Abos pétTjumos (Nr. 1 un Nr. 2) galvena uzmaniba tika pievérsta ar
EV saistitajiem plazmas miRNS. Kop&jas RNS, tostarp miRNS, tika
izdalitas, izmantojot komplektu exoRNeasy Midi Kit (Qiagen), kas ietver
EV izolaciju un sekojoSu miRNS izdaliSanu. Lai identificétu paraugus,
kas paklauti hemolizei asins paraugu ievakSanas laika, paraugi tika
parbauditi uz sarkano asins §tinu miRNS piesarnojumu. BIPSS pacienta
gadijuma visiem plazmas paraugiem tika pievienoti 52 sint&tiskie RN'S
spike-ins no QIAseq miRNA Library QC Spike-ins komplekta (Qiagen)
papildu kvalitates kontrolei.

2.7 miRNS biblioteku sagatavoSana sekvenceSanai

Mazo nekodgjosSo RNS biblioteku sagatavoSana tika veikta,
izmantojot Small RNA-Seq Library Prep Kit (Lexogen). Izmantojot
BluePippin elektroforézi (Sage Science), tika veikta fragmentu SkiroSana,
lai bagatinatu biblioteku ar [llumina adapteru saturosam miRNS (mérka
fragmentu garumsl144—153 bp). Biblioteku kvalitate tika novértéta,
izmantojot 2100 Bioanalyzer (Agilent) un Qubit 2.0 fluorometru (Thermo
Fisher). Bibliotekas, kas atbilda kvalitates kriterijiem, tika sekvencétas uz
MiSeq un NextSeq 500 platformam (Illumina), ar mérki — 3 1idz 5 miljoni
sekvenceésanas nolasijumi uz paraugu.

2.8 qPCR analizes

Kandidatu miRNS validacijai, ka arT hemolizes kvalitates kontrolei
tika veikta qPCR analize, izmantojot uz SYBR Green balstitus
miRCURY LNA miRNA PCR Assay reagentu komplektus (Qiagen).
c¢DNS tika sintezéta ar miRCURY LNA RT komplektu (Qiagen), un
gPCR tika veikta uz ViiA 7 sist€mas (Thermo Fisher). Hemolize tika
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noverteta, salidzinot ACt vertibas starp miR-23a un miR-451. Paraugi ar
ACt >5 tika izslégti no talakas NGS analizes iesp&jama sarkano asins
$tnu miRNS piesarnojuma del.

2.9 PanNET audu sagatavoSana prieks telpiskas transkriptomikas

Formalina fiksétu, parafina ieslégtu PanNET audu sekcijas
(4—6 um) tika apstradatas, lai veiktu antigénu atjaunos$anu, kam sekoja
hibridizacija ar GeoMx® Cancer Transcriptome Atlas Panel (Nanostring)
zondém. Preparati tika blok&ti un iekrasoti ar fluoresc€josam antivielam
a-SMA un SYP, savukart kodoli tika vizualizéti ar Syto83 krasvielu. Tam
sekoja oligonukleotidu barkodu atbrivoSana ar GeoMx® Digital Spatial
Profiler (Nanostring) instrumentu. Ar Atbrivotajiem oligonukleotidiem
tika veikta PCR, izmantojot praimerus ar Illumina indeksiem. Gala
bibliotekas kvalitate tika parbaudita, izmantojot 2100 Bioanalyzer
(Agilent) un Qubit 3.0 (Thermo Fisher). SekvencgSana tika veikta uz
NovaSeq 6000 sisteémas (Illumina).

2.10 Mazo nekodéjoso RNS sekvencéSanas datu apstrade

FASTQ formata faili, kas tika iegiiti mazo RNS sekvenc&sanas tika
apstradati, izmantojot CLC Genomics Workbench (v20.0.4). Apstrade
ietvéra 3’ adaptera apgrieSanu, zemas kvalitates nolasijumu nonemsanu
(Phred vertgjums <20 vai <30) un garuma apgrieSanu (15-55 bazes).
Nobriedusu miRNS kvantificésana tika veikta, izmantojot miRBase v22
ka referenci, atlaujot neatbilstibas Iidz divam bazém, ka arT izomiR
kvantificesanu divu bazes robezas. BIPSS pacienta gadijuma spike-ins
kvantificé$ana tika veikta, izmantojot QlAseq miRNA Library QC Spike-
ins datu kopu (pieejams razotaja vietng).

2.11 Statistiskas analizes publicetaja raksta Nr. 1

Lai salidzinatu miRNS ekspresiju starp kreiso un labo IPS plazma,
datu normaliz&Sana tika veikta, izmantojot trimmed mean of M values
(TMM) metodi. Intensitates grafiks tika izmantots, lai vizualiz&tu
50 miRNS ar vislielako variaciju un vismaz 1000 nolastjumiem.
Diferencialas ekspresijas analize tika veikta, izmantojot CLC Genomics
Workbench riku (Qiagen), kas ir ekvivalents edgeR pakotnei. Tas balstas
uz negativa binomiala modeli, kas ir piemérots salidzinajumu grupam ar
nelielu biologisko replikatu skaitu. Attiecigi §1 analizes metode tika
izmantota BIPSS pacienta plazmas paraugu salidzinajuma. qPCR datu
analizei tika izmantota Livaka AACt metode. Papildu statistiskas analizes
tika veiktas R vidé (v4.1.2), izmantojot t-testu saparotam grupam vai
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Vilkoksona ranga summas testus, atkariba no datu normalitates, kas tika
noverteta ar Sapiro-Vilka testu.

2.12 Statistiskas analizes publicetaja raksta Nr. 2

Iegtitas miRNS skaitu matricas no pirms un p&coperacijas plazmas
paraugu sekvec€Sanas datiem tika import€tas R vidé (v4.0.3) un
analizétas ar DESeq2 (v1.30.1) pakotni (Love, Huber un Anders, 2014).
Dati priek§ galveno komponentu analizes (PCA) tika transforméti,
izmantojot dispersiju stabilizacijas transformacijas algoritmu DESeq2
pakotne. Ar PCA analizes palidzibu tika novértéta paraugu
sekvenceSanas partiju ietekme. DESeq2 analizes modeli tika ieklauti
sekojosie mainigie: paraugu nemsSanas laiks, audzgja tips un
sekvenceSanas  partija.  Diferenciali  ekspresétas miRNS un
Log2FoldChange vertibas tika identific€tas, izmantojot DESeq2 Valda
testu, un p-vertibu rezultati tika korigéti, izmantojot False Discovery Rate
(FDR) metodi.

2.13 Datu apstrade un statistiskas analizes publicetaja raksta Nr. 3
Telpiskas transkriptomikas sekvencesanas dati tika apstradati
izmantojot Nanostring izstradato GeoMx DSP analizes darbaplismu.
Génu ekspresija tika noteikta, kvantific§jot sekvencétos Cancer
Transcriptome Atlas panela zondu barkodus, kas tika atbrivoti no katra
defineta AOI. Datu normalizacija un diferencialas ekspresijas analize tika
veikta, izmantojot Nanostring GeoMx DSP analysis suite programmattiru
(Nanostring). Sanu tipu dekonvoliicijas analize un reversa
dekonvolticijas analize tika veikta, izmantojot SpatialDecon paketi
(v1.8.0) R vide (v4.2.2) (Danaher et al. 2022). Funkcionala bagatinasanas
analize ar diferenciali ekspresétiem g€niem tika veikta, izmantojot
STRING datubazi (v11.5), un rezultatu vizualizacijai tikai izmantotas
(v4.2.2) un Cytoscape (v3.9.1) programmatiiras (Szklarczyk et al. 2023).
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REZULTATI UN DISKUSIJA

NET ir molekulari un klmiski heterogéni, un rada nozimigus
izaicinajumus veselibas apripg, jo Tpasi tapec, ka triikst jaunu molekularo
markieru minimali invaziviem testiem (Sultana et al. 2023). Ka art
audzgja mikrovide (TME), kas spé€lé nozimigu lomu citos véza veidos,
pieméram, aizkunga dziedzera adenokarcinoma (PDAC), kunga un krits
vEzos, joprojam ir mazizpétita NET attistiba (de Visser and Joyce 2023).
Lai gan PitNET parsvara ir labdabigi ar izteikti retiem metastazes
gadijumiem (0,2%) (Iglesias 2023), tie joprojam ieverojami ietekme
pacientu dzives kvalitati un paagustina mirstibas risku, jo spgj izraisit
sindromus, kas saistiti hormonu hipersekréciju un audzgja masas efektu
(Toma et al. 2025). Papildus tam, to anatomiskais novietojums apgriitina
diagnostiku, uzsverot nepiecieSamibu péc minimali invaziviem
biomarkieriem ar diagnostisku un prognostisku pienesumu (Butz 2022).
Aizkunga dziedzera neiroendokrino audz&u (PanNET) gadijuma
l1dz8ingjie molekularie markieri, pieméram, ATRX/DAXX, var predikt&t
paaugstinatu audzgja agresivitati (Hackeng et al. 2022). Tomér stromas
Stunu un TME loma, 1pasi fibrotiskos PanNET, un to saistiba ar audzgja
agresivitati joprojam ir jaizpéta talak (Chatterjee et al. 2020; Lai et al.
2024).

Si promocijas darba mékis ir risinat s nepilnibas NET pétniecibas
sfera, izmantojot uz NGS balstitas analizes, lai identificétu potencialos
RNS markierus, kas varétu tikt izmantoti, lai uzlabotu pacientu
diagnostiku un prognostiku. Attiecigi, tika iegiiti vairaki nozimigi
noverojumi. Pirmajos divos p&tijumos par cirkul&joSo miRNS profilesanu
PitNET pacientiem tika identific€tas potencialas miRNS, kas spgj atskirt
AKTH sekrétejosos un GH sekrgjosos PitNET. Tresais p&tijums par
PanNET audu telpisko RNS profiléSanu atklaja galvenos génus, kurus
eksprese a-SMA pozitivas stromas $tinas starp kuriem art bija PDGFR un
NOTCH signalcelu saistt géni, kas potenciali medie audzgja-stromas
komunikaciju. Paraléli arT tika noverots, ka G3 audzgju Siinas, kas atrodas
tuvu a-SMA pozitivam $inam parekspres€ MMPY. Visbeidzot, Sis
petijums ar1 paradija, ka parmainas génu ekspresija var noveérot gan
audz&ja Sunas, gan a-SMA eksprimg€josas stromas $iinas, progresgjot
audzgja pakapém, ka ari identific€ja ge€nus, kuri audzgja §tinas bija
atSkirigi ekspreséti salidzinajuma ar ne-audzgja pankreasa salinu Stinam.
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3.1 Cirkuléjosas miRNS PitNET pacientu plazma

Cirkulgjoso miRNS izpéte, ka minimali invazivi biomarkieri
PitNET, Sobrid ir sakuma stadija, galvenokart tapec, ka Sie audzgji parasti
ir labdabigi un neliela izm@ra. Tas rada jautajumus par to vai plazma ir
pietickami daudz PitNET izcelsmes circkulgjosas nukleinskabas, lai tas
varétu rentabli izmantot ka biomarkierus (Butz 2022). Neskatoties uz to,
misu petniecibas grupa ieprieks pieradija, ka somatiskas mutacijas, kas
atrodamas PitNET audos, var tikt identificétas arT cirkul&josa Stinu brivaja
DNS (Megnis et al. 2019), apstiprinot iesp&ju detektet PitNET izcelsmes
Stnu brivo DNS. Attiecigi, §1 promocijas darba pirmajos divos rakstos
(publicetie raksti Nr. 1 un 2) tika merktiecigi pétitas cirkulgjosas
nukleinskabes PitNET audzgjos, lai identificétu potencialas cirkulgjosas
miRNS, kas var€tu kalpot ka diagnostikas un monitoringa markieri
funkciongjosiem PitNET audzgjiem, konkréti AKTH un GH
sekrétgjosiem.

Petjuma Nr. 1 NGS tika veikta plazmas paraugos, kas savakti
BIPSS laika — pasreizgja zelta standarta metode, lai diagnosticetu AKTH
sekrétejosos PitNET (Zampetti et al. 2016). Salidzinot sekvencéSanas
datos atklato miRNS skaitu, tika noverots, ka kreisaja IPS ir batiski
lielaks vairaku miRNS skaita pieaugums, péc stimulacijas ar periferi
ievaditu  kortikotropina atbrivojoSo hormonu. Starp visvairak
augSupregulétajam miRNS bija divas miRNS: miR-375-3p un miR-7-5p.
Ir zinams, ka tas ir augsti ekspresétas hipofizes audos, ka ari
funkcionalajos peétijumos ir pieradits, ka tas ir saistitas ar hormonu
eksocitozes molekularajiem mehanismiem (Giimiirdii et al. 2017;
Zacharjasz et al. 2024). Veicot talaku testeSanu ar qPCR, tika paradits, ka
miR-7-5p Iimenis plazma pazeminajas AKTH sekret&josu audzgju
pacientiem péc audzgja rezekcijas (1. attéls, paneli A-C). Papildus tam,
tika arT noverots, ka miR-7-5p stabili ekspresgjas AKTH sekrétgjosajo
PitNET audos (1. attéls D), ka arT tas [imenis plazma bija bitiski vairak
AKTH-sekrétgjosos PitNET pacientos salidzinajuma ar NF-PitNET
pacientiem (1. attéls E). Sie atklajumi izcel miR-7-5p potencialu ka jaunu,
minimali invazivu biomarkieri AKTH-sekrétgjoso PitNET diagnozei un
pEcoperacijas arst€Sanas uzraudzibai.
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1. attels. Kandidatu miRNS validacija, izmantojot qPCR. Paneli A—C att€lo miR-7-5p analizi plazma
pieciem AKTH sekretgjosiem PitNET pacientiem pirms un péc audzgja operacijas. A — panelis
parada ekspresijas vertibas, kas tika aprékinatas, izmantojot AACt metodi, un ir attélotas ka vid&jas
izmainu reizes starp grupam. P&tfjuma paraugu kopa no pieciem pacientiem miR-7-5p bija batiski
lejupreguléta plazma 24 stundas p&c operacijas (P = 0,0002). B — panelis reprezenté miR-7-5p
relativo ekspresiju pirms un péc operacijas katram pacientam individuali. P vértiba salidzinajumam
tika aprékinata, izmantojot saparotu grupu t-testu ar ACt veértibam. C — panelis attelo AKTH
mérfjumus, kas veikti pirms un vienu ménesi péc PitNET operacijas. D — panelis apstiprina miR-375-
3p un miR-7-5p ekspresiju audzgja audos, ieskaitot BIPSS pacientu. E — panelis parada ekspresijas
atSkiribu starp hormonus nesekret&josiem (NF) PitNET un AKTH sekretgjosiem PitNET, skaidri
noradot, ka miR-7-5p ir parekspreséts AKTH sekret&josu PitNET pacientu plazmas salidzinajuma
ar NF-PitNET. Atteli ir adapt@ti tie$i no pétjjuma Nr. 1 publicéta raksta ar nelielam izmainam
C paneli vizualas skaidribas uzlaboSanai.

Publicétaja raksta Nr. 2 tika veikta plazmas cirkuléjoSo miRNS
analize ar NGS pirms un p&c operacijas, kura ar tika iesaistiti cetri AKTH
sekretgjoSu audzg€ju pacienti. Starp analizétajam miRNS, miR-141-3p
bija butiski picaugsi plazma p&c operacijas. Tomér §1 picauguma
biologiska nozime joprojam nav skaidr. Lai gan ir iepriek§ novérots, ka
§T miRNS ir augSupreguléta AKTH sekretgjoSu audz&ju audos, citos
petfjumos §1s miRNS daudzums tiesi plazma neuzradija bitisku saistibu
ar AKTH sekretgjosSiem audz&jiem (Belaya et al. 2020; Enguita et al.
2023; Vetrivel et al. 2021). Attiecigi, p€coperacijas pieaugums,
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visticamak, ir saistits ar audzgja Stinu nekrozi (Pozniak, Shcharbin, and
Bryszewska 2022), nevis ar aktivu sekréciju, kas ierobezo ta lietderibu ka
biomarkieri ACTH sekretgjoso PitNET diagnosticésana.

Paraleli, petijuma Nr. 2 arT tika veikta cirkulgjoSo miRNS analize
GH sekrétgjoso PitNET pacientu pirms un p&c operacijas plazmas. Saja
paraugu grupa tika identificétas variakas diferencialekspresétas miRNS
starp kuram tika izvirziti septini kandidati talakai test€Sanai ar qPCR.
Turpmakajos validacijas testos ar Siem septiniem kandidatiem, Cetras
miRNS (miR-625-5p, miR-181a-2-3p, miR-503-3p un miR-130b-3p)
uzradija butisku lejupregulaciju pirmaja ménesi p&c somatostatina
analogu terapijas uzsakSanas. Talakos méneSos tikai miR-625-5p bija
batiski lejupreguléta. Sis pastaviga lejupregulacija iespgjams ir saistita ar
izmaindm insulinam Iidziga augSanas faktora 1 (IGF-1) receptoru
signalcelu sisteéma, jo ir zinams, ka miR-625-5p regulé IGF-1 receptora
ekspresiju (L. Wu et al. 2022; Al-Samerria and Radovick 2021). Tomer
$adam apgalvojumam ir nepiecieSami papildus funkcionalie pétijumi.
Papildus tam, tika arT konstatéts, ka miR-625-5p ekspresija plazma ir
bitiski samazinata GH-sekrét€josu PitNET pacientu plazma
salidzinajuma ar nefunkciongjoSiem audzgjiem un veseliem kontroles
paraugiem, kas liecina par $is miRNS lomu audzgja patogenézé un
potencialu ka markieris, lai identificetu GH sekret&josus audzgjus (He et
al. 2019).

Nemot veéra iepriek§ mingto, Sie divi publicetie p&tijumi demonstre
cirkulgjoso miRNS izmantoSanas iesp&jas un potencialu ka minimali
invazibi biomarkieri PitNET audzgju diagnostikai. miR-7-5p un miR-
625-5p asociacija ar AKTH- un GH-sekrétgjoSiem audzgjiem sniedz
jaunus potencialos markierus asins analizu panela izstradei, kas lautu
uzlabot diagnostiku, pacientu stratifikaciju un arst€Sanas efektivitates
uzraudzibu. Lai pilniba izprastu to piemérojamibu diagnostika un izp&titu
to lomu PitNET patogenéz€, nepiecieSama talaka validacija lielakas
pacientu grupas un funkcionalie p&tijumi.
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3.2 Telpiskas transkriptomikas analize PanNET

Pedgjo gadu pétijumi ir par laundabigajiem audzgjiem ir izc€lusi,
ka audzgja mikrovide var spelét nozimigu lomu audzgja attistiba. TMI
veido dinamisks tumora un saimnieka $tinu tikls, kura norisinas $Ts $tinas
komunicg sava starpa izmantojot tieSas $tinu-Stinu kontaktu mijiedarbibas
(integrini, kadherini, selektini, imunoglobulini) vai parakrinos signalus
(citokini, augsanas faktori) (de Visser and Joyce 2023). Telpiskas
transkriptomikas metozu attistiba ir ievérojami paatrinajusi TMI izpéeti
audzgjos (Elhanani, Ben-Uri, and Keren 2023). Tomér neiroendokrino
neoplazmu, tostarp PanNET, TMI joprojam ir mazizpétits, un lielaka dala
zinasanu par TMI Sajos audzgjos ir iegilitas no iminhistkimijas un in vitro
kokultiiru p&tijumiem (Takahashi et al. 2018; Cuny et al. 2022; Z. Chen
et al. 2024; Amin et al. 2023). S7 iemesla d&] §T darba 3. publicéta raksta
merkis bija raksturot timora-stromas mijiedarbibu mehanismus PanNET
audos, izmantojot RNS ekspresijas analizi astonos PanNET paraugos
(visu tris gradaciju) ar Nanostring GeoMx® tehnologiju, kas nodro$ina
génu ekspresijas analizes ar telpisko izskirtspgju (2. A att€ls). Ka
stromalo $iinu markieris, tika izveléts tiesi a-SMA (alfa gludo muskulu
aktins), jo iepriek$gjos petijumos ir noverota asociacija ar $T markiera
ekspresiju stroma un pasliktinatu slimibas prognozi dazados audzg&ju
veidos. Papildus tam, §is markieris arT ir augsti ekspresé€ts aktivétajos
fibroblastos jeb CAF, it 1pasi myCAF subtipos (Zhao et al. 2023;
Sculthorpe et al. 2025; Muchlinska et al. 2022; Vathiotis et al. 2021).

Pec génu ekspresijas novert§juma katra AOI sekoja Siinu tipu
dekonvoliicijas analize (2. attels B), kas uzradija butisku stromalo $tinu
bagatinajumu a-SMA ekspresgjosajos AOI, ipasi G3 audzgja parauga. Sie
rezultati sakrit ar Ye et al. atklajumiem, kur autori noveroja, ka augstaka
stromalo $iinu proporcija korel€ ar augstaku audzgja pakapi un sliktaku
prognozi. (Ye et al. 2024). G1 un G2 grupu audzg&jos a-SMA AOI datos
bija identificéta salidzino$i augsta proporcija ar audz€ja Stunam. Bez
audzgja un stromas §tnam, o-SMA AOI bija arT novérojamas imiin$iinu
populaciju (T Stnas un mieloidas $tinas) infiltrati. Ta ka GeoMx analize
ROI un AOI atlase liela méra balstas uz morfologijas markieriem, tas
varétu liecinat, ka a-SMA izmantos$ana, bez papildus markieriem, nav
pietickami efektiva pieeja, lai notvertu ekskluzivi tikai CAF
reprezentgjosas Stnas. Attiecigi, a-SMA kombingsana ar papildu CAF
markieriem, pieméram, FAP un PDGFR, varétu uzlabot $o Stnu tipu
identificéSanu sekvencéSanas datos, ka ar1 samazinatu piemaisijumu no
citam §tinam, kas nav stromalas §iinas.
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Katra a-SMA AOI apgabala bija skaidri novérojama ar CAF
saistitu génu eskpresija, par spiti tam, ka $ajos AOI ar bija nestromalo
$tnu piemaistjums. Visas tris audzgju pakapju grupas a-SMA AOI tika
noverota kolagéna saimes genu (COLIAI, COL1A2, COL3A1, COL5A1,
COL5A2, COL6A3) un citu ar CAF saistitu sekretomu proteinu
(fibronekta [FNI] un TGF-B [TGFBI]) paaugstinata ekspresija. Gan
fibronektinu, gan TGF- var izdalit gan audzgja Stnas, gan CAF Stnas,
un ir zinams, ka tie var veicinat talaku CAF diferenciaciju (Yoon et al.
2021). Talak, veicot funkcionalo bagatinasanas analizi ar géniem, kas bija
diferencialekspreséti a-SMA AOI apgabalos, tika noskaidrots, ka Sie géni
reprezente arpussiinu matriksa (ECM) remodelésanas, MET, PDGF un ar
imiino atbildi saistttus molekularos signalcelus (2. attéls, C-D paneli).
Bija arm novérojama NOTCH signalcela iesaiste. Lai gan NOTCH
signalcel$ nebija ieklauts starp 15 visvairak parstavetajiem signalceliem,
ir jauzsver, ka visas tris audzgju grupas (G1, G2, G3) a-SMA S$iinas
pastiprinati ekspres€ja NOTCH3 receptoru. Dati arT paradija butiskas
atSkiribas génu ekspresija starp a-SMA AOI no atSkirigam audg&ju
pakapem. Tomer, ir jauzsver, ka audz€ja audos var biit dazadi stromalo
sunu veidi, ieskaitot dazadus CAF apakstipus (Zhang et al. 2023).
Attiecigi, butu nepiecieSams veikt detaliz&taku petijumu, lai saprastu vai
§1 génu ekspresijas atskiriba starp audzgju pakap€m ir saistita ar to, ka
izmainas kadu konkrétu CAF subtipu skaits audos, vai arT §1 atSkiriba ir
saistita ar génu ekspresijas izmainam kada konkréta CAF subtipa bez
imainam pasu subpopulaciju skaitos. Sada p&tjuma papildu CAF subtipu
identifikaciju varétu veikt, ieklaujot papildu markierus: interleikins 6
(IL-6) un PDGFRA iekaisuma CAF markieri, a-SMA un PDGFRB
miCAF markieri, un CD74 apCAF markieris (Zhang et al. 2023).
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2. attels. Telpiskas transkriptomikas analize PanNET. A attéls — pé&tjjuma dizains. ROl —
interesgjosais apgabals, AOI — apgaismojuma zona. Lai veiktu audzgja audu RNS ekspresijas
profilésanu, tika izveleti divu veidu ROL: ROI ar audzgja §tinam, bet ar zemu blakus eso$o a-SMA
ekspresgjoso Sunu klatbiitni, un ROI ar audzgja §inam un ar bagatigu blakus eso$o a-SMA §inu
klatbttni. B att€ls — Stnu tipu dekonvoliicijas analizes rezultati, kas definé relativas Stnu tipu
proporcijas katra analizétaja AOL C, D un E atteli — funkcionalas bagatinaSanas analizes rezultati ar
géniem, kas bija augSupreguléti vai lejupreguléti a-SMA-ekspresgjosas $tnas. Grafikos paraditi tikai
15 visvairak parstavétie signalceli pec FDR vértibas. Seit var novérot, ka starp 15 visvairak
parstavetajiem signalceliem ir signalceli, kas saistiti ar arpusStinu matriksa organizéSanu, imtino §tinu
mijiedarbibam, ka arT PDGF un MET signalceliem. Izmantota signalcelu datubaze — Reactome.
Analize tika veikta, izmantojot STRING v11.5 timekla lietojumprogrammu. C — analize G1 audzgjos;
D — analize G2 audzgjos; E — analize G3 audzgja.
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Nemot vera, ka CAF var veicinat audzgja progresiju un terapijas
rezistenci, izmantojot gan tieSas $inu kontaktu mijiedarbibas, gan
parakrinas signalus (Maneshi et al. 2021), ka piem&ram, PDAC gadijuma,
kur CAF un audzgja $iinu savstarpgja sazina var inducét EMT (epitélija-
mezenhimala pareja) signalcelus (Guinn et al. 2025); rodas jautajums, vai
lidzigu CAF efektu uz audgja S$inam varétu ari novérot PanNET
gadijumos. Lai to izpétitu, audz&ja $tnu saturosi AOI no regioniem ar
bagatigu a-SMA ekspres€josu stromalo $tinu klatbiitni tika salidzinati ar
audzgja stinu AOI no regioniem, kur a-SMA $iinu bija ievérojami mazak
(skatit 2. att€lu A). legiitie rezultati no $ada salidzinajuma bija sameéra
pretgji gaiditajam, jo G1 un G2 audzgjos netika noverotas nekadas
biitiskas génu ekspresijas atskiribas. Sads rezultats varétu liecinat par to,
ka a-SMA ekspres€joso Siinu attalumam lidz audzgja Sinam ir minimala
ietekme, tom@r arl pastav iesp&ja, ka $ada metodologiska pieeja ir ar
nepietickamu jutibu, lai identificétu génus audzgja Stinas kuru ekspresiju
ietekm@tu signali no tuvu eso$ajam o-SMA §tnam. Vienigas izmainas
bija novérojamas G3 audzgja, kur tika noverota bitiska MMP9 géna
augsregulacija audzgja $unas, kas naca no regioniem ar izteiktu a-SMA-
ekspresgjosu stromalo §tinu klatbiitni. MMP9, jeb matriksa metalproteaze
9, veicina audzgja invaziju un metastazes, remodel&jot ekstracelularo
matriksu un veicinot EMT (Radisky and Radisky 2010; Egeblad and
Werb 2002; Wiechec et al. 2021; Shan et al. 2017). MMP9 parmeriga
ekspresija ir saistita ar passliktinatu prognozi vairakos véza veidos, ka art
MMP9 inhibitori ir pedgja laika ir bijusi pé&titi kliniskajos izm&ginajumos,
lai gan ar ierobezotiem panakumiem (Shah et al. 2021). Sie rezultati
norada uz nepiecieSsamibu veikt papildu funkcionalus pétijumus, lai
izprastu MMP9 lomu PanNET attistiba.

Visbeidzot, lai noveértetu génu ekspresijas izmainas PanNET §iinas,
audzgja Siinu saturo$as AOI tika salidzinatas ar pankreasa salinu $tinu
AOL Visas tris gradacijas pakapju grupas izmainitie géni bija bagatinati
ar mitogénu aktiveto proteinkinazu (MAPK) signalceliem. Ir zinams, ka
zurku sarkomas virusa (RAS) grupas GTPazes (NRAS, KRAS, HRAS)
ir MAPK signalcela regulatori, un tas biezi ir mutetas laundabigajos
audzgjos, tai skaita PDAC (Bahar, Kim, and Kim 2023; Waters and Der
2018). PanNET gadijumos, mutacijas RAS genos ir izteikti reti
sastopamas (Konukiewitz et al. 2018), bet interesanta karta, $aja petijjuma
tika konstatéta RAS P21 Protein Activator 4 (RASA4) géna (RAS
aktivitates regulatorproteina) lejupregulacija. RASA4 lejupregulacija ir
saistita ar augstaku mirstibas risku dzemdes kakla vézi (J. Chen et al.
2021).
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Geénu ekspresijas izmainas audzga $inas arl bija novérojamas
PI3K signalcelos. Saja signalcela bija novérojama ar atkartota EGRI1
lejupregulacija visas tris PanNET pakapju grupas. EGRI kodé
transkripcijas faktoru, kas regule fibrozi, traumu reakciju un imtnos
procesus (Saha et al. 2021; Bin Wang et al. 2021). Vadoties pec STRING
datubazes, tas mijiedarbojas ar pS3 un MAPK3 proteiniem (Szklarczyk
et al. 2023), un var aktivet PTEN — audzgja supresors, kas biezi ir
lejupreguléts PanNET audzgjos (Chang et al. 2022; Virolle et al. 2001;
Baron et al. 2006), tai skaita arT $1 pétijuma G2 un G3 audzgjos. Tomér
EGRI loma audzgjos ir atkariga no konteksta, jo dala audzgja §is faktors
var vecinat metastazu attistibu, kam@r citos audzgjos tas var spélet
audzg€ju nomacosu lomu (Saha et al. 2021). Citi, atkartoti lejupregulétie
géni PanNET S$itinas, ietvera CD99, SPINKI, PLA2GIB un RBPA4.
Vadoties pec “Cilveka proteinu atlants” datubazes informacijas, $ie visi
ir pankreasa specifiski ge€ni un ir saistiti ar pankreasa $tinu normalo
funkciju (Thul and Lindskog 2018). To lejupregulacija, visticamak,
atspogulo audzgja dediferenciaciju. Tomer japiebilst, ka ieprieksgja
PanNET imiinhistokimiskas analizes pétijuma bija novérots, ka CD99
ekspresijas zudums ir novérojams pacientiem ar sliktaku prognozi (Ali
et al. 2006; Goto et al. 2004). Savukart, aknu v&zi RBP4 g€na
lejupregulacija korel€ ar sliktu izdzivosanu (Li et al. 2021).
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SECINAJUMI

Cirkulgjosas miR-375-3p un miR-7-5p var€tu kalpot ka neinvazivi
diagnostikas markieri KuSinga slimibas noteikSanai, potenciali
aizvietojot augsti invazivo BIPSS procediru.

Cirkulgjoso miR-375-3p un miR-7-5p ekspresijas palielinaSanas asins
plazma péc CRH ievadiSanas norada uz to, ka §is miRNS, iesp&jams, ir
ACTH sekrécijas molekularo mehanismu komponentes. Lai
apstiprinatu o hipotezi, nepieciesami papildu funkcionali p&tijumi.
miR-625-5p lejupregulacija GH sekretgjosu PitNET pacientu plazma
p&c SSA terapijas un tas saistiba ar IGF-1 signalceliem, liecina par tieSu
§1s miRNS lomu PitNET patogenézg, ka ar izcel tas potencialu ka
markieris minimali invaziva testa izstradei.

PanNET gadijumos, agusta klasisko arpus$tinu matriksa génu
(COL1A1, COL1A2, COL3A41, COL5A1, COL5A2, COL6A3 un FNI)
un ar ECM-modifikaciju, PDGFR, NOTCH un MET saistitu signalcelu
parstaviba a-SMA ekspresgjosas stromalajas $tinas, norada uz véza
saistito fibroblastu klatbiitni audzgja audos un liecina par to iesaisti
PanNET mikrovides parveide.

CAF attalums Iidz audzg&ja Stinam Skietami ierobezoti ietekme audzgja
sunu génu ekspresiju, iznemot G3 PanNET gadijuma, kur tika
konstatéta MMP9 gena paaugstinata ekspresija audz&ja $inas no
regioniem, kas bagati ar a-SMA-ekspresgjosam S§unam. Tomer Sis
nove&rojums ir balstits tikai uz vienu G3 audzgja gadijumu.

PanNET progresg€jot uz augstaku pakapi, izmainas génu ekspresija biis
atrodamas gan audzgja §tinas, gan arT apkart€jas a-SMA-ekspresejosas
stromalajas Stnas.

Disregulétie géni audzgja $tinas, salidzinot ar pankreasa salinu §tinam,
ir saistiti ar PI3K un MAPK signalceliem, ka ar1 vairaki géni bija
atkartoti lejupreguléti visas audzgja pakapes, tostarp EGRI un RASA4,
kuriem piemit audz&ju nomacosas ipasibas.
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AIZSTAVAMAS TEZES

miR-7-5p var izmantot, lai atSkirtu ACTH sekretgjoSos pacientus no
nefunkciongjosiem PitNET pacientiem un veseliem kontroles
subjektiem; tade] tas ir vertigs kandidats cirkulg§joso miRNS balstitai
testu izstradei, lai diagnostictu ACTH sekretgjosos PitNET.
miR-625-5p varétu kalpot ka asins biomarkieris talakai testeéSanai
lielakas GH sekretgjosu PitNET pacientu kohortas.

Augsupregulétie géni a-SMA S$iinas norada uz CAF klatbiitni, un to
mijiedarbiba ar audzgja Stunam, iesp&jams, tieck medieta caur PDGF,
NOTCH un MET signalceliem.

G3 PanNET audzgja Siinas, kas atrodas tuvuma a-SMA ekspresgjosam
Stnam, paaugstinati eksprese MMP9 ekspresija.

PanNET audzgjiem progresgjot pakapes, génu ekspresijas izmainas
notiek ne tikai audzg&ja $linas, bet arT a-SMA stromalajas Stnas.
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lidz 2025. gadam. P&tfjumu finanséja ERAF grants “Molekularie RNS
faktori hipofizes adenomas attistiba” (projekta Nr. 1.1.1.1/18/A/089),
Eiropas Savienibas AtveseloSanas un noturibas mehanisma fonda
projekts "Latvijas Organiskas sint€zes institiita un Latvijas Biomedicinas
pétjumu un studiju centra konsolidacija" (projekta  Nr.
5.2.1.1.i.0/2/24/1/CFLA/001).

Es izsaku sirsnigu pateicibu Latvijas iedzivotaju genoma datu bazei
par lidzdalibu dalibnieku iesaisté un biologisko paraugu uzglabasanu.

Vislielaka pateiciba un ciena tiek izteikta Latvijas Universitates
fondam par finansialo atbalstu visa studiju laika no 2017. Iidz 2024.
gadam, ka ar1 par briniskigo Latvijas studentu atbalstu.

Ipasi silta pateiciba tiek izteikta manai vaditajai Dr. biol. Vitai
Rovitei par disertacijas vadiSanu un sniegtajiem padomiem tas izstrades
laika.

Paldies maniem kolégiem Raitim Pec¢ulim, Ilonai Mandrikai un
Rihardam Saksim no Latvijas Biomedicinas pétijumu un studiju centra
Molekularas un funkcionalas genomikas grupas par palidzibu, padomiem
un sadarbibu.

Visbeidzot, es v€los izteikt visdzilako pateicibu savai partnerei
Olesjai Rogozai, ka ari saviem draugiem un gimenei par vinu
nenovert€jamo atbalstu, iedroS§inadjumu un apbrinojami toleranto
attiecksmi pret maniem daudzajiem parmetumiem par ikdienas studiju
problémam.
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