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KOPSAVILKUMS 

Hipofīzes (PitNET) un aizkuņģa dziedzera (PanNET) 
neiroendokrīnie audzēji veidojas no priekšējās hipofīzes un aizkuņģa 
dziedzera saliņu neiroendokrīnajām šūnām, un tie asociēti ar virkni 
diagnostikas un ārstēšanas izaicinājumiem. PitNET audzējus ir grūti 
diagnosticēt to nelielā izmēra un atrašanās vietas dēļ, kas izceļ 
nepieciešamību atklāt jaunus minimāli invazīvus biomarķierus. PanNET 
audzēji parasti tiek diagnosticēti vēlīnās stadijās, un šobrīd literatūrā ir 
ierobežota izpratni par stromas šūnu lomu to attīstībā. Šīs disertācijas 
mērķis bija veikt šo audzēju molekulāro raksturošanu, izmantojot 
nākamās paaudzes sekvencēšanu, lai atkātu potenciālas audzēja asociētās 
cirkulējošās miRNS PitNET pacientu plazmās, kā arī veikt telpisko 
transkriptomiku, lai raksturotu PanNET audzēja šūnu un stromas šūnu 
gēnu ekspresiju. 

 Veicot sekvencēšanu ar plazmas paraugiem, kas iegūti sinus 
petrosus inferior, tika identificētas divas miRNS (miR-7-5p un miR-375-
3p), kas varētu kalpot kā potenciālie marķieri adrenokortikotropā 
hormona sekretējošu audzēju diagnosticēšanai. Tālāk, veicot validāciju, 
miR-7-5p tika apstiprināts kā visdaudzsološākais marķieris. Cirkulējošo 
miRNS analīze augšanas hormona sekretējošos audzējos parādija, ka 
plazmas līmeņi vairākām miRNS, tostarp miR-625-5p, samazinājās 
somatostatīna analogu terapijas laikā, kas norāda uz to potenciālu, kā 
marķieri terapijas efektivitātes novērošanai. Savukārt, veicot PanNETs 
telpiskās transkriptomikas analīzi, tika novērtos, ka α-SMA ekspresējošas 
stromas šūnas ir ekspresē gēnus, kas ir saistīti ar audzēja asociētajiem 
fibroblastiem. Turklāt gēnu ekspresijas izmaiņas, kas saistītas ar audzēja 
gradācijas pakāpi, tika novērotas gan audzēja, gan stromas šūnās. G3 
PanNET gadījumā tika novērots, ka audzēja šūnas no audu reģioniem ar 
bagātīgu α-SMA ekspresējošo šūnu klātbūtni pārmērīgi ekspresē MMP9 
gēnu. Visbeidzot, salīdzinot PanNET šūnu gēnu ekspresiju ar aizkuņģa 
dziedzera saliņu šūnām, tika identificēti atšķirīgi regulēti gēni, kas saistīti 
ar zināmiem onkogēniem signālceļiem. Šie signālceļi galvenokārt bija 
fosfoinozitīdu 3-kināzes (PI3K) un mitogēnu aktivētas proteīnkināzes 
(MAPK) signālceļi, kuros tika novērota atkārtota audzēja nomācošo 
gēnu, piemēram, Early Growth Response Factor 1 (EGR1) un RAS P21 
Protein Activator 4 (RASA4) lejupregulācija visās trīs pakāpju grupās. 

Atslēgvārdi: hipofīzes neiroendokrīnie audzēji, aizkuņģa 
dziedzera neiroendokrīnie audzēji, nākamās pāaudzes sekvencēšana, 
cirkulējošās miRNS, telpiskā transkriptomika, audzēja stroma 
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SAĪSINĀJUMI 

AKTH – adrenokortikotropais hormons  
AOI – apgaismojuma zona 
BIPSS – bilaterālā sinus petrosus inferior katetrizācija 
CAF – audzēja asociētie fibroblasti 
ECM – ārpusšūnu matrikss 
EGR1 – Early Growth Response Factor 1 
EV – ārpušūnu vezikulas 
G1 – pirmā pakāpe 
G2 – otrā pakāpe 
G3 – trešā pakāpe 
GH – augšanas hormons 
IPS – sinus petrosus inferior 
MAPK – mitogēnu aktivētā proteīnkināze 
miRNS – mikroribonuklēinskābe 
NEŠ – neiroendokrīnās šūnas 
NET – neiroendokrīnais audzējs 
NF-PitNET – hormonus nesekretējošs hipofīzes neiroendokrīnais 
audzējs 
NGS – nākamās paaudzes sekvencēšana 
PanNET – aizkuņģa dziedzera neiroendokrīnais audzējs 
PDAC – aizkuņģa dziedzera duktālā adenokarcinoma 
PDGF – trombocītu izcelsmes augšanas faktors 
PDGFR – trombocītu izcelsmes augšanas faktora receptors 
PitNET – hipofīzes neiroendokrīnais audzējs 
qPCR – kvantitatīvā polimerāzes ķēdes reakcija 
RASA4 – RAS P21 Protein Activator 4 
ROI – interesējošais apgabals 
SYP - sinaptofizīns 
TGF-β – transformējošais augšanas faktors beta 
TME – audzēja mikrovide 
α-SMA – alfa gludo muskuļu aktīns 
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IEVADS 

Neiroendokrīnie audzēji (NET) ir plaša audzēju grupa ar 
ievērojamu klīnisko un molekulāro heterogenitāti. Šī variabilitāte ir īpaši 
izteikta starp hipofīzes neiroendokrīniem audzējiem (PitNET) un 
aizkuņģa dziedzera neiroendokrīniem audzējiem (PanNET). Šie audzēji 
tiek diagnosticēti pēc divām dažādām klasifikācijas sistēmām un ir saistīti 
ar atšķirīgām klīniskām pazīmēm un diagnostikas sarežģījumiem. Lai gan 
PanNET parasti aug lēni, tie var metastazēties. Tur pretīm PitNET reti 
metastazējas, bet veicina klīniski nozīmīgu saslimstību hormonu 
sekrēcijas un masas efekta dēļ. Pašreizējās diagnostikas metodes 
nepietiekami ņem vērā cirkulējošo nukleīnskābju izmantošanu un audzēja 
mikrovides (TME) ietekmi uz audzēja attīstībā. Divi aspekti, kas varētu 
ievērojami uzlabot pacientu aprūpi, tomēr tie paliek nepietiekami pētīti 
NET gadījumos.  

Šis promocijas darbs pievēršas diviem galvenajiem izaicinājumiem 
NET pētniecībā: jaunu minimāli invazīvu biomarķieru trūkums, kas 
varētu uzlabot PitNET diagnostiku un ārstēšanas atbildes reakcijas 
uzraudzību, kā arī informācijas trūkums par molekulārajiem 
mehānismiem, kas regulē NET TME. 

Attiecīgi, šī promocijas darba mērķis ir: 
• Identificēt cirkulējošās mikroribonukleīnskābes (miRNS), kurām 

ir potenciāls kalpot kā minimāli invazīviem asins biomarķieriem 
PitNET diagnosticēšanai. 

• Izpētīt gēnus, kas iesaistīti PanNET audzēju attīstībā un audzēja-
stromas mijiedarbībā, izmantojot telpisko transkriptomikas 
pieeju. 

Šo mērķu sasniegšanai tika izvirzīti sekojoši uzdevumi: 
• Analizēt ārpusšūnu vezikulu asociētās miRNS PitNET pacientu 

plazmā, izmantojot mazo nekodējošo RNS sekvencēšanu. 
• Validēt kandidātu miRNS neatkarīgās kohortās, izmantojot 

kvantitatīvo polimerāzes ķēdes reakciju (qPCR). 
• Izmantot telpisko transkriptomiku, lai raksturotu gēnu ekspresiju 

audzēja un stromas šūnās. 
• Veikt funkcionālo bagātināšanas analīzi, lai noskaidrotu 

disregulētos signālceļus un audzēja-stromas mijiedarbības 
mehānismus. 
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TEORĒTISKAIS PAMATOJUMS 

1.1 Neiroendokrīnā sistēma: struktūra un funkcija 
Neiroendokrīnā sistēma ir sarežģīts regulējošs tīkls, kas uztur 

homeostāzi, attīstību un veicina stresa reakcijas mugurkaulniekiem 
(Molitch 2017). To pamatā veido hipotalāms un hipofīze, kas koordinē 
piecas galvenās neiroendokrīnās asis: hipotalāma-hipofīzes-
vairogdziedzera, hipotalāma-hipofīzes-virsnieru, hipotalāma-hipofīzes-
gonādu, hipotalāma-hipofīzes-somatotropā un hipotalāma-hipofīzes-
piena dziedzeru (White and Porterfield 2013). Šajā sistēmā tiek savienota 
nervu un endokrīnā sistēma, kur hipotalāma izdalītie hormoni caur 
hipofīzes vārtu sistēmu sasniedz priekšējo hipofīzi un regulē tās darbību 
(Yin and Gore 2010).Tālāk, hipofīzes tropiskie hormoni stimulē perifēros 
endokrīnos dziedzerus, kamēr atgriezeniskās saites cilpas uztur 
hormonālo līdzsvaru  (White and Porterfield 2013). 

1.2 Neiroendokrīnās šūnas: definīcija un klasifikācija 
Neiroendokrīnās (NEŠ) ir specializētas epitēlija vai ne-epitēlija 

šūnas, kurām piemīt gan endokrīno, gan nervu šūnu īpašības, piemēram, 
hormonu sekrēcija, darbības potenciāls un lielo, blīvo kodolvezikulu 
klātbūtne citoplazmā (Klöppel 2017; Oronsky et al. 2017). Galvenie NEŠ 
marķieri ietver hromogranīnu A, sinaptofizīnu (SYP), neironu šūnu 
adhēzijas molekulu un neironu specifisko enolāzi (Klöppel 2017). NEŠ 
tiek klasificētas pēc to izcelsmes: epitēlija NEŠ, kas rodas no 
endodermas; ne-epitēlija NEŠ ar neiroektodermālo izcelsmi (Asa et al. 
2021). Abas šūnu grupas var veidot galvenos endokrīnos orgānus vai to 
kopas, piemēram, hipofīzes priekšējo daivu, vairogdziedzera 
epitēlijķermenīšus, aizkuņģa dziedzera saliņas un vairogdziedzera 
epitēlijķermenīši (Klöppel 2017). 

1.3 Neiroendokrīnie audzeji 
NET ir heterogēna neplazmu grupa, kas rodas no NEŠ visā 

ķermenī, visbiežāk kuņģa-zarnu traktā, aizkuņģa dziedzerī, plaušās un 
hipofīzē (Reccia et al. 2023). Tiem ir dažāda klīniskā izpausme — no 
labdabīgiem līdz izteikti agresīviem audzējiem, un tie tiek klasificēti pēc 
lokalizācijas, hormonu ražošanas un proliferatīvā indeksa (Dong et al. 
2024; Cives and Strosberg 2018). Saskaņā ar Pasaules Veselības 
organizācijas klasifikācijas sistēmu, klasiskie “karcinoīdā tipa” NET tiek 
iedalīti gradācijas pakāpēs, balstoties uz mitožu skaitu un/vai antigēna 
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Kiel-67 (Ki-67) indeksu. Augstāka pakāpe norāda uz lielāku 
proliferācijas kapacitāti un agresīvāku slimības gaitu (Rindi et al. 2022).  

1.4 Hipofīzes neiroendokrīnie audzēji 
PitNET, iepriekš definēti kā hipofīzes adenomas, ir pārsvarā 

labdabīgi audzēji, taču var radīt ievērojamu morbiditāti, izraisot hormonu 
hipersekrēciju vai masas efektus  (Asa et al. 2022). Atšķirībā no 
klasiskajiem “karcinoīdā” veida NET, PitNET tiek klasificēti pēc 
hormonu un hipofīzes šūnu līnijai specifisku transkripcijas faktoru 
ekspresijas (Asa et al. 2022). Šie hormoni ietver augšanas hormonu (GH), 
prolaktīnu, vairogdziedzeri stimulējošā hormona beta subvienību, 
folikulus stimulējošo hormona un luteinizējošo hormona beta 
subvienības, adrenokortikotropo hormonu (AKTH), kā arī alfa 
subvienību. Noteiktie šūnu līnijas transkripcijas faktori galvenokārt ir  
T-boksa transkripcijas faktors 19 (TBX19, pazīstams arī kā TPIT), 
steroīdais faktors 1 (NR5A1, pazīstams arī kā SF1), un hipofīzes 
transkripcijas faktors 1 (POU1F1, pazīstams arī kā PIT1) (Asa et al. 
2022). Neskatoties uz to, ka PitNET reti metastazē, to diagnosticēšana ir 
sarežģīta to nelielā izmēra dēļ (50% no tiem ir mazāki par 1 cm), kā arī 
tie atrodas anatomiski noslēgtā lokalizācijā – sella turcica reģionā 
(Molitch 2017). Klīniskā izpausme ir atkarīga no PitNET tipa un 
specifiska hormona hipersekrēcijas. GH hipersekrēcija izraisa 
akromegālija, AKTH hipersekrēcija izraisa Kušinga slimību, PRL 
hipersekrēcija izraisa hiperprolaktinēmiju. PitNET arī var izraisi lokālus 
ar masas efektu saistītus simptomus, piemēram, redzes traucējumus, ko 
izraisa chiasma opticum kompresija (Kasuki and Raverot 2020). 

1.5 Aizkuņģa dziedzera neiroendokrīnie audzēji 
PanNET ir gastroenteropankreatiskās sistēmas karcinoīda veida 

NET, un tie var būt funkcionāli (hormonus sekretējoši) vai nefunkcionāli 
(hormonus nesekretējoši) (Cives and Strosberg 2018). Funkcionālie 
PanNET ietver insulinomas, gastrinomas un citus audzējus, kas izpaužas 
ar specifiskiem hormonu hipersekrēcijas saistītiem sindromiem. 
Nefunkcionālie audzēji bieži tiek atklāti vēlīni, kad parādās masas efekti 
vai metastāzes. PanNET veidojas no aizkuņģa dziedzera Langerhansa 
saliņu šūnām un pēc epiģenētiskajiem marķieriem tos var iedalīt β-šūnām 
līdzīgos auzējos un α-šūnām līdzīgos audzējos. PanNET tiek klasificēti 
pēc mitožu skaita un Ki-67 indeksa; augstāka pakāpe korelē ar sliktāku 
prognozi (Dong et al. 2024). Atšķirībā no PitNET, PanNET audzējiem ir 
ievērojami lielāks metastāžu risks. Pašreizējie PanNET molekulārie 
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marķieri ietver transkripcijas faktorus Aristaless Related Homeobox 
(ARX) un Pancreatic and Duodenal Homeobox 1 (PDX1), kas ļauj 
diferencēt starp α-šūnām līdzīgiem un β-šūnām līdzīgiem audzējiem. 
Papildus tam ir atklāts, ka divi gēni kas ir saistīti ar alternatīvu telomēru 
garuma regulāciju: hromatīna remodelētājs ATRX un Death Domain 
Associated Protein (DAXX), satur mutācijas līdz pat 60% PanNET 
gadījumu. Šajos audzējos alternatīva telomēru garuma regulācija ir viena 
no molekulārajām iezīmēm, kas saistīta ar sliktākiem klīniskajiem 
iznākumiem  (Hong et al. 2020; Hackeng et al. 2022). 

1.6  miRNS un to saistība ar PitNET patoģenēzi 
miRNS ir aptuveni 22 nukleotīdu garas nekodējošās RNS, kas 

galvenokārt piesaistās mērķa matrices RNS (mRNS) 3' netranslējamā 
reģiona, kas rezultējas translācijas represijā  (Rani and Sengar 2022). Tās 
var veidoties caur kanoniskajiem un nekanoniskajiem ceļiem, un to 
nobriešanu koordinē Drosha, DICER vai AGO2 proteīni (Kim, Lee, and 
Kim 2025). Nobriedusī (mature) miRNS ir daļa no RNS inducētā 
slāpēšanas kompleksa (miRISC). miRISC kompleksā esošie proteīni 
represē translāciju un veicina mRNS degradāciju, piesaistot 
deadenilācijas un dekepšanas kompleksus (Ambros 2024; Kuzuoğlu-
Öztürk et al. 2016).  

Pēc atklāšanas, ka miRNS spēlē nozīmīgu lomu gēnu ekspresijas 
regulācijā, sekoja hipotēzes par to ieasiti vēža attīstībā.  Pirmie pētījumi, 
kas pierādija miRNS lomu vēža attstībā bija Calin et al. un Cimmuno  
et al. publicētie pētījumi, kuros tika parādīts, ka miR-15/16 delēcijas ir 
saistītas ar hronisku limfoleikozi (Calin et al. 2002; Cimmino et al. 2005) 
Vēlāk miR-15/16 ietekme uz audzēju veidošanos tika apstiprināta arī 
hipofīzes neiroendokrīnos audzējos (PitNET)  (Bottoni et al. 2005). 
Mūsdienās sekvencēšanas tehnoloģiju attīstība ir ievērojami 
paplašinājusi datubāzes ar informāciju par cilvēka miRNS, kas mūsdienās 
ļauj veikt plašākus pētījumus par to lomu arī PitNET attīstībā (Kozomara, 
Birgaoanu, and Griffiths-Jones 2019; Peculis, Niedra, and Rovite 2021). 
Jaunākie pētījumi ir identificējuši vairākas miRNS, kas ir saistītas ar 
PitNET attīstību, hormonu sekrēciju un atbildes reakciju uz ārstēšanu. 
Piemēram, miR-34a un miR-145 ir saistītas ar AIP mutāciju asociētu 
PitNET agresivitāti un medikamentozās terapijas rezistenci, savukārt 
miR-185 un miR-93 ir iesaistītas rezistences attīstībā pret somatostatīna 
analogiem un dopamīna agonistiem (Bogner et al. 2020; Fan et al. 2015; 
Z. Wu et al. 2018). Šie atklājumi izceļ miRNA potenciālu kā biomarķieri 
un terapeitiskie mērķiem PitNET. 
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1.7 Cirkulējošās miRNS PitNET 
Cirkulējošās nukleīnskābju klātbūtne cilvēka asinīs jau tika 

novērota 1948. gadā (MANDEL and METAIS 1948). Kopš tā laika šīs 
cirkulējošas miRNS ir nonākušas pētnieku uzmanības lokā kā 
daudzsološi šķidrās biopsijas marķieri, pateicoties to stabilitātei ķermeņa 
šķidrumos un to korelāciju ar onkoloģisko, autoimūno un citu slimību 
stāvokļiem (Pozniak, Shcharbin, and Bryszewska 2022; Ciechomska et 
al. 2023). Atšķirībā no cirkulējošas audzēja DNS, miRNS ir pasargātas 
no degradācijas, jo tās tiek iepakotas ārpusšūnu vezikulās (EV) vai 
ribonukleoproteīnu kompleksos, kas palielina to pussabrukšanas periodu, 
attiecīgi palielinot to diagnostisko potenciālu (C. Wang and Liu 2022). 
Pētījumi liecina, ka EV saistītās miRNS var sniegt augstāku diagnostisko 
vērtību audzējos, jo to regulētie gēni ir iesaistīti ar audzēju attīstību 
asociētos signālceļos  (Petracci et al. 2024). 

Hipofīzes neiroendokrīno audzēju (PitNET) gadījumā šķidrās 
biopsijas izmantošana sniegtu īpaši vērtīgu pienesumu, jo hipofīzes 
dziedzeris pats par sevi ir anatomiski noslēgts, kas ierobežo iespējas veikt 
audu biopsijas  (Gossing, Frohme, and Radke 2020). Tomēr pētījumi par 
cirkulējošajām miRNS šajos audzējos joprojām ir ierobežoti. Pašreizējie 
pētījumi ir mēģinājuši identificēt atšķirīgi ekspresētas cirkulējošās 
miRNS PitNET pacientiem dažādos apstākļos. Piemēram, Németh et al. 
izmantoja nākamās paaudzes sekvencēšanu (NGS), lai analizētu EV-
izcelsmes miRNS ekspresijas līmeņus plazmā pirms un pēc operācijas. 
Rezultātā tika identificēts, ka miR-143-3p līmenis plazmā ir ievērojami 
samazinājies pēc rezekcijas pacientiem ar gonadotropās izcelsmes 
nefunkcionējošiem PitNET, kas liecina par miR-143-3p potenciālu kā 
monitoringa biomarķieri pēc operācijas (Németh et al. 2019). Turklāt 
Valassi et al. pētījumā tika atklātas divas cirkulējošās miRNS (103-a-3p 
and miR-660-5p), kuru ekspresija korelēja ar kaulaudu komplikācijām 
akromegālijas pacientiem, norādot uz miRNS lietderību, lai raksturotu 
endokrīno slimību progresiju (Valassi et al. 2019). Šie atklājumi izceļ 
cirkulējošo miRNS potenciālu kā minimāli invazīvi marķieri, lai uzlabotu 
PitNET diagnostiku un prognostiku. 

1.8 Audzēja mikrovide  
Audzējs ir kompleksa ekosistēma, kurā audzēja šūnas neatrodas 

vienas pašas, bet veido daļu no TME. Šo mikrovidi arī veido viena cita 
svarīga componente, ko dēvā par audzēja stromu. Mūsdienu pētījumi ir 
atklājuši, ka stromas spēlē nozīmīgu lomu audzēja attīstībā un progresijā  
(de Visser and Joyce 2023). Stroma sastāvā ietilpst ārpusšūnu matrikss 
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(ECM), asinsvadu struktūras un audzēju asociētie fibroblasti (CAF), kas 
veido mijiedarbības ar audzēja šūnām  (Xu et al. 2022). Audzēja-stromas 
attiecība var ietekmēt prognozi dažādos veidos atkarībā no audzēja veida. 
Piemēram, PanNETs ir parādīts, ka augsta stromas proporcija korelē ar 
paaugstinātu invazivitāti un metastāzes risku (Ye et al. 2024). 

CAFs, galvenokārt veidojas fibroblastiem, kurus “aktivē” audzēja 
izdalītie augšanas faktori, piemēram, transformējošais augšanas faktors 
beta (TGF-β) un trombocītu izcelsmes augšanas faktori (PDGFs). CAFs 
arī var izcelties no audos esošajām endotēlija, mezenhimālajām cilmes 
šūnām un pankreasa stelātu šūnām (raksturīgs tikai aizkuņģa duktālai 
adenokarcinomai) (Glabman, Choyke, and Sato 2022; Ping et al. 2021). 
CAF šūnas var uzskatīt par audzēja stromas pamata komponenti, un šīs 
šūnas var identificēt, izmantojot tādus marķierus kā α-SMA, FAP un 
PDGFRs. To klātbūtne audzēja stromā bieži ir saistīta ar terapijas 
rezistenci un agresīvākiem fenotipiem, lai gan, pateicoties CAF 
izteiktajai heterogenitātei, daži šo šūnu apakštipi var arī ierobežot audzēja 
augšanu, piemēram, antigēnu prezentējošie (apCAFs) var aktivēt 
infiltrējošās T šūnas, veicinot pretaudzēju imunitāti (Mhawech-Fauceglia 
et al. 2015; Vathiotis et al. 2021). 

Citi funkcionāli atšķirīgi CAF apakštipi, kas piedalās audzēja-
stromas mijiedarbībā, ir miofibroblastiem līdzīgie (myCAFs) un 
iekaisuma veicinošie (iCAFs). Šie apakštipi bieži tiek saistīti ar 
sliktākiem klīniskajiem iznākumiem, jo tie rada desmoplastisku vidi, 
veicot pārmērīgu ECM proteīnu sekrēciju, represē adaptīvo imūno atbildi 
pret audzēju un izdala citokīnus un augšanas faktorus, kas iedarbojas 
audzēja šūnām (Baiyao Wang et al. 2023; Zhang et al. 2023). ). PanNET 
gadījumā ir zināms, ka α-SMA ekspresējošie CAF veicina audzēja 
agresivitāti un metastāzes, izraisot epitēliālo-mezēnhimālo tranzīciju 
audzēja šūnās, kā to demonstrē līdzšinējie in vitro kopkultūru un in vivo 
modeļsistēmu pētījumi(Lai et al. 2024; Ye et al. 2024). Šie atklājumi 
uzsver CAFs būtisko lomu PanNET audzēja progresijā un izceļ 
nepieciešamību identificēt potenciālos terapeitiskos mērķus, kas 
ietekmētu ne tikai audzēja šūnas, bet arī tā mikrovidi. 
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MATERIĀLI UN METODES 

2.1 Pacientu iesaiste 
Pētījumā pacienti ar PitNET un PanNET tika iesaistīti sadarbībā ar 

Latvijas Valsts iedzīvotāju genoma datubāzi (Rovite et al. 2018) un 
lielākajām Latvijas slimnīcām, tostarp Paula Stradiņa Klīnisko 
Universitātes slimnīcu un Rīgas Austrumu Klīnisko Universitātes 
slimnīcu. Papildus tam, PanNET paraugi arī tika iegūti sadarbībā ar 
Ramón y Cajal Universitātes slimnīcu (Madride, Spānija). PitNET 
pacientu iesaiste un paraugu atlase tika veikta Eiropas Reģionālās 
attīstības fonda (ERAF) projekta ietvaros “Molekulārie RNS faktori 
hipofīzes adenomas attīstībā” (projekta Nr. 1.1.1.1/18/A/089). PanNET 
pacientu atlase tika veikta ERAF projekta ietvaros “Agrīnas diagnostikas 
un monitoringa algoritma izveide aizkuņģa dziedzera neiroendokrīno 
audzēju pacientiem (NExT)” (projekta Nr. 1.1.1.5/ERANET/20/03). Visi 
dalībnieki sniedza divkāršu informētu piekrišanu (projektam specifisku 
un biobankai specifisku), un visas procedūras tika apstiprinātas 
attiecīgajās ētikas komitejās Latvijā un Spānijā, ievērojot Helsinku 
deklarācijas standartus. PitNET pacientu atlasi un paraugu izmantošanu 
apstiprināja Latvijas Centrālā Medicīnas Ētikas komiteja (protokola Nr.: 
22.03.07/A7 un 2/18-02-21). PanNET pacientu iesaisti un paraugu 
izmantošanu apstiprināja Latvijas Centrālā Medicīnas Ētikas komiteja 
(apstiprinājuma protokola Nr.: 1.1–2/67) un Spānijas Ramón y Cajal 
slimnīcas Ētikas un Zinātniskā komiteja (protokola Nr.: 196-19). 

2.2 Publicētā raksta Nr. 1 dizains 
Šajā pētījumā tika izmantota NGS analīze, lai veiktu miRNS 

ekspresijas raksturošanu plazmas paraugos, kas iegūti bilaterālās sinus 
petrosus inferior katetrizācijas (BIPSS). Pētījumā tika iesaistīta 24 gadus 
veca sieviete ar aizdomām par Kušinga slimību. Asinis tika ņemtas no 
kreisā un labā sinus petrosus inferior (IPS), izmantojot katetrus, kas tika 
ievietoti caur augšstilba vēnu. Asins paraugu ievākšana norisinājās trīs 
laika posmos pēc tam, kad tika administrēts kortikotropīna atbrīvojošais 
hormons. Pēc asins paraugu ievākšanas un plazmas atdalīšanas tika veikta 
cirkulējošo EV saistīto miRNS izolācija. Izdalītie RNS paraugi tika 
sagatavoti mazo nekodējošas RNS sekvencēšanai, kam sekoja NGS 
analīze, lai novērtētu miRNS ekspresijas līmeņus plazmās no abiem IPS. 
Pēc tam sekoja kandidātu atlase turpmākai validācijai, izmantojot qPCR. 
Validācijas kohortā tika iekļauti 26 PitNET pacientiem ar perifēro venozo 
asiņu paraugiem, kuri tika sadalīti sekojošās grupās: pieci pacienti ar 
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apstiprinātu ACTH sekretējošu PitNET, kuriem bija pieejami plazmas 
paraugi pirms un pēc audzēja operācija, kā arī pieejami audzēja audi;  
12 ACTH sekretējošu PitNET pacienti ar ar plazmas paraugiem tikai 
pirms operācijas; deviņi hormonus nesekretējošu PitNET (NF-PitNET) 
pacienti arī ar plazmas paraugiem tikai pirms audzēja operācijas. 

2.3 Publicētā raksta Nr. 2 dizains 
Šajā pētījumā tika izmantota NGS analīze, lai identificētu atšķirības 

cirkulējošo miRNS ekspresijas profilos PitNET pacientu plazmā, kas 
iegūta pirms un pēc operācijas. Sākotnējā kohorta ietvēra šādas grupas: 
astoņi GH-sekretējošie, 28 NF-PitNET, četri AKTH-sekretējošie un seši 
prolaktīnu sekretējošie PitNET. Paraugi, kas atbilda kvalitātes 
kritērijiem, tika izmantoti mazo RNS bibliotēku sagatavošanai un NGS 
analīzei. Diferenciālās ekspresijas analīzes tika izmantotas, lai salīdzinātu 
miRNS ekspresijas profilus pēc un pirms operācijas plazmas paraugos 
katrā audzēja grupā. Pēc tam tika atlasīti miRNS kandidāti turpmākai 
qPCR validācijai. Kandidātu atlase tika veikta, pamatojoties uz rezultātu 
pārklāšanos starp diferenciālās ekspresijas analīzi un literatūras datiem. 
Turpmākajās miRNS ekspresijas analīzes, izmantojot qPCR, tika veikta 
kandidātu ekspresijas analīze sešos GH-sekretējošsos PitNET pacientos, 
kuriem bija administrēta somatostatīna analogu terapija un ievākti 
plazmas paraugi secīgos laika posmos. Tam sekoja papildus kandidātu 
miRNS analīze trijās paraugu grupās, kas sastāvēja no 15 GH-sekretējošo 
PitNET pacientiem, pieciem NF-PitNET pacientiem un 13 veseliem 
kontroles grupas dalībniekiem. 

2.4 Publicētā raksta Nr. 3 dizains 
Šis pētījums bija vērsts uz PanNET audzēju un α-SMA 

ekspresējošo stromālo šūnu gēnu ekspresijas profilēšanu ar telpiskās 
transkriptomikas metodi. Kohorta sastāvēja no astoņiem PanNET 
pacientiem, kuriem nebija piešķirta iepriekšēja medikamentozā terapija 
(trīs pacienti ar pirmās pakāpes [G1] audzējiem, četri pacienti ar otrās 
pakāpes audzējiem [G2], viens pacients ar trešās pakāpes [G3] audzēju). 
Formalīnā fiksēti un parafīnā iegūti audu bloki tika analizēti, izmantojot 
GeoMx® Digital Spatial Profiler (Nanostring). Interesējošie apgabali 
(ROIs) audos tika atlasīti, izmantojot fluorescējošās antivielas SYP 
(audzēja šūnas) un α-SMA (stromālās šūnas), savukārt kodolus iekrāsoja 
ar SYTO83. Šo marķieru signāli arī tika izmantoti, lai definētu 
apgaismojuma zonas (AOI) – pozīcijas audos, no kurām tiek ievākti 
GeoMx® Cancer Transcriptome Atlas (Nanostring) paneļa zondu 
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bārkodi. Sešiem pacientiem tika arī bija pieejami blakus esošie neaudzēju 
aizkuņģa dziedzera audi, un tajos gēnu  ekspresijas profilēšana tika veikta 
gan acināro šūnu, gan saliņu šūnu audu apgabalos. 

2.5 PitNET pacientu asins paraugu apstrāde 
Asins paraugi, neatkarīgi no tā, vai tie tika iegūti no perifērām 

vēnām vai apakšējiem IPS, tika ievākti EDTA mēģenēs, uzglabāti istabas 
temperatūrā un centrifugēti divas reizes (2000 apgr./min un  
4000 apgr./min, 10 minūtes katru reizi pie 25°C), lai atdalītu plazmu. 
Plazma tika sadalīta 1 mL alikvotās un uzglabāta -80°C temperatūrā līdz 
turpmākai analīzei. 

2.6 Cirkulējošo EV asociēto miRNS izlošēsana no plazmas 
Abos pētījumos (Nr. 1 un Nr. 2) galvenā uzmanība tika pievērsta ar 

EV saistītajiem plazmas miRNS. Kopējās RNS, tostarp miRNS, tika 
izdalītas, izmantojot komplektu exoRNeasy Midi Kit (Qiagen), kas ietver 
EV izolāciju un sekojošu miRNS izdalīšanu. Lai identificētu paraugus, 
kas pakļauti hemolīzei asins paraugu ievākšanas laikā, paraugi tika 
pārbaudīti uz sarkano asins šūnu miRNS piesārņojumu. BIPSS pacienta 
gadījumā visiem plazmas paraugiem tika pievienoti 52 sintētiskie RNS 
spike-ins no QIAseq miRNA Library QC Spike-ins komplekta (Qiagen) 
papildu kvalitātes kontrolei. 

2.7 miRNS bibliotēku sagatavošana sekvencēšanai 
Mazo nekodējošo RNS bibliotēku sagatavošana tika veikta, 

izmantojot Small RNA-Seq Library Prep Kit (Lexogen). Izmantojot 
BluePippin elektroforēzi (Sage Science), tika veikta fragmentu šķirošana, 
lai bagātinātu bibliotēku ar Illumina adapteru saturošām miRNS (mērķa 
fragmentu garums144–153 bp). Bibliotēku kvalitāte tika novērtēta, 
izmantojot 2100 Bioanalyzer (Agilent) un Qubit 2.0 fluorometru (Thermo 
Fisher). Bibliotēkas, kas atbilda kvalitātes kritērijiem, tika sekvencētas uz 
MiSeq un NextSeq 500 platformām (Illumina), ar mērķi – 3 līdz 5 miljoni 
sekvencēšanas nolasījumi uz paraugu. 

2.8 qPCR analīzes 
Kandidātu miRNS validācijai, kā arī hemolīzes kvalitātes kontrolei 

tika veikta qPCR analīze, izmantojot uz SYBR Green balstītus 
miRCURY LNA miRNA PCR Assay reaģentu komplektus (Qiagen). 
cDNS tika sintezēta ar miRCURY LNA RT komplektu (Qiagen), un 
qPCR tika veikta uz ViiA 7 sistēmas (Thermo Fisher). Hemolīze tika 
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novērtēta, salīdzinot ΔCt vērtības starp miR-23a un miR-451. Paraugi ar 
ΔCt >5 tika izslēgti no tālākās NGS analīzes iespējama sarkano asins 
šūnu miRNS piesārņojuma dēļ. 

2.9 PanNET audu sagatavošana priekš telpiskās transkriptomikas 
Formālīnā fiksētu, parafīnā ieslēgtu PanNET audu sekcijas  

(4–6 μm) tika apstrādātas, lai veiktu antigēnu atjaunošanu, kam sekoja 
hibridizācija ar GeoMx® Cancer Transcriptome Atlas Panel (Nanostring) 
zondēm. Preparāti tika bloķēti un iekrāsoti ar fluorescējošām antivielām 
α-SMA un SYP, savukārt kodoli tika vizualizēti ar Syto83 krāsvielu. Tam 
sekoja oligonukleotīdu bārkodu atbrīvošana ar GeoMx® Digital Spatial 
Profiler (Nanostring) instrumentu. Ar Atbrīvotajiem oligonukleotīdiem 
tika veikta PCR, izmantojot praimerus ar Illumina indeksiem. Gala 
bibliotēkas kvalitāte tika pārbaudīta, izmantojot 2100 Bioanalyzer 
(Agilent) un Qubit 3.0 (Thermo Fisher). Sekvencēšana tika veikta uz 
NovaSeq 6000 sistēmas (Illumina). 

2.10 Mazo nekodējošo RNS sekvencēšanas datu apstrāde 
FASTQ formāta faili, kas tika iegūti mazo RNS sekvencēšanas tika 

apstrādāti, izmantojot CLC Genomics Workbench (v20.0.4). Apstrāde 
ietvēra 3’ adaptera apgriešanu, zemas kvalitātes nolasījumu noņemšanu 
(Phred vērtējums <20 vai <30) un garuma apgriešanu (15–55 bāzes). 
Nobriedušu miRNS kvantificēšana tika veikta, izmantojot miRBase v22 
kā referenci, atļaujot neatbilstības līdz divām bāzēm, kā arī izomiR 
kvantificēšanu divu bāzes robežās. BIPSS pacienta gadījumā spike-ins 
kvantificēšana tika veikta, izmantojot QIAseq miRNA Library QC Spike-
ins datu kopu (pieejams ražotāja vietnē). 

2.11 Statistiskās analīzes publicētajā rakstā Nr. 1 
Lai salīdzinātu miRNS ekspresiju starp kreiso un labo IPS plazmā, 

datu normalizēšana tika veikta, izmantojot trimmed mean of M values 
(TMM) metodi. Intensitātes grafiks tika izmantots, lai vizualizētu  
50 miRNS ar vislielāko variāciju un vismaz 1000 nolasījumiem. 
Diferenciālās ekspresijas analīze tika veikta, izmantojot CLC Genomics 
Workbench rīku (Qiagen), kas ir ekvivalents edgeR pakotnei. Tas balstās 
uz negatīvā binomiālā modeli, kas ir piemērots salīdzinājumu grupām ar 
nelielu bioloģisko replikātu skaitu. Attiecīgi šī analīzes metode tika 
izmantota BIPSS pacienta plazmas paraugu salīdzinājumā. qPCR datu 
analīzei tika izmantota Līvaka ΔΔCt metode. Papildu statistiskās analīzes 
tika veiktas R vidē (v4.1.2), izmantojot t-testu sapārotām grupām vai 
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Vilkoksona ranga summas testus, atkarībā no datu normālitātes, kas tika 
novērtēta ar Šapiro-Vilka testu. 

2.12 Statistiskās analīzes publicētajā rakstā Nr. 2 
Iegūtās miRNS skaitu matricas no pirms un pēcoperācijas plazmas 

paraugu sekvecēšanas datiem tika importētas R vidē (v4.0.3) un 
analizētas ar DESeq2 (v1.30.1) pakotni (Love, Huber un Anders, 2014). 
Dati priekš galveno komponentu analīzes (PCA) tika transformēti, 
izmantojot dispersiju stabilizācijas transformācijas algoritmu DESeq2 
pakotnē. Ar PCA analīzes palīdzību tika novērtēta paraugu 
sekvencēšanas partiju ietekme. DESeq2 analīzes modelī tika iekļauti 
sekojošie mainīgie: paraugu ņemšanas laiks, audzēja tips un 
sekvencēšanas partija. Diferenciāli ekspresētas miRNS un 
Log2FoldChange vērtības tika identificētas, izmantojot DESeq2 Valda 
testu, un p-vērtību rezultāti tika koriģēti, izmantojot False Discovery Rate 
(FDR) metodi. 

2.13 Datu apstrāde un statistiskās analīzes publicētajā rakstā Nr. 3 
Telpiskās transkriptomikas sekvencēšanas dati tika apstrādāti 

izmantojot Nanostring izstrādāto GeoMx DSP analīzes darbaplūsmu. 
Gēnu ekspresija tika noteikta, kvantificējot sekvencētos Cancer 
Transcriptome Atlas paneļa zondu bārkodus, kas tika atbrīvoti no katra 
definētā AOI. Datu normalizācija un diferenciālās ekspresijas analīze tika 
veikta, izmantojot Nanostring GeoMx DSP analysis suite programmatūru 
(Nanostring). Šūnu tipu dekonvolūcijas analīze un reversā 
dekonvolūcijas analīze tika veikta, izmantojot SpatialDecon paketi 
(v1.8.0) R vidē (v4.2.2) (Danaher et al. 2022). Funkcionālā bagātināšanas 
analīze ar diferenciāli ekspresētiem gēniem tika veikta, izmantojot 
STRING datubāzi (v11.5), un rezultātu vizualizācijai tikai izmantotas 
(v4.2.2) un Cytoscape (v3.9.1) programmatūras (Szklarczyk et al. 2023).  
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REZULTĀTI UN DISKUSIJA 

NET ir molekulāri un klīniski heterogēni, un rada nozīmīgus 
izaicinājumus veselības aprūpē, jo īpaši tāpēc, ka trūkst jaunu molekulāro 
marķieru minimāli invazīviem testiem (Sultana et al. 2023). Kā arī 
audzēja mikrovide (TME), kas spēlē nozīmīgu lomu citos vēža veidos, 
piemēram, aizkuņģa dziedzera adenokarcinomā (PDAC), kuņģa un krūts 
vēžos, joprojām ir mazizpētīta NET attīstībā (de Visser and Joyce 2023). 
Lai gan PitNET pārsvarā ir labdabīgi ar izteikti retiem metastāzes 
gadījumiem (0,2%) (Iglesias 2023), tie joprojām ievērojami ietekmē 
pacientu dzīves kvalitāti un pāagustina mirstības risku, jo spēj izraisīt 
sindromus, kas saistīti hormonu hipersekrēciju un audzēja masas efektu 
(Toma et al. 2025). Papildus tam, to anatomiskais novietojums apgrūtina 
diagnostiku, uzsverot nepieciešamību pēc minimāli invazīviem 
biomarķieriem ar diagnostisku un prognostisku pienesumu  (Butz 2022). 
Aizkuņģa dziedzera neiroendokrīno audzēju (PanNET) gadījumā 
līdžšinējie molekulārie marķieri, piemēram, ATRX/DAXX, var prediktēt  
paaugstinātu audzēja agresivitāti (Hackeng et al. 2022). Tomēr stromas 
šūnu un TME loma, īpaši fibrotiskos PanNET, un to saistība ar audzēja 
agresivitāti joprojām ir jāizpēta tālāk (Chatterjee et al. 2020; Lai et al. 
2024).  

Šī promocijas darba mēķis ir risināt šīs nepilnības NET pētniecības 
sfērā, izmantojot uz NGS balstītas analīzes, lai identificētu potenciālos 
RNS marķierus, kas varētu tikt izmantoti, lai uzlabotu pacientu 
diagnostiku un prognostiku. Attiecīgi, tika iegūti vairāki nozīmīgi 
novērojumi. Pirmajos divos pētījumos par cirkulējošo miRNS profilēšanu 
PitNET pacientiem tika identificētas potenciālās miRNS, kas spēj atšķirt 
AKTH sekrētējošos un GH sekrējošos PitNET. Trešais pētījums par 
PanNET audu telpisko RNS profilēšanu atklāja galvenos gēnus, kurus 
ekspresē α-SMA pozitīvās stromas šūnas starp kuriem arī bija PDGFR un 
NOTCH signālceļu saistī gēni, kas potenciāli mediē audzēja-stromas 
komunikāciju. Paralēli arī tika novērots, ka G3 audzēju šūnas, kas atrodas 
tuvu α-SMA pozitīvām šūnām pārekspresē MMP9. Visbeidzot, šis 
pētījums arī parādīja, ka pārmaiņas gēnu ekspresijā var novērot gan 
audzēja šūnās, gan α-SMA eksprimējošās stromas šūnās, progresējot 
audzēja pakāpēm, kā arī identificēja gēnus, kuri audzēja šūnās bija 
atšķirīgi ekspresēti salīdzinājumā ar ne-audzēja pankreasa saliņu šūnām. 
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3.1 Cirkulējošās miRNS PitNET pacientu plazmā 
Cirkulējošo miRNS izpēte, kā minimāli invazīvi biomarķieri 

PitNET, šobrīd ir sākuma stadijā, galvenokārt tāpēc, ka šie audzēji parasti 
ir labdabīgi un neliela izmēra. Tas rada jautājumus par to vai plazmā ir 
pietiekami daudz PitNET izcelsmes circkulējošās nukleīnskābas, lai tās 
varētu rentabli izmantot kā biomarķierus (Butz 2022). Neskatoties uz to, 
mūsu pētniecības grupa iepriekš pierādīja, ka somatiskās mutācijas, kas 
atrodamas PitNET audos, var tikt identificētas arī cirkulējošā šūnu brīvajā 
DNS (Megnis et al. 2019), apstiprinot iespēju detektēt PitNET izcelsmes 
šūnu brīvo DNS. Attiecīgi, šī promocijas darba pirmajos divos rakstos 
(publicētie raksti Nr. 1 un 2) tika mērķtiecīgi pētītas cirkulējošās 
nukleīnskābes PitNET audzējos, lai identificētu potenciālās cirkulējošās 
miRNS, kas varētu kalpot kā diagnostikas un monitoringa marķieri 
funkcionējošiem PitNET audzējiem, konkrēti AKTH un GH 
sekrētējošiem. 

Pētījumā Nr. 1 NGS tika veikta plazmas paraugos, kas savākti 
BIPSS laikā – pašreizējā zelta standarta metode, lai diagnosticētu AKTH 
sekrētējošos PitNET (Zampetti et al. 2016). Salīdzinot sekvencēšanas 
datos atklāto miRNS skaitu, tika novērots, ka kreisajā IPS ir  būtiski 
lielāks vairāku miRNS skaita pieaugums, pēc stimulācijas ar perifēri 
ievadītu kortikotropīna atbrīvojošo hormonu. Starp visvairāk 
augšupregulētajām miRNS bija divas miRNS: miR-375-3p un miR-7-5p. 
Ir zināms, ka tās ir augsti ekspresētas hipofīzes audos, kā arī 
funkcionālajos pētījumos ir pierādīts, ka tās ir saistītas ar hormonu 
eksocitozes molekulārajiem mehānismiem (Gümürdü et al. 2017; 
Zacharjasz et al. 2024). Veicot tālāku testēšanu ar qPCR, tika paradīts, ka 
miR-7-5p līmenis plazmā pazeminājās AKTH sekretējošu audzēju 
pacientiem pēc audzēja rezekcijas (1. attēls, paneļi A-C). Papildus tam, 
tika arī novērots, ka miR-7-5p stabili ekspresējas AKTH sekrētējošajo 
PitNET audos (1. attēls D), kā arī tās līmenis plazmā bija būtiski vairāk 
AKTH-sekrētējošos PitNET pacientos salīdzinājumā  ar NF-PitNET 
pacientiem (1. attēls E). Šie atklājumi izceļ miR-7-5p potenciālu kā jaunu, 
minimāli invazīvu biomarķieri AKTH-sekrētējošo PitNET diagnozei un 
pēcoperācijas ārstēšanas uzraudzībai. 
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1. attēls. Kandidātu miRNS validācija, izmantojot qPCR. Paneļi A–C attēlo miR-7-5p analīzi plazmā 
pieciem AKTH sekretējošiem PitNET pacientiem pirms un pēc audzēja operācijas. A – panelis 
parāda ekspresijas vērtības, kas tika aprēķinātas, izmantojot ΔΔCt metodi, un ir attēlotas kā vidējās 
izmaiņu reizes starp grupām. Pētījuma paraugu kopā no pieciem pacientiem miR-7-5p bija būtiski 
lejupregulēta plazmā 24 stundas pēc operācijas (P = 0,0002). B – panelis reprezentē miR-7-5p 
relatīvo ekspresiju pirms un pēc operācijas katram pacientam individuāli. P vērtība salīdzinājumam 
tika aprēķināta, izmantojot sapārotu grupu t-testu ar ΔCt vērtībām. C – panelis attēlo AKTH 
mērījumus, kas veikti pirms un vienu mēnesi pēc PitNET operācijas. D – panelis apstiprina miR-375-
3p un miR-7-5p ekspresiju audzēja audos, ieskaitot BIPSS pacientu. E – panelis parāda ekspresijas 
atšķirību starp hormonus nesekretējošiem (NF) PitNET un AKTH sekretējošiem PitNET, skaidri 
norādot, ka miR-7-5p ir pārekspresēts  AKTH sekretējošu PitNET pacientu plazmās salīdzinājumā 
ar NF-PitNET. Attēli ir adaptēti tieši no pētījuma Nr. 1 publicētā raksta ar nelielām izmaiņām   
C panelī vizuālās skaidrības uzlabošanai. 

Publicētajā rakstā Nr. 2 tika veikta plazmas cirkulējošo miRNS 
analīze ar NGS pirms un pēc operācijas, kura arī tika iesaistīti četri AKTH 
sekretējošu audzēju pacienti. Starp analizētajām miRNS, miR-141-3p 
bija būtiski pieaugsi plazmā pēc operācijas. Tomēr šī pieauguma 
bioloģiskā nozīme joprojām nav skaidr. Lai gan ir iepriekš novērots, ka 
šī miRNS ir augšupregulēta AKTH sekretējošu audzēju audos, citos 
pētījumos šīs miRNS daudzums tieši plazmā neuzrādija būtisku saistību 
ar AKTH sekretējošiem audzējiem (Belaya et al. 2020; Enguita et al. 
2023; Vetrivel et al. 2021). Attiecīgi, pēcoperācijas pieaugums, 



20 

 

visticamāk, ir saistīts ar audzēja šūnu nekrozi (Pozniak, Shcharbin, and 
Bryszewska 2022), nevis ar aktīvu sekrēciju, kas ierobežo tā lietderību kā 
biomarķieri ACTH sekrētējošo PitNET diagnosticēšanā. 

 Paralēli, pētījumā Nr. 2 arī tika veikta cirkulējošo miRNS analīze 
GH sekrētējošo PitNET pacientu pirms un pēc operācijas plazmās. Šajā 
paraugu grupā tika identificētas variākas diferenciālekspresētas miRNS 
starp kurām tika izvirzīti septiņi kandidāti tālākai testēšanai ar qPCR. 
Turpmākajos validācijas testos ar šiem septiņiem kandidātiem, četras 
miRNS (miR-625-5p, miR-181a-2-3p, miR-503-3p un miR-130b-3p) 
uzrādija būtisku lejupregulāciju pirmajā mēnesī pēc somatostatīna 
analogu terapijas uzsākšanas. Tālākos mēnešos tikai miR-625-5p bija 
būtiski lejupregulēta. Šis pastāvīgā lejupregulācija iespējams ir saistīta ar 
izmaiņām insulīnam līdzīgā augšanas faktora 1 (IGF-1) receptoru 
signālceļu sistēmā, jo ir zināms, ka miR-625-5p regulē IGF-1 receptora 
ekspresiju (L. Wu et al. 2022; Al-Samerria and Radovick 2021). Tomēr 
šādam apgalvojumam ir nepieciešami papildus funkcionālie pētījumi. 
Papildus tam, tika arī konstatēts, ka miR-625-5p ekspresija plazmā ir 
būtiski samazināta GH-sekrētējošu PitNET pacientu plazmā 
salīdzinājumā ar nefunkcionējošiem audzējiem un veseliem kontroles 
paraugiem, kas liecina par šīs miRNS lomu audzēja patoģenēzē un 
potenciālu kā  marķieris, lai identificētu GH sekretējošus audzējus (He et 
al. 2019). 

Ņemot vērā iepriekš minēto, šie divi publicētie pētījumi demonstrē 
cirkulējošo miRNS izmantošanas iespējas un potenciālu kā minimāli 
invazībi biomarķieri PitNET audzēju diagnostikai. miR-7-5p un miR-
625-5p asociācija ar AKTH- un GH-sekrētējošiem audzējiem sniedz 
jaunus potenciālos marķierus asins analīžu paneļa izstrādei, kas ļautu 
uzlabot diagnostiku, pacientu stratifikāciju un ārstēšanas efektivitātes 
uzraudzību. Lai pilnībā izprastu to piemērojamību diagnostikā un izpētītu 
to lomu PitNET patoģenēzē, nepieciešama tālāka validācija lielākās 
pacientu grupās un funkcionālie pētījumi. 
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3.2 Telpiskās transkriptomikas analīze PanNET 
Pēdējo gadu pētījumi ir par ļaundabīgajiem audzējiem ir izcēluši, 

ka audzēja mikrovide var spēlēt nozīmīgu lomu audzēja attīstībā. TMI 
veido dinamisks tumora un saimnieka šūnu tīkls, kurā norisinās šīs šūnas 
komunicē savā starpā izmantojot tiešas šūnu-šūnu kontaktu mijiedarbības 
(integrīni, kadherīni, selektīni, imunoglobulīni) vai parakrīnos signalus 
(citokīni, augšanas faktori) (de Visser and Joyce 2023). Telpiskās 
transkriptomikas metožu attīstība ir ievērojami paātrinājuši TMI izpēti 
audzējos (Elhanani, Ben-Uri, and Keren 2023). Tomēr neiroendokrīno 
neoplazmu, tostarp PanNET, TMI joprojām ir mazizpētīts, un lielākā daļa 
zināšanu par TMI šajos audzējos ir iegūtas no imūnhistķīmijas un in vitro 
kokultūru pētījumiem (Takahashi et al. 2018; Cuny et al. 2022; Z. Chen 
et al. 2024; Amin et al. 2023). Šī iemesla dēļ šī darba 3. publicēta raksta 
mērķis bija raksturot tūmora-stromas mijiedarbību mehānismus PanNET 
audos, izmantojot RNS ekspresijas analīzi astoņos PanNET paraugos 
(visu trīs gradāciju) ar Nanostring GeoMx® tehnoloģiju, kas nodrošina 
gēnu ekspresijas analīzes ar telpisko ižšķirtspēju (2. A attēls). Kā 
stromālo šūnu marķieris, tika izvēlēts tieši α-SMA (alfa gludo muskuļu 
aktīns), jo iepriekšējos pētījumos ir novērota asociācija ar šī marķiera 
ekspresiju stromā un pasliktinātu slimības prognozi dažādos audzēju 
veidos. Papildus tam, šis marķieris arī ir augsti ekspresēts aktivētajos 
fibroblastos jeb CAF, it īpaši myCAF subtipos (Zhao et al. 2023; 
Sculthorpe et al. 2025; Muchlińska et al. 2022; Vathiotis et al. 2021). 

Pēc gēnu ekspresijas novērtējuma katrā AOI sekoja šūnu tipu 
dekonvolūcijas analīze (2. attēls B), kas uzrādija būtisku stromālo šūnu 
bagātinājumu α-SMA ekspresējošajos AOI, īpaši G3 audzēja paraugā. Šie 
rezultāti sakrīt ar Ye et al. atklājumiem, kur autori novēroja, ka augstākā 
stromālo šūnu proporcija korelē ar augstāku audzēja pakāpi un sliktāku 
prognozi. (Ye et al. 2024). G1 un G2 grupu audzējos α-SMA AOI datos 
bija identificēta salīdzinoši augsta proporcija ar audzēja šūnām. Bez 
audzēja un stromas šūnām, α-SMA AOI bija arī novērojamas imūnšūnu 
populāciju (T šūnas un mieloīdas šūnas) infiltrāti. Tā kā GeoMx analīze 
ROI un AOI atlase lielā mērā balstās uz morfoloģijas marķieriem, tas 
varētu liecināt, ka α-SMA izmantošana, bez papildus marķieriem, nav 
pietiekami efektīva pieeja, lai notvertu ekskluzīvi tikai CAF 
reprezentējošās šūnas. Attiecīgi, α-SMA kombinēšana ar papildu CAF 
marķieriem, piemēram, FAP un PDGFR, varētu uzlabot šo šūnu tipu 
identificēšanu sekvencēšanas datos, kā arī samazinātu piemaisījumu no 
citām šūnām, kas nav stromālās šūnas. 
  



22 

 

Katrā α-SMA AOI apgabalā bija skaidri novērojama ar CAF 
saistītu gēnu eskpresija, par spīti tam, ka šajos AOI arī bija nestromālo 
šūnu piemaisījums. Visās trīs audzēju pakāpju grupās α-SMA AOI tika 
novērota kolagēna saimes gēnu (COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL5A1, 
COL5A2, COL6A3) un citu ar CAF saistītu sekretomu proteīnu 
(fibronektīna [FN1] un TGF-β [TGFB1]) paaugstinātā ekspresija. Gan 
fibronektīnu, gan TGF-β var izdalīt gan audzēja šūnas, gan CAF šūnas, 
un ir zināms, ka tie var veicināt tālāku CAF diferenciāciju (Yoon et al. 
2021). Tālāk, veicot funkcionālo bagātināšanas analīzi ar gēniem, kas bija 
diferenciālekspresēti α-SMA AOI apgabalos, tika noskaidrots, ka šie gēni 
reprezentē ārpusšūnu matriksa (ECM) remodelēšanas, MET, PDGF un ar 
imūno atbildi saistītus molekulāros signālceļus (2. attēls, C-D paneļi). 
Bija arī novērojama NOTCH signālceļa iesaiste. Lai gan NOTCH 
signālceļš nebija iekļauts starp 15 visvairāk pārstāvētajiem signālceļiem, 
ir jāuzsver, ka visās trīs audzēju grupās (G1, G2, G3) α-SMA šūnas 
pastiprināti ekspresēja NOTCH3 receptoru. Dati arī parādija būtiskas 
atšķirības gēnu ekspresijā starp α-SMA AOI no atšķirīgām audēju 
pakāpēm. Tomēr, ir jāuzsver, ka audzēja audos var būt dažādi stromālo 
šūnu veidi, ieskaitot dažādus CAF apakštipus (Zhang et al. 2023). 
Attiecīgi, būtu nepieciešams veikt detalizētāku pētījumu, lai saprastu vai 
šī gēnu ekspresijas atšķirība starp audzēju pakāpēm ir saistīta ar to, ka 
izmainās kādu konkrētu CAF subtipu skaits audos, vai arī šī atšķirība ir 
saistīta ar gēnu ekspresijas izmaiņam kādā konkrētā CAF subtipā bez 
imaiņām pašu subpopulāciju skaitos. Šādā pētījumā papildu CAF subtipu 
identifikāciju varētu veikt, iekļaujot papildu marķierus: interleikīns 6  
(IL-6) un PDGFRA iekaisuma CAF marķieri, α-SMA un PDGFRB 
miCAF marķieri, un CD74 apCAF marķieris (Zhang et al. 2023). 
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2. attēls. Telpiskās transkriptomikas analīze PanNET. A attēls – pētījuma dizains. ROI – 
interesējošais apgabals, AOI – apgaismojuma zona. Lai veiktu audzēja audu RNS ekspresijas 
profilēšanu, tika izvēlēti divu veidu ROI: ROI ar audzēja šūnām, bet ar zemu blakus esošo α-SMA 
ekspresējošo šūnu klātbūtni, un ROI ar audzēja šūnām un ar bagātīgu blakus esošo α-SMA šūnu 
klātbūtni. B attēls – šūnu tipu dekonvolūcijas analīzes rezultāti, kas definē relatīvās šūnu tipu 
proporcijas katrā analizētajā AOI. C, D un E attēli – funkcionālās bagātināšanas analīzes rezultāti ar 
gēniem, kas bija augšupregulēti vai lejupregulēti α-SMA-ekspresējošās šūnās. Grafikos parādīti tikai 
15 visvairāk pārstāvētie signālceļi pēc FDR vērtības. Šeit var novērot, ka starp 15 visvairāk 
pārstāvētajiem signālceļiem ir signālceļi, kas saistīti ar ārpusšūnu matriksa organizēšanu, imūno šūnu 
mijiedarbībām, kā arī PDGF un MET signālceļiem. Izmantotā signālceļu datubāze – Reactome. 
Analīze tika veikta, izmantojot STRING v11.5 tīmekļa lietojumprogrammu. C – analīze G1 audzējos; 
D – analīze G2 audzējos; E – analīze G3 audzējā. 
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Ņemot vērā, ka CAF var veicināt audzēja progresiju un terapijas 
rezistenci, izmantojot gan tiešas šūnu kontaktu mijiedarbības, gan 
parakrīnas signālus (Maneshi et al. 2021), kā piemēram, PDAC gadījumā, 
kur CAF un audzēja šūnu savstarpējā saziņa var inducēt EMT (epitēlija-
mezenhimālā pāreja) signālceļus (Guinn et al. 2025); rodas jautājums, vai 
līdzīgu CAF efektu uz audēja šūnām varētu arī novērot PanNET 
gadījumos. Lai to izpētītu, audzēja šūnu saturoši AOI no reģioniem ar 
bagātīgu α-SMA ekspresējošu stromālo šūnu klātbūtni tika salīdzināti ar 
audzēja šūnu AOI no reģioniem, kur α-SMA šūnu bija ievērojami mazāk 
(skatīt 2. attēlu A). Iegūtie rezultāti no šāda salīdzinājuma bija samērā 
pretēji gaidītajam, jo G1 un G2 audzējos netika novērotas nekādas 
būtiskas gēnu ekspresijas atšķirības. Šāds rezultāts varētu liecināt par to, 
ka α-SMA ekspresējošo šūnu attālumam līdz audzēja šūnām ir minimāla 
ietekme, tomēr arī pastāv iespēja, ka šāda metodoloģiskā pieeja ir ar 
nepietiekamu jutību, lai identificētu gēnus audzēja šūnas kuru ekspresiju 
ietekmētu signāli no tuvu esošajām α-SMA šūnām. Vienīgās izmaiņas 
bija novērojamas G3 audzējā, kur tika novērota būtiska MMP9 gēna 
augšregulācija audzēja šūnās, kas nāca no reģioniem ar izteiktu α-SMA-
ekspresējošu stromālo šūnu klātbūtni. MMP9, jeb matriksa metālproteāze 
9, veicina audzēja invāziju un metastāzes, remodelējot ekstracelulāro 
matriksu un veicinot EMT (Radisky and Radisky 2010; Egeblad and 
Werb 2002; Wiechec et al. 2021; Shan et al. 2017). MMP9 pārmērīga 
ekspresija ir saistīta ar passliktinātu prognozi vairākos vēža veidos, kā arī 
MMP9 inhibitori ir pēdējā laikā ir bijuši pētīti klīniskajos izmēģinājumos, 
lai gan ar ierobežotiem panākumiem (Shah et al. 2021). Šie rezultāti 
norāda uz nepieciešamību veikt papildu funkcionālus pētījumus, lai 
izprastu MMP9 lomu PanNET attīstībā. 

Visbeidzot, lai novērtētu gēnu ekspresijas izmaiņas PanNET šūnās, 
audzēja šūnu saturošās AOI tika salīdzinātas ar pankreasa saliņu šūnu 
AOI. Visās trīs gradācijas pākāpju grupās izmainītie gēni bija bagātināti 
ar mitogēnu aktivēto proteīnkināžu (MAPK) signālceļiem. Ir zināms, ka 
žurku sarkomas vīrusa (RAS) grupas GTPāzes (NRAS, KRAS, HRAS) 
ir MAPK signālceļa regulatori, un tās bieži ir mutētas ļaundabīgajos 
audzējos, tai skaitā PDAC (Bahar, Kim, and Kim 2023; Waters and Der 
2018). PanNET gadījumos, mutācijas RAS gēnos ir izteikti reti 
sastopamas (Konukiewitz et al. 2018), bet interesantā kārtā, šajā pētījumā 
tika konstatēta RAS P21 Protein Activator 4 (RASA4) gēna (RAS 
aktivitātes regulatorproteīna) lejupregulācija. RASA4 lejupregulācija ir 
saistīta ar augstāku mirstības risku dzemdes kakla vēzī (J. Chen et al. 
2021).  



25 

 

Gēnu ekspresijas izmaiņas audzēja šūnās arī bija novērojamas 
PI3K signālceļos. Šajā signālceļā bija novērojama ar atkārtota EGR1 
lejupregulācija visās  trīs PanNET pakāpju grupās. EGR1 kodē 
transkripcijas faktoru, kas regulē fibrozi, traumu reakciju un imūnos 
procesus (Saha et al. 2021; Bin Wang et al. 2021). Vadoties pēc STRING 
datubāzes, tas mijiedarbojas ar p53 un MAPK3 proteīniem (Szklarczyk 
et al. 2023), un var aktivēt PTEN – audzēja supresors, kas bieži ir 
lejupregulēts PanNET audzējos (Chang et al. 2022; Virolle et al. 2001; 
Baron et al. 2006), tai skaitā arī šī pētījuma G2 un G3 audzējos. Tomēr 
EGR1 loma audzējos ir atkarīga no konteksta, jo daļā audzēja šis faktors 
var vecināt  metastāžu attīstību, kamēr citos audzējos tas var spēlēt 
audzēju nomācošu lomu (Saha et al. 2021). Citi, atkārtoti lejupregulētie 
gēni PanNET šūnās, ietvēra CD99, SPINK1, PLA2G1B un RBP4. 
Vadoties pēc “Cilvēka proteīnu atlants” datubāzes informācijas, šie visi 
ir pankreasa specifiski gēni un ir saistīti ar pankreasa šūnu normālo 
funkciju (Thul and Lindskog 2018). To lejupregulācija, visticamāk, 
atspoguļo audzēja dediferenciāciju. Tomēr jāpiebilst, ka iepriekšējā 
PanNET imūnhistoķīmiskās analīzes pētījumā bija novērots, ka CD99 
ekspresijas zudums ir novērojams pacientiem ar sliktāku prognozi (Ali  
et al. 2006; Goto et al. 2004). Savukārt, aknu vēzi RBP4 gēna 
lejupregulācija korelē ar sliktu izdzīvošanu (Li et al. 2021). 
  



26 

 

SECINĀJUMI 

1 Cirkulējošās miR-375-3p un miR-7-5p varētu kalpot kā neinvazīvi 
diagnostikas marķieri Kušinga slimības noteikšanai, potenciāli 
aizvietojot augsti invazīvo BIPSS procedūru. 

2 Cirkulējošo miR-375-3p un miR-7-5p ekspresijas palielināšanās asins 
plazmā pēc CRH ievadīšanas norāda uz to, ka šīs miRNS, iespējams, ir 
ACTH sekrēcijas molekulāro mehānismu komponentes. Lai 
apstiprinātu šo hipotēzi, nepieciešami papildu funkcionāli pētījumi. 

3 miR-625-5p lejupregulācija GH sekretējošu PitNET pacientu plazmā 
pēc SSA terapijas un tās saistība ar IGF-1 signālceļiem, liecina par tiešu 
šīs miRNS lomu PitNET patoģenēzē, kā arī izceļ tās potenciālu kā 
marķieris minimāli invazīva testa izstrādei. 

4 PanNET gadījumos, agusta klasisko ārpusšūnu matriksa gēnu 
(COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL5A1, COL5A2, COL6A3 un FN1) 
un ar ECM-modifikāciju, PDGFR, NOTCH un MET saistītu signālceļu 
pārstāvība α-SMA ekspresējošās stromālajās šūnās, norāda uz vēža 
saistīto fibroblastu klātbūtni audzēja audos un liecina par to iesaisti 
PanNET mikrovides pārveidē. 

5 CAF attālums līdz audzēja šūnām šķietami ierobežoti ietekmē audzēja 
šūnu gēnu ekspresiju, izņemot G3 PanNET gadījumā, kur tika 
konstatēta MMP9 gēna pāaugstināta ekspresija audzēja šūnās no 
reģioniem, kas bagāti ar α-SMA-ekspresējošām šūnām. Tomēr šis 
novērojums ir balstīts tikai uz vienu G3 audzēja gadījumu. 

6 PanNET progresējot uz augstāku pakāpi, izmaiņas gēnu ekspresijā būs 
atrodamas gan audzēja šūnās, gan arī apkārtējās α-SMA-ekspresējošās 
stromālajās šūnās. 

7 Disregulētie gēni audzēja šūnās, salīdzinot ar pankreasa saliņu šūnām, 
ir saistīti ar PI3K un MAPK signālceļiem, kā arī vairāki gēni bija 
atkartoti lejupregulēti visās audzēja pakāpēs, tostarp EGR1 un RASA4, 
kuriem piemīt audzēju nomācošas īpašības. 
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AIZSTĀVĀMĀS TĒZES 

1 miR-7-5p var izmantot, lai atšķirtu ACTH sekretējošos pacientus no 
nefunkcionējošiem PitNET pacientiem un veseliem kontroles 
subjektiem; tādēļ tas ir vērtīgs kandidāts cirkulējošo miRNS balstītai 
testu izstrādei, lai diagnosticētu ACTH sekretējošos PitNET. 

2 miR-625-5p varētu kalpot kā asins biomarķieris tālākai testēšanai 
lielākās GH sekretējošu PitNET pacientu kohortās. 

3 Augšupregulētie gēni α-SMA šūnās norāda uz CAF klātbūtni, un to 
mijiedarbība ar audzēja šūnām, iespējams, tiek mediēta caur PDGF, 
NOTCH un MET signālceļiem. 

4 G3 PanNET audzēja šūnas, kas atrodas tuvumā α-SMA ekspresējošām 
šūnām, paaugstināti ekspresē MMP9 ekspresija. 

5 PanNET audzējiem progresējot pakāpēs, gēnu ekspresijas izmaiņas 
notiek ne tikai audzēja šūnās, bet arī α-SMA stromālajās šūnās.  
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