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1. SANTRUMPOS

CC - Cholangiocharcinoma

iCC - Intrahepatiné cholangiocharcinoma

eCC - Ekstrahepatiné cholangiocharcinoma

pCC - Perihiliariné cholangiocharcinoma

dCC - Distalin¢ cholangiokarcinoma

SB - Skystoji biopsija

miRNR — MikroRNR

EP - Ekstralasteliné puslelé

CRISPR - taisyklingai pertraukti trumpi susitelke palindrominiai pasikartojimai (angl.
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)

Cas — su CRISPR asocijuoti baltymai (angl. CRISPR-associated proteins)
SpyCas9 - Streptococcus pyogenes Cas9

PAM - Proskirtukui artimas motyvas (angl. proto-spacer adjacent motif)

ncRNR - Nekoduojanti RNR (angl. non-coding RNA)

CTC - Cirkuliuojancios navikings lastelés

c¢fDNR - Laisvai cirkuliuojanti DNR (angl. cell-free DNA)

ctDNR - Cirkuliuojanti navikiné DNR (angl. circulating tumor DNA, ctDNA)
sgRNR — Kompleksas i§ crRNR ir tractrRNR (angl. single guide RNA; sgRNA)
pre-crRNR - pirmin¢ CRISPR RNR

crRNR - CRISPR RNR

tracrRNR - Transaktyvuojanti CRISPR RNR (angl. Trans-activating CRISPR RNA)
PSC - Pirminis sklerozuojantis cholangitas

CA 19-9 - Karbohidratinis antigenas 19-9

MMR - DNR neatitik¢iy taisymas (angl. DNA mismatch repair, MMR)

TNF-a - Naviko nekrozés faktorius alfa

IL-6 - Interleukinas-6

COX-2 - Ciklooksigenaze-2

Ago2 - Argonautas 2

PDAC - Kasos lataky adenokarcinoma (angl. pancreatic ductal adenocarcinoma)
HCC - Hepatoceliuliné karcinoma

NSKL - Nealkoholiné surieb¢jusiy kepeny liga



NSCLC - Nesmulkiy lasteliy plau¢iy karcinoma (angl. Non-small cell lung cancer)

PGR - Polimeraziné grandininé reakcija

AT-PGR - Atvirkstinés transkripcijos polimeraziné grandininé reakcija

NKS - Naujos kartos sekoskaita

HR - Homologiné¢ reparacija

NHEJ - Nehomologinis galy sujungimas (angl. non-homologous end joining)

RCA — Ziediné amplifikacija (angl. Rolling Circle Amplification)

RACE - angl. Rolling Circle Amplification-assisted CRISPR/Cas9 Cleavage
SHERLOCK - angl. Specific High-sensitivity Enzymatic Reporter un-LOCKing
DETECTR - angl. DNA Endonuclease-Targeted CRISPR Trans Reporter

LAMP - Kilpiné izoterminé amplifikacija (angl. Loop-Mediated Isothermal Amplification)
EXPAR - Eksponentiné amplifikacijos reakcija (angl. Exponential Amplification Reaction)
SDA - Gijos poslinkio amplifikacija (angl. Strand Displacement Amplification)

HCR - Hibridiné grandinés reakcija (angl. Hybridization chain reaction)

CHA - Katalizuota kilpiné saranka (angl. Catalyzed hairpin assembly)

FI - Fluorescencijos intensyvumas

2. SANTRAUKA

Ivadas. Cholangiokarcinoma (CC) — tai piktybinis navikas, kylantis i§ intrahepatiniy ar
ekstrahepatiniy tulzies lataky epitelio. D¢l savo etiologinio ir morfologinio heterogeniskumo

bei asimptominés ligos pradzios, ankstyva CC diagnozé daznai tampa apsunkinta, o gydymo
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(dCC), kasos lataky adenokarcinomos (PDAC) ir kity piktybiniy ar gerybiniy periampulinés
srities biikliy diferenciacijoje. Siuo metu taikomi diagnostiniai metodai - radiologiniai tyrimai
ir serumo naviko biozymenys (pvz., CA 19-9) - pasizymi ribotu jautrumu ir specifiSkumu, todél
vis aktualesné tampa naujy, patikimy bei minimaliai invaziniy diagnostiniy metody paieska.
Viena pazangiausiy transliacinés medicinos krypciy yra skystoji biopsija (SB), leidzianti
aptikti jvairius naviko biozymenis (pvz. mikroRNR (miRNR)) organizmo skysc¢iuose.
CRISPR-Cas sistemy ir SB apjungimas gali reikSmingai prisidéti prie ankstyvos CC
diagnostikos tikslumo gerinimo, sumazinti invaziniy procediiry poreikj ir taip gerinti pacienty

18eitis.



Tiriamieji ir metodai. Atlikta iSsami pastaryjy mety (2015-2025) mokslinés literatiiros
apzvalga, naudojant pagrindines medicinos duomeny bazes (PubMed, Web of Science, Google
Scholar, Embase). Paieskai buvo naudojami $ie MeSH terminai jvairiose kombinacijose:
,cholangiocarcinoma®, ,liquid biopsy*, ,,microRNA*, ,,CRISPR-Cas*. Tolesnei analizei buvo
atrinkti tik original@is straipsniai, publikuoti angly kalba. Papildomai pristatomas teorinis
diagnostikos protokolas paremtas ziedinés amplifikacijos (gausinimo) (angl. rolling circle
amplification, RCA) ir CRISPR-Cas9 deriniu (RACE, angl. Rolling Circle Amplification-
assisted CRISPR/Cas9 Cleavage). Sis metodas orientuotas j miRNR-16 ir miRNR-877, esanéiy
kraujo plazmos kilmés egzosomose, analize, siekiant patikimai atskirti dCCA nuo PDAC bei
gerybiniy tulzies lataky ligy.

Rezultatai. Atlikta mokslinés literatiros analizé atskleidzia, kad SB, nustatant kiino
skysciuose cirkuliuojanc¢ias miRNR (pvz., miRNR-21, miRNR-16, miRNR-877), biidingas
didelis diagnostinis tikslumas, reikalingas ankstyvai CC diagnozei. Sj metoda papildzius
inovatyviomis CRISPR-Cas technologijomis, kaip siilomas RACE metodas, galima biity dar
labiau padidinti diagnostinj tiksluma ir paspartinti ankstyvy terapiniy sprendimy pri¢émimga. Tai
vienas esminiy veiksniy siekiant nepalankiy pacienty iSei¢iy gerinimo.

ISvados. SB kartu su CRISPR-Cas sistemomis ateityje gali reikSmingai prisidéti prie tikslesnés
CC diagnostikos, maZzinant invaziniy procediiry poreikj ir taip gerinant pacienty gydymo
rezultatus. Vis délto, Sie metodai iSlieka eksperimentiniai ir reikalauja iSsamaus klinikinio
patvirtinimo ir standartizavimo prie§ diegiant juos j kasdien¢ kliniking praktika.
RaktaZodziai. Cholangiokarcinoma (CC), skystoji biopsija (SB), CRISPR-Cas, mikroRNR

(miRNR), ankstyvoji diagnostika, biozymenys, minimaliai invaziné diagnostika.

3. SUMMARY

Background. Cholangiocarcinoma (CCA) is a malignant tumor arising from the epithelium of
intrahepatic or extrahepatic bile ducts. Due to its etiological and morphological heterogeneity,
as well as the asymptomatic onset of the disease, early diagnosis of CCA is often challenging,
and treatment options are severely limited. The non-specific clinical symptoms caused by
tumor mass effect and the similarity of anatomical localization pose additional diagnostic
difficulties in differentiating distal cholangiocarcinoma (dCCA), pancreatic ductal
adenocarcinoma (PDAC), and other malignant or benign periampullary conditions. Currently
used diagnostic methods - radiological imaging and serum tumor markers (e.g., CA 19-9) -

demonstrate limited sensitivity and specificity, thus highlighting the growing need for novel,



reliable, and minimally invasive diagnostic approaches. Liquid biopsy (LB) represents one of
the most advanced and promising approaches in translational medicine, which allows for the
detection of specific tumor biomarkers (e.g., microRNAs (miRNAs)) in body fluids. The
integration of CRISPR-Cas systems with liquid biopsy may further enhance the accuracy of
early CCA diagnostics, reduce the need for invasive procedures, and ultimately improve patient
outcomes.

Methods. A comprehensive review of scientific literature published between 2015 and 2025
was conducted using major medical databases (PubMed, Web of Science, Google Scholar, and
Embase). The following MeSH terms were used in various combinations:
“cholangiocarcinoma,” “liquid biopsy,” “microRNA,” and “CRISPR-Cas.” Original research
articles written in English were selected for analysis. Additionally, a theoretical diagnostic
protocol utilizing Rolling Circle Amplification-assisted CRISPR-Cas9 cleavage (RACE) is
proposed, focusing on miRNA-16 and miRNA-877 in plasma-derived exosomes to reliably
differentiate dCCA from PDAC and benign biliary diseases.

Results. The literature analysis revealed that LB, particularly the detection of circulating
miRNAs in body fluids (e.g., miR-21, miR-16, miR-877), demonstrates high diagnostic
accuracy necessary for early CCA detection. When supplemented with innovative CRISPR-
Cas technologies, such as the proposed RACE method, diagnostic accuracy could be further
improved, facilitating earlier therapeutic decision-making. This is one of the key factors in
improving unfavorable patient outcomes.

Conclusion. LB, in combination with CRISPR-Cas systems, could significantly contribute to
more accurate CCA diagnosis in the future, reducing the need for invasive procedures and
improving patient treatment outcomes. Nevertheless, these methods remain experimental and
require thorough clinical validation and standardization before being widely implemented in
routine clinical practice.

Keywords. Cholangiocarcinoma (CCA), Liquid biopsy (LB), CRISPR-Cas, microRNAs

(miRNAs), early diagnostics, biomarkers, minimally invasive diagnostics.

4. JTVADAS

Cholangiokarcinoma (CC) — tai heterogeniska piktybiniy naviky grupé, iSsivystanti i§
tulzies lataky epiteliniy lasteliy — cholangiocity. Naviky heterogeniskumas, atsirandantis del

jvairios anatominés lokalizacijos, klinikiniy ypatumy ir molekulinés bei genetinés jvairoves,
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Pagal anatoming lokalizacija CC klasifikuojama j intrahepating (iCC), kuri susiformuoja
kepenyse, bei ekstrahepating (eCC), kuri dar skirstoma j perihiliarinj (pCC) ir distalinj (dCC)
potipius (1,2). Pastarasis kyla biitent i§ distaliniy ekstrahepatiniy tulzies lataky, kurie
lokalizuojasi greta kasos ir dvylikapir$tés Zarnos. Dél Sios priezasties liga kelia papildomy
adenokarcinoma (angl. pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC), ar kitus gerybinius tulzies
lataky susirgimus.

Pastaraisiais metais CC atvejy pasaulyje nuolat daugéja. Siuo metu $is navikas sudaro
maziau nei 2 proc. visy piktybiniy naviky, apie 3 proc. virSkinamojo trakto piktybiniy ligy ir
15 proc. visy pirminiy kepeny naviky (2). Vakaruose metinis sergamumas siekia apie 2,1 atvejo
100 000 gyventojy, tuo tarpu Azijos Salyse, ypa¢ Tailando Siaurés vakariniame regione, $is
rodiklis yra Zenkliai aukstesnis (85 atvejai 100 000 gyventojy) (3). Siuos skirtumus lemia
specifiniai regioniniai rizikos veiksniai, tokie kaip parazitinés infekcijos (pvz., Opisthorchis
viverrini), taip pat genetinis polinkis (4,5). CC iSsivystyma reikSmingai skatina létinis tulzies
lataky uzdegimas, cholestazé, kepeny ciroze, hepatito B ir C virusy infekcijos, cukrinis
diabetas, nutukimas bei piktnaudziavimas alkoholiu (2). IS visy Siy rizikos veiksniy
reik§Smingiausiais laikomi létinis uzdegimas ir cholestaze, skatinantys ilgalaikj cholangiocity
kontakta su uzdegiminiais mediatoriais, pavyzdziui, TNF-a, IL-6, Wnt ir COX-2. D¢l Sio
uzdegiminio proceso palaipsniui kaupiasi genetinés mutacijos naviky slopinimo genuose,
protoonkogenuose ir DNR neatitik¢iy taisymo (angl. DNA mismatch repair, MMR) genuose
(3).

CC budingas kliniskai nebylus ankstyvasis periodas, agresyvi eiga bei atsparumas
chemoterapijai (6). D¢l Siy savybiy CC reikSmingai prisideda prie mirtingumo rodiklio -
kasmet ji atsakinga uz mazdaug 2 proc. visy vézio sukelty mir¢iy pasaulyje (2). Net ir po
radikalios chirurginés rezekcijos bendras 5 mety iSgyvenamumas retai virSija 40 proc., o
pacientams, kuriems chirurginis gydymas néra jmanomas, §is rodiklis krenta Zemiau 5 proc.
(7).

Nors pastaraisiais metais vézio diagnostikos metody tikslumas sparciai geréja, dauguma
CC atvejy vis dar diagnozuojami paveluotai, kai chirurginis gydymas nebéra jmanomas. Prie
diagnostiniy i$Sukiy 1§ dalies prisideda tiek vélyvas klinikiniy simptomy pasireiSkimas,
apsunkinantis savalaikj ligos nustatyma, tiek tradiciniy vaizdiniy ir histologiniy diagnostikos
metody ribotumas. CA19-9 yra dazniausiai CC diagnostikoje naudojamas serologinis
biozymuo, kurio klinikinis pritaikomumas taip pat ribotas dél gana menko specifiSkumo ir

jautrumo, ypa¢ uzdegiminiy ar cholestaziniy bikliy metu (8). Siuo metu triiksta veiksmingy



diagnostiniy bioZymeny ankstyvajai CC diagnozei, o minimaliai invaziniy diagnostikos
metody jdiegimui klinikingje praktikoje reikalingi papildomi tyrimai. Dél §ios priezasties, itin
svarbu kurti naujus, pazangius diagnostikos sprendimus, kurie leisty laiku nustatyti ligg ir
tiksliau prognozuoti jos eiga (9).

Naujausiuose tyrimuose mikroRNR (miRNR) atsiskleidzia kaip daug zadantis diagnostinis
biozymuo, pasizymintis stabilumu ir prieinamumu jvairiuose kiino skys¢iuose (pvz. kraujo
plazma, serumas, tulzis, ar §lapimas) (10). Sios maZos nekoduojantios RNR (ncRNR)
reguliuoja geny raiska, o sergant CC pakeicia savo raiska, veikdamos kaip onkogenai arba
navika slopinantys veiksniai. miRNR turi keletg reikSmingy privalumy: jos gali buti lengvai
iSgaunamos 1§ biologiniy méginiy, yra itin stabilios klinikinése medziagose, dé¢l apsauginj
lipidinj barjera turin¢iy ekstralgsteliniy pusleliy (EP) apsaugos ir pasizymi ligai buidingais
raiSkos modeliais, leidZianciais atskirti CC nuo kity gerybiniy bukliy.

Taikant SB technologijas kartu su naujos kartos molekulinés diagnostikos metodais, kaip
CRISPR-Cas sistemos, kuriami itin jautriis ir minimaliai invazyvis diagnostiniai jrankiai. Sie

pazangts sprendimai gali reikSmingai prisidéti prie ankstyvos CC nustatymo bei pagerinti
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1 pav. Klinikinis skystosios biopsijos ir CRISPR-Cas sistemy pritaikymas
cholangiokarcinomos diagnostikoje. (1) Onkologinis procesas (pvz. Cholangiokarcinoma)

isskiria j kraujotakq naviko genetine medziagq jvairiais pavidalais (pvz., miRNR, navikines



lgsteles ir kt.); (2) IS paciento paimamas kraujo méginys, kuriame aptinkamos laisvai
cirkulivojancios naviko sudedamosios dalys (miRNR, baltymai, egzosomos ir kt.); (3)
ISskiriami biozymenys (pvz., miRNR), kurie bus naudojami tolimesnéms molekulinéms
analizéms, (4) Specifiné RNR seka (sgRNR) nukreipia Cas baltymgq, kuris sqveikauja su
taikiniu — fluoroforu pazyméta miRNR seka; (5) Fluorescencinés kreivés rodo navikiniy

biozymeny aptikimo signalus — signaly intensyvumas priklauso nuo taikinio kiekio.

Darbo tikslas: detaliai iSanalizuoti ir kritiSkai jvertinti esamus cholangiokarcinomos
galimybes, siekiant pagerinti ankstyvos diagnostikos tikslumg. Parengti distalinés
cholangiokarcinomos, kasos lataky adenokarcinomos ir gerybiniy tulzies lataky susirgimy
diferencinés diagnostikos teorinio protokolo pavyzdj, kaip vieng i§ galimy tolimesniy tyrimy
krypéiy.
UZdaviniai:
1) Apzvelgti cholangiokarcinomos anatominius, epidemiologinius ir molekulinius
ypatumus, apsunkinanc¢ius ankstyva diagnostika;
2) ISanalizuoti CRISPR-Cas sistemy veikimo principus ir jy taikymo galimybes
molekulingje diagnostikoje;
3) Ivertinti skystosios biopsijos, daugiau démesio skiriant mikroRNR, diagnostinj
pritaikomuma;
4) Parengti teorinj diagnostinj protokola, kuris remtysi skystosios biopsijos ir CRISPR-
Cas9 technologijy deriniu, skirta dCC, PDAC bei gerybiniy tulzies lataky ligy

diferencinei diagnostikai.

5. TIRTAMIEJI IR METODAI

Siame tyrime taikomas naratyvinés apzvalgos metodas, siekiant kritiskai jvertinti SB ir
CRISPR-Cas sistemy derinio potencialy klinikinj pritaikomuma CC diagnostikoje. Taip pat
pateikiamas teorinis dCC, PDAC bei gerybiniy tulzies lataky ligy diferencinés diagnostikos
protokolas. Siame protokole sifiloma remtis Ziedinés amplifikacijos (gausinimo) (angl. Rolling
Circle Amplification, RCA) ir CRISPR-Cas9 sistema paremtu metodu (RACE, angl. Rolling
Circle Amplification-assisted CRISPR/Cas9 Cleavage), kuriuo specifiSkai kraujo plazmos
kilmés egzosomose biity aptinkami miRNR-16 ir miRNR-877.



Siekiant uztikrinti aktualig ir naujausig informacijg bei apimti reikSmingus Sios srities
pasiekimus, buvo jtraukti tik 2015-2025 m. publikuoti straipsniai. Literattiros analizé¢ buvo
atlikta naudojant pagrindines mokslines duomeny bazes, jskaitant PubMed, Web of Science,
Google Scholar ir Embase. Paieskai naudoti Sie MeSH terminai jvairiose kombinacijose:
,cholangiocarcinoma®, ,liquid biopsy*, ,,microRNA*, ,,CRISPR-Cas*. Analizei buvo atrinkti
tik originallis straipsniai, publikuoti angly kalba. Papildoma kontekstiné literatiira gauta i$
PubMed, BioMed Central, Elsevier, Springer Nature, MDPI ir Journal of Hepatology
duomeny baziy. Visos apzvalgoje pateiktos iliustracijos sukurtos naudojant BioRender.com

(Torontas, Kanada).

6. REZULTATAI

6.1.Cholangiokarcinoma

Cholangiokarcinoma (CC) — tai piktybinis navikas, kylantis i§ intrahepatiniy, ar
ekstrahepatiniy tulZies lataky epitelio. Si liga reta - sudaro maziau nei 2 proc. visy piktybiniy
naviky ir apie 3 proc. virSkinamojo trakto piktybiniy susirgimy. Vis délto tarp pirminiy kepeny
naviky CC yra antra pagal daznumga po hepatoceliulinés karcinomos (HCC) ir yra atsakinga uz
10-15 proc. visy pirminiy kepeny naviky (2). Anatomiskai CC skirstoma j intrahepating (iCC)
bei ekstrahepatine (eCC), kuri apima perihiliarinj (pCC) ir distalinj (dCC) potipius. Dazniausia
ligos forma laikoma pCC, nustatoma mazdaug 60 proc. visy atvejy, tuo tarpu distalinés ir
intrahepatinés lokalizacijos formos sudaro atitinkamai apie 20-30 proc. ir <10 proc. visy
diagnoziy (1). Riba skirianti iCC ir eCC, yra antros eilés tulzies latakai (uz kairiojo ir desiniojo
tulzies lataky iSsiSakojimy), o riba skirianti pCC nuo dCC, yra tulzies pislés latako susiliejimo
su bendruoju tulZzies lataku sritis. Visiems potipiams budingi skirtingi klinikiniai ir patologiniai

pozymiai, todél jie turéty buti nagrin¢jami kaip atskiri nozologiniai vienetai (11).
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2 pav. Anatominé cholangiokarcinomos klasifikacija pagal tulZies lataky medzio Sakas.
6.1.1. Epidemiologija

CC paplitimas jvairiuose pasaulio regionuose labai priklauso nuo skirtingo rizikos
veiksniy daznio tose vietovése. Itin didelis sergamumas fiksuojamas tokiose Pietry¢iy Azijos
Salyse kaip Tailandas ir Laosas (85 atvejai per 100 000 gyventojy). Cia vienu pagrindiniy
rizikos faktoriy laikomi kepeny trematodai - Opisthorchiidae Seimos parazitinés kirmélés (pvz.
Opisthorchis viverrini ar Clonorchis sinensis), kurios sukelia 1étin] uzdegima tulzies latakuose
ir taip didina CC rizikg (12). Tuo tarpu sergamumo rodikliai Vakary Salyse daug mazesni
(intervalas 0,5-3,4), o didziausias rodiklis fiksuojamas Italijoje (3,4 atvejo 100 000 gyventojy)
(13). Nepaisant to, pastaraisiais metais Vakary Salyse stebimas augantis iCC atvejy skaicius,
kuris, manoma, gali buti susijgs su létinémis kepeny ligomis, metaboliniu sindromu ir
gyvenimo budo rizikos veiksniais (13). Didziausias iCC atvejy augimas per pastarajj
deSimtmetj fiksuojamas biitent Baltijos Salyse, o Lietuvoje stebimi ypa¢ dideli metiniai
vidutiniai procentiniai pokyc¢iai: vyrams - 23,74 proc., moterims - 18,87 proc. (13). Dauguma
CC atvejy diagnozuojami vélyvose stadijose, ir tik apie 30 % susirgimy yra pagydomi
diagnozés nustatymo metu. Dél Siy prieZasCiy pacienty prognozé yra prasta — penkeriy mety

iSgyvenamumas siekia vos 7-20 proc. (2).
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6.1.2. Patogenezé ir rizikos veiksniai

CC vystymasis yra nulemtas daugelio veiksniy, tarp kuriy svarbis aplinkos,
molekuliniai ir genetiniai mechanizmai. Vakary Salyse vienu reikSmingiausiy patogenezés
elementy laikomas létinis tulzies lataky uzdegimas (3). Sergant pirminiu sklerozuojanciu
cholangitu, uzdegiminiai procesai sukelia pasikartojancius pazeidimy ir regeneracijos ciklus,
kurie ilgainiui gali skatinti piktybing lgsteliy transformacija. Tarp pagrindiniy CC rizikos
veiksniy jvardijamos ir Karoli liga, tulzies lataky cistos, kurios glaudziai susijusios su visais
trimis CC potipiais. Tuo tarpu kepeny cirozé, nealkoholin¢ suriebéjusiy kepeny liga (NSKL)
bei hepatito B viruso infekcija dazniau nustatomi iCC atvejais. Choledocholitiaz¢é (tulzies
lataky akmenligé) siejama isskirtinai su pCC ir dCC formomis. Manoma, jog pasaulinés
nutukimo ir NSKL augimo tendencijos gali biiti vienas pagrindiniy veiksniy, lemianciy iCC
atvejy augima (3,12).

PietryCiy Azijos regionams biidingy kepeniniy siurbikiy sukeliamos parazitinés
infekcijos taip pat laikomos reikSmingu karcinogenezg¢ skatinanciu veiksniu. Mechaninis
poveikis tulzies latakams, toksiniy metabolity iSskyrimas bei granulomatozinis uzdegimas
aplink audiniuose jstrigusius kiauginélius skatina fibroze ir létinj uzdegima. Sie procesai lemia
DNR pazeidimus ir ilgainiui gali prisidéti prie piktybinio naviko i$sivystymo (3).

Molekuliniu lygmeniu CC progresija susijusi su mutacijomis pagrindiniuose
reguliaciniuose genuose, tokiuose kaip KRAS, TP53, IDH1/2, bei su specifiniais geny
susiliejimais - pavyzdziui, FGFR2. Sie genetiniai pakitimai paZeidzia fiziologinius lasteliy
proliferacijos ir apoptozés kontrolés mechanizmus, sudarydami salygas navikui formuotis (3).
Idomu tai, kad genetiniy pokyc¢iy pobidis priklauso nuo naviko lokalizacijos ir kilmés. IDH1/2
mutacijos bei FGFR2 susiliejimai dazniau nustatomi iCC Vakary $aliy pacientams, o TP53,
KRAS mutacijos ir su jomis susij¢ signaliniai keliai (pvz., SMAD4) daznesni pCC bei su
parazitinémis infekcijomis susijusiuose navikuose (14).

Be genetiniy aspekty, CC vystymuisi didel¢ jtakg daro ir naviko mikroaplinka.
Pastarajai buidinga tanki desmoplastiné stroma, aktyvuoti fibroblastai bei imuning sistema
slopinangios Iastelés — pavyzdziui, su naviku susij¢ makrofagai. Sie komponentai ne tik skatina

naviko augima, bet ir didina atsparuma taikomam gydymui (14).
6.1.3. Klinika ir diagnostika

D¢l klinikiniy simptomy stokos ankstyvose stadijose, CC dazniausiai nustatoma tik

pazengusios ligos metu, kai radikalus gydymas jau nebéra jmanomas. Klinikiné ligos iSraiska
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priklauso nuo naviko anatomings lokalizacijos: eCC sukelia beskausmg gelta dél tulzies lataky
obstrukcijos bei kitus mechaninei obstrukcijai budingus pozymius — balkS§vas iSmatas, niezulj
bei tamsy Slapima. iCC pasireiSkia kaip kepeny darinys, daznai sukeliantis skausma po deSiniu
Sonkauliy lanku. Abiem CC tipam budingi ir kiti nespecifiniai simptomai, kaip bendras
silpnumas, diskomfortas pilve, anoreksija, pykinimas bei svorio kritimas (4).

D¢l nespecifiniy simptomy pasireiSkimo, CC dazniausiai nustatoma atsitiktinio
ultragarsinio patikrinimo (UG) metu. Diagnozés patikslinimui atlickami kompiuterinés
tomografijos (KT), magnetinio rezonanso tomografijos (MRT), magnetinio rezonanso
cholangiopankreatografijos (MRCP) bei endoskopinés retrogradinés
cholangiopankreatografijos (ERCP) tyrimai (15).

Diagnostiniais tikslais taip pat daznai pasitelkiami ir serumo naviko bioZymenys, tarp
kuriy klinikingje praktikoje placiausiai naudojamas karbohidratinis antigenas 19-9 (CA 19-9).
Vis délto, visavert] §io bioZymens pritaikomuma riboja keli reikSmingi trikumai. D¢l ne itin
auksSto jautrumo ir specifiSkumo pacientams gali biiti nustatomos klaidingai teigiamos arba
klaidingai neigiamos tyrimy reikSmés. Jautrumo trukumas tampa ypac aktualiis ankstyvose
ligos stadijose, kai bioZzymens koncentracija kraujyje gali biiti per maza d¢l nedidelio naviko
turio . Taip, pat padidéje CA 19-9 kiekiai néra specifiski tik CC ir gali buti aptinkami ir kity
piktybiniy, ar gerybiniy susirgimy metu (8). Svarbu paminéti, jog apie 5—7 proc. populiacijos
turi Lewis (a-b-) kraujo grupg ir negali ekspresuoti CA19-9, taigi jiems niekada nenustatomas
Sio biozymens aktyvumo padidéjimas (16).

Nors histologiniai skirtumai gali daryti jtakg bioZymeny lygiui, jie neleidzia aiSkiai
diferencijuoti CC potipiy. D¢l Siy priezasCiy audiniy méginiy biopsija ir histopatologinis
iStyrimas islieka diagnostikos ,,aukso standartu® (7). Vis délto, navikinio audinio paémimas
dazniausiai reikalauja invaziniy procedury, kurios, dél silpnos pacienty biklés, gali buti
rizikingos - padidéja kraujavimo ir navikiniy lasteliy i§séjimo j pilvapléve rizika (17). Taip pat
ne visada uZztikrinamas pakankamas paimamo méginio kiekis analizei, o dé¢l anatomiskai
sunkiai pasiekiamos lokalizacijos, procediiros jgyvendinimo s¢ékmé néra garantuota (6).

Diagnozuojant CC maziau nei tre¢daliui pacienty liga aptinkama ankstyvoje stadijoje,
kai naviko zidinys biina izoliuotas ir iki 3 cm dydzio. Beveik pusei pacienty diagnozés metu
jau nustatomas naviko iSplitimas ] regioninius limfmazgius, o ketvirtadaliui — iSplitusios
tolimosios metastazés (18). Radikali chirurginé rezekcija, kuri laikoma efektyviausiu gydymo
metodu, galima tik tuo atveju, kai navikas néra iSplites | kepeny audinius, didzigsias
kraujagysles, sritinius limfmazgius ar kitus organus. D¢l Sios priezasties net iki 30 % pacienty,

kuriems diagnozuota pazengusi CC, néra tinkami chirurginiam gydymui ir jiems kaip pirmos
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eilés gydymo metodas rekomenduojama sisteminé chemoterapija, dazniausiai gemcitabino ir
cisplatinos derinys (19).

Visa tai pabrézia skuby poreikj kurti inovatyvias, maziau invazines diagnostines
strategijas, kurios leisty anksti aptikti liga ir pagerinty pacienty prognozg¢. SB metodai,
derinami kartu su CRISPR-Cas sistemomis, gali zenkliai prisidéti prie ankstyvesnés CC

diagnostikos ir individualizuoto gydymo strategijy ktirimo.

6.2.CRISPR-Cas sistemu veikimo mechanizmas ir klasifikacija

CRISPR (taisyklingai pertraukti trumpi susitelk¢ palindrominiai pasikartojimai, angl.
Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats)-Cas (su CRISPR asocijuoti
baltymai, angl. CRISPR-associated proteins) yra natiiraliai prokariotuose (bakterijose ir
archéjose) aptinkama adaptaciné imuniné sistema, apsauganti nuo bakteriofagy ir plazmidziy
genetinés medziagos patekimo i Iastele (20). CRISPR sudarytas iS pasikartojanciy seky ir tarp
Jju isiterpusiy svetimos kilmés unikaliy seky (proskirtuky). Jos iraSomos j lastelés genoma
infekcijos metu ir veikia kaip ,,molekuliné atmintis“. Véliau, pasikartojus infekcijai, Cas
baltymai atpazjsta Sias anksc¢iau uzkoduotas sekas ir sukarpo skirtukui komplementarig seka
turin¢ias nukleoriigstis, taip neutralizuodamas infekcijos zidinj. Pagrindiniai §io imuninio
proceso etapai — adaptacija, raiska ir brendimas bei interferencija (21).

Pirmojo, adaptacijos, etapo metu, fagui arba plazmidei patekus j bakterijos lastelg, Casl
ir Cas2 baltymai atlieka pagrindinj vaidmenj. Svetimoje genetinéje medZiagoje atpazing
proskirtukui artimg motyva (angl. protospacer adjacent motif, PAM) - trumpa, 2 - 5 baziy ilgio
seka, leidziancig atskirti svetimg geneting medziaga nuo savosios, jie iSkerpa trumpus virusinés
DNR fragmentus - proskirtukus ir naujy skirtuky pavidalu jterpia i bakterijos genoma CRISPR
srityje. Antrame etape - raiSkos ir brendimo - CRISPR regionas yra nurasomas j ilga pirming
CRISPR RNR (pre-crRNR), kuri véliau fermentiskai suskaidoma i trumpesnes, vieno skirtuko
seka turincias RNR grandines — crRNR (22). Galiausiai, interferencijos fazéje, subrendusios
ctrRNR molekulés susijungusios su Cas baltymais ir transaktyvuojancigja CRISPR RNR
(tracrRNR), sudaro efektorinj kompleska. Jis atpaZzjsta ir sunaikina svetima j lastel¢ patekusia
nukleogriugstj, jei pastaroji turi komplementarig crRNR seka (23).

Pritaikius §j nattraly mechanizma biotechnologijoje, buvo sukurti itin tikslis ir
efektyviis genomo redagavimo jrankiai, i§ esmeés pakeite molekulinés biologijos ir medicinos
tyrimy kryptis. CRISPR-Cas sistemos Siuo metu placiai naudojamos funkcinés genomikos,

transgeniniy organizmy kiirimo, geny terapijos ir molekulinés diagnostikos srityse (24,25).
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3 pav. CRISPR-Cas sistemos veikimo mechanizmas. Viruso infekcijos metu j lgstele patekes
svetimos DNR fragmentas (proskirtukas) adaptacijos fazéje yra atpazjstamas Casl ir Cas?2
baltymy ir integruojamas j CRISPR lokusq tarp pasikartojanciy seky kaip naujas skirtukas.

Raiskos ir brendimo metu visas CRISPR regionas transkribuojamas i pre-crRNR, kuri véliau,
RNazés 11l fermento pagalba, apdorojama j brandzias crRNR molekules. crRNR susijungia

su tracrRNR ir Cas9 baltymu — taip susidaro efektorinis kompleksas. Interferencijos fazéje sis
kompleksas atpazjsta svetimq nukleoriigsti pagal crRNR esancig skirtuko sekq ir specifiskai

Jja sukarpo salia PAM motyvo esancioje srityje, taip sustabdydamas viruso replikacijq.

Pagal interferencija vykdancio komplekso sandarg CRISPR-Cas sistemos skirstomos j
dvi pagrindines klases (26). Pirma klasé sudaro apie 90 proc. visy zinomy CRISPR-Cas sistemy
ir pasizymi sudétingais interferencijg atliekanciais kompleksais, sudarytais 1§ keliy skirtingy
baltymy (27). Antra klasé, sudaranti likusius 10 proc., yra labiau mégstama dél paprastesnio
manipuliavimo, nes funkcijas atlicka vienas efektorinis baltymas. Si klasé apima tris tipus — I
su Cas9 baltymu, V su Casl2 ir VI su Casl3. Visi jie pasizymi skirtingomis savybémis ir

veikimo mechanizmais (28).
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Cas9 - pirmoji genomo redagavimui panaudota endonukleazé¢ buvo iSgauta i$
Streptococcus pyogenes bakterijy (SpyCas9) (29). II tipui priklausanti CRISPR-Cas9, dél
paprastesnés sandaros ir lengvesnio manipuliavimo, yra viena placiausiai tyrinéjamy sistemy,
kurios pagrindin¢ funkcija — dvigrandés DNR perkirpimas (29). Kompleksas sudarytas i$
crRNR ir tracrRNR - sgRNR (angl. single guide RNA) - Cas9 baltyma nukreipia j taikining
DNR seka. Vis delto, kad tai jvykty, taikininé seka turi biiti arti specifinio 5’ NGG 3’ (N Zymi
bet koki nukleotidg) PAM motyvo (30) ir tik tada sukeliamas dvigrandés DNR trukis, po kurio
aktyvuojasi lgstelés DNR paZzaidy taisymo mechanizmai. Pastarieji gali vykti dviem keliais:
homologingés reparacijos (HR) arba nehomologiniy galy sujungimo (angl. non homologous end
joining, NHEJ) (31). Vis délto, CRISPR-Cas9 sistema turi ir tam tikry trikumy - dél PAM
sekos reikalavimy ne visose genomo vietose galimas seky karpymas, taip pat galimi
nepageidaujami ne taikininiy DNR seky triikiai (angl. off-target effects) lemiantys prastesni
efektyvuma bei specifiskuma (32,33).

V tipo CRISPR sistemos, kurias dazniausiai atsovauja Cas12a (anksc¢iau vadinta Cpfl),
taip pat taikosi ] DNR, taciau skirtingai nuo Cas9 atpazjsta 5-TTTV-3' PAM motyva ir
nenaudoja tractrRNA. Kitaip nei Cas9, kuris suformuoja bukus (angl. blunt) DNR galus, Cas12a
suformuoja persidengiancius (angl. staggered) galus 5’ pus¢je. Tai gali biiti pranasumas kuriant
genomo redagavimo sistemas, kuriose reikalingas tikslus DNR seky jterpimas tam tikra
kryptimi (34). 2018 m. Chen ir kt. nustaté¢, kad Casl2a pasizymi ir netiesioginio (trans)
karpymo (angl. trans-cleavage) aktyvumu, kurio déka jmanomas viengrandés DNR skaidymas
(35). Si savybe leido pritaikyti Cas12a virusinés DNR aptikimui pacienty méginiuose ir idplésti
jo panaudojimg jvairiy ligy diagnostikoje (36,37).

Tam paciam, V tipui priskirami Cas12f (anksCiau vadinta Cas14) baltymai pasizymi
itin mazu dydziu ir geb¢jimu taikytis | viengrande DNR be bitinybés turéti PAM seka (38).
D¢l didelio specifiSkumo ir jautrumo Casl2f yra tinkami smulkiy ir fragmentuoty DNR
meéginiy aptikimui, o mazas dydis palengvina jo pritatkomuma jvairiose diagnostinése
platformose (39).

VI tipo CRISPR sistemos, kurias reprezentuoja Cas13, iSskirtinai taikosi j viengrande
RNR. Vedamas crRNR, Cas13a prisijungia prie taikininés RNR, aktyvuojama RNaz¢ ir jvyksta
nespecifinis greta esanciy RNR molekuliy triikis (40). Toks Cas13a gebéjimas be atvirkstinés
transkripcijos tiesiogiai aptikti RNR yra ypac vertingas siekiant greitai ir tiksliai nustatyti RNR
virusus (pvz. SARS-CoV-2) (41,42), taip pat onkologiniy ir kity ligy diagnostikoje svarbias
RNR molekules, kaip mikroRNR (miRNR). (43-45).
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1 lentelé. Skirtingy CRISPR-Cas sistemy charakteristikos.

CRISPR-Cas Netiesioginis (trans)
Taikininé molekulé PAM/PFS seka
sistema karpymas
SpyCas9 Dvigrandé DNR 3'NGG Ne
Dvigrandé DNR ir
AsCasl2a . S'TTTV Taip
viengrandé¢ DNR
) _ Skiriasi
Dvigrandé DNR ir ‘ .
Casl2f ) priklausomai nuo Taip
viengrandé DNR .
potipio
Casl13d Viengrandé RNR Ne-G tipo PFS Taip

PFS, angl. Protospacer flanking site.

6.3.Skystosios biopsijos bioZymenys ankstyvai cholangiokarcinomos diagnostikai

Skystoji biopsija (SB) — tai minimaliai invazinis méginiy émimo metodas, kuriuo siekiama
aptikti molekulinius pakitimus, navikines lasteles ir metabolitus kraujyje ar kituose organizmo
naujus SB biozymenis, kurie galéty pagerinti CC diagnostikos tikslumg ir sumazinty invaziniy
procediiry poreiki. Dazniausiai Siais metodais tiriami jvairiis baltymai, cirkuliuojanti naviking
DNR ir RNR, taip pat i§ naviko atsiskyrusios vézinés lastelés, ar ekstralgstelinés puslelés (EP)
(46,47), o analizei pasitelkiami kraujo serumo, plazmos, $lapimo ar tulzies méginiai (48,49).

Vienas i pagrindiniy SB privalumy - galimybé realiu laiku stebéti onkologinio proceso
virsmg paciento organizme, pradedant nuo ankstyvos diagnostikos iki minimalios likutinés
ligos nustatymo (47,50). Be to, SB paSalina invaziniy procediry keliama rizika (néra
kraujavimo, infekcijos ar naviko i$plitimo pavojaus), yra greitai atlickama ir suteikia tikslig
informacijg apie naviko genomika, proteomika ir metabolomika (51). Ji taip pat padeda
jvertinti naviko heterogeniSkuma, leidzia identifikuoti biologinius mechanizmus taikiniy
terapijai, stebi atsakg j gydyma bei atsparumo chemoterapijai vystymasi (6).

SB bioZymenys tampa itin vertingais jrankiais siekiant pagerinti ankstyva CC

diagnostika ir sekima. Tarp jy reikSminga vieta SB uzima keli svarbuis komponentai (51).
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6.3.1. Cirkuliuojanc¢ios navikinés Igstelés

Cirkuliuojancios navikinés lastelés (angl. circulating tumour cells, CTC) yra 1§ pirminio
naviko ar, reciau, metastaziniy zidiniy atsiskyrusios lastelés, patenkancios j kraujotakg ir
galin¢ios inicijuoti tolimyjy organy metastazes. Paprastai jos kraujyje iSgyvena apie 1-2,5
valandos, kol yra sunaikinamos imuninés sistemos (52). D¢l Sios priezasties tai yra itin
vertingas biozymuo ankstyvai vézio diagnostikai ir realaus laiko stebésenai, vertinant naviko
augima, gydymo efektyvuma ir paciento prognoze (53,54). Vis délto, itin maza koncentracija
kraujyje (nuo 1 iki 100 lasteliy 1 ml) apsunkina CTC aptikimg ir analiz¢. Siekiant geresnio
tyrimo tikslumo, reikalingi papildomi filtracijos, centrifugavimo ar mikrofluidiniy technologijy
sprendimai (55,56). Nepaisant Siy technologijy pazangos, procesas iSlieka sudétingas ir

brangus, o tai riboja jo klinikinj pritaikomuma (52).
6.3.2. Cirkuliuojanti navikiné DNR

Laisvai cirkuliuojanti DNR (angl. cell-free DNA, cfDNA) - tai | kraujotaka patenkantys
trumpi DNR fragmentai, kuriy ilgis dazniausiai svyruoja nuo 140 iki 170 baziy pory. Jie
atsiranda lasteliy apoptozés arba nekrozés metu ir gali biti kilg tiek i§ sveiky, tiek véziniy
lasteliy (57). Cirkuliuojanti navikiné DNR (circulating tumor DNA, ctDNA) yra specifinis
cfDNR pogrupis, kiles biitent i§ navikiniy lasteliy, ir pasizymi budingomis mutacijomis bei
epigenetiniais poky¢iais, kaip specifiniai metilinimo modeliai (58). D¢l §iy savybiy ctDNR
analiz¢ tapo svarbiu diagnostikos jrankiu, leidzianciu stebéti naviko geneting dinamika realiu
laiku, vertinti gydymo efektyvuma ir aptikti atsparumo mechanizmus. Vis tik, dél itin mazos
koncentracijos kraujyje, jos aptikimui biitini taip pat labai jautriis metodai, kaip naujos kartos

sekoskaita (NKS) arba skaitmeniné polimeraziné grandinine reakcija (PGR).
6.3.3. MikroRNR

Pastraruoju metu ypa¢ reikSmingu tyrimy objektu tapo nekoduojanc¢ios RNR (angl.
non-coding RNA, ncRNA), pasizymincios didele diagnostine ir prognostine verte CC atvejais
(59). Sios RNR molekulés yra transkribuojamos, tadiau nepaveréiamos baltymais, o jy
funkcinés savybés priklauso nuo ilgio ir struktiros. Pagal Siuos kriterijus jos skirstomos j dvi
pagrindines klases: mazas (18-200 nukleotidy (nt)) ir ilgas (>200 nt) ncRNR (60). Mazyjy
ncRNR grupé¢je ypac tyréjy démesj traukia miRNR - trumpi, 18-24 nt ilgio ncRNR fragmentai,

regulivojantys geny raiska posttranskripciniu lygmeniu. Sios molekulés yra stabiliai
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aptinkamos biologiniuose skys¢iuose, nes daznai btina inkapsuliuotos EP arba kompleksuose
su apsauginiais baltymais, kaip Argonautu-2 (Ago2), dél ko uztikrinama jy apsauga nuo
RNaziy suardymo (61). Tulzies lataky karcinogenezéje miRNR atlieka svarby vaidmen;,
veikdamos kaip onkogenai (pvz., miRNR-21) arba naviko supresoriai (pvz., miRNR-150), o jy
raiSkos poky¢iai koreliuoja su ligos progresavimu, naviko dydZiu ir paciento prognoze (62,63).
Be to, manoma, kad skirtingi véZzio tipai pasizymi unikaliu miRNR profiliu, kurj galima
iSnaudoti ankstyvai diagnostikai, ligos progresavimo stebésenai ar gydymo atsako vertinimui.
D¢l Siy savybiy miRNR iSsiskiria kaip perspektyviis SB biozymenys, galintys pagerinti CC
diagnostika, prognoze ir gydymo stebéseng (61).

6.3.3.1. MiRNR profiliy identifikavimas

Atsizvelgiant | augant] miRNR diagnostin] potenciala, daugyb¢ pastaraisiais metais
atlikty tyrimy sieké identifikuoti specifines miRNR, kurios galéty pasitarnauti ankstyvai CC
diagnostikai. Vis dazniau atliekami ne tik pavieniy miRNR analizés tyrimai, bet ir kuriami
daugiakomponentiniai (angl. multiplex) diagnostiniai modeliai, apjungiantys keliy biozymeny
panaudojimg siekiant didesnio jautrumo, specifiSkumo ir klinikinio patikimumo. Meta-analiz¢,
apimanti astuonis nepriklausomus miRNR duomeny rinkinius, nustaté 70 miRNR, kuriy raiska
buvo padidéjusi, ir 48 miRNR, kuriy raiSka buvo sumazéjusi CC audiniuose, lyginant su
normaliu tulZies lataky epiteliu (64). Atlikta funkciné analizé parodé, kad Sios skirtinga raiSka
pasizymincios miRNR dalyvauja svarbiose vézio patogenezés signalinése grandinése, tokiose
kaip PI3K/Akt, MAPK ir Ras keliai, kurie reguliuoja lasteliy proliferacija, iSgyvenamuma ir

metastazavimag (64).

6.3.3.2.MikroRNR audiniuose ir plazmos méginiuose

Dauguma miRNR tyrimy anks¢iau buvo atlickami navikiniuose audiniuose, kurie
leidzia tiesiogiai vertinti naviko biologijg ir progresavimo zZymenis. Pavyzdziui, miRNR-21 -
viena labiausiai iStirty onkogeniniy miRNR - pasizymi auk$tu jautrumu ir specifiSkumu,
leidzianciu atskirti CC nuo normaliy audiniy (95 proc. jautrumas ir 100 proc. specifiSkumas) ir
yra susijusi su blogesne bendra iSgyvenamumo prognoze (HR = 1.88, 95 proc., PI 1.41-2.51)
(65). CC audiniuose Sis biozymuo identifikuotas kaip stiprus ligos progresavimo rodiklis,
glaudziai susijes su naviko agresyvumu ir blogesne paciento prognoze (66).

Vis délto, maziau invaziné prieiga leidzia stebéti ligg realiuoju laiku, jvertinti jos

dinamikg bei pagerinti ankstyvosios diagnostikos galimybes, tode¢l analizéms vis dazniau
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pasirenkami SB komponentai. Tyrimo, kuriame dalyvavo 1001 asmuo (359 pacientai,
sergantys iCC, ir 642 kontroliniai asmenys), rezultatai parodé, kad plazmos meéginiuose
miRNR-21 ir miRNR-122 koncentracijos iCC pacientams buvo statistiSkai reikSmingai
didesnés nei kontrolinéje grupéje, kurig sudaré sveiki asmenys, pacientai, sergantys
gerybinémis kepeny ligomis, ir asmenys, turintys kity piktybiniy kepeny naviky (67). Taip pat
nustatyta, kad padidéjusi miRNR-21 koncentracija plazmoje buvo statistiSkai reikSmingai
susijusi su didesniu naviko dydziu (p = 0,030), o pacientams, kuriy navikai buvo didesni nei 5
cm, miRNR-21 lygis buvo dar aukstesnis (p = 0,009). Tai rodo, kad miR-21 gali biiti ne tik
diagnostinis, bet ir prognostinis Zymuo, atspindintis naviko biologinj elgesj ir kliniking eiga.
Tyrimo metu buvo sukurtas trijy bioZymeny diagnostinis modelis, apjungiantis miRNR-21,
miRNR-122 ir tradicinj CA19-9. Sis modelis pasieké auksta diagnostinj tiksluma, atskiriant
1CC nuo kontrolinés grupés - AUC (angl. area under the curve) sieké 0,853 mokymo kohortoje
ir 0,866 validacijos kohortoje. Modelis taip pat buvo efektyvus diagnozuojant ankstyvasias iCC
stadijas (0-I stadijos) bei CA19-9 neigiamus atvejus, kur AUC atitinkamai sieké 0,848 ir 0,795.
Tuo tarpu Jiang ir kolegy (2020) atliktas tyrimas pateike jzvalgy apie CC atvejus, susijusius su
hepatolitiaze - bikle, kuri daznai apsunkina CC diagnostika dél létinio uzdegimo fono. Siame
tyrime analizuojant miRNR-21 ir miRNR-221 raiSkos poky¢ius kartu su ultragarsinio tyrimo
rezultatais, buvo pasiektas itin aukstas diagnostinis tikslumas (AUC - 0,911, jautrumas - 77,42
proc., specifiSkumas - 97,50 proc.) (68).

Atsizvelgiant | tai, kad CC diagnostika daznai komplikuojama uzdegiminiy ar
struktiiriniy poky¢iy, kurie biidingi pirminiam sklerozuojanciam cholangitui (PSC) ar kitoms
gerybinéms patologijoms, miRNR gali biti ypa¢ vertingi sprendziant netipinius klinikinius
atvejus. MiRNR derinimas su tradiciniais laboratoriniais bioZymenimis ar vaizdiniais tyrimais
leidzia sukurti kompleksiSkesnius ir tikslesnius diagnostinius metodus, reikSmingai
prisidedancius prie ankstyvos CC nustatymo. Vis délto biitina atkreipti démesj, jog pakitusi
miRNR-21 raiSka stebima ir kity onkologiniy ligy atvejais, todél $io bioZzymens specifiSkumas
1CC atzvilgiu gali biiti ribotas.

SB diagnostinj potencialg rodo ir Meijer bei bendraautoriy (2019) tyrimas, kuriame
daugiau nei 100 pacienty plazmos méginiuose buvo analizuojama miRNR-16 ir miRNR-877
raiSka. Nustatyta, kad miRNR-16 koncentracija dCC serganc€iyjy grupéje buvo reikSmingai
sumazéjusi, 0 miRNR-877 - padidéjusi, palyginti su PDAC ir gerybiniy ligy grupémis (69).
Lyginant dCC ir gerybiniy ligy atvejus, Siy dviejy miRNR derinys pasizymejo auksStu

diagnostiniu tikslumu - AUC siekée 0,90, jautrumas - 79 proc., o specifiSkumas - 90 proc. Taip
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pat §is miRNR profilis buvo veiksmingas diferencijuojant dCC nuo PDAC - AUC reik§mé
sieké 0,88.

Azijos Salyse, kur CC rizikg didina Opisthorchis viverrini ir kity parazitiniy kirméliy
infekcijos, buvo identifikuoti kiti reikSmingi biozymenys - miRNR-423-5p, miRNR-93-5p ir
ypa¢ miRNR-4532. Pastarasis pasieké net 0,8983 AUC reikSmg¢, demonstruodamas auksta

diagnostinj patikimuma ir galimg regioninj specifiSkuma (70).
6.3.3.3.MikroRNR serume

D¢l mazesnés lastelinés kontaminacijos ir kresé¢jimo faktoriy nebuvimo plazma daznai
laikoma pirmo pasirinkimo méginiu miRNR analizei atlikti. D¢l kres¢jimo metu vykstancios
lasteliy lizés, serume daznai pastebimas didesnis miRNR kiekio kintamumas, kuris gali veikti
rezultaty patikimuma (71). Nepaisant to, d¢l paprastesnio apdorojimo ir didesnio stabilumo
meéginiy saugojimo metu, serumas tebéra placiai naudojamas klinikingje praktikoje, o gauti
miRNR profiliai praturtina diagnosting ir prognosting analiz¢ papildomais aspektais.

Salem ir kolegy (2020) atliktame tyrime nustatyta, kad CC pacienty serume reikSmingai
sumazéja miRNR-150 lygis ir tai leidzia pasiekti auksta diagnostinj jautruma (91,43 proc.) ir
specifiSkumag (80 proc.). Vis délto, dar didesni diagnostinj tikslumg pasiek¢é miRNR
kombinacija su CA19-9 - jautrumas pakilo iki 93,33 proc., o specifiSkumas net iki 96,88 proc.
(72).

Tarp kity perspektyviy kandidaty i$siskiria miRNR-26a, kurio koncentracija serume yra
statistiSkai reikSmingai padidéjusi CC pacientams lyginant su sveikais asmenimis (P < 0.01)
(73). Sio biozymens raiskos padidéjimas siejamas su paZengusia ligos stadija, metastazémis
bei trumpesne bendra iSgyvenamumo trukme, todél miRNR-26a vertinamas ir kaip
nepriklausomas prognostinis zZymuo. Vis délto, kito tyrimo duomenys pateiké prieSinga
tendencija - serumo miRNR-26a lygis buvo sumazgjes, lyginant su pacientais serganciais PSC,
o diagnostinis tikslumas, vertinant pagal AUC, sické 0,780 (74). Sis rezultaty neatitikimas gali
biiti susijes su skirtingais kontroliniy grupiy pasirinkimais arba ligos biologiniu
heterogeniSkumu. Ypac¢ svarbu tai, kad PSC laikomas CC rizikos veiksniu ir daznai pasizymi
uzdegiminiy procesy dominavimu, kurie gali lemti pakitusig miRNR raiska.

ReikSmingai padidéjusi miR-122, miR-192, miR-29b ir miR-155 koncentracija taip pat
buvo nustatyta pacienty, sergan¢iy CC, serume (75). Tyrimas parodé, kad Siy miRNR raiskos
lygiai buvo statistiSkai reikSmingai didesni CC grupéje, lyginant tiek su sveikais kontroliniais

asmenimis, tiek su pacientais, serganciais nepiktybinémis tulzies lataky ligomis, kaip PSC. Tai
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rodo Siy miRNR diagnostinj potencialg kaip papildomy biozymeny, galiniy prisidéti prie
tikslesnes diferencinés diagnostikos tarp piktybiniy ir neoplaziniy bikliy.

I8skirtinis ir kitas tyrimas, analizuojantss miRNR-18a ir miRNR-532 koncentracijas
pacienty, serganciy eCC, serume (76). Rezultatai parodé¢, kad nors Siy biozymeny individualus
diagnostinis efektyvumas buvo vidutinis, jy padidéjusi raiska buvo reik§mingai susijusi su
operabilumu - pacientams, kuriems $iy miRNR lygis buvo aukstesnis, dazniau biidavo galima
atlikti naviko rezekcija. Tai leidzia manyti, kad Sie biozymenys gali biiti vertingi ne tik
diagnozuojant ligg, bet ir planuojant gydymo strategija, ypa¢ operacijos tinkamumo

jvertinimui.
6.3.3.4.MikroRNR tulZies méginiuose

Be serumo ir plazmos, nemazai démesio skiriama ir tulzies méginiy analizei
diagnostiniais tikslais, dél itin glaudaus kontakto su naviko mikroaplinka. Neseniai atliktame
retrospektyviniame tyrime nustatyta, kad miRNR-1275 ir miRNR-6891-5p koncentracijos
tulzyje buvo reik§mingai padidéjusios pacientams, sergantiems PDAC ir tulzies lataky véziu,
lyginant su gerybinémis biiklémis (77). Kitame tyrime iSryskinta miRNR-340 ir miRNR-182
diagnostine¢ reikSmé¢ — Sie bioZymenys pasirodé naudingi diferencijuojant piktybinius ir
gerybinius pankreatobiliarinés sistemos susirgimus. Jy diagnostinis tikslumas, vertinant pagal
AUC, sieké atitinkamai 0,79 ir 0,772 (78). Svarbig diagnosting reikSme parodé ir miRNR-
125b-5p bei miRNR-194-5p derinys, kuris buvo efektyvus diferencijuojant PDAC ir CC
pasiekdamas 0,815 AUC verte (79). Sie rezultatai rodo, kad tulZies méginiy miRNR analizé
gali buti itin naudinga specifinése klinikinése situacijose, ypac kai kiti diagnostiniai metodai
(pvz., vaizdiniai tyrimai) nesuteikia pakankamai informacijos aiSkiai diferencinei diagnostikai
tarp panasiy virSkinamojo trakto naviky, o deél tolimesnio klinikinio iStyrimo yra reikalinga

invazing tulzies méginio paémimo procedira, (pvz., ERCP).
6.3.3.5. MikroRNR paremta cholangiokarcinomos diagnostika: isSitkiai ir ateities perspektyvos

Nepaisant reikSmingos pastaryjy mety pazangos, miRNR klinikinj pritaikyma CC
diagnostikoje vis dar riboja keli esminiai i§§ikiai. Siy biozymeny diagnostinis jautrumas ir
specifiSkumas daznai svyruoja dél metodologinio kintamumo, skirtingy eksperimentiniy
platformy naudojimo. Be to, daznai truksta standartizuoty kontroliniy grupiy ir ilgalaikiy
stebésenos duomeny, kurie leisty jvertinti biozymeny patikimuma klinikiniame scenarijuje.

Taigi, siekiant uZtikrinti miRNR diagnostikos jvedimg j kasdien¢ medicinos praktika, butina
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vykdyti daugiacentrius, gerai standartizuotus tyrimus, apimancius jvairias pacienty
populiacijas. Lygiagreciai turéty buti atliekama Siy metody kasty ir naudos analize, siekiant

jvertinti jy ekonominj pagristuma bei ilgalaikj efektyvuma.
6.3.4. Ekstralastelinés puslelés

Kita svarbi SB sudedamoji dalis - EP, ypa¢ egzosomos, kurios vis dazniau jvardijamos
kaip reikSmingi biologinés informacijos perne$¢jai. Tai nano dydzio, lipidine membrana
pasidengusios struktiros, iSskiriamos gyvy lasteliy aktyvaus metabolizmo metu. EP yra
klasifikuojamos pagal jy kilmg¢ ir dydj: egzosomos (50—150 nm) susidaro susiliejus plazminei
membranai ir daugiasluoksnéms pusleléms (angl. multivesicular bodies), didesnés EP (100—
1000 nm) tiesiogiai formuojasi i§ plazminés membranos, o apoptoziniai kiineliai (500-5000
nm) atsiranda lasteliy ziities metu (80). Skirtingai nuo ctDNR, issiskirianCios mirStant
lasteléms, egzosomos yra iSskiriamos gyvy lasteliy, todél jos geriau atspindi aktyvy navikinj
procesg ir yra stabilesnés dél lipidinés membranos apsaugos (81,82). Egzosomos pernesa
jvairius molekulinius komponentus, ijskaitant RNR, DNR fragmentus, baltymus ir lipidus, kurie
gali biiti izoliuojami i$ kraujo, tulZies ar kity biologiniy skys¢iy (83).

Ypac perspektyvi CC diagnostikos kryptis yra EP viduje esanciy miRNR analizé
jvairiuose biologiniuose méginiuose. Egzosomos, aptinkamos tulZyje, pasizymi iSskirtiniu
diagnostiniu tikslumu dél savo artimo saly¢io su naviko mikroaplinka. Viename i$ tyrimy
miRNR-200c-3p buvo identifikuotas kaip patikimas ankstyvosios CC diagnostikos biozymuo
(59). Si miRNR, aptikta i3 tulZies i$skirtose egzosomose, pasické AUC 0,87, o jos derinys su
CA19-9 padidino diagnostinj tikslumg iki 0,906. Kitame tyrime nagrinéta miRNR-451a ir
miRNR-3619-3p svarba - jos taip pat buvo reikSmingai padidéjusios tulzies lataky navikus
turin¢iy pacienty tulzies meéginiuose (84). ISskirtinai miR-3619-3p koreliavo su prastesniu
pacienty iSgyvenamumu, taip pasizymédamas ne tik diagnostiniu jautrumu, bet ir prognostine
verte. Be to, atlikta Siy dviejy miRNR funkciné analizé atskleidé jy aktyvy dalyvavimg RAS
signalizacijos kelyje — onkogeniniame mechanizme, kuris buidingas CC patogenezei (85).

Daug démesio sulaukia ir i§ kraujo plazmos ar serumo iSskirty egzosomy miRNR
analizé. Viename i§ tyrimy nustatyta, kad egzosominé miRNR-200c-3p, iSgauta i§ serumo,
pasizymeéjo itin aukstu diagnostiniu tikslumu diagnozuojant CC — AUC sieké 0,93, o jos raiska
koreliavo su naviko stadija ir metastaziy buvimu, taip suteikdama ir prognosting verte (86).
Kito tyrimo metu, naudojant NKS, plazmos egzosomose buvo identifikuotos miR-192-5p ir

miR-194-5p, kurios skyrési savo raiskos lygiu tarp CC serganciyjy, O. viverrini infekuoty
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pacienty ir sveiky asmeny (87). Gauti rezultatai parodé, kad abiejy Siy miRNR raiska buvo
padidéjusi O. viverrini infekuoty asmeny grupéje. Tuo tarpu CC grupéje miR-192-5p raiska
buvo padidéjusi, 0 miR-194-5p sumazéjusi, kas rodo jy diagnosting verte kaip biozymeny tiek
CC, tiek su parazitu susijusiai infekcijai nustatyti, ypa¢ endeminiuose O. viverrini paplitimo
regionuose. Papildomai atlikta bioinformatin¢ analizé atskleide S$iy miRNR sagsajas su
onkogeninio signalinio PI3K/AKT kelio reguliacija, kas gali reikSmingai prisidéti prie CC
vystymosi mechanizmy supratimo (87).

Apibendrinant svarbu paminéti, jog tiek i§ tulZies, tiek i§ serumo ar plazmos iSskirtos
egzosomos turi diagnosting vertg, taciau i$ tulzies méginiai daznai pasizymi aukStesniu
specifiSkumu dél artimo kontakto su naviko aplinka ir gali buti prioritetiskai naudojami
lokalizuotai diagnostikai. Tuo tarpu i§ kraujo méginiy gautos egzosomos yra tinkamesnés
placiajai patikrai ir atvejais, kai reikalingas minimaliai invazyvus méginiy paémimas. Vis délto
egzosomy kiekis biologiniuose méginiuose yra itin mazas, tod¢l jy analizei butinos ypac
jautrios ir standartizuotos izoliavimo technologijos, kurios $iuo metu dar néra placiai taikomos

klinikingje praktikoje.

2 lentelé. CC diagnozei reikSmingy miRNR apzvalga skirtinguose biologiniuose méginiuose

Aptikimo Raiskos Lyginamos Jautrumas  SpecifiSkum
miRNA AUC Saltinis
vieta pokytis CC grupés (proc.) as (proc.)
CC(N=18)ir
Audinys miRNA-21 1 sveiki asmenys (N 0.995 95 100 (65)
=12)

Hepatolitiaze su

CC(N=31)ir

miRNA-21 1 » 0.610 96.77 30.00 (68)
hepatolitiaze be
CC (N =40)
miRNA-21 iCC (N=359)ir
and miRNA- 1 kontroliné grupé¢  0.790 63.9 84.7 67)
Plazma 22 (N=0642)
Hepatolitiaze su
CC(N=31)ir
miRNA-221 1 0.767 54.84 95.00 (68)
hepatolitiaze be
CC (N =40)
miRNA-21, Hepatolitiaze su
1 ) 0.911 77.42 97.50 (67)
miRNA-221* CC(N=31)ir
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hepatolitiaze be

CC (N = 40)

dCC (N =24) ir

nepiktybiniai
miRNA-16 o 0.90 79 90 (69)
susirgimai (N =
and miRNA-
20)
877
dCC(N=24)ir
0.88 70.83 90 (69)
PDAC (N=24)
CC(N=30)ir
miRNA-423- .k.(N ) N
sveiki asmenys
5p, miRNA- ) Y
=30) ir - 85.71 76.92 (70)
93-5p, and
Opisthorchis
miRNA-4532
viverrini (N = 30)
CC(N=35)ir
miRNA-150- ) .(N )
s sveiki asmenys (N - 91,43 80 (72)
P =35)
CC(N=66)ir
sveiki asmenys (N 0.899 84.8 81.8 (73)
miRNA-26a =66)
CC(N=30)ir
™ ) 0.780 52 88 (74)
PSC (N =130)
miRNA-122,
Serumas miRNA-192, CC(N=94)ir
miRNA-29b, sveiki asmenys (N - 98.3 100 (75)
and miRNA- =40)
155°
eCC(N=27)ir
miRNA-18a sveiki asmenys (N 0.36 51.8 84.6 (76)
=13)
eCC(N=27)ir
miRNA-532 sveiki asmenys (N 0.35 66.6 69.2 (76)
=13)
Tulzies lataky
) navikai (N = 38)
miRNA-1275 ] ] 0.63 52.6 80 7
ir kontroliné
grupé (N = 35)
Tulzis cC (= 14)
=14)ir
miRNA-340
nepiktybiniai
and miRNA- S 0.79 64.6 82.1 (78)
18 susirgimai (N =

37)
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miRNA-125b-

5p and PDAC (N=28)ir (79
miRNA-194- CC(N=06)
S5p
CC (N=50)ir
miRNA-200c- .(N )
3 tulzies akmenys 0.87 83.3 86.7 59)
P
(N=350)
Egzosominé
Tulzies lataky
miRNR i§
miRNA-451a navikai (N = 45)
tulZzies
and miRNA- ir nepiktybiniai 0.819 73.5 88.2 (84)
3619-3p susirgimai (N =
43)
Egzosominé CC(N=36)ir
& miRNA-200c- ) _(N )
miRNR i§ sveiki asmenys (N 0.93 - - (88)
3p
serumo =12)
miRNA-194- CC(N=15ir
Egzosominé 5p° sveiki asmenys (N i i i
miRNR i§ =15)ir 87)¢
plazmos miRNA-192- Opisthorchis
5p¢ viverrini (N = 15)

@ Derinyje su ultragarso vaizdiniais tyrimais,

b Bent 2 miRNR buvo serologiskai teigiamos;

¢ Sumazéjusi CC grupéje lyginant su sveikais asmenimis,

4 Padidéjusi tiek CC, tiek O. viverrini infekuoty pacienty grupése

¢ Kiekybiniai diagnostinio veiksmingumo rodikliai Siame tyrime nebuvo pateikti. Biozymeny reik§mingumas buvo
nustatytas remiantis sekoskaitos dazniu ir israiskos pokycio (angl. fold change) analize.

AUC, kreivés po ROC (angl. receiver operating curve) plotu reiksmé; CC, cholangiokarcinoma; PDAC, kasos

lataky adenokarcinoma (angl. pancreatic ductal adenocarcinoma); PSC, pirminis sklerozuojantis cholangitas.

6.4.CRISPR-Cas sistemy ir mikroRNR vaidmuo cholangiokarcinomos ir Kity
onkologiniy ligy diagnostikoje

6.4.1. Tradiciniai miRNR aptikimo metodai

Siuo metu miRNR nustatymui SB méginiuose dazniausiai naudojami metodai -
Northern blot analiz¢, atvirkstinés transkripcijos polimeraziné grandininé reakcija (AT-PGR),
mikrogardeliy tyrimai ir NKS. Vienu seniausiy ir patikimiausiy miRNR aptikimo metody vis
dar laikomas Northern blot tyrimas. Sis metodas leidzia be amplifikacijos sukelty paklaidy

aptikti tiek brandzias, tiek prekursorines miRNR formas, nustatyti jy dydj, taip pat pokycius,
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atsirandancius dél potranskripciniy RNR modifikacijy. Vis délto tai yra gana sudétingas, daug
laiko ir darbo sgnaudy reikalaujantis metodas, todél Siuo metu retai taikomas klinikingje
praktikoje (89).

Mikrogardelés iSsiskiria tuo, jog leidzia analizuoti daug skirtingy miRNR vienu metu,
taciau tuo paciu pasizymi mazesniu jautrumu ir specifiSkumu, taip pat daznai susiduria su
hibridizacijos metu sukeltais netikslumais (89). Tuo tarpu NGS technologijos leidZia nustatyti
tiek Zinomas, tiek naujas miRNR formas, taciau §is metodas yra itin brangus, sudétingas, todel
sunkiai pritaikomas kasdienéje praktikoje (89).

Abiejy pastaryjy metody rezultaty patvirtinimui daznai pasitelkiama AT-PGR. D¢l savo
auksto jautrumo ir specifiSkumo $iuo metu ji yra laikoma molekulinés diagnostikos ,,auksiniu
standartu, taciau, tenka pripazinti, turi ir tam tikry trikumy. Nevienodi pradmeny dizaino
kiirimo metodai ar skirtingi duomeny analizés ir normalizavimo kriterijai, gali neigiamai
paveikti §io metodo tikslumg. Kitaip tariant, jei eksperimentai néra kruops$¢iai standartizuoti,
skirtingose laboratorijose rezultatai gali biiti sunkiai pakartojami. Taip pat $is metodas
reikalauja specializuotos jrangos, kvalifikuoto personalo, todél méginiy analizé gali buti

atlieckama tik specialiai tam paruostose laboratorijose (89).

6.4.2. CRISPR-Cas sistemomis paremty molekulinés diagnostikos metody kiirimas

sukurti molekulinés diagnsotikos metodai (90). CRISPR-Cas sistema i§ pradziy buvo
panaudota kaip itin preciziSkas genomo redagavimo jrankis, leidziantis selektyviai iSkirpti
(angl. knock-out) arba jterpti (angl. knock-in) norimus genus. Si technologija remiasi Cas
baltymy, veikianciy kaip molekulinés Zirklés, geb¢jimu atpazinti specifines DNR ar RNR sekas
ir inicijuoti jy skaidyma (91,92). Vis délto Siy sistemy panaudojimo spektras greitai perzengé
vien tik geny redagavimo ribas. CRISPR-Cas kompleksai dabar sékmingai taikomi
nukleoriig§¢iy aptikimui, kas leidzia kurti naujus, itin greitus, aukStu jautrumu ir specifiskumu
pasizymincius vézio biozymeny diangostikos metodus (93,94).

Komplekse su sgRNR, Cas baltymai geba itin tiksliai atpazinti specifines miRNR
sekas. Atpazinus taikinj, Cas fermentai aktyvuojasi ir skaido, pavyzdziui, fluorescenciniu
zymekliu (fluoroforu) pazymétas molekules, taip sukeldami lengvai iSmatuojama signalg.
CRISPR technologijos veikia izoterminémis salygomis, nereikalauja brangios laboratorinés
irangos ir leidzia atlikti diagnostika greitai bei ekonomiskai. Ateityje Siy sistemy apjungimas

su biojutikliy platformomis ir dirbtiniu intelektu gali i§ esmés transformuoti Siuolaikinj poziiirj
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1 vézio diagnostika, atveriant kelig greitesniems, tikslesniems ir labiau personalizuotiems
diagnostiniams sprendimams (95).

Daugybé jvairiy platformy jrod¢, kad CRISPR pagrista diagnostika pasizymi placiu
diagnostiniu pritaikomumu ir universalumu. Vienas i§ primyjy S$ios srities atradimy -
DETECTR platforma (angl. DNA Endonuclease-Targeted CRISPR Trans Reporter) (35). Tai
daugiafunkcé viengrandés DNR aptikimo sistema, kuri remiasi Cas12a fermento netiesioginio
(trans) karpymo aktyvumu. Platforma buvo pritaikyta klinisSkai reikSmingy patogeny
diagnostikai, pavyzdziui, Zmogaus papilomos viruso. Kitas rySkesnis $ios technologijos
pritaikymo pavyzdys — Broughton ir kolegy (2020) atliktas tyrimas, kurio metu sukurtas
COVID-19 diagnostikos testas, leidziantis per maziau nei 40 minuciy nustatyti SARS-CoV-2
virusg tiesiogiai i§ pacienty méginiy (96).

Panasy proverzj pademonstravo Gootenberg ir kolegy (2017) sukurta SHERLOCK
(angl. Specific High-sensitivity Enzymatic Reporter unLOCKing) platforma, kurioje kartu su
rekombinazés polimerazine amplifikacija pasitelktas Casl3a baltymas (97). Casl3a taip pat
pasiZymi netiesioginio (trans) karpymo gebe¢jimu, taciau Siuo atveju - viengrandziy RNR. Toks
derinys leidzia itin jautriai ir tiksliai aptikti net labai mazus RNR ar DNR kiekius. Tokia savybe
yra itin vertinga diagnozuojant ne tik infekcijas, bet ir navikinius bioZymenis - srityje, kur

daznai susiduriama su ribotu taikininiy molekuliy kiekiu méginiuose.
6.4.3. CRISPR-Cas sistemos cholangiokarcinomos ir kity onkologiniy ligu diagnostikoje

Be patogeny aptikimo, CRISPR technologija vis placiau taikoma ir véZio diagnostikoje,
ypac tiriant miRNR - svarbius geny raiSkos reguliatorius, susijusius su naviky progresavimu.
Vienu i§ reikSmingiausiy Sios srities proverziy laikomas Qiu ir kt. (2018) tyrimas, kuriame
pristatyta inovatyvi izoterminés amplifikacijos ir CRISPR-dCas9 technologijy pagrindu
veikianti platforma (98). Si metodika leidZia itin jautriai (fM lygiu) ir specifiskai (vienos bazés
tikslumu) aptikti cirkuliuojan¢ias miRNR molekules Zzmogaus serume. Tai buvo sékmingai
pritaikyta aptinkant let-7a miRNR — biozymenj, susijusi su nesmulkiy lasteliy plauciy
karcinoma (angl. Non-small cell lung cancer, NSCLC). Taip pat nustatyta, kad metodas geba
aiSkiai atskirti sveiky ir serganciyjy miRNR raiskos profilius. Tai pirmasis atvejis, kai
CRISPR-Cas9 technologija buvo pritaikyta miRNR aptikimui ir buvo atvertos durys naujiems
tyrimams $ia molekulinés diagnostikos kryptimi (98).

Neilgai trukus buvo sukurta dar pazangesné¢ diagnostin¢ platforma, apjungianti

CRISPR-Cas9 ir ziedinés amplifikacijos (angl. Rolling circle amplification, RCA) teikiamas
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galimybes (99). Sis metodas i$siskyré tuo, jog vienu metu leido aptikti kelias skirtingas miRNR
iSskirtas i§ EP plazmos meéginiuose. Tokia daugiakomponentiné analizé yra itin svarbi
onkologiniy ligy, ypa¢ CC diagnostikoje. D¢l naviko molekulinio heterogeniskumo pavieniy
miRNR zymeny taikymas daznai neuztikrina pakankamo jautrumo ir specifiSkumo, todel
reikalingi tiksliai parinkti keliy bioZymeny rinkiniai (panelés), leidziantys tiksliai atskirti liga
nuo kity bikliy. Tai irodo ir Lapitz bei kolegy (2020) atliktas tyrimas, kuriame iSsamiai istirtas
serumo ir Slapimo EP transkriptominis profilis, i$skirtas i§ serganciyjy CC, PSC ir sveiky
asmeny (100). Tyrimo metu nustatyta, kad pacienty, serganciy CC, EP RNR profilis aiSkiai
skyrési nuo kontroliniy grupiy ir atitiko navikiniy audiniy transkriptoma.

Vis délto, nepaisant Siy pazangiy sprendimy, Cas9 pagrjsta analizeé vis dar susiduria su
techniniais i§Stkiais. Vienas esminiy trukumy - biitinybé¢ taikinyje turéti specifing PAM seka,
kuri riboja potencialiy taikiniy pasirinkimg. Be to, daugiakomponentés analizés sistemose kyla
signalo ,,persidengimo* rizika ir susiduriama su sudétingesniais pradmeny dizaino
reikalavimais.

D¢l Cas9 budingy apribojimy, diagnostinéms platformoms vis dazniau pasirenkami
alternatyviis Cas fermentai, ypa¢ Casl2a ar Cas13a, kurie veikia be PAM sekos reikalavimy ir
turi budingas netiesioginio (trans) karpymo savybes. Vienas i§ pavyzdziy, Zhang ir
bendraautoriy komandos (2025) tyrimas. Jie sukiir¢ CRISPR-Casl3a pagrindu veikiancig
sistema, sujungta su masininio mokymosi algoritmais, kuri skirta fekaliniy EP miRNR rinkinio
aptikimui. Si platforma (FEVOR) leido ne invaziniu biidu diagnozuoti storosios Zarnos vézj su

daugiau nei 97 % tikslumu, vir§ijant tradiciniy biozymeny galimybes (101).
6.4.4. CRISPR-Cas sistemos ir izoterminé amplifikacija

Ivairiis izoterminés amplifikacijos metodai buvo sukurti siekiant palengvinti miRNR
aptikima, ypac tais atvejais, kai norima sumazinti specializuotos jrangos poreikj ir analizés
sudétingumg. Tarp tokiy metody dazniausi kilpinés izoterminés amplifikacijos (angl. loop-
mediated isothermal amplification, LAMP) (102), eksponentinés amplifikacijos reakcijos
(angl. exponential amplification reaction, EXPAR) (103), hibridinés grandinés reakcijos (angl.
hybridization chain reaction, HCR) (104), katalizuotos kilpinés sarankos (angl. catalyzed
hairpin assembly, CHA) (105,106) bei RCA (107) metodai. Visi jie patraukliis dél paprastos
reakcijos eigos, galimybés veikti pastovioje temperatiiroje, tod¢l nebiitina ir termocikleriné
jranga. Vis dé¢lto, Sie metodai vis dar daznai susiduria su ribotu jautrumu ir nespecifinés

amplifikacijos rizika, dél ko mazé¢ja klinikinis pritaikomumas.
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izotermin¢ amplifikacijg su CRISPR-Cas sistemomis viename meégintuvélyje (angl. one-pot).
Tai leidzia dar reikSmingiau prisidéti prie aptikimo specifiSkumo ir jautrumo didinimo. Vienas
pavyzdziy - Casl4SDA analizés sistema, kurioje CRISPR-Casl4a derinama su grandies
i§stimimu paremta amplifikacija (angl. strand displacement amplification, SDA) (108). Sis
metodas per vieng valanda aptiko miRNR-21 ir galéjo veiksmingai atskirti CC sergancius
pacientus nuo sveiky kontrolinés grupés asmeny.

Be Sios inovacijos ir kiti izoterminiai metodai buvo sékmingai pritaikyti kartu su
CRISPR-Cas sistemomis: EXPAR (109), RCA (99,110) LAMP (111) ir CHA (112). Siy
platformy kiirimas yra svarbus zingsnis miRNR diagnostikos srityje, ta¢iau dauguma jy vis dar
reikalauja papildomy miRNR iSskyrimo etapy ir nebitinai leidzia aptikti kelis taikinius vienu
bandymu. Tai riboja jy pritatkomuma realioje klinikinéje praktikoje ar greituosiuose
diagnostiniuose testuose.

Siuos apribojimus bando spresti, dar inovatyvesnés, vieno Zingsnio ir vieno
mégintuvélio sistemos (angl. one-step and one-pot). Viena jy - EXTRA-CRISPR - buvo
sukurta apjungiant RCA metoda kartu su Casl2a endonukleaze. Si platforma sé¢kmingai
pritaikyta keliy specifiniy miRNR aptikimui EP, gautose i§ PDAC pacienty plazmos su itin
aukStu jautrumu ir specifiSkumu (113). Metodas pasizymi greitu jgyvendinimu — nuo méginio
paruo$imo iki rezultato uztrunkama nuo 20 min. iki 3 val. Be to, jam nereikalinga specializuota
jranga - rezultatai gali biiti nustatomi tiek naudojant iSmaniojo telefono fluorescencinj jutiklj,
tiek greituosius imunochromatografinius metodus. Dar visai neseniai literatliroje pristatyta ir
kita panasi sistema, besiremianti Cas13a fermentu - CRISPR-circuit (114). Si metodika leidZia
atlikti daugiakomponent¢ miRNR analiz¢ vos per vos 15 minuciy, pasiekiant jautrumg
atomoliniu (aM) lygiu. Be to, sistema paSalina sudétingg analizés eiga, sumazina uzter§Simo
rizikg ir leidzia vienu metu aptikti kelis miRNR Zymenis. Tai didelis zingsnis ] priekj vystant
greitaja vézio diagnostika klinikiniame kontekste.

Sparciai tobul¢jant CRISPR technologijoms, jy taikymas vézio diagnostikoje tampa vis
reik§mingesnis. Sios inovatyvios sistemos leidzia pasiekti itin auksta jautruma ir specifiskuma
bei atveria naujas galimybes kuriant placiai prieinamus, greitus ir tikslius SB ir CRISPR-Cas

sistemomis paremtus jrankius, skirtus ankstyvai vézio diagnostikai ir prognozei gerinti (115).
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6.5.CRISPR-Cas sistemomos cholangiokarcinomos diagnostikoje: iSSukiai ir ateities

perspektyvos

Nepaisant CRISPR technologijy pazangos SB srityje, vis dar iSlieka svarbiy ziniy
spragy. Dabartiniai tyrimai patvirtina CRISPR sistemy potencialg in vitro salygomis
laboratorijose, taciau butina atlikti klinikinj §iy metody patikrinimg platesnése, demografiskai
jvairiose pacienty grupése. Klinikin¢je praktikoje Siy technologijy integravimas susiduria su
organizaciniais i$Sukiais, ypa¢ susijusiais su procediiry standartizavimu ir reguliaciniy
reikalavimy atitikimu (116). Pastaraisiais metais CRISPR-Cas pagrindu veikianciose aptikimo
sistemose dazniausiai taikyti fluorescenciniu signalu gristi metodai, pasizymintys dideliu
jautrumu, taiau jy rezultaty analizé daznai reikalauja specializuotos jrangos, kuri riboty
iStekliy aplinkoje, ne visada yra lengvai prieinama (117). Taip pat, nors CRISPR sistemos geba
aptikti itin maZzas taikiniy koncentracijas, jy jautrumas ir specifiSkumas vis dar riboti. Tai i§
dalies gali lemti jvykstancios kryzminés reakcijos su ne taikininémis sekomis. Dél Sios
klinikinés diagnostikos ir etiniy klausimy kontekste (117).

Ateities tyrimai turéty koncentruotis j ilgalaiki bioZymeny steb¢jimg CC pacienty
grupése, siekiant jvertinti ligos progresija ir atsakg j terapinius sprendimus. Taip pat vertinga
buty istirti sgveikg tarp miRNR ir kity molekuliniy signaliniy keliy CC vystymosi — tai galéty
suteikti naujy jzvalgy apie naviko mikroaplinkg ir padéti identifikuoti naujus taikinius terapijai.
Galiausiai, tam kad CRISPR sistemos biity integruotos i rutininius diagnostinius protokolus,
biitina sukurti standartizuotas analizés procediiras, uztikrinancias rezultaty pakartojamuma
skirtingose laboratorijose ir klinikiniuose padaliniuose (117).

Svarbu paminéti, jog atliekant literatiiros analiz¢ pastebétas akivaizdus CRISPR-Cas
technologijomis paremty tyrimy trukumas skirtas CC diagnostikai, nors tai agresyvus ir daznai
per vélai aptinkamas navikas (15). Atsizvelgiant | tai, Siame darbe sitilomas teorinis, CRISPR-
Cas9 ir RCA sprendimus apjungiantis protokolas, skirtas i§ EP iSskirty miRNR nustatymui

dCC pacienty plazmos méginiuose, kaip galima tolimesniy tyrimy kryptis.
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7. DISTALINES CHOLANGIOKARCINOMOS, KASOS LATAKU
ADENOKARCINOMOS IR GERYBINIU TULZIES LATAKU BUKLIU
DIFERENCINES DIAGNOSTIKOS TEORINIS PROTOKOLAS

Vv —

klinikiniy simptomy ir radiologiniy vaizdy panaSumo } kasos lataky adenokarcinomg (PDAC),
o tai daznai lemia klaidingg diagnoz¢ ir netinkama gydymo pasirinkimg (118).

Neseniai mikroRNR (miRNR) isrysk¢jo kaip perspektyvis, maZziau invazyvis
biozymenys, galintys pagerinti onkologiniy ligy diagnostinj tiksluma. Po i§samios literatiiros
paieskos nuspresta pasitelkti miRNR-16 ir miRNR-877 kaip daug Zadancius diagnostinius
biozymenis. Siy dviejy miRNR grupé buvo patvirtinta kaip dCC specifisky biozymeny profilis,
leidziantis atskirti dCC nuo gerybiniy susirgimy (AUC = 0,90) ir nuo PDAC (AUC = 0,88)
(69). Lyginant su i§ plazmos gauta laisvai cirkuliuojancia miRNR, ekstralastelinése piislelese
(EP) esanti miRNR yra stabilesné dél egzosomy teikiamos apsaugos, todél pastarasis metodas
tampa patrauklesnis vézio diagnostikai ir buvo pasirinktas Siam tyrimui.

Nors jprastai cirkuliuojanc¢ioms miRNR kiekybiskai nustatyti naudojamas atvirkstinés
transkripcijos polimerazinés grandininés reakcijos (AT-PGR) metodas, jis apima daug
sudétingy etapy (RNR iSskyrima, atvirkSting transkripcijg ir amplifikacijg), todél néra
patrauklus biidas maZzos koncentracijos molekuléms aptikti. Siekiant jveikti Siuos diagnostinius
CRISPR-Cas sistemomis. Vienas i§ jy — RACE (angl. Rolling Circle Amplification (RCA)-
assisted CRISPR/Cas9 cleavage) metodas, leidZiantis ypac jautriai ir specifiSkai aptikti miRNR
molekules (99).

Pagrindinis Sio tyrimo tikslas — nustatyti, ar RACE metodas gali pagerinti diagnostinj
tikslumg diferencijuojant dCCA nuo PDAC ir gerybiniy tulzies taky ligy. Antriniai tikslai —
palyginti RACE ir AT-PGR metodus bei jvertinti RACE platformos pritaikomumga kasdienéje
klinikingje praktikoje.

7.1.Tiriamieji ir metodai

Pacienty atranka. | prospektyvinj tyrima bus jtraukti >18 mety pacientai, suskirstyti j

keturias grupes:

1) Distalinés cholangiokarcinomos (dCC) grupé: pacientai, kuriems diagnozuota dCC.

Itraukimo kriterijai: navikas lokalizuotas distalin¢je ekstrahepatiniy tulzies lataky
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dalyje (nuo ampulinés srities iki tulzies puslés latako jungties), patvirtintas
histopatologiSkai (chirurginé rezekcija arba biopsija) arba multidisciplinio konsiliumo
metu pagal vaizdinius ir klinikinius duomenis, jei biopsija neijmanoma;

2) Kasos lataku adenokarcinomos grupé (PDAC): pacientai, sergantys PDAC,
pagal amziy, lytj ir, jei yra duomeny, ligos stadija;

3) Gerybiniy tulZies lataky ligy grupé: pacientai, sergantys ne piktybinémis ligomis,
sukelian¢iomis distaling tulzies lataky obstrukcijg ar cholestaze, kaip tulzies lataky
akmenlige, pirminis sklerozuojantis cholangitas, autoimuniné cholangiopatija ar 1étinis
pankreatitas. Si grupé naudojama kaip kontrolé uzdegiminiams arba obstrukciniams
procesams, galintiems paveikti biozymeny lygius;

4) Sveiky kontroliniy asmenuy grupé: sveiki savanoriai, parinkti pagal amziy ir lytj,
neturintys vézio ar reikimingy kepeny ir tulzies lataky ligy anamnezéje. Si grupé

naudojama pamatiniams biozymeny intervalams nustatyti.

Kraujo méginiy surinkimas ir plazmos paruoSimas. IS kiekvieno paciento paimama
apie 10 ml periferinio kraujo j mégintuvélius su EDTA antikoaguliantu. Siekiant iSsaugoti RNR
vientisumg, méginiai apdorojami per 2 valandas nuo paémimo. Plazma atskiriama
centrifuguojant 1500 aps./min. grei¢iu 10 minuciy, pasalinant lgsteles. Atliekama papildoma
centrifugacija didesniu grei¢iu — 10 000 x g 10 minuciy, siekiant pasalinti lasteliy likucius.
Gauta plazma saugoma -80°C temperatiiroje iki EP i§skyrimo.

EP ir miRNR iSskyrimas: EP i§ plazmos ir tolimesniam miRNR i$skyrimui bus
naudojami specialiis rinkiniai skirti biologiniams skysCiams (pvz., Qiagen miRNeasy
Serum/Plasma, Norgen biotek Plasma/Serum Exosome Purification and RNA Isolation Kit ar
kt.). ISskirty miRNR meéginiai trumpam laikotarpiui (greitai analizei) bus saugomi -20°C
temperatiiroje, o ilgam laikotarpiui -80°C, kad biity iSvengta daugybiniy Saldymo-atSildymo
cikly, taip siekiant i§saugoti nukleortig§ciy vientisuma.

RACE metodika miRNR nustatymui. Si dalis atliekama pagal Wang ir kt. aprasyta
metodg pritaikant miR-16 ir miR-877 taikiniams. Metodika apima du pagrindinius etapus:

1) ,,Padlock*“ zondo ligavimas ir RCA: kiekvienai tikslinei miRNR (miRNR-16 ir
miRNR-877) sukuriamas ,,padlock zondas (ziediné DNR oligonukleotidy granding),
turintis komplementarig seka miRNR 5' ir 3' galuose ir PAM seka Cas9 endonukleazei
prisijungti. Aptikus tiksling miRNR, ,.padlock* zondas prie jos prisijungia, pridedama
DNR ligaz¢ (pvz., HiFi Taq ligaz¢) ir miSinys inkubuojamas 37°C temperatiiroje 30
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2)

min. Ziedinis DNR zondas suformuojamas tik tuo atveju, jei jis tiksliai atitinka miRNR
(bet koks vieno nukleotido neatitikimas neleidzia susidaryti Ziedui, taip uZtikrintant
specifiSkumg).

Gautas ziedinis DNR zondas tampa matrica RCA. Naudojant phi29 DNR
polimeraze¢, RCA vykdoma pastovioje 37 °C temperatiiroje apie 60 min. perteklinéje
dNTP koncentracijoje. Sio proceso metu ziedin¢ matrica nuolat replikuojama,
generuojant ilga viengrandg DNR molekul¢ su daugybe tikslinés miRNR sekos
pakartojimy. Phi29 polimerazés aktyvumas sustabdomas miSinj pakaitinus 65°C

temperattiroje 10 min.

CRISPR-Cas9 aptikimas: antrajame etape i§ anksto suformuojamas sgRNR ir Cas 9
(sgRNA/Cas9) kompleksas (25°C temperatiiroje 10 min). Kompleksas sumaiSomas su
amplifikacijos produktais ir TagMan tipo fluorescenciniu zondu. Cas9/sgRNR
prisijungus prie atitinkamos sekos, Cas9 endonukleazé sukarpo DNR salia PAM
lokuso. Kad $is skélimo jvykis biity paverstas aptinkamu signalu, bus naudojama
fluorescenciné reporteriné sistema: trumpa dvigrandé DNR reporteriné seka bus
suformuota hibridizuojant TagMan tipo zonda, pazyméta 5' fluoroforu (pvz., FAM) ir
3' gesikliu (pvz., BHQI), su RCA produktu. Iki Cas9 veikimo gesiklis slopina
fluorescencija, o perkirpus dvigrand¢ DNR fluoroforas atsiskiria nuo gesiklio ir taip
sukeliamas spektroskopu iSmatuojamas Svyt¢jimas. Inkubacija vyksta 37°C
temperatiiroje 30 min tamsiomis salygomis. Fluorescencijos intensyvumas (FI)

stebimas realiuoju laiku naudojant fluorescencinj spektrometra.
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4 pav. RACE metodo scheminé iliustracija. (1) Tikslinés sekos atpazinimas ir ,,padlock “
zondo prisijungimas: zondas su PAM sritimi prisijungia prie tikslinés miRNR, ir abu
laisvi galai sujungiami j Ziedine struktiirg naudojant HiFi Taq DNR ligaze. (2) Ziediné
amplifikacija (RCA): naudojant phi29 DNR polimeraze suformuojama ilga dvigrande
DNR, prie kurios hibridizuojami TagMan zondai. (3) Cas9 kirpimas ir aptikimas:
SgRNR/Cas9 kompleksas atpazjsta ir perkerpa taiking salia PAM srities dvigrandéje DNR
struktiiroje, atskirdamas fluoroforq nuo gesiklio. Taip sukeliamas ismatuojamas

fluorescencijos signalas.

AT-PGR patvirtinimas. Kartu su RACE metodu visiems méginiams bus atlickama
standartiné AT-PGR, naudojant tuos pacius RNR méginius. Tam bus pasitelkiami specialiis
TagMan pradmenys (angl. stem-loop), kurie atpazjsta butent miRNR-16 ir miRNR-877,
vadovaujantis gamintojo instrukcijomis. Gautos slenkscio ciklo (Ct) reikSmés bus tiesiogiai
lyginamos su RACE metodo metu gautomis FI reikSmeémis, siekiant jvertinti metodo
patikimuma. FI tikimasi koreliuos su pradine miRNR koncentracija, taip pat bus sudarytos

kalibracinés kreivés su sintetinémis miRNR standartinémis koncentracijomis.
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Duomeny analizé. ApraSomoji statistika: Pirmiausia bus apibendrintos kiekvienos
grupés pacienty charakteristikos (amzius, lytis, ligos stadija ir kt.), siekiant uztikrinti, kad
grupés bty palyginamos.

Lyginamoji analizé: miRNR raiskos skirtumai tarp grupiy bus analizuojami naudojant t-testa
arba Mann-Whitney U testa. Diagnostiniam tikslumui jvertinti bus sudarytos ROC kreivés

(apskaiCiuojant AUC, jautrumag ir specifiSkuma).

7.2.Tikétini rezultatai ir reikSmeé.

Tikimes, kad RACE platforma padés pasiekti auksta diagnostinj tikslumg nustatant
dCCA atvejus, virSijant esamus bioZymenis (pvz., CA19-9) jautrumo ir specifiSkumo atzvilgiu.
Jautrumas gali buti dar didesnis, jei RACE dél savo itin didelio jautrumo (fM lygio detekcija)
uzfiksuos Zemesnio lygio miRNR signalus. Be to, Sis metodas pasizymi vieno nukleotido
specifiSkumu ir palyginus greitai gaunamu rezultatu (atlickamas ~37 °C temperatiiroje,
nereikalaujant termociklerinés jrangos), todel gali buti pritaikomas ir greitosios diagnostikos
(angl. point-of-care) sistemose.

Sékmingas Sio metodo idiegimas galéty iS esmés pakeisti kasos ir tulzies lataky naviky
diferencing diagnostika, suteikiant galimybe atlikti minimaliai invazyvy kraujo tyrima, kuris
padéty atskirti dCCA nuo PDAC bei kity gerybiniy bukliy. Tai galéty paankstinti tinkamo

gydymo pasirinkimg ir pagerinty pacienty iseitis.

8. REZULTATU APIBENDRINIMAS

Cholangiokarcinoma (CC) islieka vienu i§ sudétingiausiy onkologiniy susirgimy dél
savo biologinés jvairovés ir komplikuoty molekuliniy mechanizmy. Sie aspektai ne tik trukdo
tiksliai diagnozuoti liga, bet ir apsunkina individualizuoty, veiksmingy gydymo strategijy
parinkima, todél daznai nulemia nepalankias pacienty prognozes. Nors invazin¢ audiniy
biopsija ir histopatologinis iStyrimas, vaizdiniai tyrimai ir serumo navikiniy bioZymeny (CA
19-9) tebéra laikomi diagnostikos ,,aukso standartu®, pastarojo taikymas susiduria su esminiais
i8Sukiais. Esant Zemai biozymeny koncentracijai kraujyje, Sis metodas daznai stokoja
pakankamo jautrumo ir specifiskumo, todé¢l ligos aptikimas ankstyvose stadijose iSlieka
nepatikimas. Be to, dabartiniai klinikinéje praktikoje taikomi metodai nesugeba patikimai
atskirti piktybiniy ir gerybiniy naviky, tiksliai nustatyti jy anatominés kilmés ar jvertinti
morfologinio naviko kintamumo ligos eigoje. Visa tai lemia, jog dabartinés diagnostikos
priemonés yra nepakankamos ankstyvai CC diagnozei ir vercia ieSkoti naujy, paZzangesniy

diagnostiniy strategijy.
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Siuo poziiiriu skystoji biopsija (SB) iskyla kaip daug Zadantis diagnostinis metodas,
leidziantis iSvengti histopatologiniy méginiy heterogeniskumo ir fiksavimo procediiry
sukeliamy poky¢iy — vietoj to naudojami Sviezi kiino skys¢iy meéginiai (pvz., plazma, serumas,
tulZis). Sis metodas yra maZiau invazyvus, saugesnis ir greitesnis nei tradiciné biopsija, o tuo
paciu leidzia surinkti vertingg informacija apie naviko genomika, proteomika ir metabolomika.
Pastaruoju metu miRNR iSryskéjo kaip vienas i§ daugiausiai viléiy teikian¢iy bioZymeny.
Pavyzdziui, miRNR-21 raiSka CC tiek audiniuose, tieck SB méginiuose pasizymi aukstu
jautrumu ir specifiSkumu, padédama atskirti véZinius audinius nuo sveiky. Vis délto, tradiciniai
miRNR aptikimo metodai kaip atvirkstinés transkripcijos polimeraziné grandininé reakcija
(AT-PGR) susiduria su i$sukiais - trumpas seky ilgis, zema jy gausa organizmo skysciuose bei
didelis protokoly jautrumas techninéms variacijoms lemia reikSmingus netikslumus, tarp jy ir
klaidingai neigiamus rezultatus.

Cia reik§mingg proverzj siiilo CRISPR-Cas sistemomis pagrista diagnostika, kuri
leidzia tiksliai ir jautriai identifikuoti SB bioZymenis be biitinybés atlikti sudétingg DNR ar
RNR amplifikacija. Sie metodai remiasi programuojamomis nukleazémis, tokiomis kaip Cas12
ir Cas13, kurios geba atpaZzinti specifines nukleortigsciy sekas ir inicijuoti signalinius atsakus.
Kai CRISPR-Cas technologijos yra derinamos su izoterminés amplifikacijos metodais, signalas
generuojamas realiuoju laiku ir pasiekiamas itin aukstas jautrumas. Tai reiSkia, kad net itin
mazos biozymeny koncentracijos gali biiti aptiktos greitai ir patikimai. Siomis savybémis
pasizymi ir diagnostiniame protokole siiiloma RACE (angl. Rolling Circle Amplification
(RCA)-assisted CRISPR/Cas9 cleavage) platforma, skirta miR-16 ir miR-877 aptikimui. Sis
metodas leidzia atlikti daugiakomponentg analize be sudétingos laboratorinés jrangos ir galéty
biiti lengvai pritaikomas riboty iStekliy aplinkose.

Nors CRISPR-Cas sistemos, primiausia, buvo atrastos ir panaudotos kaip genomo
redagavimo jrankis, jy veikimo ir pritaikymo spektras iSsiplété labai greitai, tarp kuriy atsirado
ir preciziné minimaliai invazyvi vézio diagnostika. Vis délto, dabartiniai miRNR aptikimo
metodai turi savy trikumy. MiRNR diagnostiné vert¢ vis dar ne iki galo istirta ir gali skirtis
priklausomai nuo onkologinés ligos stadijos ar kity gretutiniy bukliy. Taip pat islieka
kryZzminiy reakcijy su ne tikslinémis sekomis, kurios gali lemti klaidingai teigiamus ar
neigiamus rezultatus, galimybé. Sudétingas ir procesy standartizavimas tarp laboratorijy,
kuriems reikalingas i§samus klinikinis patvirtinimas. Siekiant, kad CRISPR-Cas sistemos biity
saugiai ir efektyviai integruotos j kliniking praktika, biitina standartizuoti tyrimy protokolus,
investuoti j technologing plétra ir uztikrinti plataus masto specialisty mokymus. Tik tokiu biidu

bus galima visapusiSskai iSnaudoti CRISPR-Cas sistemy teikiama potencialg ankstyvai
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cholangiokarcinomos ir kity onkologiniy ligy diagnostikai bei taip uztikrinti savalaikj ir

veiksmingg gydymo strategijy pasirinkimg pacientams.

9. ISVADOS

Apibendrinant galima teigti, kad skystosios biopsijos taikymas kartu su CRISPR-Cas
sistemomis yra itin perspektyvi sritis ankstyvojoje cholangiokarcinomos diagnostikoje.
Skystoji biopsija sumazina invaziniy procediry keliamg rizikg ir leidzia greitai gauti
informacija apie naviko biologija, o CRISPR-Cas sistemos suteikia galimybe itin tiksliai ir
ankstyvoje ligos stadijoje aptikti specifinius biozymenis, kaip miRNR. Siy metody sintezé gali
paspartinti diagnostinj procesa, sumazinti ekonominius kaStus ir sudaryti salygas laiku pradéti
gydymg. Vis délto, Siy procediiry taikymas realiuose klinikiniuose scenarijuose vis dar
reikalauja i§samaus patvirtinimo. Ateities tyrimai turéty buti nukreipti j klinikiniy protokoly
standartizavimg ir technologiniy sprendimy patvirtinima, siekiant uZztikrinti saugy ir

veiksmingg $iy inovatyviy sprendimy jtraukimg i kasdieng klinikine praktika.
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Abstract

IMPROVING DIAGNOSTIC PRECISION IN DISTAL CHOLANGIOCARCINOMA WITH CRISPR/CAS9

A. Sidabraite!, U. Ahmed?, S.K. Jones?, A.K. Gulla® Wilnius University, Faculty Of Medicine, Vilnius, VILNIUS, Lithuania 2Vilnius
University, VU LSC-EMBL Partnership For Genome Editing Technologies, Life Sciences Center, Vilnius, VILNIUS,

Lithuania 3Vilnius University, Faculty Of Medicine, Institute Of Clinical Medicine, Vilnius, VILNIUS, Lithuania

Introduction: Cholangiocarcinoma (CCA) includes heterogeneous tumours with complex diagnoses, management, and poor
prognoses. Diagnosing distal CCA (dCCA) is particularly challenging in clinical cases where it presents a diagnostic dilemma
due to its clinical and imaging similarities to pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) and benign diseases. Current
diagnostic methods are inadequate, necessitating the development of more sensitive, specific, and non-invasive biomarker
detection techniques. MicroRNAs show promise as biomarkers, and innovative approaches like CRISPR /Cas9-mediated
detection may enhance diagnostic capabilities.

Methods: We propose using Rolling Circle Amplification (RCA)-assisted CRISPR/Cas9 cleavage (RACE) to detect miRNA-16
and miRNA-877 panel in exosomes derived from plasma samples. Exosomes will be isolated from patients with CCA, PDAC,
benign diseases, and healthy controls. The miRNAs will be analyzed using RACE and results will be compared to those
obtained via reverse transcription-quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). The RACE method involves two key
steps: replication, where a long double-stranded DNA (dsDNA) assembly is generated through the interaction between the
padlock probe with the PAM domain and the target miRNA; and detection, where the sgRNA /Cas9 complex cleaves the
dsDNA, leading to a measurable fluorescence signal.

Results: We anticipate that RACE will exhibit superior sensitivity and specificity compared to RT-qPCR, or at least show high
consistency, while offering advantages in processing time and cost-effectiveness.

Conclusion: RACE technology has the potential to significantly improve miRNA detection, offering clinicians a robust tool for
differentiating dCCA from other diseases with similar clinical and radiological presentations. This method could reduce the
reliance on invasive biopsies, ultimately enhancing patient outcomes through earlier and more accurate diagnosis.
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3: Biliary

Introduction: Cholangiocarcinoma (CCA) is a heterogeneous group of tumors that is characterized by
challenging and inaccurate diagnosis, leading to late detection and poor prognosis. With this review we
aim to analyse the limitations of current diagnostics and examine the potential of liquid biopsy and
CRISPR/Cas systems to improve the accuracy of diagnosis.

Method: This literature review evaluates the effectiveness of liquid biopsy combined with CRISPR/Cas
systems based on biomarker detection in diagnosing Cholangiocarcinomas. Research was conducted in
major databases like PubMed and MDPI, focusing on articles published from 2018 to 2024 using relevant
keywords.

Results: Current non-invasive CCA biomarkers, such as carcinoembryonic antigen (CEA), carbohydrate
antigen 19-9 (CA 19-9), and carbohydrate antigen 125 (CA 125), often lack sensitivity and specificity. Due
to deviations in accuracy, the diagnosis must be confirmed by invasive histopathological biopsy
procedures, which pose significant risks to the patient. The current challenges express the need for
innovative diagnostic approaches. Liquid biopsy is a promising method in distinguishing between CCA
tissues and healthy tissues with a high sensitivity (95%) and specificity (100%) by detecting biomarkers
like micro-RNAs (miRNAs). Incorporating CRISPR/Cas systems shows enhancement in the rapid and cost-
efficient detection of CCA biomarkers.

Conclusion: The introduction of LB combined with CRISPR/Cas systems could potentially revolutionize
early and accurate diagnosis of CCA and therefore advance the overall management strategy. However,
this method is still under development and requires further testing before the introduction into routine
diagnostics.
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