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rRNR geno seky panaudojimas storosios zarnos vézio diagnostikos budui iS paciento
kraujo plazmos

(57) Referatas:

ISradime apra$ytas storosios Zarnos vézio (SZV) nustatymo badas. Sis bidas apima biologinio méginio paémima,
laisvai cirkuliuojanCios DNR iSskyrimg i$ biologinio meginio (kraujo plazmos), Staphylococcaceae ir Staphylococcus hominis
bakterijy seky nustatymg laisvai cirkuliuojanCioje DNR naudojant naujos kartos sekoskaitg, Staphylococcaceae ir
Staphylococcus hominis bakterijy seky santykinio skaiciaus biologiniame méginyje paliginimo su referentinémis reikSmémis
(atitinkamai 9,0 proc. ir 0.3 proc.), jei Staphylococcaceae ir Staphylococcus hominis bakterijy seky santykinis skai€ius paciento
biologiniame méginyje virsija referenting reikSme, pacientui nustatomas SZV. Bidas pasizymi auk$tu jautrumu ir
specifiskumu, todél jis yra perspektyvi alternatyva ankstyvajai SZV diagnostikai.
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TECHNIKOS SRITIS

Sis isradimas priklauso medicinos moksly sriciai, onkologijai.

TECHNIKOS LYGIS

Storosios Zarnos vézys (SZV) yra vienas daZniausiy véZzio susirgimy
pasaulyje. Kasmet diagnozuojama daugiau nei pusé milijono naujy Sio susirgimo
atvejy. SZV yra treéia pagal daznuma onkologiné liga Lietuvoje. Siekiant sumazinti
pacienty mirtinguma nuo SZV svarbu diagnozuoti ligg ankstyvoje stadijoje.
Prevencinés SZV patikros programos vakary $alyse ir Lietuvoje yra paremtos slapto
kraujo nustatymo iSmatose testais ir, esant teigiamam rezultatui, po to sekanciu
endoskopiniu storosios Zarnos tyrimu. Pastarasis tyrimas yra invazinis ir susijes su
dideliais sveikatos priezidros sistemos kastais. Siuo metu SZV ankstyvos patikros
programose naudojami imunocheminiai slapto kraujavimo iSmatose testai pasizymi
Zema diagnostine verte - jy tikslumas néra pakankamas. Todél batina ieSkoti naujy
molekuliniy biozymeny, pasizyminciy lengvu pritaikomumu klinikinéje praktikoje ir
aukstu jautrumu bei specifiSkumu. Vienas i$ iSradimo analogy yra metodas, skirtas
nustatyti SZV, naudojant iSmaty tyrimg, aprasytas patento paraiskoje
W02019151515A1. Sis metodas pagrjstas subjekto geny esandiy iSmatose tyrimu
taiau jo jautrumas bei specifiSkumas néra auk$tas. Kitas iSradimo analogas
aprasomas patento paraiskoje WO03059150A2 yra metodas, skirtas nustatyti SZV,
naudojant endoskopinj tyrimg. Sis metodas yra invazinis ir susijes su dideliais

sveikatos priezitros sistemos kastais.

Sioje paraiskoje aprasytas metodas yra naujas iSradimas, jgalinantis aptikti

SZV ankstyvoje stadijoje, turi aukstg jautruma ir specifiskuma.

ISRADIMO ESME

Patentuojamas metodas yra skirtas aptikti SZV ankstyvoje stadijoje, taip
mazinant Zmoniy mirtingumg nuo Sio naviko bei trumpinant gydymo laikg ir mazinant
sveikatos apsaugos 2 sistemos ir pacienty iSleidZziamus gydymui kastus. Metodas
paremtas naujos kartos sekoskaitos metu nustatyty bakterijy Seimos

Staphylococcaceae ir bakterijy genties Staphylococcus hominis 16S rRNR geno V1-
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V2 regiono seky santykinio skai€iaus padidéjimu (atitinkamai daugiau nei 9 proc. ir
daugiau nei 0.3 proc.) kity bakterijy atzvelgiu panaudojus pacienty kraujo plazma.
Esminiai techniniai reikalavimai siekiant jgyvendinti metodg: paciento kraujo plazma,
komercinis DNR gryninimo rinkinys, komercinis PGR atlikimo rinkinys, specifiniai 27F
ir 338R pradmenys skirti 16S rRNR geno V1-V2 pagausinimui, komercinis lllumina

sekoskaitos rinkinys, kompiuteris su dada2, phyloseq, vegan, R jrankiais.

DETALUS ISRADIMO APRASYMAS

Storosios Zarnos véziui nustatyti yra naudojamas paciento kraujo plazmos
méginys, i$ kurio iSgryninama laisvai cirkuliuojanti DNR. PGR bidu, naudojant 27F ir

338R pradmenis, pagausinamas 16S rRNA geno V1-V2 regionas.

NAUJOS KARTOS SEKOSKAITA ATLIEKAMA MISEQ ILLUMINA
APARATU

Pasitelkiant bioinformatinius jrankius (dada2, phyloseq, vegan, R)
prijungiama naujausia bakterijy duomeny bazé (Silva 132). Visom nustatytoms
bakterijy sekoms priskiriami taksonominiai lygiai (tipas, klasé, eilé, Seima, gentis,
rasis). Véliau sekos apjungiamos | atitinkamas grupes pagal nustatytus

taksonominius lygius.

IS visy nustatyty Seimy i8skiriama Staphylococcaceae, o iS visy nustatyty
rasiy iSskiriama Staphylococcus hominis. ApskaiCiuojamas jy santykinis gausumas
(procentais) kity bakterijy atzvelgiu. Staphylococcaceae santykinis gausumas

skaigiuojamas Seimos lygmeniu, o Staphylococcus hominis — Rasies lygmeniu.

Storosios Zarnos veézys yra identifikuojamas, jeigu titame meéginyje
Staphylococcaceae bakterijy Seima, atsizvelgiant | kitas bakterijy Seimas taip pat
nustatytas tame méginyje, virSija 9,0 proc. o Staphylococcus hominis bakterijy rasis,

atsizvelgiant j kitas bakterijy rusis taip pat nustatytas tame méginyje, virsija 0,3 proc.
Sis bldas pasizymi aukstu jautrumu ir specifiSkumu (AUC = 73 proc.), todél
jis yra perspektyvus naujas bidas ankstyvai SZV diagnostikai.

SZV sergangiyjy ir kontroliniy asmeny kraujo méginiai buvo surinkti 2013-

2022 metais Gastroenterologijos ir Chirurgijos skyriuose (Kauno klinikos, Lietuvos
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sveikatos moksly universiteto ligoniné) ir saugoti biobanke — 80 °C temperatiroje.
Kraujo plazmos bakterijy 16S rRNR analizei buvo panaudoti 56 SZV ir 66 kontrolinés
grupés pacienty meéginiai. Kontroline grupe sudaré pacientai, kuriems nenustatyti
jokie piktybiniai navikai, SZV grupés pacientams liga buvo diagnozuota atlikus

histologinj tyrima.

BAKTERINES DNR GRYNINIMAS IS KRAUJO PLAZMOS

Siekiant iSgryninti bakterinés kiimés DNR frakcijg, esancig Zmogaus kraujyje,
pirmiausiai buvo skiriama visa laisvai kraujyje cirkuliuojanti DNR (Ic-DNR). Lc-DNR
buvo i8gryninta i$ periferinio kraujo plazmos (500 ul) naudojant Q/Aamp MinElute
ccfDNA Mini Kit (Qiagen) rinkinj pagal gamintojo pateiktg protokolg. DNR

koncentracija iSmatuota Bioanalyzer 2100 (Agilent) bei Qubit analizatoriais.

16S RRNR GENO SEKOSKAITOS BIBLIOTEKY PARUOSIMAS IR
SEKOSKAITA

Siekiant iS§ visos iSskirtos laisvai cirkuliujanti DNR (Ic-DNR) atskirti tik
bakterine frakcijg, PGR metodu, naudojant 27F-338R pradmenis, buvo pagausintas
tik bakterijoms buadingas 16S rRNR genas. PGR reakcijos efektyvumas (produkto
susidarymas) buvo jvertinti agarozés gelyje. Tolimesnei analizei tinkantys meéginiai,
siekiant suvienodinti koncentracijg, buvo normalizuoti naudojant SequalPrep rinkinj
(Thermo Fisher). Po normalizacijos méginiai buvo apjungti | vieng bibliotekg ir
pasinaudojant /llumina MiSeq (lllumina) platforma buvo atlikta paruostos bibliotekos
sekoskaita. Lc-DNR meéginiy tarSai jvertinti kiekvieng kartg gryninant tiriamuyjy
méginiy serijg, kaip neigiama kontrolé, buvo panaudoti vandens méginiai, iS kuriy

buvo gryninama DNR bei atlikta PGR ir sekoskaita.

16S RRNA SEKOSKAITOS DUOMENUY BIOINFORMATINE IR STATISTINE
ANALIZE

Sekoskaitos duomenys iSanalizuoti naudojant dadaZ2 ir phyloseq algoritmus R
programoje. Nustatytos sekos buvo kiekybiSkai ir kokybiSkai jvertintos ir tolimesnei

analizei paliktos tik kokybés rekomendacijas atitinkancios sekos. Sekos, rastos
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kontroliniuose vandens méginiuose, jtariant uzterStumg buvo pas$alintos iS tyrimo,
naudojant decontam paketg. Nustatytoms sekoms buvo priskirta taksonominé
klasifikacija, naudojant naujausig SILVA bakterijy duomeny baze (138 versija).
Méginiai su nuskaitymo lygiu mazesniu nei 500 buvo 4 paSalinti i§ analizés.
Duomeny normalizavimas ir B-jvairovés analizé buvo atlikta naudojant DESeq2
paketg. B-jvairovés analizé buvo atlikta tik su bakterijomis, kurios buvo aptinkamos
daugiau nei 25 proc. méginiy, bent vienoje iS lyginamyjy grupiy. Visuose testuose
skirtumai buvo laikomi statistiSkai reikSmingais, kai koreguota dauginio palyginimo p

verté (p.adj) buvo < 0,05.

REZULTATAI

Vertinant kraujo plazmoje esancias bakterijas, kaip biozymenj, rinkinys i$
dviejy bakterijy taksonominiy vienety — Staphylococcus hominis sekos (ASV 8) ir
Seimos Staphylococcaceae kaip bioZzymens jautrumas sieké 68 proc., o
specifiSkumas — 83 proc., jautrumo ir specifiSkumo sarySis 73 proc.. Serganciyjy
kraujo plazmos meéginiuose Staphylococcaceae bakterijy Seima atsizvelgiant j kitas
bakterijy Seimas virsijo 9 proc. o Staphylococcus hominis bakterijy ruasis atsizvelgiant

i kitas bakterijy risis virsijo 0.3 proc. tai traktuojama kaip SZV pozymis.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Storosios zarnos vézio (SZV) nustatymo bidas, naudojant tikslinius
molekulinius Zzymenis, b e s i s kiriantis tuo, kad budas apima
Staphylococcaceae ir Staphylococcus hominis bakterijy 16S rRNR geno V1-V2
regiono nustatyty seky santykinio skaiCiaus procentais nustatymg, naudojant naujos

kartos sekoskaitg.

2. Storosios Zzarnos vézio (SZV) nustatymo bidas pagal 1 punktg, besi
skiriantistuo, kad yra nustatomas Staphylococcaceae (daugiau nei 9 proc.) ir
Staphylococcus hominis (daugiau nei 0,3 proc.) bakterijy seky santykinis skaicius,

pagal kurj yra identifikuojamas storosios Zarnos vézys (SZV).

3. Storosios zarnos vézio (SZV) nustatymo biadas pagal 1 ir 2 punktus,

skirtas panaudoti nustatant storosios Zzarnos vézj (SZV).
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