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SANTRUMPU SARASAS

(vartojamos tekste daugiau negu vieng kartg)

AUC - plotas po kreive (angl. area under the curve)

ACMG - Amerikos medicinos genetikos ir genomikos koledzas (angl.
American College of Medical Genetics and Genomics)

ASPP — apoptoze stimuliuojantis baltymas P53 (angl. apoptosis-stimulating
protein of p53)

CA-125 — karbohidraty antigenas 125 (angl. cancer antigen 125)

ctDNR - cirkuliuojanti naviko deoksiribonukleortigstis (angl. circulating
tumor DNA)

cfDNR - cirkuliuojanti deoksiribonukleortigstis (angl. cell-free DNA)

DNR — deoksiribonukleortugstis (angl. deoxyribonucleic acid)”

ddPCR - skaitmeniné laSeliy polimerazés grandininé reakcija (angl. digital
droplet polymerase chain reaction)

DSBR — dviguby triikiy taisymo procesas (angl. double-strand break repair)
FIGO - Tarptautiné akuserijos ir ginekologijos federacija (angl. International
Federation of Gynecology and Obstetrics)

G - naviko diferenciacijos laipsnis (angl. tumor differentiation grade)

G1 — gerai diferencijuotas navikas

G2 — vidutiniskai diferencijuotas navikas

G3 — blogai diferencijuotas navikas

HGSOC - auksto piktybiskumo serozinis kiausidziy vézys (angl. high-grade
serous ovarian carcinoma)

HE4 — Zmogaus epidermio baltymas 4

HRD — homologinés rekombinacinés taisymo sistemos nepakankamumas
(angl. homologous recombination deficiency)

KT — kompiuteriné tomografija

KV — kiausidziy vézys

kPGR - kiekybiné polimerazés grandininé reakcija, arba tikro laiko PGR
MikroRNR — mazos nekoduojancios ribonukleortigstys (20-23 nt)

MRNR — informaciné ribonukleortigstis

MAPK — mitogeny aktyvuojamos baltymy kinazés

MMR - klaidingai suporuoty nukleotidy deoksiribonukleortigs¢iy pazaidy
taisymo (angl. Mismatch Repair) sistema

MDM — pelés dviguby fragmenty 2 homologas (angl. mouse double minute 2)
MRT — magnetinio rezonanso tyrimas

nt — nukleotidas



NPV — neigiamoji prognostiné verté (ang. negative predictive value)

p — proporcija

p — reikSmingumo lygmuo

PSO — pasaulio sveikatos organizacija

Pl — pasikliautinasis intervalas

P1P3 — fosfatidilinozitolio (3,4,5)-trifosfatas

TP53 — baltymas 53 (angl. protein 53)

PBS — fosfatinis buferinis druskos tirpalas

PGR — polimerazés grandininé reakcija

PPV — teigiamoji prognostiné verté (ang. positive predictive value)

RNR — ribonukleortigstis

ROC - sprendimus priimanéiojo ypatybiy kreivé (angl. receiver operating
characteristic)

ROMA - kiausidziy piktybiniy naviky algoritmas (angl. Risk of Ovarian
Malignancy Algorithm)

RRS - rizikg maZinanti operacija (angl. Risk reducing surgery)

IARC — tarptautiné vézio tyrimy agentira (angl. International Agency for
Research on Cancer)

SafeSeqS — saugi sekoskaitos sistema (ang. Safe-sequencing system)
SCOUT- kiausintakio epitelio sekreciniy lasteliy iSveséjimas (angl. secretory
cell OUT growth)

SEOC - sinchroninis endometriumo ir kiausidziy vézys (angl. synchronous
endometrial and ovarian cancer)

STIL — serozinis kiau$intakiy intraepitelinis pazeidimas (angl. serous tubal
intraepithealial lesion)

STIC — seroziné kiauSintakiy intraepiteliné karcinoma (angl. serous tubal
intraepithelial carcinoma)

SS — sansy santykis

TCGA - vézio genomo atlaso projektas (angl. The Cancer Genome Atlas
Research Network )

TNM - piktybiniy naviky iSplitimo vertinimo sistema (angl. Tumor, Nodes,
Metastasis)

TVE — transvaginaliné echoskopija



1. JVADAS

Kiausidziy vézys (KV) yra dazniausia motery mirtingumo nuo
onkoginekologiniy susirgimy priezastis. Pasaulyje 2020 metais nuo $ios ligos
miré¢ mazdaug 207 tukstan¢iy motery [1]. Lietuvoje per metus diagnazuojama
apie 400 naujy KV atvejy [2, 3]. Penkeriy mety iSgyvenamumas sergant KV
yra 47 proc. ir jis labai skiriasi priklausomai nuo ligos stadijos ir histologinio
naviko tipo. Nustacius liga I FIGO stadijoje penkeriy mety i§gyvenamumas
yra 92 proc., o llI-1V stadijoje 17-40 proc. [4]. Didzioji dalis motery suserga
kiausidziy navikais, kurie, deja, ligos diagnozavimo metu biina jau isplite (111
ir IV FIGO stadija). Histologiskai dauguma piktybiniy kiausidziy naviky yra
epiteliniai (90 proc.) ir pagal XXI amziaus dualisting KV patogenezés teorija
(R. J. Kurman), epiteliniai navikai skistomi j | ir Il tipo navikus. | tipo
epiteliniai navikai (Zemo piktybiSkumo seroziné karcinoma, mucining,
endometrioding, Sviesiy Igsteliy karcinoma) néra dazni navikai bei pasizymi
neagresyvia eiga, paprastai nustatomi ankstyvoje stadijoje [5, 6]. 1l tipo KV
sudaro iki 80 proc. visy kiausidziy piktybiniy naviky, jie yra agresyvis,
geneti$kai nestabiliis ir dazniausiai nustatomi I11-IV FIGO stadijoje. Siai
grupei priklauso auksto piktybisSkumo seroziné kiausidziy karcinoma —
HGSOC (angl. high-grade serous ovarian carcinoma), nediferencijuota
karcinoma, karcinosarkoma. HGSOC pasizymi didziausiu mirtingumu,
daugiau nei 88 proc. diagnozuojama IlI-IV stadijoje [5-7]. Santykinis
penkeriy mety i§gyvenamumas sergant $io tipo visy stadijy KV siekia 39
proc., o IV st. —tik 9 proc. [4].

Pradinis vézio patogenezés mechanizmas yra geny pazaidos, Kkurie
atsakingi uz lastelés ciklo valdyma, augimo ir apoptozés signaly perdavima.
KV, kaip ir kitas onkologines ligas, sukelia daugybiniai genetiniai ir
epigenetiniai pakitimai. KV turi didziausig i§ visy onkologiniy ligy paveldima
genetinj komponentg: naujausi tyrimai rodo, kad iki 20 proc. KV gali buti
salygoti genetiskai [8, 9]. Il tipo epitelinis KV dazniausiai diagnozuojamas
-1V FIGO stadijoje, nes ligos klinika néra specifiné ir néra efektyviy
ankstyvos diagnostikos metody. | tipo epiteliniai navikai bei neepiteliniai
navikai dazniausiai nustatomi ankstyvoje ligos stadijoje ir tai yra pagrista jy
patogenezei budinga léta eiga ir simptomais, Kurie atsiranda ansktyvoje
stadijoje. Tradiciniai metodai anstyvai KV diagnostikai yra: transvaginaliné
echoskopija (TVE), vézio zymuo karbohidraty antigenas 125 (CA-125) bei
zmogaus epidermio baltymas 4 (HE4) + kiauSidziy piktybiniy naviky
algoritmo indeksas (angl. Risk of Ovarian Malignancy Algorithm (ROMA)).
Atlikta nemazai klinikiniy tyrimy, siekiant iSsiaiSkinti KV patikros metody
efektyvumg — PLCO, UKCTOCS, ROCA, GOG0199, Shizuoka ir kiti. Visy
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Siy tyrimy rezultatai labai pana$iis — tokia patikra (CA-125 ir TVE)
nesumazina mirtingumo [10-17].

Diagnostinius i$Stukius kelia ne tik II tipo KV epiteliniai navikai, bet ir reti
sinchroniniai gimdos kiino ir kiauSidziy navikai (angl. synchronous
endometrial and ovarian cancer (SEOC)). SEOC apibiidinamas kaip vienu
metu diagnozuojamas gimdos kiino piktybinis navikas ir KV. Kartais labai
sudétinga atskirti SEOC ir metastazavusj vézj, nes daznu atveju liga gali bati
neteisingai diagnozuota kaip gimdos kiino FIGO III stadija arba KV FIGO 11
stadija, ypa¢ kai histologijos yra vienodos. Taciau gydymo strategija ir
bendras i§gyvenamumas SEOC ir metastazavusios ligos labai skiriasi [18-23].

Ieskant ankstyvos KV diagnostikos metody tyréjai visame pasaulyje siekia
pritaikyti skysciy biopsijos tyrimus, kuriy metu i§ kraujo, §lapimo, maksties
tampony ekstrakty, skystos terpés citologiniy éminiy, gimdos nuoplovy ar kity
kiino skysciy isskirtose cirkuliuojan¢iose naviky lastelése, egzosomose ar
nukleortig§tyse bity tiriami biozymenys [24-33]. Remiantis literatiiros
duomenimis gimdos ertmés nuoplovy paémimo metodika ir navikinés DNR
iStyrimas yra labai daug zadantis tyrimas, nes surenkamos navikinés DNR
aréiau pirminio naviko. Siai dienai gimdos ertmés nuoplovy metodas dar
mazai istirtas, tik kelios pilotinés studijos pateiké savo duomenis apie §io
metodo panaudojimo galimybes Il tipo KV diagnostikoje [30-33].

1.1 Darbo tikslas

Nustatyti Il tipo kiausidziy véziui ir sinchroniniams endometriumo ir
kiausidziy navikams biidingas mutacijas ir sukurti mazai invazinj testa
ankstyvai $iy ligy diagnostikai.

1.2 Darbo uzdaviniai
1. Naudojant gimdos nuoplovy méginius nustatyti Il tipo kiausidziy véziui
budingas geny mutacijas ir jvertinti jy diagnosting verte.

2. Ivertinti TP53 geno mutacijy aptikimo galimybe Il tipo kiausidziy vézio
audinio biopsijos ir skysciy biopsijos méginiuose.

3. I8analizuoti tiriamy genetiniy Zymeny koreliacijas su Il tipo kiausidziy

4. Tvertinti genetiniy zymeny tyrimo verte sinchroninio endometriumo ir
kiausidziy vézio diagnostikai.
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1.3 Darbo mokslinis naujumas ir praktiné reik§meé

Ankstyvos KV diagnostikos problema islicka labai aktuali, nes esami
biozymenys CA-125 ir HE4 pasizymi nedideliu jautrumu ir specifiSkumu.
Biologiniai zymenys, kurie gali biiti naudojami atrankinés patikros
programose ir galéty pagerinti i§gyvenamuma, buvo Sio tyrimo prioritetas.
Vienas i§ tokiy metody galéty biti navikiniy lasteliy DNR iStyrimas
méginiuose, kurie blity paimti i§ gimdos ertmés naudojant plong kateterj,
siekiant surinkti didesnj kiekj i§ kiausintakiy ir kiausidZiy migravusiy lasteliy
(arCiau pirminio naviko). Iki S§iol publikuoti DNR mutacijy tyrimai
proksimaliniy organizmo skys¢iy méginiuose buvo atlikti tik mazos imties
studijose i§plitusio véZio atvejais (III-IV st.). Sio biomedicininio tyrimo metu
sickéme rasti bioZymenis, kurie ateityje galéty padéti diagnozuoti KV
ankstyvoje stadijoje ar netgi prieSvézinius pokycCius kiausintakyje - serozine
kiauSintakiy intraepiteling karcinoma (angl. serous tubal intraepithelial
carcinoma (STIC)). Tyrimo metu sukaupti duomenys padéjo jvertinti gimdos
ertmés nuoplovy, kaip tiriamosios medziagos, tinkamuma ankstyvai KV
diagnostikai. Taip pat, tyrimas jvertino TP53 geno mutacijy diagnostine verte
nustatant Il tipo KV bei i$tyré mutacijy jvairove retuose sinchroniniuose
endometriumo ir kiausidziy navikuose.

1.4 Autoriaus indélis

Autoré dalyvavo rengiant tyrimo protokola bei reikalingus dokumentus
Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimui gauti.
Atrinko pacientes, kurios buvo operuojamos dél jtariamos ginekologinés
patologijos: KV, gimdos kiino vézio ar gerybinés moters lyties organy
patologijos. Rinko gimdos ertmés nuoplovas,  Klinikinius duomenis,
koordinavo mokslinio darbo eigg, dalyvavo atrenkant molekulinius Zymenis
tyrimams bei klinikiniy atvejy analizei. Autoré susipazino su DNR gryninimu,
naujos kartos sekoskaita (NKS). Atliko duomeny statisting analize,
interpretavo, susistemino ir aprasé gautus rezultatus. Mokslo darbg vieSino
skaitydama praneSimus Lietuvos ir tarptautinése mokslinése konferencijose,
kartu su bendraautoriais rengé mokslines publikacijas.
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2. LITERATUROS APZVALGA
2.1 Kiausidziy véZzio epidemiologija

KV yra astuntoje vietoje tarp motery mirties nuo vézio priezasciy
pasaulyje. 2020 metais pasaulyje registruota apie 313 tikst. naujy KV atvejy
ir 207 tukst. motery nuo Sios ligos miré [1]. Lyginant su ankstesniy mety
duomenimis, mirtingumas bei naujai nustatyty ligos atvejy skai¢ius didéja.
2020 mety duomenimis KV yra 8—tas dazniausiai moterims diagnozuojamas
vézys, 18 — tas dazniausiai diagnozuojamas vézys pasaulyje. Europoje
didziausi sergamumo rodikliai yra Latvijoje (15,1 atv./100000 gyv.),
Lenkijoje (12,7 atv./ 100000 gyv.), Serbijoje (12,7 atv./ 100000 gyv.). Lietuva
pasaulyje uzima 8 — tg vietg pagal sergamumg $ia liga (11,8 atv./ 100000 gyv.)
ir 6-ta vieta pagal mirtinguma (7,2 atv./ 100000 gyv.). Kiekvienais metais
Lietuvoje diagnozuojama apie 400 kiausidziy piktybiniy naviky. Lietuvos
vézio registro duomenimis 2015 m. tarp motery piktybiniy susirgimy KV
sudaré 4,5 proc. visy motery piktybiniy naviky (Sesta vieta), o tarp mirciy nuo
vézio — 7,5 proc. (trecia vieta) [2, 3].

Sergamumo KV rizika didéja su amziumi - didziausi sergamumo rodikliai
stebimi tarp motery 75 ir daugiau mety amziaus grupéje. Daugiau nei pusei
visy pacienciy KV diagnozuojamas pazengusios stadijos. Daugelio piktybiniy
naviky iSgyvenamumas per pastaruosius 50 mety labai pageréjo, taciau
nepaisant per paskutinius kelis deSimtmecius jvykusios sparéios pazangos -
naujy vaizdinimo technologijy, iSpléstinés chirurgijos metody, naujy
priesvéziniy medikamentiniy preparaty taikymo klinikingje praktikoje,
santykinis 5-iy mety isgyvenamumas sergant KV isliko beveik nepakites nuo
1980 m. [4, 37, 38].

KV islieka dazniausia motery mir¢iy nuo onkoginekologiniy susirgimy
priezastimi. Remiantis SSER santykinis 5-iy mety i§gyvenamumas nustacius
epitelinj KV I FIGO stadijoje 92 proc., Il stadijoje 74 proc., IlI-1V stadijoje
tik 29 proc. Auksto piktybiskumo seroziné kiausidziy karcinoma sudaro iki 80
proc. visy KV atvejy ir pasizymi auk$éiausiu mirtingumu. Tik 13% HGSOC
atvejy diagnozuojama I arba II FIGO stadijoje, didzioji dalis HGSOC
diagnozuojama pazengusioje ligos stadijoje. Santykinis 5-iy mety
iSgyvenamumas sergant Sio tipo visy stadijy KV siekia 39 proc., o IV st. — tik
9 proc. [37-39].

13



2.2 Kiausidziy vézio rizikos veiksniai

Rizikos veiksniai skirstomi j genetinius ir negenetinius. Apie 20 proc. visy
epiteliniy KV atvejy ligos priezastimi yra paveldimi pakitimai. Apie puséje
epitelinio KV atvejy nustatomi genetiniai ir epigenetiniai pokyciai
homologinés rekombinacijos kelio genuose, lemiantys ydinga DNR pazaidy
taisymg - homologinés rekombinacinés taisymo sistemos nepakankamuma
(angl. homologous recombination deficiency - HRD). Pakitimai siejami su
HRD keliu dazniausiai nustatomi esant kriity — kiausidziy vézio sindromui
(patologinés BRCAL ar BRCA2 mutacijos) bei organui specifinio Seiminio KV
sindromui (kai dvi ir daugiau pirmosios ar antrosios eilés giminaiCiy sirgo
epitelinés kilmés KV). Nors dazniausiai KV pakites kelias yra HRD, galimos
pazaidos ir Kituose atsako keliuose - RB1, PI3K/Ra ir NOTCH [8, 9, 40- 42].

Stipriausias genetinis KV rizikos veiksnis yra paveldima BRCA1/BRCA2
mutacija, ypa¢ jei giminée KV buvo diagnozuotas iki 50 mety amziaus.
Germinaciné BRCA1/2 mutacija sergant epiteliniu KV nustatoma 10-15 proc.
atvejy, didziausiu dazniu pasizymi HGSOC - iki 25 proc. atvejy. Esant
paveldétai BRCA1/BRCA2 mutacijai KV rizika padidéja iki 50 proc, kriities
vézio — iki 80 proc. Sis sindromas sudaro apie 90 proc. visy paveldimo KV
atvejy. Svarbu pazyméti, kad pacientés su BRCAL/2 mutacija pasizymi
geresniu jautrumu chemoterapijai ir geresniu santykiniu 5-iy mety
isgyvenamumu. Zinomi ir kiti genetiniai sindromai tokie kaip Lynch II, Li-
Fraumeni, Peutz-Jeghers bei paveldimos patologinés geny mutacijos (BRIP1,
PALB2, RAD51C, RAD51D, BARD1, CHEK2, MRE11A, RAD50, ATM) susij¢
su padidéjusia KV rizika [40-42].
atvejy [43-45]. Negenetiniai KV rizikg didinantys veiksniai yra:

*  Vyresnis amzius;

» ankstyva ménesiniy pradzia;

» véelyva menopauze;

* gimdymy nebuvimas ar vélyvas (>35m) pirmasis gimdymas;

* buve kiausidziy gerybiniai navikai;

* endometriozé;

* dubens uzdegiminés ligos;

e nutukimas;

* mazas fizinis aktyvumas;
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rikymas, nesaikingas alkoholio vartojimas;
pakaitiné hormony terapija;

vaistai nevaisingumui gydyti ir ovuliacijos indukcijai;

Vézio rizika mazina:

sudétiniy kontraceptiniy tableciy, progestiny vartojimas;
maitinimas kratimi;

néStumai;

salpingektomija, ovarektomija;

abipusis kiauSintakiy perriSimas ar histerektomija;

2.3 Kiausidziy vézio histologija

Morfologiskai kiausidziy piktybiniai navikai klasifikuojami i dvi
pagrindines grupes: epiteliniai ir neepiteliniai kiaus$idziy navikai.
Neepiteliniai kiauSidziy navikai savo ruoztu skirstomi j lytinés druzés -
stromos bei germinogeninius navikus, taciau §ie navikai sudaro tik apie 10
proc. visy KV [46-48].

EPITELINIAI NAVIKAI
LYTINES DRUZES - STROMOS NAVIKAI

GERMINOGENINIAI NAVIKAI

1 pav. Morfologin¢ kiausidiy vézio Klasifikacija (originalas)
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Dauguma piktybiniy kiausidZiy naviky yra epiteliniai (90 proc.). 2020 m.
Pasaulio sveikatos organizacija (PSO) i$skyr¢ penkis pagrindinius epitelio KV

histologinius tipus [46]:

o &~ w D oE

Auksto piktybiskumo seroziné karcinoma (70 proc.)
Endometrioidiné karcinoma (iki 12 proc.)

Sviesiy lasteliy karcinoma (iki 12 proc.)

Zemo piktybiskumo seroziné karcinoma (iki 3 proc.)

Mucininé karcinoma (iki 3 proc.)

Kiti epiteliniai piktybiniai navikai kaip karcinosarkoma, adenosarkoma ir
endometriumo stromos sarkoma yra iSskirtinai reti, todél yra labai maZzai
duomeny apie jy patogeneze ir molekulines charakteristikas. Dazniausios

somatiniy mutacijy charakteristikos pagal naviko histologinj tipa pateiktos

pirmoje lenteléje [48-55].

Lentelé 1. KV histologinis tipas ir dazniausios mutacijos

Histologinis tipas

DaZniausios somatinés mutacijos

Auksto piktybiskumo TP53 (96-99 proc.),
seroziné karcinoma BRCAL (9 proc. germinaciné, 4 proc. somatiné),
(11 tipo KV) BRCAZ2 (8 proc. germinacing, 3 proc. somating),
CCNEL1 kopijy skaic¢iaus padidéjimas (20 proc.),
NF1 (4-11 proc.), RB1 (iki 9 proc.),
PTEN delecija (6-7 proc.),
CSMD3 (6 proc.), FAT3 (6 proc.), CDK12 (3 proc.),
GABRAG (2 proc.), APC (3 proc.), LRP1b (8 proc.),
CDKN2A (2 proc.), CREBBP (5 proc.), WWOX (4
proc.), ANKRD (4 proc.), MAP2K4 (3 proc.)
Zemo piktybiskumo BRAF (30 proc.), KRAS (30 porc), NRAS, ERBB2,
seroziné karcinoma EIF1AX, USP9X, FRAR1, NF1, HRAS
(I tipo KV)
Endometrioidiné karcinoma | ARID1A (30 proc.), PIK3CA (30 proc.), CTNNBL,
(I'tipo KV) PPP2RIa, PTEN, TERT, MMR sutrikimas
Sviesiy lasteliy karcinoma PIK3CA (50 proc.), ARID1A (50 proc.), KRAS,
(I 'tipo KV) MET, PTEN, CTNNB1, RPL22, TP53
Mucininé karcinoma CDKN2A (76 proc.), KRAS (64 proc.), TP53 (64
(I 'tipo KV) proc.), ERBB2 (26 proc.), RNF43, BRAF,

PIK3CA, ARID1A (8-12proc.), HER-2
amplifikacija

16



2.4 Kiausidziy vézio diagnostika

II tipo epiteliniai kiauSidziy navikai dazniausiai nustatomi FIGO III-IV
stadijoje, nes ligos pradzioje Sio tipo vézys dazniausiai nesukelia jokiy
simptomy. [-1l stadijoje specifiniy simptomy néra. Ilgainiui, ligai
progresuojant pilvaplévés ertméje, atsiranda nespecifiniai simptomai: pilvo
apimties didéjimas dél navikiniy dariniy pilve ir ascito, vir§kinimo sutrikimai,
pykinimas, zarnyno nepraeinamumo klinika, skausmas, dusulys, $lapinimosi
sutrikimai, svorio kritimas ir Kiti.

I tipo epiteliniy naviky nustatymas ankstyvoje ligos stadijoje yra pagristas
ju patogenezei budinga léta eiga. Didesniy matmeny kiausSidziy navikai
neretai pasireiSkia tokiais simptomais kaip priepuolinis skausmas, pilvo
apimties didéjimas, Slapinimosi, tustinimosi sutrikimai, tac¢iau net ir dideliy
augliy atvejais liga retai biina i$plitusi uz kiausidziy riby [56].
ankstyvy stadijy KV patyrusio specialisto atliktas ultragarsinis tyrimas (UG)
i8licka vienu vertingiausiy ankstyvos diagnostikos metody. Echoskopinis
tyrimas padeda diferencijuoti gerybinius ir piktybinius kiau$idziy navikus
vertinant kraujotaka, ascito buvimg, morfologinius piktybisSkumo pozymius
(solidinio komponento buvimas, gausios papilinés iSaugos ir kt.).
Pasirinktinais atvejais iSliekant neaiskiai kiauSidziy naviko interpretacijai, gali
biti atlieckamas dubens magnetinio rezonansas  tyrimas (MRT) ar
kompiuteriné tomografija (KT). Kriitinés Igstos KT, pilvo ir dubens KT ir/arba
MRT atliekami siekiant istirti ligos iSplitima (atokiosios metastazes, plitimas
limfiazgiuose). Sie tyrimai privalomai atlickami kliniskai diagnozavus
iSplitusj KV ar esant aiSkiems kiauSidés naviko piktybisSkumo pozymiams UG
tyrimo metu. Kartais gali buti atlickama pozitrony emisijos tomografija su
kompiuterine tomografija (PET-KT), kuri gali identifikuoti labai smulkias
metastazes ar pirminius navikus nevizualizuojamus Kkitais radiologinio
iStyrimo metodais. Endoskopiniai tyrimai (ezofagogastroduodenoskopija,
rektoskopija, kolonoskopija) atliekami pasirinktinais atvejais siekiant atmesti
kity lokalizacijy iSplitusias karcinomas bei visais mucininiy kiauSidziy
piktybiniy naviky atvejais [56].

Biologiniai vézio Zzymenys identifikuoja cirkuliuojancius naviko
elementus, naviky i$skiriamus baltymus, arba imuninio atsako j navika
komponentus kino skys¢iuose, pavyzdziui, kraujyje ir $lapime. Siai dienai
néra pakankamai jautriy ir specifiSky zymeny ankstyvai KV diagnostikai. Per
pastaruosius deSimtmecius buvo tiriami daugybé KV bioZymeny, tac¢iau CA-
125 ir HE4 iSlieka svarbiausi zZymenys KV diagnostikoje. Buvo atlikta
daugybé klinikiniy tyrimy siekiant jvertinti CA-125 diagnostinj jautruma bei
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specifiskuma. Nustatyta, kad daugelis fiziologiniy veiksniy turi jtakos CA-
125 koncentracijos padid¢jimui: menopauzé, menstruacinio ciklo diena
(ovuliacijos ir menstruacijos metu), didelio laipsnio nutukimas, amzius. CA-
125 pasizymi Zemu jautrumu, jis padidéja sergant gerybine patologija (gimdos
miomos, kiausidés cistos ir kitoS), mazojo dubens uzdegimu, endometrioze,
kepeny bei $irdies ligomis, Kitos lokalizacijos véziu (kruties, plauciy, kasos,
storosios Zarnos, skrandzio). KV sergan¢iy pacienty CA-125 Kkiekis koreliuoja
su naviko histologija, FIGO stadija bei diferenciacijos laipsniu. CA-125
padidéjimas I FIGO KV stadijoje nustatomas tik iki 50 proc. atvejy. PLCO
studijoje I-II KV stadijoje Zymuo buvo padidéjes tik 29 proc. atvejy [10]. Kitas
svarbus aspektas, kad iki 20 proc. KV atvejy pasizymi nereaktyviu CA-125.
Moss ir kiti atliktame tyrime nustaté, kad CA-125 buvo padidéjes 80 proc.visy
tiriamyjy atvejy, kai KV diagnozé nebuvo patvirtinta [11]. Didelis klaidingai
teigiamy rezultaty daznis ir nedidelis CA-125 jautrumas atrankoje prisideda
prie nereikalingy chirurginiy procediry ir psichologiniy pasekmiy Sioms
moterims.

HE4 pasizymi labai panasiu jautrumu kaip CA-125. ROMA indeksas
nepasizymi didesniu jautrumu nei CA-125 ar HE4. Naudojant $iuos metodus
(CA-125, HE4 ir TVE) ankstyvai KV diagnostikai iSauga bereikalingy
chirurginiy intervencijy skai¢ius. Remiantis UKCTOCS didziausio
atsitiktiniy im¢iy klinikinio tyrimo duomenimis - 2 i§ 3 operacijy nenustaté
KV.PLCO tyrimo duomenys parodé, jog 1 véZio atvejui nustatyti reikia atlikti
20 biopsijy [10 -17].

2.5 Kiausidziy vézio patogeneze ir tipai

Viena pagrindiniy priezasCiy, kodél KV islieka daugiausiai mirciy
sukelianc¢iu ginekologiniu susirgimu, yra $ios ligos heterogeniskumas. Iki Siol
KV Kklasifikacija buvo pagrjsta morfologija ir imunohistocheminiais tyrimais,
taciau nauji diagnostikos metodai atsizvelgia j molekuling vézio genetika. [iga
laikag buvo diskutuojama dél auk$to piktybiskumo serozinés kiausidziy
karcinomos lastelés pirmtakés kilmés. Naujos jzvalgos apie HGSOC
patogeneze¢ atsirado tiriant histologinius meéginius, pacienciy operuoty dél
nustatytos paveldimos BRCA1/2 mutacijos. Histologiniai méginiai suteiké
patologams galimybe iStirti $iuos audinius dél okultinio vézio. Atsirado
prielaidy, kad HGSOC gali kilti ne i§ kiausidziy audinio, o i$ kiauSintakiy
fibrijy [57-59]. 2001 metais Piek ir kt. [60] nustaté mazus displazinius
pazeidimus kiauSintakiuose, panasius | HGSOC, pacienciy grupéje kurioms
buvo atlikta profilaktiné salpingoovarektomija dél BRCA1/2 mutacijos. Tai
paskatino sukurti SEE-FIM (angl. Sectioning and Extensively Examining the
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FIMbriated end) protokolg siekiant sistemingai jvertinti BRCAL/2 mutacijy
nesiotojy kiausintakiy audinius [61]. Pastebéta, kad pirminiai pakitimai
jvyksta kiausintakiy epitelio lgstelése, fimbrijose, véliau pakitimai isplinta j
kiausides bei pilvapléve. Naujausios pastangos tirti epitelini KV i
molekulinés ir genetinés perspektyvos pakeité ligos klasifikacija, jdiegus
dualistinj kiaugidZiy kancerogenezés modelj. Sj modelj pirma karta pasiiilé
Kurman ir Shih 2004 m., o 2014 m. PSO jj oficialiai jtrauké j atnaujintas
motery reprodukciniy organy naviky klasifikacijos gaires (naviky histologinj
ir genetinj tipavima) [5, 6, 61, 62].

Pagal XXI amziaus dualisting KV patogenezés teorija (R. J. Kurman), KV
galima suskirstyti j dvi pagrindines grupes [5, 6, 62]:

1) “Kiausidziy™“ kilmés KV (lytinés driizés navikai, germinaciniy lasteliy
navikai)

2),,Ne kiausidziy“ kilmés (angl. extraovarian origin) KV, kuriam priklauso
Iir 1l tipo epiteliniai navikai.

Abiejy grupiy KV vystosi nepriklausomai, jiems budingi skirtingi
molekuliniai patogenezés mechanizmai. Si nauja teorija leidZia daryti ivadas,
kad tikrieji kiauSidziy navikai (kiauSidziy kilmés) yra tik lytinés driizés—
stromos ir germinaciniai navikai, o ,,ne kiausidziy“ kilmés navikai vystosi
audiniuose, esanciuose uz kiausidés riby, ir tik véliau apima kiausides arba
formuojasi i8 $iy audiniy implanty kiausidés kapsuléje.

Priklausomai nuo patogenezés skiriami du ,,ne kiausidziy“ kilmés vézio
tipai: L'ir 1l tipas (2 pav.).
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Zemo piktybiskumo seroziné,

mucininé, endometriodinéir
$viesiy Igsteliy karcinoma;

Genetiskai stabills, pasizymi
neagresyvia eiga, paprastai
diagnozés metu neblna
iSplite uz kiausidziy riby;

Budingos mutacijos: KRAS,
BRAF, PTEN, PIK3CA, CTNNB,
ARID1A, FBXW?7, APC, ERBB2
ir kitos;

Vystosi is endometro,
pereinamojo epitelio
implanty kiausidése;

Auksto piktybiskumo serozing,
karcinoma, nediferencijuita
karcinomair karcinosarkoma;

Genetiskai nestabilGs,
agresyvus, dazniausiai
nustatomailll-IV FIGO st.;

Budingos mutacijos: TP53 (96-
99 %), BRCA1(9 %
germinaciné, 4 % somatiné),
BRCA2 (8 % germinaciné, 3 %
somatiné);

Vystosi i$ kiauSidése
implantuoto kiausintakiy
epitelio;

2 pav. | ir 1l kiausidziy vézio tipai bei jy charakteristika (originalas)
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I tipo KV vystosi i§ gimdos gleivinés arba pereinamojo epitelio lgsteliy
implanty kiauSidése. Pradzioje atsiranda gerybiniai dariniai (mucininé
cistadenoma, endometrioma, seroziné cistadenoma, Brenerio navikai),
ilgainiui vystosi ribinio piktybiskumo navikai ir galiausiai endometrioidiné,
$viesiy lasteliy, mucining, Zemo piktybiskumo seroziné karcinoma. Sio tipo
navikai yra genetiSkai stabiliis, pasizymi neagresyvia eiga, paprastai nebiina
iSplite uz kiausidziy riby diagnozés metu ir nustatomi dazniausiai I FIGO
stadijoje. Jiems nebiidinga TP53 mutacija. Taciau jiems biidingos KRAS,
BRAF, PTEN, PIK3CA, CTNNBI, ARID1A ir PIK2R1 geny patologijos, kurios
sutrikdo Igsteliy signalinius kelius ir lemia vézio vystymasi. Daugiau nei pusei
I tipo KV atvejy nustatomos KRAS ir BRAF mutacijos, kurios dalyvauja
mitogeny aktyvuojamos baltymy kinazés (MAPK) signalinio kelio
aktyvacijoje. Sio signaliniy kelio aktyvacija yra svarbi véZiniy lasteliy
proliferacijai ir iSgyvenamumui. Apie 40 proc. | tipo KV pasizymi Wnt/p-
kateniny signalinio kelio aktyvacija, dazniausiai CTNNB1 geno, koduojancio
B-katenina, patologijomis. Ketvirtadaliui I tipo KV atvejy nustatomos PTEN
ar PIK3CA patologijos, kurios aktyvuoja PI3K / PTEN signalinj kelig: PTEN
inaktyvacija daro jtaka fosfatidilinozitolio (3.4,5)- trifosfato (PIP3) ir baltymy
kinazés B (PKB ir AKT) raiskai, taip sumazinant baltymy fosfatazes
aktyvumg ir skatinant Igstelés ciklo progresija [5-7, 62].

Il tipo KV sudaro iki 80 proc. visy kiausidziy piktybiniy naviky. Siai
grupei priklauso: HGSOC, nediferencijuota karcinoma ir karcinosarkoma. Sio
tipo KV startinis patogenezés momentas — pakitimai kiauSintakiy fimbrijy
epitelyje, kiauSintakio epitelio sekreciniy lasteliy iSveséjimas (angl. secretory
cell OUT growth (SCOUT)), kuriam badinga TP53 hiperprodukcija ir apie 90
proc. nustatomas PAX2 praradimas arba labai zema jo raiSka. D¢l PAX2
praradimo padidéja jautrumas estrogenams, nes padidéja estrogeny receptoriy,
kas gali paskatinti lasteliy pazeidimg ir atsparumg apoptozei. Ilgainiui
atsiranda serozinis kiauSintakiy intraepitelinis pazeidimas (angl. serous tubal
intraepithelial lesion (STIL)) — normaliai atrodantis kiauSintakio epitelis,
kuriam buidinga TP53 ,,parasas‘ (angl. TP53 signature), TP53 mutacija, PTEN
ir PAX2 praradimas. Véliau pakitimai pereina | serozing kiauSintakiy
intraepiteling karcinoma (angl. serous tubal intraepithelial carcinoma (STIC))
—, kuriai budinga TP53 mutacija, padidéjes TP53 ir YH2AX kiekis, kas yra
DNR pazaidy zymuo [5-7, 61 - 67].
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TP53 mutacija, PTEN
ir PAX2 praradimas

Normalus Scout STIL sTIC
kiausintakio P53 P53 “parasas”
epitelis hiperprodukcija

I =

3 pav. Auksto piktybiskumo serozinés karcinomos ikivéZiniai
poky¢iai/pirmtakai (originalas)

Manoma, kad atsiradus Siems genetiniams poky¢iams, padidéja WNT4 Kiekis,
kas sukelia pakitusiy lasteliy migracija ir invazija. Be to, TP53 mutacija gali
pakeisti kiauSintakiy Igsteliy atsakg j progesterona, kas sukelia reguliuojama
nekroze - nekroptoze. Ilgainiui, manoma, kad per 6-7 metus STIC pakitimai
vystosi | invazyving auksto piktybiskumo serozing karcinomg — HGSOC.
Navikinés lgstelés implantuojasi kiausidziy, pilvaplévés audiniuose.

P53 hiperprodukcija

STIC

Piktybiniq’asteliq iSplitimasj kiausides,
pilvapléve

4 pav. Auksto piktybiskumo serozinés karcinomos patogenezé (originalas)
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Tai genetiSkai nestabillis, agresyviis navikai, diagnozés metu yra iSplite uz
kiausidziy riby — didelio piktybiskumo seroziné karcinoma (HGSOC),
nediferencijuota karcinoma. II tipo navikams biidingos somatinés TP53
mutacijos 95-99 proc., daugiau nei pusé pasizymi homologinés
rekombinacijos sistemos nepakankamumu, BRCAL/2 geny mutacijos
nustatomos iki 22 proc., o kity geny RB1, NF1, MECOM, CCNEL, KRAS,
MYC mutacijos tik iki 6 proc. [12-16]. CCNE1 amplifikacijos siejamos su
bloga ligos prognoze bei rezistentiSkumu platinos preparatams, PTEN
mutacijos taip pat siejamos su prastais iSgyvenamumo rodikliais [61- 72].

Pagrindiniai KV (I ir 1l tipo) pirmtakai ir kilmés lastelés priklausomai nuo
histologinio tipo jvardinti 2 lenteléje [72-76].

Lentelé 2. Kiausidziy vézio histologinis tipas ir jo pirmtakai

Histologija

Kilmés lIastelé

Pirmtakas

Auksto piktybiskumo
seroziné karcinoma
(N KVv)

Kiausintakio
liaukinio epitelio
Iastelés

SCOUT, TP53 hiperprodukcija,
STIC

Zemo piktybiskumo
seroziné karcinoma
(I tipo KV)

Kiausintakio
liaukinio epitelio
lastelés

Seroziné cistadenoma,
adenofibroma, atipinis
proliferuojantis serozinis navikas,
neinvazyvus serozinis ribinio tipo
navikas

Endometrioidiné

Endometro epitelio

Endometriozé, endometrioidinis

karcinoma lastelés paribinis navikas

(I'tipo KV)

Sviesiy Iasteliy Endometro epitelio | Endometriozé, endometrioidinis
karcinoma lastelés paribinis navikas

(I tipo KV)

Mugcininé karcinoma | Nezinoma Mucininé adenoma, mucininis
(I tipo KV) paribinis navikas

2.6 II tipo naviky molekuliné patogenezé

2.6.1 TP53 mutacijos II tipo kiausidziy navikuose

Genas TP53 yra lokalizuotas 17 chromosomos trumpajame petyje (lokusas
17p13.1), jis koduoja baltyma TP53 atsakingg uz Iastelés ciklo kontrole ir
atsaka ] DNR pazaidas. TP53 baltymas susideda i§ keliy struktiiriniy
domeny, kuriy kiekvienas turi savo funkcija. Sis genas yra laikomas
vienu i§ pagrindiniy organizmo geny, dalyvaujanciy kancerogenezés
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procese. Dél savo savybés saugoti genomg nuo mutacijy jis yra vadinamas
naviko formavimasi slopinanéiu genu [77, 78].

Aktyvuotas TP53 arba sustabdo lastelés ciklag G1 fazgje (leidzia iStaisyti
klaidas) arba indukuoja lgstelés apoptoze. TP53 yra aktyvuojamas lgstelinio
streso, kurj sukelia DNR pazaidos, hipoksija, onkogeny aktyvacija ir
ribosominis stresas. Tada TP53 yra fosforilinamas, taip mazinant
giminingumg ubikvitino ligazei pelés dvigubos minutés 2 homologui (angl.
mouse double minute 2 (MDMZ2)) ir Sio baltymo nebeveikia ubikvitino ligaze,
kai normaliomis salygomis E3 ubikvitino ligazé MDM2 palaiko nedidelj
TP53 kiekj lasteléje. Slopinamas TP53 ardymas, padidéja TP53 kiekis
lasteléje ir padidé¢ja TPS3 aktyvinamy geny raiska. Kaip atsakag j DNR
pazaidas, TP53 aktyvuoja geny raiska, dalyvaujanciy DNR pazaidy atsake
(pavyzdziui geny DDB2 ir XPC), lastelés ciklo sustabdyme (nuo cikliny
priklausomos kinazés inhibitoriaus 1 (CDKN1A), koduojancio p21),
apoptozéje (PUMA, BAX, Apaf-1, Noxa), lastelés metabolizme (TP53
indukuotos glikolizés ir apoptozés reguliatorio (TIGAR)) ir savo paties
reguliacinése grandinése (MDM?2 ir p53 indukuotos fosfatazés 1) [69, 78, 79].

TP53 geno pokyciai nustatomi daugiau kaip puséje visy naviky, todél
TP53 yra vienas geriausiai iStirty geny pasaulyje. Daugumoje Zmogaus
piktybiniy naviky mutaves TP53 genas yra praradgs funkcijg aktyvinti DNR
pazaidy taisyma. Literatiiros duomenimis TP53 geno patologija nustatomos
beveik visais II tipo KV atvejais (iki 99 proc.). Sis pokytis yra atsakingas uz
didelj chromosominio nestabilumo laipsnj, dél kurio daznai padaugéja ar
netenkama chromosomy regiony.

2011 metais vykdytame véZio genomo atlaso projekte (angl. The Cancer
Genome Atlas Research Network -TCGA), greta kity naviky iStirta 489
pacienéiy, serganéiy Il tipo KV genetiné medziaga (mRNR, miRNR, DNR).
Sis tyrimas nustaté, kad TP53 mutacija pasireiskia 96 proc. atvejy [77]. Il tipo
KV atvejais dazniausiai pasitaikancios TP53 geno patologijos jvyksta 5-8
egzonuose ir yra sporandinés. Tai pat dauguma TP53 mutacijy yra
aminortgstj (AR) pakeiCiantys pokyciai — (angl. missense mutacijos).
Remiantis tarptautine vézio tyrimy agentiira (angl. International Agency for
Research on Cancer (IARC)) duomenimis nustatyta, kad HGSOC grupéje
apie 70 proc. TP53 mutacijy yra missense tipo, reciau pasitaiko rémelio
poslinkio, nonsense ir splaisingo mutacijos, 2 proc., 8,7 proc. ir 5,1 proc.
atitinkamai [74]. Missense mutacijos jvyksta dél vieno ar keliy nukleotidy
intarpy ir pakitus nukleotidui, pasikeicia ir kodonas, 0 baltyme viena AR
pakei¢iama kita. Mutacijos dazniausiai nustatomos centrinéje baltymo dalyje
— apoptozé stimuliuojantis baltymas TP53 (angl. apoptosis-stimulating
protein of p53 (DNR/ASPP)) domene, mazdaug 80 proc. Sie poky¢iai lemia
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naujg baltymo funkcijg, didina TP53 baltymo raiSkos stabilizacijg, todél
sutrinka normalus lastelés ciklas [80, 81]. Kadangi TP53 veikia kaip
tetrameras, dél daugelio missense mutacijy taip pat gali susidaryti
dominuojantis neigiamas baltymas, kuris gali slopinti tetramerizacijg, net ir
esant likusiam laukinio tipo TP53 baltymui. Mutantinis TP53 baltymas yra
daug stabilesnis lgsteléje nei jo laukinio tipo atitikmuo dél nesugebégjimo
saveikauti su jo inhibitoriumi HDM2, kuris paprastai kaip jau minéjome
uztikrina savalaikj jo skaidyma proteasomoje. Sis padidéjes stabilumas, taigi
ir didesnis mutuoto TP53 baltymy kiekis, gali leisti jam turéti papildoma
onkogeninj funkcinio aktyvumo padidéjimg. Mazdaug 20 proc. KV atvejy
jvyksta onkomorfinés TP53 mutacijos, pakeicianCios p53 funkcija ir taip
prisidedancios prie vézio progresijos ir nejautrumo chemoterapijai. Nustatyta,
kad pacientai su onkomorfinémis mutacijomis turi prastesnius i§gyvenamumo
ir daznesnius atsparumo platinos chemoterapijai rodiklius. TP53 patologijos
yra laikomos viena pagrindiniy II tipo KV vystymosi priezas¢iy. TP53
mutacija yra pirmoji zinoma molekuliné transformacija, kuri jvyksta
kiauSintakio sekrecinése Igstelése ir gali biiti nustatoma ankstyvajame etape -
STIC. Tyrimai parodé, kad TP53 mutacijos tipas ir vieta turi jtakos ligos
prognozei [69, 79-83].

2.6.2 Kiti genetiniai poky¢iai II tipo KV

Nors TP53 mutacijos nustatomos daugelyje II tipo KV, didelg klinikine
reik§mg kiausidziy kancerogenezéje turi BRCA geny pokyciai. BRCAL ir
BRCA2 baltymai atliecka svarby vaidmenj palaikant genomo vientisuma,
organizuojant DNR taisyma homologinés rekombinacijos biidu. Homologiné
rekombinacija yra didelio tikslumo procesas, nes be klaidy atlieckamas
dviguby trokiy taisymo procesas (angl. double-strand break repair (DSBR)),
naudojanat sesering chromatide kaip S$ablong taisymui. Ivykus BRCAL ir
BRCAZ2 mutacijoms tai sukelia homologinés rekombinacinés taisymo sistemos
nepakankamumg. HGSOC grupéje BRCAL1/2 mutacijos nustatomos iki 20
proc. atvejy - paveldimos BRCA1 mutacijos 8 proc., paveldimos BRCA2 — 6
proc., o somatinés BRCAL mutacijos — 4 proc. ir BRCA2 — 3 proc. Taciau
BRCA pakitimai siejami su HRD keliu nustatomi dazniau, net iki 50 proc.
HGSOC pacienciy. Pavyzdziui, BRCAL promotorius gali biiti hipermetilintas,
todél prarandama geno raiska ir imituojamas BRCA1 mutantinis fenotipas.
BRCA geno hipermetilinimas nustatomas apie 11 proc. Kiti genai,
koduojantys baltymus homologinés rekombinacijos kelyje ir siejami su
HGSOC yra PTEN, ATM, ATR, RAD50, CHEK?2 ir daugelis Fanconi anemijos
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geny - RAD51B, RAD51C, RAD51D, BRIP1, BARD1, PALB2 [9, 40, 41, 42,
74, 80].

Mitogeny aktyvuojamos baltymy kinazés (MAPK) ir fosfatidilinozitolio-
4,5-bisfosfato 3-kinazé (PI3K)/proteinkinazé B (AKT) yra du pagrindiniai
lasteliniy signaly perdavimo keliai, kurie gali bati suaktyvinti dél: 1.
fosfatazés ir tenzino homologo (PTEN) funkcijos praradimo; 2.
fosfatidilinozitolio-4,5-bisfosfato  3-kinazés katalizinio subvieneto a
(PIK3CA), Kirsten ziurkiy sarkomos virusinio onkogeno homologo (KRAS),
neuroblastomos RAS virusinio onkogeno homologo (NRAS) arba B-Raf
proto-onkogeno, serino/treonino kinazés (BRAF) genetinés mutacijos; 3. MET
proonkogeno, receptoriy tirozinkinazés (MET) receptoriy, dalyvaujanciy
HGSOC kancerogenezéje, mutacijy aktyvavimo. Sie genetiniai poky¢iai yra
susije su padidéjusiu atsparu chemoterapijai ir blogesniais iSgyvenamumo bei
laikotarpio be progresavimo rodikliais. Kaip jau minéjome, be HRD kelio,
galimi ir kiti patogenezés keliai - RB1, PI3K/Ra ir NOTCH. PTEN delecija
nustatoma 6 proc. (PI3K signalinio kelio mutacijos) ir manoma, kad ji jvykta
anstyvose KV stadijose ir net prieSvéziniuose pakitimuose [9, 49, 50, 52, 77,
79, 84].

Il tipo KV grupéje CCNE1L kopijy skaic¢iaus amplifikacija nustatoma apie
20 proc. atvejy. Si amplifikacija gali biti nustatyta ankstyvuose kiaugintakiy
pazeidimuose (STIC), kas gali sukelti chromosomy nestabilumg. CCNE1
koduoja cikling E1, ciklino E1 baltymy kiekis lastelés ciklo metu skiriasi ir jis
vaidina svarby vaidmenj peré¢jime i$ G1 i S fazg, suriSdamas ir aktyvuodamas
nuo ciklino priklausoma kinaz¢ 2 (CDK2). Nejprastai didelé ciklino E1 raiska
sukelia neplanuota DNR replikacijg, centrosomy amplifikacijg ir chromosomy
nestabilumg. CCNE1 amplifikacija yra susijusi su atsparumu chemoterapijai
ir blogesniais i$gyvenumo rodikliais [85].

2.7 Skys¢iy biopsija

Naujos kartos molekuliniai véZio Zymenys — tai genetiniai ir epigenetiniai
pakitimai, aptinkami genetiniais, genominiais, proteominiais tyrimy metodais
ir jie tiesiogiai susij¢ su vézio geneze. Manoma, kad aptikus juos vézj galima
nustatyti iki klinikinio jo pasireiskimo. Norint pritaikyti molekuling KV
klasifikacijg yra biitina rasti paprasty ir neinvaziniy biidy nustatyti véZio tipa.
Pastaruoju metu KV diagnostikoje yra siekiama pritaikyti skysciy biopsijos
tyrimus, kuriy metu i$ kraujo, §lapimo, maksties tampony ekstrakty, skystos
terpés citologiniy éminiy, gimdos nuoplovy ar kity kiino skysciy iSskirtose
cirkuliuojanciose naviky Igstelése, egzosomose ar nukleortig§tyse bty tiriami
biozymenys, padedantys nustatyti ligg ir jos tipa.
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Cirkuliuojanti DNR (angl. cell-free DNA (cfDNR)) yra vienas i§ vézio
biozymeny tyrimo objekty. CfDNR dazniausiai yra trumpi (70-200 bp)
dvigrandininiai DNR fragmentai, kurie apoptozés ar nekrozés metu
atpalaiduojami i$ lasteliy ir laisvai cirkuliuoja kraujotakoje. Sveikiems
asmenims cfDNR isskiriama apoptoziniy lasteliy, jos padidéjimas stebimas
fizinio krtvio, uzdegimo ar traumos atveju. CfDNR kiekis véziu serganciy
pacienty kiino skysciuose yra didesnis uz sveiky asmeny ir cfDNR nustatytos
patologijos atitinka navikinés DNR patologijas. Naujausi tyrimai patvirtino,
kad véziu serganciy pacienty kraujyje yra didesnis cfDNR kiekis —
vidutini§kai 180 ng/l (svyruoja nuo 0 iki 1000 ng/ml), o sveiki asmenys ar
pacientés, sergan¢ios gerybinémis kiausidziy patologijomis turi vidutiniskai
30 ng/ml (svyruoja nuo 0 iki 100 ng/ml). Nors cfDNR kiekis skys¢iy biopsijos
méginiuose dazniausiai yra labai nedidelis (gali sudaryti maziau nei 0,01 proc.
méginio), cfDNR galima nustatyti jautriais ir specifiskais kiekybinio PGR,
naujos kartos sekoskaitos ar kitais molekuliniais metodais [24-26, 85]. Kamat
ir kt. nustaté, kad KV sergan¢ioms pacientéms prie§ operacija buvo padidéjusi
cfDNR koncentracija plazmoje, palyginus su pacientémis serganciomis
gerybinémis kiausidziy ligomis arba sveikomis moterimis, ir pasiiilé ¢cfDNR
kaip diagnostinj ir prognostinj Zymenj [27]. Q. Zhou ir kiti atliko devyniy
tyrimy metaanaliz¢ norédami iSsiaiSkinti cfDNR verte KV diagnostikai.
Remiantis atliktos metanalizés duomenimis, i§vados buvo tokios: cfDNR
pasizymi nepakankamu jautrumu — 70 proc., bet priimtinu specifiSkumu 90
proc. KV diagnostikai. Kiekybiné cfDNA analizé vargu ar gali biiti naudojama
kaip nepriklausomas diagnostinis biozymuo KV diagnostikai, taciau derinyje
su kitais specifiniais biologiniais Zymenimis perspektyvos akivaizdzios [28].

Be kiekybiniy pokyciy vertinimo, tyréjai sutelké démesj i kokybinius
pokycCius, jskaitant somatines mutacijas, DNR metilinimg ir cfDNA
chromosominius pokycius. Plazmoje cirkuliuojanc¢io naviko DNR (angl.
circulating tumor DNA (ctDNR)) yra perspektyvus minimaliai invazyvus
diagnostinis biozymuo, kuris pasizymi diagnostiniu jautrumu nuo 76 iki 83
proc., o specifiskumu — nuo 55 iki 95 proc. Taciau labai skiriasi CtDNR
aptikimo daznis, kuris svyruoja atitinkamai nuo 38-100 proc. esant II-1V
ligos stadijai ir 3568 proc. ankstyvoje KV stadijoje. Dauguma mokslininky,
atliekan¢iy ctDNR analiz¢ KV pacientéms, $iuo metu daugiausia démesio
skiria HGSOC pacienciy grupei ir mutantinio TP53 istyrimui, kuris parodé
didelj jautruma (>75-100 proc.) ir specifiskuma (>80 proc.) [29, 30, 31].

Kinde et al. pilotinéje studijoje iStyré ctDNR i§ gimdos kaklelio
citologinés medziagos (skystos terpés éminiai), naudojant 12 geny mutacijy
rinkinj. Mutacijos nustatytos 41 proc. (9 i$ 22) pacienéiy sergant HGSOC, 0
endometriumo véziu serganc¢ioms pacientéms DNR mutacijos buvo nustatytos
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100 proc. (24 i§ 24). Sis pilotinis nedidelés imties tyrimas parodé, kad naviko
lasteles ir fragmentus, kuriuose yra naviko DNR, galima rasti ir surinkti
makstyje naudojant maksties tampong ir istirti naudojant geneting analize, kas
galéty padéti anksti nustatyti KV [33].

2015 m. E. Maritschnegg ir kiti surinko méginius arc¢iau kiausidziy ir
kiausintakiy,  gimdos  ertmés  nuoplovy  paémimui  naudojant
histerosalpingografijos kateterj. I tyrimg buvo jtrauktos 65 pacientés: 30
sergancios KV, 27 kurioms nustatyta gerybiné ginekologiné moters lyties
organy patologija ir 8 su kitos lokalizacijos piktybiniais navikais. Visos
pacientéms pavyko sékmingai atlikti gimdos ertmés nuoplovy méginio
paémimg ir buvo gauta pakankamai ctDNR. Buvo analizuojami Sie genai:
AKT1, APC, BRAF, CDKN2A, CTNNB1, EGFR, FBXW7, FGFR2, KRAS,
NRAS, PIK3CA, PIK3R1, POLE, PPP2R1A, PTEN, ir TP53. Mutacijos,
daugiausia TP53, buvo aptiktos 60 proc. KV grupéje taikant NKS metoda.
Papildomi naudojant didesnio jautrumo metodus tokius kaip skaitmeniné
laSeliy polimerazés grandininé reakcija (angl. digital droplet polymerase
chain Reaction (ddPCR)) arba saugi sekoskaitos sistema (ang. Safe-
sequencing system (SafeSeqS)), mutacijy nustatymo daznis padidéjo iki 80
proc. Svarbu pazyméti, kad visoms FIGO IA stadijos pacientéms (N = 5) buvo
nustatytos TP53 mutacijos gimdos ertmés nuoplovose bei vienai pacientei
kuriai nustatytas okultinis KV [34]. Véliau 2018 m. E. Maritschnegg paskelbé
duomenimis apie gimdos ertmés nuoplovy paémimo technikg naudojant
trikanalj kateterj. Si technika buvo sékmingai pritaikyta méginiy surinkimui
98, 9 proc. atvejy keturiuose skirtinguose ginekologiniuose centruose.
Naudojant $ig technika net 80 proc. (24 i§ 30) KV pacienty buvo nustatytos
specifinés mutacijos. Atlikta studija dar karta parod¢, kad gimdos ertmeés
nuoplovy molekuliné analizé gali biiti labai naudinga ir turi didelj potenciala
ankstyvai KV diagnostikai [35].

2018 metais KV diagnostikai buvo pasiiilytas PapSEEK testas. Siuo testu
naujos kartos sekoskaitos metodu tiriama 18 geny sekos ir aneuploidijos. 81
proc. motery, serganciy epiteliniu KV, nustatytos patologijos gimdos kaklelio
tepinéliuose (kiino skysCiuose, gautuose Papanicolaou (PAP) tyrimo,
paprastai taikomo gimdos kaklelio vézio diagnostikoje, metu). Dar didesnis
kiekis patologijy (93 proc.) nustatytas tepinéliuose, gautuose i§ gimdos (Tao
tepinélis), Sie tyrimai pasizyméjo didesniu — 99 proc. specifiSkumu.
Tepinélivose dazniausiai pasitaikancios patologijos: PTEN (63 proc.), TP53
(42 proc.), PIK3CA (36 proc.), PIK3R1 (20 proc.), KRAS (17 proc.), CTNNB1
(15 proc.), FGFR2 (15 proc.), RNF43 (11 proc.), PPP2R1A (7 proc.), POLE
(7 proc.) ir FBXW7 (6 proc.). To pacio tyrimo metu, daliai motery (n = 83)
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buvo tirtos mutacijos ne tik PAP tepinélyje, bet ir kraujo plazmoje, taciau tik
17 méginiy, sutapo nustatytos patologijos [36].

Nors PapSEEK tyrimas pasizymi itin dideliu specifiSkumu, o tyrimas
gimdos nuoplovose pasizymi dideliu jautrumu, reikia atlikti daugiau tyrimy
siekiant pritaikyti skysciy biopsijos testus KV diagnostikai ir gydymui. TP53
mutacijy nustatymas, sergant seroziniu KV, gali turéti svarbig reiksme¢ KV
diagnostikai, ypac norint diferencijuoti auksto ir Zemo piktybiskumo serozine
kiaugidziy karcinoma, taip pat ir steb&jimo taktikos parinkimui. Siandien vis
dar islieka labai aktuali ankstyvos KV diagnostikos problema. Norint sukurti
tinkamg tyrimo metodg, reikalingas diagnostiniy technologijy tobulinimas,
kuris leisty tirti DNR mutacijas méginiuose, paimtuose i§ gimdos ertmés
naudojant plonas kaniules / kateterius, siekiant surinkti didesnj kiekj i$
kiausintakiy ir kiausidziy migravusiy lasteliy (arCiau pirminio naviko).

2.8 Sinchroniniai gimdos kiino ir kiausidziy navikai

Sinchroniniai ginekologiniai navikai nustatomi labai retai, dazniausias
sinchroninis navikas, iki 70 proc. visy sinchroniniy naviky, yra sinchroninis
gimdos kiino ir kiauSidziy navikas (angl. synchronous endometrial and
ovarian cancer (SEOC)). SEOC apibudinamas kaip vienu metu
diagnozuojamas gimdos kiino piktybinis navikas ir KV. Endometrioidinis
gimdos kiino vézio histologinis tipas yra reik§mingai susijes su padidéjusia
antrojo pirminio KV su endometrioidine histologija rizika. Be to,
endometrioidinis KV nustatytas iki 50 mety, gali buti susijes su klaidingai
suporuoty nukleotidy DNR pazaidy taisymo sistemos praradimu, ir tokioms
pacientéms sinchroninio pirminio piktybinio naviko rizika yra zymiai didesné.
Iki 86 proc. visy SEOC turi atitinkamg endometrioiding histologija abiejuose
navikuose [23, 86, 87].

Daugiau nei 20 mety Ulbrighto ir Rotho histologiniai kriterijai buvo
naudojami metastazavusiam véziui atskirti nuo dvigubo pirminio vézio.
SEOC diagnozés kriterijai pirma kartag buvo dokumentuoti 1981 m., o 1998
m. jos patobulino Scully. Scully kriterijai yra pagristi histologiniu panasumu,
dydziu, pirmtaky nustatymu, vieta ir invazija ir kitais rodikliais [88-90].
Véliau keli autoriai pasiiilé molekulinés analizés metodus tiksliai SEOC
diagnostikai, taciau Siai dienai molekuliné diagnostika rutiniskai néra
taikoma. Kartais labai sudétinga atskirti SEOC ir metastazavusj vézj, taciau
labai svarbu teisingai nustatyti ar tai yra SEOC navikas, nes skiriasi tolimesné
gydymo taktika. Kadangi SEOC yra reta liga, daznai gali biiti neteisingai
diagnozuotas kaip gimdos kiino FIGO III stadija arba KV FIGO II stadija. Kai
dviejy naviky histologija yra skirtinga, SEOC diagnoze¢ nustatyti yra lengva,
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ta¢iau dilema iskyla kai histologijos yra vienodos. Gydymo strategija ir
bendras iSgyvenamumas labai skiriasi nuo SEOC ir metastazavusios ligos.
Ulbright ir Roth kriterijai SEOC diagnostikai ne visada gali biiti pritaikomi,
ju gali neuztekti tiksliai SEOC diagnozei nustatyti. Kai diagnozés
patikslinimui atliekami molekuliniai tyrimai nustatyta, kad didelé dalis yra
metastazavusi liga, o ne SEOC. CTNNB1, TP53, KRAS, PIK3CA ir PTEN
geny mutacijy, taip pat mikrosatelito nestabilumo, p-katenino ekspresijos
molekuliné analizé gali buti naudinga SEOC diagnostikai tais atvejais, kai
histologiniy parametry neuztenka [18 -22]. Probleminiais atvejais naviko
molekuliné analizé padeda nustatyti tikslia diagnozg ir naviko kilmés lastelg,
o mutacijy analizé skys¢iy biopsijoje gali padéti vézj diagnozuoti anksti.
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3. TIRIAMIEJI IR TYRIMO METODAI
3.1 Tiriamieji ir tyrimo eiga

I prospektyvinj tyrimg buvo jtraukta 95 moterys, kurioms
2018—2021m. planine tvarka buvo atliekama gimdos ir jos priedy (kiausidziy
ir kiauSintakiy) pasalinimo operacija dél moters lyties organy jtariamo arba
nustatyto piktybinio naviko, arba dél nustatytos BRCAL1/2 mutacijos. Prie$
pradedant tyrima i§ Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto
gautas leidimas tyrimag atlikti (protokolo Nr. 158200-18/5-988-539). Visi
méginiai surinkti gavus rastiska motery sutikimg dalyvauti tyrime.

Itraukimo j biomedicininj tyrimg kriterijai:

» Moteriai numatoma operacija dél moters lyties organy naviky: jtariamas /
patvirtintas KV, gimdos kiino vézys, nepiktybiniai gimdos ar kiausidziy
navikai

* Vyresné nei 18 mety

+ Patvirtintas informuotas sutikimas ir leidimas naudoti asmens sveikatos
informacija, kuris pasirasytas moters ar jos glob&jy

Motery nejtraukimo kriterijai:

+ Jaunesnesnés nei 18 mety moterys

» Moters atsisakymas dalyvauti tyrime

» Moteriai iki operacijos jau buvo pasalintas (i) kiauSintakis (iai)

Atmetimo tyrimo eigoje kriterijai:

 Jei po operacijos nutatytas ne ginekologinés kilmés navikas

+ Jei dél anatominiy ar kity prieZasCiy nepavyksta paimti gimdos ertmés
nuoplovy méginio ar méginys nekokybiskas

Pradzioje j tyrima buvo jtrauktos 95 moterys, taciau 5 buvo atmestos,
nes 3 pacientéms dél anatominiy priezas¢iy nepavyko paimti gimdos ertmes
nuoplovy ir 2 gavus histologinj tyrimo atsakymg nustatyta ne ginekologinés
kilmés vézio diagnozé (kirmélinés ataugos mucininé karcinoma, tulzies lataky
blogai diferencijuota adenokarcinoma). Galuting tyrimo imtj sudaré 90
motery. Operacijos metu buvo gautos 90 gimdos ertmés nuoplovy bei 46
kiausidziy biopsijos. Po operacijos gavus galutinj histologinj atsakyma,
moterys buvo suskirstytos j tiriamaja ir kontroling grupes. Galuting tyrimo
imtj sudaré: tiriamoji grupé - 37 moterys, kurioms nustatytas Il tipo KV
(HGSOCQ), bei kontroliné grupé — 53 moterys.
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Kontroling grup¢ sudaré keturi pogrupiai:

9 ne II tipo KV (1 $viesiy lasteliy karcinoma, 3 paribiniai kiausidziy
navikai, 1 granulioziniy lasteliy navikai);

12 gimdos gleivinés navikai;

19 gerybiniai moters lyties organy navikai;

13 pacienciy, kurioms buvo atlieckama rizika mazinanti (angl. risk reducing
surgery (RRS)) profilaktiné salpingoovarektomija dél nustatytos BRCA1/2
mutacijos.
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Planiné operacija
del moters lyties organy jtariamo arba nustatyto
piktybinio naviko, arba dél nustatytos BRCA1/2
mutacijos

Moterys, kurios atitiko jtraukimo kriterijus
N=95

Pries operacija
paimtos gimdos ertmés nuoplovos

Gimdos kaklelis

Makstis
Histerosalpingografijos
kateteris

Itariant kiausidziy vézj operacijos metu

paimta kiausidziy audinio biopsija

Atmestos:

N
(nepavyko paimti gimdos
ertmés nuoplovy)
Moterys, kurios atitiko
jtraukimo kriterijus
N=92
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Gavus galutinj
histologinj tyrimo
atsakymga atmestos N=2
(nustatyta ne
ginekologinés kilmés
VEZys)
Galutiné analizé: N=90

5 pav. Tiriamyjy atrankos schema
Santrumpos: N — imties dydis



Y

Tyrimo imtis: 90 pacienciy

Gimdos nuoplovy: 90
KiausidZiy biopsiné medziaga: 46

II tipo KV (tiriamoji grupé): 37

Gimdos nuoplovy: 37
KiausidZiy biopsiné medZiaga: 29

 /

Kontroliné grupé: 53

Gimdos nuoplovy: 53
Kiausidziy biopsiné medziaga: 17

Nell tipoKV: 9
Gimdos nuoplovy: 9 ¢
KiausidZiy biopsiné medziaga: 7

Gimdos kiino veiys: 12
Gimdos nuoplovy: 12 ¢
KiausidZiy biopsiné medziaga: 1

Moters lyties organy gerybiniai navikai:
19
Gimdos nuoplovy: 19
KiausidZiy biopsiné medziaga: 8

Profilaktiné salpingoovarektomija dél
BRCA1/2 mutacijos: 13
Gimdos nuoplovy: 13
Kiausidziy biopsiné medziaga: 1

6 pav. Galutiné tyrimo imtis — tiriamoji ir ir kontroliné grupés (originalus)

3.2 Tyrimo metodika

3.2.1 Gimdos ertmés nuoplovos

Gimdos ertmés nuoplovos buvo sékmingai surinktos i§ 90 tyrime

dalyvavusiy motery. Bendrinéje nejautroje, prie§ pradedant operacija,
laikantis aseptikos taisykliy, naudojant dvidantes Znyples buvo suimamas
gimdos kaklelis ir tada 55 Fr / 1,7mm diametro histerosalpingografijos
kateteris buvo jkiSamas j gimdos ertm¢ per gimdos kaklelio kanala.
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Kiausintakiai °

Gimdos kaklelis [;

Makstis {
| Histerosalpingografijos
kateteris

-
Tty

7 pav. Histerosalpingografijos kateteris (originalas)

Jei gimdos kaklelio kanalas buvo stenozuotas, norint jkisti kateterj, gimdos
kaklelis buvo iSpléstas iki 4 mm su Hegaro plétikliais. Ivedus
histerosalpingografijos kateterj j gimda kateterio balionas buvo priptistas 2-3
ml fiziologinio tirpalo, kad gautume sandaruma ir biity i§vengta retrogradinio
fiziologinio tirpalo nutekéjimo. Tuomet j$virk§¢iama 3-4 ml sterilaus
fiziologinio tirpalo, kateteris uzspaudziamas ir po 5 sekundziy, tas pats
fiziologinis tirpalas (jau su gimdos ertmés nuoplovomis) surenkamas tuo
paciu kateteriu. Galiausiai balionas buvo iStuStintas ir kateteris pasalintas i$
gimdos. Toks skysé¢iy instiliacijos ] gimdos ertme¢ metodas yra taikomas
ginekologijoje  rutiniSkai ~ —  tiek  ultragarsingje  diagnostikoje
(sonohisterografija), tiek kiauSintakiy praeinamumo radiologinéje
diagnostikoje.

3.2.2 Kiausidziy audinio biopsija

Operacijos metu  bendringje  nejautroje ~ moterims,  kurioms
kliniskai/radiologis$kai buvo jtariamas kiau$idziy piktybinis navikas buvo
paimta papildoma medZziaga - 2 x 3 mm navikiniy audiniy bioptatas i§
pasalintos/y kiausSidés/kiausidziy. Bitent toks medziagos dydis reikalingas
genetiniam i$tyrimui. Medziaga buvo saugota -80 ° C temperatiiroje. Analizei
Viso buvo paimti 46 kiausidziy audinio méginiai: 29 II KV tipo, 7 ne II tipo
KV, 1 endometriumo vézys, 1 RRS grupéje ir 8 moters lyties organy
gerybiniai navikai.
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3.2.3 DNR gryninimas

Surinktas gimdos ertmés nuoplovy méginys buvo centrifuguotas 15
minuciy 2000xg. Gautas supernatantas buvo pasalintas, o likusios lastelés
plaunamos 2 ml fosfatiniu buferiniu druskos tirpalu (PBS). Gautos gimdos
ertmés nuoplovos buvo pakartotinai suspenduotos 2 ml PBS ir iki
panaudojimo buvo laikomos -80 °C temperatiroje. 1 ml gimdos ertmés
nuoplovy buvo panaudotas DNR ekstrakcijai naudojant MagmaxTM Cell-free
Isolation Kit (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific (TFS), Foster,
CA, JAV) rinkinj pagal gamintojo protokola. Paruosti gimdos ertmés
nuoplovy DNR méginiai buvo laikomi -20 ° C temperatiiroje iki sekoskaitos
bibliotekos paruosimo.

Genominés DNR ekstrakcijai kiausidziy audiniy méginiai buvo
mechaniskai homogenizuoti skystame azote. 10-20 mg audiniy milteliy buvo
ardoma proteinaze K (ThermoScientific, TFS, Vilnius, Lietuva) 16 valandy,
po to genominé DNR buvo iSgryninta standartiniu fenolo-chloroformo
ekstrahavimo ir nusodinimo etanoliu metodu. DNR buvo istirpinta vandenyje
be nukleaziy (Invitrogen, TFS, Ostinas, TX, JAV) ir buvo saugoma -20°C
temperatiiroje iki tolesniy veiksmy.

3.2.4 Naujos kartos sekoskaita

Pasirinktas tikslinis 6 geny, susijusiy su kiausidziy véziu bei gimdos kiino
véziu, rinkinys - TP53, BRCA1, BRCA2, PIK3CA, KRAS, PTEN.
Nusekvenuoti 136 méginiai: 90 gimdos ertmés nuoplovy ir 46 kiausidziy
audinio biopsijy DNR méginiai. DNR koncentracija buvo nustatyta naudojant
Qubit™ dsDNA HS tyrimo rinkinj ant Qubit™ 2.0 fluorimetro (Invitrogen,
TFS, Eugene, OR USA). Iki 10 ng/méginyje genominés DNR bibliotekos
paruoSimui buvo naudojama AmpliS-eq™ Library Kit 2.0 ir Ion
AmpliSeqTM Custom DNA Panel (Life Technologies (LT), Carlsbad, CA,
USA) pagal gamintojo nurodymus. Sekoskaitos bibliotekos kiekybiniam
jvertinimui buvo naudojama TaqMan™ kiekybinio vertinimo rinkinys (AB,
TFS, Vilnius, Lietuva). Naujos kartos sekoskaita buvo atlikta naudojant "lon
Torrent Ton™ S5™ gystem" Ton 530TM lustuose (Thermo Fisher Scientific,
Inc., USA). Duomeny analizé atlikta automatiSskai naudojant "Ion Reporter
5.18" platformg (LT, Carlsbad, CA, JAV), kur sekos nuskaitymai buvo
lyginami su zmogaus referentiniu genomu 19 (angl. Genome Reference
Consortium GRCh37). Visi aptikti variantai buvo klasifikuojami pagal
Amerikos medicinos genetikos ir genomikos kolegijos rekomendacijas (angl.
American College of Medical Genetics and Genomics — ACMG), naudojant
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patogeniniy varianty duomeny baz¢ ClinVar. ACMG pateikia penkias
patogeniskumo kategorijas: 1) patogeninis (angl. pathogenic); 2) tikétinai
patogeninis (angl. likely pathogenic); 3) neaiskios klinikinés reik§més (angl.
uncertain significance); 4) tikétinai nepatogeninis (angl. likely benign); 5)
nezalingas (angl. benign), ir kriterijus, pagal kuriuos genomo variantai turéty
bti priskirti vienai ar kitai kategorijai [94].

3.2.5 Tyrimo imties apskaic¢iavimas

Tyrimo imties dydziams nustatyti naudota ,,G*Power“ (versija 3.1.9.4)
programa. Kriterijaus reik§mingumo lygmuo pasirinktas a = 0,05. Atsizvelgta
j tai, kad kriterijaus galia bty ne mazesné kaip 0,8 (0,8 < f < 0,95).
Pasirinktas im¢iy dydis atitiko reikalavimus.

3.2.6 Statistiné analizé

Statistiné duomeny analizé buvo atlikta naudojant R paketa (4.0.3 versija).
Dviejy klasiy duomenys buvo pateikti kaip proporcija (p) ir 95 proc.
pasikliovimo intervalu (PI). Homogeniskumas tarp grupiy buvo analizuojami
naudojant neparametrinj Friedmang susijusiy pavyzdziy bandymams.
Vienodas pasiskirstymas kiekvienoje grupéje buvo laikomas nuline hipoteze,
tuo tarpu egzistuojantys reikSmingi skirtumai formuluojami kaip alternatyvi
hipotezé. Palyginimui tarp grupiy buvo naudojamas chi-kvardrato testas.
Kiekybiniy pozymiy, atitikusiy normaliojo skirstinio salygas, reikSmiy
vidurkiai dviejose nepriklausomose grupése lyginti taikant Stjudento t testa.
Vertinant gimdos ertmés nuoplovy méginiy mutacijy koreliacija su
klinikiniais duomenimis naudotas FiSerio, Mann-Whitney ir Welch testas.

Mutacijy, nustatomy gimdos ertmés nuoplovy méginiuose, diagnostinei
vertei nustatyti skaiCiuotas jautrumas, specifiSkumas, tikslumas, teigiama
prognostiné verté (PPV), neigiama prognostiné verté (NPV). Siekiant jvertinti
biozymeny prognostines reikSmes KV diagnostikai nubraizytos ROC kreivés
ir apskaiciuoti plotai po kreivémis (AUC). Skirtingy modeliy AUC palyginti
naudojant DeLong testa. Optimaliai ribinei vertei nustatyti panaudotas Judeno
(J) indeksas (jautrumas + (1 — specifiskumas) — 1). Gimdos ertmé nuoplovy
mutacijos predikcija Il tipo KV atvejais buvo jvertinta naudojant rizikos
koeficiento ir Sansy santykio charakteristikas. Analizuojamy pozZymiy
skirtumai laikyti statistiSkai reikSmingais, kai nustatytas reikSmingumo
lygmuo (p reikSmé) buvo mazesnis uz 0,05.
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4, REZULTATAI
4.1 Tiriamosios grupés apibudinimas

I tyrima jtraukty motery amziaus vidurkis buvo 57+9,2 metai (nuo 35 iki
83 m.). Ligos stadija nustatyta pagal FIGO (2014) ir TNM (2017)
klasifikacijg. Klinikinés patologinés pacienciy charakteristikos pateiktos
lenteléje numeris 3.

Lentelé 3. Tiriamyjy charakteristikos

Kontroliné grupé
Tiriamoji Gimdos Moters lyties | Profilaktiné
Grupé grupé (Il | Nell tipo Kiino organy operacija dél
tipo KV) KV Ly gerybiniai BRCAL/2
VEZYyS Lo ..
navikai mutacijos
Motery skaicius 37 9 12 19 13
(n)
AmZiaus 58,2 62,6 62,8 55,9 46,3
vidurkis metai, (42-82) (49-75) (56-74) (41-83) (36-65)
(minimalus-
maksimalus)
FIGO stadija
1A 8 6
(88,9 %) (50,0 %) Netaikoma Netaikoma
B 1 4
(11,1 %) (33,3 %)
IC
A
1B 1
(2,7%)
A 1
(2,7 %)
1B 4
(10,8 %.)
Inc 19 4
(51,4%) (16,7 %)
v 12
(32,4%)
Diferenciacijos
laipsnis
G1 3(33,3%) | 7(58,3%)
G2 1(11,1%) | 5 (41,7%)
G3 37 (100%) | 1 (11,1%)
G netaikomas 4 (44,4%) 19 (100,0%) 19 (100,0%)

FIGO — Tarptautiné akuserijos ir ginekologijos federacija; G1 — gerai diferencijuotas
navikas; G2 — vidutiniskai diferencijuotas navikas; G3 — blogai diferencijuotas
navikas;
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Nagrinéta tiriamoji ir kontrolinés grupés buvo homogeniskos pagal amziy
(vid. 58.24 ir 55.53 ir), p-reiksmé = 0.2359. Amzius néra statistiSkai
reikSmingas kintamasis, kuris skiriasi tarp tiriamosios ir kontrolinés grupés.
Imtyse dispersija yra vienodai pasiskirstyta tarp tiriamosios ir kKontrolinés
grupés, nes p-reikimeé (0.1767) buvo didesné nei 0.05. O Sapiro testas rod¢,
kad amziaus pasiskirstymas yra normalus abiejose grupése, nes p-reikSmé
buvo didesné nei 0.05.

Amziaus pasiskirstymas

o
o _|
@
S—
'
o - '
L |
12 |
2 o
N ©
£
<
' o
[rs)
o |
v |
—_——
I 1
Tiriamoji Kontroliné

Grupé
8 pav. Tiriamyjy amziu tiriamojoje ir kontrolinéje grupése
4.2 Mutacijy analizé gimdos ertmés nuoplovose

Tyrimui naudoti 90 pacienéiy gimdos ertmés nuoplovy méginiai, gauti
pries planine operacija bendrinéje nejautroje naudojant
histerosalpingografijos kateterj. Visoms pacientéms sékmingai pavyko atlikti
gimdos ertmés nuoplovy paémima. Toliau atlikta su KV susijusiy geny (TP53,
BRCA1, BRCA2, PIK3CA, PTEN, KRAS) mutacijy analizé. Visi 90 gimdos
ertmés nuoplovy méginiai turéjo NKS pakankamg DNR kiekj ir buvo
sékmingai iSanalizuoti. Mutacijos buvo vertinamos kaip: patologiné mutacija
arba nepatologiné mutacija, somatiné arba germinaciné. Taip pat buvo
jvertintas mutacijos tipas ir vieta.

Bent viena mutacija buvo nustatyta 45,6 proc. méginiy (41 i§ 90), dvi arba
trys mutacijos buvo nustatytos 8,8 proc. méginiy (8 i§ 90), vienai pacientei
buvo nustatytos keturios mutacijos gimdos ertmés nuoplovy méginyije.
Daugiau nei pus¢ aptikty mutacijy 51,8 proc. (29 i§ 56) buvo nustatytos
tiriamojoje grupéje - Il tipo KV.
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IT tipo KV grupéje missense ir nonsense tipo TP53 mutacijos buvo
nustatytos 10 i§ 37 atvejy (27 proc.), i§ jy 90 proc. TP53 mutacijy buvo
missense tipo. Beveik pusei Il tipo KV pacienciy (46 proc.) buvo nustatyta
BRCA1 arba BRCA2 mutacijos. Trec¢daliui (35,1 proc., 13 i8 37) pacienéiy
buvo nustatyta BRCAL mutacijos, o 10,8 proc. (3 i§ 37) atvejy - BRCA2
mutacijos. Dauguma (82 proc.) BRCA1/BRCA2 mutacijy buvo germinacinés.
Vienai pacientei buvo nustatyta missense tipo PIK3CA mutacija, vienai PTEN
bei KRAS mutacija (lentelé 4).

Kontrolinés grupés gimdos ertmés nuoplovy méginiuose TP53 mutacijy
nebuvo aptikta, jskaitant viena pacient¢ kuriai buvo diagnozuotas STIC.
Kontrolinés grupés tiriamyjy, kurioms buvo nustatyti moters lyties organy
gerybiniai navikai, gimdos ertmés nuoplovose jokiy mutacijy nebuvo
nustatyta. Vienam i§ devyniy atvejy I tipo KV serganciy motery grupéje
(serozinis paribinis histologinis KV tipas) buvo nustatyta KRAS mutacija. Tuo
tarpu 4 i§ 12 (33,3 proc.) endometriumo vézio atvejy buvo nustatytos PI3K
signalinio kelio geny (PIK3CA, PTEN arba KRAS) mutacijos. Trims
moterims, kurioms buvo nustatytos mutacijos visuose trijuose PI3K kelio
genuose, jy histologinis tipas - vidutiniskai diferencijuota (G2)
endometrioidiné gimdos kiino adenokarcinoma. Vienai pacientei buvo
aptiktos dvi PIK kelio mutacijos - PIK3CA ir PTEN, kurios histologinis
endometriumo vézio tipas buvo gerai diferenciujuota (G1) endometriodiné
adenokarcinoma (lentelé 5).
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Lentelé 4. Mutacijos tiriamosios grupés nuoplovose

Mutacijos Il tipo KV grupés nuoplovose

KN95
KN94
KN93
KN8S
GEH |
KN84
KN82
KN81
KN78
KN77
KN74

ekl |
KN72 [ |

KN70
KNGO
KNGS
KNG4
KNG L
kneo Il
KNS9
KNS5
KNS2

.
KN50

KN49
KN46

KN4 1

KN37
KN36 ||
kN33

KN30
KN29

KN23 ||

KNZO
KN19 ||
KN17

KN16
KN7

Paciendiy Nr.:
BRCA1
BRCA2

TP53
PTEN

PIK3CA

KRAS

Genai

Lentelé 5. Mutacijos kontrolinés grupés nuoplovose

Mutacijos nuoplovose kontrolingje grupéje

Profilaktiné salpingoovarektomija dél BRCA
mutacijos

Moters lyties organy gerybiniai navikai

uno veiys

Gimdos ki

Itipo KV

Pacientiy Nr.:
BRCA1

PTEN

PIK3CA
KRAS
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4.3 Mutacijy analizé audinyje

Taip pat atlikta 46 kiausSidziy audinio biopsijos méginiy sekoskaita ir
analizé. Viso 46 mutacijos buvo nustatytos 67,4 proc. (31 i§ 46) méginiy.
Dazniausiai nustatyta mutacija buvo TP53, kuri buvo aptikta net 79,3 proc.
(23 i8 29) II KV pacienty (lentelé 6). Dauguma TP53 mutacijy II tipo KV
grup¢je buvo missense tipo — 78 proc. (18 i§ 23), kitos 12 proc. (5 i§ 23)
mutacijos buvo nonsense tipo.

Lentelé 6. Mutacijos tiriamosios grupés kiausidziy vézio méginiuose

Mutacijos Il tipo KV audinyje

A A AAAAARAAARASA AR AAARAZAARABSAARARAARD BB
AR ZZZZZZZEZEZZZZZZEZZZEZRZEZZEZZEZZZZZLZ
Paciendiy |2 S BN B W W ws Eowunggd <N J~ <000 0000 oo
ACENCIY |on ~ O N O W O Nk ©ODORGOOFEERNWRER-N®OERNEWUR®EO®
BRCAL H N N | H B B
& BRCA2
S
s |wss | H
PTEN
picea | [ |
KRAS ||

Viena TP53 mutacija buvo nustatyta kontrolingje grup¢je (ne Il tipo KV
grupéje) $viesiy lasteliy karcinomos atveju. Daugybinés mutacijos buvo
aptiktos 93,1 proc. (27 i§ 29) Il tipo KV pacienc¢iy kiausidziy audiniy méginiy.
Daznai kartu vyko TP53 ir BRCA1 ar BRCA2 geny mutacijos. Ne Il tipo KV
grupéje be vienos TP53 mutacijos, dar buvo aptiktos keturios PI3K kelio geny
mutacijos — dvi PIK3CA, viena PTEN ir viena KRAS mutacija. Moters lyties
organy gerybiniy naviky grupéje jokiy mutacijy nebuvo nustatyta.

Lentelé 7. Mutacijos kontrolinés grupés kiausidziy audinio méginiuose

Mutacijos audinyje kontrolinéje grupéje

Ne Il tipo KV Gimdos Ca Gerybiniai navikai RRS
ey Py = = ey ; Py = oy = Py = Py = = =
zZ |2 |z |2 |2 z |2 z |2 |2 |2 |2 |2 |2 |2 |3

Pacienciy Nr.: el R R L L - I B G |2 |8 |8 [ |& |8 |& |3
BRCA1
[}
§  |sreaz m
@, TP53

PTEN

PIK3CA

KRAS

4.4 Tyrimo rezultaty atitikimas
Poriniuose méginiuose bendras gimdos ertmés nuoplovy ir kiausidziy

audinio biopsijos méginiy tyrimo rezultaty atitikimo (konkordiskumo)
rodiklis buvo 65,2 proc. (30 i§ 46). Taciau teigiamas atitikimo rodiklis
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(visiskai sutampanciy atvejy i§ visy mutavusiy méginiy skai¢ius) buvo 48,5
proc. (1518 31) (8 lentelé)

Lentelé 8. Méginiy atitikimas. Bendras ir teigiamas atitikimo koeficientas ir
Kappa vertés, apibiidinancios susitarimy kategorijas (1= tobulas susitarimas,
0 = bendras nesutarimas). Bendras atitikimas apskai¢iuojamas kaip (++)+(—
—)/bendras atvejy skaicius, o teigiamas atitikimo koeficientas apskaiciuojamas
kaip (++)/(++)+H(+ ).

Biopsiné medZiaga Bendras Teigiamas
atitikimas atitikimas  Kappa (SE)

ctDNA " ) proc. proc.

TP53 + 10 0 69,6 41,6 0,406 (0,107)

- 14 22
BRCA1/2 + 15 0 100 100 1(0)

- 0 31

PI3K kelias + 2 0 91,3 33,3 0,465 (0,216)
- 4 40

Bet kuri mutacija + 15 0 65,2 48,4 0,379 (0,098)
- 16 15

Tarp nesutampancéiy atvejy vyravo TP53 mutacijos: 13 skirtingy mutacijy
buvo aptikta 14 audiniy méginiy (TP53 ¢.659A > G missense mutacija buvo
aptikta 2 skirtinguose audiniy méginiuose), kurie nebuvo aptikti gimdos
ertmés nuoplovose. TP53 mutacijos aptikimo sutapimo statistika 0.8043,
atsizvelgiant | tiriamajg grupe (Il tipo KV), ir 0,6957 neatsizvelgiant. Visos
mutacijos gimdos ertmés nuoplovose bei kiausidziy audinyje nurodytos
lenteléje 9.

Lentelé 9. Gimdos ertmés nuoplovy ir kiausidziy audinio méginiy mutacijos
tiriamojoje ir kontrolingje grupése

Kontroliné grupé
T'”am_oj' '\I/'c:fers Profilaktiné
Grupé ﬁ"u_pe Ne 11 tipo Gimdos YHes operacija dél
(11 tipo KV kiino vézys | _Ors*™ 1 BRCALR
KV) gerybiniai -
o mutacijos
navikai
Pacienciy 37 9 12 19 13
skaicius (n)
Mutacijos
gimdos ertmés
nuoplovose 10 (27%)
TP53 13 (35%) 11 (84,6 %)
BRCA1 4(10,8%) 2 (15,4 %)
BRCA2 1(2,7%) 4 (33,3 %)
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Kontroliné grupé
Tlrlam?” I\I/I(:Fers Profilaktiné
Grupé ?:'u_pe Ne 11 tipo Gimdos yhes operacija dél
(1! tipo KV kiino vézys | Crs*™ | BRCALR
KV) gerybiniai .
. mutacijos
navikai
PIK3CA 4 (33,3 %)
PTEN 1(2,7%) 1(11,1%) | 3(25,0 %)
KRAS
Mutacijos
audinyje
TP53 23 (79%) | 1 (14,2%)
BRCA1 10 (34 %)
BRCA2 4 (24%)
PIK3CA 2(6,8%) | 2(29%)
PTEN 1 (14,2%)
KRAS 1(14,2 %)

4.5 Gimdos ertmés nuoplovy méginiy mutacijy koreliacija su klinikiniais
duomenimis

Toliau analizavome ry§j tarp gimdos ertmés nuoplovy méginiuose
nustatyty mutacijy ir klinikiniy pozymiy. Zymiai daugiau mutacijy buvo
aptikta gimdos ertmés nuoplovy méginiuose motery, sergan¢iy FIGO III ir IV
stadijomis KV (p = 0,002, tikslus FiSerio testas), palyginus su moterimis
sergan¢iomis I ar II FIGO stadijos kiausidziy ar endometriumo véziu. |1 tipo
KV grupéje pacientéms serganc¢ioms IV stadijos buvo nustatyta zymiai
daugiau mutacijy gimdos ertmés nuoplovy méginiuose (p = 0,002, tikslus
FiSerio testas), nei Il- 111 FIGO stadijos. Be to, Il tipo KV grupéje moterys,
kurioms buvo nustatyta BRCA1 arba BRCA2 mutacijos, buvo Zymiai
jaunesnés nei kitos moterys Sioje grupéje (vidutinis skirtumas 7,0 mety, p =
0,0183, Welch t testas). TP53 mutacijy buklé (yra/néra) 1l tipo KV grupéje
nepriklausé nuo amziaus, operacijos radikalumo (p< 0,5).

CA-125 koncentracija, nustatyta prieS gydyma, buvo Zymiai didesné
moterims, kurioms gimdos ertmés nuoplovy méginiuose buvo nustatytos
patologinés mutacijos lyginant su moterimis kurios neturéjo nei vienos
mutacijos (p = 0,0001, Mann-Whitney testas; pav. 9).
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Gimdos ertmés nuoplovy mutacijy koreliacija su CA 125
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9 pav. Gimdos ertmés nuoplovy méginiy mutacijy koreliacija su CA-125

Taciau, patologiné CA-125 koncentracija kraujyje (> 35 U/ml) neturéjo
sasajos su TP53 mutacijomis gimdos ertmés nuoplovose (3ansy santykis (SS)
1.15; pasikliautinasis intervalas (PI) 0.98-1.34, p=0.2096803) skai¢iuojant
Chi kvadrato statistikg (pav. 10).
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Klasifikavimo lentelé

Ca125
Kitos patologinis
$
z
“w
g
§
z
@
B
Statistikos
Jautrumas Specifiskumas  Preciziskumas Aptikimo daznis F1
0.355 1 1 0.355 0.524
Tikslumas Kappa
0.412 0.088

10 pav. TP53 mutacijy sasajos su CA-125

4.6 Mutacijy, nustatomy gimdos ertmés nuoplovy méginiuose,
diagnostiné verte

Atlikus TP53 mutacijy paieska gimdos ertmés nuoplovy méginiuose,
nustatyta 10 sutampanciy mutacijy, kurios buvo aptiktos ir biopsijos
méginiuose. Tiriant gimdos ertmés nuoplovy méginius, TP53 mutacijy testo
jautrumas 27 proc., o specifiskumas 100 proc., tikslumas 70 proc., TPV 100
porc., NPV 66,3 proc. (SS 2.96; PI 2.18-4.03; p < 0.0001). TP53 biozymens
tikslumas prognozuojant II tipo KV jvertintas nubraizius ROC kreives ir
apskaiciavus plota po kreivémis (AUC). Apskaic¢iuotas TP53 AUC sieké

0,831 (pav. 11).
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11 pav. TP53 mutacijy gimdos ertmés nuoplovy méginiuose diagnostiné
verté, ROC kreive, AUC — plotas po ROC kreive

Beveik pusei Il tipo KV motery (46 proc.) buvo nustatyta BRCA1 arba
BRCA2 mutacijos. BRCA1 mutacija buvo nustatyta 13 motery, tokios pat
mutacijos buvo nustatytos 100 proc. biopsijos méginiy, jautrumas 35,1 proc.,
specifiSkumas 100 proc., tikslumas 68,8 proc., TPV 100 proc., NPV- 62,5
proc.(SS 2.667; P1 1.94-3.65; p < 0.0001). BRCA2 mutacija buvo nustatyta 3
atvejais ir visais atvejais sutapo su biopsine medziaga. Nors BRCA2
pasizyméjo 100 proc. specifiSkumu, jautrumas nustatytas tik 10,8 proc.,
tikslumas 57,1 proc., TPV 100 proc., NPV 54,7 proc. (SS 2.2; P11.71-2.84; p
=0.0488).

KRAS, PIK3CA, KRAS mutacijos buvo nustatyta vienu atveju ir pilnai
atitiko biopsijos rezultatus. Sie genai pasizyméjo 87,5 proc. specifiskumu, bet
tik 2,7 proc. jautrumu, tikslumas 46,7 proc., TPV 100 proc., NPV 49,3 proc.
(SS 0.329; P1 0.054 — 1.99; p=0.2022).
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Vertinant viso $esiy geny testo (TP53, BRCAL, BRCA2, PIK3CA, KRAS,
PTEN) diagnosting verte indentifikuojant II tipo KV kai nustatomas bent
vieno geno mutacija, testas pasizyméjo 64,9 proc. jautrumu, 66 proc.
specifiSkumu, teigiama prognostine verte 0.571, neigiama prognostine verte
0.729 (SS 2.87; P1 1.78 -4.62; p < 0.0001). Testo tikslumas prognozuojant Il

tipo KV

jvertintas nubraizius ROC kreives ir apskai¢iavus AUC sieké 0,650

(pav. 12).

1.0

08

Jautrumas
0.6

04

0.2

0.0

12 pav.

AUC: 0.650 (0.551-0.749)
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Bent vieno geno diagnostiné verté gimdos ertmeés nuoplovose ROC
kreivé, AUC — plotas po ROC kreive

Ivertinus Viso tyrimo ir kiekvieno geno atskirai diagnosting vertg nustatyta,
kad geriausiu Sansy santykiu pasizyméjo TP53 genas — 2.96 bei Sesiy geny
testas — Sansy santykis 2.86 ( lentelé 10).
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Lentelé 10. Mutacijy, nustatomy gimdos ertmés nuoplovy méginiuose,
diagnostiné verté tiriamojoje grupéje

7

Jautrumas | SpecifiSkumas | TPV NPV | SS Pl Fiser
% % % % testas, p

TP53 27 100 100 66,3 2.96 | 2.18- | p<0.0001
4.03

BRCAl1 | 351 100 100 62,5 2.66 | 1.94- | p<0.0001
3.65

BRCA2 | 10,8 100 100 54,7 22 | 1.71- | p=0.0488
2.84

PIK3CA | 2,7 87,5 100 49,3 0.32 | 0.05- | p=0.2022
1.99

KRAS 2,7 87,5 100 49,3 0.32 | 0.05- | p=0.2022
1.99

PTEN 2,7 87,5 100 49,3 0.32 | 0.05- | p=0.2022
1.99

Bent 64,9 66,0 57,1 72,9 2.87 | 1.78- | p<0.0001

vienas 4.62

genas

TPV — teigiama prognostin¢ verté, NPV — neigiama prognostiné verté, SS — §ansy
santykis, Pl — pasikliautinasis intervalas

4.7 Gimdos nuoplovy analizé¢ SEOC atvejais

Misy tyrime dviem pacientéms buvo diagnazuota SEOC. Pirmuoju atveju
54 mety pacientei nustatyta gerai diferencijuota gimdos endometrioidiné
karcinoma 1A FIGO st. ir kairés kiauSidés vidutini$kai diferencijuota
endometrioidiné karcinoma IA FIGO st.

13 pav. Histologinis vaizdas endometriumo vézio a) Hematoksilinu ir eozinu
nudazytas mazos galios objektinis stiklelis (I¢Sio objektyvas x4) rodo
glaudziai supakuotas netaisyklingas liauky strukttras b) Hematoksilinu ir
eozinu nudazytame vidutinio galingumo objekte (lgSio objektyvas x14)
rodomas koloninis epitelis su ovaliais, sluoksniuotais branduoliais.
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14 pav. Histologinis vaizdas kiauSidés vézio a) Hematoksilinu ir eozinu
nudazytame mazos galios objekte (I¢Sio objektyvas x4) matomos glaudziai
supakuotos netaisyklingos liauky struktiiros b) Hematoksilinu ir eozinu
nudazytas vidutinio galingumo objektinis stiklelis (I¢Sio tikslas x 14) rodo
navika, sudarytg i§ vidutinio kiekio eozinofilinés citoplazmos su Siek tiek
polimorfiniais branduoliais ir matomais branduoliais.

Analizuojant gimdos nuoplovy bei biopsing kiauSidés naviko medziaga
buvo naudojamas tas pats miisy pasirinktas 6 geny testas - TP53, BRCAL,
BRCA2, PIK3CA, KRAS, PTEN. Pirmuoju atveju pasirinkty geny mutacijy
nebuvo nenustatyta nei audinyje, nei gimdos ertmés nuoplovose.

Antru atveju 45 mety pacientei histologiskai nustatyta gerai diferencijuota
(G1) endometrioidiné karcinoma, apsiribojanti kairéje kiausidéje, ir gerai
diferencijuota (G1) gimdos endometrioidiné karcinoma, ribota endometriume.
Nustatyta galutiné diagnozé - sinchroniné FIGO IA st. endometrioidiné gerai
diferencijuota kairés kiausidés karcinoma ir FIGO IA st. gerai diferencijuota
endometriumo karcinoma.

15 pav. Histologinis vaizdas endometriumo vézio a) Hematoksilinu ir eozinu
nudazytas mazos galios objektinis stiklelis (leSio objektyvas x4) rodo
glaudziai supakuotas netaisyklingas liauky struktiiras b) Hematoksilinu ir
eozinu nudazytoje vidutinio galingumo skaidréje (objektyvo objektyvas x14)
matyti aukstas stulpelinis epitelis su ovaliais, sluoksniuotais branduoliais su
matomais branduoliais.
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16 pav. Histologinis vaizdas kiausidés vézio a) Hematoksilinu ir eozinu
nudazytas mazos galios objektinis stiklelis (I¢Sio objektyvas x 4) rodo
glaudziai supakuotas netaisyklingas liauky struktiiras su zidinine nekroze b)
Hematoksilinu ir eozinu nudazytas vidutinio galingumo objektinis stiklelis
(lesio objektyvas x 14) rodo stulpelinj epitelj su ovaliais, sluoksniuotais
branduoliais ir matomais branduoliais.

Gimdos ertmés nuoplovose geny mutacijy nebuvo nustatyta, taciau
kiau§idziy audinio méginyje buvo aptiktos somatinés PIK3CA ir PTEN
mutacijos (11 lentelé).

Lentelé 11. Antrojo SEOC klinikinio atvejo genetiniy tyrimy duomenys

Gimdos Kiausidziy Aminortagsciy
Genas nuoplovos audinio biopsija dbSNP pokytis
Pl ?C €.1093G>A rs1064793732 p.Glu365Lys
PTEN i c.517C>T rs121913293 p.Argl73Cys
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5. REZULTATU APTARIMAS

Dél prasty iSgyvenamumo rodikliy sergant KV, ankstyvos kiausidziy vézio
diagnostikos problema islieka labai aktuali. Klinikingje praktikoje iki $iol néra
patikimy laboratoriniy tyrimy ir bioZymeny ankstyvai KV diagnostikai, todél
didelis démesys skiriamas naujos kartos genetiniy Zymeny sistemy suktirimui.
SkysCiy biopsijos méginiai yra labai patraukli tiriamoji medziaga mazai
invazyviam diagnostiniam testui sukurti. Iki Siol publikuoti DNR mutacijy
tyrimai proksimaliniy organizmo skys¢iy méginiuose buvo tik i$plitusio KV
atvejais (FIGO Il1- 1V st.). Pirma pilotiné studija, kuri iS$bandé gimdos ertmés
nuoplovas KV diagnostikai buvo paskelbta 2015 metais, kurig atliko E.
Maritschnegg ir kiti [34] ir pateiké daugiausia duomeny apie gimdos ertmés
nuoplovy diagnosting svarba klinikinei praktikai [34, 35]. Misy tyréjai norint
sukurti mazai invazinj KV testg ankstyvai ligos diagnostikai naudojo
histerosalpingografjos kateterj gimdos ertmés nuoplovoms paimti ir parodé,
kad $is metodas yra tinkamas skyséiy biopsijos surinkimui. I$ kiauSintakiy ir
kiau§idziy migravusios navikinés lastelés ir jy genetiné medziaga buvo
surenkama nuoplovy metodu, 0 navikui budingos mutacijos aptinkamos
taikant NKS metoda.

Pagrindinis démesys miisy tyrime buvo skirtas Il tipo KV grupei, nes $is
vézio tipas sudaro 70-80 proc. epitelinio KV atvejy ir pasizymi didziausiu
mirtingumu, ir $iai dienai néra jokiy anktyvos diagnostikos metody jj nustatyti
[1, 4]. Parenkat geny rinkinj aktualu buvo jtraukti s TP53 geng ir patyrinéti
jo mutacijy spektrg ir daznj, nes yra zinoma, jok Il tipo KV budingas didelis
TP53 mutacijy daznis siekiantis 98-100 proc. [9, 69, 70]. Miisy tyrime visi 90
gimdos ertmés nuoplovy méginiy turéjo pakankamg DNR kiekj ir buvo
sékmingai iSanalizuoti NKS metodu. Daugiausiai mutacijy analizuojant
gimdos ertmés nuoplovas buvo aptiktos Il tipo KV grupéje — 62 proc. (23 i8
37). Dazniausios aptiktos mutacijos buvo TP53 ir BRCA1/2. 1l tipo KV grupés
identifikavimas nuoplovose vertinant tik TP53 mutacijas sieké 27 proc.
jautrumg ir 100 proc. specifiSkumg. Kontrolingje grupéje - | tipo KV,
endometriumo vézio, moters lyties organy gerybiniy naviky grupése TP53 bei
BRCAL/2 mutacijy nuoplovose nebuvo aptikta. Palyginimui, E. Maritschnegg
ir kt. tyrime [34, 35] 60 proc. KV pacienty buvo nustatytos TP53 mutacijos
gimdos ertmés nuoplovose. Analizuojant TP53 mutacijas naudojant
standarting NKS technikag buvo pasiektas aukStas specifiSkumas, taciau
pritriko pageidaujamo klinikinio jautrumo. Tai bty galima pagerinti
naudojant tikslesng sekos nustatymo technika, kitokio tipo skystos biopsijos
meéginj arba keliy bioZymeny kombinacijg. Tame paciame pilotiniame tyrime,
kurj atliko E. Maritschnegg et al. [34], SafeSeqS sekoskaita ir ddPCR metodas

52



pagerino mutacijy aptikimo nustatyma dar 20 proc., palyginus su jprastu NKS
metodu. Vélesnis tos pacios grupés tyrimas [88] pritaiké itin tikslig
dvigrandininés DNR sekvenavimo technika (angl. duplex sequencing
technique) 10 gimdos ertmés nuoplovy méginiy mutacijy analizei i§ KV
pacienty ir parodé didelj jautrumg (TP53 mutacijos aptiktos 80 proc. KV
pacien¢iy méginiy), taciau taip pat aptiko Zemo daznio TP53 mutacijas beveik
visose véZiu neserganéiy pacienty nuoplovose. Norint sukurti tinkamg skysc¢iy
biopsijos ankstyvos diagnostikos testg labai svarbu rasti tinkamg testo
jautrumo ir specifiSkumo pusiausvyrg.

Maisy tyrime gimdos nuoplovy analizé neaptiko 14 i§ 24 TP53 mutacijy,
nustatyty audinio biopsijos méginiuose, kas 1émé atitikimo rodiklj
(konkordiskuma) - 69,6 proc. Kity tyréjy darbai taip pat parodé tam tikra
neatitikimg tarp skysc¢iy biopsijos ir naviko mutacijy analizés rezultaty KV
grupéje. Neseniai atliktas tyrimas [93], kuris analizavo kraujo ctDNR ir
audiniy méginiy TP53 mutacijas I ir II tipo KV grupése, parodé, kad TP53
rezultatai sutapo 45 proc. (116 i§ 258) atvejy, panaSus teigiamas atitikimo
daznis buvo miisy tyrime (41,7 proc.).

IT tipo KV gimdos ertmés nuoplovy méginiuose BRCA1 arba BRCA2
mutacijas aptikome 46 proc. atvejy (82 proc. i jy buvo germinacinés). Be to,
visoms pacientéms kurios buvo operuotos dél seiminio kriities ir kiausidZiy
vézio sindromo, gimdos ertmés nuoplovose buvo nustatytos BRCAL/2
mutacijos. Paprastai BRCA1/2 mutacijos |1 tipo KV populiacijoje aptinkamos
iki 20-22 proc. [42, 94, 95]. BRCA1/2 mutacijos daugiausia haudojamos kaip
prognostinis biozymuo HGSOC ir tik derinyje su kitais bioZymenimis gali
pagerinti skystos biopsijos diagnostinj potencialg ankstyvai KV diagnostikai.
Nuo 10 proc. iki 15 proc. motery, kurioms atlickama profilaktiné
salpingoovarektomija dél BRCA1/2 mutacijos lyginant su bendra populiacija,
dazniau diagnozuojama STIC ir jos turi didesne Il tipo KV rizikg [60-63].
Daugiau nei 90 proc. STIC pasizymi TP53 mutacija. Taigi gimdos ertmés
nuoplovy metodika teori$kai gali aptikti ankstyvas mutacijas ne tik pradinéje
ligos stadijoje bet ir ikivézingje bukléje. Miisy tyrime i§ 13 motery tik vienai
buvo nustatytas STIC, ta¢iau TP53 mutacijos gimdos ertmés nuoplovose
nebuvo aptiktos

Tai pat musy kohortoje buvo nustatyti du reti SEOC atvejai. Remiantis
histologinis tipas yra vienodas. SEOC dazniausiai pasireiskia jaunesnéms
moterims prie§ menopauze. SEOC ar metastazavusios gimdos/kiausidziy
ligos nustatymas turi didele kliniking reik§me, nes skiriasi ligos valdymas,
prognozé ir bendras iSgyvenamumas. Norint tiksliai diagnozuoti SEOC, be
jprastinio histopatologinio iStyrimo, gali prireikti papildomy molekuliniy ar
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imunohistocheminiy tyrimy. Gimdos nuoplovy genetinis iStyrimas galéty
pagelbéti diferencinei SEOC diagnostikai. Remiantis literatliros apzvalga
vimentino tyrimais, CTNNB1, PAX8 ir B-katenino ekspresijos geny mutacijos
molekuliné analizé gali biiti naudinga klasifikuojant SEOC tais atvejais, kai
klinikiniai ir patologiniai parametrai yra abejotini [18-22]. Misy pasirinkty
genetiniy biozymeny analizé¢ gimdos ertmés nuoplovose SEOC atvejais
pakitimy nenustate.

Misy atliktas tyrimas Siai dienai yra viena didziausiy studijy, kurioje
pasitelkus NKS technologija analizuojama 90 gimdos ertmés nuoplovy
méginiy, i$ kuriy 46 méginiai buvo KV ir i§ jy net 37 pacientés sirgo II tipo
KV. Maritschnegg tyrimo imtj sudaré 65 pacientés: 30 Iir II tipo KV, o Il tipo
KV buvo 23 pacienciy. Ghezelayagh | tyrimg itrauké 35 pacientes, i§ kuriy
14 turé¢jo HGSOC diagnoze ir tik 7 i$ jy turéjo porinius méginius. Musy darbe
visos gimdos ertmés nuoplovos buvo renkamos trijy gydytojy akuSeriy
ginekology vienoje ligoningje, taikant identiskg metodika, kas 1émé gerg
nuoplovy paémimo kokybe. | viena i§ kontrolinés grupés pogrupj buvo
jtrauktos pacientés, operuojamos dél nustatytos paveldétos BRCA1/2 geny
patogeninés mutacijos, siekiant nustatyti ikivéZinius pakitimus (STIC). Tokio
pobiidzio ikivéziniy pakitimy tyrimy §iai dienai publikuota labai mazai.

Vienas i§ misy tyrimo trikumy buvo, kad II tipo KV grupéje dominavo
moterys, kurioms nustatyta FIGO HI-IV stadija. | savo tyrimg jtraukéme
moteris, kurios buvo operuojamos dél jtariamo KV ar kity moters lyties
organy naviky. Gimdos ertmés nuoplovos buvo imamos prie§ pradedant
operacija, o iki operacijos, dazniausiai histologinis tipas bei galutiné ligos
stadija nebuvo zinoma. Po operacijos gavus galutinius histologinius
atsakymus paaiskéjo, kad visos pacientéms kurioms buvo jtariama I-11 FIGO
stadija, buvo ne Il tipo kiausidziy navikai. Todél Il tipo KV (tiriamojoje)
grupéje nebuvo nei vienos moters kuriai nustatyta | FIGO stadija, ir tik viena
- kuriai nustatyta Il ligos stadija. Aptikti 1l tipo KV FIGO I-1I stadijoje yra
daugiau sékmé nei tikslios diagnostikos nuopelnas. Remiantis literatiiros
duomenimis, zinome, kad daugiau nei 88 proc. Il tipo KV diagnozuojama 11—
IV stadijoje. Miisy tyrime tik viena KRAS mutacija buvo nustatyta | stadijos
gimdos ertmés nuoplovose paribinio naviko KV atveju. Tyrimai, j kuriuose
buvo jtrauktos ankstyvos stadijos KV moterya, parodé nedidelj mutacijy
daznj skystos biopsijos méginiuose. Tiek Maritschnegg [34], tiek Kinde [33]
tyrimuose dvi i§ keturiy I stadijos KV motery tur¢jo aptinkamas mutacijas
gimdos ertmés nuoplovose ir PAP tepinéliuose, o PapSEEK tyrimas parodé
panaSy mazg 34 proc. specifiSkumg ankstyvai stadijai (I-11) [36]. Kitas miisy
tyrimo trikumas, kad ne visos Il tipo KV moterys turéjo biopsing medziagg i$
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kiausidziy, kas galéjo neigiamai paveikti mutacijy atitikimo palyginimg tarp
skirtingy tos pacios pacientés méginiy.

Gimdos ertmés nuoplovy metodika yra daug zadantis metodas ankstyvai
KV diagnostikai, taciau norint patvirtinti §io metodo klinikinj naudinguma,
reikalinga didelés imties studija, jtraukiant daugiau FIGO I-11 stadijos Il tipo
KV pacienciy. Tai pat, norint pasiekti tinkama diagnostinio tyrimo jautruma
DNR mutacijy analizé turi buti derinama su papildomais biozZymenimis.

Mes tikimes rasti biozymenis, kurie ateityje galéty padéti diagnozuoti KV
ankstyvoje stadijoje ar netgi prieSvézinius pokycius kiauSintakyje (STIC).
Planuojama testi tyrimg, parenkant optimalaus geny/mutacijy rinkinius KV
diagnostikai proksimaliniy organizmo skys¢iy méginiuose kombinacijoje su
papildomai biozymenimis.
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6. ISVADOS

1. Naujos kartos sekoskaitos metodu II tipo kiausidziy vézio gimdos ertmés
nuoplovy méginiuse nustatytos TP53 (27,0 proc.), BRCA1l (35,1 proc.),
BRCA2 (10,8 proc.), PTEN, PIK3CA bei KRAS (2,7 proc.) geny mutacijos.
Viso geny rinkinio skys¢iy biopsijos testo jautrumas II tipo kiausidziy vézio
méginiuose siekia 64,9 proc., o specifiSkumas 66,0 proc.

2. TP53 geno mutacijos II tipo kiausidziy vézio grupéje aptiktos 79,0 proc.
kiausidziy audinio biopsijos méginiy ir tik 41,6 proc. poriniy gimdos ertmés
nuoplovy méginiy. TP53 mutacijy analize gristas skysCiy biopsijos testas
pasizymi aukstu specifiSkumu (100 proc.), bet nepakankamu jautrumu (27
proc.) ankstyvai Il tipo kiausidziy vézio diagnostikai.

3. Ketvirtos FIGO stadijos II tipo kiau$idziy véZio grupéje gimdos ertmés
nuoplovose nustatoma daugiau mutacijy, nei II-III stadijos grupéje.
Priesoperaciné CA-125 koncentracija kraujyje tiesiogiai koreliuoja su
mutacijy kiekiu gimdos ertmés nuoplovy méginiuose.

4. SEOC navikams biidingos mutacijos nebuvo aptiktos skys¢iy biopsijos
méginiuose. SEOC diagnostiniy zymeny paiesSka biitina testi didesnése Siy
rety naviky imtyse.
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7. PRAKTINES REKOMENDACIJOS

1. Gimdos ertmés nuoplovy paémimo technika naudojant
histerosalpingografijos  kateteri yra tinkama surinkti  kiau$idziy,
ednometriumo naviko lasteles ir laisva cirkuliuojanc¢ig DNR.

2. Norint pritaikyti gimdos nuoplovy metoda ankstyvai kiauSidziy véZzio
diagnostikai reikalingi tolemesni tyrimai didesnése nepriklausomose imtyse
taikant didesnj geny ar biozymeny deriniy rinkinj (miRNR, DNR metilinimas
ir kt.).

3. Naujos kartos sekoskaita yra tinkamas metodas navikinés DNR istyrimui ir
analizei i§ gimdos ertmeés nuoplovy, taciau norint pagerinti klinikinj jautruma,
rekomenduojama taikyti jautresnius tyrimo metodus.
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10. SUMMARY

LIST OF ACRONYMS

AUC — Area under the curve

CA-125 — cancer marker carbohydrate antigen 125
ctDNA — circulating tumor DNA

HGSOC - high grade serous ovarian carcinoma
HE4 — human epidermis protein 4

NGS — next-generation sequencing

NPV — negative predictive value

OC — ovarian cancer

PPV — positive predictive value

ROC — Receiver operating characteristic

ROMA index — risk of ovarian algorithm index
SEOC - synchronous endometrial and ovarian cancer
STIC — serous tubal intraepithelial carcinoma

10.1 Introduction
10.1.1 Relevance of the study

Ovarian cancer (OC) is the most lethal gynecological malignancy.
Worldwide, in 2020, approximately 207 thousand women died from this
disease [1]. In Lithuania, about 400 new cases of OC are diagnosed per year.
The relative five-year survival rate of OC is 47% and varies greatly depending
on the stage of the disease and the histological type of OC [2 -4]. When the
disease is detected at stage FIGO stage | five-year survival rate is 92% , and
in FIGO stage I11-1V only 17- 40 %. Due to the lack of early OC symptoms
and effective screening approaches, approximately 60-70% of OC cases are
diagnosed in advanced stages. High-grade serous ovarian carcinoma
(HGSOC) is the most common and most aggressive type of OC. This type of
OC accounts for 70-80% of all cases of epithelial OC and more than 88% of
HGSOC is diagnosed in FIGO stage I11- 1V [2, 3].

The initial mechanism of cancer pathogenesis is damage to the genes that
are responsible for controlling the cell cycle, transmitting the growth signal
and the signal of apoptosis. OC, like other oncological diseases, is caused by
multiple genetic and epigenetic lesions. OC has the largest hereditary genetic

71



component of all oncological diseases: recent studies show that up to 20% of
OC can be genetically caused [5-9].

OC is most often diagnosed at stage FIGO Il1-1V, since the clinic of the
disease is not specific and there are no effective methods of early diagnosis.
Traditional methods of diagnosing OC are: transvaginal ultrasonography,
cancer marker carbohydrate antigen 125 (CA-125) and human epidermis
protein 4 (HE4) £ ROMA index (Risk of Ovariancy Algorithm). A number of
clinical trials have been conducted to find out the effectiveness of OC
screening methods — PLCO, UKCTOCS, ROCA, GOG0199, Shizuoka and
others. Their results are very similar — such screening (CA-125 and
transvaginal ulrasound) does not reduce mortality [10-17].

HGSOC is believed to arise in the fallopian tube epithelium, and mutations
in the tumor suppressor gene TP53 are believed to be a very early event in the
carcinogenesis of HGSOC [5-9]. An important feature of HGSOC, which may
facilitate early detection, is the high prevalence of TP53 mutations (>96%),
even in premalignant lesions. Despite years of research, the diagnosis of early-
stage cancer remains extremely challenging. In recent years there has been a
significant amount of research into the use of ctDNA (circulating tumor DNA)
in uterine lavage as a potential biomarker. Uterine lavage ctDNA is a
promising liquid biopsy technique: unlike regular biopsies, uterine lavage
samples are relatively non-invasive and repeatable, thus may be used for
patient screening and monitoring [24-36].

10.1.2 Aim of the dissertation

Identify type Il ovarian cancer and SEOC - specific mutations and develop
a low-invasive test for early diagnosis of the disease.

10.1.3 Objectives

1. Using uterine lavage identify type 1l OC-specific gene mutations and to
evaluate the characteristics of the genetic test.

2. Assess the possibility of detecting TP53 mutation in type 1l OC tissue
biopsy and uterine lavage samples.

3. Determine the correlations of the selected genetic biomarkers with the
clinical characteristics of type 11 OC.

4.  Evaluate the diagnostic value of the genetic test in differential diagnosis
for SEOC.
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10.1.4 Novelty and practical relevance

The problem of early diagnosis of OC remains very acute, since the
existing diagnostic markers CA-125 and HE4 are characterized by low
sensitivity and specificity [10-17]. Biomarkers that can be used in screening
programs and could improve survival are a priority for our study. One such
method could be DNA testing of tumor cells in samples that would be taken
from the uterine cavity using a thin catheter to collect a larger amount of
migrating cells from the fallopian tubes and ovaries (closer to the primary
tumor). To date, published DNA mutation tests in proximal body tissue
samples have only been studied in pilot studies for advanced cancer (FIGO
stage Il1-1V), and the studies have been small in samples. In this biomedical
study, we sought to find biomarkers that could help diagnose OC in the early
stages or even precancerous changes in the fallopian tube (serous tubal
intraepithelial carcinoma -STIC) in the future. The data accumulated during
the study will help to assess the suitability of uterine lavage as a test substance
for the early diagnosis of OC [24-36].

10.2 Materials and methods
10.2.1 Patient cohort

The patient cohort consisted of 90 patients which undergone surgery with
pre-operative concern for an ovarian malignancy, uterine cancer, benign
gynecological tumor or prophylactic salpingoovarectomy for the identified
BRCA 1/2 germline mutation at National cancer institute between 2018 and
2021 year. Overall, the patient cohort consisted of 37 patients 48 with type Il
OC (HGSOC) and 53 patients in the control group, further subdivided into
four smaller groups: 9 patients with non type 11 OC (1 clear cell, 3 borderline,
2 mucinous, 2 with simultaneous endometrioid ovarian and endometrial
malignant tumor, 1 granulosa cell tumor), 12 patients with endometrial
carcinoma, 19 cases with benign gynecologic tumors, and 13 patients that are
known BRCA1/2 mutation carriers, who underwent risk-reducing surgery in
hereditary breast and ovarian cancer (RRS) (figure 1). All participants were
informed about the study and signed a written consent form. The study was
approved by the regional bioethics committee (no. 158200-18/5-988-539).
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Total patients: 90
Total Uterine cavity lavage samples: 30
Total ovarian tissue samples: 46

Type Il Ovarian cancer: 37 Other cases: 53
Uterine cavity lovage samples: 37 Uterine cavity lovaoge samples: 53 ==
Ovarian tissue samples: 29 Ovarian tissue somples: 17

Other ovarian cancers: 9
Uterine cavity lavage samples: 3 | %
Ovarian tissue samples: 7

Endometrial cancer: 12
Uterine cavity lavage samples: 12 |
Tissue samples: 1

Benign gynecologic tumor: 19
Uterine cavity lavage samples: 19 [
Ovarian tissue samples: 8

Risk-reducing surgery in hereditary
breast and ovarian cancer (RRS)
group: 13 o
Uterine cavity lavage samples: 13
Ovarian tissue samples: 1

Figure 1. Schematic representation of the study cohort

10.2.2 Uterine cavity lavage and ovarian tissue sample collection and DNA
extraction

Uterine lavage samples were successfully collected from 90 patients
following a protocol under the general anesthesia before surgery. Using a
bullet forceps, the cervix was grasped and a two-way hysterosalpingography
catheter was inserted into the cervical canal, and the balloon was inflated with
approximately 2-3 mL of saline to seal the cervical canal to prevent retrograde
leakage of saline. One 5 mL syringe containing 5 mL of saline was connected
to the catheter tube. By pushing on the plunger of the syringe containing
saline, the uterine cavity and fallopian tubes were slowly perfused. Then the
syringe was gently pulled out and uterine lavage was collected. Finally, the
balloon was deflated, and the catheter was removed. Immediately following
collection procedure, the uterine lavage sample was centrifuged for 15
minutes at 2000xg. The resulting supernatant was discarded and the cellular
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debris was washed with 2 mL phosphate buffered saline (PBS) solution. The
resulting uterine lavage cell pellet was resuspended in 2 mL PBS and stored
at -80°C until use. 1 mL of uterine lavage sample was used for DNA extraction
using Magmax™(Cell- 77 free Isolation Kit (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific (TFS), Foster, CA, USA) following the manufacturer’s
protocol. The final tissue and uterine cavity lavage DNA samples were stored
at -20°C until library preparation.

During surgery, a small sample of tumor tissue was allocated for analysis
and immediately stored at -80°C. 46 paired tissue and uterine lavage samples
were collected for the analysis: 29 type Il OC, 7 other ovarian tumors, 1
endometrial cancer, and 1 RRS group, 8 83 benign tumors. For genomic DNA
extraction, the ovarian tissue samples were mechanically homogenized in
liquid nitrogen using mortar and pestle. 10-20 mg of tissue powder was
digested with proteinase K (ThermoScientific, TFS, Vilnius, Lithuania) for 16
hours, then genomic DNA was purified following standard phenol-chloroform
extraction and ethanol precipitation protocols. Final DNA was dissolved in
nuclease free water (Invitrogen, TFS, Austin, TX, USA). and stored at -20°C
until further steps.

10.2.3 Targeted next-generation sequencing

In all, 136 samples (90 uterine cavity lavage and 46 tissue) were sequenced
using custom targeted 6 gene panel which included genes commonly
associated with ovarian and endometrial cancers (TP53, BRCA1,BRCA2,
PIK3CA, KRAS, PTEN). DNA concentration was determined using
Qubit™dsDNA HS Assay Kit on a Qubit™2.0 Fluo-rimeter (Invitro-gen,
TFS, Eugene, OR USA). Up to 10 ng/sample of genomic DNA was used for
library preparation using AmpliSeq™ Library Kit 2.0 and Ion
AmpliSeq™Custom DNA Panel (Life Technologies (LT), Carlsbad, CA,
USA) according to manufacturer’s recommendations. lon Library
TagMan™Quantification Kit (AB, TFS, Vilnius, Lith-uania) was used for the
sequencing library quantification. The next-generation sequencing was
carried out using the lon Tor- rent™]Jon S5™system on lon 530™chips. Data
analysis was conducted automatically on the lon Reporter 5.18 tool (LT,
Carlsbad, CA, USA) where sequence reads were aligned to human reference
genome 19 (Genome Reference Consortium GRCh37). Additionally, each
alignment was visualized and verified using the Integrative Genomics Viewer
2.4.8 tool. All detected variants were clas-sified according to American
College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) recommendations using
ClinVar (NCBI) database.

75



10.2.4 Statistical analysis

Statistical analysis of the data was carried out using the R package (version
4.0.3). The data for the two classes were presented in the form of proportion
(p) and 95 percent confidence interval (Cl). Homogeneity between groups was
analyzed using nonparametric Friedman for testing related samples. Uniform
distribution in each group was considered a zero hypothesis, while the existing
significant differences are formulated as an alternative hypothesis. Uterine
lavage mutation performance for Type Il OC classification characteristics
(sensitivity, specificity, accuracy, positive predictive value (PPV), negative
predictive value (NPV) was calculated. Uterine lavage mutation predictive
value of Type Il disease was assessed using risk ratio and odds ratio
characteristics. To assess the prognostic value of genes in type Il OC in
uterine lavage, ROC curves were plotted an the areas under the curves (AUC)
were calculated.

10.3 Results of the study
10.3.1 Mutation analysis in uterine cavity lavage samples

Mutation analysis of 6 ovarian cancer-related genes (TP53, BRCAL,
BRCAZ2, PIK3CA, PTEN and KRAS) was first performed in 90 uterine lavage
samples. 41 (45.6%) samples had at least one mutation. Of them, four (4.4%)
samples had two, another four (4.4%) had three alterations, and one patient
had four alterations detected. More than half (29/56 51.8%) of detected
mutations was found in type Il OC group. Of them 11 (37.9%) were TP53
missense and nonsense mutations, 13 (44.8%) BRCA1, 4 (13.8%) BRCA2
mutations and one PI3KCA missense mutation. Interestingly, in five (13.5%)
of Type Il OC cases BRCA1/2 or PI3KCA mutations were detected alongside
TP53 missense mutations. No alterations were detected in uterine lavage
samples from patients with benign gynecologic conditions. However, in the
group of patients with non type 11 OC one case out of 9 patients (a patient with
serous borderline tumor) had KRAS mutation. Meanwhile, 4/12 (33.3%)
endometrial cancer cases, patients had at least three alterations in PI3K
pathway genes analysed (PIK3CA, PTEN, KRAS). All three patients with
mutations in all three PI3K pathway had grade 3 endometrioid endometrial
carcinoma. In uterine lavage samples from other groups (other ovarian
cancers, endometrial cancer, benign 142 gynecologic malignancies and RRS)
no TP53 mutations were detected, while BRCAL/2 alterations were found in
only type Il OC and RRS group.
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10.3.2 Mutation analysis in ovarian tissue samples

In addition to sequencing uterine lavage liquid biopsy samples, mutation
analysis was also carried out in available 46 tissue samples. 46 mutations
were detected in 67.4% (31/46) samples. In agreement with uterine lavage
sample sequencing, the majority of TP53 alterations 96.0% (24/25) were
detected in type 1l OC patients. However, one TP53 mutation was found in a
clear cell OC case. Multiple mutations were detected in 44.8% (13/29) type Il
OC patient’s tissue samples: TP53 and either BRCA1 (31.0%, 19/29 samples),
BRCA2 (6.9%, 2/29 samples), or PIK3CA (3.4%, 1/29 samples). In Type Il
OC patient’s tissue samples one additional mutation in BRCA1, two mutations
in BRCAZ2, and one additional PIK3CA mutation were detected. In cases other
than type Il OC, BRCA2 alteration was detected in the only available RRS
group tissue sample. PI3K pathway alterations were also detected in other
ovarian tumor tissue samples: one KRAS alteration, two PI3KCA and one
PTEN. No mutations detected in either endometrial cancer or benign
gynecologic malignancy group. Overall concordance rate between uterine
lavage and tissue samples was 65.2% (32/46). However the positive
concordance rate (the amount of fully concordant cases/ all mutated 1 tissue
samples) was 48.5% (15/31).

Table 1. Overall and positive concordance rates and Kappa value
describing agreement categories (1=perfect agreement, 0 = total
disagreement). Overall concordance is calculated as (++)+(- -)/total cases,
while positive concordance rate is calculated as (++)/((++)+(+ -)).

Tissue Overall Positive
concordance concordance

ctDNA + - rate % rate % Kappa (SE)

TP53 + 10 0 69.565 41.667 0.406 (0.107)
14 22

BRCA1/2 + 15 0 100.000 100.000 1(0)

0 31

PI3K pathway + 2 0 91.304 33.304 0.465 (0.216)
4 40

Any mutation + 15 0 65.217 48.487 0.379 (0.098)
16 15
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Among discordant cases, TP53 mutations were predominant: 13
mutations, that were not detected in uterine lavage, detected in 14 tissue
samples (TP53 c.695A>G missense mutation detected in two different tissue
samples) All discordant TP53 mutations were found in Type Il OC tissue
samples. Overall, 62% (28/46) mutations were detected in both paired
samples. 3 PI3KCA and 1 PTEN mutations were found in tissue samples only.
Interestingly, all BRCA1/2 mutations were perfectly concordant among tissue
and uterine lavage samples, as well as available germline testing data.
However, 14.6% (7/48) 171 patients samples were partially concordant: with
germline BRCAL but not TP53 mutations detected in uterine lavage samples.

10.3.3. Uterine lavage mutation correlation with clinical features

We further analysed the uterine lavage mutation association with clinical
features. Overall, significantly more mutations were detected in uterine lavage
samples from patients with FIGO stage IlI- IV in OC patients (p=0.002,
Fisher’s exact test) than patients with less developed disease (FIGO stage I-
I) of OC or endometrial cancer. More mutations in uterine lavage samples
were detected in 1l type OC FIGO stage IV (p = 0,002, Fisher test), compared
with stage type Il OC FIGO stage Il -111. TP53 mutational status in 11 type OC
did not depend on patient‘s age, tretment or surgery radicality (p< 0,5).

Pre-surgery CA-125 concentration was significantly higher in patients with
detected mutations in uterine cavity lavage (p=0.0001, Mann-Whitney test.
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Uterine lavage mutation correlation with pre-surgery serum CA125 concentration
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Figure 2. Pre-Surgery serum CA-125 concentration in patients with and
without detected mutations in uterine cavity lavage samples. Error bars show
mean and standard deviation.

10.3.4. Clinical performance of uterine lavage mutations in type Il OC

TP53 mutations in uterine lavage cavity were detected in 10 samples, all
those mutations were also detected in ovarian tissue biopsy. In uterine cavity
lavage samples, TP53 mutation analysis showed sensitivity - 27% and
specificity — 100 %, with positive predictive value (PPV) 100% and negative
predictive value (NPV) 66.3%. The accuracy of the TP53 biomarker in the
prediction of type 11 OC was estimated by plotting ROC curves and calculating
the area under the curves (AUC). The estimated AUC of the TP53 test was
0.831 (Fig. 3).
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Figure 3. Diagnostic value of TP53 mutations in uterine cavity lavage
samples, ROC curve, AUC — area under the ROC curve

Nearly half (46%) of type Il OC patients had BRCAL or BRCA2 mutation.
BRCA1 mutation was detected in 13 cases, with 35.1%, sensitivity and 100%
specificity (PPV-100%, NPV- 62.5%). BRCA2 mutation was detected in 3
patients. Although BRCA2 showed 100 % specificity, the sensitivity was only
10.8 % (PPV - 100%, NPV- 54.7%).

Mutations in KRAS, PIK3CA, KRAS were detected in one case and fully
corresponded to the biopsy results. These genes had a specificity of 87.5%, but
only 2.7 % sensitivity (PPV — 1.000, NPV -0.4930 ). When assessing the
diagnostic value of at least one gene out of six (TP53, BRCAL, BRCAZ2,
PIK3CA, KRAS, PTEN), the identification of type Il OC showed a sensitivity
of 64.9 %, specificity of 66 % (PPV - 57.1%, NPV -72.9%). The accuracy of
at least one gene in predicting type 1l OC was estimated by drawing ROC
curves and calculating the AUC at 0.650 (Fig. 4).
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Figure 4. Diagnostic value of at least one gene in uterine cavity lavage
samples, ROC curve, AUC — area under ROC curve

After evaluating predictive risk, it was found that the most significantly
associated with type Il disease was TP53 gene mutations with risk ratio 2.96
and at least one mutation (of 6 selected genes) with risk ratio of 2.86.

10.3.5 Analysis of uterine lavage in SEOC cases

In our cohort two patients were diagnosed with SEOC, both patients had
endometrioid type histology with early stage and low-grade histology for both
EC and OC. They underwent surgical treatment and staging. Next-generation
sequencing of 6 genes-panel identified PIK3CA and PTEN gene mutations in
ovarian tissue in one case, while none of these genes were mutated in other
cases.

Table 2. Mutational profile of SEOC case 2.

Uterine
lavage
Gene mutation  Tissue mutation dbSNP Amino Acid Change
PIK3CA - c.1093G>A rs1064793732 p.Glu365Lys
PTEN B ¢.517C>T rs121913293 p.Argl73Cys
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The importance of distinguishing SEOC from either isolated endometrium
or OC with metastasis is crucial, as it determines adjuvant treatment strategy
and prognosis. The prognosis of patients with synchronous EC and OC is
better than the patients with single-organ cancer with ovarian or endometrial
spread. Molecular profiling also can be beneficial for prognostic and
predictive meaning. Studies analyzing SEOC mutational profiles identified
PIBKCA, PTEN, KRAS, CTNNB1 and ARID1A gene mutations can be helpful
for diagnostic of SEOC.

10.4 Discussion

Our pilot study demonstrates that cells shed from Mdllerian duct cancer
can be collected through a lavage of the uterine cavity, where tumor-specific
mutations can be detected through targeted next-generation sequencing
(NGS). All 90 uterine lavage samples in our study had a sufficient amount of
DNA and were successfully sequenced using NGS.

Mutations in uterine lavage samples were detected in 62% (23/37) of type
Il OC with predominant alterations of the TP53. No such mutations were
detected in uterine lavage in type | OC or endometrial carcinomas, and no
mutation was detected in uterine lavage from the benign group, showing
reasonable specificity of NGS-based analysis. In our study, TP53 mutation
achieved high specificity (100 %), however, it lacked the desirable clinical
sensitivity (27 %). This could be improved by using a more accurate
sequencing technique, an expanded biomarker panel or combination of
additional biomarkers. Although our uterine lavage samples “missed” 13/23
TP53 mutations, resulting in a low overall concordance rate of 62.2%, other
liquid biopsy studies also find high disconcordance between liquid biopsy and
tumor mutations [34, 35, 37].

Also in our cohort we identified two cases of rare SEOC. The identification
of SEOC or metastatic endometrium/ovarian disease has great clinical
significance, as the disease management, prognosis and overall survival differ.
Precise diagnosis of SEOC may require additional molecular or
imunohistochemical testing in addition to routine histopathologic assessment.
According to literature review testing of vimentin, molecular analyses of gene
mutation of CTNNB1, PAX8, and B-catenin expression may be helpful to
categorize SEOC in cases where clinical and pathological parameters are
inconclusive [18-23]. Our two cases do not show that uterine lavage was a
suitable diagnostic test for SEOC, but further investigation is needed, and
additional disease-specific biomarkers need to be discovered.
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Main limitation of our study was that the type Il OC group consisted
mainly of FIGO stage I1I-1V patients, and there were no patients with FIGO
stage I. This was due to the fact that type 1l OC patients are rarely diagnosed
until the late stages. In our study, only one KRAS uterine lavage mutation was
detected in stage | borderline OC case (in 1/7 other OC cases). Cancer-derived
mutations, especially those from early-stage tumors, often present only in a
tiny fraction of the total circulating DNA, so it is even more challenging to
detect mutation in the early stages. However, other studies which included
yearly stage OC patients showed similar results between early and late stage
OC. In both, Maritschnegg et al. and Kindle et al. studies, two out of four
stages | OC patients had detectable mutations in uterine lavage and Pap smears
respectably, and PapSEEK study showed similar low specificity of 34% in
both early (I-11) and late (111-1V) OC patients [34, 35].

Early type 11 OC detection is currently the primary goal of OC biomarker
research. According to the dualistic OC model, type Il OC arises from
malignant precursor lesions in fallopian called tubes serous tubal
intraepithelial carcinoma (STIC) that share up to 90% incidence of TP53
mutations in both STIC and type 11 OC tissue. Type Il OC detection at an early
stage or even in STIC form, would ensure better success in treatment,
significantly higher success in total tumor resection, and reduced need for
neoadjuvant therapy and subsequent chemotherapy. Thus it would be
instrumental to conduct this study on patients with STIC in order to determine
uterine lavage utility in early OC detection [24-36]..

Our study proved that uterine lavage is an efficient technique for
gynecologic cancer detection, but more research is needed in order to
incorporate this technique in clinical practice.

10.5 Conclusions

1. Intype Il OC uterine lavage samples mutation of selected genes using
NGS were detected: TP53 (27.0 %), BRCA1 (35.1 %), BRCA2 (10.8 %),
PTEN, PIK3CA and KRAS (2.7%). The sensitivity of the 6 gene set (any
gene) in the uterine lavage sample for type Il OC was 64.9 % and
specificity - 66.0 %.

2. Mutations in the TP53 gene in the type Il OC were detected in 79 % of
ovarian tissue biopsy samples and only 41.6 % of paired uterine lavage
samples. TP53 mutation analysis-based uterine lavage test for type |1 OC
showed specificity of 100 % and sensitivity of 27 %.

3. More mutations in uterine lavage samples were detected in FIGO stage
IV 11 type OC (p = 0,002, Fisher test) than in FIGO stage II-11l. CA-125
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levels correlated with the frequency of mutations detected in uterine
lavage samples.

Gene mutations found in the SEOC tumor tissue could not be detected in
uterine lavage biopsy. The search for diagnostic markers for SEOC must
be continued in larger cohorts.
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11. PADEKA

Nuosirdziai dékoju Nacionalinio vézio instituto administracijai ir NVI
mokslo fondui uz suteikta galimybe ir parama vykdant §j mokslinj darba.

Esu ypa¢ dékinga mokslinio darbo vadovei prof. Sonatai Jarmalaitei uz
pasitikéjima, nuostatas siekti kuo geresniy darbo rezultaty, padrgsinima,
palaikyma ir galimybg artimiau pazinti moksla.

Dékoju onkoginekologijos skyriaus vedéjai gyd. R. Ciurliene uz diskusijas
skatinima tobuléti bei palaikyma.

Labai aciti Nacionalinio vézio instituto kolegoms, onkoginekologijos
skyriaus kolektyvui uz pagalba formuojant tiriamyjy grupes. Esu laiminga ir
dékinga galédama biiti jiisy kolektyvo dalimi. Dékoju Nacionalinio vézio
instituto  Genetinés  diagnostikos ~ laboratorijos  kolektyvui  uz
bendradarbiavimg renkat méginius, galimybe realizuoti moksling id¢ja ir
patarimus rengiant praneSimus ir mokslines publikacijas. Nuosirdziai dékoju
Genetinés diagnostikos laboratorijos vedéjai dr. Rasai Sabaliauskaitei ir
jaunesniajai mokslo darbuotojai levai Vaicekauskaitei uz metoding ir prakting
pagalba ruoSiant medziagg molekuliniams tyrimams.

Dékoju visoms tyrime dalyvavusioms moterims, be kuriy S$is tyrimas
nebiity jvykes. Jy indélis | moksling veiklg yra labai svarbus ir vertingas.

Dékoju recenzentams uz skirta laikg ir vertingas pastabas.

Taip pat esu dékinga savo $eimai, ypaé savo vyrui Valdemarui Zilovi¢ uz
visapusiska palaikyma ir supratima.
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12. PRIEDAI

Priedas 1. FIGO kiauSidziy, kiauSintakio ir pirminio pilvaplévés vézio

klasifikacija, 2014 m

gtlzgj(iaos TNM Naviko iSplitimas
[ T1 Navikas vienoje ar abiejose kiauSidése ar kiausintakiuose.

1A Tla Navikas vienoje kiausidéje ar kiausintakyje; kapsulé nepazeista, ant
kiausidés ar kiausintakio pavirSiaus naviko néra; ascite ir pilvaplévés
nuoplovose piktybiniy lasteliy néra.

1B Tib Navikas abiejose kiausidése (kapsulé nepazeista) ar kiausintakyje, ant
kiausidés ar kiauSintakio pavirSiaus naviko néra; ascite ir pilvaplévés
nuoplovose piktybiniy lasteliy néra.

IC Navikas vienoje ar abiejose kiausidése ar kiausintakiuose ir bet kuris
radinys i$ Siy:

IC1 T1lcl | Naviko kapsulés plySimas operacijos metu.

IC2 T1c2 | Naviko kapsulés plySimas iki operacijos, navikas ant kiausidés ar
kiausintakio pavirSiaus.

IC3 T1c3 | Yra piktybiniy Igsteliy ascite ar pilvaplévés nuopjovose.

I T2 Navikas vienoje ar abiejose kiausidése ar kiauSintakiuose ir i$plites
dubenj ar yra pirminis pilvaplévés vézys.

Naviko plitimas ar implantai gimdoje ar/ir kiauSintakiuose ar/ir
T2a o

1A kiauSidése

1B T2b Navikas iSplites j kitus dubens intraperitoninius audinius.

11 Navikas vienoje ar abiejose kiausidése ar kiauSintakiuose ar yra
pirminis pilvaplévés vézys bei citologiskai ar histologiskai patvirtinty
metastaziy pilvaplévéje, uz dubens riby ir/arba yra metastaziy
retroperitoniniuose limfmazgiuose.

A Yra metastaziy retroperitoniniuose limfmazgiuose ir + mikroskopiniy
metastaziy uz dubens riby.
1AL T%\qu- Yra metastaziy tik retroperitoniniuose limfiazgiuose.
A2 . .. o T .
T3a- Yra mikroskopiniy metastaziy pilvaplévéje, uz dubens riby +
NO/N1 | metastaziy retroperitoniniuose limfmazgiuose.
1B T3b- | Yra makroskopiniy metastaziy pilvaplévéje, uz dubens riby <2 cm
NO/N1 | dydZio + metastaziy retroperitoniniuose limfmazgiuose.
1][e T3c- Yra makroskopiniy metastaziy pilvaplévéje uz dubens riby > 2 cm
NO/N1 | dydZio + metastaziy retroperitoniniuose limfmazgiuose.
Bet koks
v TirN, | Yra tolimyjy metastaziy (i$skyrus metastazes pilvaplévéje).
M1
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Priedas 2. Nustatytos mutacijos nuoplovose ir audinyje

Numeris |Méginis (méginiai) Genas Egzonas |Kodavimas Amino r. Pakeitimas |Mutacijos tipas dbSNP
KN-014-nuoplovos; KN-017-nuoplovos; KN-
030-porinis; KN-033-porinis; KN-036-porinis;
KN-037-porinis; KN-046-nuoplovos; KN-049-
porinis; KN-067-nuoplovos; KN-073-porinis;
KN-081-porinis; KN-086-nuoplovos; KN-087-
nuoplovos; KN-089-nuoplovos; KN-090-
1 nuoplvovos 10|c.4035delA p.Glu1346LysfsTer20 |frameshift Deletion |rs8035771
KN-060-poriniai; KN-063-nuoplovos; KN-079- BRCA1
nuoplovos; KN-085-poriniai; KN-092-
2 nuoplovos 19|c.5266_5267insC p.GIn1756ProfsTer74 |frameshift Insertion |rs1217805
3 KN-023-nuoplovos 7|c.485_486delTG p.Val162GlufsTer19 |frameshift Deletion |rs8035770
4 KN-020-nuoplovos 4(c.181T>G p.Cys61Gly missense 152889767
5 KN-078-porinis €.213-15A>G p.? unknown rs8860409
6 KN-083-nuoplovos 10(c.2481delA p.Gly828AlafsTer18 |frameshift Deletion |rs8860400
7KN-019-porinis; KN-052-porinis; KN-093-porini 11|c.3847_3848delGT p.Val1283LysfsTer2 |frameshift Deletion |rs1229267
8 KN-076-porinis BRCAZ 8[c.658_659delGT p.Val220llefsTer4 frameshift Deletion |rs1131692
9 KN-095-porinis 17|c.7879A>T p.lle2627Phe missense rs8035901
10 KN-091-nuoplovos 20(c.8572C>T p.GIn2858Ter nonsense rs8035911
11 KN-094-porinis 10|c.1024C>T p.Arg342Ter nonsense rs7308820
12 KN-088-porinis 5|c.524G>A p.Argl75His missense rs2893457
13 KN-036-porinis 6/c.578A>C p.His193Pro missense rs7862018
14 KN-007-porinis 6/c.645T>G p.Ser215Arg missense rs1057520
15 KN-007-porinis 7(c.701A>G p.Tyr234Cys missense rs5877800
16 KN-022-porinis TP53 7(c.710T>A p.Met237Lys missense rs7658482
17 KN-052-porinis 7)c.742C>T p.Arg248Trp missense rs1219126
18 KN-019-porinis 8|c.814G>A p.Val272Met missense rs1219126
19 KN-085-porinis 8|c.817C>T p.Arg273Cys missense rs1219133
20 KN-084-porinis 8|c.818G>A p.Arg273His missense rs2893457
21 KN-072-porinis 8|c.842A>G p.Asp281Gly missense rs5877815
22 KN-007-porinis; KN-058-nuoplovos 21|c.3140A>G p.His1047Arg missense rs1219132
23 KN-001-nuoplovos 21[c.3129G>A p.Met1043lle missense rs1219132
24 KN-003-nuoplovos PIK3CA 10{c.1625A>T p.Glu542Val missense rs1057519
25 KN-047-nuoplovos 2(c.112C5T p.Arg38Cys missense rs7494150
26 KN-058-nuoplovos 5/c.1030G>A p.Val344Met missense rs1057519
27 KN-001-nuoplovos; KN-064-porinis 2|c.35G>T p.Gly12val missense rs1219135
28 KN-047-nuoplovos KRAS 2(c.35G>A p.Gly12Asp missense rs1219135
29 KN-058-nuoplovos 2|c.35G>C p.Gly12Ala missense rs1219135
30 KN-001-nuoplovos 5/c.389G>A p.Arg130GIn missense rs1219092
31 KN-003-nuoplovos 3|c.202T>C p.Tyr68His missense rs3981233
32 KN-003-nuoplovos PTEN 5|c.388C>G p.Arg130Gly missense rs1219092
33 KN-058-nuoplovos 6(c.518G>A p.Argl73His missense rs1219132
34 KN-047-nuoplovos 4(c.210-1G>C p.? unknown rs1114167
Mutacijos nustatytos tik audinyje ‘
35 KN-082-audinys 4[c.372C>A p.Cys124Ter nonsense ‘
36 KN-081-audinys 5/c.524G>A p.Argl75His missense rs2893457
37 KN-071-audinys 5[c.527G>A p.Cys176Tyr missense rs7862029
38 KN-073-audinys 5(c.548C>G p.Ser183Ter nonsense ‘
39 KN-061-audinys 6/c.586C>T p.Argl96Ter nonsense rs3975164
40 KN-033-audinys 6/c.613T>G p.Tyr205Asp missense rs1057520
41 KN-050-audinys TP53 6/c.645T>G p.Ser215Arg missense rs1057520
42 KN-030-audinys; KN-049-audinys 6[c.659A>G p.Tyr220Cys missense rs1219126
43 KN-078-audinys 7|c.711G>T p.Met237lle missense rs5877826
44 KN-037-audinys 7)c.742C>T p.Arg248Trp missense rs1219126
45 KN-055-audinys 8/c.814G>T p.Val272Leu missense rs1219126
46 KN-041-audinys 8|c.817C>T p.Arg273Cys missense rs1219133
47 KN-059-audinys 8[c.892G>T p.Glu298Ter nonsense rs2017445
48 KN-043-audinys 6|c.1093G>A p.Glu365Lys missense rs1064793
49 KN-071-audinys PIK3CA 10|c.1637A>G p.GIn546Arg missense rs3975172
50 KN-074-audinys 21{c.3140A>T p.His1047Leu missense rs1219132
51 KN-043-audinys PTEN 6[c.517C>T p.Arg173Cys missense r51219131
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Priedas 3. Biomedicinio tyrimo leidimas

VILNIAUS UNIVERSITETO MEDICINOS FAKULTETAS
Viesoji jstaiga, Universiteto g. 3, LT- 01513 Vilnius, Duomenys kaupiami ir saugomi Juridiniy asmeny registre, kodas 211950810
Fakulteto duomenys: M. Ciurlionio g. 21/27, 03101 Vilnius, tel. (8 5) 239 8700, el. p. mf@mf.vu.lt
VILNIAUS REGIONINIS BIOMEDICININIY TYRIMU ETIKOS KOMITETAS
Komiteto duomenys: MK. Ciurlionio g 21/27, 03101 Vilnius, tel. (8 5) 268 6998, el. p. thtck@mf.vu.It

LEIDIMAS
ATLIKTI BIOMEDICININ] TYRIMA

2018-05-08 Nr.158200-18/5-988-539
Tyrimo pavadinimas:

BioZymeny paieSka gimdos ertmés plovose kiauidziy
veézio diagnostikai ir predikcijai

Protokolo Nr.: 11-2017-10
Versija: 4
Data: 2018 03 12
Informuoto asmens sutikimo forma: 3
2018 0129
Pagrindinis tyréjas: Ritta Ciurliené
[staigos pavadinimas: Nacionalinis véZio institutas
Adresas: Santariskiy g. 1, Vilnius
Leidimas galioja iki: 2020 01

Leidimas i3duotas Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto posédzio
(protokolas Nr. 158200-2018/5), vykusio 2018 m. geguzés 8 d. sprendimu.

Pirmininkas biomedicininiy I A/ / prof. Saulius Vosylius
tyrimy ctikos / )
komitetas
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LR Asmens d y teisinés apsaugos jstatymo 10 str. 3 punktas numato, jog asmens duomenys
apie asmens sveikata automatiniu budu, taip pat mokslinio medicininio tyrimo tikslais gali buti
tvarkomi tik pranesus Valstybinei duomeny apsaugos inspekcijai. Siuo atveju Valstybiné duomeny
apsaugos inspekcija privalo atlikti iSanksting patikrg.

LR Asmens d teisi psaugos jstatymo 12 str. 1 punktas numato, kad be duomeny
subjekto sutikimo asmens duomenys mokslinio tyrimo tikslais gali bati tvarkomi tik praneSus
Valstybinei duomeny apsaugos inspekcijai. Siuo atveju Valstybiné duomeny apsaugos inspekcija
privalo atlikti i3ankstine patikra.

Pasibaigus tyrimui privaloma VRBTEK rastu informuoti apie tyrimo pabaigg bei pateikti
tyrimo ataskaitos santrauka.

Lietuvos Respublikos sveikatos apsaugos ministro jsakymo "Dél leidimy atlikti biomedicininj tyrimg
iSdavimo tvarkos apraso patvirtinimo" (Zin., 2008, Nr. 6-225, 2016 m. sausio 8 jsakymo Nr. V-27
redakcija (galiojanti suvestiné redakcija (nuo 2017-01-04) VIL40. Leidimas atlikti biomedicininj
tyrima galioja iki biomedicininio tyrimo parai$koje nurodytos tyrimo pabaigos datos. VIL41.
Biomedicininiy tyrimy uZsakovas, jo jgaliotas atstovas ar pagrindinis tyréjas per 30 kalendoriniy
dieny nuo biomedicininio tyrimo pabaigos privalo rastu pranesti leidima iSdavusiam Lietuvos
bioetikos komitetui ar regioniniam biomedicininiy tyrimy etikos komitetui apie biomedicininio tyrimo
pabaiga ir per 90 kalendoriniy dieny nuo biomedicininio tyrimo pabaigos pateikti biomedicininio
tyrimo vykdymo ataskaitos santrauks.

Isakymo nuostata taikoma visiems biomedicininiams tyrimams.
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Priedas 4. Biomedicinio tyrimo leidimo prat¢simas

VILNIAUS REGIONINIS BIOMEDICININIU TYRIMU ETIKOS KOMITETAS
sui generis darinys prie VILNIAUS UNIVERSITETO

Biomedicininio tyrimo ,,BioZymeny paieika gimdos ertmés nuoplovose 2020-02-25 Nr. 2020-LP-11
kiausidziy véZio diagnostikai ir predikeijai®
pagrindinei tyréjai Ritai Ciurlienei

PRITARIMAS
BIOMEDICININIO TYRIMO DOKUMENTU PAKEITIMAMS

Leidimo Nr. 158200-18/5-988-539 pakeitimas Nr. 1

Vilniaus regioninis biomedicininiy tyrimy etikos komitetas i¥nagrinéjes prayma atlikti su vykdomu
biomedicininiu tyrimu ,BioZymeny paieSka gimdos ertmés nuoplovose kiauSidziy véZio diagnostikai ir
predikeijai (leidimas Nr. 158200-18/5-988-539, idduotas 2018-05-08 d.) susijusiy dokumenty pakeitimus
pritaria, kad pakeitimai atitinka Lictuvos Respublikos biomedicininiy tyrimy etikos jstatymo II skyriuje
nustatytiems biomedicininiy tyrimy etikos reikalavimams. AtsiZvelgiant | tai leidZia:

o tyrimg pratesti iki 2021-12-31 d.

Pirmininkas prof. dr. (HP) Saulius Vosylius

/{]’ waﬁ ¢ ]
f
/
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Priedas 5. Informuoto asmens sutikimo forma

PATVIRTINTA

Lietuvos bioetikos komiteto
biomedicininiy tyrimy eksperty grupés
2016 m. lapkrigio 15 d. sprendimu

Informuoto asmens sutikimo forma, versija Nr. 3 , data: 2018 -01-29

INFORMUOTO ASMENS SUTIKIMO FORMA

Biomedicininio / klinikinio vaistinio preparato tyrimo pavadinimas: BioZymeny paieska gimdos
ertmés nuoplovose kiaugidziy vézio diagnostikai ir predikcijai.

Protokolo Nr.: IT -2017-10

Uzsakovas: Nacionalinis véZio institutas

Adresas:  Santarigkiy g. 1, LT-08660, Vilnius

Tel : (85)278 6700 El. padtas: administracija@nvi.lt

Uzsakovo atstovas: Sonata Jarmalaité , NVI Direktoriaus pavaduotoja mokslui ir plétrai

Atsakingas tyréjas': Rta Ciurliené

Tyrimo centro pavadinimas: Nacionalinis véZio institutas

Adresas: Santarigkiy g. 1, LT-08660, Vilnius

Tel:  (85)2786763 El pagtas: ruta.ciurliene@nvi.lt

1. Kokia $io dokumento paskirtis?

Sioje formoje pateikiama Jums skirta informacija apie biomedicininj tyrima, aptariamos tyrimo
atlikimo prieZastys, mokslinio tyrimo procediiros, nauda, rizika, galimi nepatogumai ir kita svarbi
informacija. Jei nuspresite dalyvauti, pradysime Jiisy pasiradyti 3ig sutikimo forma, kuria sutinkate
tyrimo metu vykdyti gydytojo tyréjo ir tyrimo komandos nurodymus. Pasiraydami §j dokumenta,

* Jeigu tyréjo adresas nesutampa su tyrimo centro adresu — nurodykite abu
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