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Atlikus 29 skrandzio vézio pacienty viso egzomo sekoskaita buvo sukurta 38-iy geny panelé. Naudojant Sig panele ir
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TECHNIKOS SRITIS

Sis aprasdymas priklauso mutacijy nustatymo nukleoriigstyse srigiai, o tiksliau

— su véziu susijusiy mutacijy nustatymui nukleorigstyse iSgaunamose i$ kiino skysciy.

TECHNIKOS LYGIS

Skrandzio vézys vis dar yra vienas dazniausiy ir letaliausiy véziniy susirgimy
Lietuvoje ir pasaulyje. Mirtingumas nuo Sios ligos artéja prie mirtingumo nuo Sirdies ir
kraujagysliy ligy lygio. Gydymas, parinktas atsizvelgiant j individualy bioZzymeny rinkinj,
vis daugiau pradedamas analizuoti klinikiniuose tyrimuose. Todél pastaryjy mety
skrandzio vézio moksliniai tyrimai telkiasi j naujy diagnostiniy jrankiy ir technologijy
suklrimg, kurie leisty diagnozuoti Sig ligg ankSc&iau, stebéti ligos eigg ir taikyti
personalizuotos medicinos principus gydant. Siuo metu yra Zinoma, kad analizuojant
Zzmogaus kraujyje aptinkamg laisvai cirkuliuojanCig DNR galima diagnozuoti
onkologine ligg ir stebéti jos eigg. JAV patento dokumentas US2020181711A1 apraso
panasy metodg analizuoti vézj, kur pacienty skysCiy meéginiuose esanciy EN2 ir
SATB2 geny ekspresija yra naudojama diagnozuoti ir jvertinti véZj. Sis dokumentas
jvertina tik Siy dviejy geny ekspresija ir nepateikia skrandzio vézio aptikimui
optimizuoto geny rinkinio, kuris leisty tiksliau analizuoti skrandzio vézj. JAV Patento
dokumentas US2021002727A1 apraso metodg identifikuoti su liga susijusius geny
variantus nuskaitant paciento ir sveiko Zmogaus egzomy sekas ir jas palyginant
tarpusavyje. Nors lyginant sveiko Zmogaus ir paciento DNR sekas galima surasti
daugiau ligg lemianCios DNR, Sis budas yra netikslus, nes sugeneruoja daugiau
klaidingai teigiamy rezultaty, kurie atsiranda dél skirtumy tarp individy. Artimiausias
patento dokumentas US2019256924A1 apraso daugybés onkologiniy ligy tyrimo
metodg apimantj pacienty kraujo méginiuose laisvai plaukiojanCios genetinés
medziagos biomarkeriy analize KRAS, TP53, CDKNZ2A, SMAD4, PIK3CA, HRAS,
CDKN2A, AKT1, CTNNB1, APC, EGFR, GNAS, PPP2R1A, BRAF, FBXM7, PTEN,
FGFR2 genuose. Nors keletas geny, kurie naudojami véZio biomarkeriy analizei

sutampa, Sio iSradimy geny panelé néra optimizuoti aptikti skrandzio vézj.

ISRADIMO ESME



LT 7032 B

Sukurta 38-iy geny panelé apima apie 390 kilo baziy regiong genome. Taikant
Sia panele ir atliekant naujos kartos sekoskaitos analize (naudojamas GATK Best
Practices somatic short variants workflow (PMID: 25431634), kurj sudaro tokie
bionformatiniai jrankiai kaip Burrows- Wheeler Aligner (BWA), Samtools, Mutect2 ir
kt.), galima jvertinti pacienty kraujyje esanCios DNR mutacijas susijusias su
onkogeneze. Viso egzomo sekoskaita atlikta naudojant hibridizacijg specifiniais
pradmenimis koduojancios genomo dalies seky praturtinimui (komercinis xGen Exome
Research Panel v1, IDT rinkinys). Duomenys gauti naudojant tokia DNR analize gali
bati pritaikomi jvairias vézines ligas turiniy pacienty ligos stebéjimui, ligos
prognozavimui ir atkryCio vertinimui. Atlikus viso egzomo sekoskaitg LSMU Kauno
Kliniky Gastroenterologijos klinikos skrandzio vézio pacienty grupei (n=29) buvo
sukurta 38-iy geny panelé, kurig galima naudoti onkogenezés stebéjimui. Sig panele
ir atliekant naujos kartos sekoskaitos analize galima jvertinti somatines navikinés
kilmés mutacijas neinvaziniu biddu — pacienty kraujyje. Nustatytos mutacijos apima
vieno nukleotido pakaitas bei nedideles insercijas ir delecijas. Pastaryjy mety tyrimai
rodo, kad tokia laisvai cirkuliuojan€ios DNR analizé gali bati taikoma jvairiais navikais
sergandiy pacienty ligos eigos stebésenai, atkry&io vertinimui ir prognozei. Sis su véziu
susijusiy mutacijy nustatymo bidas naudojamas jvertinti mutacijas esancCias DNR
fragmentuose iSgrynintuose iS paciento biologinio méginio naudojant geny panele
susidedancig iS: ACVR2A, CDH1, ERBB4, GLI3, MSH6, PREX2, SYNE1, TRRAP,
APC, CTNNB1, FAT1, KMT2C, MUC16, PTEN, SMAD4, ZIC4, ARID1A, EGFR, FAT4,
KRAS, PBRM1, RHOA, SPEN, TTN, ATM, EPHB1, FBXW7, MACF1, PIK3CA, RIMS2,
STK11, CCND1, ERBB2, FHIT, MLH1, PKHD1, RNF43 ir TP53 geny ir specifiniy
pradmeny. |vertinimas atliekamas palyginant gautg informacijg su referentine
Zmogaus genomo seka. Minétas biologinis meginys dazniausiai yra kino skysciy
meéginys, dazniausiai kraujo méginys. Mutacijy analizei naudojama i$ kiino skysciy,
konkre€iai, kraujo plazmos iSgryninta laisvai cirkuliuojanti DNR. [§ laisvai
cirkuliuojanCios DNR iSgauti geny panelés fragmentai yra naudojami kiekybinei ir
kokybinei analizei. NustaCius zalingas vieno nukleotido pakaitas, insercijas ir delecijas,
jos yra toliau vertinamos kokybiSkai ir kiekybiSkai tam, kad bty prognozuojamas
vézys. Si geny panelé yra labiausiai pritaikyta bitent su skrandZio véZiu susijusiy

mutacijy nustatymui.
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DETALUS ISRADIMO APRASYMAS

Paciento periferinis kraujas paimamas standartinés flebotomijos procediros
metu, naudojant komerciskai prieinamus K2EDTA meégintuvélius (10 ml meégintuvélis
vienam pacientui; Becton, Dickinson and Company, Franklin Lakes, NJ). Plazma nuo
eritrocity atskiriama per 2 valandas nuo kraujo paémimo naudojant optimizuotg
dvigubo centrifugavimo protokolg (Streleckiene G, Forster M, Inciuraite R,
Lukosevicius R, Skieceviciene J. Effects of Quantification Methods, Isolation Kits,
Plasma Biobanking, and Hemolysis on Cell-Free DNA Analysis in Plasma. Biopreserv
Biobank. 2019;17(6):553-561. PMID: 31343271). Laisvai cirkuliuojanCios DNR
gryninimas i$ kraujo plazmos atliekamas naudojant komercinius skyrimo rinkinius:
QIAamp Circulating Nucleic Acid isolation kit (Qiagen, Hilden, Germany). Naudojant
masy geny panele, sudaryta i$ 38 geny ir specifiniy pradmeny Siy geny praturitinimui,
atliekama naujos kartos sekoskaita. Sugeneruotos sekos prilyginamos referentinei
Zzmogaus genomo sekai (GRCh37/hg19), atliekamas seky apdorojimas: sekoskaitos
adapteriy Salinimas, kokybés kontrolé, seky apjungimas j ,Seimas®“ pagal unikalius
molekulinius zymenis (angl. unique molecular identifiers (UMI)). Nustatyti genetiniai
variantai véliau anotuojami, pagal duomeny bazes (dbSNP/ClinVar, COSMIC ir kt.)
jvertinant jy reikSme baltymo gamybai. Tik zalingg poveikj turintys somatiniai variantai
(vieno nukleotido pakaitos ir insercijos/delecijos) vertinami toliau. Masy tyrimas rodo,
kad prognostine reikSme pacienty iSgyvenamumui bei kaip Zymuo naviko iSplitimui turi
ir kokybiné (t. y. aptinkama ar ne somatiné mutacija kraujo plazmoje) ir kiekybiné (t. y.
aptinkamy mutacijy skai€ius, mutavusio alelio daznis) plazmos laisvai cirkuliuojancios
DNR analizé.

1 lentelé. Genai, sudarantys geny panele

ACVR2A |CDH1 ERBB4 GLI3 MSH6 PREX2 | SYNE1 | TRRAP

APC CTNNB1 | FAT1 KMT2C | MUC16 | PTEN SMAD4 | ZIC4
ARID1A EGFR FAT4 KRAS | PBRM1 | RHOA | SPEN TTN
ATM EPHB1 | FBXW7 MACF1 | PIK3CA | RIMS2 | STK11

CCND1 ERBB2 | FHIT MLH1 PKHD1 | RNF43 | TP53
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Naudojant Sig panele ir atliekant gilig taikinine naujos kortos sekoskaitg i$ viso
somatinés mutacijos plazmoje laisvai cirkuliuojan¢ios DNR buvo nustatytos 91,3 proc.
pacienty, o mutacijos, kilusios iS5 navikinio audinio - 47,8 proc. pacienty. Lyginant
moksline literattira, skelbiami audinio ir laisvai cirkuliuojan€ios DNR mutacijy profilio
persidengimo rezultatai yra nuo 33,9 proc. iki 58,0 proc. (Fang W-L, et al, 2016; Kim
YW, etal, 2019; Lan J, et al, 2020). Be to, naudojant sukurtg panele mutacijos plazmos
laisvai cirkuliuojan€ioje DNR buvo nustatytos ir pacientams su santykinai mazais
navikais (T1-T2 pagal TNM Kklasifikacija, 10 proc. tirtyjy), tai rodo, kad identifikavus
mutacijas galima nustatyti ligg anksti ir taip pagerinti pacienty iSgyvenamuma.
Naudojant geny panele taip pat buvo atliktas kiekybinis mutacijy vertinimas ir nustatyta
sgsaja su iSgyvenamumu. Stipri asociacija tarp mutacijy kiekio ir iSgyvenamumo
parodo, kad mutacijy tyrimas plazmos laisvai cirkuliuojanCiojoje DNR galéty bati
taikomas pacienty prognozés vertinimui bei personalizuoto gydymo pritaikymui, kai
mutacijos nustatomos su atsaku | terapijg susijusiuose genuose. Siame tyrime
pacienty, kuriy laisvai cirkuliuojancios DNR buvo nustatyta: i) 1-2 somatinés mutacijos
genuose, esanciuose panelés sudeétyje iSgyvenamumo mediana sieké 469 dienas; ii)
3-6 somatinés mutacijos genuose, esanciuose panelés sudétyje, iSgyvenamumo
mediana sieké 315 dieny; iii) daugiau nei 6 mutacijos genuose, esanciuose panelés
sudétyje, iSgyvenamumo mediana sieké 44 dienas. Pacienty, kuriems nenustatyta
mutacijy kraujyje laisvai cirkuliuojancioje DNR, iSgyvenamumo mediana buvo ilgiausia
- 803 dienos. Nustatyti skirtumai tarp Siy grupiy buvo statistiSkai patikimi P = 0,008 (kai
alfa reikSmingumo lygmuo P < 0,05). Be to, papildomai buvo naudotas Cox
proporcingos rizikos modelis, jtraukiantis pacienty demografinius rodiklius bei naviko
charakteristikas. Rezultatai taip pat parodé statistiSkai reikSmingg daugiau nei 6

somatiniy mutacijy poveikj pacienty iSgyvenamumui (koreguota P = 0,0186).
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Su véZiu susijusiy mutacijy meéginyje nustatymo bidas apimantis:
Su véziu susijusiy mutacijy jvertinimg naudojant geny panele, susidedancig is:

ACVR2A, CDH1, ERBB4, GLI3, MSH6, PREX2, SYNE1, TRRAP, APC,
CTNNBH1,

FAT1, KMT2C, MUC16, PTEN, SMAD4, ZIC4, ARID1A, EGFR, FAT4, KRAS,
PBRM1,

RHOA, SPEN, TTN, ATM, EPHB1, FBXW7, MACF1, PIK3CA, RIMS2, STK11,

CCND1, ERBB2, FHIT, MLH1, PKHD1, RNF43 ir TP53 geny ir specifiniy

pradmeny,

kur jvertinimas apima Siy geny seky nustatymg ir Siy seky palyginimg su

referentine genomo seka.

2. Budas pagal 1 punktg, besiskiriantis tuo, kad méginys yra kiino

skysCiy meginys.

3. Budas pagal 2 punktg, be siskiriantistuo, kad kiino skys€iy méginys

yra kraujo méginys.

4. Bldas pagal bet kurji§ 1 - 3 punkty, besiskiriantistuo, kad minéti
geny panelés DNR fragmentai, naudojami mutacijy analizei, yra iSgauti i$ laisvai

cirkuliuojancios DNR.

5. Bldas pagal bet kurj iS 1-4 punkty, be siskiriantis tuo, kad laisvai

cirkuliuojanti DNR yra iSgryninama i$ kraujo plazmos.

6. Budas pagal bet kurj i 1-6 punkty, be siskiriantistuo, kad zalingos
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somatinés mutacijos apima vieno nukleotido pakaitas bei insercijas ir delecijas.

7. Budas pagal bet kurj iS 1-7 punkty, be siskiriantis tuo, kad nustatytos

mutacijos yra su véZiu susijusios mutacijos.

8. Budas pagal 8 punktg, be siskiriantistuo, kad nustatomos su véziu

susijusios mutacijos yra su skrandZio véziu susijusios mutacijos.
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