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SANTRUMPOS

ADAMTS12 — disintegrino ir metalopeptidazés su trombospondino 1 tipo 12
motyvy genas (angl. a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin type 1 motif 12)

APC — adenomatozinés polipozés genas (angl. adenomatous polyposis coli)

BRCAL/2 — kriities vézio 1/2 genas (angl. breast cancer 1/2 gene)

Cl — pasikliautinasis intervalas (angl. confidence interval)

DAPK1 — nuo kalcio ir kalmodulino priklausomos serino/treonino kinazés,
genas (angl. death-associated protein kinase 1)

DCIS — duktaliné karcinoma in situ (angl. ductal carcinoma in situ)

ER — estrogeny receptorius

ESR1 — estrogeno receptoriaus 1 genas (angl. estrogen receptor 1)

HR — santykiné rizika (angl. hazard ratio)

FILIP1L — su filaminu A besijungiantj baltyma koduojantis genas (angl.
filamin A interacting protein 1 like)

GSTP1 — glutationo S transferazés © 1 genas (angl. glutathione S-transferase
nl)

HER2 — zmogaus epidermio augimo faktorius 2 (angl. human epidermal
growth factor receptor 2)

HRR - homologiné rekombinaciné reparacija (angl. homologous
recombinational repair)

IDC — invaziné ductaliné karcinoma (angl. infiltrating lobular carcinoma)

Ki-67 — lgstelés proliferacijos zymuo

KPGR — kiekybiné¢ PGR

KV — kriities vézys

LA — luminalinis A

LB — luminalinis B

LCIS — lobuliné karcinoma in situ (angl. lobular carcinoma in situ)

M — metastazés

MGMT — O-6-metilguanino DNR metiltransferazés genas (angl.
methylguanine methyltransferase)

MSP — metilinimui jautri PGR (angl. methylation-specific PCR)

MT1 — metalotioneiny 1 geny Seima (angl. metallothionein 1)

N — naviko stadija pagal artimyjy limfmazgiy pazeidima

NAALAD?2 — N-acetilintos su a susijusios ruigstinés dipeptidazes 2 genas (angl.
N-acetylated alpha-linked acidic dipeptidase 2 )

NKS — naujos kartos sekoskaita (angl. next-generation sequencing)

NHEJ — nehomologiniy galy sujungimas (angl. non-homologous end-joining)
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NSG - naviko supresoriaus genas

OS — isgyvenamumas (angl. overall survival)

P14 — P14""F, CDKN2A — nuo cikliny priklausomos kinazés inhibitoriaus 2A
genas (4 transkriptas), koduojantis pl4arf baltymg (angl. cyclin-
dependent kinase inhibitor 2A)

P16 — P16™**A CDKN2A — nuo cikliny priklausomos kinazés inhibitoriaus
2A genas (1 transkriptas), koduojantis pl6ink4a baltyma (angl cyclin-
dependent kinase inhibitor 2A)

PR — progesterony receptorius

PRKCB — proteinkinazés C B genas (angl. protein kinase C f5)

RARB — retinoinés ragsties receptoriaus § genas (angl. retinoic acid receptor
beta )

RASSF1 — Ras sgveikos domeng turin¢iy baltymy Seimos genas 1 (angl. Ras
association domain-containing protein 1)

RUNX3 — su Runt susijes transkripcijos faktoriaus 3 genas (angl. Runt-related
transcription factor 3)

T — naviko stadija pagal auglio dydj

TN — trigubai neigiamas

TNM — vézio klasifikavimo sistema

TP53 — naviko baltymo 53 genas (angl. tumor protein 53)
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IVADAS

Kasmet Lietuvoje kriities véZiu suserga apie 1500, o nuo $ios ligos per metus
mirsta apie 500 motery [Lietuvos vézio registro duomenys: Vézys Lietuvoje
2017, elektroninis isteklius]. Nepaisant geré¢janciy diagnostiniy priemoniy,
kruties vézys vis dar iSlicka pirmaujancia motery onkologine liga [Europos
vézio informacijos sistemos (ECIS) duomenys, 2019, elektroninis isteklius].

Krities vézys diagnozuojamas instrumentiniais tyrimais: ultragarsiniu,
mamografiniu ar taikant magnetinj rezonansg. Diagnozé tikslinama atlikus
biopsijg ir audinj iStyrus imunohistocheminiais metodais, nustatant hormony
ir HER2 receptoriy buiseng. Papildomai gali bati atlickama baltyminiy vézio
zymeny (CEA ir CA 15-3) paieska kraujyje, leidzianti patikslinti diagnozg,
taciau $iy baltyminiy Zymeny specifiskumas siekia atitinkamai 56 % ir 41 %
ir labiau siejasi su metastaziy atsiradimu [Stieber ir kt., 2015].

Nepaisant heterogeniskumo, krities vézys yra skirstomas j keturis
pagrindinius potipius (luminalinj A ir B, HER2 teigiamg ir TN — trigubai
neigiamg), kurie skiriasi piktybiskumu, ligos eiga ir gydymo galimybémis
[Zardavas ir kt.,, 2015]. Trigubai neigiamas krities vézio potipis yra
agresyviausias, néra jam pritaikytos taikiniy terapijos, be to jis linkes greitai
metastazuoti. TN potipio kriities navikuose daznai randamos mutacijos (TP53,
BRCAL/2), taciau jam budingy hipermetilinty geny néra daug nustatyta [Fang
ir kt., 2011].

Lasteléje besikaupiancios mutacijos lemia jos piktybéjimg. Mutacijai
ivykus lytinése lastelése, vystosi paveldimas vézys ir net apie 5-10 % visy
kriities véZio atvejy yra paveldimi. Sergant paveldimu krities véziu, daznai
randamy mutavusiy BRCAL ir BRCA2 geny koduojami baltymai dalyvauja
taisant DNR pazaidas ir yra labai svarbiis palaikant genomo stabiluma bei
kontroliuojant lastelés cikla [Sadeghi ir kt., 2020], tad moterims,
paveldéjusioms mutavusj BRCAL ar BRCAZ2 gena, rizika susirgti kriities véZiu
padidéja apie 70 % [Matta ir kt., 2022]. Kitas svarbus genas — TP53 — yra
dazniausiai mutuojantis genas vézinése lastelése [Silwal-Pandit ir kt., 2017].
Krities navikuose TP53 mutacijy aptinkama 20-50 % visy krities véZio
atvejy [Powell ir kt., 2000; Langerod ir kt., 2007], tai lemia DNR pazaidy
taisymo, apoptozés, lastelés ciklo valdymo pakitimus, todél sutrikus Siems
procesams, lgsteléje pradeda kauptis vis daugiau mutacijy ir ji ima piktybéti
[Pitolli ir kt., 2019]. TP53 geno mutacijos yra laikomos radioterapijos
kontraindikacija, nes gali padidinti antriniy naviky atsiradimo tikimybg
[Lazzari ir kt., 2021], todél BRCAL1/2 ir TP53 mutacijy tyrimas yra labai
svarbus tiek ligos profilaktikai, tiek gydymo planavimui.
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Daugiau nei pusé baltymus koduojanc¢iy geny greta savo promotoriniy
seky turi maziausiai vieng CpG sala, todél tokiy geny raiska gali biiti valdoma
dalyvaujant DNR metilinimo procesui [Baylin ir kt., 2000]. VéZinése
lastelése, Sios CpG salos, karcinogeneze slopinanciy geny promotoriuose
daznai randamos hipermetilintos, o tai lemia geno funkcijos nutildymag —
transkripcijos slopinimg [Baylin ir kt., 2000]. Metilinimo Zymenys yra labai
patrauklus tyrimo objektas, nes karcinogenezéje promotoriaus metilinimas yra
daznesnis jvykis nei mutacijy atsiradimas. Palyginti su mutacijomis, kuriy
atskiroje lasteléje gali susikaupti apie 80, geny promotoriy sekose esanciy
CpG saly hipermetilinimo daznis gali siekti nuo keliy Simty iki 1000
[Ushijima ir kt., 2010]. DNR hipermetilinimas daznai priklauso nuo audinio
tipo, tadiau labiausiai Igstelés piktybéjimui yra jautriis genai, dalyvaujantys
lastelés ciklo reguliacijoje, signalo perdavimo keliuose, programuotos lasteliy
zuties, lasteliy adhezijos, angiogenezés, genomo stabilumo palaikymo,
ksenobiotiky metabolizmo, sunkiyjy metaly suri§imo bei geny raiskos
valdymo procesuose [Das ir kt., 200].

Kriities vézio tyrimy skaiCius nuolat auga, 0 mokslininkai atranda vis
naujy diagnostiniy ir prognostiniy kriities vézio zymeny, Kurie galéty
palengvinti naviko nustatyma, biologinj tipavima ir leisty ne tik prognozuoti
ligos eiga, bet ir numatyti atsaka j gydyma bei kurti individualizuoto gydymo
galimybes [Sher ir kt., 2022]. Genetiniai ir epigenetiniai krities vézio
bioZzymenys gali padidinti diagnostikos testy tiksluma, todél svarbu vykdyti
modernius tyrimus, leidziancius detaliai iSanalizuoti molekulinj naviky
profilj, ir didelése gerai charakterizuotose imtyse patikrinti atrinkty Zymeny
informatyvuma. Siame darbe, taikant Siuolaikines technologijas, buvo
tiriamos TP53 ir BRCA2 geny mutacijos ir geny, dalyvaujanéiy jvairiuose
kruties karcinogenezés etapuose, kaip P14, P16, DAPK1, MGMT, FILIP1L,
RARB, NAALAD2, GSTP1, MT1G, MT1E, MT1F, RUNX3, RASSF1, PRKCB,
ADAMTS12, ESR1 ir APC, promotoriaus DNR metilinimo pakitimai.

Darbo tikslas — kriities navikuose istirti atrinkty geny mutacijas, DNR
metilinimo poky¢ius ir jvertinti $iy pokyc¢iy diagnostine ir prognosting verte

UzZdaviniai:

1. ISanalizuoti paveldétos BRCA2 geno mutacijos ¢.3847_3848delGT
jtaka kriities vézio klinikiniam pasireiskimui ir ligos eigai.
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2. [Istirti kraties naviky TP53 mutacijy daznj, tipa ir jvertinti mutacijy

3. Krities navikuose iStirti DNR  metilinimo pakitimus su
karcinogenezés procesais susijusiy geny promotoriuose ir jvertinti §iy
biozymeny diagnosting verte ir sgsajas su kriities vézio potipiais.
patologiniais kraties vézio rodikliais.

5. I8analizuoti DNR metilinimo pokyc¢ius TP53 mutacijg turin¢iy naviky
bendruoju iSgyvenamumu.

6. Ivertinti DNR hipermetilinimo Zymeny sgsajas su bendruoju
iSgyvenamumu visoje kriities vézio imtyje.

Mokslinis naujumas ir praktiné reik§mé

Lietuvoje iki $iol nebuvo analizuotos retos BRCA2 geno mutacijos
C.3847_3848delGT $eiminés anamnezés klinikinés pasekmés. Siame
disertaciniame darbe taip pat pirmasyk atliktas iSsamus ankstyvy stadijy (I ir
I) kruties véziu serganciy motery TP53 geno mutacijy tyrimas, kuriam
naudotas pazangus ir tikslus naujos kartos sekoskaitos (NKS) metodas.
Disertaciniame darbe pirma kartg Lietuvos populiacijoje atlikta detali DNR
hipermetilinimo zymeny analizé, apimanti 116 naviky, ir atskirai iSnagrinétas
TP53 mutacija turin¢iy naviky DNR metilinimo profilis. Nors kriities vézys
pasaulyje yra placiai tyrinégjamas [Cho ir kt., 2022; Dugué ir kt., 2022],
Lietuvoje iki Siol nebuvo atlikta plati biozymeny analizé, apimanti 17-0s,
skirtingas funkcijas Iasteléje atliekanciy, geny hipermetilinima.

Sio disertacinio tyrimo rezultatai parodé, kad, remiantis DNR
hipermetilinimo biozymeny tyrimu, galima statistiSkai reikSmingai atskirti
ankstyvos stadijos kriities navikus nuo nevéziniy dariniy ir diferencijuoti
kriities vézio potipius. Literatiroje raSoma, kad agresyviausio ir
heterogeniskiausio — trigubai neigiamo (TN) — potipio navikams néra
budingas daznas hipermetilinimas [Fang ir kt., 2011]. Disertaciniame darbe
buvo nustatytas isskirtinai TN potipiui budingas MT1E ir FILIP1L geny
hipermetilinimas, taip pat didelis TP53 mutacijy daznis. TP53 mutacijy
analizé atskleidé sasaja su agresyvesnio fenotipo kriities véziu, taip pat
pirmasyk Lietuvoje buvo atliktas epigenetinis TP53 mutacijg turin¢iy kriities
naviky tyrimas, kurio metu buvo aptiktas bidingas MTLE geno
hipermetilinimas bei nustatyta, kad TP53 mutacija ir FILIP1L geno
hipermetilinimas kartu prognozuoja bloga ligos baigtj. Kadangi TN krities
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véZzio potipio pacienciy iSgyvenamumas trumpiausias, galima daryti prielaida,
jog Sie epigenetiniai Zymenys turi ne tik diagnostinj, bet ir prognostinj
potencialg.

Rengiant disertacija buvo atliktas kriities vézio tyrimas, kuriame buvo
analizuojami atskiry potipiy genetiniai ir epigenetiniai skirtumai, o
molekuliné informacija siejama su klinikiniais-patologiniais rodikliais bei
iSgyvenamumu. Tai leido dar detaliau panagrinéti didelj krities vézio
heterogeniskumo laipsnj.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Kriities vézys
1.1.1. Kriity anatomija ir patologija

Kriitys — porinis organas, sudarytas i§ riebalinio, jungiamojo ir liaukinio
audinio skil¢iy. Liaukinj audinj sudaro 15-20 skilteliy (liaukuciy) turincios
pieno liaukos, susijungusios pieno latakais ir atsiveriancios spenelyje.
Kiekvienoje pieno liaukos skilteléje yra smulkesniy struktiiry, vadinamy
alveolémis, kuriose gaminamas pienas. I8ilginés jungiamojo audinio dalys
formuoja pertvaras, prilaikancias liaukines skiltis, o riebalinis audinys uzpildo
tarpus tarp liauky. Krityje taip pat gausu kraujagyslinio ir limfagysliy tinklo.
Pagrindiniai limfagysliy mazgai iSsidéste¢ pazastyse, poraktikaulinése ir
uzkrutinkaulinése limfmazgiy sankaupose (1.1 pav.) [NVI duomenys: Apie
kriities véZzj, 2014, elektroninis isteklius; Bland ir kt., 2018].

Kratineés lasta

Limfmazgiai @ @
| A
& 9 Sonkauliai {_
e e \ Riebalinis audinys
a4 \ /
2 -~
;? 0 T Raumuo<s7r Y Liaukinio audinio skiltis
\ /N /
3 ' TN Latakéliai
\ 49 B\
' ‘ Spenelis e /// Areolé
‘ /'] \ ¢

\ \

‘ e /) Spenelis
| 4 Areolé"'/‘ e
l 2% %

P BT T Liaukutes
TN r-

>3 —//
~
—

1.1 pav. Kriaties sandara [pritaikyta pagal ,,The Web site of the National
Cancer Institute®, Winslow ir kt., 2014, elektroninis isteklius].

Kriitys yra sudétingos struktiiros organas, kuris, veikiamas hormony,
per gyvenima keiciasi: pradedant brendimu, kai kriitys ima vystytis, tesiant
kiudikio maitinimo periodu, kai organas, veikiamas hormony, ima visiskai
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funkcionuoti i§skirdamas piena, ir baigiant menopauze, kuri sukelia liaukinio
audinio nykima [Bland ir kt., 2018].

Gerybiniai kriity navikai. Apie 70 % aptinkamy krities dariniy yra
gerybiniai [Sasaki ir kt., 2018]. Gerybiniai dariniai apibiidinami kaip stabils
ir bégant laikui nesikeiiantys. Jiems nebuidinga padidéjusi proliferacija ir
supiktybéjimo rizikos visai néra arba ji nedidelé [Guray ir kt., 2006; Calhoun
ir kt., 2018]. Gerybinius kraties navikus sukelia endokrininiai pakitimai
organizme (pakites moters ciklo hormony balansas), hormoniniy preparaty
vartojimas ir neendokrininiai veiksniai, tokie kaip metilksantiny perteklius
(gaunamas su kava, kakava ar arbata), antsvoris, sukeliantis endogeniniy
hormony lygj organizme, ir jodo trikumas, didinantis liaukinio epitelio
jautruma estrogeny stimuliacijai [Ghent ir kt., 1993; Sasaki ir kt., 2018].

Daugiau kaip 50-60 % visy gerybiniy dariniy sudaro
neproliferuojancioms gerybinéms kriity ligoms priskiriamos fibroadenomos
(FA), jos issivysto 10 % visy motery (1.2 A pav.) [Calhoun ir kt., 2018; Sasaki
ir kt., 2018]. Tai aiSkias ribas turintys, kapsuliuoti gerybiniai navikai, sudaryti
1§ stromos ir epitelio komponenty. Rizika i§ FA i$sivystyti karcinomai (ypaé
lobulinei) siekia 0,1-0,3 % [Sasaki ir kt., 2018].

Fibroadenoma ‘ Cista

\, [
(o>

1.2 pav. Kriity gerybiniai dariniai: fibroadenoma (A) ir cista (B) [pritaikyta
pagal ,,Spectrum Health Lakeland", 2022, elektroninis i$teklius].

Cistos — nedideli, skysc¢io prisipild¢ pieno latakéliy iSsiplétimai, jy
dydis yra nuo 1 mm iki keliy centimetry (1.2 B pav.). Kai kurios cistos
vadinamos apokrininémis ir yra iSklotos sekrecinémis lastelémis, kuriose yra
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mitochondriniy-lizosominiy ir sekreciniy granuliy. Sis epitelis daznai yra
stulpelinis, su iSreikStu apvaliu branduoliu, taciau S$io pobtdzio netipiné
hiperplazija néra linkusi piktybéti ir véziniais dariniais tampa tik 0,3 % cisty.
Apokrininés cistos nuo paprastyjy skiriasi kalio ir tam tikry steroidiniy
hormony kiekiu [Calhoun ir kt., 2018].

I8skiriama keletas tipy gerybiniy dariniy, kuriy supiktybéjimo tikimybe
yra didesné. Tai sklerozuojanti adenozé, nustatoma 28 % atvejy i§ visy
gerybiniy dariniy ir dvigubinanti rizikg iSsivystyti kriities véziui. Netipinés
duktalinés hiperplazijos rizika tapti duktaline karcinoma in situ (DCIS) yra
13-31 %, kaip ir netipinés lobulinés hiperplazijos, dél kurios vézio
i$sivystymo rizika, palyginti su sveikomis moterimis, padidéja keturis kartus.
Latakéliy papilomos taip pat yra gerybiniai dariniai, kurie didina krties vézio
atsiradimo rizika nuo 2 iki 5 karty [Sasaki ir kt., 2018].

Kriities véZys — labai heterogeniska onkologiné liga, kurios atsiradimo,
progresavimo ir metastaziy plitimo procesa aktyvuoja pakite lastelés
signaliniai keliai, reguliuojantys augimo, proliferacijos, diferenciacijos,
atsako j stresa, DNR taisymo, metabolizmo ir apoptozés procesus. Sie
pokyciai vyksta palaipsniui, iki lgstelé supiktybéja [Joshi ir kt., 2018].
Paveldimas krities vézys sudaro iki 5-10 % visy kriity vézio atvejy, likusi
dalis yra sporadiniai navikai, kuriy atsiradimg nulemia genetiniai ir
epigenetiniai pokyciai [Poggio ir kt., 2018].

Neinvazinis kruties vézys — tai neiSplites vézys, dazniausiai
atsirandantis latakéliuose ir vadinamas duktaline karcinoma in situ (angl.
ductal carcinoma in situ, DCIS; 1.3 A pav.) arba lobuline karcinoma in situ
(angl. lobular carcinoma in situ, LCIS; 1.3 B pav.), kuri yra retesnio tipo ir
atsiranda liaukiniame kriities audinyje. Nors netipinés lastelés yra lokalios ir
nei$plitusios j gretimus audinius, taciau §io tipo vézys gali progresuoti ir tapti
invazinis [Akram ir kt., 2017].
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A Duktaliné karcinoma in situ (DCIS)

\\ W\ Normali latakeélio
sienelé

Skiltis

& Jﬁi‘%@?— Latakéliai

DCIS vesines
lastelés
RO

NI SSE \Riebalinis
audinys

(’v‘

B Lobuliné karcinoma in situ (LCIS)

Normali skiltelé

\?/éiinés

lastelés

. [ Riebalinis
audinys

1.3 pav. Duktaliné (A) ir lobuliné (B) kriities karcinoma in situ [pritaikyta
pagal ,,The Web site of the National Cancer Institute“,Winslow ir kt., 2014,
elektroninis isteklius].

Invazinis kriities vézys — greitai plintanti i§ pirminés atsiradimo vietos
liga. Siam tipui bidingas véziniy lasteliy plitimas jau ankstyvame vystymosi
etape. I$plites invazinis kriities vézys vadinamas metastazavusiu, o organai ir
audiniai, ] kuriuos kriities véZio lastelés dazniausiai metastazuoja, yra
smegenys, kaulai, plaudiai, antinks¢iai ir kepenys [Welch ir kt., 2019].
Dazniausiai nustatomas invazinio Kriities véZzio tipas yra invaziné duktaliné
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karcinoma (angl. infiltating ductal carcinoma, IDC) — 75 % atvejy, reciau
pasitaiko invaziné lobuliné karcinoma (angl. infiltrating lobular carcinoma,
ILC) — 15 % atvejy [American Cancer Society, 2019, elektroninis isteklius].
Prie invaziniy krities vézio tipy taip pat priskiriamos retesnés formos:
meduliné, koloidiné, tubuliné, metaplaziné, papiliariné karcinomos,
uzdegiminis kriities vézys ir Pedzeto liga [Akram ir kt., 2017].

1.1.2. Kruties vézio epidemiologija

Krities vézys yra dazniausiai diagnozuojama motery véziné liga pasaulyje.
2020 m. registruota daugiau nei 2,26 mlin. naujy susirgimy ir apytiksliai 685
000 mirciy nuo krities vézio (1.4 A, B pav.). Kriities vézys yra dazniausia
motery mirties nuo vézio priezastis ir patenka tarp penkiy dazniausiy mirties
priezaséiy nuo vézio pasaulyje [Ferlay ir kt., 2022]. Numanoma, kad Europoje
iki 2040 m. kruties vézio atvejy padaugés beveik 10 %, o mirtingumas bus 25
% didesnis nei 2020 m.

Atvejai 100°000 gyventojy

265.1
50.2-65.1
39.0-50.2

28.1-39.0 Bl Neskaitivojama
<281 Néra duomeny

Atvejai 100000 gyventojy

2174
142-17.4
11.7-14.2 A
9.8-11.7 = Neskaiciuojama "o
B Nera duomeny

1.4 pav. Sergamumo Kriities véziu (A) ir mirtingumo nuo Kriities vézio
(B) rodikliai pasaulyje, standartizuoti pagal amziy ir skai¢iuojami 100000
gyventojy [pritaikyta pagal Ferlay ir kt., 2022].
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Lietuvoje krities vézys sudaro 22 % visy nustatomy motery piktybiniy
ligy, 0 mirtingumas nuo $ios ligos pirmauja tarp visy vézio tipy ir siekia 13 %
[Ferlay ir kt., 2022]. Tikimybé susirgti kraties véziu Lietuvos moterims
pradeda augti nuo 30 mety amzZiaus ir pika pasiekia sulaukus 60—70 mety
amziaus, O toliau su amZiumi mazéja [Europos véZio informacijos sistemos
(ECIS) duomenys, 2019, elektroninis isteklius].

Lietuvoje kasmet diagnozuojama apie 1500 naujy kruties vézio atvejy,
kuriy didziajg dalj (~66 %) sudaro I ir |1 stadijy kriities vézys, apie 15 % atvejy
liga diagnozuojama Ill stadijoje ir apytiksliai 9 % — IV stadijoje. Nors
mirtingumas nuo kriities vézio visose amziaus grupése uzima pirmga vietg (14
%), daugiau nei 1 mety iSgyvenamumas siekia 93 %, apie 5 metus iSgyvena
79 %, o vir§ 10 m. — apie 40 % susirgusiyjy [Lietuvos véZio registro
duomenys: Vézys Lietuvoje 2017, elektroninis isteklius].

1.1.3. Kriaties vézio rizikos veiksniai

Hormony jtaka. Kriities vézio atsiradimg lemia daugelis aplinkos ir vidiniy
organizmo veiksniy. Vienas i$ tokiy veiksniy — menstruacijy pradzios amzius.
Zinoma, kad kuo véliau jos prasideda, tuo rizika susirgti yra mazesné. Sisti ir
kolegy atliktame tyrime teigiama, kad santykiné kriities vézio rizika didéja 5
% su kiekvienais ankstyvy menarchiy metais [Sisti ir kt., 2015], o mergaitéms,
kurioms menstruacijos atsirado vyresniame nei 13 mety amziuje, tikimybé
ilgainiui susirgti kruties véziu buvo 18 % mazZesné nei toms, kurioms
hormoninis ciklas prasidéjo 11 mety, ir tai buvo svarbesnis veiksnys nei
menopauzés pradzios amzius [Collaborative Group on Hormonal Factors in
Breast Cancer 2012].

Sasaja su kriities vézio rizika turi ir palikuoniy skaicius bei Zindymo
trukmée — didesnis palikuoniy skaiCius ir jaunesnis moters amzius gimdymo
metu, kaip ir ilgesnis Zindymo laikotarpis, reikSmingai mazina susirgimo
tikimybe [Dall ir kt., 2017]. 2013 m. atliktoje 32 tyrimy apZvalgoje hurodoma,
kad nors kartg zindziusioms moterims, palyginti su niekada nezindziusiomis,
kriities véZio rizika yra 14 % mazesné, o zindziusioms 12 ménesiy ir ilgiau —
rizika sumazéja 28 % [Anothaisintawee ir kt., 2013].

Kraties vézio rizikai svarbus moters amzius ne tik vaisingumo
pradzioje, bet ir jo pabaigoje. Zinoma, kad vélyva menopauze patyrusios
moterys turi statistiskai didesn¢ tikimybe susirgti kriities véziu [Sisti ir kt.,
2016]. Saxena ir kolegy atliktas tyrimas atskleidé, kaip menopauzés
simptomams palengvinti skiriamas hormoninis gydymas (taikytas ne maziau
kaip 15 mety) veikia krities vézio rizika: estrogeny terapija $ig rizika didina
19 %, o kombinuota estrogeny ir progesterony terapija — net 83 % [Saxena ir
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kt., 2010]. Siuolaikiniy kontraceptiniy preparaty tyrimai rodo, kad moterims,
vartojanc¢ioms kontraceptines tabletes, rizika susirgti kriities véziu padidéja 20
% ir iSlieka iki 5 mety po vaisto vartojimo nutraukimo, jei vaisto vartojimo
trukmé buvo daugiau nei 5 metai [White ir kt., 2018].

Amzius. Krities vézys jaunoms, iki 25 mety amziaus moterims
diagnozuojamas labai retai (< 10 atvejy 100 tikst. motery), bet iki 45 mety
amziaus §i tikimybé¢ padidéja 100 karty ir tolygiai didéja iki 75 mety amziaus.
Krities vézio diagnozavimas populiacijoje pika pasiekia 60—70 mety amziaus
grupéje ir nuo 80-ies mety pamazu maz¢ja [Dumitrescu ir kt., 2005].

Rasé. Kruties vézys dazniausiai diagnozuojamas baltosios rasés
moterims (130,8 atvejy 100 tiikst. motery). Nuo jy nedaug atsilieka juodaodés
— tarp jy kruties véziu serga 126,7 i§ 100 tiukst. motery. Juodaodziy motery
mirtingumas nuo kraties vézio yra didziausias tarp visy rasiy (24,8 atvejy 100
tokst. motery) ir net dvigubai lenkia Azijos—Ramiojo vandenyno saly
gyventojy rodiklius, kuriy i§gyvenamumo duomenys yra geriausi (11,5 atvejy
i§ 100 tukst. motery). Palyginti su kity rasiy moterimis, juodaodéms krities
vézys dazniau diagnozuojamas iki 40 mety amziaus, o mirties atvejy
nustatoma jvairiose amziaus grupése. Nagrinéjant pagal kriities véZio potipiy
pasiskirstymg tarp rasiy, matyti, kad daugiau nei 30 % juodaodziy raséje
sudaro TN potipis, kuris kitose rasése aptinkamas perpus rec¢iau [American
cancer society, 2019].

Paveldimumas. Moterims, kuriy $eimos istorijoje buvo kriities vézio
atvejy (ypac tarp pirmos eilés giminaiéiy), rizika susirgti yra 1,75 Kkarto
didesné. Si rizika tampa didesné 2-5 kartus, jei serganiyjy kriities véziu
giminéje buvo daugiau nei vienas pirmos eilés giminaitis. Rizika taip pat
did¢ja, jei diagnozés giminéje buvo nustatytos jauname amziuje ar kriities
vézys iSsivysté abiejose kratyse [Sun ir kt., 2017].

Aplinkos poveikis. Veikshiams, susijusiems su aplinkos poveikiu,
priskiriamas rukymas, alkoholio vartojimas, antsvoris ir fizinio aktyvumo
trikumas [Baselga ir kt., 2002; Kim ir kt., 2014]. Daugiau nei 10 mety
rukanc¢ioms moterys, ypa¢ pradéjusioms rikyti prie§ pirmojo vaiko gimima,
krities vézio iSsivystymo rizika padidéja 18 % [Gaudet ir kt., 2013].
Alkoholio vartojimas irgi didina krities vézio i$sivystymo rizika: moterims,
per dieng suvartojan¢ioms 2-3 alkoholinio gérimo vienetus, rizika susirgti
krities véziu yra 20 % didesné nei alkoholio nevartojan¢ioms [Liu ir kt.,
2015]. Didelis antsvoris po menopauzés beveik dvigubai didina kriities vézio,
kuriam biidinga hormony receptoriy raiska, iSsivystymo lygj. Didelis kiino
riebaly kiekis kelia estrogeno lygj ir suzadina Kity hormony raiska, pvz.,
didina insulino kiekj organizme, taciau fizinis aktyvumas hormony balansa
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sureguliuoja ir reguliariai sportuojan¢ioms moterims kriities vézio rizika
sumazéja 10-20 % [lyengar ir kt., 2019; Pizot ir kt., 2016].

1.1.4. Krities vézio klasifikacija

Zinoma, kad skirtingose kriities véZio vystymosi stadijose ligos molekuling,
fiziologiné ar morfologiné biisena, atsakas j gydyma ir ligos eiga gali keistis.
Nepaisant ligos heterogeniskumo, kriities vézys gali buti klasifikuojamas
remiantis imunohistocheminiais, histopatologiniais ir genetiniais metodais
[Perou ir kt., 2000; Eliyatkin ir kt., 2015; Nascimento ir kt., 2020]. Siuo metu
patologai iSskiria Keturias pagrindines kraties vézio grupes — potipius ir,
remdamiesi nustatytu potipiu, skiria specifinj gydyma.

Kruties vézys yra diagnozuojamas ir apibudinamas pagal 5 Kkriterijus:

1. Histopatologinis tipas, nurodantis kokio tipo audinyje yra atsirades
krities vézys:

e Invaziné duktaliné karcinoma (IDC) (~75%)
e  Duktaliné karcinoma in situ (DCIS) (~15%)
e Invaziné lobuliné karcinoma (ILC) (~5%)

2. Diferenciacijos laipsnis (angl. grade, G), apibudinantis gerai
diferencijuotus navikus (G1) kaip maziau piktybinius, palyginti su vidutinés
diferenciacijos navikais (G2) ar piktybiskiausiais — blogai diferencijuotais
(G3) navikais.

3. Ligos stadija pagal TNM sistema, kriities navikus skirstant pagal
dydj (angl. tumor, T), plitimg j sritinius limfmazgius (angl. node, N) ir
metastazes (angl. metastasis, M). Pagal Sia sistema skiriamos I, Il, Il ir IV
ligos stadijos (1.1 lentelé).
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1.1 lentelé. Kriities vézio klasifikavimas pagal TNM sistemg [UICC 2022,
elektroninis isteklius].

TNM Apibudinimas Stadija TNM kodas
vertinimas

Tis Navikas in situ 0 TisNOMO

T1 Navikas <2 cm I TINOMO

T2 Navikas > 2 cm, bet <5 cm 1A TON1IMO

T3 Navikas > 5 cm TINIMO

T4 Bet kokio dydzio, isplites T2NOMO
per krities sienelg, odos
pazeidimai

NO Sritiniai limfmazgiai 1B T2N1MO
nepazeisti T3NOMO

N1 Metastazés 1-3 A TON2MO
paZastiniuose limfmazgiuose T1IN2MO

N2 Metastazés 4-9 T2N2MO
pazastiniuose limfmazgiuose T3N1MO

N3 Metastazés > 10 kaklo ir T3N2MO
poraktikauliniy limfmazgiy

MO Metastaziy néra 1B T4AN(visi)MO

M1 Vézys randamas kituose I C T(visi)N3MO
organuose IV | T(visi)N(visi)M1

4. Imunohistocheminé, receptoriné naviko biisena, apibidinanti
navikg pagal estrogeno (ER) ir progesterono (PR) receptoriy bei zmogaus
epidermio augimo veiksnio 2 (HER2), taip pat lasteliy proliferacijos Zymens
Ki-67 raiskos lygj (zr. 1.1.5 poskyrj ,,Kriities vézio molekuliniai potipiai‘).

5. Genetiné ir specifiniy Zymeny analizé, leidZianti grupuoti krities
vézj i paveldima (kai yra mutaves BRCALl ar BRCA2 genas), ar sporadinj
navika, taip pat tikslinti diagnoze ar gydymo efektyvumg, atliekant CA 15-3,
CA125, CEA baltyminiy zymeny tyrima ir genetinius testus (PAMSO0,
MammaPrint, Oncotype DX, Theros/MGI ir MapQuant DX [Colombo ir kt.,
2011].

Istyre kriities naviko histopatologinius ir imunohistocheminius
parametrus, onkologai ir patologai priskiria krtties vézj tam tikram tipui,
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stadijai ir potipiui, kuriems yra btidingi ne tik tam tikri ligos parametrai, bet ir
ligos eiga bei gydymo schema.

1.1.5. Kriities vézio molekuliniai potipiai

Kriities vézys yra skiriamas j keturis pagrindinius potipius:

1. Luminalinis A (LA) potipis apibtudina navika kaip teigiama pagal
abiejy receptoriy — estrogeno (ER+) ir progesterono (PR+) — raiska,
taiau Siam potipiui nebudinga HER2 receptoriaus geno
amplifikacija, taip pat randama nedidelé proliferacijos Zymens Ki-67
(< 14 %) raidka. Sio tipo navikai sudaro didZiausia procenta i§ visy
nustatomy kriities vézio potipiy. LA navikai yra létai augantys ir
maziausiai agresyvaus fenotipo [Zardavas ir kt., 2015].

2. Luminaliniam B (LB) potipiui, kaip ir LA, biidinga ER receptoriy
raiSka, 0 PR receptoriaus raiska gali biiti padidéjusi arba jos gali
nebiti. Be to, LB potipio navikuose randama HER2 receptoriaus geno
amplifikacija, taip pat didelé (> 14 %) proliferacijos Zymens Ki-67
raiska. Kadangi LB yra agresyvesnio tipo kraties vézys nei LA,
atsakas j gydyma yra prastesnis. Jprastai LA ir LB navikai yra gydomi
skiriant hormony terapija, pvz., tamoksifena, kuris blokuoja estrogeno
saveika su receptoriumi. [Zardavas ir kt., 2015].

3. HERZ2 kriities véZio potipiui nebtdinga estrogeno ir progesterono
hormony receptoriy raiska, taciau biidinga HER2 receptoriaus geno
amplifikacija, lemianti greitg ir nekontroliuojamg lasteliy augimg ir
dalijimasi. Sis potipis yra agresyvesnis uz luminalinius, tagiau
sé¢kmingai gydomas monokloniniais antikiinais, pvz., trastuzumabu
[Zardavas ir kt., 2015].

4. Trigubai neigiamas (TN) potipis sudaro apie 15-20 % visy
nustatomy kriities véZio atvejy ir yra neigiamas pagal ER ir PR
hormony receptoriy ir HER2 receptoriaus raiska. TN krities véziui
dazniau budingas ligos atkrytis, didesné metastaziy iSsivystymo
tikimybé, o vidutinis iSgyvenamumas, jei liga yra metastazavusi,
siekia 13—-18 ménesiy [Andre ir kt., 2012]. Siam potipiui badingos
geny BRCAL/2 ir TP53 mutacijos, didelé proliferacijos Zymens Ki-67
raiSka ir padidéjusi citokeratiny, P-kadherino, kalveoliny, nestino,
CD44, epidermio augimo veiksnio receptoriaus (EGFR), hepatocity ir
insulino augimo veiksniy raiska [Pourteimoor ir kt., 2016]. TN potipis
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yra agresyviausias, jo prognozé blogiausia, o0 gydymas -
konservatyvus, netaikoma specifiné taikiniy terapija.

Lehman ir kolegos [Lehmann ir kt., 2011], remdamiesi geny raiskos
tyrimais ir somatinémis mutacijomis, iSskyré siuos TN kriities véZio potipius:

a)

b)

d)

BL1 (angl. basal-like 1) potipiui budingi pokyc¢iai genuose,
susijusiuose su atsaku ] DNR pazaidas ir lastelés ciklo reguliacija, taip
pat itin didelis TP53 mutacijy daznis (92 %), didelis MYC, CDK® ar
CCNE1 geny amplifikacijos daznis, BRCA2, PTEN, MDM2 ir RB
geny funkcijos praradimas [Bareche ir kt., 2018].

BL2 (angl. basal-like 2) potipiui bidingas aukstas augimo veiksniy
raiSkos lygis ir metabolizmas, greitos proliferacijos fenotipas,
koreliuojantis su padidéjusiu pCR (angl. pathological complete
response). Siam potipiui biidingas teigiamas atsakas j véZio gydyma,
kai naudojami mitozeés slopikliai, pvz., taksanai.

IM (angl. immunomodulatory) potipiui budinga antigeny raiska ir
aktyviis imuniniy Iasteliy bei citokiny (JAK/STAT, TNF, NK«B)
signaliniai keliai.

MSL (angl. mesenchymal stem-like) potipis panasus j mezenchiminj
potipj, kuriam biidingas panaSus geny raiSkos profilis, susijes su
lasteliy invaziskumu ir diferenciacija. Taip pat MSL potipiui budingas
unikalus, su angiogeneze ir kamieninémis lgstelémis susijusiy geny
aktyvumas ir maza klaudiny, transmembraniniy baltymy, atsakingy
uz tarplastelinius rySius, raiska.

Nepaisant neigiamos ER raiskos, LAR (angl. luminal androgen
receptor) potipis pasizymi jam btudingu, panasiu j luminaliniy naviky
geny raiSkos profiliu (FOXALl, GATA3, SPDEF ir XBP1) ir
padidéjusiu androgeny receptoriaus iRNR ir baltymy lygiu. LAR
navikuose daznai randama PIK3CA (55 %), KMT2C (19 %), CDH1
(13 %), NF1 (13 %) ir AKT1 (13 %) geny mutacijy [Bareche ir kt.,
2018].
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1.2. DNR mutacijy reik§mé vézio vystymuisi
1.2.1. DNR mutacijy tipai

Zmogaus genome yra daugiau nei 3,1 mlrd. nukleotidy pory ir tam, kad
lastelés ciklas vykty be trikdziy, kiekvienas nukleotidas replikacijos metu turi
buti atidziai nukopijuojamas, o dél aplinkos poveikio susidaran¢ios pazaidos
— nuolat taisomos. Klaidos replikacijos metu yra retos (0,000165 %), ta¢iau
jivyksta kas 10% nukleotidy [Carlin ir kt., 2011]. Mutacijos — tai reti DNR
sekos pokyciai, kurie gali lemti transliuojamo baltymo pokycius, pakeisti ar
nutildyti geno rai$kg arba nepaveikti nei geno, nei baltymo funkcijos.

Pagal DNR struktiiros poky¢ius mutacijos yra skirstomos | $iuos tipus:

1) Taskinés mutacijos, kuriy vienas nukleotidas yra pakeistas kitu. Sis
mutacijy tipas toliau dar gali bati skirstomas j:

a. missense (keiCian¢ias prasme¢) mutacijas, kai transliuojamame
baltyme yra pakeiiama aminorfgstis ir tai gali lemti baltymo
funkcijos pokyt;.

b. nonsense (neprasmingas) mutacijas, lemian¢ias ankstyvo STOP
kodono atsiradimg sekoje ir nefunkcionaly baltymg.

c. silent (neutralias) mutacijas, kai nukleotido pakaita nekeiCia
transliuojamo baltymo aminoraigsciy sekos.

2) Sukeliancios rémelio poslinkj:

a. insercijos, kai j seka jsiterpia vienas ar du nukleotidai, galintys sukelti
rémelio poslinkio efekta ir taip paveikti transliuvojamo baltymo
funkcija.

b. delecijos, kai i§ sekos pasalinamas vienas ar keli nukleotidai. Si
mutacija gali lemti nedidelius poky¢ius, pvz., vienos aminortgsties
pasikeitimg, arba didelius baltymo pazeidimus dél skaitymo rémelio
poslinkio. Iskritus didesniam chromosomos regionui, gali biti
prarandamas didelis geny kiekis arba 1§ naujai susiliejusiy
chromosomos regiony gali buti transliuojami nauji baltymai.

3) Amplifikacijos — tai chromosomos dalies pagauséjimas, dél kurio daugéja
geny kopijy skaicius ir iSauga jy produkty kiekis.
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4) Inversijos — ,apsivertusios“ DNR sekos, galin¢ios paveikti baltymo
funkcijas.

5) Translokacijos — nehomologiniy chromosomy apsikeitimas chromosomy
dalimis.

Mutacijos gali paveikti tiek transkripcijos, tiek transliacijos produkta,
keisdamos jo funkcija, todél pagal poveikj funkcijai, mutacijos yra skirstomos

1

1. Dominuojanciai neigiamas (angl. dominant negative), kai mutantinis
baltymas veikia prieSingai wild-type variantui.

2. Padidéjusios funkcijos (angl. gain-of-function, GOF), kai mutantinis
baltymas jgauna naujg, nenormalig funkcija

3. Praradusias funkcijq (angl. loss-of-function, LOF), kai mutantinis
baltymas neturi jokios funkcijos arba ji yra sumazéjusi [Kassem ir kt.,
2012].

1.2.2. DNR pazaidy taisymas ir vézys

Lastele nuolat veikia ne tik iSoriniai (UV, radioaktyvioji spinduliuoté,
cheminés medziagos, reaktyvusis deguonis ir tt.), bet ir vidiniai veiksniai,
tokie kaip DNR sintezés metu nei§vengiamos polimerazés klaidos, todél
susidaran¢ios genetinés pazaidos yra didelis is8Sukis lgstelés genomo
integralumui. Tam, kad bty palaikomas genominis vientisumas, eukarioty
lastelése yra jvairiy pazaidy taisymo mechanizmy, o juos aptinka sudétingos
DNR pazaidy kontrolés sistemos, gebancios sustabdyti lgstelés ciklg, kad
pakakty laiko DNR pazaidoms taisyti. Aptikus ir istaisius pazaida, lastelés
ciklas vykdomas toliau arba prasideda apoptozé. Mutavus svarbiems pazaidy
taisymo komponentams, pvz., BRCAL/2 ar TP53, mutacijos lasteléje kaupiasi
ir tokia lastelé ima piktybéti [Basu ir kt., 2018].

DNR taisymo mechanizmai uztikrina genomo stabilumg ir vientisuma.
SustabdZzius Igstelés cikla, aktyvuojamas pazaidai specifinis DNR pazaidy
taisymo mechanizmas. Viengrandiniai trukiai taisomi naudojant ekscizing
baziy reparacija (angl. base excision repair, BER), dideli DNR aduktai ir DNR
sarySos (angl. crosslink) taisomos ekscizinés nukleotidy reparacijos (angl.
nucleotide excision repair, NER) metodu, o dvigrandiniai trakiai taisomi
pasitelkiant nehomologinj galy sujungimag (angl. non-homologous end-
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joining, NHEJ) ir homologine rekombinacine reparacija (angl. homologous
recombination repair, HRR) [Ahmad ir kt., 2015].

Taisant trukius NHEJ metodu, nutrik¢ DNR galai suartinami ir
suliguojami, taciau §is taisymo biidas néra labai tikslus ir palieka klaidy, dél
to taisoma seka lieka pakitusi [Chang ir kt., 2017]. Jeigu kaip triikio taisymo
Sablonas yra prieinama seseriné chromatide, tuomet DNR replikacijos metu ar
i$ karto po jos inicijuojamas tikslesnis klaidy taisymo mechanizmas — HRR,
kuriame dalyvauja BRCA1l ir BRCA2 geny koduojami baltymai
[Venkitaraman ir kt., 2002]. BRCA1/2 yra aktyvuojami ATM/ATR signaliniy
baltymy, kaip atsakas j genotoksinj stresa. Aktyvuoti BRCA1/2 dalyvauja
taisant pazaidas HRR metodu, o p53 tuo metu saugo lasteles nuo BRCA1
klaidy taisymo metu, stabdydamas lgstelés cikla ir, jei reikia, skatindamas
lastelés apoptoze. Krities véziu serganciy ir BRCAL/2 mutacijy turinéiy
motery lastelése daznai kartu randamas mutaves p53, todél iy DNR taisymui
svarbiy geny pazaidos lemia lgstelés piktybéjima, veikdamos ir Kitus kelius,
pvz., padidéjusji MY C aktyvuma ar AKT kinazés atsako kelig [Kessler ir kt.,
2013] (1.5 pav.).

ﬁ -
/ proliferacija
4 PI3K

Lastelés ciklo
stabdymas

Lastelés iSgyvenamumas ir
proliferacija

1.5 pav. DNR taisymas, dalyvaujant BRCA1/2 ir p53 baltymams
[pritaikyta pagal Kessler ir kt., 2013].

Dél mutacijy p53 baltymui praradus funkcija, sutrinka ir 1gstelés ciklo
kontrolé [Otto ir kt., 2017]. Teigiama, jog dauguma kontrolés tasky yra bitini,
kad vézinés lastelés galéty nekontroliuojamai dalintis. Vienas i§ pakitusiy
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kontrolés tasky navikingje Igsteléje yra DNR pazaidy kontrolés taskas, kuriam
nebefunkcionuojant, lastelés dalijimasis tesiasi, o DNR mutacijos tokioje
lasteléje kaupiasi. PanasSiai yra su mitozés kontrolés tasku: jis véZinei lastelei
padeda iSvengti letalaus chromosomy neatsiskyrimo [Matthews ir kt., 2022].

1.2.3. Paveldimas kriities véZys

Kaip jau minéta, apie 5-10 % visy krities vézio atvejy yra paveldimi, o
moterims, paveldéjusioms mutavusj BRCAL ar BRCA2 gena, rizika susirgti
kruties véziu smarkiai iSauga [Matta ir kt., 2022]. Pirmoji sgsaja su krities
véziu ir paveldimumu buvo pastebéta dar XIX a. viduryje garsaus pranciizy
gydytojo Pierre’o Paulo Broca’os. Gydytojas, iSanalizaves vienos $eimos
ligos istorijg pastebéjo, jog per keturias kartas nuo Sios ligos miré 10 i§ 24
Seimos motery [Godet ir kt., 2017]. 1990 m. Hall ir kolegos nustaté, jog
serganciyjy kriities véziu 17q21 chromosomos srityje daznos mutacijos, todél
imta atidZiau tirti potencialius genus, nulemiancius ligos atsiradimg [Hall ir
kt., 1990]. Tolesni tyrimai patvirtino, kad 17 chromosomoje yra sritis, kurios
pazaida nulemia ankstyva kraties ir kiauSidziy vézio vystymasi [Easton ir kt.,
1993]. Naudodamiesi pozicinio klonavimo metodu, Miki ir kolegos [Miki ir
kt., 1994] nustaté, kad 17g21.3 regione yra BRCAL genas, o tuo pat metu kitos
komandos tyrimais buvo nustatyta ir BRCA2 geno lokalizacija (13g912-13)
[Wooster ir kt., 1994].

Be dazniausiai mutuojanciy BRCAL ir BRCA2 geny, kriities navikuose
aptinkama ir kity mutacijy, galinCiy sukelti kraties vézj. Viena i§ tokiy
mutacijy yra ATM geno mutacija, randama 40 % krities vézio atvejy,
STK11/LKB1, sukelianti Peutz—Jegher sindroma, taip pat PTEN mutacija,
sukelianti Cowden sindromg ir padidinanti kriities véZzio rizikg 20-30 %. Li-
Fraumeni sindromg sukelianti TP53 mutacija, padidina kraties véZio
atsiradimo rizikg iki 80 %, o PALB2 mutavusio geno paveldétojams ligos
i8sivystymo rizika siekia 14-35 % [Godet ir kt., 2017; Penkert ir kt., 2018;
Stucci ir kt., 2021].

1.2.4. BRCA1/2 genai ir kriities vézys

BRCA1 genas. BRCA1 genas yra navika slopinantis genas, sudarytas i$

24 egzony ir koduojantis 220 kDa baltymg, sudarytg i§ 1863 aminoriigsciy

(a.r.) [,,Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology*,

Banerjee, 2020, elektroninis isteklius]. BRCA1 baltymo N galo RING

domenas pasizymi E3 ligazés aktyvumu, koduojamu 2-7 egzony ir turi

fosfoproteinus prijungiantj C galg, koduojama 16-24 egzony. 11-13 egzonai
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koduoja du NLS (angl. nuclear localisation sequences) ir baltymy
prisijungimo regionus, svarbius sgveikai su baltymais, dalyvaujanciais
jvairiuose lagstelés signaliniuose keliuose, jskaitant naviky augimag
slopinanéius genus, onkogenus ir su DNR taisymu susijusius baltymus [Hollis
ir kt., 2017].

BRCAL baltymas yra svarbus transkripcijos reguliacijos, chromatino
remodeliavimo, apoptozés ir ubikvitino prijungimo procesuose, taciau
svarbiausia jo funkcija yra genomo stabilumo palaikymas — BRCAL1
slopinamai veikia naviky augima ir dalyvauja DNR taisymo procesuose,
lastelés ciklo kontrolés taskuose ir apoptozés kaskados paleidimo procese. Be
to, neseniai nustatyta, kad BRCA1 dalyvauja palaikant genomo stabiluma,
neleisdamas susidaryti tandeminéms duplikacijoms [Willis ir kt., 2017] ir
RNR-DNR hibridams (R kilpai) [Hatchi ir kt., 2015].

BRCAL geno mutacijos laikomos pagrindine paveldimo krities vézio
atsiradimo priezastimi ir yra susijusios su 40-45 % Seiminiy kriities vézio
atvejy [Rosen ir kt., 2003]. Moterims, turin¢ioms paveldéta BRCAL geno
mutacija, rizika susirgti krtties véziu yra apie 70-90 %, o kiausidziy véziu —
37-62 % [Janavicius ir kt., 2010]. Dauguma naviky, kuriuose yra BRCA1
mutacija, yra blogos diferenciacijos ir klasifikuojami kaip infiltracinés
duktalinés karcinomos. Apie 80 % motery, turin¢iy BRCA1 mutacijg, iSsivysto
trigubai neigiamas kriities vézio potipis [Turner ir kt., 2006; Bayraktar ir kt.,
2012].

Siuo metu nustatyta daugiau nei 1600 geno BRCA1 mutacijy, kurios
dazniausiai sukelia rémelio poslinkj, lemiantj nefunkcionalaus baltymo
susiformavima [Rebbeck ir kt., 2018]. Daugiau nei pusé mutacijy randama 11
egzone, kuris sudaro apie 60 % geno koduojancio regiono [Wang ir kt., 2012]
(1.6 pav.). Rebbeck ir kolegy atliktame beveik 30 takst. Seimy tyrime buvo
analizuojamos dazniausiai pasitaikan¢ios BRCAL1 mutacijos ir vertinamas jy
paplitimas pasaulyje. T § tyrimg jtrauktose lietuviy Seimose dazniausiai
randamos mutacijos buvo ¢.181T>G, c¢.4035del, ¢.5266dup, ¢.1687C>T ir
€.5177_5180del [Rebbeck ir kt., 2018].
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BRCA1 geno mutacijos
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1.6 pav. BRCA1 geno mutacijuy procentinis pasiskirstymas tarp egzony
[pritaikyta pagal Juwle ir kt., 2012].

BRCA2 genas. Naviko augima slopinantis BRCA2 genas randamas
13q13.1 chromosomoje ir yra sudarytas i§ 27 egzony. BRCA2 baltymas, kurio
transliacija vyksta nuo antro geno egzono, yra 384 kDa (3418 a.r.) dydzio.
Baltymas sudarytas i§ transkripcijos aktyvacijos domeno N gale,
sgveikaujan¢io su PALB2, ir C terminalinio regiono, kuriame yra dvi j
branduolj nukreipiancios sekos (angl. nuclear localization signals, NLS). Taip
pat baltyme yra su DNR saveikaujantys domenai, trys oligonukleotidy ir
oligosacharidy jungimosi vietos (angl. oligonucleotide—oligosaccharide—
binding, OB) ir papildoma su RADS51 sgveikaujanti C galo sritis. Tarp N ir C
galiniy baltymo daliy yra 8 konservatyvis BCR pasikartojimai, sudaryti i§ 30
a.r. ir koduojami BRCA2 geno 11 egzono. Prie $iy BCR pasikartojimy
besijungianti rekombinazé RADS51 dalyvauja DNR taisymo procese [Shahid,
ir kt., 2014; Hollis ir kt., 2017] (1.7 pav.).

/ PALB2 jungimosi "\ -
domenas Susijungimo‘ NLS ir RAD51
(ar ) I suDNR jungimosi
& - Susiiuni 3 BCR pasikartojimai | domenas domenas)
Transaktyvacijos usljungimo su {Jungimosi su (a.r. - (tarp 3263-
domenas DNRd?m?na,q RAD51 domenas) 3184) || 3385a.r)
(a.r. 15-105) fa.r. 250-500) ) {ar. 1002-2085) —
! \ J _l
3 Brea2 ' oz
, (13 [ I 1 11110 N 11
Egzonai [3[[| 10 | 11 | IIEIINEIER
2468 12 1517 1921 (¢4 26

579 13 16 20223

1.7 pav. BRCAZ2 baltymo domenai (a) ir geno egzonai (b) [pritaikyta pagal
Andreassen ir kt., 2021].
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BRCAZ2 raiSka priklauso nuo lastelés ciklo, o daugiausia baltymo
randama S fazés metu. Pagrindiné geno funkcija yra genomo vientisumo
palaikymas ir atsakas i DNR pazaidas, kurias BRCA2 taiso HR biidu,
buidamas komplekse su RADS1. Svarbi BRCAZ2 funkcija yra lgstelés kontrolés
tasky reguliavimas, stabdant Igstelés ciklg G1 ir G2/M fazése, ir chromosomy
lokalizavimas mejozéje pirmos profazés metu [Guenard ir Durocher 2010].
Taip pat zinoma, kad BRCA2 dalyvauja papildomuose genomo stabilumo
palaikymo procesuose, tokiuose kaip apoptozé, centrosomy dalijimasis ir
replikacinés Sakutés stabilizavimas [Venkitaraman ir kt., 2002; Fradet-
Turcotte ir kt., 2016].

BRCA2 mutacijos yra susijusios su paveldimo kriities véZzio atsiradimu
(apie 6070 %) ir ne tik — jos lemia 3-19 % kiausidziy vézio rizika ir yra
siejamos su 10 % kasos vézio atvejy [Antoniou ir kt., 2003; Foulkes ir kt.,
2008]. Skirtingai nei BRCAL mutacijos atveju, navikai, kuriuose yra BRCA2
mutacija, patologiskai panasis j sporadinius, jiems néra btidingas TN kriities
vézio potipis, nes daznai aptinkama hormony receptoriy raiska [Sadeghi ir kt.,
2020].

Siuo metu BRCA2 gene nustatyta daugiau nei 730 baltyma keigianéiy
mutacijy, o didzioji dalis jy jvyksta 10 ir 11 egzone, kurie sudaro apie 60 %
geno koduojancios dalies [Shahid ir kt., 2014; Hollis ir kt., 2017] (1.8 pav.).
Nors sergant kraities véziu BRCA2 mutacijos yra retesnés nei BRCAL, rémelio
poslinkio poky¢iai panasiu dazniu aptinkami abiejuose genuose (BRCAL — 58
%, BRCA2 — 66 %). Dazniausiai Lietuvoje pasitaikan¢ios BRCA2 mutacijos
yra: ¢.658_659del, ¢.6580dup, c.6410del ir c.7879A>T.

BRCA2 ¢.3847_3848delGT mutacija paplitusi tarp baltosios rasés ir
zydy ir yra viena i§ penkiy labiausiai tiriamy mutacijy Izraelio, Belgijos,
Vokietijos, Lietuvos ir Svedijos populiacijose [Rebbeck ir kt., 2018].
Patogeniné €.3847_3848delGT mutacija jvyksta 11 egzone, sukelia rémelio
poslinkj ir lemia mutantinio, funkcija praradusio baltymo p.V1283fs*2
susidaryma. Jdomu tai, kad jvykus ¢.3847_3848delGT (4075delGT) mutacijai
ir po jos atsiradus antrinei geno mutacijai €.3838_3864del27
(p.D1280 N1288del), BRCA2 baltymo struktira ir funkcionalumas
atkuriami, taciau tokiu atveju tampa nebeveiksmingas gydymas PARP
inhibitoriais [Gornstein ir kt., 2018].
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BRCA2 geno mutacijos 52.6 % 15.8%
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1.8 pav. BRCA2 geno mutacijy procentinis pasiskirstymas tarp egzonu.
Patogeniné €.3847_3848delGT mutacija (4075delGT) apibrézta raudonu
rémeliu [pritaikyta pagal Juwle ir kt., 2012].

Kadangi BRCA1 ir BRCA2 naviky augimg slopinantys genai yra
svarbis HRR biidu taisant dvigrandinius DNR triikius, iy mutacijy turinéios
pacientés gydomos dvigrandinius DNR trikius sukeliandiais vaistais, tokiais
kaip platinos druskos ar antraciklinai, kurie inhibuoja topoizomerazes,
inicijuoja DNR sarysy atsiradima (angl. cross-links) ir taip netiesiogiai sukelia
dvigrandinius trikius [Drooger ir kt., 2016].

1.2.5. TP53 genas ir kriities vézys

TP53 genas, esantis 17p13.1 lokuse, koduoja 393 a.r. ilgio transkripcijos
veiksnj p53, susijusj su lgstelés ciklo stabdymu, apoptoze, metabolizmu,
angiogeneze, DNR pazaidy taisymu ir lasteliniu sen¢jimu bei atsaku j jvairius
mutagenus, jskaitant radiacija ir chemoterapija [Monti ir kt., 2020; Shahbandi
ir kt., 2020]. Baltymas p53 yra sudarytas i§ N gale esanéio transaktyvacijos
domeno (TAD), greta esancio regiono, kuriame gausu prolino a.r. (PRR),
centrinés, su DNR sgveikaujanéios baltymo dalies (DBD), tetramerizacijos
domeno (TET) ir C galo (CT). NES ir NLS domenai atsakingi uz
transportavima j branduolj ir branduoliniy signaly lokalizavima [Kastenhuber
ir kt., 2017] (1.9 pav.).

Nustatyta, kad 86 % mutacijy jvyksta tarp 125 ir 300 kodony, esanciy
jungimosi su DNR regione (DBD). Dazniausiai $iame regione pasitaiko
kei¢ianéios prasme (missense) mutacijos (87,9 %), kitose geno srityse Sios
mutacijos sudaro apie 40 %, o didzioji dalis pakitimy yra neprasmingos
(nonsense) ir rémelio poslinkio mutacijos. Tarp vienos bazés pakitimy vyrauja
C:G > T:A (25 %) tranzicijos CpG salose, kur mutacijy daznis yra 10 karty
didesnis nei kitose geno vietose [Jones ir kt., 1992; Olivier ir kt., 2010].
Keician¢iy prasme mutacijy pasekmé — stabilus mutantinis p53 baltymas,
kuris ne tik praranda naviko augimo slopinimo funkcija, bet ir jgauna GOF,
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lemiant] greitesnj lastelés vézéjima, metastaziy atsiradima, atsparumg
gydymui ir trumpesn] pacienéiy iSgyvenamumg [Alexandrova ir kt., 2017].
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1.9 pav. p53 baltymo sandara ir dazniausiy mutacijy pasiskirstymas
[pritaikyta pagal Li ir kt., 2020].

TP53 — dazniausiai vézinése lastelése randamas mutaves genas [Silwal-
Pandit ir kt., 2017]. Tki 50 % kraties naviky turi TP53 geno mutacijas, kuriy
daznis tarp krities vézio potipiy skiriasi, o didZiausias mutacijy kiekis
randamas pazengusios stadijos ar agresyvaus potipio, pvz., TN ar HER2
amplifikacija turin¢iuose navikuose [Powell ir kt., 2000; Langerod ir kt.,
2007; Olivier ir kt., 2010]. TP53 geno mutacijos siejamos su agresyveshiu
naviko fenotipu dél genominio nestabilumo, didelio mitozinio indekso ir Ki-
67 bei ciklino E raiSkos, o navikas daZniausiai aptinkamas blogai
diferencijuotas, be hormony receptoriy raiskos ir metastazaves j sritinius
limfmazgius [Lazzari ir kt., 2021]. Nepaisant besikaupian¢iy duomeny apie
§io geno mutacijy prognosting verte, dél per didelio geno mutabilumo TP53
geno mutacijos néra rutini$kai tiriamos. TP53 yra labai polimorfinis tiek
koduojanciuose, tiek nekoduojanciuose regionuose, 0 §ie polimorfizmai
didina jautrumg piktybéjimui ir sukuria platy TP53 mutacijg turinéiy naviky
fenotipa [Olivier ir kt., 2010].

D¢l TP53 mutacijy lasteléje sutrinka pazaidy taisymo, apoptozés,
lastelés ciklo valdymo procesai, branduolyje pradeda kauptis vis daugiau
mutacijy, todél tokia lgstelé ima piktybéti [Pitolli ir kt., 2019]. Dél missense
mutacijos, jvykusios geno dalyje, koduojancioje prisijungimo prie DNR
domena (DBD), TP53 ne tik praranda naviko augima slopinancia funkcija, bet
ir daznai kaupiasi metastazavusiy véziniy lasteliy branduoliuose, veikdamas
lastele onkogeniskai [Petitjean ir kt., 2007]. Mutacijos sukeltas p53 GOF
efektas veikia Ras signalinio kelio ir steroidy metabolizmo reguliacija bei
histony modifikacijg ir geny raiska [Zhu ir kt., 2015].
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1.3. DNR metilinimas

Epigenetiniai veiksniai veikia geny raiskos valdymo mechanizmus,
nekeisdami DNR sekos. Epigenetinius pokycius galima apibrézti kaip
stabilius Iastelés fenotipo pokycius, pvz., geny raiska, kuri gali buti
perduodama Igsteliy dalijimosi metu. Epigenetiniai pokyciai — tai DNR hipo-
ir hipermetilinimo santykio pasikeitimas, chromatino struktiiros ir histony
modifikacijos bei mazyjy nekoduojan¢iy RNR reguliavimas [Jovanovic ir kt.,
2010].

Vienas i§ placiausiai tyrinéjamy epigenetiniy pokyc¢iy, DNR
metilinimas, yra grjztamas procesas, tipiskai vykstantis CpG dinukleotiduose.
Normaliose Igstelése yra metilinta apie 3—6 % citoziny, o mazdaug pusé geny
promotoriy turi CpG salas, kurios dazniausiai randamos nemetilintos.
Metilinimo zymenys yra susitelke transpozonuose ir pasikartojanciose sekose,
taCiau jy praktiSskai néra geny promotoriy regionuose, iSskyrus tam tikrus,
moteri§ky organizmy inaktyvuotos X chromosomos ar imprintingo pazymétus
genus. Tyrimy rezultatai rodo, kad DNR metilinimas veikia kaip organizmo
gynybinis mechanizmas, kad bity nutildytos organizmui svetimos DNR
sekos, pvz., transpozonai, virusy genomai, kitos kartotinés sekos [Weinberg ir
kt., 2014]. DNR metilinimas taip pat gali prisidéti prie histony modifikacijy,
pritraukdamas histony deacetilazes ir taip paveikdamas chromatino struktiirs,
kuri savo ruoztu veikia geny raiska [Das ir kt., 2004].

1.3.1. DNR metilinimo mechanizmas

Zinduoliy genomuose metilinimas vyksta CpG dinukleotide, prie citozino
anglies 5 atomo kovalentiSkai prijungiant metilo grupe. DNR metilinimo
procesg vykdo grupé baltymy, vadinamy DNR metiltransferazémis (DNMT).
Sig fermentine reakcija katalizuoja trys DNMT grupés. DNMT3A ir
DNMT3B yra vienodai svarbios tiek hemimetilintoms, tiek nemetilintoms
DNR molekuléms, vykdant de novo metilinimg embrioninése kamieninése
lastelése [Sharma ir kt., 2011]. Po DNR replikacijos naujai susintetinta
grandiné bina nemetilinta, todél DNMTI1 Kkatalizuoja metilo grupés
prijungimg hemimetilintose DNR molekulés grandinése. Ir nors DNMT1
atlieka pagrinding metilinimo funkcija besidalijanCioje lasteléje, taCiau ir
DNMT3A/3B dalyvauja modifikuojant tas vietas, kurias praleido DNMT1
[Jones ir kt., 2009; Sharma ir kt., 2011].

DNR metiltransferazéms metilinant DNR, o metil-citozino (mC)
buvimui ar nebuvimui nulemiant geny raiskos lygj, logiska, kad egzistuoja ir
DNR demetilinimo mechanizmas, kuris leidzia reaguoti j aplinkos poveiki,
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i§jungiant arba jjungiant genus. Ilga laikg buvo manoma, kad DNR
demetilinimas vyksta tik pasyviai, t.y., mC sumazéja dél DNR replikacijos,
kai naujai susintetinta DNR néra metilinama. Vis délto buvo atskleista, kad
DNR gali bati demetilinama ir aktyviai, t.y., nevykstant DNR replikacijai.
DNR demetilinimo procese dalyvauja TET (angl. ten-eleven translocation)
fermentai, kurie katalizuoja 5-metilcitozino (5mC) oksidacija | 5-
hidroksimetilcitozino (5hmC), 5-formilcitozino (5fC) ar 5-karboksilcitozino
(5caC) bazes. Oksiduotos mC bazés atpazjstamos DNR taisymo mechanizmy
ir yra iSkerpamos ir pakei¢iamos citozinu [Rasmussen ir kt., 2016;
Ravichandran ir kt., 2022]. DNR aktyviai demetilinama tévinéje DNR pries§
pirma zigotos pasidalijima, pirminése lytinése lastelése ankstyvoje
embriogenezéje ir tam tikruose somatiniy lasteliy lokusuose, kai aktyvinami
signalinio atsako genai. Tuo tarpu kiauSialastés DNR yra demetilinama
pasyviai, dalijantis lasteléms. Nors demetilinimas tévinéje ir motinin¢je DNR
vyksta globaliai ir skirtingais mechanizmais, tam tikry regiony imprintinti
genai iSlieka metilinti [Pastor ir kt., 2013; Kohli ir kt., 2014].

1.3.2. DNR metilinimo reik§mé karcinogenezei

Navikinése lgstelése randama daugybé DNR metilinimo sutrikimy, tad
genominés DNR metilinimo pobudis yra labai svarbus veiksnys naviko
atsiradimui ir vystymuisi. DNR metilinimo lygis piktybinése ir sveikose
lastelése skiriasi. Navikinése lastelése vyksta pasikartojanciy seky ir kai kuriy
specifiniy augimg stimuliuojanciy geny (protoonkogeny) hipometilinimas, 0
naviko augima slopinanciy geny hipermetilinimas yra vienas dazniausiy
jvykiy lastelés piktybéjimo procese [Lakshminarasimhan ir kt., 2016].

DNR hipometilinimas yra ankstyvas vézio vystymosi jvykis, daZnai
nustatomas esant gerybinei hiperplazijai. Navikui progresuojant, metilinimo
praradimas vis ryskéja, o metastaziy hipometilinimo lygis yra didesnis nei
pirminiy naviky [Li ir kt., 2014]. Didzioji dalis CpG demetilinimo vyksta
tarpgeniniuose ir vidugeniniuose regionuose, kur gausu pasikartojanciy seky
ir judriyjy genomo elementy, kurie normaliose lastelése yra nutildyti
metilinimo. Pavyzdziui, LINE1 (angl. long interspersed nuclear element 1)
retrotranspozonai yra mobilils genetiniai elementai, atsakingi uz endogening
mutagenez¢ Zmogaus genome. Jy jsiterpimas gali labai paveikti geny raiska,
o DNR metilinimas yra buidas nutildyti LINE1 [Wolff ir kt., 2010]. LINE1
hipometilinimas yra naviko progresijos indikatorius, tad laikomas prostatos,
melanomos, S$lapimo puslés ir inksty naviky prognostiniu Zzymeniu
[Yegnasubramanian ir kt., 2008; Ecsedi ir kt., 2013; Andreotti ir kt., 2014;
Karami ir kt., 2015]. Globalus DNR hipometilinimas gali biti susijes Su
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chromosomy nestabilumu ir geny reaktyvacija, padidéjusiu protoonkogeny
aktyvumu ir rekombinacijos ar geny raiskos lygiu, X chromosomos
inaktyvacijos bei imprintingo praradimu. Daznai hipometilinimo metu
aktyvuojami genai, skatinantys lgstele metastazuoti, kaip, pvz., sinukleino-y
ar Kiti genai, lemiantys atsparuma vaistams [Ehrlich ir kt., 2009].

Daug placiau nei hipometilinimas tyrinéjamas epigenetinis pakitimas
zmogaus navikuose — tai specifiniy geny, taip pat ir naviky augima
slopinanéiy, hipermetilinimas CpG salose, nutildant jy raiskg (1.10 pav.).
Daugiau nei 50 % baltymus koduojanéiy geny greta savo promotoriniy seky
turi maziausiai vieng CpG sala, todél tokie genai tampa jautris DNR
metilinimui [Baylin ir kt., 2000]. Vézinése lastelés Sios CpG salos daznai
randamos hipermetilintos. DNR hipermetilinimas susij¢s su naviko augima
slopinan¢iy geny nutildymu, genominiu nestabilumu, DNR taisymo geny
funkcijos praradimu ir chromatino poky¢iais, kurie gali paveikti ir gretimus
genus [Baylin ir kt., 2000; Huang ir kt., 2011; You ir kt., 2012].

‘]" Nemetilinti CG T Metilinti CG
CpG sala Sveika Iastelé CpG sala
R S S g S 0 o
——i|
t t ¢
Navikg slopinantis genas Pasikartojancios sekos, judrieji Imprintingas
genomo elementai
v N v
@) mm O T I IT Tr"l'xl'r 11 T T’"
1 f
I .x Vézineé Igstelé
Navika slopinancio Genomo Imprintingo
geno nutildymas hipometilinimas praradimas

1.10 pav. DNR metilinimas sveikoje ir véZinéje lastelése [pritaikyta pagal
Paluszczak ir kt., 2014].

Navikuose aptinkama daugybé hipermetilinty geny, taciau lgstelés
piktybéjimui labiausiai svarbiausi genai, dalyvaujantys lastelés ciklo
reguliacijoje (P16, P15, RB, P14), susije su DNR taisymo procesu (BRCA1,
MGMT), apoptoze (DAPK1, TMS1), atsparumu vaistams, detoksifikacija,
diferenciacija, angiogeneze ir metastazémis. Nors kai kurie genai, pvz.,
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RASSF1A ir P16, daznai randami metilinti jvairiy tipy navikuose, bet yra geny,
kuriy metilinimas buidingas tik tam tikro tipo navikams. Vienas i§ pavyzdziy
yra GSTP1 genas, iSskirtinai randamas hipermetilintas daugiau nei 90 %
prostatos naviky [Das ir kt., 2004].

Nustatyta, kad DNR metilinimas turi diagnosting verte¢ ir prognozuoja
atsaka j gydyma [Mulero-Navarro ir kt., 2008; Suijkerbuijk ir kt., 2011]. DNR
metilinimas yra grjztamas procesas, todél §i savybé daro jj patraukliu terapiniu
vézio gydymo taikiniu [Mulero-Navarro ir kt., 2008]. ] DNR metilinima
nukreiptas gydymas sékmingai taikomas esant piktybiniams hematologiniams
navikams, taciau zinoma ir apie teigiama poveikj solidiniams navikams [Sher
ir kt., 2022].

1.3.3. DNR metilinimas ir krtties vézys

Krities véziui budingi DNR metilinimo biozymenys tyrinéjami daugelj mety,
taciau iki Siol né vienas i§ §iy zymeny néra taikomas klinikinéje praktikoje.
2019 m. atliktoje krities vézio metaanalizéje buvo aprasyti 368 hipermetilinti
genai, kurie leidzia atskirti kraities navikus nuo nenavikiniy krities audiniy ir
gali biiti naudojami ankstyvajai kriities vézio diagnostikai [de Almeida ir kt.,
2019]. Ne maziau svarbus metilinimo Zymeny panaudojimas yra tiriant Salia
naviko esan¢ius audinius — Yan ir kolegos nustaté ,metilinimo lauka®,
siekiantj] iki 4 cm nuo pirminio naviko, kuriame galima aptikti DNR
metilinimo pakitimy. Analizé uz pirminio naviko riby gali bati Ssvarbi
vertinant naviko pazeidimo lygj ir pritaikant gydyma [Yan ir kt., 2006].
Hipermetilinimas lemia daugelio kritiskai svarbiy geny raiSkos
nutildyma kraties navikuose. Tai steroidiniy receptoriy, lasteliy adhezijos ir
matrikso metaloproteinaziy inhibitoriy genai. Tarp jy dazniausiai
hipermetilinami P16, ESR1, BRCAL, GSTP1, TIMP-3, CDH1 ir kt. genai
[Yang ir kt., 2001]. Hormony receptoriy ER ir PR genai jau seniai siejami su
krtties véziu, o jy metilinimo tyrimai atskleidé, kad ESR1 genas turi CpG saly
promotoriaus ir 1 egzono srityse. Sveikose lastelése ESR1 genas yra
nemetilintas, ta¢iau daugiau nei puséje pirminiy krities naviky aptinkamas jo
metilinimas [Yang ir kt., 2001; Das ir kt., 2004]. Literatiros duomenimis,
hipermetilinti APC, RARB, GSTP1, DAPK ir SFN genai siejami su krities
vézio atsiradimu [Tang ir kt., 2016], o geny SEPTIN7, TRIM27, LIMD2 ir
LDHA hipermetilinimas susijgs su krities naviky metastaziy formavimusi,
invazijos ir proliferacijos procesais [Salas ir kt., 2020]. 2021 m. atlikta plati,
1538 kriities véZio méginiy hipermetilinimo analizé parodé, jog didelis
hipermetilinimo daznis buvo susijes SU prastu iSgyvenamumu, 0 5 mety
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i8gyvenamumo rodiklis hipermetilintuose ER+ ir ER— navikuose reik§mingai
sumazejo [Batra ir kt., 2021]. Epigenetinis SFRP1 ir BRCA1 nutildymas
prognozuoja bloga serganciyjy kriities véziu ligos baigtj [Downs ir kt., 2015;
Gyorffy ir kt., 2016]. Kraties vézio atsparumo gydymui tyrimai atskleidé, kad
TGFB1, CXCL2 ir SLC38Al geny hipermetilinimas lemia atsparuma
tamoksifenui, gydant HER2+ potipio navikus [Palomeras ir kt., 2019], o
SALL2 ir MSH2 hipermetilinimas yra atitinkamai susijes su atsparumu
tamoksifeno ir doksorubicino terapija [Ponnusamy ir kt., 2018; Ye ir kt.,
2019].

CDKN2A (P14"RF/P16™ 48) genas, esantis 9p21.3 chromosomoje,
koduoja navika slopinancius baltymus pl4 ir pl6, dalyvaujancius valdant
lastelés ciklg ir reguliuojancius Rb bei p53 signalinius kelius (tekste Siuos
baltymus koduojantys genai atitinkamai vadinami P14 ir P16). Baltymas p14
dalyvauja p53 signaliniame kelyje ir yra svarbus G1 ir G2 Igstelés ciklo faziy
eigai. p14 baltymas palaiko naviko supresoriaus p53 stabiluma, inhibuodamas
MDM2 baltyma, ir taip leidzia p53 stabdyti lgstelés ciklg ir inicijuoti
apoptoze, todél, jei lasteléje truksta aktyvaus pl4, labai sumazéja ir p53
stabilumas [National Library of Medicine — NCBI 2022, elektroninis
iSteklius]. G1 lastelés ciklo fazéje pl6 baltymas jungiasi prie Cdk4 ir Cdk®,
stabdo fermentinio komplekso Cdk4-/Cdk6-ciklino D susidaryma ir inhibuoja
jo katalitinj aktyvuma. Nesusidarius Siam kompleksui, nevyksta Rb
fosforilinimas ir lIgstelés ciklas sulaikomas G1 fazéje. Lastelése, kuriose
aktyvaus pl6 néra, dalijimosi ciklas néra stabdomas, todél tampa
nekontroliuojamas [Rivandi ir kt., 2018].

Askari ir kolegy atliktas tyrimas rodo, kad P14 ir P16 geny promotoriy
metilinimas padidina kriities véZio rizikg apie 12 karty [Askari ir kt., 2013], 0
kitas krities vézio metilinimo tyrimas atskleidé, kad P16 kraties vézio
audiniuose randamas metilintas 44 % dazniu [Shan ir kt., 2019]. Dar vienos
tyréjy grupés metilinimo zymeny analizé parodé, jog CDKN2A geno
metilinimo jautrumas ir specifiSkumas kriities véziui siekia atitinkamai 68 %
ir 53 % [Li ir kt., 2015].

RARp genas (angl. retinoic acid receptor beta) yra retinoinés ragsties
receptoriaus B genas, esantis 3p24 chromosomoje ir priklausantis branduolio
receptoriy RAR klasei. Tai nuo ligando priklausomi baltymy receptoriai,
veikiantys kaip transkripcijos iniciatoriai. RARS yra svarbus epiteliniy lgsteliy
augimo reguliavimui ir hematopoezés procesui [Geoffroy ir kt., 2021]. RAR

Seimos receptoriy randama lastelés citozolyje ir branduolyje. Sios $eimos
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receptoriy ligandas yra retinoiné rtigstis, biologiSkai aktyvi vitamino A forma,
atliekanti svarby vaidmenj lgstelés dalijimosi, diferenciacijos procesuose ir
signalo perdavimo keliuose [Ghyselinck ir kt., 2019]. Kriities vézyje RARS
hipermetilinamas 37-46 % dazniu [Shan ir kt, 2019] ir siejasi su
metastazémis sritiniuose limfmazgiuose (N1-55 % vs. NO-10 %) [Marzese ir
kt., 2012].

RASSF1 geno (angl. Ras — associated domain family 1) koduojamas
baltymas priklauso RAS saveikos domeng turinciy baltymy Seimai. RASSF1
genas yra 3p21.3 chromosomoije, jo produktas RASSF1A baltymas dalyvauja
lastelés ciklo valdymo, apoptozés reguliacijos ir mikrovamzdeliy
stabilizacijos procesuose. RASSF1A yra mitozés inhibitorius, sustabdantis
lastelés cikla metafazéje, 0 tai svarbu tam, kad chromosomos taisyklingai
i8sirikiuoty metafazingje ploksteléje. RASSF1A taip pat dalyvauja apoptozés
reguliacijos procese, sgveikaudamas su vienu i§ Ras (K—Ras) $eimos baltymy,
kuris svarbus inicijuojant apoptoze [Dubois ir kt., 2019]. Epigenetinis geno
RASSF1 nuslopinimas yra vienas i§ dazniausiy molekuliniy pakitimy kriities,
plaudiy, Slapimo puslés, skrandzio ir kituose navikuose [Hesson ir kt., 2007].
Kriities navikuose RASSF1 randamas hipermetilintas 65-85 % dazniu
[Ahmed ir kt., 2010; Barrow ir kt., 2014; Moelans ir kt., 2015]. RASSF1 yra
ne tik ankstyvasis krities vézio zymuo, duomenys apie jj naudingi ir parenkant
gydymg, nes RASSF1 hipermetilinimo aptikimas serume po naviko
pasalinimo ir adjuvantinés tamoksifeno terapijos reiskia, kad reikalinga
tolesné adjuvantiné terapija [Fiegl ir kt, 2005]. Be to, RASSF1
hipermetilinimas yra susijes su atsparumu docetakseliui, todél RASSF1 galéty
biti geras zymuo vertinant atsaka j gydyma [Barrow ir kt., 2014].

PRKCB (angl. protein kinase C beta) — proteinkinaze C beta
koduojantis genas, kurio pakitusi raiska aptinkama esant kraties, storosios
zarnos karcinomoms, jvairioms sarkomoms, limfomoms, leukemijoms ir
koreliuoja su naviko agresyvumu per proliferacijos, diferenciacijos, lasteliy
judrumo ir angiogenezés procesy reguliavima bei NF-kB kelio aktyvavima.
PRKCB hipermetilinimo tyrimy kriities navikuose néra zinoma, taciau
nustatyta, jog PRKCB hipermetilinimas plau¢iy adenokarcinomoje yra
laikomas ankstyvuoju biozymeniu [Pradhan ir kt, 2013]. Kitas,
nesmulkialgstelinio plau¢iy vézio, tyrimas parodé, jog PRKCB
hipermetilinamas apie 22 % dazniu, o TCGA duomeny bazéje Sio geno
hipermetilinimas plau¢iy navikuose siekia 58 % [Liu ir kt., 2017]. Lietuvoje

atlikto prostatos vézio tyrimuose PRKCB hipermetilinimas buvo
38



identifikuotas kaip diagnostinis ir prognostinis Zymuo [Daniunaite ir kt.,
2021].

ESR1 (angl. estrogen receptor 1) genas koduoja estrogeno receptoriy
ir ligando aktyvuojama transkripcijos veiksnj, kuris sudaro homodimerg arba
heterodimerg su estrogeno receptoriumi 2 (ESR2). ESR1 reguliuoja daugelio
estrogeny indukuojamy geny, dalyvaujanciy medziagy apykaitos, lytinio
Vystymosi, augimo ir néStumo procesuose, transkripcijg. Dél alternatyvaus
splaisingo ir keleto promotoriy ESR1 genas turi daug transkripty varianty,
tadiau visy jy funkcijos dar néra iki galo zinomos [Stelzer ir kt., 2016].
[Saugusi estrogeny receptoriy raiska biidinga 70 % naviky, o pacientés,
kurioms nustatytas teigiamas pagal hormony receptoriy raiska kriities vézio
potipis, daznai gydomos taikant endokrining terapija [Jankowitz ir kt., 2017].
Nepaisant egzistuojancios taikiniy terapijos, dalis pacienciy | gydyma
nereaguoja, nes ESR1 geno raiska yra pakitusi dél mutacijy ar ESR1 geno
promotoriaus metilinimo, dél kurio naviko fenotipas tampa ER neigiamas, 0
navikas — atsparus endokrininei taikiniy terapijai [Jankowitz ir kt., 2017,
Tsuboi ir kt., 2017]. ESR1 geno metilinimas kriities navikuose randamas 41—
64 % dazniu ir koreliuoja su metastazémis bei prastais iSgyvenamumo
rodikliais [Sharma ir kt., 2009; Ramos ir kt., 2010].

NAALAD2 (angl. N-acetylated alpha-linked acidic dipeptidase 2)
koduoja specifinj prostatos membranos antigeng, prostatos vézio zymenj,
pasizymintj NAALAD-azés aktyvumu ir kerpantj N-acetil-L-aspartil-L-
gliutamatg (NAAGQG), kuris yra neuropeptidas ir veikia kaip neurotransmiteris.
NAALAD?2 yra II tipo | membrang jsiterpes baltymas, kurio daug randama
kiau§idziy, séklidziy audiniuose ir tam tikrose smegeny vietose, o pagrindiné
jo funkcija yra metabolizmo reguliacija [Stelzer ir kt., 2016]. Apie NAALAD?2
geno metilinimo tyrimus krties vézio lastelése néra zinoma, tik viename
DNR metilinimo tyrime prostatos navikuose buvo nustatyta didelé §io geno
metilinimo prognostiné verté ligos atsinaujinimui [Daniunaite ir kt., 2021].

DAPK1 genas (angl. death-associated protein kinase 1) koduoja nuo
kalcio ir kalmodulino priklausoma serino/treonino kinaze, kuri yra susijusi su
lastelés ciklo kontrole, autofagija, apoptoze, oksidaciniu stresu ir
metastazavimo procesais. DAPK1 svarbi reguliuojant AKT kinaze, kuri
dalyvauja daugelyje atsako keliy, indukuojanéiy metastazes: 1gsteliy plitimo,
proliferacijos aktyvavimo, apoptozés slopinimo, p53 reguliacijos ir
angiogenezés procesuose [Elbadawy ir kt, 2018]. DAPK1 geno
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hipermetilinimas koreliuoja su bloga prognoze ir agresyvesne ligos eiga esant
smulkialasteliniam plauciy, galvos ir kaklo, storosios Zarnos, Slapimo pislés
ir krities navikams [Soria ir kt., 2002; Gozuacik ir kt., 2006]. Literattros
duomenimis, krities navikuose DAPKZ1 hipermetilinimas aptinkamas nuo 14
iki 62 % dazniu [Cho ir kt., 2012; Tserga ir kt., 2012; Spitzwieser ir kt., 2015;
Ghalkhani ir kt., 2021].

GSTP1 koduoja glutationo S transferaz¢ = 1 (angl. glutathione S-
transferase m 1), kuri yra svarbi elektrofiliniy metabolity ir reaktyvaus
deguonies, susidariusiy dél kancerogeny poveikio, neutralizavimui
[Schnekenburger ir kt., 2014]. Krities navikuose GSTP1 hipermetilinamas 21
% dazniu ir siejasi su naviko dydziu, plitimu j sritinius limfmazgius ir prastu
iSgyvenamumu [Shinozaki ir kt., 2005]. Jdomu tai, kad Klajic ir kolegy
atliktame tyrime buvo nustatyta GSTP1 metilinimo sasaja su ilgesniu
serganéiyjy krities véziu iSgyvenamumu [Klajic ir kt., 2013], o kita
mokslininky grupé tokios sgsajos nerado, bet susiejo GSTP1 metilinimg su
kraities vézio remisija [Sharma ir kt., 2010]. GSTP1 promotoriaus metilinimas
aptinkamas ir duktalinéje karcinomoje in situ, tad GSTP1 promotoriaus
metilinimo tyrimai galéty bati reik§mingi papildant mamografijos rezultatus
ir numatant krities lasteliy pakitimus ir gydyma [Alnaes ir kt., 2015].

MGMT genas (angl. O-6-methylguanine-DNA methyltransferase)
koduoja DNR taisymo fermentg O6-metilguanino DNR metiltransferaze.
MGMT paSalina mutageninius ir citotoksinius aduktus nuo guanino
nukleotido SeStoje pozicijoje esancCio deguonies ir apsaugo lastele nuo
mutacijy kaupimosi [Sharma ir kt., 2009; Jank ir kt., 2020]. MGMT raiska
vyksta visuose nepakitusiuose zmogaus audiniuose, taciau baltymo lygis
skiriasi priklausomai nuo organy ir individy [Sharma ir kt., 2009]. Zmogaus
navikuose MGMT geno mutacijos ar delecijos retos, genas dazniausiai
nuslopinamas hipermetilinant promotoriaus regiona ar dimetilinant H3
histono 9 lizing. Be to, navikai, kuriuose MGMT yra metilintas, yra jautresni
terapiniam alkilinanéiy vaisty nuo vézio veikimui [Soejima ir kt., 2005].
Krities navikuose MGMT hipermetilinamas 21-65 % dazniu [Alkam ir kt.,
2013; Spitzwieser ir kt., 2015; Jank ir kt., 2020].

RUNX3 (angl. runt-related transcription factor 3) genas koduoja
transkripcijos veiksnj, priklausantj runt domeng turinéiy transkripcijos
veiksniy Seimai. RUNX3 reguliuoja lgstelés augimo, iSgyvenimo,

diferenciacijos, angiogenezés ir plitimo procesus [Lu ir kt., 2017]. RUNX3
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destabilizuoja ir blokuoja ERa transkripcijos aktyvuma, taip reguliuodamas
ERa lygj, o jo raiSka lgsteléje koreliuoja su ERa geno raiska. RUNX3 tyrimai
parodé, kad jo metilinimas siejasi su estrogeno veikla kriities vézio Iastelése,
nes RUNX3 gerokai dazniau aptinkamas hipermetilintas ER teigiamuose
kriities navikuose [Subramaniam ir kt., 2009]. Sis receptoriaus reguliacijos
mechanizmas jrodo, kad RUNX3 veikia kaip naviko augimg slopinantis
veiksnys vézio lastelése ir gali tapti svarbiu diagnostiniu krities véZio
Zymeniu [Huang ir kt., 2012]. RUNX3 geno hipermetilinimo metaanalizéje
susisteminti 10 tyrimy rezultatai rodo, jog geno hipermetilinimas kraties
navikuose randamas 50—80 % dazniu [Lu ir kt., 2017].

MT1 (angl. metallothionein 1) — metalotioneino 1 genas — koduoja
cisteino turin¢ius mazos molekulinés masés baltymus, kuriems biidingos
jvairios funkcijos. Metalotionai skirstomi j 4 grupes (MT1, MT2, MT3 ir
MT4), i§ kuriy MT1 ir MT2 sudaro skirtingy izoformy ir skirtingy funkcijy
baltymai. MT saugo lasteles suriSdami tokius dvivalenéius sunkiuosius
metalus kaip kadmis, varis, cinkas, kurie yra toksiski lastelei [Tai ir kt., 2003].
MTI1E geno raiska ER teigiamuose ir neigiamuose navikuose skiriasi, o
naviky transformacijos i§ ER ir PR teigiamy j neigiamus metu, MT1E gali
pakeisti estrogeny ir progesterony funkcija [Jin ir kt., 2000]. Hipermetilinti
MT1 geno klasteriai krities navikuose yra susije su blogesne ligos eiga,
trumpesniu iSgyvenamumu ir invaziskumu kituose navikuose, o MT1G
hipermetilinimas laikomas specifisku kraties véziui [Jadhav ir kt., 2015].

ADAMTS12 (angl. a disintegrin and metalloprotease domain with
thrombospondins motifs 12) genas koduoja uzlasteling metaloproteaze,
dalyvaujané¢ig audiniy persitvarkymo, lgsteliy migracijos, angiogenezés ir
adhezijos procesuose [Fontanil ir kt., 2014]. Nors literatiros duomeny apie
ADAMTS12 hipermetilinimg Sergant kriities véziu néra, taciau zZinoma, kad
genas randamas hipermetilintas storosios Zarnos, prostatos navikuose
[Moncada-Pazos ir kt., 2009; Daniunaite ir kt., 2021]. ADAMTS12 tyrimai
kruties vézio lasteliy linijose rodo, jog jis saveikauja su fibulinu-2 ir taip
blokuoja lgsteliy migracijos ir plitimo procesus [Fontanil ir kt., 2014].

FILIP1L (angl. filamin A interacting protein 1-like) genas koduoja
svarby lasteliy migracijos ir invaziskumo inhibitoriy kiauSidziy vézio
lastelése. FILIP1L veikia kaip antiangiogeninis veiksnys, o didelé raiska
endotelio Igstelése stabdo lastelés proliferacija, migracijg ir sukelia apoptoze

[Stelzer ir kt., 2016]. Nors krities navikuose klinikiniy FILIP1L geno
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metilinimo tyrimy néra Zinoma, lasteliy linijy tyrimai rodo, jog FILIP1L geno
metilinimas susijes su jo raiskos sumazéjimu ir navikiniais procesais storosios
zarnos, kriities, plauéiy ir kasos audiniuose [Kwon ir kt., 2013; Kwon ir kt.,
2021].

APC (angl. adenomatous polyposis coli) geno koduojamas baltymas
yra labai svarbi Wnt signalo kelio dalis, dalyvaujanti lastelés ciklo reguliacijos
ir lastelés diferenciacijos, proliferacijos bei adhezijos procesuose. APC
funkcijos praradimas yra siejamas su Seimine adenomine polipoze [Han ir kt.,
2018]. APC — placiai tyrinéjamas genas, o jo raiskos praradimas nustatytas
storosios zarnos, prostatos, skrandzio ir krities navikuose [Tsuchiya ir kt.,
2000; Jin ir kt., 2001; Richiardi ir kt., 2009; Saelee ir kt., 2014; Matthaios ir
kt., 2016]. Krities vézio lastelése APC hipermetilinimas siekia apie 44—70 %
daznj [Saelee ir kt., 2020].

Siame darbe tirta, kaip genetiniai (BRCA2 ir TP53) ir epigenetiniai
poky¢iai veikia kriities vézio ligos fenotipa ir eigg. BRCA2 geno mutacija yra
viena i$ dazniausiai paveldimy mutacijy, 0 TP53 geno mutacijos nustatomos
iki 50 % visy tiriamy krities naviky. Sporadiniuose krities navikuose, be
genetiniy pakitimy, gausiai randama ir DNR metilinimo poky¢iy genuose,
susijusiuose su jvairiais lastelinio atsako keliais (Iastelés ciklo kontrole
apoptoze, angiogeneze, ksenobiotiky metabolizmu ir kt.). Siame darbe tirti
geny P14, P16, DAPK1, MGMT, FILIP1L, RARB, NAALAD2, GSTP1, MT1G,
MT1E, MT1F, RUNX3, RASSF1, PRKCB, ADAMTS12, ESR1 ir APC
promotoriaus DNR metilinimo poky¢iai. Kadangi epigenetiniai pokyc¢iai
navikuose laikomi ankstyvuoju karcinogenezés jvykiu, Sie biozymenys gali
pagerinti ligos diagnozavimo tiksluma, patikslinti ligos prognozg ir padéti
individualizuoti kruties vézio gydyma.
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2. METODALI IR MEDZIAGOS
2.1. Pacientai ir méginiai
2.1.1. Kriities véziu sergancios pacientés

2007-2009 m. pradétam tyrimui, buvo atrinkti 116 krities véziu (KV)
serganciy ir 29 kontroliniai (turin¢iy fibroadenomas) pacien¢iy méginiai.
Pacientés buvo gydomos Nacionaliniame vézio institute, 0 tyrimas atliktas
pacientes informavus, joms pasirasius sutikimo formas ir gavus Bioetikos
komisijos leidima (2007-08-03 Nr.33). Analizei atrinkty pacienciy méginiai
buvo istirti dél paveldimy BRCA1 geno mutacijy ir tolesnei analizei pasirinkti
tik atvejai be BRCAL mutacijy. Tirty KV pacien¢iy amziaus vidurkis buvo 57
m. (27-84 m.), o kontrolinés grupés pacienc¢iy — 42 m. (20-62 m.). Visi tirti
kriities navikai buvo ankstyvosios stadijos T1 (N = 63) ir T2 (N = 53), jy
histologinis tipas duktalinis (N = 101), lobulinis (N = 13) ir apokrininis (N =
2). Pagal potipius KV isskirstytas atlikus imunohistocheming analizg, tiriant
hormony receptoriy ER, PR biisena, taip pat HER2 ir Ki-67 statusa. Buvo
i§skirti 4 KV potipiai: 47 % sudaré luminalinis A (LA; N = 55), 21 % —
luminalinis B (LB; N = 24), 18 % — HER2+ (N = 21; sudarytas i§ Sujungty
luminalinio B HER2 ir HER2 potipiy; N = 16 + 5) ir 14 % — trigubai neigiamas
(TN; N = 16). Po operacijos pacienéiy iSgyvenamumo duomenys buvo
renkami vidutiniskai 91 ménesj (3—113 mén.), informatyviy duomeny buvo
surinkta 67% (78 is 116). Per §j laikotarpj konstatuota 21 pacientés mirtis, 56
pacientéms patvirtinta ligos remisija ir 1 ligos progresavimo atvejis. Detalus
pacien¢iy demografiniy ir klinikiniy-patologiniy rodikliy pasiskirstymas
pagal KV potipius nurodytas 2.1 lenteléje.
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2.1 lentelé. Demografiniy ir klinikiniy-patologiniy kriities véZiu sergan¢iy pacienciu rodikliy pasiskirstymas pagal
KV potipius

KV potipiai
KV rodikliai LA LB HER2+* TN
(N=55):% |(N=24);% |(N=21):% |(N=16).%
ﬁf;ﬁlus diagnozes Metai (IQR) 61 (19) 58 (22) 55 (23) 52 (26)
Duktalinis; N (%) 45 (85) 22 (92) 18 (86) 16 (100)
Histologinis tipas Lobulinis; N (%) 8 (15) 2 (8) 3(14) 0(0)
Apokrininis; N (%) 23 0(0) 0(0) 0(0)

. ) TL; N (%) 33 (60) 13 (54) 11 (52) 6 (38)
Naviko stadija T2: N (%) 22 (40) 11 (46) 10 (48) 10 (63)
Naviko plitimas j NO; N (%) 33 (54) 13 (54) 11 (52) 10 (63)
sritinius limfmazgius | N1; N (%) 21 (61) 11 (46) 10 (48) 6 (38)

- G1; N (%) 16 (29) 3(13) 2 (10) 2 (13)
I[;:firrfigc'ac”os G2 N (%) 35 (64) 7 (29) 9 (43) 1(6)
P G3; N (%) 4(7) 14 (58) 10 (48) 13 (81)
A Ki-67 neig; N (%) 53 (98) 00) 15 (75) 0 (0)
KI-67 raiSka Ki-67 teig: N (%) 2 (4) 24 (100) 6 (29) 16 (100)
Remisija; N (%) 25 (71) 13 (68) 12 (92) 6 (55)
i« Mirtis; N (%) 10 (29) 5 (26) 1(8) 5 (45)
sgyvenamumas Atkrytis; N (%) 0 (0) 1 (5) 0 (0) 0 (0)
5 m. i§gyvenamumas; N (%) | 25 (71) 16 (94) 11 (92) 6 (55)

* — HER2+ potipis, sudarytas i§ LBHER2 ir HER2 potipiy (N= 16+5)

Santrumpos: Ki-67 — naviko proliferacijos zymuo; G1 — geras, G2 — vidutinis ir G3 — blogas diferenciacijos laipsnis; HER2+ — LBHER2
ir HER2 teigiami navikai; IQR (angl. interquartile range) — intervalas tarp kvartiliy; LA — luminalinis A, LB — luminalinis B; N0/1 —
mikrometastazés j artimuosius limfmazgius; T1/2 — naviko stadija; TN — trigubai neigiamas KV.
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2.1.2. Seiminiu kriities véziu sergancios pacientés

BRCAL1/2 geny mutacijy tyrimas skirtas krities ar kiausidziy véziu
sergan¢ioms moterims, kurios atitinka LR sveikatos apsaugos ministro
isakyme (Nr. V-1458, 2014-12-31) nurodytas indikacijas. Radus patogeninj
BRCAL/2 geno varianta, mutacijy tyrimas sitilomas pirmos eilés giminai¢iui
(tévui, motinai, broliui, seseriai ar vaikui).

Tiriamojoje Seimoje vienai pacientei (1-0ji pacienté, 62 mety) aptikus
BRCAZ2 geno mutacijg ir turint duomeny apie krities vézio atvejus Seimoje, j
konsultacija buvo pakviestos dvi seserys (2-0ji pacienté, 32 mety ir 3-ioji
pacienté, 58 mety) bei 1-0sios pacientés dukros (4-0ji pacienté, 30 mety, apie
antraja dukter] tikslesniy duomeny néra). Pacientés pasirasé sutikima aprasyti
Seimine mutacija, taip pat buvo gautas Bioetikos komisijos sutikimas atlikti
tolesne Sios Seimos analize (158200-18-989-493).

2.2. Metodai
2.2.1. DNR gryninimas

DNR gryninimas i§ krities audinio. DNR isskirti i§ Saldyto audinio
gabaléliy (N = 79) ir parafininiy méginiy (N = 45) po deparafinizacijos bei
reakcijos su proteinaze K, buvo naudoti keli metodai: standartinis fenolio-
chloroformo skyrimo ir etanolinis DNR iSsodinimo metodas bei DNR
skyrimas, naudojant ZR Viral DNA/RNA Kit™ rinkinj (Zymo Research).
Isskirtos DNR kokybiniai ir kiekybiniai parametrai matuoti NanoDrop™
2000 spektrofotometru (Thermo Fisher Scientific). DNR méginiai buvo
laikomi —20 °C, o saugoti ilgiau perkeliami j —80 °C temperatiira.

DNR gryninimas i§ kraujo (Seiminio KV analizei). BRCA1/2 geno
patogeniniai variantai buvo nustatomi PGR metodu, naudojant i§ pacienciy
kraujo leukocity isskirta DNR. Pacien¢iy kraujo méginys buvo imamas j
meégintuvélius su EDTA. Kraujo méginio frakcionavimas atliktas 10 min.
centrifuguojant mégintuvélius 2300 rpm/min grei¢iu kambario temperatiroje.
Centrifuguotas kraujas iSsifrakcionavo i virSutinj plazmos sluoksnj, apatinj
sluoksnj, turintj raudonyjy kraujo lgsteliy, ir baltyjy kraujo lasteliy turintj
plona tarpusluoksnj, kuris buvo perkeltas j nauja mégintuvélj ir naudojamas
DNR isskirti arba uzSaldomas ir laikomas —20 °C temperatiiroje. DNR
isskyrimas buvo atliekamas automatizuota QIAcube sistema, naudojant
»OIAamp DNA Blood Mini Kit* reagentus (Qiagen). DNR koncentracija ir
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Svarumas nustatyti NanoDrop 1000 spektrofotometru (Thermo Fisher
Scientific).

2.2.2. DNR mutacijy analizé
2.2.2.1. BRCAL/2 geny mutacijy tyrimai

KV imties BRCA1 mutacijy tikrinimas PGR metodu. Geno patogeniniai
variantai buvo nustatomi atliekant PGR. 25 pL reakcijos miSinys buvo
sudarytas i$ benukleazio H>O, 10x DreamTaq™ Green buferinio tirpalo
(Thermo Fisher Scientific), 100 mM dNTP miSinio, 10 uM pradmeny
(prasminiy ir antiprasminiy) misinio, 5 U/uL Dream Taq DNR polimerazés
(Thermo Fisher Scientific) ir genominés DNR. Kiekvienos PGR reakcijos
metu naudotos tarSos bei teigiamos kontrolés. Amplifikacija buvo atliekama
ProFlex™ 3x32-well aparatu (Thermo Fisher Scientific). Termociklerio
temperatirinis rezimas: 95 °C — 10 min, 35 ciklus kartojant 94 °C — 25 sek.,
59 °C — 25 sek., 72 °C — 35 sek., o reakcijos pabaigoje 7 min inkubuojant 72
°C temperatiiroje. Tyrime naudoty pradmeny sekos pateiktos S1 priedy
lenteléje:

Gauti tyrimo duomenys buvo analizuojami 2 % agarozés gelyje. 2.1
paveiksle pateikiami BRCAL geno mutacijy po PGR aptikimo rezultatai, kur
1 ir 2 méginys turi atitinkamai mutacijas 11 ir 20 egzonuose.

KV meéginiai Kontroliniai méginiai
1 2 Ex1 Ex2 H,0
240 bp
- .- ' -
—-— - - .
— ‘ )
“ — [ A

2.1 pav. PGR reakcijos elektroforeogramos vaizdas. 1, 2, 3 — analizuojami
meéginiai; Ex1 ir Ex2 —atitinkamai BRCAL 11 ir 20 egzony patogeniniy
varianty teigiamos kontrolés, H>O — tarSos kontrolé.
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Seiminio atvejo BRCA1/2 geny mutacijy tyrimas kPGR metodu.
Pirmiausia buvo patikrintos 6 dazniausiai Lietuvos populiacijoje
pasitaikan¢ios BRCA geny mutacijos BRCAL: c.4035delA, c¢.5266dupC,
€.181T>G, ¢.1687C>T ir BRCA2: ¢.658 659delGT, ¢.8572C>T. Mutacijos
buvo identifikuotos atlikus realaus laiko PGR reakcijas su TagMan™
Universal Master Mix I, No UNG (Applied Biosystems part of Thermo Fisher
Scientific) ir TagMan™ SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems part of
Thermo Fisher Scientific) reagentais, jskaitant neigiama (Wt) bei teigiama
kontroles. Visos kPGR reakcijos buvo atliekamos pagal gamintojo
rekomenduojamg protokola, naudojant Applied Biosystems™ 7500 realaus
laiko PGR sistemg (Applied Biosystems part of Thermo Fisher Scientific).

Atmetus dazniausiai pasitaikanéiy BRCAL ir BRCA2 mutacijy
tikimybe, toliau mutacijy paieska buvo vykdoma naudojant naujos kartos
sekoskaitos (NGS) metodg. DNR koncentracija patikrinta Qubit™ 2.0
fluorimetru, naudojant Qubit™ dsDNA BR Assay Kit reagentus (Invitrogen).
Bibliotekai ruosti ir BRCALl bei BRCA2 geny koduojanciy regiony
amplifikacijai naudoti reagentai i§ lon AmpliSeq™ Library Kit 2.0 (Life
Technologies) ir Oncomine™ BRCA Research (Life Technologies), reakcijas
atliekant pagal gamintojo protokola. Bibliotekos koncentracija buvo nustatyta,
naudojant lon Library TagMan™ Quantification Kit (Life Technologies)
reagentus. Bibliotekos vienodomis koncentracijomis jneStos j lusta 520
naudojant lon Torrent™ |on Chef™ aparatg ir lon 520™ & lon 530™ &
540™ KitChef reagentus (Life Technologies). Sekoskaita atlikta lon
Torrent™ Jon S5™ platformoje (Life Technologies). Duomeny analizei
naudota lon Reporter 5.8 programa (Life Technologies).

2.2.2.2. TP53 mutacijy analizé

TP53 seka (4-9 egzonai) buvo analizuojama trimis metodais: TP53 geno
mutacijos buvo nustatytos vienos grandinés konformacijos polimorfizmo
(angl. single-strand conformation polymorphism, SSCP; N = 84) metodu ir
patvirtintos naudojant tiesioginés Sengerio sekoskaitos (SS; N = 29), véliau —
naujos kartos sekoskaitos (NGS; angl. new generation sequencing; N = 38)
metodus. Mutacijy duomeny analizé parengta naudojantis TARC TP53
[Bouaoun ir kt., 2016] ir The Catalogue of Somatic Mutations in Cancer [The
Catalogue of Somatic Mutations in Cancer — COSMIC, 2004] duomeny
bazémis.

SSCP metodo esmé — dél mutacijos atsirade tretinés DNR strukttiros
poky¢iai, lemiantys DNR fragmenty mobilumg elektroforezés metu. Tiriami
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TP53 geno egzonai buvo pagausinami PGR metodu, naudojant skirtingomis
fluorescentinémis Zymémis pazymétus prasminius 6-FAM ir antiprasminius
HEX pradmenis. Galutinis PGR reakcijos tiiris (20 pl) buvo sudarytas i§ 200
ng tiriamosios DNR, GeneAmp 10x PCR buferio, 25 nM MgClz, 4 mM dNTP
misinio, 5 U/ul AmpliTag Gold™ DNR polimerazés (Thermo Fisher
Scientific), 20 uM kiekvieno i§ 6-FAM ir HEX pradmeny, DMSO ir
dejonizuoto H,0O. SSCP reakcijos misinyje buvo 0,5 pl PGR produkto, 0,5 pl
GeneScan-500 LIZ (ABI, Thermo Fisher Scientific) ilgio standarto (ABI,
Thermo Fisher Scientific) ir 15 ul formamido (Hi-Di™, Thermo Fisher
Scientific ). Norint jvertinti pagausinto fragmento kokybe ir kiekybe, po
pagausinimo PGR produktas analizuotas 7,5 % nedenatiiruojané¢iame
poliakrilamido gelyje. T24 lasteliy linijos DNR buvo naudojama kaip
teigiama, o sveiko donoro leukocity DNR — kaip neigiama kontrolé. Reakcijos
misinys buvo analizuojamas ABI PRISM 3130" genetiniu analizatoriumi (ABI,
Thermo Fisher Scientific), o rezultatai vertinami naudojantis GeneMapper™
(ABI, Thermo Fisher Scientific) programine jranga. Sekos, kuriose SSCP
metodu nustatomas pakites elektroforezés pikas, buvo vertinamos kaip
mutavusios ir toliau analizuojamos tiesioginiu Sengerio sekoskaitos metodu,
leidzianciu patvirtinti mutacija.

Tiesioginis Sengerio sekoskaitos (SS) metodas buvo pasirinktas
mutacijoms patvirti po analizés SSCP metodu. I$analizuoti SSCP teigiami
méginiai buvo pagausinti PGR reakcijos metu, imant 200 ng genominés DNR
ir tuos pacius reakcijos komponentus, naudotus SSCP analizei, kaip apraSyta
pirmiau. Sekoskaitos reakcijos misinys (20 pul) buvo sudarytas i§ 5 ul PGR
produkto, BigDye Terminator v3.1 reakcijos miSinio (ABI, Thermo Fisher
Scientific), 5x sekoskaitos buferio, prasminio ir antiprasminio pradmens bei
dejonizuoto H,0. Sekoskaitos reakcija atlikta naudojantis ABI Prism 3130"
(ABI, Thermo Fisher Scientific) genetiniu analizatoriumi, rezultatai analizuoti
naudojantis SeqScape™ programine jranga (ABI, Thermo Fisher Scientific).
Gauti analizés rezultatai buvo sulyginti su referentine TP53 seka, paimta i$
GenBank® duomeny bazés. SSCP ir SS metodai buvo pritaikyti pagal Holmila
ir kt. [Holmila ir kt., 2006].

Naujos kartos sekoskaita (NKS) buvo atlieckama GS Junior
sequencing 454 genetiniu analizatoriumi (Roche). Sveiky donory leukocitai
panaudoti kaip kontroliniai méginiai. Visi analizuojami fragmentai buvo
nuskaitomi abiem kryptimis. DNR amplifikuota 24 pl reakcijos misinyje,
sudarytame i§ 1x Phusion HF buferio, 0,2 mM kiekvieno i§ dNTP, 0,3 uM
kiekvieno pradmens, 5 U/ul HiFi Phusion polimerazés ir 25 ng tiriamosios
DNR (priedy S2 lentelé). Amplikonai buvo valomi AMPure XP magnetinémis
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daleléemis (Thermo Fisher Scientific). Reakcijos produktai analizuoti
fluorimetru, naudojant Quant-It PicoGreen dsDNA Assay (Thermo Fisher
Scientific) ir QuantiFluor system (Promega). Standartiné koreliacijos
koeficiento (R) reiksmé, pakelta kvadratu (R?), didesné nei 0,98. Emulsinio
PGR reakcija atlikta naudojant emPCR Kit (Roche). Amplikonai sumaisyti su
magnetinémis dalelémis, naudojant 10 ul paruostos prasminés ir
antiprasminés bibliotekos DNR (po 1,33 molekulés, tenkancios kiekvienai
magnetinei dalelei) ir po reakcijos surinkti naudojant GS Junior Titanium
emPCR Oil and Breaking Kit rinkinj (Roche). Sekoskaitai naudotas The GS
Titanium Sequencing Kit reagenty rinkinys ir GS Junior Titanium series
protokolas (Roche). Sekoskaitos rezultatai paruosti naudojant GS Amplicon
Variant Analyzer (AVA) (Roche). TP53 referentiné seka NC 000017.10
naudota i§ duomeny bazés NCBI (NCBI37/hg19, Chr17:7571720...7590868,
atitinkamai transkripto ir baltymo seky ID yra ENST00000269305.4 ir
P04637).

2.2.3. DNR maodifikacija natrio bisulfitu

Bisulfitinés modifikacijos esmé — DNR grandinéje esancius nemetilintus
citozinus paversti uracilu, metilintiems citozinams liekant nepakitusiems.
PGR reakcijos metu prie uracilo jungiasi adeninas, CG pora pavirsta j AT
pora, tad epigenetinis skirtumas yra ver¢iamas genetiniu ir suteikia galimybe
identifikuoti metilintas DNR sekas.

Bisulfitinei modifikacijai imta 400 ng DNR ir modifikuota, naudojant
EZ DNA Methylation TM Kit rinkinj (Zymo Research). 5 ul M-Dilution
buferio sumaisyta su DNR, iki 50 pl tirio papildant benukleaziu vandeniu ir
méginiai inkubuoti 37 °C — 15 min. Po inkubacijos j misinj pridéta paruo$to
CT Conversation reagento ir méginiai 12-16 val. inkubuoti 50 °C
temperatiiroje, o véliau 10 min. vésinti ledo voneléje. | kolonéle jpilta 400 pl
M-Binding buferio, méginiai inkubuoti, tuomet kelissyk pipetuojant iSmaiSyta
ir 30 sek. centrifuguota >10.000 x g. Supernatantas pasalintas, j kolonéle jpilta
100 ul M-Wash buferio ir vél 30 sek. centrifuguota >10.000 % g. Tuomet j
kolonéle jpilta 200 pl M-Desulphonation buferio ir 15-20 min. inkubuota
kambario temperatiiroje, o po inkubacijos 30 sek. centrifuguota maksimaliu
grei¢iu. Po inkubacijos kolonélé dusyk praplauta 200 ul M-Wash buferiu ir
modifikuota DNR tirpinta su 10 ul M-Elution buferiu. Modifikuota DNR buvo
saugoma —20 °C, o saugoti ilgesniam padéta j Saldiklj, kuriame buvo
palaikoma —80 °C temperatiira.
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2.2.4. Metilinimui jautri PGR (MSP)

Bisulfitu modifikuota genominé DNR buvo pagausinama vykdant metilinimui
jautrig PGR (angl. methylation specific PCR, MSP). Tyrimui parinkta 17
geny, dalyvaujanéiy lastelés ciklo reguliacijos procese (P14, P16), lastelés
signaliniuose keliuose (ESR1 (tirti du §io geno regionai: promotoriaus sritis
ESR1-1 ir intrageniné sritis ESR1-4), RARB, RASSF1, PRKCB, NAALAD?2),
programuotoje lastelés zatyje (DAPK1), lasteliy adhezijos (APC),
angiogenezés (ADAMTS12, FILIP1L), genomo stabilumo palaikymo
(MGMT), ksenobiotiky metabolizmo (GSTP1), sunkiyjy metaly suri$imo
(MT1E, MT1F, MT1G) ir geny raiskos (RUNX3) procesuose. Kiekvieno
meéginio MSP reakcija vykdyta dviejuose mégintuvéliuose, kuriuose reakcijos
misiniai skyrési tik naudojamais pradmenimis: viename mégintuvélyje buvo
naudojami M pradmenys, komplementariis metilintai geno sekai, o kitame —
U pradmenys, specifiski nemetilintai geno sekai.

Pradmeny sekos buvo parinktos i§ publikacijy (priedy S3 lentelé) arba
sukonstruotos naudojant Methyl Primer Express v1.0 programa (ABI, Thermo
Fisher Scientific). Reakcijos miSinys (25 ul) buvo sudarytas i§ 10 ng bisulfitu
modifikuotos DNR, 10x PGR buferio, 2,5 mM MgCl,, 1,6 mM dNTP misinio,
1 uM kiekvieno pradmens, 360 GC enhancer reagento, 0,5 U AmpliTaq
Gold® DNR polimerazés (Thermo Fisher Scientific). MSP reakcijos
temperatirinis rezimas nurodytas 2.3 lenteléje. Kiekvienai reakcijai naudotos
trys kontrolés: sveiko donoro leukocity DNR, paveikta ir nepaveikta CpG
metiltransferazés SssI (New England BioLabs), modifikuota bisulfitu,
atitinkamai gaunant metilintag ar nemetilinta kontrolinj méginj, ir tarSos
kontrolé — reakcijos miSinys be DNR.

2.3 lentelé. Metilinimui jautrios PGR (MSP) temperatiirinis reZimas

Temperatira, °C Trukmé Ciklai
95 °C 7 min. 1

95 °C 45 sek.

Priklausomai nuo geno” 45 sek. 35-37
72 °C 45 sek.

72 °C 10 min. 1

4°C © 1

“P14 - 66 °C; P16 — 64 °C — 30 sek.; MGMT — 67 °C (M) ir 64 °C (U); RARB - 60 °C;
RASSF1 - 61 °C (M) ir 63 °C (U); DAPK1 — 66 °C; GSTP1 — 60 °C; ESR1-1 - 60 °C;
ESR1-4 - 58 °C; PRKCB — 56 °C; MT1E — 56 °C; MT1F — 55 °C; MT1G - 58 °C; APC
—59 °C; ADAMTS12 — 62 °C; RUNX3 — 59 °C; NAALAD2 — 58 °C.
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Reakcijos produktai analizuoti 3 % agarozés gelyje, paruoStame
naudojant 1x TAE buferj (Thermo Fisher Scientific) ir paveiktame etidzio
bromidu (Carl Roth). Rezultatai vizualizuoti naudojant UV sistemg GelDoc—
It 310 Imaging system (Fisher Scientific, part of Thermo Fisher Scientific) ir
vizualizacijos programa VisionWorks®LS (UVP) (Informer Technologies).
Standartinis MT1E, RUNX3 ir FILIP1L geno MSP vaizdas pateiktas 2.3 pav.

puC KL KM 127 49T 50T 245ct  246ct 248ct H,0
M U MU M UMU MU MUMU MU M U

i - . o e s ey e un - e MTI1E

puC KL KM 43T 60T 64T 70T 74T 79T 99T 103T H,0
MU ™MUMUMUMUMUMUMUMUMU MU

' RUNX3
- - - - -

puC KL KM 50T 51T 52T 53T 55T 60T 63T 65T 66T H,0
MuUMUMUMUMUMUMU MUMUMU MUMU

’ - wPeBaB-® @~ - @ = FILIPIL

\

2.3 pav. MTIE, RUNX3 ir FILIPIL geno MSP reakcijos
elektroforeograma. pUC— DNR ilgio Zymuo, KL — sveiky donory leukocity
DNR, KM —in vitro metilinta sveiky donory leukocity DNR. T — KV pacienty
meéginiai, ct — kontroliniy pacienty méginiai. M — MSP reakcija su metilintai
geno sekai biidingais pradmenimis, U — MSP reakcija su nemetilintai geno
sekai buidingais pradmenimis. M ir MU vertinta kaip metilinta, 0 U — kaip
nemetilinta reakcija.

2.2.5. Statistiné analizé

Kokybinei diskreciyjy dvinariy metilinimo ir klinikiniy parametry bei dviejy
kategoriniy grupiy tarpusavio priklausomumo analizei buvo pasirinktas
tikslusis Fiserio (angl. Fisher), o tolydiesiems duomenims naudotas Mano-
Vitnio (angl. Mann-Whitney) testas. Statistiniy hipoteziy kriterijaus
reik§mingumo lygmuo pasirinktas 0,05 ir visais atvejais skirtumai buvo laikyti
statistiSkai reikSmingais, kai P < 0,05.

Pacientés stebétos vidutiniSkai 91 ménesj (nuo 3 iki 113 mén.),
jtraukiant duomenis skirtingu metu (2007—2009 m. laikotarpiu) ir stebéjimo
pradzia laikant operacijos data, o baigties jvykiu — pacientés mirties fakta.
Didzioji dalis pacienciy iSgyveno, todel duomenys yra cenziiruoti, o stebéjimy
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pabaigos data yra 2016—2017 m. Pacienciy iSgyvenamumo analizé atlikta
naudojant Kaplano-Mejerio (angl. Kaplan-Meier) testg ir taikant
reik§mingumo lygmens korekcijg dél daugybiniy palyginimy (koreguota P
reik§mé, taikant Bonferonio testg). Nustatant prognosting sasaja tarp
iSgyvenamumo ir klinikiniy parametry taikyta Kokso regresiné analizé (angl.
Cox regression). Statistiniai skai¢iavimai atlikti programa GraphPad Prism
8.01 (GraphPad Software, Inc.) ir MedCalc 12.7.0.0 (MedCalc Software Ltd).

Grafiniam vaizdavimui naudota programa GraphPad Prism 8.01
(GraphPad Software, Inc.), o Veno diagramai — Venn Diagram Plotter v1.5.
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3. REZULTATAI

3.1. BRCA geny mutacijy analizé Seiminio krities vézio atveju

Pacientei (1-0ji pacienté, 62 mety) 2017 m. buvo nustatyta deSinés kriities IT1
stadijos (CT2N3MO) duktaliné karcinoma, kuri buvo blogo diferenciacijos
laipsnio ir trigubai neigiamo KV tipo. Iki 1-0sios pacientés ligos, jos seserys
(2-0ji ir 3-i0ji pacientés) taip pat sirgo kriities véziu, todél remiantis 1-0Si0S
pacientés ligos istorija, pacientés kraujo giminaitéms buvo pasiiilyta atlikti
BRCAL/2 mutacijy testa. Atlickant genetinj tyrima, pirmiausia buvo ieSkoma
dazniausiai pasitaikanéiy mutacijy (BRCAL: c¢.4035delA, c¢.5266dupC,
€.181T>G, ¢.1687C>T ir BRCA2: ¢.658 659delGT, ¢.8572C>T) realaus laiko
PGR metodu. Nepasitvirtinus dazniausioms BRCA1/2 mutacijoms, toliau
buvo atlieckama naujos kartos sekoskaitos (NKS) analizé. NKS analizé
patvirtino BRCA2 ¢.3847_3848delGT mutacija 1-ajai pacientei, pacientés
seseriai (2-ajai pacienté) ir dukrai (4-ajai pacienté), jau sirgusiai kriities véziu
prie§ mutacijos nustatyma. Antroji pacientés sesuo (3-i0ji pacienté) taip pat
sirgo kraties véziu, taCiau nebuvo tikrinta dél paveldimos BRCA2
€.3847_3848delGT mutacijos (3.1 pav.).

O O
& >

3 pacienté; 2 pacienté; 1 pacienté;
58 m. 32 m. 62 m.

Paaiskinimai:
O BRCA2 be mutacijos 4 pacienté;
@ Krities védys 30 m.

? BRCA2 mutacija netikrinta

® BRCA2 mutacija c.3847_3848delGT

3.1 pav. Paveldimos BRCA2 ¢.3847_3848delGT mutacijos paplitimas
Seimoje. Paveiksle nurodytas pacienciy amzius ligos diagnozés metu.

Tirtoms pacientéms (1, 2 ir 4) buvo budingas j skiltele panaSus naviko
augimo modelis, be fibrozés ar liauky formavimosi pozymiy, lastelés
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polimorfinés, turin¢ios didelj mitoziy skai¢iy. Detali Seiminé kriities véZio
ligos istorija pateikta 3.1 lenteléje.

3.1 lentelé. Seiminio kriities véZio pacienéiy chronologiné ligos istorija.

Pacientés

Ligos eiga

1 pacienté (62 m.)
2017 m.

III stadija (cT2N3MO0) desSinés kraties duktaliné
karcinoma, blogai diferencijuota, ER/PR/HER2 neigiama
(TN). Po chemoterapinio gydymo visiskas atsakas
pTOypNO.

2 pacienté (32 m.)
2001 m.

2008 m.

2014 m.

2017 m.

Il stadija (pT2N2MO), kairés kriities duktaliné
karcinoma, mikrometastazés limfmazgiuose (8 i§ 11),
ER/PR neigiama, HER2 biisena nebuvo tikrinta.

Desinés  kruties  duktaliné  karcinoma,  blogai
diferencijuota, pTINOMO, ER/PR/HER2 neigiama (TN).

Kairés kraties duktaliné karcinoma in situ, blogai
diferencijuota, ER/PR neigiama.

Desinés kriities lobuliné karcinoma, blogai diferencijuota,
pT1INOMO. ER 100%, PR 90%, HER2 amplifikacija, Ki-
67 — 50%.

3 pacienté (58 m.)

Invaziné kriities karcinoma, informacijos nei apie
genetine naviko biisena, nei klinikine ligos eiga néra.

4 pacienté (30 m.)
2007 m.

2014 m.

II stadija (pT2N1IMO), kairiosios kriities duktaliné
karcinoma, mikrometastazés limfmazgiuose, vidutinés
diferenciacijos, ER/PR teigiama, HER2 neigiama.

Desinés kriities duktaliné karcinoma. Informacijos apie
imunohistocheming naviko biiseng néra.

Apibendrinant galima pasakyti, kad Seimoje paveldéta BRCA2
€.3847_3848delGT mutacija nulémé ankstyva kriities vézio atsiradimg trims
parametrai buvo skirtingi. Nepaisant to, pacientéms sékmingai taikomas
jprastas gydymas ir Siuo metu yra remisija. BRCA2 mutacijos nulemto
paveldimo susirgimo fenotipiniai bruozai nesiskyré nuo sporadiniy krities
naviky, todél net ir esant hormony receptoriy raiskai, zinant Seiminio kraties
vézio istorija, svarbu jvertinti paveldimy BRCA1 ir BRCA2 geno mutacijy
rizika.
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3.2. TP53 mutacijy analizé kriities véZio méginiuose
3.2.1. TP53 mutacijy daznis ir jvairove krities vézio audiniuose

TP53 mutacijy analiz¢é atlikta 86 pacienéiy méginiuose, i$ jy 33-iuose (38 %)
buvo aptiktos TP53 mutacijos (TP53-mut), o 53 méginiuose mutacijy
nenustatyta (62 %, TP53-wt). ISanalizavus 84 méginius SSCP metodu, 29-
iuose rastos TP53 mutacijos, kurios patvirtintos atlikus Sengerio sekoskaita
(SS). TrisdeSimt aStuoni méginiai atrinkti detaliai analizei naujos kartos
sekoskaitos (NKS) metodu, i$ jy 2 nebuvo tirti nei SSCP, nei SS metodais (3.2
pav.). Trys méginiai, pries tai SSCP ir SS metodais nustatyti kaip TP53 wild-
type, NKS analizés metu buvo identifikuoti kaip TP53-mut.

A SSCP tyrimas NGS tyrimas
(N=84) (N =38)

e Atrinkti teigiamiir TN KV atvejai:

— * 23 patvirtintos mutacijos
. * 3 méginiai neigiami

" * 2 ankstesniais metodais netirti

= meéginiai
29 teigiami
SSCP teigiami atvejai (N = 29), iii‘lmllll
patvirtinti Sengerio sekoskaitos &
metodu 1

im
|

T
i 27 teigiami

—
[ SSCP

B [ NKS

3.2 pav. TP53 geno mutacijy analizés schema: skirtingy sekoskaitos metody
taikymo eiga (A) ir Veno diagrama (B), vaizduojanti méginiy persidengima,
tiriant juos skirtingais TP53 mutacijy aptikimo metodais. SSCP metodu tirti
84 méginiai, Sengerio sekoskaitos metodu (SS) — 29, 0 NKS — 38 méginiai.
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Atlikus detalia, 33 KV méginiy, kuriuose rastos TP53 mutacijos,
analize, buvo nustatyti 27 TP53 sekos patogeniniai pakitimai, kuriy 78 % (21
1 27) jvyko srityje, koduojanc¢ioje su DNR besijungiantj domena, 0 22 % (6 /
27) — intronuose. Analizuojant TP53 mutacijy pasiskirstymg tarp paveikty
geno sriciy, nustatyta, jog dazniausiai mutavo 8, 6 ir 5 egzony DNR sekos (26
%, 22 % ir 22 %). Daugiau nei pusé aptikty mutacijy KV méginiuose sudaré
kei¢ianéios prasme (angl. missense) (52 %, 14 / 27), splaisingo pakitimai (19
%, 5/27), STOP kodona sukuriancios (angl. nonsense) (15 %, 4 / 27), rémelio
poslinkio (11 %, 3 / 27) ir introny pakaitos (4 %, 1/ 27).

Analizuojamo TP53 geno nukleotidy (nt) delecijos sudaré 15 % visy
pazaidy ir apémé spektrg nuo 1 iki 23 nukleotidy. DidZiausia 23 nt delecija
0.7578546_7578568del buvo rasta 4 introne, NKS metodu, ir paveiké geno
splaisingg. Detali informacija apie TP53 mutacijy tipus pateikta priedy S4
lenteléje.

rodikliais

Navikai su TP53 mutacija (TP53-mut) buvo dazniau randami ER ir (arba) PR
neigiamuose KV méginiuose (atitinkamai 79 %, P < 0,0001 ir 57 %, P =
0,018), todél TP53 mutacijos dominavo TN KV potipyje (87 %) ir gerokai
re¢iau pasitaiké HER2+ (38 %), LB (47 %) ar LA (14 %) KV potipiuose
(visais atvejais P < 0,05; 3.3 A pav.). Taip pat TP53-mut navikuose daZniau
buvo randama padidéjusi Ki-67 zymens raiska (63 %; P < 0,0001), tac¢iau
sgsajy su HER2 receptoriumi nebuvo (P > 0,05). ISsami kity klinikiniy-
patologiniy rodikliy sgsaja su TP53 mutacijomis pateikta 3.2 lenteléje.
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iniuose su TP53 mutacija (TP53-mut) ir be TP53 mutacijos (TP53-wt).

Kintamieji Kintamyjy charakteristikos | TP53-mut, N (%) | TP53-wt, N (%) P-verté
KV pacientai, N 33 53
giggi‘zlzsmnelgt‘ﬁna kv Metai (IQR) 55 (24) 61 (19) 0,377
. o Duktalinis; N (%) 32 (41) 46 (59) 0.396
Histologinis tipas Lobulinis; N (%) 1(17) 5 (83) '
. . T1; N (%) 15 (38) 24 (62)
Naviko stadija T2 N(%) 18 (39) 29 62) 1,0
Naviko plitimas j gretimus | Ne (NO); N (%) 21 (46) 25 (54) 0.186
limfmazgius Taip (N1); N (%) 12 (31) 27 (69) '
G1; N (%) 7 (39) 11 (61) (Glvs. G2) 0,032
. - N G2; N (%) 4 (11) 31 (89) (Gl vs. G3) 0,072
Diferenciacijos laipsnis 53 N (%) 22 (69) 10 31) (G2 vs. G3) < 0,0001
LA; N (%) 5 (14) 31(9) (LA vs. LB) 0,010; (LA vs. TN) < 0,0001
LB; N (%) 9 (47) 10 (53) (LA vs. HER2+) 0,073; (LB vs. HER2+) 0,734
KV potipiai HER2+; N (%) 6 (38) 10 (62) (LB vs. TN) 0,030; (HER2+ vs. TN) 0,010
TN; N (%) 13 (87) 2(13)
Ne_lg_lamas; N (%) 15 (79) 4(21) <0,0001
ER Teigiamas; N (%) 18 (27) 48 (73)
Neigiamas; N (%) 16 (57) 12 (43) 0.018
PR Teigiamas; N (%) 17 (29) 41 (71) '
Ne_ig_iamas; N (%) 28 (39) 43 (61) 0.775
HER?2 Teigiamas; N (%) 5 (33) 10 (67) '
_ Ne_ig_iamas; N (%) 8 (17) 39 (83) <0.0001
Ki-67 Teigiamas; N (%) 24 (63) 14 (37) '
. Remisija; N (% 18 (43 24 (57
[§gyvenamumas MirtiS;JN (%g ) 5 (358)) 10 563; 0,773

Santrumpos: Ki-67 — naviko proliferacijos Zzymuo; G1 — geras, G2 — vidutinis, G3 — blogas diferenciacijos laipsnis; HER2+ — LBHER2 ir HER2
teigiami navikai; IQR (angl. interquartile range) — intervalas tarp kvartiliy; LA — luminalinis A, LB — luminalinis B; NO/1 — mikrometastazés j
artimuosius limfmazgius; T1/2 — naviko stadija; TN — trigubai neigiamas KV; TP53-mut — KV méginiai su mutacija, 0 TP53-wt —wild-type TP53.
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Vertinant  Kklinikinius-patologinius  rodiklius, i8ry$kéjo  blogo
diferenciacijos laipsnio (G3) naviky grupé, kurioje net 69 % méginiy turéjo
mutavusj TP53. Vidutinés diferenciacijos (G2) navikuose TP53 mutacija
pasitaiké Sesis kartus rec¢iau nei G3 (11 %; P < 0,0001; 3.3 B pav.).

A B
03 TPa3-mut
= TP53-mut
O TPS3W 404 ~£=0032 = TP
P < 0,0001 P <0,0001
40 P =0,010 11%
L
30
14%
30 z
P = 0,030 -

z ) T
T P =0,010 = 69%
X 20 —_— 5]
8 47% z o
= 38% 104

109 87%

0 T T T T o T T T
+
LA LB HER2 TN G1 G2 G3

3.3 pav. TP53 mutacijy pasiskirstymas tarp KV pacienty, sugrupuoty
pagal (A) KV potipius ir (B) naviky diferenciacijos laipsnj. LA —
luminalinis A, LB — luminalinis B, HER2+ — HER2 teigiamas ir luminalinis
B HER2 teigiamas, TN KV — trigubai neigiamas KV. G1 — geras, G2 —
vidutinis, G3 — blogas diferenciacijos laipsnis. TP53-mut — KV méginiai su
mutacija, 0 TP53-wt — KV méginiai be mutacijos.

Tyrimas parodé, kad didzioji dalis TP53 geno mutacijy yra biidingos
agresyviausiam — trigubai neigiamam — KV potipiui. Nustatytos statistiskai
reik§mingos $iy mutacijy sgsajos su agresyviu naviko fenotipu — blogu naviky
diferenciacijos laipsniu ir didele proliferacijos zymens Ki-67 raiska.

3.3. DNR metilinimo analiz¢ kriities vézio méginiuose

3.3.1. Tirty geny promotoriy DNR metilinimo daznis kriities véZio
audiniuose

Is 116 KV ir 29 kontroliniy méginiy i$skirta DNR buvo analizuojama,
atliekant 17-os geny (P14, P16, ESR1, RARB, RASSF1, PRKCB, DAPKI,
APC, MGMT, GSTP1, MT1E, MT1F, MT1G, RUNX3, ADAMTS12, FILIP1L,
NAALAD?2) promotoriy hipermetilinimo tyrimus. Gauti rezultatai parodé, kad
bent vienas hipermetilintas genas buvo rastas visuose tirtuose KV méginiuose
(3.4 pav).
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3.4 pav. 17 geny promotoriy metilinimo kriities naviky méginiuose profilis. LA — luminalinis A, LB — luminalinis B,
HER2+ — HER2 teigiamas ir luminalinis B HER2 teigiamas, TN KV — trigubai neigiamas KV, TP53-mut — mutaves TP53.
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Krities navikuose rasti hipermetilinti (10 / 17) PRKCB, RASSF1,
ADAMTS12, APC, ESR1, RUNX3, MT1E, MGMT, GSTP1 ir RARB geny
promotoriai statistiskai reik§mingai atskyré navikus nuo nevéziniy dariniy (P
< 0,05). Dazniausiai nustatytas ir statistiskai reikSmingiausiai (P < 0,0001)
KV navikus nuo kontroliniy méginiy atskyré PRCKB (77 %, 86 / 111),
RASSF1 (69 %, 79/ 115), ADAMTS12 (63 %, 67/ 107), APC (53 %, 61/ 115)
ir RUNX3 (40 %, 46 / 114) geny promotoriy hipermetilinimas. Siy geny
specifiskumas taip pat buvo didziausias (atitinkamai 100 %, 86 %, 93 %, 100
% ir 100 %). Geny ESR-1, RARB, GSTP1, MGMT ir MT1E promotoriy
hipermetilinimo daznis buvo retesnis ir sieké 19-44 %, o specifisSkumas
atitinkamai buvo 86-100 % (P < 0,05) (3.5 pav.). Reciausiai hipermetilinti
buvo MT1F, P14, P16, DAPK1, MT1G, FILIP1L, NAALAD?2 ir ESR1-4 (2—-
57 %) geny promotoriai ir, nors $iy Zymeny specifiSkumas sieké 36-100 %,
skirtumai tarp KV naviky ir kontroliniy méginiy metilinimo nebuvo
statistiskai reikSmingi (P > 0,05).
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3.5 pav. Tirty geny promotoriy hipermetilinimo daZniy palyginimas
kriities navikuose ir kontroliniuose méginiuose. Kontroliniai méginiai — i$
krities fibroadenomos audinio i$skirta DNR. Metilinimo daznis skai¢iuotas
n/N, kur n — méginiai, kuriuose rastas hipermetilintas genas, o N — visi tirti
méginiai.
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Siame tyrime nustatyti 10 i§ 17 specifiniy KV biozymeny statistigkai
reik§mingai atskiria naviko ir kontroliniy nevéziniy audiniy méginius dideliu
specifiSkumu ir jautrumu, todél $ie biozymenys kartu su kitais diagnostiniais
metodais gali biti tinkami ankstyvai krities vézio diagnostikai.

rodikliais

KV potipiai. Trigubai neigiamame KV potipyje vyravo FILIP1L (TN —93 %
vs. LA —42 %, LB — 57 %, HER2+ — 38 %) ir MT1E (TN - 63 % vs. LA —31
%, LB — 39 %, HER2+ — 21 %) geny DNR hipermetilinimas, o kitiems
potipiams buvo budingas didesnis RASSF1, PRKCB, MT1G, APC ir RUNX3
hipermetilinimo daznis (visy P < 0,05; 3.6 A pav.). BioZymeny analizé pagal
naviko hormony receptoriaus raiska parodé tg pacia tendencija — hipermetilinti
PRKCB (86 % vs. 40 %; P < 0,0001) ir RUNX3 (46 % vs. 18 %; P < 0,028)
buvo daZniau nustatyti ER+ nei ER— navikuose. Ir, prieSingai, FILIP1L
promotoriaus hipermetilinimas dominavo ER- ir PR— KV méginiuose
(atitinkamai 84 % vs. 45 % ir 76 % vs. 47 %; P < 0.05). HER2 potipyje geny
PRKCB, MT1E, APC, RUNX3 ir FILIP1L hipermetilinimas statistiSkai
reikSmingai atskyré HER2+ ir TN potipius, taciau statistiSkai reikSmingy
asociacijy tarp luminaliniy ir HER2+ potipiy nebuvo aptikta. Detalesné
biozymeny jautrumo, specifiSkumo ir hipermetilinimo dazniy paplitimo tarp
skirtingy potipiy analiz¢ yra pateikta priedy S5 lenteléje.
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3.6 pav. Tirty geny promotoriy hipermetilinimo daZniy palyginimas tarp
skirtingy Kkrities véZio potipiy (A); pagal Ki-67 biikle (B); tarp skirtingos
diferenciacijos grupés naviky (C). LA — luminalinis A, LB — luminalinis B,
HER2+ — HER?2 teigiamas ir luminalinis B HER2 teigiamas, TN KV —trigubai
neigiamas KV. G1 — geras, G2 — vidutinis, G3 — blogas diferenciacijos
laipsnis, Ki-67 — naviky proliferacijos zZymuo. Hipermetilinimo daznis
skaiCiuotas n/N, kur n — méginiai, kuriuose rastas hipermetilintas genas, o N
— visi tirti méginiai.

biozymeny hipermetilinimo daznj tarp duktaliniy ir lobuliniy kriities naviky,
nustatyta, kad MT1E genas duktaliniuose KV navikuose hipermetilintas
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beveik Sesis kartus dazniau (40 % vs. 7 %; P = 0,018). Analizuojant
hipermetilinimo pasiskirstyma I ir Il stadijy méginiuose, rasta, kad P16
hipermetilinimas budingas tik II stadijos navikams (8 % vs. 0 %; P = 0,041),
0 RUNX3 hipermetilinimas buvo reik§mingai didesnis KV paveikty sritiniy
limfmazgiy atveju (52 % vs. 31 %; P = 0,032). MT1E ir FILIP1L buvo dazniau
hipermetilinti Ki-67 teigiamuose navikuose (48 % vs. 28 % ir 66 % vs. 42 %;
atitinkamai P = 0.045 ir P = 0.026) (3.6 B pav.). Analizuojant DNR metilinimo
pobidj skirtingo diferenciacijos laipsnio KV navikuose, nustatyta, kad geny
ADAMTS12 ir RASSF1 hipermetilinimo daznis yra didesnis gerai
diferencijuotuose (Gl) nei vidutinés diferenciacijos (G2) navikuose
(atitinkamai 78 % vs. 52 %; P = 0,041 ir 87 % vs. 60 %; P = 0,030), o MT1E
hipermetilinimo daZnis dvigubai didesnis G3, palyginti su G2 (53% vs. 21 %;
P =0,003; 3.6 C pav.). Analizuojant hipermetilinimo ry§j su amziumi ir < 50
mety amziaus grupe palyginus su > 50 mety pacienciy duomenimis, pastebétas
dvigubai didesnis FILIP1L (33 % vs. 62%; P = 0,007) ir NAALAD2 (36 % vs.
68 %; P =0,002) hipermetilinimo daznis vyresnio amziaus (> 50 m.) pacienciy
méginiuose.

Tyrime identifikuoti RASSF1, PRKCB, APC, RUNX3, MT1G, MTL1E ir
FILIPIL metilinimo Zzymenys statistiskai reikSmingai atskiria hormony
receptoriy raiSka pasizymincius ir TN KV potipius. MT1E ir FILIP1L geny
epigenetiniai pokyd¢iai sergant KV iki Siol netirti. Nustatyta $iy dviejy geny
sgsaja su blogu diferenciacijos laipsniu ir didele Ki-67 raiska yra svarbus
rezultatas, rodantis MTL1E ir FILIP1L geny hipermetilinimo sgsajg Su
agresyviu KV fenotipu.

3.3.3. TP53 mutacijy ir DNR metilinimo sasajos

Palyginus DNR metilinimo biozymeny daznj TP53-mut ir TP53-wt KV
grupése, nustatyta, kad MT1E geno promotoriaus hipermetilinimas TP53-mut
grupéje yra beveik dvigubai daznesnis (58 % vs. 32 %, P = 0.024), o FILIP1L
geno promotoriaus hipermetilinimas susijes su kriities navikais, kuriuose yra
TP53 mutacija (67 % vs. 55 %, P > 0,050). Ir, prieSingai, PRKCB bei RUNX3
genai TP53-mut navikuose buvo hipermetilinami reciau (atitinkamai 61 % vs.
92 %, P =0,001 ir 23 % vs. 49 %, P = 0,021) (3.7 pav.).
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3.7 pav. Geny PRKCB, RUNX3, MT1E ir FILIP1L hipermetilinimo
dazniy skirtumai TP53-mut ir TP53-wt kriities naviky grupése. TP53-mut
— mutaves TP53, TP53-wt — nepakites TP53 genas. Hipermetilinimo daZnis
skaiCiuotas n/N, kur n — méginiai, kuriuose rastas hipermetilintas genas, o N
— visi tirti méginiai.

Lietuvoje toks tyrimas, kuriame analizuojama TP53 mutacijos ir DNR
hipermetilinimo krities navikuose sasaja, atliktas pirma karta.

3.4. DNR metilinimo biozymenys bendrajam isgyvenamumui prognozuoti

Norint jvertinti tirty metilinimo Zymeny sgsajas su pacienciy bendruoju
iSgyvenamumu (angl. overall survival, OS), buvo atlikta vienmaté ir
daugiamaté Kokso regresiné bei Kaplano-Mejerio isgyvenamumo kreiviy
analizés. Steb¢jimo duomenys buvo surinkti i§ 67 % visy KV imties tiriamyjy
(78 /116).

Vienmaté Kokso analizé parodé, jog TN KV potipis ir vyresnis
pacienc¢iy amzius buvo reikSmingai susije su trumpesniu iSgyvenamumu (P <
0,05). Analizuojant DNR metilinimo Zymenis, trumpesnés OS prognozés
tendencijg parodé tik FILIP1L geno hipermetilinimas, taciau sgasaja nebuvo
statistiSkai reik§minga (HR = 3,3; 95 % CI 0,9-12,0; P = 0,067) (priedy S6
lentelé).

I daugiamates analizes buvo jtraukti tik tie kintamieji, kuriy HR > 1,0,
0 P verté <0,2. Genetinius (FILIP1L, P16, RUNX3) ir klinikinius-patologinius
KV rodiklius (G, N statusas, TN potipis) bei amziy analizuojant kartu,
nustatyta, kad trumpesnj OS nepriklausomai prognozuoja RUNX3
hipermetilinimas (HR = 4,64; 95 % CI 1,14-18,75; P = 0,032), amzius (HR =
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1,7;95 % CI 1,02-1,12; P =0,010) ir TN potipis (HR = 13,92; 95 % CI 2,97-
65,20; P =0,010) (priedy S6 lentelé).

Kaplano-Mejerio iSgyvenamumo analizés atskleidé jvairias DNR
metilinimo biozymeny kombinacijas, statistiSkai reik§mingai susijusias su
trumpesniu pacienciy OS. Su bloga pacientés ligos baigties prognoze siejosi
hipermetilinty MTL1E ir RUNX3 arba FILIPIL ir RUNX3 kombinacijos
(atitinkamai P = 0,045 ir P = 0,039; 3.8 A-B pav.) arba visy trijy biozymeny
junginys (P = 0.031; 3.8 C pav.). O TP53-mut KV grupéje su trumpesniu
iSgyvenamumu statistiSkai reikSmingai siejosi FILIP1L hipermetilinimas (P =
0,045) (3.8 D pav.).
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3.8 pav. Pacien¢iy bendroji iSgyvenamumo analizé atsizvelgiant j RUNX3
ir MT1E (koreguotas P = 0,180) bei RUNX3 ir FILIP1L (koreguotas P =
0,156) Zymenuy hipermetilinimo biisena (A-B), triju bioZymenuy
metilinima (koreguotas P = 0,124) (C) ir FILIP1L hipermetilinimg TP53-
mut krities véZio pogrupyje (koreguotas P = 0,180) (D). M -
hipermetilintas, U — nemetilintas genas, TP53-mut — mutaves TP53, HR —
rizikos santykis (angl. hazard ratio), 95 % CI — 95 % pasikliautinasis
intervalas (angl. confidence interval).
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Analizuojant hipermetilinty geny poras ar visus tris Zymenis kartu, |
analiz¢ buvo jtraukiami tik tie rezultatai, kai abu ar visi trys genai naviko
audinyje buvo randami hipermetilinti. Nustatyta RUNX3 ir MT1E, RUNX3 ir
FILIP1L bei visy trijy geny hipermetilinimo s3saja su iSgyvenamumu, taip pat
FILIPIL hipermetilinimo ir TP53 mutacijos sasaja su §iuo rodikliu. Sie
rezultatai rodo tirty molekuliniy bioZzymeny prognostine verte.
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4. REZULTATU APTARIMAS

4.1. Kriities vézio genetiniai pokyciai
4.1.1. BRCA1/2 geny mutacijos ir jy reik§mé

Disertacijoje aprasyta Seima, kurioje trys pirmos eilés giminaités turéjo
paveldéta BRCA2 ¢.3847_3848delGT mutacija. Visoms 3 moterims, kurioms
buvo nustatyta §i mutacija, jauname amziuje (vidurkis 41 metai) buvo rasta
vélyvos stadijos duktaling karcinoma. Moterims, turin¢ioms paveldéta BRCA2
geno mutacija, kriities véZzys iSsivysto apie 47 metus [Honrado ir kt., 2004;
Godet ir kt., 2017], nors apraSytame Seiminiame atvejyje dviem pacientéms i$
trijy kraties vézys buvo nustatytas apie 30-uosius metus. Abiem ankstyvo
kriities vézio atvejais buvo diagnozuoti skirtingi histologiniai tipai, o ligos
progresavimo metu aptikta jvairiy patologiniy poky¢iy.

Apie pusé visy BRCA2 geny mutacijy randama 11-ame egzone, Kuris
kartu su 10-uoju egzonu sudaro apytikriai 60 % geno koduojancios dalies.
BRCA2 ¢.3847_3848delGT (4075delGT, rs80359405) patogeniné mutacija,
aptikta tirtoje Seimoje, yra jvykusi 11-ajame BRCA2 geno egzone ir lemia
dviejy nukleotidy delecija, dél to vyksta rémelio poslinkis 1283 kodone ir taip
sukuriamas pirmalaikis STOP kodonas. Valino aminortigsciai pasikeitus |
lizing, transliuojamas mutantinis, sutrumpéjes baltymas p.V1283fs*2, kuris
lasteléje nebeatlicka savo funkcijos [Gornstein ir kt., 2018; ClinVar Miner,
Henrie, 2022, duomeny bazé internete]. BRCA2 mutacija ¢.3847_3848delGT
paplitusi tarp baltyjy rasés ir yra viena i§ penkiy dazniausiai nustatomy
mutacijy tarp zydy aSkenaziy (392 i§ 500), Balkany gyventojy (25 i§ 500), ne
zydy kilmés rusy (42 i8 500) ir maisytos etninés kilmés zmoniy (41 i§ 500)
[Laitman ir kt., 2012; Rebbeck ir kt., 2018]. Wang ir kolegy atliktame tyrime
nustatyta, jog BRCA2 ¢.3847_3848delGT mutacijos daznis esty ir vokie¢iy
populiacijoje siekia 0,02 (95 % CI 0,00-0,03) [Wang ir kt., 2012], o Danijoje
Sis BRCA2 mutacijos variantas yra tarp dazniausiai nustatomy BRCA2 pazaidy
[Janavicius ir kt., 2010].

Navikams su BRCA2 mutacijomis paprastai buidinga didelé ER (apie 65
%) ir PR (apie 50 %) raiska, skirtingai nuo naviky su BRCA1 mutacijomis,
kurie dazniausiai yra duktalinio tipo, panasiis j bazaline karcinomg ir paprastai
yra TN fenotipo [Lakhani ir kt., 1999; Honrado ir kt., 2004]. Disertaciniame
darbe pateiktame tyrime dviem i$ trijy tirty pacienciy, turin¢iy BRCA2
€.3847_3848delGT mutacija, buvo diagnozuotas TN kraties vézio tipas, 0
vienai pacientei — navikas, kuriam biudinga padidéjusi hormony receptoriy
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raiSka. Honrado su kolegomis teigia, kad ER+ ir (arba) PR+ navikai,
neturintys bazalinés karcinomos poZymiy, pirmiausia turéty buti iStirti dél
BRCA2 mutacijy Seimose, kuriose budingi kartotiniai krities ir kiausidziy
vézio atvejai [Honrado ir kt., 2004]. Beveik visi disertaciniame darbe
apraSytos Seimos atvejai buvo blogo diferenciacijos laipsnio navikai su ryskiai
polimorfinémis lastelémis ir dideliu mitoziy skai¢iumi. Jdomu tai, kad visais
apraSytos Seimos naviky atvejais vyravo j skiltele panasus naviko augimo
modelis be didelés fibrozés ar liauky formavimosi pozymiy. Zinoma, kad
vézys, atsirandantis dél BRCALl geny mutacijy, morfologiskai skiriasi nuo
sporadinio kriities véZio [Agnarsson ir kt., 1998; Armes ir kt., 1998; Lakhani
ir kt., 1999: Honrado ir kt., 2004]. Seiminiai kriities véZio atvejai, susije su
BRCA1 geno mutacijomis, paprastai apibiidinami blogu diferenciacijos
laipsniu, jiems nebtidinga hormony ir HER2 receptoriy raiska, lasteléje néra
aktyvaus p53 baltymo ir nustatomas isskirtinai didelis mitoziy skaicius bei
susiliejanti nekrozé. Jdomu tai, kad i§ tévo pusés paveldéta BRCAL mutacija
didina rizika moteriai susirgti kriities véziu, 0 BRCA2 tokios paveldéjimo
sasajos neturi [Senst ir kt.,, 2013]. Tarp naviky su BRCA2 mutacija ir
sporadiniy naviky nenustatyta dideliy morfologiniy skirtumy [Armes ir kt.,
1998; Phillips ir kt., 2000], o apie BRCA2 navikams budingas histologines
savybes daug duomeny néra, ta¢iau remiantis $iuo tyrimu biity galima jzvelgti
BRCA2 mutacijos nulemty naviko histologinio fenotipo bruozy.

4.1.2. TP53 geno mutacijos ir jy reikSmé

Atliktas tyrimas atskleidé, jog tirtoje imtyje 78 % rasty mutacijy buvo aptiktos
srityje, koduojancioje su DNR besijungianti domena, o likusios pazaidos
susidaré geno introninése dalyse. Analizuojant TP53 mutacijy pasiskirstyma
tarp paveikty geno sri¢iy, nustatyta, jog dazniausiai mutavo 5, 6 ir 8 egzonai.
Literatiiros duomenimis, dazniausiai TP53 mutacijos jvyksta 5 egzone, kiek
maziau jy randama 6-8 egzonuose [Bouaoun ir kt., 2016]. Taip pat zinoma,
kad apie 80 % TP53 mutacijy aptinkama 102-292 kodonuose (su DNR
besijungiancioje geno srityje) ir apie 80 % jy yra missense tipo, dél to
susiformuoja stabilus p53 baltymas, kuris nebegali jungtis su DNR, kaupiasi
naviko lgstelés branduolyje ir ten, sgveikaudamas su onkogenais, sukelia
lasteliy transformacijas [Soussi ir kt., 2007; Zhou ir kt., 2009; Bouaoun ir kt.,
2016]. Disertaciniame darbe 52 % mutacijy sudaré missense mutacijy tipas,
kiek maziau — splaisingo pakitimai, rémelio poslinkio mutacijos ir nonsense
mutacijos. Taip pat 4 introne buvo aptikta reta 23 nukleotidy delecija
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0.7578546_7578568del, anks¢iau apradyta tik viename kanadieciy atliktame
krities vézio tyrime [Pollett ir kt., 2000].

Trec¢dalyje krities naviky aptinkamas mutaves TP53 genas, o apie 80
% mutacijy randama TN potipyje [Shahbandi ir kt., 2020]. Tirtoje imtyje
mutaves TP53 genas rastas 38 % naviky: dazniausiai TN (87 %), o reciausiai
— LA (14 %) potipyje. Be to, Sis tyrimas parod¢, kad daugiau nei du tre¢daliai
TP53 mutacijy aptikta blogai diferencijuotuose navikuose ir navikuose,
kuriems budinga padidéjusi Ki-67 raiska. Ki-67 prognostinis zymuo placiai
naudojamas kriities vézio diagnostikoje ir yra susijes su didesniu naviko tuiriu,
blogu diferenciacijos laipsniu, metastazémis ] sritinius limfmazgius ir
trumpesniu isgyvenamumu [Petrelli ir kt., 2015]. Pan ir kolegy atliktoje Ki-67
ir TN potipio analizéje teigiama, kad TP53 mutacijos ir Ki-67 zymens raiska
koreliavo tarpusavyje bei su naviko diferenciacijos laipsniu [Pan ir kt., 2017].
Dél dvejopy tyrimy rezultaty TP53 mutacijy verté Kaip prognostinio Zymens
yra diskutuotina, tac¢iau TP53 mutacijos yra naudingos prognozuojant atsaka i
gydyma. Apie 3,5 tukst. krities naviky apimanti metaanalizé parodé rysj tarp
neoadjuvantinés antracikliny terapijos ir TP53 geno poky¢iy [Chen ir kt.,
2012; Shahbandi ir kt., 2020]. TP53 mutacijos yra placiai tiriamos, todél
atrandama vis daugiau galimy individualizuotos terapijos budy [Duffy ir kt.,
2022], o i pacienty diagnostika diegiama sekoskaita.

4.2. Epigenetiniai krities vézio poky¢iai

Sporadiniams krities vézio dariniams biidinga ne tik genetiniy, bet ir
epigenetiniy pokyc¢iy gausa. DNR metilinimo pobudis tarp kriities vézio
potipiy skiriasi, taciau sudétingam ir heterogeniSkam TN potipiui didelis
hipermetilinimo daznis néra btidingas [Yu ir kt., 2019]. Todél svarbu rasti
potipiui specifinius diagnostinius ir prognostinius Zzymenis, kurie leisty
tiksliau atskirti TN potipio vidinius pogrupius, reik§mingus prognozuojant
ligos eiga ar atsaka j gydyma ir taikant individualizuotg taikiniy terapija.

Rengiant disertacinj darba, visuose tirtuose krities vézio méginiuose
buvo nustatyta bent po vieng DNR hipermetilinimo pokytj, o 10 i§ 17 tirty
geny hipermetilinimo pobudis statistiSkai reikSmingai atskyré navikus nuo
nevéziniy kriities dariniy. Didziausig specifiskumg ir jautruma kriities véZiui
rodé PRKCB, RASSF1, ADAMTS12, APC ir RUNX3, o maziausig — P16, P14
ir MT1F biozymenys. Taip pat iSryskéjo ir skirtingas kriities vézio potipiy
hipermetilinimas: luminaliniuose kriities véZio méginiuose vyravo RASSF1,
PRKCB, RUNX3, APC ir MT1G hipermetilinimas, o TN potipyje i$siskyré
didelis MT1E ir FILIP1L geny hipermetilinimo daznis.
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Specifinis atskiry kriities vézio potipiy DNR hipermetilinimas biidingas
tiek Siame disertaciniame darbe, tiek kity mokslininky atliktuose tyrimuose
[Holm ir kt., 2010; Titus ir kt., 2017], pvz., luminaliniuose ir HER2+
potipiuose daznai randami hipermetilinti RASSF1, GSTP1 ir APC genai
[Sunami ir kt., 2008; Holm ir kt., 2010]. Kriities navikuose placiai iStirtas
zymuo, RASSF1, disertaciniame darbe rastas hipermetilintas 69 % dazniu.
Literattiros duomenimis, RASSF1 hipermetilinimo kriities navikuose daznis
siekia 65-85 % [Moelans ir kt., 2015; Park ir kt., 2016 ; Lu ir kt., 2017] ir yra
susijes su trumpesniu pacienciy iSgyvenamumu [Saelee ir kt., 2020], nes
metilinus RASSF1 prarandama signalo perdavimo keliy, lastelés ciklo
valdymo ir mitozés kontrolé [Dubois ir kt., 2019]. Nors GSTP1
hipermetilinimas yra specifinis prostatos navikams, tyrimai rodo, kad jis yra
ir ankstyvasis kriities véZio epigenetinis zymuo, koreliuojantis su klinikiniais-
patologiniais krities véZio rodikliais ir randamas DCIS navikuose, kuriuose
yra ankstyvyjy véziniy pokyc¢iy [Lee ir kt., 2007; Alnaes ir kt., 2015; Song ir
kt., 2019]. Taip pat zinoma, kad GSTP1 geno hipermetilinimas koreliuoja su
agresyvesniu ER teigiamu kriities vézio fenotipu [Miyake ir kt., 2013], tac¢iau
disertacinio darbo tyrime LA ir LB potipiuose GSTP1 hipermetilinimo dazniai
nesiskyrée (atitinkamai 20 % ir 21 %). Nors tirtoje Lietuvos motery ankstyvyjy
stadijy krities vézio méginiy imtyje nustatytas GSTP1 hipermetilinimas
tesieké 21 %, zymens specifiskumas buvo 100 %, tai patvirtina zymens sasaja
su ankstyvaisiais piktybéjimo procesais krities navikuose. Kito pladiai
tyringjamo geno — APC — hipermetilinimas yra susijes su metastazémis ir dél
koreliacijos su chemoterapiniu gydymu, APC hipermetilinimas gali bati
informatyvus gydymo eigos ir atsako j gydyma prognozés Zymuo [Ryu ir kt.,
2012; Liu ir kt., 2020; Shahbandi ir kt., 2020]. Disertaciniame tyrime daugiau
nei puséje tirty naviky (53 %) rastas hipermetilintas APC genas, kurio
specifiSkumas sieké 100 %, o tai atitinka kity mokslininky gautus APC
hipermetilinimo kraties navikuose rezultatus (44—70 %) [Saelee ir kt., 2020].
Didziausig jautrumo ir specifiSkumo kriities navikams rezultatg (atitinkamai
77 % ir 100 %) parodé¢ hipermetilintas PRKCB. PRKCB geno klinikiniy
hipermetilinimo kriities navikuose tyrimy néra apra$yta, todél disertaciniame
darbe rastas didelis zZymens specifiSkumas ir jautrumas yra naujas ir
perspektyvus, kuriant diagnostinius kriities vézio zymenis. Klinikiniy tyrimy
informacijos apie dar vieno zymens, ADAMTS12, hipermetilinimg krities
navikuose taip pat néra, taCiau disertaciniame tyrime ADAMTS12
hipermetilinimas buvo biudingas luminaliniams navikams. Hipermetilinto
ADAMTS12 jautrumas ir specifiskumas kriities véziui, tirtoje Lietuvos motery
imtyje, buvo didelis (atitinkamai 63 % ir 93 %), todél ADAMTS12, kaip ir
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PRKCB, galima priskirti prie naujy specifiniy Zymeny, tinkamy ankstyvajai
krities vézio diagnostikai.

Kaip jau minéta, agresyviausiam kriities vézio potipiui, TN, budingas
mazesnis DNR metilinimo daznis nei ER ir PR teigiamiems navikams [Fang
ir kt., 2011]. TN yra laikomas heterogeniskiausiu kriities vézio potipiu, pagal
molekulinius Zymenis detaliau skirstomu j mazesnius pogrupius [Yin ir kt.,
2020]. Dél didelio TN krities vézio heterogeniskumo §io potipio tyrimai yra
sudétingi, todél kol kas néra daug duomeny apie TN potipiui specifinius
hipermetilinimo Zymenis [Temian ir kt, 2018; Pineda ir kt., 2019].
Disertacinio darbo tyrime nustatytas MT1E ir FILIP1L hipermetilinimo
daznis TN potipyje buvo dvigubai didesnis nei luminaliniuose ir HER2+
potipiuose. Be to, tirtai krities vézio imties grupei, turiné¢iai TP53 mutacijas,
buvo bidingas didelis MT1E ir FILIP1L hipermetilinimo daznis. Apie MT1E
ir FILIP1L Zymeny hipermetilinimg TN potipyje duomeny néra, taciau yra
tyrimy, patvirtinanciy jy specifiSkuma kraties véziui [Tommasi ir kt., 2009;
Kwon ir kt., 2013].

Nors klasifikuojant krties vézj yra i§skiriamas HER2+ potipis, HER2
teigiamy naviky galima rasti visuose kriities vézio potipiuose, tad jie laikomi
labai heterogeniskais, o hipermetilinimas Siame potipyje neturi ryskiy sasajy
su HER2 geno amplifikacija [Holm ir kt., 2010], nors Terada ir kolegos teigia
priesingai [Terada ir kt., 2009]. Disertaciniame darbe HER2+ potipis i$siskiria
kiek didesniu APC, RUNX3, ADAMTS12, MGMT, GSTP1 ir ESR1-4 geny
hipermetilinimu, ta¢iau palyginus LA ir HER2+ potipio hipermetilinimo
pobidj, $iy Zymeny hipermetilinimo skirtumai statistiskai reikSmingai LA nuo
HER2+ neatskyré. Disertaciniame tyrime geny APC, MT1E, RUNX3,
FILIPIL ir PRKCKB hipermetilinimas statistiSkai reikSmingai atskyré
HER2+ ir TN potipius, bet literatiiros duomenimis, RUNX3 hipermetilinimas
siejamas su ER teigiamais navikais [Liu ir kt., 2018], 0 duomeny apie PRKCB
hipermetilinimg kriities navikuose néra, ir tik APC geno promotoriaus
hipermetilinimas Sunami mokslininky grupés buvo rastas HER2 teigiamuose
krities vézio méginiuose [Sunami ir kt., 2008]. Kadangi itin heterogeniskais
laikomi TN ir HER2+ kriities vézio potipiai, todél APC, RUNX3 ir PRKCB
metilinimo zymeny tyrimas biity naudingas ankstyvajai diagnostikai ir potipiy
diferenciacijai, tac¢iau dél didelio HER2+ potipio heterogeniskumo, reikéty
atlikti platesnius $iy geny hipermetilinimo tyrimus.

Analizuojant geny hipermetilinimg pagal hormony receptoriy biisena,
i8ry8kéjo ER ir PR teigiamuose navikuose daZnai hipermetilinti PRKCB ir
RUNX3 genai. Duomeny apie PRKCB hipermetilinimg krities navikuose ir
(arba) sasaja su hormony receptoriais néra, ta¢iau RUNX3 dazniausiai
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randamas hipermetilintas biitent ER teigiamuose kriities vézio atvejuose
[Song ir kt., 2016; Liu ir kt., 2018]. Estrogeny receptoriy signalinis kelias
apima genus, dalyvaujancius lastelés ciklo valdymo ir apoptozés procesuose
ir yra svarbus normaliam kriities liauky vystymuisi, bet, Siam procesui
sutrikus, kraties Iastelés ima piktybéti. RUNX3, kontroliuodamas ERa
transkripcinj aktyvuma, funkcionuoja kaip ER signalinio kelio inhibitorius,
todél RUNXS3 funkcijos praradimas lemia ERa raiskos padidéjima, o tai susije¢
su krities naviky vystymusi [Huang ir kt., 2012]. Palyginus kraties navikus
pagal diferenciacijos laipsnj ir naviky proliferacijos Zymens Ki-67 statusa,
blogai diferencijuotuose navikuose isrySkéjo MT1E hipermetilinimas, o geros
diferenciacijos navikams buvo budingas didelis RASSF1 ir ADAMTS12
hipermetilinimo daznis. Literatliros duomenimis, RASSF1 hipermetilinimas
budingas gero diferenciacijos laipsnio navikams [Karray-Chouayekh ir kt.,
2010], nors yra duomeny, rodan¢iy kad RASSF1 hipermetilinimo skirtumy
tarp skirtingo diferenciacijos laipsnio kriities naviky néra [Hagrass ir kt.,
2014]. Navikus suskirs¢ius pagal proliferacijos Zzymens raiska, Ki-67
teigiamuose navikuose buvo nustatytas didelis MT1E ir FILIP1L, o Ki-67
neigiamuose — PRKCB ir APC hipermetilinimo daznis. Ki-67 raiska ER+ ir
PR+ navikuose yra mazesné nei pagal hormony receptoriy raiskg neigiamuose
navikuose [Soliman ir kt., 2016], todél buty galima kelti hipoteze, kad
metilinty geny s3saja su Ki-67 siejasi ir su naviky hormony receptoriy biisena.
APC geno nutildymas kriities navikuose apibiidinamas kaip ankstyvas
karcinogenezés jvykis, bidingas ER+ ir PR+ navikams, taciau sgsajy su didele
proliferacijos zymens Ki-67 raiska jis neturi [Tserga ir kt., 2011]. Lyginant
geny hipermetilinimo skirtumus tarp T1 ir T2 kraities vézio stadijy, iSsiskyré
P16 hipermetilinimas, nustatytas tik T2 stadijos navikuose. I$ literattros
duomeny zinoma, kad P16 geno hipermetilinimas yra susijes su 7 kartus
didesne kriities vézio iSsivystymo rizika [Wang ir kt., 2012]. Nors
disertaciniame darbe P16 hipermetilinimas nerodé specifiSkumo krities
navikams, didesnis jo hipermetilinimo daznis vélesnéje stadijoje rodo, kad jis
yra susijgs su kraties vézio vystymosi procesu. RUNX3 hipermetilinimas
atliktame tyrime buvo statistiskai reik§mingai susijes su mikrometastazémis
(paveiktais sritiniais limfmazgiais), kaip patvirtina ir literatiros duomenys
[Chen ir kt., 2016]. Apie MT1E, ADAMTS12, PRKCB ir FILIP1L promotoriy
DNR hipermetilinimg kriities navikuose duomeny néra, todél disertaciniame
rodikliais leidzia vertinti Siy geny hipermetilinimg kaip ankstyva epigenetiniy
poky¢iy atsiradima, o Zymenis — Kaip tinkamus ankstyvajai krities véZio
diagnostikai.
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Tokie DNR metilinimo pobiidZio skirtumai tarp kriities vézio potipiy ir
potipiy viduje demonstruoja didelj iy naviky biologinj kintamumg ir poreikj
juos klasifikuoti detaliau. Detali naviky epigenetiné analizé galéty ne tik
pateikti iSsamy naviko epigenetinj profilj, bet ir patikslinti galima ligos
prognozg ar atsakg j gydyma ir sudaryti galimybes kurti personalizuota ligos
gydyma.

4.3. Isgyvenamumo analizé

Kol kas néra bendros nuomonés, ar paveldétos BRCAL/2 mutacijos
serganciosioms krities véziu lemia blogg iSgyvenamumo prognoze. Yra
duomeny, rodanéiy, jog BRCAL/2 mutacijos yra susijusios su trumpesniu
iSgyvenamumu (OS) [Brekelmans ir kt., 2006; Moller ir kt., 2007], taip pat
yra jrodymy, kad néra Zymaus OS skirtumo tarp kriities véZio su BRCAL/2
mutacijomis ir be §iy mutacijy [Bonadona ir kt., 2007; Rennert ir kt., 2007],
kaip ir yra tyrimy, teigianéiy priesingai ir demonstruojanéiy net didesnj krities
véziu su BRCA1/2 mutacijomis serganéiy pacienéiy iSgyvenamuma [Veronesi
ir kt., 2005; Gonzalez-Angulo ir kt., 2011]. 2018 m. atliktas tyrimas
[Sporikova ir kt., 2018] atskleidé jdomia tendencija tarp BRCA1/2 teigiamos
ir neigiamos krities véZio grupés iSgyvenamumo — apibendrinus 10 mety
stebéjimo duomenis, buvo nustatyta, kad BRCA mutacijg turinciy pacienciy
iSgyvenamumas siekia 78 %, o neturinCiy — 69 %. Autoriai §j fenomena
aiSkina didesniu jautrumu chemoterapijai, nhulemtu homologinés
rekombinacinés reparacijos ar imuningés sistemos aktyvinimo, nes zinoma, kad
mutave kriities navikai yra jautresni DNR ardantiems veiksniams, tokiems
kaip platinos chemoterapiniai junginiai ar PARP inhibitoriai [Sporikova ir kt.,
2018].

TP53 mutacijy randama mazdaug 65-80 % TN kraties naviky [Duffy
ir kt., 2018; Li ir kt., 2019], jos siejamos su bloga prognoze [Huszno ir kt.,
2018; Sporikova ir kt., 2018]. Disertaciniame darbe buvo analizuojama TP53
mutacijy sgsaja su iSgyvenamumu, taciau statistiSkai reikSmingos sgsajos
nerasta. Jdomu tai, kad néra bendros nuomonés dél TP53 geno mutacijos
jtakos pacien¢iy iSgyvenamumui. Vienuose moksliniuose S$altiniuose
teigiama, kad TN potipio krities vézio pacienciy, turin¢iy TP53 geno
mutacija, lemiancig funkcija praradusio p53 Dbaltymo transliacija,
i8gyvenamumo rodikliai yra blogi, be to, joms padidéja metastaziy atsiradimo
rizika [Powell ir kt., 2016]. Kituose saltiniuose tokie duomenis neigiami,
ta¢iau nurodoma, kad TN potipyje mutaves TPS3 gali biiti potencialus
prognostinis Zymuo numatant atsparuma chemoterapijai [Aas ir kt., 1996;
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Chae ir kt., 2009; Geisler ir kt., 2001]. Nors TP53 mutacijos dominuoja TN
potipyje, jos taip pat gali buti susijusios su ER+ pacienciy iSgyvenamumu, nes
mutacija veikia pakitusj atsakg j endokrining terapija [Hainaut ir kt., 2016]. Ir
TP53 mutacijos, ir TN potipis yra svarbilis veiksniai, lemiantys genetinj
nestabiluma, citogenetinius pokycius, taip pat didesng¢ heterozigotiSkumo
praradimo tikimybe [Mizuno ir kt., 2010; Olivier ir kt., 2011]. Todél,
nepaisant priestaringy rezultaty, TP53 mutacijos TN potipyje galéty biti ne
tik potencialus prognostinis zymuo, bet ir naviky terapijos taikinys [Kim ir kt.,
2016].

Siame tyrime TP53-mut naviky grupéje isanalizuotas FILIP1L Zymens
hipermetilinimas  statistiSkai ~ reikSmingai ~ siejosi  su  trumpesniu
iSgyvenamumu. Tiek FILIPLL, tiek TP53 yra atsakingi uz apoptozés ir lastelés
ciklo valdymo procesus, o pavieniui jie siejasi su naviky invaziskumu [Kwon
ir kt., 2013; Sporikova ir kt., 2018]. Kadangi apie FILIP1L funkcija lasteléje,
skirtingai nei apie TP53, labai daug duomeny néra, $iy dviejy Zymeny
pakitimy s3saja ir jtaka lastelés piktybéjimo procesams reikéty istirti detaliau.

Serganciyjy kriities véziu iSgyvenamumo rodikliai sparciai geréja. 1960
m. 10 mety nuo diagnozés igyvendavo tik apie 35 % krities véziu serganciy
motery, 0 1990 m. i§gyvenamumas 10 mety jau sieké 77 %. Nepaisant to, nuo
krties vézio kasmet mirsta apie pusé milijono motery [Grayson ir kt., 2012].
Ne visy krities vézio tipy atvejais bendrojo iSgyvenamumo prognozé yra
vienoda, blogiausias iSgyvenamumo rodiklis nustatytas TN potipyje [Maxmen
ir kt., 2012]. Kol kas néra daug tyrimy, atskleidzian¢iy epigenetiniy veiksniy
reikSme TN krities vézio potipio patogenezei [Liu ir kt., 2020]. Viename i$
ju teigiama, kad hipometilinto profilio TN pacienéiy iSgyvenamumo rodiklis
yra geresnis nei hipermetilinto, o vidutini$§kai metilintos TN potipio grupés
pacienciy iSgyvenamumo rodiklis yra pats blogiausias [Stirzaker ir kt., 2015].
TN potipyje hipermetilinti genai dalyvauja jvairiuose lasteliy atsako keliuose
ir gali bati pasitelkiami prognozuojant i§gyvenamumg ir atsakg j gydymag
[Temian ir kt., 2018; Pineda ir kt., 2019]. Disertacinio darbo tyrime buvo
nustatyta keliy geny (RUNX3, MT1E ir FILIP1L) hipermetilinimo sgsaja su
trumpesniu iSgyvenamumu. Daugiamaté analizé parodé, kad RUNX3
nepriklausomai prognozavo trumpesnj iSgyvenamuma, 0 RUNX3 deriniai su
MTLE ir FILIPLL taip pat rodé statistiskai reikSmingg sasajg su bloga ligos
baigtimi. RUNX3 yra gana placiai iStyrinétas kraties vézio populiacijoje
[Huang ir kt., 2012; Lu ir kt, 2017], todél Zzinoma, kad RUNX3
hipermetilinimas koreliuoja su trumpesniu kriities vézio pacienciy
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iSgyvenamumu [Jiang ir kt., 2008]. Duomeny apie MT1E reikSme ligos eigai
yra labai mazai, tac¢iau Jadhav su kolegomis nustaté, kad remiantis MT1E
hipermetilinimu (kartu su kitais metalotioneinais, tokiais kaip MT1A, -B, -G,
-H, -L ir -X) galima prognozuoti bloga kriities vézio pacienéiy iSgyvenamuma
[Jadhav ir kt., 2015]. TreCiojo prognostinio zymens, FILIP1L, sasajy su
iSgyvenamumu kol kas nepublikuota, taciau hipermetilinimo tyrimas kruties
lasteliy linijose [Kwon ir kt., 2013] parodé geno hipermetilinimo sasaja su
padidéjusiu naviko invaziskumu, nes buvo prarasta proliferacijos, migracijos
ir apoptozés kontrolé lasteléje [Stelzer ir kt., 2016].

Apibendrinant tyrimy rezultatus, galima daryti iSvada, jog iSsamis
genetiniai ir epigenetiniai krities vézio tyrimai didina ligos diagnostinj
potencialg, prisideda prie tikslesnio grupavimo j potipius ir padeda atskirti
navikus pagal jy agresyvuma. BRCA2 mutacijos analizé atskleidé genetiniy
tyrimy svarba, vertinant Seimos ligos istorijg ir atsizvelgiant j tai, kad BRCA2
mutacijos nulemtam Kkrities véziui gali bati biidinga hormony receptoriy
raiSka ir fenotipiskai jis gali buti panaSus | sporadinius navikus. I§ tirty 17
geny, desimt atskyré kriities vézio méginius nuo nenavikiniy krities audiniy,
todel Sie Zymenys galéty papildyti diagnostinius ligos nustatymo metodus.
TP53 geno mutacija ir TN potipiui specifiniai hipermetilinti MT1E ir FILIP1L
genai buvo susij¢ su agresyviy naviky fenotipu, tad gali bati naudojami
diagnostikoje diferencijuojant navikus pagal piktybiskumg. FILIP1L ir TP53
mutacijos bei RUNX3 hipermetilinimas kartu su MT1E ar FILIP1L ir
pacien¢iy méginiuose randami visi trys hipermetilinti genai prognozavo bloga
ligos baigtj, todél galima teigti, kad Sie zymenys turi prognostinj potencialg.
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ISVADOS

Ankstyvas krities vézio pasireiSkimas nustatytas trims pirmos linijos
giminaitéms, paveldéjusioms BRCA2 ¢.3847_3848delGT geno mutacija,
dviem i§ jy krties vézys nustatytas iki 35 m. Pacientéms, turinéioms
identiS8ka mutacijg, buvo budingi skirtingi histologiniai parametrai ir
klinikiné eiga.

Sporadiniuose kriities navikuose TP53 mutacijos dominavo ER ir (arba)
PR neigiamuose navikuose (TN potipyje 87 %) ir gerokai re¢iau pasitaiké
HER2+ (38 %), LB (47 %) ar LA (14 %) potipiuose (visy P < 0,05).
Navikams su TP53 mutacija biidinga bloga diferenciacija ir padidéjusi Ki-
67 zymens raiska (P < 0,0001).

Kruties navikuose didziausias promotoriaus DNR metilinimo daZnis
budingas PRCKB, RASSF1, ADAMTS12, APC ir RUNX3 geny
promotoriams (40-77 %). Sie biozymenys patikimai atskiria navikinj
kraities audinj nuo nenavikinio (visy P < 0,0001). TN potipyje vyrauja
FILIP1L (93 %) ir MT1E (63 %) hipermetilinimas (abiejy P < 0,05), o
kitiems potipiams biidingas didesnis RASSF1, PRKCB, MT1G, APC ir
RUNX3 hipermetilinimo daznis (visy P < 0,05).

DNR metilinimo zZymenys turi diagnosting vertg: MT1E genas dazniau
hipermetilinamas duktalinio tipo (40 %; P = 0,018) ir blogos
diferenciacijos navikuose (G3 — 53 %; P = 0,003), MT1E ir FILIP1L — Ki-
67 teigiamuose navikuose (48 % ir 66 %; atitinkamai P = 0,045 ir P =
0,026), RUNX3 - navikuose, kuriy mikrometastaziy yra atsirade
sritiniuose limfmazgiuose (N1 — 52 %; P = 0,032), o P16 hipermetilinimas
nustatomas tik T2 stadijos navikuose (T2 — 8 %; P = 0,041).

Naviky su mutavusiu TP53 genu grupéje MTL1E hipermetilinimas beveik
dvigubai daznesnis nei navikuose be TP53 mutacijy (58 %; P = 0,024), o
PRKCB ir RUNX3 — retesnis (atitinkamai 61 %; P = 0,001 ir 23 %; P =
0,021). FILIP1L hipermetilinimas siejamas su blogesniu Sios naviky
grupés pacienciy bendruoju isgyvenamumu (P = 0,045).

Sergant krities véziu trumpesn]j bendrajj i§gyvenamuma nepriklausomai
prognozuoja RUNX3 hipermetilinimas (HR = 4,64; 95 % CI 1,14-18,75;
P =0,032), TN potipis (HR = 13,92; 95 % CI 2,97-65,20; P = 0,010) ir
vyresnis amzius (HR = 1,7; 95 % CI 1,02-1,12; P = 0,010). Su trumpesniu
bendruoju i§gyvenamumu taip pat siejasi hipermetilinty MT1E ir RUNX3
(P = 0,045), FILIP1L ir RUNX3 (P = 0,039) deriniai ir trijy biozymeny
junginys (P = 0,031).
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SUMMARY OF DOCTORAL DISSERTATION

INTRODUCTION

In Lithuania, about 1500 women get breast cancer (BC) annually, and about
500 of them die from this disease per year [Lithuanian cancer registry data:
Cancer in Lithuania 2017, electronic resource]. Despite improving diagnostic
tools, BC is still the leading malignancy type among women [European
Cancer Information System (ECIS) data, 2019, electronic resource], ussually
diagnosed by instrumental tests: ultrasound, mammography, or magnetic
resonance imaging. The diagnosis is confirmed after performing a biopsy and
examining the tissue by immunohistochemical methods, determining the
status of hormones and HER2 receptors.

Molecular profile of BC is highly heterogeneous and according to it
four biological subtypes of BC are identified with the worst prognosis
attributed to triple negative (TN) subtype of BC.

Inherited mutations have a major effect on BC development, and as
many as 5-10% of all BC cases are hereditary. The proteins encoded by the
mutated BRCA1 and BRCA2 genes, which are often found in the cases of BC,
are involved in the repair of DNA damage and are very important for the
maintenance of genome stability and cell cycle control [Sadeghi et al., 2020].
Another important gene - TP53, is the gene that mutates in cancer cells the
most often [Silwal-Pandit et al., 2017]. Breast tumor TP53 mutations are
found in 20-50% of all BC cases [Powell et al., 2000; Langerod et al., 2007],
these mutations lead to impaired processes of DNA damage repair, apoptosis,
cell cycle control, thus when these processes are impaired, more and more
mutations begin to accumulate in the cell and it starts becoming malignant
[Pitolli et al., 2019]. Mutations in the TP53 gene are considered as
contraindication to radiotherapy, because it can increase the probability of
secondary tumors [Lazzari et al., 2021], therefore the study of BRCA1/2 and
TP53 mutations is very important for both disease prevention and treatment
planning.

More than half of the protein-coding genes have at least one CpG island
adjacent to their promoter sequences, therefore the expression of such genes
can be controlled by the involvement of DNA methylation [Baylin et al.,
2000]. In cancer cells, these CpG islands are often found hypermethylated in
the promoters of tumor-suppressing genes, leading to silencing of gene
function - blocking of the transcription [Baylin et al., 2000]. Methylation
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markers are very attractive objects for research, since promoter methylation is
a more frequent event than the occurrence of mutations in the process of
carcinogenesis [Ushijima et al., 2010]. Genetic and epigenetic BC biomarkers
can increase the accuracy of diagnostic tests, predict the course of the disease
or response to treatment, and contribute to the individualization of treatment.
For this reason, it is important to employ modern research that enables a
detailed analysis of the molecular profile of tumors, and to check the
informativeness of the selected markers in large well-characterized cohorts.
In this study, genetic mutations in BRCA2 and TP53, as well as DNA
methylation change in genes P14, P16, DAPK1, MGMT, FILIP1L, RARB,
NAALAD2, GSTP1, MT1G, MTI1E, MT1F, RUNX3, RASSF1, PRKCB,
ADAMTS12, ESR1 and APC were studied.

The aim of the work is to study mutations of selected genes and changes in
DNA methylation in breast tumors and to evaluate the diagnostic and
prognostic value of these changes and their correlations with clinical-
pathological indicators of breast cancer (BC).

Goals of the dissertation:

1. To analyze the influence of the inherited BRCA2 gene mutation
€.3847_3848delGT on the clinical manifestation of BC and the course
of the disease.

2. To study the frequency and type of TP53 mutations in breast tumors,
and to evaluate the correlations between mutations and clinical-
pathological BC indicators.

3. To study the DNA methylation frequencies of the promoter region of
genes involved in breast carcinogenesis and associate results with BC
subtypes.

4. Evaluate the links between DNA methylation biomarkers and
clinical-pathological BC indicators.

5. Analyze DNA methylation changes in the group of tumors with TP53
mutations and their correlations with clinical-pathological BC
indicators and overall survival rate.

6. Assess the links between DNA hypermethylation biomarkers and
overall survival rate in the entire BC cohort.
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Scientific novelty and practical significance

The familial medical history clinical consequences of the rare BRCA2
gene mutation ¢.3847_3848delGT have not been analyzed in Lithuania yet.
This is also the first comprehensive study of TP53 gene mutations in women
with early stages (I and 1) breast cancer, for which an advanced and accurate
next-generation sequencing (NGS) method was used. In the dissertation, for
the first time in the Lithuanian population, a detailed analysis of DNA
hypermethylation markers was performed in 116 tumors and the DNA
methylation profile of TP53 mutated tumors was analyzed separately.
Although BC is widely researched in the world [Cho et al., 2022; Dugue et al,
2022], no extensive analysis of biomarkers, including hypermethylation of 17
genes been performed in Lithuania until now.

The results of our study showed that DNA hypermethylation
biomarkers are able to statistically significantly distinguish early BC tumors
from non-cancerous tissues and differentiate BC subtypes. During the
dissertation research a hypermethylation of the MT1E and FILIP1L genes
unique to the triple negative (TN) subtype, as well as a high frequency of TP53
mutations were found. Since the survival rate of patients with this subtype of
BC is the lowest, it can be assumed that these epigenetic markers have not
only diagnostic but also prognostic potential.

During the dissertation study genetic and epigenetic BC differences of
individual subtypes were analyzed, and molecular information was linked to
clinical-pathological indicators of BC and survival rate. This enabled a more
detailed look at the high degree of BC heterogeneity.
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MATERIALS AND METHODS

Patients and samples

Sporadic breast cancer patients

A study was initiated in 2007-2009 and included samples from 116
breast cancer (BC) and 29 control-fibroadenoma patients. The patients were
treated at the National Cancer Institute, and the study was conducted after the
patients signed an informed consent form and a permission was received from
Bioethics committee (03-08-2007 No. 33). All collected patients’ samples
were tested for hereditary BRCAL gene mutations and only cases without
BRCA1 mutations were selected for further study. The average age of BC
patients at the time of diagnosis was 57 years (27-84 years old) and for control
patients - 42 years old (ages 20-62). All examined breast tumors were of early-
stage T1 (N=63) and T2 (N=53), with ductal (N=101), lobular (N=13), and
apocrine (N=2) histology. Immunohistochemical analysis of hormone
receptor ER, PR, as well as HER2 and Ki-67 status distinguished BC into four
subtypes: 47% Luminal A (LA; N=55), 21% Luminal B (LB; N=24), 18%
HER2+ (N=21; composed of a combination of Luminal B HER2 and HER2
subtypes; N=16 + 5) and 14% - Triple negative (TN; N = 16). Patient survival
rate data were collected over a median of 91 months (range 3—113 months),
with informative data collected in 67% of patients (78 of 116). During this
period, 21 patients died, 56 patients were in remission, and 1 patient had
confirmed disease progression. The detailed distribution of patient
demographic and clinicopathological indicators by BC subtype can be found
in previous paper [Sadzeviciene et al, 2022].

Hereditary breast cancer patients

BRCA1/2 gene mutation testing is suggested to women with breast or ovarian
cancer who meet the indications specified in Decree of the Minister of Health
of the Republic of Lithuania (No. V-1458, 31-12-2014). Mutation testing is
offered to first-tier relatives if a pathogenic BRCA1/2 gene variant is found.

In the studied family, one patient was diagnosed with a BRCA2 gene
mutation, therefore two sisters and the daughter of Patient 1 were invited for
consultation. The patients signed an informed consent form and a permission
was received from Bioethics committee (158200-18-989-493).
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Methods

DNA purification

Total DNA from breast tissue was extracted by using ZR Viral DNA /RNA
Kit™ (Zymo Research) and DNA extraction from blood was performed on an
automated QIAcube system using “QlAamp DNA Blood Mini Kit reagents”
(Qiagen). DNA qualitative and quantitative parameters were measured with a
spectrophotometer NanoDrop™ 2000 (TFS) and stored at -80°C until use.

Analysis of DNA mutation

Detection of BRCA1 mutations in whole BC cohort. Detection of
pathogenic gene variants was carried out by PCR using DreamTag™ Green
PCR Master Mix (TFS). Amplification was performed in a ProFlex™ 3x32—
well PCR system (TFS). The obtained test data are analyzed in a 2% agarose
gel. The sequences of the primers used in the study are presented in Table S1.

The study of BRCA1/2 gene mutations. The screening for 6 the most
frequent BRCA gene mutations was performed by real-time PCR reactions
using TagMan™ Universal Master Mix I, No UNG (ABI, TFS) and
TagMan™ SNP Genotyping Assays (ABI, TFS) reagents, including negative
(wt) and positive controls. All reactions were performed according to the
manufacturer's recommended protocol using Applied Biosystems™ 7500
Real-Time PCR System (ABI, TFS).

After the most common BRCA1/2 mutations were excluded, the next
step for mutation research was conducted using next-generation sequencing
(NGS). Library preparation and amplification of the coding regions of
BRCAL/2 genes were performed using reagents from lon AmpliSeqTM Library
Kit 2.0 (Life Technologies) and Oncomine™ BRCA Research (Life
Technologies), according to the manufacturer's protocol. Library
concentration was determined using lon Library TagMan™ Quantification
Kit (Life Technologies) reagents. Libraries with equal concentrations were
loaded onto a 520-chip using lon Torrent™ lon Chef™ machine and lon
520™ & lon 530™ & 540™ KijtChef (Life Technologies) reagents.
Sequencing was performed on lon Torrent™ Jon S5™ (Life Technologies)
platform. lon Reporter 5.8 (Life Technologies) software was used for data
analysis.
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TP53 mutation analysis

The TP53 sequence (exons 4-9) was analyzed by three methods. Mutation
data analysis was prepared using databases of IARC TP53 [Bouaoun et al.,
2016] and The Catalog of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC) [COSMIC
2004].

Single-strand conformation polymophism (SSCP) analysis was
performed by using PCR method containing sense 6-FAM and antisense HEX
primers marked with different fluorescent markers and was performed using
AmpliTaq Gold™ DNA Polymerase with Buffer 11 and MgCI2 Kit (ABI, TFS).
T24 cell line DNA was used as a positive control and leukocyte DNA from a
healthy donor was used as a negative control. The reaction mixture was
analyzed on ABI PRISM 3130® Genetic Analyzer (ABI, TFS) and the results
were evaluated using GeneMapper™ (ABI, TFS) software.

The direct Sanger sequencing (SS) method was chosen for confirmation
of mutations after the analysis by the SSCP method using AmpliTag Gold™
DNA Polymerase with Buffer Il and MgClI2 Kit (ABI, TFS). The sequencing
reaction was prepared using BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(ABI, TFS) and analysed with ABI Prism 3130® (ABI, TFS) genetic
analyzer.The results were analyzed using the SeqScapeTM software (ABI,
TFS). The reference TP53 sequence taken from the GenBank® database. The
SSCP and SS methods were adapted from Holmila et al. [Holmila et al., 2006].

Next-generation sequencing (NGS) was performed with a genetic
analyzer GS Junior sequencing 454 (Roche). Leukocytes from healthy donors
were used as control samples. All analyzed fragments were sequenced in both
directions. DNA was amplified using Phusion High-Fidelity PCR Master Mix
Kit (TFS) (Supplementary Table S2). Amplicons were purified with AMPure
XP magnetic particles (TFS). Reaction products were analyzed
fluorometrically using Quant—It PicoGreen dsDNA Assay (TFS) and
QuantiFluor system (Promega). The standard value of the correlation
coefficient (R) squared R? is greater than 0.98. The emulsion PCR reaction
was performed using the emPCR Kit (Roche). Amplicons were mixed with
magnetic particles using 10 uL of prepared sense and antisense library DNA
(1.33 molecules per magnetic particle) and collected after the reaction using
the GS Junior Titanium emPCR Oil and Breaking Kit (Roche). GS Titanium
Sequencing Kit reagent set and GS Junior Titanium series protocol (Roche)
were used for sequencing. Sequencing results were prepared using GS
Amplicon Variant Analyzer (AVA) (Roche). The TP53 reference sequence
NC_000017.10 was used from the database NCBI (NCBI37/hg19,
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Chr17:7571720...7590868, transcript and protein sequence IDs are
ENST00000269305.4 and P04637, respectively).

DNA Methylation assay

Isolated DNA (400 ng) was modified using EZ DNA Methylation TM Kit
(Zymo Research) according to the manufacturer's recommendations.

Bisulfite-modified genomic DNA was amplified by methylation-
specific PCR (MSP). Primer sequences were selected from publications
(Supplementary Table S3) or designed using Methyl Primer Express v1.0
program (ABI, TFS). The MSP was performed using AmpliTag Gold™ 360
Master Mix Kit (ABI, TFS). Three control samples were used for each reaction:
healthy donor leukocyte DNA treated and untreated with CpG
methyltransferase Sssl (New England BioLabs) and modified with bisulfite to
provide a methylated or unmethylated control, respectively, and a DNA-free
reaction mixture as a contamination control. The reaction products were
analyzed in a 3% agarose gel using the UV system GelDoc—It 310 Imaging
system (Fisher Scientific, part of TFS) and the visualization program
VisionWorks®LS (UVP) (Informer Technologies).

2.2.4. Statistical analysis

Fisher's exact test was chosen for the qualitative analysis of the
interdependence of both - discrete binary methylation and clinical parameters,
and the Mann-Whitney test was used for continuous data. Significance level
of statistical hypotheses’ criterion was chosen to be 0.05 and in all cases the
differences were considered statistically significant when P< 0.05.

Patients were observed for an average of 91 months (from 3 to 113
months). Patient survival rate analysis was performed using the Kaplan-Meier
test (with multiple testing correction (Bonferroni) and additionally corrected
P-values). Cox regression analysis was used to determine the prognostic
relationship between survival rate and clinical parameters. Statistical
calculations were performed with GraphPad Prism 8.01 (GraphPad Software,
Inc.) and MedCalc 12.7.0.0 (MedCalc Software Ltd). GraphPad Prism 8.01
(GraphPad Software, Inc.) was used for graphic representation, and Venn
Diagram Plotter v1.5 was used for VVenn diagram.
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RESULTS

BRCA gene analysis of the familial BC case

In 2017, the Patient 1 (62 years old) was diagnosed with stage 111 (cT2N3MO0)
carcinoma of the right breast, which was of poor differentiation and triple
negative BC subtype. Prior to Patient’s 1 illness, her sisters (Patients 2 and 3)
also had breast cancer, thus based on Patient’s 1 medical history, a BRCAL/2
mutation test was suggested for the patient's blood relatives. Genetic testing
was first intended for the most common mutations of;: BRCAL: ¢.4035delA,
€.5266dupC, ¢.181T>G, c.1687C>T, and BRCA2: c.658 659delGT,
€.8572C>T with the use of real-time PCR method. After negative results for
the most common BRCAL/2 mutations, next-generation sequencing (NGS)
analysis was performed. NGS analysis confirmed the BRCA2
€.3847_3848delGT mutation in Patient 1, the patient's sister (Patient 2), and
daughter (Patient 4), who already had BC before the mutation was detected.
The patient's second sister (Patient 3) also had BC, but was not tested for the
hereditary BRCA2 ¢.3847_3848delGT mutation (Figure 3.1).
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Patient 3; Patient 2; Patient 1;
58 y.o. 32y.o. 62 y.0.
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Legend:

O BRCA2 without mutation Patient 4;
O Breast cancer 30y.0.
? BRCAZ2 not tested
® BRCA2 mutation c.3847_3848delGT

Figure 3.1 Familial prevalence of the hereditary BRCA2

€.3847_3848delGT mutation. Figure presents the age of patients at the time
of the diagnosis of the disease.
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A detailed family history of BC is provided in previous paper
[Sadzeviciene et al., 2020]. Despite variable clinical presentation of tumors
patients responded to conventional treatment strategies and are on remission.

Analysis of TP53 mutation in BC samples
Frequency and diversity of TP53 mutations in BC tissues

Analysis of TP53 mutations was performed for 86 patient samples, of which
33 (38%) had TP53 mutations (TP53-mut), and 53 samples had no mutations
(62%, TP53-wt). After analyzing 84 samples by SSCP, TP53 mutations were
found in 29, which were confirmed by Sanger sequencing (SS). Thirty-eight
samples were selected for detailed analysis by the next-generation sequencing
(NGS) method, of which 2 were not analyzed neither by SSCP nor SS
methods. Three samples previously identified as TP53 wild-type by SSCP and
SS methods were identified as TP53-mut during NGS analysis.

A detailed analysis of 33 BC samples with TP53 mutations identified
27 pathogenic alterations in the TP53 sequence, of which 78% (21/27)
occurred in the DNA-binding region and 22% (6/27) - in introns. Analysis of
TP53 mutations distribution among the affected regions of the gene revealed
that exons 8, 6, and 5 mutated the most frequently (26%, 22%, and 22%).
More than half of detected mutations in BC samples consisted of missense
(52%, 14/27), splicing alterations (19%, 5/27), STOP codon introducing
(nonsense) (15%, 4/27), frameshift (11%, 3/27), and intron substitutions (4%,
1/27).

Nucleotide (nt) deletions of the analyzed TP53 gene accounted for 15%
of all DNA damage and covered the spectrum from 1 to 23 nt. The largest 23-
nt deletion g.7578546_7578568del was found in the 4" intron by NGS and
affected gene splicing. Details of TP53 mutation types are provided in
Supplementary Table S4.

Links of TP53 mutations to clinical-pathological BC indicators

TP53-mutated tumors (TP53-mut) were more frequently found in ER- and/or
PR-negative BC samples (79%, P<0.0001 and 57%, P=0.018, respectively),
suggesting that TP53 mutations predominated in the TN BC subtype (87%)
and was significantly less common in HER2+ (38%), LB (47%), or LA (14%)
BC subtypes (all P<0.05). Also, increased expression of the Ki-67 marker was
found more often in TP53-mut tumors (63%; P<0.0001), but there was no link
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to the HER2 receptor (P>0.05). When evaluating clinical-pathological
indicators, a group of tumors with a poor degree of differentiation (G3)
emerged, in which even 69% had TP53 gene mutation. In moderately
differentiated (G2) tumors, TP53 mutation was found six times less frequently
than in G3 (11%; P<0.0001). The detailed link of other clinical-pathological
indicators with TP53 mutations is presented in previous paper [Sadzeviciene
etal., 2022].

DNA methylation analysis in BC samples
The frequency of DNA methylation of the studied genes in BC tissues

DNA extracted from 116 BC and 29 control samples was analyzed performing
testing of promoter methylation of 17 genes (P14, P16, ESR1, RARB, RASSF1,
PRKCB, DAPK1, APC, MGMT, GSTP1, MT1E, MT1F, MT1G, RUNXS,
ADAMTS12, FILIP1L, NAALAD2). The obtained results showed that at least
one methylated gene was presented in all of the tested BC samples.

Hypermethylated (10/17) PRKCB, RASSF1, ADAMTS12, APC, ESR1,
RUNX3, MT1E, MGMT, GSTP1, and RARB gene promoters found in breast
tumors distinguished tumors from non-cancerous samples with the statistical
significance (P<0.05). Breast tumors were distinguished from control samples
with the highest statistical significance (P<0.0001) by hypermethylated
PRCKB (77%, 86/111), RASSF1 (69%, 79/115), ADAMTS12 (63%, 67/107),
APC (53%, 61/115) and RUNX3 (40%, 46/114). These genes also had the
highest specificity (100%, 86%, 93%, 100%, and 100%, respectively). ESR-
1, RARB, GSTP1, MGMT, and MT1E gene promoter hypermethylation
frequencies were lower, ranging from 19% to 44%, with a specificity of 86%
to 100%, respectively (P<0.05) (Fig. 3.2). MT1F, P14, P16, DAPK1, MT1G,
FILIP1L, NAALAD2, and ESR1-4 gene promoters (2-57%) were the least
hypermethylated, and although the specificity of these markers ranged from
36% to 100%, the differences between BC tumors and control methylation
samples were not statistically significant (P>0.05).
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Figure 3.2 Comparison of hypermethylation frequencies of studied gene
promoters between breast tumors and control samples.

Link between DNA methylation and clinical-pathological BC indicators

BC subtypes. FILIP1L (TN —93% vs. LA — 42%, LB — 57%, HER2+ — 38%)
and MT1E (TN - 63% vs. LA — 31%, LB — 39%, HER2+ — 21%) gene
hypermethylation predominated in the TN BC subtype, whereas the other
subtypes showed higher frequency of RASSF1, PRKCB, MTG, APC, and
RUNX3 hypermethylation (all P<0.05) (Fig. 3.3 A). Biomarker analysis by
tumor hormonal receptor status showed the same trend, i.e., hypermethylated
PRKCB (86% vs. 40%; P<0.0001) and RUNX3 (46% vs. 18%; P<0.028) were
more common in ER+ than ER— tumors. And, in contrast, FILIP1L promoter
hypermethylation predominated in ER— and PR— BC samples (84% vs. 45%
and 76% vs. 47%, respectively; P<0.05). In the HER2 subtype,
hypermethylation of PRKCB, MT1E, APC, RUNX3, and FILIP1L genes
statistically significantly separated HER2+ and TN subtypes, but no
statistically significant links were detected between Luminal and HER2+
subtypes. A more detailed analysis of biomarker sensitivity, specificity, and
prevalence of hypermethylation frequencies among different subtypes is
provided in Table S5.

Other clinical-pathological BC indicators. Comparing the frequency
of biomarker hypermethylation between ductal and lobular breast tumors, the
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MTL1E gene was found to be hypermethylated almost six times more often in
ductal BC tumors (40% vs. 7%; P=0.018). Analysis of the distribution of
hypermethylation in stage 1 and Il samples showed that P16 hypermethylation
iS unique to stage Il tumors (8% vs. 0%; P=0.041), while RUNX3
hypermethylation was significantly higher in BC with affected regional lymph
nodes (52% vs. 31%; P=0.032). Also, MT1E and FILIP1L were more
frequently hypermethylated in Ki-67 positive tumors (48% vs. 28% and 66%
vs. 42%; P<0.05) (Figure 3.3 B). Analysis of the DNA methylation pattern in
BC tumors of different degrees of differentiation revealed a higher frequency
of ADAMTS12 and RASSF1 hypermethylation in well-differentiated (G1) than
in moderately differentiated (G2) tumors (78% vs. 52%; P=0.041 and 87% vs.
60%; P=0.030), and double the frequency of MT1E hypermethylation in G3
compared to G2 (53% vs. 21%; P=0.003; Fig 3.3 C. Analyzing the link of
hypermethylation with age and comparing the data of the age group of <50
years with the data of patients of >50 years, twofold higher hypermethylation
frequency of FILIP1L (33% vs. 62%; P=0.007) and NAALAD?2 (36% vs. 68%;
P=0.002) is found in BC samples from elderly (>50 years) patients’ group.
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Figure 3.3 Comparison of hypermethylation frequencies of studied gene
promoters among different breast cancer subtypes (A); by Ki-67 status
(B); between tumors of different differentiation group (C).

Links between TP53 mutations and DNA methylation

Comparison of the frequency of DNA methylation biomarkers in the TP53-
mut and TP53-wt BC groups showed that hypermethylation of the MT1E
marker was almost twice as frequent in the TP53-mut group (58% vs. 32%,
P=0.024). And, on the contrary, PRKCB and RUNX3 genes were less
frequently hypermethylated in TP53-mut tumors (92% vs. 61%, P=0.001 and
49% vs. 23%, P=0.021, respectively).

DNA methylation biomarkers for predicting overall survival rate

Univariate and multivariate Cox regression and Kaplan-Meier survival rate
curve analyses were performed to evaluate the links between the studied
methylation markers and overall survival (OS) rate of patients. Observation
data were collected for 67% of all subjects in BC cohort (78/116).

Univariate Cox analysis showed that TN BC subtype and older patient
age were significantly linked to shorter survival (P<0.05). Only variables with
HR>1.0 and P value <0.2 were included in multivariate analyses. When
genetic (FILIP1L, P16, RUNX3), clinical-pathological indicators of BC (G, N
status, TN subtype) and age were analyzed together, RUNX3
hypermethylation was found to be an independent predictor of shorter OS (HR
= 4.6; 95% CI 1.14 — 18.75; P=0.032) as well as TN subtype (HR = 13.92;
95% ClI 2.97 — 65.2; P=0.010), and age (HR = 1.7; 95% CI 1.02 — 1.12;
P=0.010) (Supplementary Table S6).
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Kaplan-Meier survival rate analyses revealed various combinations of
DNA methylation biomarkers to be statistically significantly linked to shorter
patient OS. Combinations of hypermethylated MT1E and RUNX3 or FILIP1L
and RUNX3 (P=0.045 and P=0.039, respectively; Fig. 3.4 A-B) or a
combination of all three biomarkers (P=0.031; Fig. 3.4 C) were linked to poor
patient outcome prognosis. Meanwhile, FILIP1L hypermethylation was
statistically significantly linked to shorter OS in the TP53-mut BC group
(P=0.045; Fig 3.4 D).
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Figure 3.4 Analysis of patient overall survival rate according to
hypermethylation status of RUNX3 with MT1E and FILIP1L markers
(A-B), methylation of three biomarkers (C), and FILIP1L
hypermethylation in TP53-mut BC subgroup (D). TP53-mut — mutated
TP53; HR — hazard ratio; 95% CI — 95% confidence interval.
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DISCUSSION

Genetic changes in breast cancer

BRCAL1/2 gene mutations and their significance

A dissertation study described a family where three first-tier relatives had an
inherited BRCA2 ¢.3847_3848delGT mutation. All 3 women with this
mutation were found to have advanced ductal carcinoma at a young age (mean
of 41 years). On average, women with an inherited BRCA2 gene mutation
develop breast cancer around 47 years of age [Honrado et al., 2004; Godet et
al., 2017], although in the described familial case, two out of three patients
were diagnosed with BC around the age of 30. In both cases of an early BC
disease patients were diagnosed with different BC histological subtypes, and
various pathological changes were detected during disease progression.

The BRCA2 ¢.3847_3848delGT (4075delGT, rs80359405) pathogenic
mutation found in the studied family is located in exon 11 of the BRCA2 gene
and results in a deletion of two nucleotides, resulting in a frameshift at codon
1283 and thus generating a premature STOP codon. When the amino acid
valine is changed to lysine, the mutant, truncated protein p.V1283fs*2 is
translated, which no longer performs its function in the cell [Gornstein et al.,
2018; Henrie et al., 2022].

Tumors with BRCA2 mutations typically have a high expression of ER
(~65%) and PR (~50%), in contrast to tumors with BRCA1 mutations, which
tend to be ductal-type, resemble basal-like carcinomas, and usually have a TN
phenotype [Lakhani et al., 1999; Honrado et al., 2004]. In the study presented
in the dissertation, two of the three patients with the BRCA2
€.3847_3848delGT mutation were diagnosed with the BC type of TN, and one
patient with a tumor with an increased hormone receptor expression. Honrado
et al. suggest that ER+ and/or PR+ tumors without evidence of basal-like
carcinoma should be screened first for BRCA2 mutations in families with
recurrent breast and ovarian cancer [Honrado et al., 2004]. No major
morphologic differences between BRCA2-mutated and sporadic tumors are
known [Armes et al., 1998; Phillips et al., 2000], and there is little information
about the histological features of BRCA2-mutated tumors, but, based on this
study, the histological phenotype of a BRCA2-mutated tumor could be
discerned.
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TP53 gene mutations and their significance

In the study, 78% of the TP53 mutations were found in the DNA-binding
region of the gene, while the rest of the changes occurred in the intronic parts
of the gene. Analyzing the distribution of TP53 mutations among the affected
gene regions, it was found that exons 5, 6, and 8 were mutated the most. It is
also known that about 80% of TP53 mutations are found in the 102-292
codons (the DNA-binding region of the gene) and about 80% of them are
missense alterations, which results in the formation of a stable p53 protein that
can no longer bind to DNA and therefore accumulates in the nucleus of tumor
cells, interacts with oncogenes, and causes cell transformations [Soussi et al.,
2007; Zhou et al., 2009; Bouaoun et al., 2016]. In the dissertation, 52% of the
mutations were of the missense mutation type, and slightly less - splicing
changes, frameshift mutations, and nonsense mutations. A rare 23-nucleotide
deletion g.7578546_7578568del was also detected in intron 4, found to be
described in only one Canadian BC study [Pollett et al., 2000].

One-third of breast tumors have mutations in the TP53 gene, and about
80% of them are found in the TN subtype [Shahbandi et al., 2020]. In the
studied sample, 38% of tumors had a mutated TP53 gene, which was most
frequently found in the TN (87%) and least frequently in the LA (14%)
subtype. In addition, this study showed that in the TN subtype, more than two-
thirds of TP53 mutations were found in poorly differentiated tumors and
tumors with increased Ki-67 expression. An analysis of Ki-67 and TN BC
subtype performed by Pan et al. stated that TP53 mutation and Ki-67 marker
expression correlated with each other and with the degree of BC
differentiation [Pan et al., 2017]. The value of TP53 mutations as a prognostic
marker is debatable due to dual results of studies, but TP53 mutations are
useful in predicting treatment response. A meta-analysis, including
approximately 3.5 thousand breast tumors, showed a link between
neoadjuvant anthracycline therapy and alterations in the TP53 gene [Chen et
al., 2012; Shahbandi et al., 2020]. TP53 mutations are widely studied, leading
to the discovery of more and more potential avenues for personalized therapy
[Duffy et al., 2022] and the introduction of sequencing into patient diagnostics
routine.

Epigenetic changes in BC

Sporadic BC formations are characterized by an abundance of not only genetic
but also epigenetic changes. The pattern of DNA methylation varies between
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BC subtypes, but a high frequency of hypermethylation is not characteristic to
the complex and heterogeneous TN subtype [Yu et al., 2019]. Therefore, it is
important to find subtype-specific diagnostic and prognostic markers that
would allow more accurate differentiation of the internal subgroups of the TN
subtype, significant in predicting the course of the disease or response to
treatment and application of the individualized target therapy.

At least one DNA hypermethylation change was detected in all BC
samples studied during the preparation of the dissertation, and the nature of
hypermethylation of 10 out of 17 studied genes statistically significantly
distinguished tumors from non-cancerous breast specimens. PRKCB,
RASSF1, ADAMTS12, APC, and RUNX3 showed the highest specificity and
sensitivity for breast cancer. Different hypermethylation of BC subtypes was
also revealed: Hypermethylation of RASSF1, PRKCB, RUNX3, APC, and
MT1G prevailed in Luminal BC samples, and a high frequency of MT1E and
FILIP1L genes hypermethylation stood out in TN BC subtype.

Specific DNA hypermethylation of individual BC subtypes is common
in our and other researchers’ studies [Holm et al., 2010; Titus et al., 2017]. A
widely studied marker in breast tumors, RASSF1, was found to be
hypermethylated at a frequency of 69% in the dissertation, as well GSTP1 and
APC, are known to be specific biomarkers for BC [Moelans et al., 2015;
Alnaes et al., Liu et al., 2020]. Hypermethylated PRKCB showed the highest
sensitivity and specificity results for breast tumors and ADAMTS12 was
characteristic for Luminal tumors in our study. Clinical studies of PRKCB and
ADAMTS12 gene hypermethylation in BC have not been described yet, so the
high specificity and sensitivity of these markers found in the dissertation is
new and promising for the development of diagnostic markers for BC.

The most aggressive BC subtype, TN, is characterized by a lower
frequency of DNA methylation than ER- and PR-positive tumors with not
much data on TN subtype-specific hypermethylation markers [Fang et al.,
2011; 2018; Pineda et al., 2019]. In our study, the frequency of MT1E and
FILIP1L hypermethylation in the TN BC subtype was twice more frequent
that of Luminal and HER2+ BC. A high frequency of MT1E and FILIP1L
hypermethylation was also characteristic for BC containing TP53 mutations.
Although there is no data on hypermethylation of MT1E and FILIP1L markers
in TN BC, there are studies confirming their specificity for BC [Tommasi et
al., 2009; Kwon et al., 2013].

When BC tumors were compared according to the degree of
differentiation and tumor proliferation marker Ki-67 status, poorly
differentiated tumors showed hypermethylation of MT1E as well as Ki-67-
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positive tumors showed a high frequency of MT1E and FILIP1L
hypermethylation. Ki-67 expression in ER+ and PR+ tumors is lower than in
TN tumors [Soliman et al., 2016], so it could be hypothesized that the link
between methylated genes and Ki-67 is also related to the tumor hormone
receptor status. P16 hypermethylation stood out in comparing tumors
according the stage, as it was found only in T2 stage tumors, while RUNX3
hypermethylation was statistically significantly linked to micrometastases in
the study, which is also supported by scholarly reference data [Chen et al.,
2016]. There is no data on hypermethylation of MT1E, ADAMTS12, PRKCB,
and FILIP1L in breast tumors, so the correlations of these markers with
clinical-pathological BC indicators found in the dissertation allow us to
consider the hypermethylation of these genes as early occurrence of epigenetic
changes, and the markers as suitable for early diagnosis of BC.

Survival rate analysis

There is still no consensus on whether inherited BRCA1/2 mutations lead to
poor survival rate in patients with BC. There is evidence that BRCAL/2
mutations are associated with lower survival rate [Brekelmans et al., 2006;
Moller et al., 2007]. Also, there are studies demonstrating even better survival
rate in BC patients with BRCA1/2 mutations [Veronesi et al., 2005; Gonzalez-
Angulo et al., 2011] which is explained a higher sensitivity to chemotherapy
caused by homologous recombination or activation of the immune system, as
it is known that mutated BC tumors are more sensitive to DNA-damaging
[Sporikova et al., 2018].

The dissertation analyzed the link of TP53 mutations to survival rate,
but no statistically significant link was found. Interestingly, there is no
consensus on the impact of TP53 gene mutation on patient survival rate. Some
scientific sources suggest that TN BC patients with mutated, loss-of-function
p53 protein, have poor survival rate and an increased risk of developing
metastases [Powell et al., 2016]. Other sources refute such data, but indicate
that TP53 mutated in TN BC subtype may be a potential prognostic marker
for chemotherapy resistance [Aas et al., 1996; Geisler et al., 2001; Chae et al.,
2009].

Hypermethylation of the FILIP1L marker analyzed in the TP53-mut
tumor group in the dissertation study was statistically significantly linked to
lower OS. Both FILIP1L and TP53 are responsible for apoptosis and cell cycle
control processes, and individually they are linked to tumor invasiveness
[Kwon et al., 2013; Sporikova et al., 2018]. Since there is not much data on
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the function of FILIP1L in the cell, unlike TP53, the link between the changes
of these two markers and the impact on the malignant processes of the cell
should be investigated in more detail.

Not all BC types have the same OS prognosis, and among the BC
subtypes, the worst survival was found in the TN BC subtype [Maxmen et al.,
2012]. TN BC hypermethylated genes are involved in various cellular
response pathways and may be used to predict survival and response to
treatment [Temian et al., 2018; Pineda et al., 2019]. In our study,
hypermethylation of several genes (RUNX3, MT1E, and FILIP1L) was found
to be associated with lower OS. Multivariate analysis showed that RUNX3
independently predicted lower OS, and combinations of RUNX3 with MT1E
and FILIP1L showed a statistically significant link to poor disease outcome.
RUNX3 hypermethylation is known to correlate with lower survival rate in BC
patients, but there are very few studies about MT1E methylation significance
in BC, however it is known that methylated MT1E (along with other
metallothioneins) can predict poor survival rate in BC patients [Jadhav et al.,
2015]. The link between FILIPIL and survival rate have not been published
yet, however studies of hypermethylation in breast cell lines [Kwon et al.,
2013] showed a link between gene hypermethylation and increased tumor
invasiveness due to loss of control of cell proliferation, migration, and
apoptosis in the cell [Stelzer et al., 2016].
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CONCLUSIONS

Early onset of BC was found in three first-tier relatives who inherited the
BRCA2 ¢.3847_3848delGT gene mutation, two of whom had BC before
the age of 35. Genetically identical mutation caused different histological
parameters and clinical course of the disease.

TP53 mutation was dominant in ER and/or PR negative breast tumors
(87% in TN BC subtype), and were less common in HER2+ (38%), LB
(47%), or LA (14%) BC subtypes (all P<0.05). Tumors with TP53
mutation were characterized by poor differentiation and increased Ki-67
marker expression (P<0.0001).

In breast tumors, promoter DNA hypermethylation was frequent (40-
77%) in PRCKB, RASSF1, ADAMTS12, APC, and RUNX3 genes
(P<0.0001). These changes were highly specific to BC (all P< 0.0001).
TN BC subtype was dominated by FILIP1L (TN - 93%) and MT1E (TN
—63%) hypermethylation (all P<0.05), while other subtypes were specific
for RASSF1, PRKCB, RUNX3, APC, and MT1G hypermethylation (all
P<0.05).

DNA methylation biomarkes showed diagnostic  potential:
hypermethylation of MT1E was frequent in ductal BC type (40%;
P=0.018) and poorly differentiated tumors (G3 — 53%; P=0.003), MT1E
and FILIP1L - in Ki-67-positive tumors (48% and 66%; P=0.045 and
P=0.026, respectively), RUNX3 —in BC with affected lymph nodes (52%;
P=0.032), whereas P16 hypermethylation was specific to T2-stage tumors
(8%; P=0.041).

In TP53 mutant BC, MT1E hypermethylation was almost twice as
common than in tumors without TP53 mutations (58%; P=0.024), while
PRKCB and RUNX3 genes were less frequently hypermethylated (61%;
P=0.001 and 23%; P=0.021, respectively). FILIP1L hypermethylation
was statistically significantly linked to a lower overall survival rate of this
group (P<0.045).

In BC, lower overall survival rate was independently predicted by RUNX3
hypermethylation (HR = 4.64; 95% CI 1.14-18.75; P=0.032), TN subtype
(HR =13.92; 95% CI 2.97-65.20; P=0.010) and older age (HR = 1.7; 95%
Cl 1.02-1.12; P=0.010). Combinations of hypermethylated MT1E and
RUNX3 (P=0.045) and FILIP1L and RUNX3 (P=0.039) were also
associated with a lower overall survival rate, as well as the combination
of the three biomarkers (P=0.031).
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PRIEDAI

S1 lentelé. Pradmenys, naudoti BRCA1 geno PGR tyrimui.

Egzono Amplikono Pradmens

Genas g Pradmens prasminé seka 5°-3° | Pradmens antiprasminé seka 5°-3’ . p prilydymo
nr. ilgis, bp o

temp., °C
5 CTCTTAAGGGCAGTTGTGAG | TTCCTACTGTGGTTGCTTCC 240 52;52
BRCA1 11 AAGCCCGTTCCTCTTTGTCA | TCCTAGCCCTTTCACCCATACA 480 52;55
20 ATATGACGTGTCTGCTCCAC | CCTTTCTGTCCTGGGGATT 170 52;51

S2 lentelé. TP53 NKS analizei naudoti pradmenys bei PGR sglygos.

Tiriamas Pradmuo Pradmens seka PGR salygos TP53 amplikony

egzonas bibliotekai

. Prasminis uni-MID-GACTGCTCTTTTCACCCATCTA Temp. | Trukmé Csillzl"
Antiprasminis uni-MID-AGGAATCCCAAAGTTCCAAACAA

5 Prasminis uni-MID-TTGCAGGAGGTGCTTACG 98 °C 30s 1
Antiprasminis uni-MID-GAGCAATCAGTGAGGAATCAGA 98 °C 10s

5 Prasminis uni-MID-GTCACAGCACATGACGGAG 65 °C 30s } 34
Antiprasminis uni-MID-GGTTATAGGGAGGTCAAATAAGCAG 72°C 30s

; Prasminis uni-MID-CTTGCCACAGGTCTCCC 72°C 10 min 1
Antiprasminis uni-MID-AGAAGCCACAGGTTAAGAGGT 4°C oo 1

8 Prasminis uni-MID-CTTTGGGACCTCTTAACCTGT
Antiprasminis uni-MID-TGATAAAAGTGAATCTGAGGCATAACT

Santrumpos: uni- universalus segmentas, MID- multiplekso identifikatorius.
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S3 lentelé. MSP reakcijai naudoti pradmenys.

Pradm.
Genas Pra(ljlr; ens Sekos kryptis 5'-3" Sekos kryptis 5'-3" A?g‘?;fgo fiElaRi t;ymd[;” Lit.sar.
({9
PRKCB M TAAGCGTAGTTGGACGAGC AAAACGACGACCGCTACTAC 124 36 56 -
U TGTTAAGTGTAGTTGGATGAGT AAAACAACAACCACTACTACACC 127 o
ADAMTS12 M GAGTTCGGGAGGAAGATGTATC ACAACGACTACAAAACTACCCG 241 35 62 ;
U GAGTTTGGGAGGAAGATGTATT AAACAACAACTACAAAACTACCA 243 =
NAALAD2 M TATTTATTATGTTCGGGTTATTGC CCTACTACATTCGCGAACTTC 244 35 58 %
U GTTATTTATTATGTTTGGGTTATTGT CCTACTACATTCACAAACTTCAA 246 s
FILIPLL M TACGGTTCGTTTATACGGTC CGACCTATAAACGTTACGTCA 160 37 57 é
U GGAATTATGGTTTGTTTATATGGTT CCCAACCTATAAACATTACATCAC 167
DAPKL M GGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC CCCTCCCAAACGCCGA 98 37 66
U GGAGGATAGTTGGATTGAGTTAATGTT CAAATCCCTCCCAAACACCAA 106
GSTPL M TTCGGGGTGTAGCGGTCGTC GCCCCAATACTAAATCACGACG 91 37 60
U GATGTTTGGGGTGTAGTGGTTGTT CCACCCCAATACTAAATCACAACA 97
MGMT M ATTTGGTGAGTGTTTGGGTCGTTTC AAAACGCACCTAAAACTCGCCC 159 37 67
U ATTTGGTGAGTGTTTGGGTTGTTTT AAAACACACCTAAAACTCACCC 159 64 ey
P14 M GTGTTAAAGGGCGGCGTAGC AAAACCCTCACTCGCGACGA 122 37 66 §
U TTTTTGGTGTTAAAGGGTGGTGTAGT CACAAAAACCCTCACTCACAACAA 132 o
P16 M TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC GACCCCGAACCGCGACCGTAA 150 36 64-30s i
U TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT CAACCCCAAACCACAACCATAA 151 =
RARB M TCGAGAACGCGAGCGATTCG GACCAATCCAACCGAAACGA 145 39 60 g
U TTGAGAATGTGAGTGATTTGA AACCAATCCAACCAAAACAA 145 =
RASSFL M GGGTTTTGCGAGAGCGCG GCTAACAAACGCGAACCG 169 39 61
U GGTTTTGTGAGAGTGTGTTTAG CACTAACAAACACAAACCAAAC 169 63
ESR1-1 M TTTTGGGATTGTATTTGTTTTCGTC AACAAAATACAAACCGTATCCCCG 197 37 60
U TTTTGGGATTGTATTTGTTTTTGTTG AAACAAAATACAAACCATATCCCCA 198
ESR1-4 M CGAGTTGGAGTTTTTGAATCGTTC CTACGCGTTAACGACGACCG 151 37 58
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u ATGAGTTGGAGTTTTTGAATTGTTT ATAAACCTACACATTAACAACAACCA 158
MTLE M GGATTTCGGGAATATCGC ACGAAAATCGAACCGAAC 217 38 56 o
U TTTGGATTTTGGGAATATTGT ACAAAAATCAAACCAAACACA 220 ';
MTILE M GTATTCGGAATTTTAAGGGGC CGAACCGTCCCTTTAAAATC 134 36 56 f:; '§
] TAGGTATTTGGAATTTTAAGGGGT CACAAACCATCCCTTTAAAATC 139 3 &
(5]
MT1G M TCGTATACGGGGGGTATAGC GCGATCCCGACCTAAACT 131 37 58 g
u AAGTTGTATATGGGGGGTATAGT CCCACAATCCCAACCTAAACT 137 =
APC M TATTGCGGAGTGCGGGTC TCGACGAACTCCCGACGA 98 38 59 P
] GTGTTTTATTGTGGAGTGTGGGTT CCAATCAACAAACTCCCAACAA 108 §
RUNX3 M ATAATAGCGGTCGTTAGGGCGTCG GCTTCTACTTTCCCGCTTCTCGCG 115 38 59 5‘
U ATAATAGTGGTTGTTAGGGTGTTG ACTTCTACTTTCCCACTTCTCACA 115 7
Santrumpos: M- metilintai sekai, 0 U- nemetilintai sekai specifiski pradmenys.
S4 lentelé. Patogeninés TP53 mutacijos, rastos KV méginiuose.
Vid. Mut.
Mutacijos Egz/ Kodo- Sekos Mutaci- | WT Mutaves . s Paveikta mut. daZnis
Nr - - B Mut. a. r. Mutacijos poveikis - < . .
vieta, bp Intr nonr. pokytis jostipas | a.r. baltymas geno dalis daznis, | meégi-
% niuose
1 11608:T>C 4-intr. 0 ¢.375+2T>C | A:T>G:.C - - - Splaisingo p. Intronas 45.24 1
2 11608:T>G 4-intr. 0 c.375+2T>G | A:T>C:G - - - Splaisingo p. Intronas 58.8 1
11621- . ¢.376- "
3 11643:DEL (23) 4-intr. 0 14 384del23 del - - - Splaisingo p. Intronas 58.8 1
4 12278:T>C 4-intr. 0 c.376-86T>C | A:T>G:C - - - Introny p. Intronas 10.19 1
5 12383:A>G 5-egz. 132 ¢.395A>G AT>G:C | Lys Arg p.K132R P.r.m. SuDNR b.s. 49.34 1
6 12457:GIT 5-egz. 157 c.469G>T G:C>T:A | Val Phe p.V157F P.r.m SuDNR b.s. 44.43 1
7 12515:G/A 5-egz. 176 c.527G>A G:C>AT | Cys Tyr p.C176Y P.r.m SuDNR b.s. 33.75 1
12517- ¢.529_546del p.P177_C182 .
8 12534:DEL (18) 5-egz. 177 18 del Pro - delPHAERC Splaisingo p. SuDNRbss. 45.05 1

125




9 12521:A/C 5-egz. 178 ¢.533A>C A:T>C:G | His Pro p.H178P P.rm SuDNR bss. 0.53 2
10 12524:A>G 5-egz. 179 ¢.536A>G A:T>G:C | His Arg p.H179R P.rm SuDNR bss. 53.99 1
11 12643:C>T 6-egz. 192 c.574C>T G:C>AT | GIn STOP p.Q192* STOP k.i.m SuDNR bss. 75.63 1
12 12650:T>A 6-egz. 194 c.581T>A A T>T:A | Leu His p.L194H P.rm SuDNR b.s. 20.98 1
13 12653:T>C 6-egz. 195 €.584T>C AT>G:C lle Thr p.1195T P.rm SuDNR b.s. 44.97 1
14 12655:C>T | 6-egz. | 196 ¢.586C>T G;tcé?g Arg STOP p.R196* STOP k.j.m. SuDNRbs. | 56.21 1
15 1261925?2%>-- 6-egz. 209 c.625_2626del del Arg - - Splaisingo p. SuDNR bs. 18.41 1
16 12710:A>G 6-egz. 214 C.641A>G A:T>G:C | His Arg p.H214R P.rm SuDNR bs. 76.55 1
17 | 13380:G>A | 7-egz. | 248 | c743G>A GathF')AGT Arg Gin p.R248Q P.r.m SUDNRbs. | 462 1
18 13392:T/C 7-egz. 252 c.755T>C A:T>G:.C | Leu Pro p.L252P P.rm SuDNR bs. 53.86 1
19 13420:G>A 7-intr. 0 c.782+1G>A | G:IC>AT - - - Splaisingo p. Intronas 71.41 1
20 13781:G/- 8-egz. 267 c.801dell del Arg - - Splaisingo p. SuDNR bs. 345 1
21 | 137970 | 8egz | 273 c.817C>T Gang')“GT Arg Cys D.R273C P.r.m SUDNRbs. | 4304 | 1
22 | 13798:G>A | 8egz. | 273 C.818G>A GatccTGT Arg His p.R273H P.rm SUDNRbs. | 90.78 | 2
23 13813:C>G 8-egz. 278 €.833C>G G:C>C:G | Pro Arg p.P278R P.rm SuDNR bss. 30.53 1
24 13833:G>A 8-egz. 285 €.853G>A G:C>A:T | Glu Lys p.E285K P.r.m SuDNR b.s. 36.89 1
25 13833:G>T 8-egz. 285 €.853G>T G:C>T:A | Glu STOP p.E285* STOP k.j.m SuDNR b.s. 16.26 1
2% | 13806:C/T | 8-egz. | 306 ¢.916C>T GafgﬁGT Arg sTOP 0.R306* STOP kjm SUDNRbs. | 2964 | 1
27 13900:G/T 8-intr. 0 c.919+1G>T | G:C>T:A - - - Splaisingo p. Intronas 32.28 1

Santrumpos: Egz. — egzonas; Intr. — intronas; Su DNR b.s. — su DNR besijungianti sritis; Splaisingo p. — splaisingo poky¢iai; Introny p. — introny
pakaita; mut. — mutacija; P.r.m— pakitusios reik§més mutacija (angl. missense); STOP k.j.m. — STOP kodong jvedanti mutacija (angl. nonsense).
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S5 lentelé. Hipermetilinty geny dazniai KV ir kontroliniuose méginiuose bei jy pasiskirstymas tarp KV potipiy.

Genas Metilinta | Jautru- | Metilinta Specifis- P-verte LA, % LB, % HER2+,% | TN, %
KV (n/N) mas, % | kontrolé (n/N) kumas, % (n/N) (n/N) (n/N) (n/N)

PRKCB 86/111 77 0/29 100 < 0,0001 85 (46/54) 83 (19/23) 83 (15/18) 38 (6/16)
RASSF1 79/115 69 4/29 86 <0,0001 | 78(43/55) | 65(15/23) | 67 (14/21) | 44 (7/16)
ADAMTS12 67/107 63 2/29 93 < 0,0001 65 (34/52) 68 (15/22) 71 (12/17) 38 (6/16)
APC 61/115 53 0/29 100 <0,0001 | 56(30/54) | 50(12/24) | 71(15/21) | 25 (4/16)
RUNX3 46/114 40 0/29 100 <0,0001 | 41(22/54) | 48(11/23) | 57 (12/21) | 6 (1/16)
ESR1-1 51/116 44 2/29 93 0,0002 47 (26/55) 50 (12/24) 38 (8/21) 36 (5/14)
MGMT 28/116 24 0/28 100 0,0023 22 (12/55) 25 (6/24) 29 (6/21) 25 (4/16)
GSTP1 24/116 21 0/29 100 0,0042 20 (11/55) | 21 (5/24) 33 (7/21) 6 (1/16)
MT1E 40/113 35 4/29 86 0,0256 31 (17/55) 39 (9/23) 21 (4/19) 63 (10/16)
RARB 22/116 19 1/29 97 0,0464 18 (10/55) 25 (6/24) 14 (3/21) 19 (3/16)
ESR1-4 63/111 57 11/29 62 (s.n.) 57 (30/53) 63 (15/24) 65 (13/20) 36 (5/14)
MT1G 39/112 35 6/29 79 (s.n.) 37 (20/54) 45 (10/22) 35 (7/20) 13 (2/16)
DAPK1 17/116 15 7129 76 (s.n.) 16 (9/55) 13 (3/24) 19 (4/21) 6 (1/16)
FILIP1L 53/102 52 18/28 36 (s.n.) 42 (21/50) 57 (12/21) 38 (6/16) 93 (14/15)
NAALAD2 61/108 56 13/28 54 (s.n.) 56 (29/52) 64 (14/22) 50 (9/18) 56 (9/16)
P16 4/116 3 0/29 100 (s.n.) 2 (1/55) 8 (2/24) 5 (1/21) 0 (0/16)
MT1F 2/110 2 0/29 100 (s.n.) 4 (2/54) 0 (0/22) 0 (0/18) 0 (0/16)
P14 3/115 3 0/29 100 (s.n.) 4 (2/54) 4 (1/24) 0 (0/18) 0 (0/16)

Santrumpos: LA — luminalinis A, LB — luminalinis B, HER2+ — HER2 teigiamas ir luminalinis B HER2 teigiamas, TN KV - trigubai

neigiamas kriities vézys, S.n. — statistiskai nereik§minga.
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S6 lentelé. Vienmaté ir daugiamaté Kokso regresiné analizé bendrajam i§gyvenamumui prognozuoti.

Kintamasis Vienmaté analizé Daugiamaté analizé
HR (95% CI) P-verté HR (95 % CI) P - verté
FILIPIL 3,33 (0,92-11,97) 0,067
° P16 3,14 (0,72-13,67) 0,128
s RUNX3 2,07 (0,78-5,50) 0,147 4,64 (1,15 - 18,75) 0,032
s P14 2,14 (0,29-16,03) 0,462
8 MT1F 2,02 (0,27-15,15) 0,497
= ADAMTS12 1,42 (0,51-3,98) 0,502
g DAPK1 1,34 (0,39-4,62) 0,643
MT1E 1,20 (0,47-3,11) 0,704
NAALAD?2 1,15 (0,43-3,11) 0,779
Amzius 1,04 (1,00-1,09) 0,049 1,07 (1,02 - 1,12) 0,010
= T(1vs.2) 1,06 (0,42-2,69) 0,897
g N (taip/ne) 2,15 (0,84-5,53) 0,113
25 | G(s2s.3) 1,55 (0,62-3,88) 0,357
8 < | TN potipis (taip/ne) 2,91 (1,04-8,18) 0,044 13,92 (2,97 — 65,20) 0,010
T8 | Molek. Zymeny raiska (didelé/maza):
€S |ER 0,61 (0,22-1,71) 0,349
X [PR 0,68 (0,26-1,74) 0,422
X HER2 0,25 (0,03-1,86) 0,177
Ki-67 1,02 (0,40-2,58) 0,963
TP53-mut (taip/ne) 0,95 (0,34-2,65) 0,919

Santrumpos: T - naviko stadija, N — metastazés artimuosiuose limfmazgiuose, G — naviko diferenciacijos laipsnis,
TN- trigubai neigiamas KV potipis, ER- estrogeno receptorius, PR — progesterono receptorius, HER2- Zmogaus
epidermio augimo receptorius 2, Ki-67 — lasteliy proliferacijos Zymuo, TP53-mut — mutaves TP53, HR — rizikos
santykis (angl. hazard ratio), 95 % CI — 95 % pasikliautinasis intervalas (angl. confidence interval). | daugiamate
analize itaukti kintamieji lenteléje pabraukti.
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