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SANTRUMPU SARASAS

ALDH1AL — aldehido dehidrogenazés 1 Seimos narys A1l (angl. Aldehyde dehydrogenase 1

family, member Al)

AT-KPGR — atvirkstinés transkripcijos kiekybiné polimerazés grandininé reakcija (angl.

reverse transcription - quantitative polymerase chain reaction)
BCL-2 — B Igsteliy limfomos 2 genas (angl. B-cell lymphoma 2)

EMT — epiteliniy lasteliy transformacija j mezenchimines (angl. epithelial-to-mesenchymal

transition)
ER — estrogeno receptoriai (angl. estrogen receptors)
GRS — geny raiskos skirtumas

HER2 — Zmogaus augimo faktoriaus 2 receptorius (angl. human epidermal growth factor

receptor 2)

kDNR — kopijiné DNR (angl. copy DNA)

KV — krities vézys (angl. breast cancer)

NA — nepilnas atsakas (angl. Incomplete response)

NFIB — branduolinio faktoriaus I transkripcijos faktorius B (angl. nuclear factor 1 B-type)
NMD - iRNR transliacijos patikros mechanizmas (angl. nonsense-mediated mRNA decay)
NRD — néra likutinio naviko (angl. no residual disease)

PR — progesterono receptorius (angl. progesterone receptor)

PA — pilnas atsakas (angl. complete response)

RD - likutinis navikas (angl. residual disease)

R-RAS-2 — su RAS susijusio baltymo 2 genas (angl. RAS related 2)

STAT3 —signalo keitiklis ir transkripcijos aktyvatorius 3 (angl. signal transducer and
activator of transcription 3)

TNKYV — trejopai neigiamas kriities vézys (angl. triple-negative breast cancer)



UPF3A — iRNR transliacijos patikros mechanizmo reguliatoriaus 3A genas (angl. regulator

of nonsense mediated mMRNA decay)



IVADAS

Krities vézys (KV) yra labiausiai paplitgs vézinis susirgimas motery grupéje ir
uzimantis antrg vietg tarp véziniy susirgimy visame pasaulyje — 12 % visy vézio atvejy — 2,3

mln. susirgimy (vyry ir motery grupéje; 2022 m. internetiné prieiga: https://www.who.int/).

Trejopai neigiamas kriities vézys (TNKV) yra agresyviausias KV potipis pasizymintis
ypa¢ dideliu mirtingumo dazniu (iki 40 %), kuris sudaro 12—18 % visy kriities véZio atvejy.
Véziniai susirgimai pasireiskia jaunesniame nei 40 m. amziuje, dideliu navikiniy lasteliy
diferenciacijos laipsniu, vélyvesne diagnoze ir dideliu mitoziniu aktyvumu. TNKV taip pat
greitai auga ir geba isplisti j gretimus audinius (kritinpléve, plaucius, kepenis bei kaulus).
Svarbiausias TNKV pozymis, lemiantis ribotg terapijy skai¢iy, yra estrogeno receptoriy (ER),
progesterono receptoriy (PR), ir Zmogaus epidermio augimo faktoriaus 2 receptoriy (HER2)
trukumas, dél ko negali biiti taikoma hormony terapija. D¢l Sios priezasties, pagrindinis
gydymas TNKYV pacientéms iSlieka chemoterapija, taciau Sis gydymas néra visuomet
veiksmingas, kadangi 30-50 % pacienciy pasireiSkia atsparumas chemoterapijai (Kim et al.
2018).

Ankstyva atsparumo chemoterapiniams vaistams diagnostika gali padéti i§ anksto
nustatyti véziniy lasteliy jautrumg tinkamiems vaistams ir optimizuoti klinikoje taikomag
gydyma. Tobuléjant laboratoriniams metodams atsirado galimybé¢ identifikuoti genus,
biozymenis ir pagrindinius komponentus, kurie lemia navikiniy lasteliy atsparuma
chemoterapiniam gydymui. Atsparumo chemoterapijai tyrimai dazniausiai yra vykdomi su
navikiniy lasteliy kulttromis, kurie atlieckami jvertinti, ar naviko augimas yra slopinamas
chemoterapiniais vaistais, naudojant jvairius zymenis, kurie padeda jvertinti vaisty
efektyvuma. Taciau dél didelio TNKV navikiniy lgsteliy hetorogeniSkumo yra sudétinga
atkartoti gautus rezultatus in vivo ir reikalinga chirurginé intervencija bei ilgos laiko

sanaudos. Tokiems tyrimams gali btiti naudojama skysciy biopsija.

Skysciy biopsijos méginiai yra laikomi visi kiino skysc¢iai, jskaitant ir kraujo méginius.
Kraujo skys¢iy biopsija yra ypa¢ patrauklus metodas, kadangi méginiai yra surenkami
minimaliai invaziniu badu, todél juos galima naudoti sekant pacienty biiseng viso gydymo
kurso metu (Ulukaya et al., 2021; Ramos et al., 2021;). Serijiné skysc¢iy biopsijos méginiy
analizé yra vienas i§ budy leidziantis jvertinti pacienty bukle ligos gydymo metu. Tokiy

serijiniy méginiy émimas gydymo eigoje, naudingas, padedant gydytojams suprasti



molekulinius pokyc¢ius vykstancius navikuose ir jy daroma poveikj gydymui, ligos progresijai
ar atsinaujinimui. Labiausiai paplites skysc¢iy biopsijos méginys, kuris haudojamas

molekuliniy zymeny tyrimams, yra kraujo plazma (Mithraprabhu et al. 2021).

Geny raiSkos pokyciai yra vieni i§ potencialiy Zymeny, kurie gali buti aptinkami
skyscCiy biopsijoje ligos gydymo eigoje. UPF3A (angl. regulator of nonsense transcripts 3A),
(angl. B-cell lymphoma-2), R-RAS-2 (angl. Ras-related protein 2), NFIB (angl. nuclear factor
| B) ir ALDH1AL (angl. aldehyde dehydrogenase 1al) padidéjusi geny raiska siejama su
prastesne ligos eiga, atsparumu chemoterapijai ir spartesniu véZzio vystymusi. Sie genai yra
transkripcijos veiksniai, kuriy raiskos poky¢iai daznai pastebimi véziniuose susirgimuose
iskaitant ir TNKV. UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, NFIB ir ALDH1AL genai veikia STAT3 (angl.
signal transducer and activator of transcription 3) signaliniame kelyje, 0 STAT3 yra vienas
i$ labiausiai iStirty onkogeniniy transkripcijos faktoriy, kurio raiskos poky¢iai, siejami su
atsparumu chemoterapijai. STAT3 geba tiesiogiai ir netiesiogiai reguliuoti daugelio geny
susijusiy su lgsteliy iSgyvenamumu raiska, jskaitant UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, NFIB ir
ALDH1A1 (Kim et al. 2018). Dél minéty priezasciy, iy geny raiskos pokyciai kraujo
plazmos méginiuose galéty biti naudojami kaip neinvaziniai molekuliniai Zymenys,

leidziantys jvertinti atsaka 1 gydyma, ligos progresijos rizika.
Darbo tikslas — jvertinti su STAT3 signaliniu keliu susijusiy geny raiskos poky¢ius

TNKYV pacienciy kraujo plazmoje gydymo chemoterapija eigoje ir jvertinti jy tinkamuma

atsako j gydyma vertinimui bei ligos progresijos prognozavimui.
Darbo uzdaviniai:

1. Nustatyti ar UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB, ALDH1A1 geny raiska kinta
gydymo eigoje TNKYV pacienciy kraujo plazmos méginiuose;
2. Ivertinti geny raiskos skirtumy sasajas su TNKV pacienciy atsaku j gydyma,

4. Susieti geny raiskos pokycius su TNKYV pacienciy ligos prognoze.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Krities vézys

1.1.1 Kriities véZio epidemiologija

Kriities vézys yra vienas dazniausiai diagnozuojamy véziniy susirgimy, uzimantis antrg
vietg po plauciy vézio. Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO, https://gco.iarc.fr/today/home)
duomenimis 2022 m. buvo nustatyta 2,3 mln. kriities vézio (KV) susirgimy, tuo tarpu mirciy
fiksuota 4-is kartus maziau (666 tikst.). Mirtingumas nuo krities vézio, pagal PSO duomenis,
yra 4-oje vietoje po plauciy, storosios zarnos ir kepeny (1.1 pav.) (Anon n.d.-c; Sung et al.
2021). Taciau, motery grupéje KV yra dazniausias ir daugiausiai miréiy lemiantis
onkologinis susirgimas.

Atvejuy skaidius Mirgiy skaidius
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1.1 pav. Dazniausiai nustatomy véZzio susirgimy ir mir¢iy pasiskirstymas pasaulyje vyry ir
motery grupése 2022 m. (pritaikyta pagal: International Agency for Research on Cancer
(Cancer, n. d.))

Nacionalinio Vézio Instituto Vézio registro duomenimis (2017 m.) Lietuvoje KV buvo
trecias (9 %) pagal daznumag ir SeStas (6 %) pagal mirtingumg visose vyry ir motery amziaus

grupése. Taciau visose motery amziaus grupése KV uzémé pirmajg vieta pagal daznuma



(19,5 %) ir pagal mirtinguma (14 %) kaip ir pasaulyje (1.2 pav.) (Nacionalinio Vézio

Instituto Vézio registras, pagal interneting prieigg: http://www.nvi.lt/).
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1.2 pav. Diagnozuoty krities vézio susirgimy ir miréiy skai¢ius 2010—2017 m. Lietuvoje
(standartizuotas pagal amziy) (parengta pagal Nacionalinio véZio instituto vézio registra,

internetiné prieiga: https://www.nvi.lt/naujausi-duomenys/)

1.1.2 Krities vézio klasifikacija

Molekuliné klasifikacija yra pazangus KV klasifikavimo budas pagristas naviko
biologija, geny raiskos profiliais ir specifiniy baltymy nustatymu (+) arba ne (-) KV
audiniuose. Estrogeno receptoriai (toliau — ER), progesterono receptoriai (toliau — PR) ir
tirozino kinazé — HER-2 (nuo angl. human epidermal growth factor receptor 2) yra
pagrindiniai Zymenys, kurie naudojami jvertinti naviko molekulinj potipj (Eliyatkin et al.
2015). Toks klasifikavimo buidas, padeda geriau suprasti ligos eigg ir parinkti tiksling
terapija, o kriities vézys i$skiriamas j keturias grupes: luminalinis A, luminalinis B, HER-2 ir

trejopai neigiamas kriities vézys (TNKV)).

Luminalinis A (ER+; PR+ ir HER-2-) labiausiai paplitgs KV potipis, kuris yra linkes
létai augti ir yra maZzai agresyvus. Navikai dazniausiai reaguoja i hormoning terapija, dél

iSreiks$ty receptoriy, kuriuos galima veikti vaistiniais preparatais pvz., tamoksifenu. Pacientai


http://www.nvi.lt/
https://www.nvi.lt/naujausi-duomenys/

sergantys $iuo potipiu pasizymi geresniu iSgyvenamumu ir mazesniu Ki67 % (< 14 %) (80 —

85 % 5 m. isgyvenamumo tikimybé) (Zubair, Wang, and Ali 2021; Feeley et al. 2014).

Luminalinis B (ER+; PR+ ir HER-2-) sudaro apie 20 % visy KV atvejy. Sio tipo
navikai pasizymi greitesniu augimu ir yra agresyvesni. Luminalinis B potipis yra siejamas su
prastesne ligos prognoze ir dideliu Ki67 % (> 14 %) lyginant su luminaliniu A potipiu.
Kadangi pacientai yra maZziau jautriis hormony terapijai dél ko dazniau taikomas

kombinuotas gydymas, jskaitant chemoterapija (Dwivedi et al. 2019).

HER-2 (+) (ER-; PR- ir HER-2+) sudaro 17 % visy KV atvejy ir yra siejamas su
agresyvesne ligos vystymosi eiga, d¢l perteklinio HER2 baltymo kiekio ant véziniy lgsteliy
pavirSiaus. Nors HER2 (+) yra agresyvesnis nei Luminalinis A ir B tipas, tiksliné terapija
(pvz. herceptinas, pertuzamabas) pagerina pacienty iSgyvenamumo rodiklius (Dwivedi et al.

2019).

Pagrindinis poZzymis kuriuo TNKYV skiriasi nuo kity kriities vézinio susirgimy yra PR,

ER ir HER-2 trikkumas, dél ko pacientéms negali biiti taikoma hormony terapija (1.3 pav).

Geriausia
prognoze
Luminalinis A (~40%) * Labiausiai paplites
. """ b, ER+: PR+: HER2- « PasiZymi maZesniu Ki67 % ir |étesniu augimu
* Tiksling terapija: Tamoksifenu
Luminalinis B (~20%) * Pasitymi aukstu Ki67 % ir greitu augimu
ER+; PR+; HERZ- « Tiksling terapija: Tamoksifenu
.. * Padidéjusi HERZ raiska
::FE::’;;'”O "mER—-.H‘t:.II-:;IZ;n) = Greitesnis augimas nei luminaliniy potipiy
PR: Progesterona B = Tiksliné terzpija: Herceptinu
HER2 \
\
= Agresyviausias potipis
N, = ¥
A TN:!VF(‘R 15-3"3%) = Mustatomas jaunesnéms moterims
i - - DidZiausias kiekis BACAT mutacijy
Prasciausia
Prognoze

Created in BioRender.com bio

1.3 pav. Molekuliniai kriities vézio potipiai (parengta naudojant ,,BioRender*) (Singh
and Yadav 2021).
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1.2 Trejopai neigiamas Kriities véZys

Trejopai neigiamas kriities vézys yra vienas i§ agresyviausiy KV potipiy, sudarantis
nuo 15 % iki 20 % visy kriities vézio atvejy ir pasizymintis zenkliai didesniu mirtingumo
dazniu (~ 40 %) (Almansour 2022; Kim et al. 2018). TNKV daznai diagnozuojamas
jaunesnéms moterims (iki 40 m. amziaus) ypac turin¢ioms BRCA1 mutacijas, liga siejama su
vélyva diagnoze, didesne tikimybe metastazuoti ir didelius naviko diferenciacijos laipsniu.
TNKYV agresyvuma lemia, spartus véziniy lasteliy augimas ir plitimas j gretimus audinius
(plaucius, kepenis, krutinpléve ir kaulus) (Hon et al. 2016). TNKV pacientai yra nejautriis
hormony ir | HER2 nukreiptg terapija, kadangi navikings lastelés neturi estrogeno receptoriy
(ER-), progesterono receptoriy (PR—) ir HER2 baltymo (HER2-). Todél chemoterapija
iSlieka pagrindine gydymo forma, deja, bet gydymas pasireiskia ribotu efektyvumu, nes iki
50 % pacienciy iSsyvsto atsparumas gydymui, kas lemia didesnj mirtingumo daznj (Kim et al.
2018).

TNKYV néra vienalytis véZio tipas ir remiantis raiSkos profiliais yra skirstomas j 6
potipius: bazalinio tipo 1 ir 2 (BT1 ir BT2), mezenchiminis (M), mezenchiminiy kamieniniy
Iagsteliy tipo (MSL), luminalinis androgeny receptoriy (LAR) ir imunomoduliatorinis (1IM)
(Lehmann et al. 2011; Lehmann and Pietenpol 2015).

BT1 taip vadinamas dél navikiniy lasteliy panasumo j bazalinio sluoksnio lgsteles,
kurios sudaro kriities latakus. Sis potipis yra itin agresyvus ir linkes gretai progresuoti.
Navikinés Iastelés pasizymi padidéjusia lasteliy ciklo ir DNR pazaidy taisymo komponenty
raiska, dél kurios nustatomas padidéjes Igsteliy dalijimosi daznis. BT1 potipis yra jautrus
chemoterapinam gydymui taksanais (doksirubicinu ir paklitakseliu) dél padidéjusios
replikacijos geny raiSkos (Lehmann et al. 2011; Lehmann and Pietenpol 2015).

BT2 potipyje nustatoma padidéjusi augimo faktoriy NGF (angl. nerve growth factor)
EGF (angl. epidermal growth factor) raiska ir pakitusi MET (angl. mesenchymal—epithelial
transition) aktyvacija. Taip pat BT2 potipiui biidinga padidéjes glikolizés ir
gliukoneogenezés laipsnis. Butent dél pakitusios MET aktyvacijos navikas yra labiau linkgs
progresuoti j kitus audinius ir metastazuoti, todél manoma navikas yra maziau linkes reaguoti

i chemoterapija (Hon et al. 2016; Lehmann et al. 2011).
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M potipis apibréziamas padidéjusiu lasteliy plastisSkumu ir invazyvumu, dél pokyciy
siejamy su lasteliy judrumu (regulivojamy RHO (angl. ras homologous) aktino). Sis potipis
glaudziai susijes su EMT (angl. epithelial-mesenchymal transition), kas lemia véziniy

lasteliy agresyvuma ir atsparumg gydymui.

MSL potipis kaip ir M potipis, pasizymi pokyciais genuose, siejamuose su lgstelés
judrumu. MSL potipiui, biidingos mutacijos angiogenez¢ skatinan¢iuose genuose ir augimo
faktoriy receptoriuose, taip pat inozitolio fosfato (IP3) metabolizme. Ta¢iau MSL potipiui
budinga maza su lastelés nevaldomu dalijimusi susijusiy geny raiska, prieSingai nei M
potipiui.

LAR potipiui buidinga zenkliai didesné (9 kartus) androgeny receptoriaus iRNR raiska
lyginant su kitais potipiais. Taip pat padidéjusia hormoniniy signaliniy keliy aktyvacija,
iskaitant steroidy ir porfirino sinteze, androgeno bei estrogeno metabolizmu. Skirtingai nuo
kity TNKV potipiy LAR potipis pasiZymi létesniu augimu ir maZesniu agresyvumu
(Lehmann et al. 2011).

IM yra potipis pasizymintis stipresniu imuninio atsako reguliavimu. Navikinése
lastelése nustatomos mutacijos geny, dalyvaujanéiy imuniniame organizmo atsake. Sis
potipis iSsiskiria dél aktyvaus imuninés sistemos komponenty tokiy kaip T-limfocity ir B-

limfocity aktyvacijos ir poky¢iy.

Be receptoriy trikumo TNKYV pacientai pasiZzymi dideliu somatiniy mutacijy dazniu.
Nustatomos daznos TP53 mutacijos (83 %) ir sudétingi aneuploidiniai pertvarkymai (80 %),
del kuriy atsiranda didelis heterogeniSkumas tarp serganciyjy ir net skirtingose naviko zonose
(J.J. Qinetal., 2019). D¢l sio heterogeniskumo daznai pastebimas stiprus Salutinis poveikis
chemoterapijai ar net atsparumas, dél kurio manoma, yra ribotas chemoterapijos efektyvumas
(Kim et al. 2018), todél skiriama daug pastangy, siekiant nustatyti molekulinius
prediktyvinius ir prognostinius Zymenis TNKV pacientams. Vienas i$ tokiy Zymeny yra
STAT3 (angl. signal transducer and activator of transcription 3) genas ir jo signaliniame
kelyje dalyvaujantys komponentai, kuris pasizymi didele raiSka KV navikiniuose méginiuose

bei pakitusiu aktyvavimu (J.-J. Qin et al. 2019).
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1.3 Trejopai neigiamo kriities véZio gydymas

TNKYV gydymas islieka sudétingas dél vézio biologiniy savybiy (ER-, PR-, HER2-).
Chemoterapija iSlieka pagrindiniu gydymo metodu, ypa¢ ankstyvosiose vézio stadijoje, tatiau
yra naudojami ir kiti gydymo biidai, pvz. imunoterapija. Abiem atvejais pacientai vartoja
vaistus, norint sustabdyti vézio augima ir plitima, ta¢iau tai pasiekiama skirtingais budais.
Imunoterapija stiprina paciento, sergancio véZiu, imunings sistemos veikima, tam kad ja

nukreipty j véZines lgsteles, o tuo tarpu chemoterapija veikia visas organizmo Igsteles.

Chemoterpija veikia visg zmogaus kiing sukeliant pazaidas ir mirties procesus véZinése
Igstelése, taip slopinant jy dalijimasi bei plitimg. Gydymas gali biti taikomas prie§ operacija
siekiant sumazinti navika prie$ chirurging intervencija (neoadjuvantiné chemoterapija), arba
po operacijos, siekiant sunaikinti likusias véZines lgsteles (adjuvantiné terapija). Taip pat,
chemoterapija gali biiti kombinuojama ir cikliskai taikoma su prie§véziniais vaistais, kaip

pvz., doksirubicinu, pakliktakseliu, ciklofosfamidu karboplatina, ir kt.

Doksorubicinas yra antracikliny Seimos prieSvézinis preparatas, kuris §iuo metu yra
veiksmingiausias chemoterapinis vaistas KV gydyti. Doksorubicinas pasiZymi naviky
vystymasi slopinanéiu aktyvumu. Sis junginys patekes j lastelés vidy keliauja j branduolj, kur
gali jungtis su DNR ir uzkirsti kelig replikacijai. Ta¢iau buvo jrodyta, kad doksorubicinas tam
tikrais atvejais geba sukelti atsparuma vaistams ir net paskatinti naviky augima, kas blogina
pacienty iSgyvenamumo prognoz¢. Manoma, jog PI3K / AKT (angl. phosphoinositide 3-
kinase / protein kinase B) ir MAPK (angl. mitogen-activated protein kinase) signaliniy keliy
sgveika geba skatinti atsparumg doksorubicinui dél ko yra paskatinama Igsteliy proliferacija,
lastelés ciklo progresavimas ir apoptozés kelio uzkirtimas. Vienas i§ manomy mechanizmy
yra MAPK / ERK (angl. extracellular-signal-regulated kinase) signaliniy keliy sgveika
(Christowitz et al. 2019).

Paklitakselis vaistas, priklausantis taksany Seimai. Veikimas nukreiptas skatinant
veziniy lgsteliy apoptoze per poveikj tubulinui. Tubulinas yra baltymas, kuris geba
polimerizuotis ] ilgas grandines, kurios suformuoja mikrovamzdelius veikiancius kaip lasteliy
citoskeletas. Taksany Seimos vaistai gali jungtis prie tubulino ir blokuoti mikrovamzdeliy
iSardyma. Tai sutrikdo jy dinamika, sukelia mitozés sustojimg ir blokuoja lasteliy dalijimasi,
kas galiausiai sukelia apoptoze¢. Taciau yra nustatyta, jog paklitakselis veikia ir
mitochondrijas, slopindamas apopotozés slopiklio baltymg BCL-2. Paklitakselis, kaip ir
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daugelis prieSvéziniy vaisty, néra visiskai efektyvus ir tam tikromis saglygomis gydomiems
Siuo cheminiu vaistu nustatomas atsparumas. PavyzdZziui, zinoma, kad paklitakselis gali
sukelti daugybinj atsparumg vaistams, veikdamas per $iuos lasteliy mechanizmus:
skatindamas padidéjusig ABC baltymo (angl. ATP-binding cassette transporter) raiska
tarplasteliniuose nesikliuose, sukeldamas pokycius B-tubulino ir tubulino geny mutacijas
suriS§imo regionuose bei slopindamas su apoptoze susijusiy baltymy raiska (pvz., BCL-2 ir

TP53) (Barbuti and Chen 2015).

Karboplatina yra ,,antrosios kartos* (20 % mazesnis mirtingumas nuo KV, palyginti su
pirmosios kartos vaistais) platinos junginys, pasizymintis mazesniu toksiSkumu nei cisplatina.
Cisplatina ir karboplatina, yra platinos analogai naudojami pacientams, sergantiems
onkologinémis ligoms gydyti. Abu preparatai turi platy klinikinio panaudojimo spektrg ir,
nors abiejy junginiy sukeliamas Igstelés apoptozés mechanizmas yra panasus, buvo jrodyta,
jog cisplatina yra veiksmingesné gydant konkrecius naviko tipus. Tuo tarpu karboplatina
siejama su palankesniu toksiSkumo profiliu, tac¢iau tai dazniausiai lemia, jog $is vaistas yra tik

i§ dalies veiksmingas specifiniams navikams (Ho, Woodward, and Coward 2016).

Karboplatina veikia kaip alkilinantis junginys, gebantis suristi ir sujungti DNR, todél
replikacijos metu DNR grandinéje yra sukeliamos pazaidos ir tokiu biidu lgstel¢je slopinamas
dalijimosi procesas. Siuo metu tiksliai néra isaiskinti biocheminiai mechanizmai susije su
karboplatina ir jautrumu Siam vaistui, bet manoma jog vienas i$ $iy mechanizmy veikia per
TP53 $eimos baltyma TP63. Sis baltymas kontroliuoja nuo TP73 priklausomo karboplatinos
jautrumo kelig. In vivo buvo pastebéta, jog TP63 ir TP73 izoformy (ANp63 ir TAp73,
atitinkamai) raiSka buvo i$skirtinai TNKV Igstelése, kurios pasizyméjo TP53 inaktyvacija.
Vézinés lastelés, pasizymincios ANp63a ir TAp73 raiska, yra linkusios turéti jautruma
cisplatinai, kas priklausé nuo TAp73. ANp63 skatino KV lgsteliy iSgyvenima, suriSdama
TAp73 ir taip slopindama jo apoptoze skatinantj aktyvuma. Cisplatina geba atskirti ANp63
nuo TAp73, kas lemia baltymo aktyvacijg ir apoptoze skatinan¢iy Bel-2 Seimos nariy

indukcija ir Igsteliy apoptozé (Leong et al. 2007).

Ciklofosfamidas dar Zinomas kaip citoksanas yra prieSvéZzinis preparatas, azoto
garstyCiy darinys (angl. nitrogen mustard), kuris yra DNR alikilinantis junginys. Vaistas néra
specifiskas ciklo fazéms ir metabolizmo metu yra skaidomas j aktyvig formg (aldofosfamida),
gebancig slopinti baltymy sinteze per DNR ir RNR suliejimg. Apoptoze reguliuojanciy geny
(TP53, CASP3 (angl. caspase-3), BCL-2, BCL-X (angl. B-cell lymphoma-extra large))
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mutacijos yra siejamos su cheminiu atsparumu chemoterapiniams preparatams jskaitant:

ciklofosfamidg ir doksorubicing (O’Reilly et al. 2015).

1.4 STAT3 signalinis kelias

1.4.1 STAT3 genas ir jo aktyvacija

STAT3 genas priklauso transkripcijos reguliatoriy ir aktyvatoriy Seimai sudarytai i§ 7
geny (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STATSb ir STAT6). Sie genai koduoja
baltymus, atsakingus uz lastelés signaly perdavimg ir transkripcija bei dalyvauja daugelyje
biologiniy procesy, tokiy kaip lgsteliy augimas, diferenciacija ir imuninés sistemos atsakas.
STAT baltymy aktyvacija vyksta per Janus kinaziy (JAK) signalus, kas skatina baltymy
fosforilinimg ir tiksliniy geny aktyvacijg. Ypac didelis démesys yra skiriamas STAT3 genui,
kadangi, moksliniuose ir klinikiniuose tyrimuose jrodyta, jog geno raiska yra per daug
aktyvinta beveik visuose véziniuose susirgimuose (Darnell 1997; Tolomeo and Cascio 2021).
Genas lokalizuotas 17 chromosomos ilgajame petyje, 4921 bp ilgio ir yra sudarytas i§ 24
egzony (GRCh38.P14 - Hg38 - Genome - Assembly - NCBI, n. d.) Pagrindiné STAT3 geno
funkcija — tiesiogiai ir netiesiogiai reguliuoti daugelio geny susijusiy su lasteliy

iSgyvenamumu raiska (Kulesza et al. 2019).

Nustatyta, kad STAT3 yra raiSka yra pakitusi beveik visuose vézio tipuose ir skatina
chemoterapiniy vaisty veiksmingumo sumazéjima, bei prastesne ligos prognoze (Ma, Qin,
and Li 2020; J.-J. Qin et al. 2019; Yang et al. 2020), o STAT3 aktyvumo blokavimas gali
padidinti chemoterapijos poveikj (J. J. Qin et al. 2019; Yang et al. 2020). STAT3 sukeliamas
cheminis atsparumas grindziamas NF-xB (angl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells) raiskos padidéjimu, kas suteikia TNKV navikiniy lgsteliy cheminj
atsparumg (J. J. Qin et al. 2019). Taip pat, atsparumas chemotarpijai siejamas su hipoksiniy
salygy naviky mikroaplinkoje, sukélimu, kas sumazina chemoterapiniy vaisty, ypac
cisplatinos, veikima. Panasiai kaip ir NF-xB, STAT3 padidina ir ABC neSikliy geny raiska,
ypa¢ ABCC2 ir ABCC6 raiskos lygius hipoksija gydomose TNKYV lgstelése, todél suteikia
atsparumg cisplatinai (J. J. Qin et al. 2019).

STATS3 signalinis kelias yra aktyvuojamas citokiny, kurie svarbiis Igsteliy
komunikacijali. Tokiy kaip, interleukino 6 ir 10 (IL-6 ir 10) ir augimo veiksniy, kaip EGF,
fibroblasty augimo veiksniy (FGF — angl. fibroblast growth factor) bei j insuling panasiy
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augimo veiksny (IGF — angl. insulin-like growth factor) (Ma et al. 2020). Sie veiksniai
prisijungdami prie specifiniy receptoriy aktyvuoja JAK (angl. janus activated kinase) ir
STATS3 fosforilinima.

Fosforilintas STAT3 baltymas branduolyje gali aktyvinti genus, kurie susij¢ su KV
progresija pvz. BCL-2 (angl. B-cell lymphoma-2). Fosforilintas STAT3 jungiasi ir su kitais
naviko augimg skatinanéiai baltymais kaip, pvz., GLI1 (angl. glioma-associated oncogene
homologue 1) ir tGL1 (angl. truncated glioma-associated oncogene homolog 1) ir aktyvinti
UPF3A (angl. regulator of nonsense transcripts 3A) geno raiska. Taip pat, STAT3 geba
aktyvinti MAPK / AKT (angl. mitogen-activated protein kinase / protein kinase B) signalinj
kelig, kas manoma, gali aktyvuoti R-RAS-2 (angl. Ras-related protein 2) ir NFIB (angl.
nuclear factor | B). Galiausiai STAT3 geba formuoti kompleksus su NF«B ir slopinti DDIT3
(angl. DNA damage-inducible transcript 3) kas aktyvina ALDH1A1 (angl. aldehyde
dehydrogenase 1al) raiska (1.4 pav.). Visi Sie procesai gali buti susij¢ su vézio vystymusi ir
atsparumu chemoterapijai (Liu et al. 2019; Poturnajova, Kozovska, and Matuskova 2021; J. J.
Qin et al. 2019; Sirkisoon et al. 2018; Wu et al. 2018).

Plazminé
membrana

B DD DD B B G R T 8D G @D SO DD MWD A3 DA G BROPBS DD DORDODOODODDODRPDODDR DR

Citoplazma

-
T-f/

; Branduolys Created in BioRender.com bio

1.4 pav. STAT3 signaliniame kelyje dalyvaujantys baltymai: JAK (angl. janus activated

kinase); BCL-2 (angl. B-cell lymphoma-2); GLI1 (angl. glioma-associated oncogene
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homologue 1); tGL1 (angl. truncated glioma-associated oncogene homolog 1); UPF3A (angl.
regulator of nonsense transcripts 3A); R-RAS-2 (angl. Ras-related protein 2); MAPK / AKT
(angl. mitogen-activated protein / protein kinase B); DDIT3 (angl. DNA damage-inducible
transcript 3); ALDH1A1 (angl. aldehyde dehydrogenase 1al); NFIB (angl. nuclear factor | B)
(parengta naudojant ,,BioRender) (Ma et al. 2020; Nogueira et al. 2021; Poturnajova et al.
2021)

1.4.2 BCL-2 genas

BCL-2 baltymy Seima yra plati vidinio apoptozés kelio reguliatoriy Seima, kurioje Siuo
metu yra identifikuojami 25 nariai. Remiantis baltymy funkciniu aktyvumu, BCL-2 Seima yra
suskirstyta j dvi dideles grupes: apoptoze skatinancius ir slopinan¢ius BCL-2 tipo baltymus
(Maji et al. 2018). BCL-2 baltymas priklauso apoptoze blokuojané¢iy BCL-2 Seimos baltymy
grupei. Genas yra 18 chromosomos ilgajame petyje, 1595 bp ilgio ir yra sudarytas i$ 4
egzony (GRCh38.P14 - Hg38 - Genome - Assembly - NCBI, n. d.). BCL-2 nustatomas
iSorin¢je mitochondrijy membranoje, kur skatina Igsteliy i§gyvenamuma, palaiko
mitochondrijos membranos integralumg ir slopina apoptozg skatinanc¢iy baltymy poveik].
BCL-2 baltymas blokuoja BAX / BAK (angl. BCL2 associated X, apoptosis regulator / Bcl-2
homologous antagonist killer) oligomerizacija, kuri prieSingu atvejy pazeisty mitochondrijos
membranos integralumg ir skatinty i$skirti apoptotines molekules tokias kaip C-MYC. Taip
pat BCL-2 geba jungtis ir inaktyvuoti BAX ir kitus apoptoze¢ skatinancius baltymus, tokiu
biidu slopindamas apoptoze (Tzifi et al. 2011).

Padidéjusi BCL-2 raiska slopina apoptoze, kurig sukelia jvairtis dirgikliai, jskaitant:
augimo faktoriy trilkuma, hipoksija ir oksidacinj stresg. Didzioji dalis $ig dieng naudojamy
prie§véziniy preparaty priklauso nuo BCL-2 / BAX mechanizmy, skirty naikinti navikines
lasteles. Taigi, BCL-2 veikia centriniame konservatyvios lasteliy mirties taske nuo kurio
priklauso daugumos vaisty nuo vézio efektyvumas. Tokios sgveikos pavyzdys galéty biiti
atliktas tyrimas, kuriame buvo parodyta, jog slopinant BCL-2 raiskg TNKYV lgstelés tampa
jautresnés doksorubicinui (Inao et al. 2018; Yip and Reed 2008).
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1.4.3 R-RAS-2 genas

RAS yra G-baltymy superSeima reguliuojanti jvairius signalo perdavimo procesus ir
kelius. Baltymai yra konservatyvios mazos (mazdaug 20-30 kDa) GTP-azés. Sie baltymai
suri$a guanino nukleotidus ir veikia kaip molekuliniai jungikliai, keisdami savo formga tarp
suri$to su GTP (angl. guanosine-5'-triphosphate) ar su GDP (angl. guanosine diphosphate).
RAS superseimg sudaro RAS (angl. rat sarcoma virus), RHO (angl. rhodopsin), RAB (angl.
ras-associated binding), ARF (angl. small ADP ribosylation factor) ir RAN (angl. ras-
related nuclear protein) poseimiai. Sie baltymai kontroliuoja: signalo perdavima, lasteliy
augima, transformacijg, transportavimg, migracija ir adhezijg (Parmar and Tamanoi 2010;
Reuther and Der 2000).

R-RAS-2 (dar zinoma kaip TC21) kartu su R-RAS-1 ir R-RAS-3 sudaro RAS GTPazés
poseimj. R-RAS-2 yra transformuojanti GTPaz¢, turinti daug bendry efektoriy signalinéje
kaskadoje su RAS baltymy poseimiais. R-RAS-2 genas yra 11 chromosomos trumpajame
petyje, 2186 bp ilgio ir yra sudarytas i$ 11 egzony (GRCh38.P14 - Hg38 - Genome -
Assembly - NCBI, n. d.). Sis baltymas veikia kaip signalo perdavéjas ir aktyvuoja signalinius
kelius reikalingus lasteliy proliferacijai vykti. Sergant onkologinémis ligomis R-RAS-2
veikia tiek pirminése KV lgstelése, tiek vélyvuose vézio metastazavimo etapuose. RAS-2
skatina kancerogeneze nuo PI3K (angl. phosphoinositide 3-kinase) priklausomu ir
autonominiu signalinés kaskados biidu (Larive et al. 2014). R-RAS-2 taip pat yra siejamas su
atsparumu chemoterapijai. Atlikto tyrimo metu buvo jrodyta, jog padidéjusi R-RAS-2 geno
raiSka yra siejama su atsparumu chemoterapijai KV pacientuose. Nors tikslus mechanizmas
néra iSaiskintas, manoma jog padidéjusi R-RAS-2 geno raiska sukelia didesnj augimo faktoriy
aktyvavimg, ir ER nestabilumg (Rokavec et al. 2008). R-RAS-2 taip pat skatina véziniy
lasteliy EMT (angl. epithelial-mesenchymal transition), kas yra siejama su atsparumu

chemoterapijai (Wang et al. 2022).

1.4.4 UPF3A genas

UPF3A priklauso baltymy grupei reguliuojan¢iai NMD (angl. nonsense-mediated
MRNA decay). NMD atlieka svarbig funkcijg kontroliuojant potranskripcing Zmogaus geny
raiska splaisingo metu. 75 % sugeneruoty pre-iRNR sintetinamos alternatyvaus splaisingo
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metu ir daugiau nei trecdalis tokiy iRNR molekuliy yra pasalinamos NMD keliu. Didzioji
dalis tokiy pasalinty iRNR atsiranda dél netaisyklingos transkripcijos (Isken et al. 2008).
UPF3A genas yra 14-osios zmogaus chromosomos ilgajame petyje, 2271 bp ilgio ir yra
sudarytas i§ 14 egzony (GRCh38.P14 - Hg38 - Genome - Assembly - NCBI, n. d.). UPF3A
genas koduoja baltyma, kuris yra potranskripcinio baltymy komplekso, veikian¢io iRNR
pernesimo 1§ branduolio ir iRNR patikroje procesuose. Taip pat, manoma, jog Sis baltymas
slopina NMD veikimg ir yra reguliuojamas UPF3B (angl. regulator of nonsense transcripts
3B) (Pawlicka, Kalathiya, and Alfaro 2020).

Pacientuose serganciuose véziu NMD veikia kaip apsauginis mechanizmas, siekiantis
pasalinti mutacijas, kurios perduodamos ligos progresijos metu. Tai ypac naudinga, kai iRNR
koduoja dominuojancias navikg slopinanc¢iy geny mutacijas. Sutrikusi NMD veikla gali lemti,
jog tokie netaisyklingi iRNR tranksiptai néra pasalinami ir yra transliuojami. Sio reiskinio
pavyzdys yra dominuojanti heterozigotiné navika slopinanc¢io geno BRCAL mutacija, kuri
gali sukelti paveldimg KV ir kiau$idziy vézj. Jrodyta, jog sutrumpéjusio BRCAL geno
transkripto raiSka gali sukelti atsparuma chemoterapijai, sumazinti jautruma apoptozei ir

mazinti naviko augimo slopinima in vivo (Pawlicka et al. 2020).

1.4.5 ALDH1A1 genas

Aldehidai yra reaktyviis, kenksmingi, elektrofiliniai junginiai, kurie gali kauptis
Zmogaus organizme cheminiy medziagy ir vaisty metabolizmo metu. Aldehido
dehidrogenazés (ALDH) yra fermenty Seima, katalizuojanti aldehido pavertimg |
karboksirtigsti nuo NAD(P)+ priklausomos oksidacijos buidu. ALDH aktyvumas stebimas
citozolyje, branduolyje, mitochondrijose ir endoplazminiame tinkle. I§ viso yra identifikuota
19 ALDH Seimos nariy, jskaitant ALDH1 ALDHI1A1, ALDH1A3, ALDH2, ALDH3A1 ir
ALDH1AZ1 (Liu et al. 2015).

ALDH1AL1 genas lokalizuotas 9 chromosomos trumpajame petyje, 2096 bp ilgio ir
sudarytas i§ 13 egzony. ALDH1A1 koduojamo baltymo pagrindiné funkcija ya retinoinés
rigsties metabolizmas, paverciant retinaldehidg i retinoing riigsti, kuri yra biitina lasteliy
diferenciacijai, augimui ir vystymuisi. Taip pat baltymas atlieka svarbig funkcijg saugant
lasteles, nuo oksidacinio streso, detoksikuojant aldehidus, susiformuojancius medziagy

apykaitos procesy metu, taip prisidedant prie atsparumo apoptozei (Liu et al. 2015; Wei et al.
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2022; Yue et al. 2022). Irodyta, jog ALDH1AL1 raiska yra padidéjusi daugelyje véziniy
susirgimy jskaitant KV, TNKYV, kiausidziy, skrandzio, gaubtinés ir tiesiosios zarnos, stemplés
véziniuose susirgimuose. ALDH1A1 svarbus cheminio atsparumo issivystyme TNKV
pacientuose, nes skatina vézio kamieniniy lasteliy formavimasi ir jy palaikymg. Nors tikslus
mechanizmas néra zinomas manoma, jog ALDH1A1 aktyvuoja signalinius kelius tokius, kaip
ALDH1ALl/ HIF-1a/ VEGF, kur ir padeda naviko angiogenezei ir iSgyvenimui streso
sglygomis, bei reguliuvodamas véziniy lasteliy iSgyvenamumg didinanc¢ius kelius, tokius kaip
Wnt/B-kateninas ir STAT3. ALDH1A1 geno slopinimas eksperimentiniuose modeliuose

padidina chemoterapijos efektyvumg ir mazina naviko augimag (Wei et al. 2022).

1.4.6 NFIB genas

NFIB yra transkripcijos faktorius, dalyvaujantis reguliuojant geny raiska, svarbig
lasteliy diferenciacijai, augimui ir i§gyvenimui. Jis priklauso branduolio faktoriaus I (NFI)
Seimai: NFIA, NFIB, NFIC, NFIX. Genas yra lokalizuotas 9 chromosomaos, trumpajame
petyje, 7825 bp ilgio ir sudarytas i§ 22 egzony. NFIB raiska yra padidéjusi TNKV pacientése
ir yra siejama su prastesne ligos prognoze, sumazéjusiu chemoterapijos efektyvumu dél $io
baltymo jtakos onkogeniniams keliams (tiesiogiai slopina p21), skatinantiems vézio lgsteliy
dauginimasi ir iSgyvenimg. Taip pat NFIB genas chromosominés translokacijos metu gali
susijungti su MYB (angl. v-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog), genu
reguliuojanciu Igsteliy diferenciacijg ir proliferacijg. Susiformaves chimerinis MYB-NFIB
genas lemia netipiskag MYB geno aktyvacija skatinan¢ig navikiniy Igsteliy nevaldoma
dalijimasi. Susiformaves genas néra daznai nustatomas kituose véziniuose susirgimuose,
todél taip pat galéty biiti naudojamas kaip potencialus zymuo TNKYV nustatymui (Wang et al.
2021).

1.5 Genuy raiskos tyrimo metodai skys¢iuy biopsijoje

Skysciy biopsija yra neinvazyvus metodas, skirtas molekuliniams bioZymenims aptikti,

nereikalaujant invaziniy procediiry. Kraujyje cirkuliuojancios véZinés lastelés arba vézio
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RNR ar DNR pédsakai gali biiti aptinkami ir analizuojami pritaikant jvairius metodus

(skaitmeninis PGR, naujos kartos sekoskaita (NKS), AT-KPGR (atvirkstinés transkripcijos

kiekybiné polimerazés grandininé reakcija) ir t.t.). Geny raiskos tyrimy metu yra siekiama

kiekybiskai jvertinti transkribuotos iRNR kiekj biologinéje medziagoje. Dauguma baltymy po

transliacijos yra modifikuojami ir lgstelés buklés pokyciai yra susij¢ su kai kuriy geny iRNR

lygio pokyc¢iais, todél transkripto kiekj yra naudinga iSmatuoti.

Geny kaip STAT3, ALDH1A1, NFIB, R-RAS2, BCL-2 ir UPF3A raiskos padidéjimas

gali daryti jtakg RNR lygiui kraujo plazmoje dél jy vaidmens lasteliniuose procesuose.

Pavyzdziui, STAT3 reguliuoja nekoduojanciy RNR ir citokiny raiska skatinancig Iasteliy

proliferacija, uzdegiminius procesus, kurie potencialiai gali skatinti RNR i1$skyrima j plazma,

dél imuninés sistemos veikimo, ypac¢ véziniy lasteliy atveju (Gil et al. 2023; Rezvani and

Barrett 2014). Toliau, BCL-2, potencialiai gali padidinti RNR stabilumg ir gausg plazmoje,

del anti-apoptotiniy geno funkcijy. D¢l Sios priezasties, véziniy susirgimy atvejais geny

aktyvumo poky¢iai galéty lemti cirkuliuojancios RNR kiekio padid¢jimg kraujo plazmoje.

Populiariausi geny raiSkos matavimo metodai: skaitmeninis PGR, AT-kPGR, geny

raiskos mikrogardelés, naujos kartos sekoskaita ir kt. (Parmigiani et al. 2003).

1.1 lentelé Geny raiSkos tyrimo metodai ir jy palyginimas (Parengta pagal

https://www.thermofisher.com; (Della Starza et al. 2018)) .

Reikalingas
Metodas Jautrumas Kaina prafl.mes Tyrlmg Vienu metlf tlr.lam“
medziagos trukmé geny kiekis
kiekis
Aukstas
. .. (vienos Sy ~10ng ~2-3 1-10 taikiniy
SLAEEBHER molekulés Vidutiné DNR/RNR valandos viename bandyme
aptikimas)
. Zema arba | ~50-100 ng ~2-4 _
AT-kPGR Aukstas vidutine RNR valandos 1-100 taikiniy
Naujos kartos Labai ~100 ng-1 . \_/isas
. ¥ Auksta 1-3 dienos transkriptomas (20
sekoskaita aukstas ug RNR
000 + geny)
~5001 10 00040 000 i
Mikrogardelés Vidutinis Vidutiné RNR g 1-2 dienos anksto nustatyty
geny

Vienas i$ tiksliausiy Siuo metu taikomy metody klinikose genetiniams poky¢iams tirti

skys¢iy biopsijos méginiuose yra skaitmeninis PGR. Skaitmeninis PGR naudojamas
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mutacijoms aptikti, kiekybiskai jvertinti kopijy skai¢iaus variacijas, jvertinti cirkuliuojancios
DNR ir / ar RNR / mikroRNR kiekj ar geny mutacijas. Metodas yra paremtas vandens—
aliejaus emulsijos laseliy sukiirimu. Méginys i$ pradziy iSfrakcionuojamas j didelj kiekj
laseliy tuomet kiekviename atskirame laselyje vyksta kopijings DNR molekuliy PGR
amplifikacija. Po PGR reakcijos kiekvienas laselis yra nuskaitomas, kad bty nustatyta
laseliy dalis, kuriuose sékmingai jvyko reakcija. Tuomet Sie duomenys yra iSanalizuojami
remiantis Puasono statistika, norint jvertinti tikslig Kopijinés DNR koncentracija pradiniame
méginyje. (Li et al. 2019b). Méginiy i$frakcionavimas yra pagrindinis skaitmeninio PGR
metodo aspektas (Han, Wang, and Sun 2017; Li et al. 2019a).

Mikrogardelés yra laboratoriné priemong, skirta vienu metu iSmatuoti geny raiska
dideliam kiekiui méginiy. Mikrogardeliy skenavimo aparate yra nuskaitoma plokstelé,
kurioje atspausdinta tikstan¢iai mazyciy jduby nustatytose vietose, kuriy kiekvienoje vietoje
yra zinoma DNR seka. DNR molekulés, pritvirtintos prie plokstelés, veikia kaip zondai, skirti
aptikti geny raiskai. Norint atlikti geny raiskos tyrimg mikrogardelémis, iRNR molekulés
paprastai analizuojamos i§ eksperimentinio méginio ir kontrolés. Toliau, i§ dviejy iRNR
meéginiy susintetinama kDNR ir kiekvienas méginys pazymimas skirtingos spalvos
fluorescenciniu zondu. Tuomet méginiai sumaiSomi ir leidZiama prisijungti prie
mikrogardelés stiklelio hibridizacijos metu. Po hibridizacijos mikrogardelé nuskaitoma, kad
biity iSmatuota kiekvieno geno raiska. Jei konkretaus geno raiska eksperimento metu yra
didesné nei kontrolés atveju, tada atitinkamas mikrogardelés taskas atrodo raudonas ir
prieSingai, jei zemesné — Zalia spalva. Galiausiai, jei yra vienoda raiska, taSkas atrodo

geltonai (Slonim and Yanai 2009).

Naujos kartos sekoskaitos technologijos yra naudojamos visos transkripto sekos
nustatymui. Sekoskaita pagrjsti metodai yra gera alternatyva geny raiskos analizei
hibridizacija pagristiems metodams dé¢l didesnio proceso nasumo ir jautrumo. NKS metodo
jautrumas ir specifiSkumas, leidzia mokslininkams nustatyti cirkuliuojan¢ig RNR kraujyje
kiekj, taip pat NKS gali biiti naudojama vieno geno, geny rinkiniy ar net genomo masto vézio
tyrimams. Butent d¢l didelio metodo jautrumo ir naSumo NKS technologijos yra vienas
plac¢iausiai naudojamy geny raiskos analizés metody (Chen and Zhao 2019). Priklausomai
nuo technologijos, NKS metu RNR yra hidrolizuojama j fragmentus, pagal kuriuos yra
sintetinama kDNR arba vykdomas multipleksinis PGR. Toliau prie kDNR galo yra
prijungiamos trumpos DNR molekulés — adapteriai. Vykdoma sekoskaita, kurios metu, pagal
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adapterius, fragmentai gali prisijungti prie Sabloninés sekos su kuria lyginami tiriamajame

fragmente esantys pakitimai (Jain 2012).

1.5.1 Atvirkstinés transkriptazés kiekybiné polimeraziné grandininé

reakcija

Atvirkstinés transkriptazés kiekybiné polimeraziné grandininé reakcija (AT-KPGR) yra
metodas tinkamas tiksliniy geny raiSkai tirti. Jis uztikrina greitg ir tiksliniy DNR seky
aptikimg bei kiekybinj jvertinimg jvairiose biologinése medziagose. Taip pat, Siuo metodu
vykdant tyrimus yra sunaudojama maziau sgnaudy. Taikant AT-kPGR, kad kiekybiskai
jvertintinty geny raiSka, RNR reikia i$skirti i$ eksperimentinio méginio ir konvertuoti i KDNR

per procesg, vadinama atvirkstine transkripcija (Kuang et al. 2018).

Daugelis lasteliniy procesy ir funkcijy yra reguliuojami geny raiskos pokyciais. Todél
kiekybinis geny transkripcijos lygio nustatymas yra svarbus, siekiant suprasti geny funkcijas,
reguliavima ir pokycius, kuriuos gali sukelti ligos. AT-kPGR yra placiai naudojamas
kiekybinio jvertinimo metodas, skirtas nustatyti geny raiSkos poky¢ius is$ lgsteliy, audiniy
arba kiino skysc¢iy, tokiy kaip kraujo plazma. Metodas leidzia tiesiogiai aptikti PGR
produktus eksponentiniy cikliniy reakcijy metu (Overbergh et al. 2003). AT-kPGR pagrjstas
fluorescencija, siekiant iSmatuoti DNR taikinio kiekj, esantj kiekviename amplifikacijos cikle
PGR metu. Dazniausiai fluorescencijai gauti yra naudojami specifiniai hidrolizés zondai
(TagMan zondai) arba dazai jsiterpiantys j DNR (pvz. SYBR® Green I; (Pereira-Gomez et al.
2021)).

SYBR® Green | kPGR reakcjos metu naudojami komponentai: matrica su dominancia
DNR seka, dNTP (deoksiribonukleotidai), polimeraze, specifiniai pradmenys ir
fluorescenciniai dazai. Denatiiravimas yra pirmasis PGR reakcijos zingsnis, kurio metu
dvigrandé DNR yra denattiruojama j dvi viengrandes DNR sekas — 95 C°. Sekantis etapas yra
hibridizacija. Siame etape tirpalo temperatiira nuleidziama iki 45-65 C° ir pradmenys
komplementarumo principu prisitvirtina prie tiksliniy sekos galy. Galiausiai, prailginimo
fazéje temperatiira pakyla iki 65—75 C°. DNR polimeraz¢é prisijungusi prie specifinio
pradmens, prijungiami nukleotidai, kol susintetinamas amplikonas. SYBR® Green | dazas

jsiterpia ] visas naujai susintetintas dvigrandes DNR sekas ir fluoresuoja (1.5 pav.).
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1.5 pav. SYBR® Green | dazo prisijungimas prie DNR taikinio PGR metu (Fraga, Meulia,
and Fenster 2014)

Fluorescencija kaupiasi PGR cikly metu ir yra matuojama kiekvieno PGR ciklo
pabaigoje. Dazniausiai reakcija kartojama 40 cikly. Siekiant iSmatuoti DNR kiekj,
iSmatuojamas SYBR Green | generuojamos fluorescencijos intensyvumas, virsijantis fono
lygi. SYBR® Green | kPGR reakcija yra paprastesné ir pigesné nei naudojant TagMan®, nes
nereikia fluorescuojanciy zondy (Essentials of Real-Time PCR - LT, n. d.). Kreiviy lydymosi
analize yra dvigrandinés DNR atsiskyrimo jvertinimas kaitinimo metu. Tyr¢jai lydymosi
kreiviy analiz¢ naudoja tam, kad nustatyty PGR tyrimo specifiSkuma, kuomet
interkaliuojantis dazas naudojamas kaip reporteris, kuris lieka susijes su amplikonu. Jeigu
diagramoje matoma viena ryski vir§iing, tai reiSkia jog amplifikuoti DNR produktai yra artimi

(didelis specifiskumas) (Lalonde, Reyes, and Gajadhar 2013).

TagMan kPGR reakcijos metu naudojami komponentai: pora specifiniy pradmeny,
TagMan zondas su FAM™ arba VIC™ dazais 5° gale. Veikimo principas yra pagrjstas
polimerazés 5'-3' egzonukleaziniu aktyvumu, kas leidzia aptikti fluoresencija realiu laiku.
TagMan zondo struktiiroje yra fluoresencinis reporteris ir slopiklis (angl. quencher).

Denatiaravus DNR grandines PGR metu zondas prisijungia prie DNR sekos, taciau
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neskleidzia jokio fluoresencijos signalo dél slopiklio, slopinancio fluoresencinj reporterj.
Kuomet vyksta prailginimo fazé, Taq polimerazé sinetina naujg granding, jos 5'-3'
egzonukleazinis aktyvumas geba skaidyti zondg (1.6 pav.). Reporteris atskiriamas nuo
slopiklio, ir signalas tampa matomas. Su kiekvienu PGR ciklu yra i$skiriamas didesnis kiekis
fluoresencinio dazo, tod¢l intensyvumas didéja proporcingai susintetinto amplikono kiekiui.
TagMan yra tikslesnis metodas, negu naudojant SYBR®, dél didesnio naudojamy zondy

specifiskumo (Holland et al. 1991; Tajadini, Panjehpour, and Javanmard 2014).

(R\ TagqMan
o ./
Tiesioginis pradmuo 51 Zondas
3 [ . > 3’ % Polimerizacija ir

5 2 grandiniy atskyrimas
2

Atvirkstimis pradmuo

f; Zondo atskyrimas

............................. 4:5

Atvirkstinis pradmuo B~ .
P Fluoresencija jvyksta zondui

atsiskyrus nuo slopiklio

5 Polimerizacijos pabaiga

AtvirkStinis pradmuo

1.6 pav. TagMan zondo veikimo principas PGR metu (Marmiroli and Maestri 2007)
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos ir aparatiira

Magistrinio darbo metu naudoti reagentai pateikti 1 lenteléje, o naudota laboratoriné

jranga 2 lentelé¢je.

1 lentelé. Tyrime naudoti reagentai ir rinkiniai

Medziaga / rinkinio pavadinimas

Gamintojas

Etanolis 96 %

Gintariné vaistiné

Chloroformas

Roth

QIAzol Lysis reagentas

QIAGEN

First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR with dsDNase

Thermo Scientific

Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (2X), ROX

Solution provided

Thermo Scientific

miRNeasy Serum/Plasma rinkinys QIAGEN
UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB, ALDH1A1 ir GAPDH )
Metabion
pradmenys
2 lentelé. Tyrime naudota aparatiira
Aparatiira / priemoné Gamintojas

Termomaisyklé TS-100C

Thermo Scientific

Centrifuga / purtyklé FVL-2400N Combi-Spin

Biosan

Laminariné traukos spinta Herasafe KS 15

Thermo Scientific

Svaraus oro spinta UVT-S-AR

Biosan

Saldoma centrifuga Heraeus Megafuge 8R

Thermo Scientific

Spektrofotometras NanoDrop 2000

Thermo Scientific

QuantStudio 5 Real-Time PCR System

Applied Biosystems

Termocikleris ProFlex™ 3 x 32-well PCR System

Applied Biosystems
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2.2 Tiriamoji pacienciy imtis

Kraujo meéginiai surinkti i§ TNKV serganciy pacienc¢iy Nacionaliniame véZio institute

2019-2023 m. ] baigiamajj darbg i$ viso jtrauktos 94 TNKYV pacientés, kuriy kraujo éminiai

buvo renkami prie§ gydymg NAC (0 mén.) ir po (vid. 6 mén. (4-10 mén.)) (2.1 lentelé).

Pacienciy gydymas buvo sudarytas i§ 4 cikly, skiriant karboplating ir pakliktakselj, véliau

ciklofosfamida bei doksirubicing. Magistriniame darbe pateikti 188 poriniy méginiy

rezultatai: 94 pries ir 94 po gydymo NAC. Lietuvos bioetikos komiteto leidimas tyrimui buvo

gautas 2019-02-26, leidimo Nr. 2019/02-1084-589.
2.1 lentelé Visy tiriamy pacienciy klinikiniai rodikliai

Demografiniai ir klinikiniai rodikliai
TNKYV pacientés (N):
Amziaus mediana (intervalas):
CEA (ng/ml) mediana (intervalas)

CA 15-3 (U/ml) mediana (intervalas)
CEA po chemoterapijos (ng/ml) mediana (intervalas)
CA 15-3 po ch/th (U/ml) mediana (intervalas)
Atsakas j gydyma NAC:

Pilnas (PA)

Nepilnas (NA)

Likutinis navikas:

Neigiama (NRD)

Teigiama (RD)
Diferenciacijos laipsnis:

Gl/2
G3
Ki67 % rodiklis*:

Ki67 % > 60
Ki67 % < 60

TNKY pacientés (%)
94 (100 %)

55 m. (25-75 m.)
1,2 (0,2-5,8)
21,4 (7,9-114,7)
1,3 (0,4-6,6)
25,3 (6,9-58,1)

62 (66 %)
32 (34 %)

62 (66 %)
32 (34 %)

14 (15 %)
80 (85 %)

61 (66 %)
31 (34%)

CA 15-3 — kriities vézio zymuo; CEA — karcinoembrioninis antigenas; Ki67 % —

proliferacijos zymens Ki67 kiekis; *2 pacien¢iy Ki67 % zymuo nepateiktas.
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2.2.1 Tyrimo eiga

Magistrinio darbo metu buvo siekiama jvertinti UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3,
NFIB, ALDH1A1 geny ir kontrolinio GAPDH geno raiskg TNKV pacienciy kraujo plazmos
méginiuose. Tyrimas pradétas nuo RNR i$skyrimo,véliau, kopijinés DNR (KDNR) sintezés ir
AT-kPGR (2.1 pav.).

~ = |
iﬁ—) @ 2 [Newd) =]

Serjinal krsitilo Visuminés RNR skyrimas KDNR sintezé AT-KPGR reakcila
plazmos meéginiai i,

rezultaty analizé

Slenkstiné riba

2.1 pav. Tyrimo schema (Parengta naudojant ,,Adobe Illustrator* programg)

2.2.3 RNR skyrimas

Tyrimo metu naudotas naudojant miRNeasy Serum/Plasma Kit (QIAGEN) rinkinys.
RNR isskirta 18 1§ 200 puL kraujo plazmos méginiy pagal gamintojo rekomendacijas
(MiRNeasy Serum/Plasma Handbook - QIAGEN, n. d.). RNR kokybé jvertinta NanoDrop™
2000 (RNR istirpinta 20 uL vandenyje be nukleaziy) (Thermo Fisher Scientific, TFS). RNR

saugoma -80 °C temperattroje.

2.2.4 Kopijinés DNR sintezé

kDNR sintez¢ atlikta naudojant Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR
with dsDNase (TFS) rinkinj, remiantis gamintojo rekomendacijomis. Sintezei naudojama 18
uL RNR ~ vid. 18,3 ng/pL. Pradzioje RNR paveikiama DNaze (2 pL) ir DNazés buferiu (2
pL), pilstoma Zemoje temperattroje (4 °C). Toliau meéginiai inkubuojami 5 min. 37 °C.
Reakcijos miSinio sudétis ir méginiy inkubavimo salygos pateiktos 2.2 lenteléje. Po
inkubacijos, miSinys naudojamas RT+ (tiriamieji méginiai, kuriuose yra jpilta misinio su
atvirkstine transkriptaze) ir RT- (tyrimo kontrolé, kurioje neturi vykti reakcija t. y. jpilamas

reakcijos misinys be atvirkstinés transkriptazés) paruoSimui. MiSiniai reakcijoms i$pilstomi
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po 11 pL j atskirus meégintuvélius ir 9 pL RNR. Galutinis reakcijos tiiris 20 pL. Vykdoma

inkubacija (2.2 lentelé).

2.2 lentelé RNR veikimo DNaze ir kDNR sintezés reakcijy komponentai, jy kiekiai ir

inkubacijos salygos

Komponentai Tiris Inkubacija
Veikimas DNaze
RNR 18 uL
DNaze 2 uL 37 °C, 5 min.
10 x DNazés buferis 2 ulL
kDNR sintezé
RT+ RT-
5 x Reaction Mix 4 uL 4 uL 25 °C, 10 min.
Vanduo be RNaziy 3ul S5uL 50 °C, 30 min.
Enzyme Mix 2 uL - 85 °C, 5 min.
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2.2.5 AT-KPGR

AT-kPGR metodu geny UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB, ALDH1AL ir
pastovios raiskos geno kontrolés GAPDH raiska tirta naudojant Maxima SYBR Green gPCR
Master Mix (2X), ROX Solution provided (TFS) rinkinj ir pradmenis (2.3 lentelé). Reakcija
atlickama 20 pL tiryje, 96 Sulinéliy MicroAmp® (ABI (Applied Biosystems), TFS)
ploksteléje. Reakcijos miSinio komponentai ir jy kiekiai vienai reakcijai pateikti 2.4 lentel¢je.
Tiriamiesiems genams ir pastovios raiSkos geno kontrolei reakcijos miSiniai ruoSiami atskirai
ir i8pilstomi po 18 uL, j kiekvieng Sulinélj jpilant po 2 uLL KDNR. Reakcijos metu naudojama
tarSos kontrolé, kurioje jpilama vandens be nukleaziy vietoje kopijinés DNR. Galiausiali
naudojama 5 uM ROX dazo misinio. Kiekvienai reakcijai atliekami 3 pakartojimai. AT-
kPGR atliekamas, naudojant QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System (ABI, TFS), reakcijos
sglygos nurodytos 2.5 lenteléje. Remiantis DNR lydymosi kreivémis, nustatyti nespecifiniai

produktai ir pradmeny dimerai, buvo atmesti is tolimesnés rezultaty analizés.
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2.3 lentelé Pradmeny tiesioginés ir atvirkstinés sekos ir jy ilgiai

GAPDH BCL-2 R-RAS-2 | UPF3A3* | STAT3 NFIB | ALDH1AL
;Eﬁﬁ%:? ggﬁg?gi ATAACGG | ACATGGA | CGCCGAC | TTCTGGG | GAGAAAT | CCGTGGC
e AT | AGGCTGG | GGCATCA | CTGAGTC | CACAAAC | CCCAAGC | GTACTAT
© GATGC | GCAAAGA | TTTATCC | ACAAAAG | CAACCA | GGATGC
Tiesioginio
pradmes 22 19 21 21 21 20 20
ilgis, bp
GC % 50 58 48 57 43 48 48
g:gﬁﬁm; é;iﬁglﬁ TGACTGG | TCACTTGT | CGTGTTG | TCAGTCA | GATGCAG | CGCAATG
s LS | AATCCTG | GGCCCAG | GTTCTGG | CAATCAG | AGCTGAA | TTTTGATG
2 GGGTTT | ATAGG | TGAAGG | GGAAGC | CAATG | CAGCCT
AtvirkStinio
pradmes 22 20 20 20 20 20 21
ilgis, bp
GC % 41 50 55 55 50 50 55
Amplifikuoj
amo
148 149 115 122 145 259 167
fragmento
ilgis, bp

2.4 lentelé PGR miSinys vienai reakcijai

Komponentas Reakcijos turis 20 pLL
Maxima SYBR Green / ROX gPCR Master Mix (2x) 12,5 uL
Vanduo be nukleaziy 3,95 uL
100 nM Pradmenys (-s ir -as)* 0,75 puL + 0,75 pL
5 UM ROX 0,05 pL
kDNR 2uL
*-s — tiesioginis pradmuo; -as — atvirkstinis pradmuo
2.5 lentelé Temperatiirinio rezimo programa AT-KPGR reakcijai.
Reakcijos stadija Etapas Temperatira Trukmé
Pradiné denatiiracija Denatiiracija ir fermento aktyvinimas 95 °C 10 min.
Amplifikacija DNR grandiniy atskyrimas 95°C 15 sek.
(45 cikly) Pradmeny prijungimas / grandinés ilginimas 60 °C 1 min.
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DNR grandiniy atskyrimas 95°C 15 sek.

DNR grandiniy Fluoresencinio dazo pasalinimas 60 °C 1 min.
lydymas DNR grandiniy atskyrimas 95°C 30 sek.
Fluoresencinio dazo pasalinimas 60 °C 15 sek.

2.2.6 Statistiné analizé

Magistrinio darbo metu buvo tirta UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB,
ALDH1AL ir GAPDH geny raiska TNKV pacienciy poriniuose kraujo plazmos méginiuose.
Duomenys gauti Ct (ciklo slenkstis) reikSmémis buvo normalizuoti naudojant ACt (pastovios
raiSkos geno (GAPDH) Ct ir tiriamojo geno Ct reikSmiy skirtumas tam tikram méginiui).
Normalizuota log2 raiska gauta pagal log2(2"(-ACt)) formule. Geny raiskos mediana ir

intervalas pries$ ir po gydymo NAC pateikti 2.6 lentel¢je.

Pries duomeny analize, siekiant panaikinti rezultatus, kurie gauti dél netikslumy
atliekant tyrima, méginiai buvo neanalizuojami, kurie 2 kartus > ir < buvo nutol¢ nuo geno
raiskos vidurkio standartinio nuokrypio. Kiekybiniam geny raiskos jvertinimui naudotos log2

normalizuotos geny raiskos vertés.

Duomeny normalumo pasiskirstymui jvertinti buvo atliktas Shapiro-Wilk testas (angl.
Shapiro-Wilk test). Statistinéje duomeny analizéje naudotas nepriklausomy iméiy Mann-
Whitney kritetijus (angl. Mann Whitney rank-sum test) taip pat koreliacijy analizei jvertinti
naudotas Spearmano koreliacijos koficientas (angl. Spearman ‘s rank correlation coefficient).
Apskaiciuotas geny raiSkos skirtumas (GRS): — i§ log2 normalizuoto geny raiskos kiekio po
gydymo NAC atimtas log2 normalizuotas geny raiskos kiekis pries NAC. Naudotas gydymo

efektyvumui jvertinti. RaiSkos pokytis buvo apskai¢iuotas pagal formule:

RaiSkos pokytis A grupéje

RaiSkos pokytis % % 100. Skai¢iavimuose naudotas geny raiskos

Raiskos pokytis B grupéje
vidurkis. Rezultatai laikomi statistiSkai reikSmingi, kuomet P < 0,05. Skai¢iavimuose
naudotas geny raiskos vidurkis. Rezultatai laikomi statistiSkai reikSmingi, kuomet P < 0,05.
TNKYV pacienciy bendram i§gyvenamumu (OS) ir iSgyvenamumui be progresijos (PFS)
jvertinti buvo atlikta Kaplan Maeier iSgyvenamumo analizé pacientes suskirs¢ius grupémis
pagal kiekvieno i§ geny UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1A1 raiskos
mediang: auksta arba zema. Apskaiciuoti 95 % CI (pasikliautinieji intervalai) ir HR

(santykiné rizika) grupiy palyginimui naudotas log-rank (Mantel-Cox) testas. Rezultatai buvo
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laikyti statistiSkai reikSmingais, kai P < 0,05. Siekiant nustatyti geny jautruma ir specifiSkuma
tarp pacienciy méginiy pries ir po gydymo NAC buvo atlikta ROC analizé (angl. receiver
operating characteristic). Apskai¢iuotas jautrumas (JAU) ir specifiskumas (SPEC), taip pat,
jam jvertinti dar buvo apskai¢iuotas plotas po ROC (AUC, nuo angl. area under the curve).
BCL-2 ir R-RAS-2 geny raiska ROC analizei buvo apjungta naudojant logistinés regresijos

modelj.

Duomeny analizei ir vaizdavimui naudota QuantStudio Design and Analysis Software
v. 2.5.0 (ABI, TFS), Excel 2013 (Microsoft), Graphpad Prism v. 8.0.1 (Dotmatics), MedCalc
statistical software v.14 (MedCalc Software Ltd) bei Adobe Illustrator, 2019 (Adobe).
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3. REZULTATAI

3.1 Geny raiska TKNV plazmos méginiuose

Magistrinio darbo metu UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1AL geny
raiSka buvo iStirta buvo iStirta 184 poriniuose plazmos meéginiuose (94 — pries ir 94 — po

gydymo NAC TNKYV pacienéiy). Geny Ct duomenys pateikti 3.1 lenteléje.

3.1 lentelé Tiriamyjy geny raiSkos minimumas, maksimumas ir mediana, normalizuota pagal

GAPDH gena pries ir po gydymo NAC. NZ — méginiy, kuriuose nenustatyta geny raiska,

skai¢ius

Pries gydyma NAC Po 6 mén. gydymo NAC

Genai Ct min Ct max Mediana NZ Ct min Ct max Mediana
UPF3A 37,059 29,076 33,229 3 38,794 30,349 33,253 2
BCL-2 34,325 28,757 32,866- 3 36,262 31,951 33,366 3
R-RAS-2 37,186 27,941 32,564 3 36,342 30,568 33,286 4
STAT3 34,218 27,440 30,422 0 34,901 26,487 30,396 0
NFIB 34,996 26,786 31,825 6 34,741 27,419 32,035 2
ALDH1A1 | 35,840 29,485 32,930 6 37,339 30,126 32,734 2

3.2. Geny raifkos poky¢iai pacienciy gydymo eigoje

Norédami nustatyti ar geny raiska skiriasi poriniuose méginiuose gydymo eigoje pries
(PO) ir po (P1) gydymo NAC, buvo atlikta geny raiSkos analizé poriniuose TNKV pacienciy
plazmos méginiuose. Visy tiriamyjy geny UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB isskyrus
ALDH1AL1 raiSkos mediana nustatyta tendencingai padidéjusi iki 1,2 karty P1 grupéje
lyginant su PO. Specifiskai, nustatyta, kad R-RAS-2 geno 1,2 didesné P1 grupéje lyginant su
PO (P < 0,001), BCL-2 geno raiska padidéjo 1,14 karto (P < 0,001). O STAT3 ir NFIB geny
nustatyti nezymus iki 1 karto raiskos pokytis P1 vs PO grupéje (P = 0,039, P = 0,001,
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atitinkamai). UPF3A ir ALDH1A1 geny raiska statistiskai patikimai nesiskyré tarp
analizuojamy grupiy (P = 0,518, P = 0,967, atitinkamai) (3.1 pav.).

10 P <0001 p_ 001 P = 0,967
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3.1 pav. Geny UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1AL raiskos pokyc¢iai TNKV
pacienciy poriniuose plazmos méginiuose pries ir po gydymo NAC. Pateikta mediana,

minimali / maksimali vertés. X aSyje — tiriami genai; Y asyje — 10g2 normalizuota geny raiska.

rodikliais

Klinikiniai rodikliai bei gydymo efektyvumo stebéjimas rodo suteiktos priezitiros
kokybe pacientéms ir gydymo efektyvuma. Tyréjai naudoja Siuos rodiklius siekiant jvertinti
kaip pacientai reaguoja i gydyma, kas padeda spresti koks gydymas turéty biiti taitkomas
pacientéms. D¢l Sios priezasties tirty geny raiskos skirtumas buvo palygintas palyginta
pacienciy grupése, suskirstytose pagal klinikinius rodiklius, kaip, pvz, diferenciacijos
laipsnis, siekiant, i$siaiskinti ar UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1A1 geny
raiSkos skirtumai galéty biiti naudojami kaip rodikliai leidziantys jvertinti gydymo
efektyvuma. Analiz¢ atlikta atskirai naudojant GRS ir geny raiskos poky¢ius norint jvertinti
geny tinkamuma gydymo prognozeés efektyvumui vertinti bei potencialg naudojant kaip

biozymenis.
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3.3.1. Geny raiskos skirtumy rySys su atsaku j gydyma

Norédami jvertinti ar geny UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1Al
raiSkos skirtumas gali biiti naudojamas gydymo efektyvumui jvertinti, atlikta analizé
pacienciy grupése pagal atsaka | gydyma. GRS lyginamas pilno atsako (PA) (N = 62) ir
nepilno atsako (NA) (N = 32) TNKYV pacienciy grupése. GRS iki 7 karty didesnis NA
grupgje visy tiriamyjy geny, iSskyrus, R-RAS-2. Specifiskai, nustatyta 7 ir 3 kartus didesnis
UPF3A ir BCL-2 geny raiSkos skirtumas NA vs PA grupése (P = 0,045, P = 0,004;
atitinkamai). Tuo tarpu R-RAS-2 geny raiskos skirtumas nustatytas 2 kartus didesnis PA vs
NA grupése (P =0,042) (3.2 pav.).
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3.2 pav. Geny UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1ALI raiskos skirtumo
palyginimas PA (pilno atsako) vs NA (nepilno atsako). Pateikta mediana, minimali /

maksimali vertés X asyje — tiriami genai; Y asyje — l0g2 normalizuota geny raiskos skirtumas.

3.3.2. Geny raiskos skirtumy sasajos su likutiniu naviku po gydymo NAC

Po NAC kurso atlickama rutininé operacija, kuria siekiama paSalinti galimai likusj
navikg po chemoterapijos. Jei operacijos metu yra nustatomas likes navikinis audinys, tai,
taip pat, yra chemoterapijos efektyvumo rodiklis. [vertinti ar geny UPF3A, BCL-2, R-RAS-2,
STAT3, NFIB ir ALDH1AL raiskos skirtumas yra susijes su likutinio naviko radimu, buvo
lyginamos TNKYV pacienciy grupés be likutinio naviko (NRD) (N = 62) ir su likutiniu naviku
(RD) (N = 32). [vertinta, jog RD grupéje UPF3A GRS yra 6 kartus didesnis (P = 0,041), o
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BCL-2 geno raiskos skirtumas 2 kartus didesnis lyginant su NRD (P = 0,013). Statistiskai
reik§mingos padidéjusios kity geny raiskos nenustatyta (P > 0,05) (3.3 pav.).
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3.3 pav. Geny UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1AL raiskos skirtumo
palyginimas RD (su likutiniu naviku) vs NRD (be likutinio naviko) TNKYV pacienciy grupése.
Pateikta mediana, minimali / maksimali vertés. X aSyje — tiriami genai; Y aSyje — logz

normalizuota geny raiska

3.3.3. Geny raiskos skirtumy sgsaja su diferenciacijos laipsniu

Toliau, norint jvertinti ar GRS poky¢iai skiriasi priklausomai nuo diferenciacijos
laipsnio (G). Diferenciacijos laipsnis parodo kiek skiriasi navikinés Igstelés nuo normaliy
lasteliy, taip leidziant jvertinti ligos agresyvuma ir prognoze. Atlikta analizé TNKYV pacienciy
grupése susiskirstytose pagal G1/2 (N = 14) vs G3 (N = 80). Nebuvo identifikuota statistiskali
patikimy pakitimy bei jokios bendros tendencijos tarp pacienciy grupiy (3.4 pav.).
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3.4 pav. Geny UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1A1 GRS palyginimas G1/2
ir G3 TNKYV pacienciy grupése. Pateikta mediana, minimali / maksimali vertés. X asyje —

tiriami genai; Y asyje — l0og2 normalizuota geny raiska.

3.3.5 Geny raiskos poky¢iu raiskos poky¢iuy sasaja su CEA ir CA 15-3 rodikliais

CEA ir CA 15-3 pries bei po gydymo NAC. Karcinoembrioninis antigenas (CEA)
naudojamas jvertinti ar efektyviai veikia gydymas vézinio susirgimo atveju ir jo specifinis
kiekio kitimas po gydymo gali nurodyti, ar liga atsinaujino ar progresuoja (CEA > 2,5 ng/ml).
Nustatyta statistiskai reikSminga R-RAS-2 geno koreliacija su CEA rodikliu pries ir po
gydymo chemoterapija (R= 0,238, P = 0,036; R = 0,293, P =0,046, atitinkamai) (3.1 lentelé).
Taip pat nustatyta ALDH1A1 geno koreliacija su CEA pries$ ir po NAC (R =0,233 P =0,033
R =0,269 P = 0,041, atitinkamai). Galiausiai nustatyta teigiama UPF3A koreliacija su CEA
po chemoterapijos (R = 0,313 P = 0,024). CA 15-3 (angl. Carcinoma Antigen 15-3)
pagrindinis kriities vézio Zymuo svarbus norint jvertinti gydymo sékme ir sekti ligos eiga.
Aukstas CA 15-3 (>30 U/mL) taip pat gali parodyti vézio agresyvuma, gebéjima plisti |
gretimus audinius. Nebuvo nustatyta reik§minga geny koreliacijy su CA 15-3 tiek pries, tick
po chemoterapijos.
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3.1 lentelé. Geny UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1A1 GRS koreliacija su
TNKYV Zymenimis

UPF3A BCL-2 R-RAS-2 STAT3 NFIB  ALDHI1Al
Spearman R koeficientas (P reik§mé)
CEA (ng/ml)

0,164 0,090 0,238 0,014 -0,030 0,233
(0,143) (0,433) (0,036) (0,895)  (0,793) (0,033)
CA 15-3 (U/ml)

-0,053 -0,074 -0,020 0,014 0,165 -0,014
(0,638) (0,517) (0,856) (0,895)  (0,144) (0,893)
CEA po chemoterapijos (ng/ml)!

0,313 0,734 0,293 0,112 -0,014 0,269
(0,024) (0,613) (0,046) (0,405)  (0,919) (0,041)
CA 15-3 po chemoterapijos (U/ml)?

-0,014 -0,067 -0,002 0,096 0,197 -0,082
(0,921) (0,633) (0,985) (0,463) (0,149 (0,536)

! dviems pacientams nepateiktas CEA po chemoterapijos rodiklis; 2 vienam pacientui
nepateiktas CA 15-3 po chemoterapijos rodiklis; CEA — karcinoembrioninis antigenas; CA

15-3 — kriities vézio Zymuo

3.4 Geny raiskos pokyciuy sasajos su pacienciy atsaku j gydyma

Geny raiSkos sgsajy su atsaku j gydyma tyrimai prie§ NAC padeda nustatyti, kaip
efektyviai konkreciam pacientui veiks jam pritaikytas gydymas ir konkretiis vaistai, taip
leidziant sukurti personalizuota, efektyvesnj gydyma. Tai tai pat leidZia identifikuoti
potencialius bioZymenis leidziancius potencialiai prognozuoti ligos eigg ir vystyti naujus,
tikslesnius gydymo metodus. D¢l Sios priezasties siekiant, iSsiaiSkinti ar UPF3A, BCL-2, R-
RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1A1 geny raiskos poky¢iai koreliuoja su atsako j gydyma

rodikliais, pvz. likutinio naviko basena.
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3.4.1. Geny raiSkos poky¢iy sgsaja su Ki67 % rodikliu

Ki67 % raiSka yra siejama su véziniy lasteliy dalijimusi, augimu ir yra Iasteliy
proliferacijos Zymuo ligos progresijos metu. Ki67 % koreliuoja su véZio metastaziy
atsiradimu ir naviky stadija. Taip pat Ki67 % raiska yra didesné piktybiniuose naviko
audiniuose lyginant su sveikais audiniais. Tyrimo metu dél auksto TNKV agresyvumo,
pacientés buvo suskirstytos j 2 grupes: Ki67 % > 60 % (N = 61) ir Ki67 % < 60 % (N = 33),
siekiant jvertinti geny raiSkos pokycius priklausomai nuo Ki67 % didelés ir maZos raiskos
TNKYV pacienciy poriniuose méginiuose. Nustatyta iki 1 karto didesné UPF3A geno raiska
Ki67 <60 % pacienty grupéje (P = 0,028). Likusiy geny raiskos skirtumy tarp pacienciy
grupiy nenustatyta (P > 0,05) (3.5 pav.).
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3.5 pav. Geny UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1AL raiskos poky¢iy
palyginimas Ki67 % > 60 % ir Ki67 % < 60 TNKV pacien¢iy grupése prie§ gydymag NAC.
Pateikta mediana, minimali / maksimali vertés. X asyje — tiriami genai; Y asSyje — logz

normalizuota geny raiska.
3.4.2. Geny raiskos poky¢iai atsakg j gydyma
Norint jvertinti, ar geny UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1AL1 raiskos

poky¢iai gali biiti naudojami atsakui ] gydyma NAC prognozei, atlikta analiz¢ pacienciy

grupése pagal atsaka | gydyma. Buvo lyginama geny raiska PA ir NA grupése. Nebuvo
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identifikuota jokios bendros tendencijos, taip pat nebuvo nustatyta reikSmingai pakitusios

geny UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1A1 raiskos (3.6 pav.).
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3.6. pav. Geny UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1A1 raiskos poky¢iy
palyginimas NA vs PA TNKYV pacien¢iy grupése prie§ gydyma NAC. Pateikta mediana,

minimali / maksimali vertés X aSyje — tiriami genai; Y asyje — l0og2 normalizuota geny raiska.

3.4.3. Geny raiskos poky¢iy sasajos su likutiniu naviku prie§ gydyma NAC

Siekiant jvertinti ar geny raiSka skiriasi priklausomai likutinio naviko identifikavimu po
NAC kurso, atlikta analizé RD (angl. residual disease) ir NRD(angl. no residual disease)
pacienciy grupése. Nebuvo nustatyta jokios bendros tendencijos, taip pat nerasta jokio

statisti$kai reik§mingo pokycio (P > 0,05) (3.7 pav.).
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3.7. pav. Geny UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1A1 raiskos pokyc¢iy
palyginimas RD (su likutiniu naviku) vs NRD (be likutinio naviko) TNKV pacienciy grupése
pries gydyma NAC. Pateikta mediana, minimali / maksimali vertés. X aSyje — tiriami genai,

Y asyje — logz normalizuota geny raiska.
3.5 Geny raiskos pokyciy sgsaja su pacienciy iSgyvenamumu

Siekiant jvertinti UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1A1 geny raiskos
sgsajas su pacienciy bendru iSgyvenamumu (OS) ir iSgyvenamumu be progresijos (PFS),

pacientés buvo suskirstytos j aukstos arba zemos raiSkos grupes, pagal raiSkos mediang (3.2

lentelé) ir atlikta Kaplan-Meier kreiviy i§gyvenamumo analizé.

3.2 lentelé TNKYV pacienciy grupés ir mediana, naudota Kaplan-Meier analizéje.

Genai Didelé raiska, n Maza rai§ka, N Mediana, log2
UPF3A 43 41 5,82
BCL-2 40 40 5,40
R-RAS-2 51 39 4,98
STAT3 44 42 3,81
NFIB 42 41 4,97
ALDH1A1l 44 43 6,02

Nustatyta, kad pacienéiy, kurioms nustatyta auksta vs Zema geny raiska, PFS buvo
trumpesnis iki 7 ménésiy. Specifiskai nustatytas 7 ménesiais trumpesnis PFS pacienciy
grupéje su auksta UPF3A raiska (P = 0,049, HR = 4,18, 95 % CI = [1,2-14,5]) (3.8 pav. A).
Taip pat nustatytas 5 mén. trumpesnis PFS pacienc¢iy grupéje su auksta STAT3 raiska (P =
0,047, HR = 6,32, 95 % CI =[1,6-25,3]) (3.8 pav. D). Nenustatyta patikimy sgsajy tarp
aukstos R-RAS-2, NFIB bei ALDH1A1 geny raiskos ir trumpesnio PFS (P > 0,05).
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3.8 pav. Geny UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1A1 Kaplan-Maeier
iSgyvenamumo kreivés, vaizduojancios ir PFS (iSgyvenamumas be ligos progresijos) TNKV
pacienciy grupése pagal didelg vs mazag A) UPF3A; B) BCL-2; C) R-RAS-2; D) STAT3; E)
NFIB; F) ALDH1A1 geny raiskg. X asyje — iSgyvenamumo laikotarpis ménesiais; Y aSyje —

Toliau, nustatyta jog pacientéms, kurioms nustatyta auksta VS zema geny raiska,

bendras i§gyvenamumas buvo iki 5 mén trumpesnis. SpecifiSkai pacientés su auksta UPF3A,
BCL-2 raiska pasizyméjo 4 ir 5 mén trumpesniu OS (P = 0,012, HR = 8,73, 95 % Cl = [2,3—
32,3], P =0,037, HR = 4,49, 95 % CI = [1,2-16,8], atitinkamai) (3.9 pav. A, 3.9 pav. B).
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Taip pat pacientCiy su auksta STAT3 raiska OS buvo 3 mén. trumpesnis (P = 0,049, HR =
3,47,95 % CI =[1,1-11,5]) (3.9 pav. D).
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3.9 pav. Geny UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1A1 Kaplan-Maeier
iSgyvenamumo kreives, vaizduojancios OS (bendras iSgyvenamumas) TNKV pacienciy
grupése pagal didel¢ vs mazg A) UPF3A; B) BCL-2; C) R-RAS-2; D) STAT3; E) NFIB; F)
ALDH1ALI geny raiska. X aSyje — iSgyvenamumo laikotarpis ménesiais; Y aSyje —

iSgyvenamumo procentas.
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3.6 Geny raiskos pokytis gydymo eigoje TNKYV progresijos atveju

Taip pat atlikta analizé su véZio progresija. Atsitiktinai atrinkti 4 pacientés (TN 139,

TN 44, TN 62, TN 94), kuriy liga progresavo gydymo metu (3.10 pav.) ir 4 pacientés,

kurioms, pasireiSké nepilnas atsakas gydymo metu (3.11 pav.). Taéiau, nepavyko nustatyti

jokios bendros tendencijos lyginant geny raiska pacienéiy gydymo eigoje.
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3.10 pav. Geny UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1AL1 raiskos pokyc¢iy analizé

pacienciy méginiuose , Kuriuose buvo nustatyta ligos progresija gydymo eigoje. Y — asyje

Log2 normalizuota geny raiSka; X — aSyje taiSkai prie§ gydyma, ir po 6 mén. NAC.
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3.11 pav. Geny UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1AL1 raiskos poky¢iy analizé
pacien¢iy méginiuose, kurioms nustatytas nepilnas atsakas gydymo eigoje. Y — aSyje Log

normalizuota geny raiSka; X — aSyje taiSkai prie$ gydyma, ir po 6 mén. NAC.

3.7 TNKYV biozymeny ROC kreiviy analizé

Magistrinio darbo metu atlikta STAT3 signalino kelio geny raiSkos pokyc¢iy jautrumo
ir specifiSkumo ROC kreiviy (angl. receiver operating characteristic) analizé siekiant
jvertinti bioZymeny jautruma ir specifiSkuma nustatyti NAC efektyvuma. Analiz¢ atlikta
UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1AL1 genuose atskirai (3.12 pav. A).
Nustatyta jog STAT3, NFIB, BCL-2 ir R-RAS-2 patikimai atskiria pacienciy porinius méginius
pries ir po gydymo NAC. Taciau didziausiu jautrumu (JAU %) bei specifiSkumu (SPEC %)
pasizyméjo R-RAS-2 bei BCL-2 genai (AUC =0,778, P < 0,001, JAU = 65 %, SPEC = 81 %;
AUC =0,712, P < 0,001, JAU =75 %, SPEC = 57 %, atitinkamai).

Toliau, sugrupuoti tiriamieji genai pasizymeéj¢ didziausiu jautrumu ir specifiSkumu ir
kombinacijos su patikimiausiais rezultatais pateiktos (3.12 pav. B). Matyti, jog geriausi

rezultatai pasiekiami sugrupavus visus tiriamuosius genus ir 4 genus su auks¢iausiu
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specifiSkumu bei jautrumu (STAT3, NFIB, R-RAS-2 ir BCL-2) (AUC = 0,867 P < 0,001, JAU
=81 %, SPEC =81 %; AUC = 0,849, P < 0,001, JAU = 87 %, SPEC = 72 %, atitinkamai).
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3.12 pav. ROC analizés kreivés vaizduojancios UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir
ALDH1AL geny (A) ir jy kombinacijy (B), jautruma ir specifiSkuma TNKYV pacienciy
gydymo eigoje pries ir po gydymo NAC.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Kriities vézys yra dazniausiai nustatomas ir daugiausiai mir¢iy lemiantis motery
onkologinis susirgimas, 0 TNKV — agresyviausias ir didziausiu mirtingumu pasiZzymintis KV
potipis. Didelis mirtingumo daznis yra lemiamas riboto gydymo galimybiy, nes hormoninés
ir | HER2 nutaikytos terapijos prasto efektyvumo. Todél iki Siol pagrindiniu gydymo
standartu i$lieka chemoterapija, taciau dél didelio TNKV naviky heterogeniskumo ir sunkiy
Salutiniy poveikiy, pacientams gali i$sivystyti atsparumas chemoterapijai (Kim et al. 2018; J.
J. Qin et al. 2019). D¢l sSios priezasties yra poreikis ieSkoti naujy potencialiy taikiniy ir

biozymeny TNKV, kuriy pagalba galima biity identifikuoti bei sekti ligos progresija.

Vienas i$ potencialiy taikiniy yra STAT3 genas ir jo signalinis kelias, kuris potencialiai
veikia kaip TNKV molekulinis taikinys ir biozymuo. STAT3 yra zinomas transkripcijos
faktorius, kurio raiska yra pakitusi beveik visuose véziniuose susirgimuose jskaitant TNKYV ir
yra siejama su greitesne vézio progresija bei prastesne ligos prognoze (J. J. Qin et al. 2019).
Taip pat STAT3 genas ir jo signalinio kelio dalyviai, manoma, jog gali atsakingi dél
padidéjusio pacienty atsparumu chemoterapijai bei prastesnés ligos eigos ir prognozés. Todél
STAT3 signalinis kelias galéty biity potencialus molekulinis taikinys TNKV leidZiantis
jvertinti atsakg ] gydyma, ligos progresijos rizika.

Magistrinio darbo metu buvo siekiama istirti su STAT3 signaliniu keliu siejamus
genus ir jvertinti jy raiSkos pokyciy sasajas su klinikiniais bei demografiniais rodikliais.
Atrinkti 6 tiriamieji genai: UPF3A, BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB ir ALDH1AL. Pirmiausia
i§siaiSkinta, jog geny BCL-2, R-RAS-2, STAT3, NFIB raiSka padidé¢jo kraujo plazmos
méginiuose po 6 mén. gydymo NAC. Tai galéty reiksti, jog tiriamieji genai dalyvauja
navikiniy lasteliy atsparumo vystymesi, slopinant apoptoze ar skatinant DNR pazaidy
taisyma. Dar galima teigti, jog genai potencialiai siejami su adaptaciniu atsaku j
chemoterapijos sukeltg stresg. Panas$ius rezultatus nustaté ir Ellis bei kolegy atliktame tyrime,
kur tyréjy duomenimis, BCL-2 geno raiska taip pat buvo jvertinta reik§Smingai padidéjusi (iki
50 %) po vs pries gydymo epirubicinu ir cisplatina (P = 0,030) (Ellis et al. 1998). Taciau,
verta paminéti jog Siame tyrime buvo analizuotas KV audinys imunohistocheminiu metodu, o
ne skysciy biopsija. Taip pat, kity tyréjy analizuota R-RAS-2 geno raiska skirtinguose

véziniuose susirgimuose: stemplés ir centrinés nervy sistemos, kur buvo parodyta, kad R-
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RAS-2 geno raiska buvo padidéjusi nuo 3 iki 7 karty (P < 0,05) véziu serganciuose

pacientuose lyginant su kontrolémis (Gutierrez Erlandsson et al. 2013; Sharma et al. 2005).

Magistrinio darbo metu buvo tiriama geny raiSkos skirtumy sgsajos su pacienciy
klinikiniais rodikliais: atsaku j gydyma, likutinio naviko nustatymu po gydymo (RD),
diferenciacijos laipsniu ir Ki67 % rodikliu. Naudojant GRS galima jvertinti, parinkto gydymo
efektyvuma ir tinkamuma, kadangi didesnis GRS rodo potencialiai prastesnj atsaka j terapija
(Schmittgen and Livak 2008). Baigiamojo darbo metu nustatytas didesnis UPF3A ir BCL-2
GRS PA atsako grupéje lyginant su NA. Ir atvirk$¢iai gautas didesnis R-RAS-2 GRS NA
grup¢je lyginant su PA. Gauti rezultatai yra priestaringi, kadangi, didesnis GRS pilno atsako
pacienty grupg¢je, potencialiai reiskia, jog gydymas buvo efektyvus ir neaktyvavo
kompensanciniy mechanizmu, padedanciy vézinéms lgsteléms iSgyventi. Tuo tarpu didesnis
GRS NA grupéje, rodo jog chemoterapija nebuvo visisSkai efektyvi ir gali reiksti atsparumo
mechanizmy aktyvavima, leidziant] vézinéms lasteléms prisitaikyti. Skirtingi rezultatai
reiskia, jog genai dalyvauja skirtinguose molekuliniuose procesuose atsako j chemoterapija

metu, kas gali suteikti naudingos informacijos apie mechanizmus lemiancius atsaka j gydyma

ir leisti optimizuoti gydymo strategijas.

RD reiskia, jog organizme yra lik¢ véziniy lgsteliy, po pradinio gydymo NAC. Tai
padidina véZio atsinaujinimo rizikg ir gali reiksti tolimesnio gydymo pvz., chemoterapijos
poreikj. D¢l Sios priezasties yra reikalingi potencialiis prognostiniai biozymenys, kurie padéty
1§ anksto jvertinti chemoterapijos veiksminguma ir likutinio naviko tikimybg. Baigiamojo
darbo metu buvo nustatytas didesnis GRS skirtumas UPF3A ir BCL-2 geny pacien¢iy RD
grupéje. Sie rezultatai, sutampa su kity mokslininky duomenimis, jog BCL-2 ir UPF3A genai
yra svarbiis navikiniy lgsteliy iSgyvenamumui bei prisitaikymui. BCL-2 yra anti-apoptotinis
baltymas dalyvaujantis reguliuojant mitochondrijy sukeltg apoptoze ir jo padidéjusi raiska
siejama su prasta ligos prognoze bei sumazéjusiu chemoterapijos efektyvumu (Nedeljkovié
and Damjanovi¢ 2019). Tuo tarpu UPF3A genas, dalyvauja NMD reguliacijoje ir jo
padidéjusi raiska siejama su NMD funkcijos sutrikimu, ir naviky augimu bei ligos
agresyvumu (Yang et al., 2013). Panasis rezultatai gauti ir kity autoriy, Yang bei kolegos
tyré BCL-2 geno raiskos pokycius KV naviky méginiuose (N = 1285) ir nustaté, jog neigiama
BCL-2 geno raiska yra siejama su chemoterapijos efektyvumu, nes pacienéiy grupéje nebuvo

nustatytas likutinis navikas (P < 0,010).
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CEA ir CA 15-3 serumo biozymenys yra baltymai kuriy koncentracija, gali padidéti
tam tikry véziniy susirgimy atvejais. Jy koncentracijos kiekio pokytis klinikinéje praktikoje
yra naudojamas stebéti vézio eigai, progresijai ir gydymo atsakui. GRS naudojimas kartu su
serumo zymenimis galéty sukurti tikslesne diagnostikos priemong siekiant jvertinti vézio
agresyvuma (Shao et al. 2015). Baigiamojo darbo metu buvo nustatyta silpna R-RAS-2 ir
ALDH1A1 GRS koreliacija su CEA Zymeniu prie$ ir po chemoterapijos bei UPF3A vidutiné
geny raiskos skirtumo koreliacija su CEA Zymeniu prie§ chemoterapija. SpecifiSkai
koreliacija sutapo su aukstesniais CEA rodikliais Zyminciais agresyvias vézines formas (CEA
> 2,5 ng/ml) Tacdiau, nenustatyta nustatyta BCL-2 geno raiskos koreliacija su CEA
biozymeniu nesmulkialgstelinio plauciy vézio atveju (R = 0,361 P = 0,010) lyginant su
sveikais asmenimis (Elnaggar et al. 2021). Sie rezultatai nesutampa su baigiamojo darbo

metu gautais duomenimis.

Baigiamojo darbo metu, kaip ir Sirkisoon ir kolegos nustatéme, jog didelé UPF3A
geno raiska yra siejama su prastesniu PFS (Sirkisoon et al. 2018), atliktame tyrme, analizuota
TNKYV ir tirta UPF3A bei R-RAS-2 geny raiskos sasajos su atsaku j gydyma. Magistro metu
gavome is dalies panaSius rezultatus, kadangi nepavyko nustatyti reikSmingos sgsajos tarp R-
RAS-2 geno padidéjusios raiskos ir prastesnio PFS. Taciau $ie skirtumai gal¢jo atsirasti dél to,
nes Sirkisoon bei kolegy tyrime geny raiska buvo analizuota KV lasteliy linijose bei KV
navikuose (N = 710) ir buvo didelis im¢iy skirtumas. Toliau lyginant gautus rezultatus, kaip
ir Bao bei kolegy tyrimo metu nustatyta, jog didelé UPF3A raiska yra siejama su prastesniu
bendru isgyvenamumu (OS) (P < 0,001) (Bao et al. 2020). Bao ir kt. publikacijoje analizuota
baltymo raiska storosios zarnos vézio navikuose (N = 158) imunohistocheminiu metodu.
Todél, norint pritaikyti UPF3A raiskos pokyti, kaip potencialy prognostinj ligos eigos Zymenj
TNKYV pacientéms, reikéty iSsamesniy tyrimy TNKV imtyje. Taip pat Megan ir kolegy
atliktame tyrime, buvo nustatyta, jog padidéjusi STAT3 geno raiSka yra siejama su prastesniu
PFS pacientése serganciose bazaliniu KV potipiu (P = 0,025) (Conway et al. 2020). Taciau,
verta paminéti, jog tyrime buvo analizuotos lasteliy linijos ir naudotas NKS metodas.
Galiausiai, magistrinio darbo metu, kaip ir Daniel bei kolegoms, pavyko nustatyti jog didelé
BCL-2 geno raiska yra sicjama su prastesniu OS (P = 0,002) (Westaby et al. 2024). Tac¢iau
Siame tyrime, buvo analizuotas prostatos vézys, ir naudoti biopsijos méginiai tiriant geno

raiska.

Atlikta geny raiSkos pokyc¢iy ROC kreiviy analizé TNKYV pacientése, siekiant jvertinti

tirlamyjy geny gebéjimga atskirti méginius pries gydyma ir po. Baigiamojo darbo metu
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nustatyta, jog STAT3, R-RAS-2, UPF3A ir BCL-2 geny raiska geba jautriai ir specifiskai
atskirti méginius pries ir po gydymo NAC. Didziausia AUC reikSme pasizyméjo R-RAS-2
genas (0,778), taip pat jautrumo ir specifisSkumo vertés irgi buvo didziausios (JAU = 65 %,
SPEC =81 %). Toliau biozymenys buvo bandoma apjungti ir jvertinti kokios geny
kombinacijos pasizymi geriausiomis AUC reik§mémis. Naudojant geny kombinacijas gautas
vidutiniSkai geresnés AUC reikSmés ir didesnis jautrumas bei specifiSkumas. Geny
kombinacijos geriau atskiria pacientes d¢l to, jog kombinuojant yra apimami papildomi
molekuliniai mechanizmai ir taip geriau atsizvelgiama j TNKV naviky heterogeniSkuma.

Todel toks kombinacijos biidas gali tiksliau numatyti prognozg¢ ar gydymo atsaka.

STAT3 genas bei jo signaliniame kelyje dalyvaujantys genai UPF3A, BCL-2, R-RAS-
2, NFIB ir ALDH1AL1 galety biti potencialts biozymenys naudojami ligos progresijai ir
gydymo efektyvumui jvertinti. Taciau dél riboto publikacijy kiekio tirian¢iy $io signalinio

kelio genu poveik] TNKYV pacientése yra reikalingi issamesni tyrimai norint tai patvirtinti.
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5. ISVADOS

BCL-2, R-RAS-2, STAT3 ir NFIB geny raiskos padidéjimas iki 1,2 karty po gydymo

neoadjuvantine chemoterapija, gali buti siejamas su atsparumu kombinuotam

gydymui taikant pakliktakseliu su karboplatina bei doksirubicinu ir ciklofosfavidinu.

(P <0,05)
Skirtingose pacienéiy atsako grupése, iki 7 karty didesnis UPF3A ir BCL-2 geny

raiSkos skirtumas gali biiti siejamas su nepilnu atsaku j gydyma ir, atitinkamai,

likutiniu naviku, o iki 2 karty didesnis R-RAS-2 raiskos skirtumas gali biiti siejamas Su

pilnu atsaku j gydyma (P < 0,05).
. Lyginant klinikiniy Zymeny koncentracijy ir jy kiekio sgsajas su tirty geny raiSkos

pokyciais nustatyta, jog R-RAS-2, ALDH1A1 bei UPF3A galéty biiti pritaikomi naviko

agresyvumui nustatyti kartu su CEA zymeniu ir Ki67 % rodikliu prie$ bei po NAC (P

< 0,05).

Po gydymo NAC nustatytos sgsajos tarp didelés UPF3A ir STAT3 raiskos bei iki 7 ir 5

mén. trumpesniu OS ir PFS (P < 0,05); didelés BCL-2 geno raiskos ir 7 mén.
trumpesniu PFS (P < 0,05).
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SANTRAUKA

Trejopai neigiamas kriities vézys (TNKV) yra agresyviausias kriities vézio potipis,
lemiantis 15-20 % krities vézio atvejy. Pagrindinis TNKV pozymis yra progesterono (PR),
estrogeny receptoriy (ER) ir Zzmogaus augimo faktoriaus 2 receptoriy (HER2) trikumas.
TNKYV pacientams gydyti yra taitkoma neoadjuvantiné chemoterapija (NAC), kuri yra skirta
sumazinti navikg prie$ operacija. Taciau ~ 50 % pacienciy iSsivysto atsparumas taikomam
gydymui. Serijiniy skys¢iy biopsijos éminiy tyrimas vézio gydymo eigoje, gali padéti
neinvaziniu biidu suprasti ir jvertinti gydymo efektyvumg. Dazniausiai skysciy biopsijos
tyrimuose yra naudoja kraujo plazma. R-RAS-2, BCL-2, UPF3A, NFIB ir ALDH1AL veikia
STATS3 signaliniame kelyje, o STAT3 sasaja su atsparumu chemoterapijai yra zinoma. Siy
geny raiskos poky¢iy nustatymas kraujo plazmoje galéty biiti naudojamas kaip neinvazinis
metodas leidziantis sekti atsakg j NAC ir ligos progresija TNKV pacienc¢iy gydymo eigoje.
Todél Sio tyrimo tikslas buvo jvertinti STAT3 signalinio kelio geny raiskos pokyc¢ius TNKV
pacienciy kraujo plazmoje gydymo NAC eigoje ir nustatyti jy tinkamumg atsako j gydyma,
ligos progresijos prognozavimui AT-KPGR metodu.

Nustatyta jog BCL-2, R-RAS-2, STAT3 ir NFIB geny raiska padidéjo po gydymo NAC
(P <0,001; P<0,001; P=0,039; P=0,001, atitinkamai). Iki 7 ir 3 karty didesnis UPF3A ir
BCL-2 geny raiskos skirtumas gali biti susijes su nepilnu atsaku j gydymg (P = 0,045, P =
0,004) ir, atitinkamai likutiniu naviku po gydymo (P = 0,041, P = 0,013) bei iki 2 karty
didesné R-RAS-2 geno raiska susijusi su geresniu atsaku j gydyma (P = 0,042). Taip pat
nustatytos teigiamos sasajos su Ki67 ir CEA pries NAC. Po gydymo NAC nustatytos sgsajos
tarp didelés UPF3A ir STAT3 geny raiskos, ir iki trumpesnio OS; (5 ir 4 mén. P = 0,012, ir P
= 0,047, atitinkamai) ir trumpesniu PFS (iki 7 mén; P = 0,049 ir P = 0,049, atitinkamai), taip
pat didelés BCL-2 geno raiskos ir 7 mén trumpesnio PFS (48 %; P = 0,037). Sie genai galéty
biiti naudojami kaip prediktyviniai Zymenys atsakui ] NAC ir iS§gyvenamumo prognozei,

taciau reikalingi iSsamesni tyrimai.
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SUMMARY

Triple-negative breast cancer (TNBC) is the most aggressive subtype of breast cancer,
accounting for 15-20% of all breast cancer cases. The main feature of TNKV is the lack of
estrogen (ER), progesterone receptor (PR) and human growth factor 2 receptor (HER2)
receptors. Neoadjuvant chemotherapy (NAC) is used to treat patients with TNBC. However,
~50% of patients develop resistance. Examination of serial liquid biopsy samples during
cancer treatment can help to non-invasively understand and monitor the effectiveness of
treatment. Blood plasma is most commonly used in liquid biopsy studies. R-RAS-2, BCL-2,
NFIB, ALDH1Al and UPF3A act in the STAT3 signaling pathway, and STAT3 is associated
with chemotherapy resistance. Detection of these gene expression changes in blood plasma
could be used as a non-invasive method to monitor the response to NAC and disease
progression during treatment of TNBC patients. Therefore, the aim of this study was to
evaluate gene expression changes in the STAT3 signaling pathway in the blood plasma of
TNBC patients during NAC treatment to determine their suitability for predicting response to
treatment and disease progression by RT-gPCR method.

BCL-2, R-RAS-2, STAT3 and NFIB gene expression increased after neoadjuvant
chemotherapy (P < 0.001; P < 0.001; P = 0.039; P = 0.001, respectively). Up to 7 and 3 times
higher UPF3A and BCL-2 gene expression differences may be associated with incomplete
response to treatment and, respectively, residual tumors after treatment (P = 0.045 P = 0.004
and P =0.041, P = 0.013, respectively) also, up to 2 times higher R-RAS-2 is associated with
better response to treatment (P = 0.042). Associations with Ki67 % and CEA before NAC
were also found. Also, it was found that high expression of UPF3A and STAT3 after was
associated with a shorter OS (up to 5 months; P = 0.012, and P = 0.047, respectively) and
shorter PFS (up to 7 months; P = 0.049, and P = 0.049, respectively), as well as high BCL-2
expression and a 7-month shorter PFS (P = 0.037). These genes could be used as predictive
markers for response to NAC and survival prognosis however more detailed studies are

needed.
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Asmeninio indélio apraSymas

Magistrinio darbo tyrimo idéjg formulavo darbo vadové (dr. R. Sabaliauskaité) kartu su
konsultante (dokt. A. Sestokaité). Su tyrimu visa susijusig literatiira analizavo ir STAT3
signalinio kelio taikinius atrinko bei kiiré geny pradmenis J. Buraukas, kuris atliko
eksperimenty planavima, rezultaty analize (statistiné analizé) ir jy pateikimg bei aprasyma.
Magistrinio darbo metu imtis papildyta 27 pacientémis, ir papildomai istirti 3 tiriamieji genai
(STATS3, NFIB, ALDH1A1)(33 pacientai). Dalis eksperimenty buvo atlikti komandos narés
Aistés Gerulaitytés, jos baigiamojo darbo metu (,,STAT3 signalinio kelio geny raiskos
pokyc¢iy jvertinimas trejopai neigiamo kriities vézio pacienty kraujyje”) (RNR gryninimas,

kDNR sintezé ir AT-kPGR). I§vados suformuluotos kartu su tyrimo komanda.
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