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SANTRUMPOS

ALK — anaplastinés limfomos kinazés receptorius (angl., anaplastic lymphoma kinase)
APLK — adenopleumorfiné karcinoma

BRAF — onkogenas B-RAF, serino/treonino baltymo kinazé B-RAF (angl. proto-oncogene B-
RAF, serine/treonine-protein kinase)

CYFRA 21-1 — citokeratino 19 fragmentas (angl., cytokeratin 19)

cirDNR — cirkuliuojanti DNR

EGFR — epidermio augimo faktoriaus receptorius (angl., epidermal growth factor receptor)
ERBBZ2 — tirozino erb-b2 kinazés 2 receptorius (angl., erb-b2 receptor tyrosine kinase 2)
FGFR — fibroblasty augimo faktoriaus receptorius (ang., fibroblast growth factor receptor)
INDEL - iskrita—intarpas (angl. insertions and deletions (indels))

KRAS — onkogenas, nustatytas ziurkiy sarkomos lastelése (angl. Kirsten-rous avian sarcoma)
MAP2K1 — mitogeny aktyvuojamo baltymo kinazés kinazé 1(angl., mitogen-activated
protein kinase kinase 1)

MET — MET proto onkogenas (angl., MET proto-oncogene)

NKS — naujos kartos sekoskaita

NRAS — NRAS proto onkogenas, GTPazé (angl., NRAS proto-oncogene, GTPase)

NSLPV — nesmulkialgstelinis plauciy vézys

PA — plauciy adenokarcinoma

PD-L1 — programuotos lasteliy zuties ligandas 1 (angl., programmed death-ligand 1)

PFK — pleumorfiné karcinoma

PIK3CA — fosfatiidilinozitolio 4,5-difosfato 3 kinazés fermentinis subvienetas alfa (angl.,
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha)

PPV — ploks¢ialastelinis plauciy véZys

PV — plauciy vézys

ROS1 — ROS 1 onkogenas, tirozino kinazés receptorius (angl. c-ros oncogene 1, receptor
tyrosine kinase)

SCCA — ploksciy lasteliy karcinomos antigenas (angl, squamous cell carcinoma antigen)
SDSK — smulkiy plok§¢iy ir stambiy lasteliy karcinoma

SLK — stambiy lgsteliy karcinoma

SLPV — smulkialastelinis plauciy vézys

TP53 — navikg slopinancio baltymo (angl. tumor protein 53) genas

VNP — vieno nukleotido polimorfizmas



IVADAS

Plauciy vézys (PV) — tai vienas i§ dazniausiy onkologiniy susirgimy bei
mir§tamumas nuo PV yra pats didziausias i$ visy onkologiniy susirgimy. Dazniausiai
sergama nesmulkialastelinio PV (NSLPV), daignozuojami histologiniai potipiai kaip
plauciy adenokarcinoma (AP), ploks¢ialastelinis plauciy vézys (PPV). Sergantiems
ligoniams buidingas trumpas i§gyvenamumo laikotarpis nuo ligos diagnozavimo.
Trumpas i§gyvenamumas yra susijes su vélyva ligos diagnostika, ligos eigos sekimo
molekuliny Zymeny stoka ir greita ligos progresija. RutiniSkai ligos eigos sekimas
vykdomas nejautriais motodais, kurie nenustato molekuliniy poky¢iy vyktanciy ligai
progresuojant. Naujy naujy molekuliniy Zymeny atradimas sekti ligos eigai galéty
padéti sustabdyti greitg ligos progresija, parinkti tikslingg gydyma ir pladiau
charakterizuoti $io NSLPV potipo navikus.

NSLPV navikuose nustatomas didelis genominis nestabilumas. Nustatomos
daugelio geny daznos somatinés mutacijos. Ypa¢ daznai nustatomos EGFR, ALK,
BRAF, ERBB2, KRAS, MAP2K1, MET, NRAS, PIK3CA, ROSL1 ir TP53 geny mutacijos.
Siy geny produktai dalyvauja daugelyje signaliniy keliy. Todél §iy geny mutacijos gali
lemti nekontroliuojama lasteliy augima, plitima, iSgyvenamumo aktyvinima, o $ie
procesai yra gali inicijuoti naviko formavimasi.

Skysciy biopsija yra vienas i§ biidy leidziantis stebéti ligos eiga ir nustatyti Siy
geny patogeninius poky¢ius, kurie atsiranda naviko vyStymosi metu, atsako j gydyma
vystymesi bei ligos progresijoje. Skys¢iy biopsijos éminiy periodinis rinkimas ir jy
tyrimas tokiais tiksliais metodai kaip naujos kartos sekoskaita gali padéti padidinti
ligoniy i§gyvenamuma diagnozuojant ligg ir ligos progresija anksciau.

Darbo tikslas:
Ivertinti plau¢iy véziui vystymuisi svarbiy geny mutacijy kitimg ligai

progresuojant naujos kartos sekoskaitos metodu nesmulkialgstelinio plauciy vézio

pacienty kraujo plazmoje ir kriitinplévés nuoplovose.

Darbo uzdaviniai:

1. Atlikti cirkuliuojan¢ios DNR i§ kraujo plazmos, DNR i§ kratinplévés nuoplovy
sekoskaitg ir nustatyti dazniausias mutacijas NSLPV ligoniuose prie§ gydyma;

2. Susieti ligoniy pries gydyma mutacijy skai¢iaus, palyginiy su mutacijomis skaiciaus

3. Ivertinti mutacijas, jy skai¢iy ir daznj prie§ progresija ir ligai progresavus;



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Plaudiy vézZio epidemiologija
Plauciy vézys (PV) yra vienas dazniausiai diagnozuojamy onkologiniy

susirgimy pasaulyje. Naujausiais Pasaulio sveikatos organizacijos duomenims plauciy
vézys buvo nustatytas, kartu su krities véziu, kaip dazniausias vézio tipas (11,6 %) (1.1
A pav.). Taciau mirtingumas nuo PV siekia 18,4 % ir yra didesnis nei kity dviejy
dazniausiy vézio tipy, Kriities ir storosios zarnos, kartu (6,6 % ir 9,2 %, atitinkamai)
(World Health Organisation, pagal internetine prieigg: https://gco.iarc.fr/today) (1.1 B
pav.).

A B

Plauciy
2093 876 (11.6 %)

Plauciy
1761 007 (18.4 %)

Kraties Kiti

2088 849 (11.6 %) 3 422 417 (35.8 %)

Kiti .

7753 946 (42.9 %) Storosios Zarnos Stori).sws 2m;nos
1849 518 (10.2 %) 880 792 (9.2 %)

Prie3inés liaukos P riesinés liaukos Skrandzio
1276 106 (7.1 %) 358 989 (3.8 %) 782 685 (8.2 %)
Gimdos Kkaklelio Kasos Kepeny
569 847 (3.2 %) ?l(‘,'a"%;?; 7o 432242 (45%) 78L631 (82:6)

Stemplés Kepeny Stemplés Kraties
572 034 (32 % 841 080 (4.7 %) 508 585 (5.3 %) 626 679 (6.6 %)

1.1 pav. Plauciy vézio sergamumas (A) ir mirtingumas (B) pasaulyje 2018 m.
(adaptuota pagal Cancer Today, International Agency for Research on Cancer;
https://gco.iarc.fr/today/).

Zinoma, kad sergamumas daugumoje Europos regiony pastarajame
deSimtmetyje yra sumazéjes (Bray ir kt., 2018). Taciau kituose ryty Europos
regionuose, ypa¢ maziau ekonomiskai pazengusiose Salyse, kur cigare¢iy rikymas yra
paplites, PV sergamumas yra vis dar didelis (Alberg ir kt., 2013; Wong M ir kt., 2017).
I8 visy ryty Europos Saliy sergamumas didziausias yra Vengrijoje tarp vyry. O tuo tarpu
motery sergamumas yra didziausias vakary Europos regionuose, ypa¢ Danijoje ir
Olandijoje (Bray ir kt., 2018). Lietuvoje nuo 2008 iki 2012 m. buvo diagnozuoti 5365
nauji PV atvejai, i$ kuriy didziaja dalj sudaré vyrai (81,8 %). Nuo 2003 m. Lietuvoje
stebimas 12,5 % sergamumo sumaz¢jimas vyrams, o motery sergamumas iSliko beveik
nepakites ir Siuo periodu nustatyta tik 1,4 % sumazéjusiy atvejy (Gedvilaité ir kt.,
2019).

Intensyviai tyrinéjamos didelio mirStamumo nuo PV priezastys. Viena i$

priezas¢iy gali biiti, jog PV yra retai diagnozuojama jauniems zmonéms ir dazniausiai



nustatoma vyresniems nei 50 m. ligoniams, kurie gali sirgti ir kitomis gretutinémis
ligomis, pasunkinan¢iomis gydymo procesa (Nasim ir kt., 2019). Epidemiologiniy
tyrimy pagalba yra nustatyta, kad, kai liga nepasireiSkia biidingais simptomais, 5 metus
iSgyvena 18 % ligoniy, kai juntami pirminiai vézio simptomai (kaip pvz.: kosulys,
dusulys) — 12 %. Taciau véziui iSplitus, kai nustatomas metastazés, 5-iy mety
iSgyvenamumas yra mazesnis nei 6 % (Zemaitis ir kt., 2018). Dideli mirtingumo
rodikliai siejami su sunkumais identifikuojant liga ankstyvose stadijose, nes ligoniai
kreipiasi per vélai dél simptomy primenanciy perSalimo sukeliamus pojtcius ir
taikininio gydymo pritaikymo, ligos progresijos stebéjimo sunkumy (Alberg ir kt.,
2013). Dél s8iy priezasc¢iy nedidelis laiko tarpas efektyviausiam gydymui yra

prarandamas.

1.2 Plauciy vézio rizikos veiksniai

Vézio rizikos veiksniai, tai veiksniai, kurie padidina rizikg susirgti véziu.
Rizikos veiksniai gali biiti specifiniai vézio tipui, kaip pavyzdziui padidéj¢s hormono
estrogeno kiekis siejamas su rizika susirgti kriities véziu. Rizikos veiksniai gali buti
siejami su profesija, pavyzdziui gamybos ir kasybos pramonése nustatomas didesnis nei
iprastai kancerogeny kiekis palyginus su kitomis profesijomis (Cancer reserch UK,

pagal interneting prieiga: https://www.cancerresearchuk.org/). Didziausig rizika susirgti

PV lemia rizikos veiksnys, kuris yra susijes su zalingu jpro¢iu — rakymu.

Riikymas. Zinoma, kad 85 %, serganéiy $ia liga yra rilkantys arba mete rakyti
(Prokhorov ir kt., 2014). D¢l didelés rizikos rikantiems, daug démesio skiriama tabako
rikymo prevencijai, taciau pasaulyje kasmet dél $io zalingo jprocio PV suserga 80 %
vyry ir 50 % motery. Rizika did¢ja eksponentiSkai kartu su ilgejancia rikymo trukme ,
manoma, kad rikymo trukmé turi didesnj poveikj susirgti PV nei suriikomas tabako
kiekis, kuris dazniausiai vertinamas kaip surtikyty cigareciy per dieng skaicius (Mao ir
kt., 2016). Yra nustatyta, kad rikantys > 15 m. ir surtikantys > 20 cigareCiy per dieng
4,5 dazniau susirgo PV nei riikkantys < 15 m. ir < 20 cigare€iy per dieng (Pavlovska ir
kt., 2008). Zinoma, jog rizika didina ir rikymo intensyvumas, vertinamas kaip giliai yra
jtraukiami tabako diimai j plaucius bei jy laikymo plauciuose trukmeé. Taip pat, rizika
yra susijusi su vidutiniSkai ir daug rikanc¢iy amziumi (10-20 ir 21-39 cigaretés per
diena, atitinkamai) (IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to
Humans, 2004). DidZiausia rizika nustatoma riikantiems jauniems Zmonéms, nes
atsiradus priklausomybei nuo nikotino, rikkymo intensyvumas didéja kartu su ilgéjancia

rikymo trukme (Mao ir kt., 2016). Taciau nustojus rikyti rizika sumazéja per 4 m.


https://www.cancerresearchuk.org/

Nustatyta, jog vyrams nustojus rikyti daugiau nei pries 40 m. susirgti PV véziu rizika i$
80 % sumazgjo iki 2 % (Peto ir kt., 2000). Pasyvis rukymas, kuris priskiriamas
aplinkos rizikos veiksniams prilyginamas aktyviam tabako rukymui dél taip pat didelés
rizikos paveiktiems individams susirgti PV. Tabako dimuose, kurie patenka j aplinka
yra nustatomos dulkés, kuriose yra kancerogeniniy medziagy, galin¢iy sukelti PV ir
nertikantiems individams (Al-Obaide ir kt., 2018).

Tabako dimuose nustatoma > 70 kancerogeniniy medziagy, kurios gali sukelti
geny mutacijas, pazeisti plauciy periferinius audinius ir sukelti dusulio jausma. Taip
pat, $iy zalingy kancerogeny metabolizmo metu, veikiant kartu su kitais kancerogenais
padidina rizikg susirgti PV (Al-Obaide ir kt., 2018). Tabako dimuose esancios Zzalingos
medziagos skaidomos i§ aplinkos patekusiy cheminiy medziagy metabolizmo metu
fermenty Seimos citochromy 450 (CYP) priklausantiems CYP1A1 ir kartu veikian¢iam
CYP2E1. Metabolizmo metu susidaro dariniai su cigare¢iy dimuose esanciais
policikliniais aromatiniais angliavandeniliais, kurie aktyvuoja CYP1A1, ir DNR. Dél
Siy dariniy, pakeic¢iama erdviné DNR struktira ir trukdomas DNR pazaidy taisymo
procesas. Dél pazaidy taisymo proceso riboto veikimo, susidariusios kancerogeny
sukeltos DNR pazaidos islicka DNR replikacijos metu ir virsta mutacijomis,
galin¢iomis sukelti Igstelinius poky¢ius pirminése PV vystymosi stadijose (Mitsui ir kt.,
2016). Taip pat, nikotinas, esantis cigare¢iy dimuose néra kancerogenas, taciau
nikotinui jungiantis su Igsteliniu receptoriumi yra didinama tarplastelinio ciklinio
adenozino monofosfato (cAMP, i§ angl., cyclic adenosine monophosphate)
koncentracija. Padidéjusio cAMP koncentracija yra Zinoma kaip vienas i§ PV
sukelianciy veiksniy. Nikotinas netiesioginial, taip pat, gali sukelti PV jo metabolizmo
metu, kai yra gaunamas tarpinis nikotino produktas nitrozaminas. I§ nikotino gaunamas
nitrozaminas yra siejamas su KRAS ir P53 geny mutacijy atsiradimu (Shuller ir kt.,
2019).

Siuo metu pasaulio mastu analizuojama ir elektroniniy cigareéiy sukeliama
rizika plauéiy periferinio audinio pazeidimams bei rizika susirgti PV. Sio rizikos
veiksnio poveikis plauc¢iams ir epidemiologiniai tyrimai §iuo metu yra svarbesni nei
cigare¢iy rukymo dél didziulio paplitimo tarp paaugliy / jauny zmoniy. Elektroninés
cigaretés turi karSciui atspary kaitinimo elementa, kuris garina skysti, paprastai
sudarytg i$ darzoviy glicerino, propileno glikolio, nikotino ir skonj suteikianciy
cheminiy medziagy. Sis skystis kaitinimo elemente esancios dagties i§ medvilnés yra
sugeriamas ir baterijos pagalba yra kaitinamas. Susidarg garai traukiami j plaucius.

Elektrinés cigaretés yra vertinamos kaip sveikesné alternatyva, zmonéms, kurie nori



nustoti rukyti. Elektroniniy cigare¢iy sudaromuose garuose yra nustatoma zalingy
medziagy tokiy kaip reaktyviosios deguonies rasys, heterociklinis angliavandenilis
furanas ir jvairtis metalai (nikelis, $vinas ar chromas). Siekiant i$siaiSkinti galimus
zalingus elektroniniy cigare¢iy padarinius atliekami tyrimai, apklausos.
Epidemiologiniy tyrimy duomenimis, elektroniniy cigare¢iy rikymas yra siejamas su
chronisku kosuliu, pagauséjusiu skrepliy susidarymu, bronchitu riikantiems paaugliams
ar chroniska obstrukcine plauciy liga suaugusiems (Gotts ir kt., 2019). Su gyviinais
atlikty tyrimy metu, jrodyta, jog individai, kurie serga kvépavimo taky ligomis
elektroniniy cigareciy, turinéiy nikotino, rikymas didina rizikg susirgti PV (Shuller ir
kt., 2019). In vitro tyrimy pagalba jrodyta, jog elektroniniy cigareCiy rilkymas taip pat
gali sukelti imuniniy Iasteliy plau¢ivose pazeidimus todél dazniau sergama
bakterinémis kvépavimo taky ligomis (Gotts ir kt., 2019). Taciau dél $io Zalingo jpro¢io
jaunumo tiksli rizika Zzmonéms susirgti PV yra nezinoma.

Radono dujos. Antras dazniausiai PV galintis sukelti rizikos veiksnys yra radono
dujos. Sios dujos natiiraliy procesy metu susidaro urano skilimo metu, kurios turi a
radioktyviy daleliy. DaZniausiai didelés radono dujy koncentracijos patalpose susidaro
dél dirvozemio ypatybiy ir / ar statybiniy medziagy (Mao ir kt., 2016). Taip pat,
siejamos su kasybos pramone: didelés koncentracijos nustatomos pozeminése Sachtose
(Field ir Withers, 2012). Radono dujose nustatomos radioktyvios dalelés sukelia DNR
pazaidas plauciy epitelinése lastelése ir cigareciy damai kartu su radono dujomis veikia
kartu dar efektyviau sukeldami DNR pazaidas (Prokhorov ir kt., 2014).

Su profesija susije rizikos veiksniai. Yra nustatytos cheminés medziagos, kuriy
PV rizika didinantis poveikis siejamas su profesine veikla. Joms priklauso pries tai
minétos radono dujos ir nikelis, arsenas, bis-chlormetilo eteris, berilis, kadmis,
Sasiavalentis chromas, kokso ir angliy deginimo produktal, silicio dioksidai bei asbestas
(Mao ir kt., 2016). Asbestas yra vienas zinomiausiy ir labiausiai tyrinéty rizikos
veiksniy. Zinoma, jog kasdien profesinéje aplinkoje paveikiami zmonés su §iuo
kancerogenu, susiduria su 5 kartus padidéjusia rizika susirgti PV (Prokhorov ir kt.,
2014). Jvairiy tyrimy duomenimis asbestas ir cigare¢iy diimai veikdami kartu sukelia
padidéjusia rizika susirgti PV. SpecifiSkai asbestas sukelia uzdegiminius procesus kaip
ir cigare¢iy diimai, kurie lemia pakitusj 1gstelinj atsakg ir Igstelés gali nevaldomai
dalintis bei sudaryti navika (Klebe ir kt., 2020). Taip pat, yra nustatyta, jog asbestas ir
tabako diimai veikdami kartu didina ir PV naviko piktybiskuma, t. y. liga progresuoja
grei¢iau (Nasim ir kt., 2019). Taciau dél tokiy tyrimy i$ asbesto gaminamy statybiniy
medziagy gamyba yra uzdrausta daugelyje pasaulio Saliy, taciau 2013 m. duomenimis



Rusijoje, Kinijoje, Brazilijoje, Kazachstane, Indijoje ir Argentinoje yra vis dar
gaminamos (Allen ir kt., 2018).

Paveldima rizika. Didzioji dalis ligoniy serganciy PV (85 %) $ia liga suserga dél
zalingy jpro¢iy, specifiskai, tabako rikymo. Taciau < 20 % ligoniy taip pat suserga PV,
todél, manoma, jog Sie ligoniai susiduria su paveldima rizika Seimoje. Yra nustatyta,
jog pirmos kartos serganciojo palikuoniai taip pat turi 2 kartus didesng tikimybe susirgti
PV. Atlikty viso genomo asociacijos tyrimy (GWAS, i$ angl. genomewide association
studies) pagalba nustatyti genomo regionai, kurie siejami su padidéjusia rizika susirgti
PV. Pavyzdziui, 15 chromosomos ilgojo peties 25 regionas (15925) turi 3 su nikotino
metabolizmu susijusiy acetilcholino receptoriy genus. Todél, palikuonys turintys
atitinkamus §iy geny variantus turi didesng tikimybe susirgti PV, jei taip pat riko
tabakg (Mao ir kt., 2016). Niekada nertkiusiems PV ligoniams, turintiems paveldéta
EGFR (angl., epidermal growth factor receptor) mutacijg (T790M) yra nustatoma
rizika susirgti PV, jei gyvenimo eigoje jgaunama antros $ios geno kopijos T790M

mutacija. Tokia paveldimo tipo PV rizika susirgti yra ypac reta (Gazdar ir kt., 2014).

1.2 Plaudiy vézio klasifikacija

Plaudiy vézio klasifikacija pagal naviko histologija. Pagal naviko histologija
PV skirstomas i du pagrindinius tipus: 1) nesmulkialgstelini PV (NSLPV) ir 2)
smulkialgstelinj (SLPV). DidZiajai daliai, bent 85 %, ligoniy, serganéiy plauciy véziu,
diagnozuojamas NSLPV tipas. Sis PV histologinis tipas vystosi plauéiy epitelinése
lastelése ir yra skirstomas j daugelj histologiniy potipy. Sergantys NSLPV bendrai visy
stadijy ligoniai iSgyvena tik 15-19 % praéjus 5 m. nuo ligos diagnozés (Siegel ir kt.,
2018). Taciau, kuo anks¢iau liga nustatoma, tuo didesné 5 m. i§gyvenamumo tikimybé

(1.1 lentelé).



1.1 lentelé. Nesmulkialgstelinio plauciy vézio stadijos ir ligoniy 5 mety
i§gyvenamumas (pritaikyta pagal Zemaitis ir kt., 2018)
Stadija 5 m. iSgyvenamumas

Nesmulkialgstelinis plauciy vézys

1Al 92
A2 83
IA3 77
IB 68
A 60
1B 53
Iic 13
IVA 10
VB 0

Taciau SLPV, yra agresyvesnis PV histologinis tipas nei NSLPV. Sio tipo PV
navikai formuojasi bronchuose ir nustatomos ankstyvos metastazés anksciau nei
NSLPV ir isgyvenamumo prognozé negydant paprastai yra tik 2—4 mén. (Gridelli ir kt.,
2015). Todél sergant SLPV svarbus ligos nustatymas kuo anksé¢iau. Ypac, kai po
s¢kmingo gydymo I stadijos ligoniy i§gyvenamumas padidéja iki 40 %. Palyginus su
NSLPV, SLPV PV gydymas chemoterapija ar radiacijos terapija yra efektyvesnis
(Blandin ir kt., 2017).

NSLPV dar skirstomas j potipius pagal lasteliy morfologija. Pagrindiniai
NSLPV tipai, kurie nustatomi, yra: 1) plau¢iy adenokarcinoma, sudaranti ~ 80 % visy
susirgimy (PA) 2) plokséiy lasteliy plauciy vézys, sudarantis ~ 20 % visy susirgimy
(PPV) ir 3) stambiy lgsteliy karcinoma (SLK), kuri nustatoma reciau (Barta ir kt.,
2019).

Dazniausiai i§ NSLPV potipiy diagnozuojama plauc¢iy adenokarcinoma (PA).
Sio potipio navikai dazniausiai aptinkami periferiniuose plau¢iy audiniuose,
sekrecinése 1gstelés, taciau yra nustatomas pats didZiausias naviko heterogeniskumas
nei bet kokio kito NSLPV potipio net tarp skirtingy individy. Tac¢iau PA auga ir plinta
1é¢iau nei kitos PV formos, dazniau serga moterys bei nertikantys asmenys (Testa ir kt.,
2018) (1.2 A pav.).

Ploks¢ialastelinio plauc¢iy vézio (PPV) histologiniu potipiu sergama reciau. Tali
susije su cigare¢iy gaminimo industrijos poky¢iais (Gridelli ir kt., 2015). Sie navikai
vystosi i$ ploksc¢iy lgsteliy, kurios randamos bronchuose. Joms budingas nedidelis
diferenciacijos lygis, jos greitai i$plinta j stambiuosius kvépavimo takus. Kitaip nei PA
potipio navikai, PPV nenustatomas didelis heterogeniskumas, taciau nustatyta, jog

pasizymi didesniu genetiniu nestabilumu (Cancer Genome Atlas Research Network,



2012). Sio potipio navikai dazniausiai diagnozuojami vyrams ar rikkantiems asmenims
(Langevin ir kt., 2015) (1.2 B pav.).

Stambiy lasteliy karcinomos (SLK) Igstelés nuo kity potipiy iSsiskiria savo
dydziu. Sioms lasteléms nustatomas taip pat nedidelis diferenciacijos lygis, jos
aptinkamos dazniausiai plauciy periferijos audiniuose. Taciau $io histologinio potipio
navikai nustatomi vis re¢iau, dazniausiai kai nejmanoma diferencijuoti tarp PA ar PPV
potipiy (Niederhuber, 2014) (1.2 C pav.).

NSLPV skirstomas ir j kelis smulkesnius arba tarpinius histologinius potipius
kaip pleomorfiné karcinoma (PFK), adenopleomorfiné karcinoma (APLK) ir smulkiy
plokséiy bei dideliy lasteliy karcinoma (SDSK) (Zemaitis ir kt., 2018). Tokie
histologiniai potipai paprastai sudaryti i§ pries tai paminéty pagrindiniy trijy
histologiniy tipy. Specifiskai, PFK, kuri vystosi taip pat plauciy periferijoje, siekia
kratinpléve ar APLK, kuri savo lgsteliniai poky¢iais primena nustatomus PA atveju

(Sakashita ir kt., 2014).

A Plauciy B Plokitialastelinis C Stambiy lasteliy
adenokarcinoma plauciy vézys plauciy karcinoma
~J A/ N
L O YN T
S 71 I e

1.2 pav. Nesmulkialgstelinio plau¢iy vézio (NSLPV) histologiniai potipai: plauciy
adenokarcinoma (A), plokscialastelinis plauéiy vézys (B) ir stambiy lasteliy karcinoma
(C) (Lungevity, VeryWellHealth pritaikyta pagal interneting prieiga
https://lungevity.org/ bei https://www.verywellhealth.com/)

Plaudiy véZio Kklasifikacija pagal iSplitima. NSLPV ir SLPV navikams naudojama
TNM Klasifikacijos sistema: pagal vézio iSplitimg ir apibiidinimg pagal pirminj navika
(T), netoliese susidariusias metastazes limfmazgiuose (N) bei organizme i$plitusias
metastazes (M) (Zemaitis ir kt., 2018). I§sami klasifikacija ir priskiriamais pozymiais

pateikta 1.2 lentel¢je.
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1.2 lentelé. Plauciy vézio klasifikacija pagal TNM sistema (pritaikyta pagal Zemaitis ir

kt., 2018)
Klasifikatorius PoZymiai
T T1 Didziausias naviko dydis siekia < 3 cm, yra apsuptas plaucio ar

kratinplévés, plitimas ribotas;

T2 Naviko dydis nuo >3 cm iki <5 cm, gali bti i$plites j bronchus,
kriitinpléve;

T3 Naviko dydis nuo > 5 cm iki <7 cm, nustatomas iSplitimas j kriitinpléve,
kriitinés siena;

T4 Didziausias naviko dydis siekia > 7 cm, gali biiti nustatomas i$plitimas j
diafragma, tarpuplautj, $irdj, didZigsias kraujagysles, trachéja, stuburg bei
nustatomos naviko masés skirtingose plauciy skiltyse;

N NX Metastazes artimiausiuose limfmazgiuose negali biiti nenustatomos;

NO Metastaziy artimiausiuose limfmazgiuose néra;

N1 Metastaziy artimiausiuose limfmazgiuose yra bei nustatomos tolimesniuose;

N2 Metastaziy artimiausiuose limfmazgiuose yra bei nustatomos tolimesniuose
ir vienos pusés plauciy skiltyse;

N3 Metastaziy artimiausiuose limfmazgiuose yra bei nustatomos tolimesniuose,

abiejy plauciy skiltyse;
M MO Organizme i$plitusiy metastaziy néra;
M1 Organizme i$plitusiy metastaziy yra.

Plau¢iy vézys klasifikuojamas ir pagal nustatyta naviko piktybiskuma. Sios
sistemos taikymas priklauso nuo vézio tipo, taciau paprastai I stadijos naviko Igstelés
primena nenavikines, audinio pakitimy nenustatyta, II — nustatyti nedideli navikiniy
Igsteliy ir audinio poky¢iai, I1I bei IV — naviko lastelés turi i$skirting morfologija,
nustatomi audinio poky¢iai, naviko plitimas i gretimus audinius (Danila ir kt., 2018).
Taciau jei klasifikavimo sistema néra nurodyta taikoma lasteliy diferenciacijos sistema

pagal G1 — G4 rodiklius (1.3 lentelé).

1.3 lentelé. Plauciy vézio diferenciacija pagal G1 — G4 klasifikacija (pritaikyta pagal
Zemaitis ir kt., 2018)
G PoZymiai
GX | Diferenciacijos laipsnis nenustatytas
G1 Gerai diferencijuotas navikas
G2 | Vidutini$kai diferencijuotas navikas
G3 | Blogai diferencijuotas navikas
G4  Nediferencijuotas navikas

1.3 Plau¢iy vézio diagnozavimas ir gydymas
PV yra klastinga ir sunkiai diagnozuojama liga, ypa¢ ankstyvose stadijose. Si
liga yra sunkiai nustatoma dél dviejy pagrindiniy priezas¢iy, kurios susijusios su

plauciy anatomija ir simptomy bendrumu su kitomis ligomis. Pirmoji priezastis yra
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susijusi su plauciy periferijos sandara, kurig sudaro smulkios kapiliarais apvyniotos

puslelés ir skausmo receptoriy trikumo (1.3 pav.) (Danila ir kt., 2018).

Limfmazgis ——+ Tracheja
R ARHM = Bronchai
Desinysis plautis: £ 0% 7/ et s .
‘ \ % ) Kairysis plautis:
Tre na k'l i = LA . v & o T
Virsutine skiltis ol | & : VirSutiné skiltis
Viduring kiItis‘ s A | |
iduriné s b N
| 2 \ } Apatiné skiltis
Diafragma A '
/ v
- el;\raterija i
| 4 Broncheolé

) ‘Alveolé

1.3 pav. Zmogaus kvépavimo sistemos sandara (PDQ Cancer Information Summaries,
pritaikyta pagal internetines prieiga: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/)

Dél Sios priezasties naviko vystymasis gali nesukelti jokiy nemaloniy simptomy
ir yra diagnozuojamas vélyvose stadijose. PV simptomai sutampa su kity nepiktybiniy
ligy simptomais, kaip kosulys, dusulys, kriitinés skausmas, kurie nesukelia dideliy
nepatogumy. D¢l to ligoniai kreipiasi j specialistus tik simptomams sunkéjant, kai liga
progresuoja (Danila ir kt., 2013).

Diagnozavimas. Prevenciné PV patikros programa Lietuvoje néra vykdoma taip
kaip prieSinés liaukos, storosios Zarnos, kriities ir gimdos kaklelio vézio programos.
Diagnostiniai PV tyrimai atliekami tik asmenims, kurie patys kreipiasi j gydymo
jstaigas arba atliekant privalomuosius tyrimus sveikatos prieZiliros jstaigose.
Pagrindiniai budai, kurie taikomi jvertinti plauciy sveikatos biikle yra sveikatos istorija,
fiziné apziiira, kriitinés lgstos rentgeno tyrimas (Aalst ir kt., 2016). Taciau jei jtariamas
PV, asmenims taikoma platesnio masto sveikatos apzitra. Taikomi mikroskopiniai
skrepliy tyrimai nustatyti vézines lasteles, imunohistocheminiai tyrimai,
bronchoskopijos (trachéjos ir bronchy gleivinés apziiira) taip pat audinio biopsijos i$

bronchy gleivinés ar aspiraciné periferinio plauéiy audinio biopsija (Zemaitis ir kt.,

13



2013). Taikoma ir branduolio magnetinio rezonanso, pozitrony emisijos, kompiuterinés
tomografijos tyrimai, kuriy metu nustatoma tiksli PV lokalizacija ir i§plitimas.
Jungtinése Amerikos Valstijose, pradéta placiau taikyti kompiuterinés tomografijos
tyrimg didesnés rizikos grupei: asmenims suriikantiems daugiau nei 30 cigareciy
pakeliy per metus. Toks pirminés ankstyvos diagnostikos periodinis testas vykdytas
asmenims 7 m. padéjo nustatyti PV anksti ir pagerino ligoniy iSgyvenamuma 20 %
(Hirsch ir kt., 2016)

Diagnozuoti koks yra PV diferencijavimo laipsnis, gali bati taikomi ir
serologiniai vézio zymenys. Epiteliniy Igsteliy NSLPV serologiniai zymenys, kurie
naudojami nustatant koks naviko histologinis tipas, yra struktiirinis 1asteliy baltymas
citokeratino 19 fragmentas (CYFRA 21-1 i angl., cytokeratin 19) ir glikoproteinas
SCCA (i angl. squamous cell carcinoma antigen). Sie du Zymenys siejami su NSLPV
potipiu PPV (Pujol ir kt., 2001; Raijer ir kt., 2003). Baltymy kaip SCCA ir CYFRA 21-
1 padidéjusi koncentracija kraujo serume gali biiti naudinga nustatant ir atsakg j
gydyma, jvertinti ligos progresija (Edelman ir kt., 2012; Zamay ir kt., 2017). Kito
histologinio PV tipo — SLPV serologiniai vézio zymenys: neurony specifiné enolazé
(NSE, i8 angl., neuron specific enolase) ir progastring atpalaiduojantis peptidas
(proGRP, i3 angl., gastrin releasing peptide). Zinoma, kad jei §iy Zymeny koncentracija
ligoniy kraujyje yra padidéjusi, jie yra siejami su trumpesniu i§gyvenamumu. Siuo metu
naudojamas ir dar vienas baltyminis zymuo esantis DNR replikatyvinés helikazés
komplekse, kuris vadinamas PSF3 (angl., GINS complex subunit 3) ir yra specifinis tik
AD histologiniam NSLPV potipiui (Zamay ir kt., 2017). Taciau, ieSkant naujy ir
specifiSkesniy baltyminiy Zymeny diagnostikai rasti aptamerai, kuriy pritaikymas
nepriklauso nuo pries tai minéty biologiniy zymeny specifiskumo su antikiinais, néra
glaudziai susij¢ su jy gaminimo proceso sekme. Aptamery veikimas panaSus j antikliny,
taciau jie specifiskesni ir gali biiti lengvai modifikuojami bei pritaikomi diagnostikoje
su kitomis vaizdinémis priemonémis kaip magnetinio rezonanso vaizdavimu, pozitrony
emisijos ar kompiuterine tomografija (Kamada, 2012). Tokiy naujy diagnostiniy
zymeny pritaikymas, tobulinimas ir naujy kombinacijy ieSkojimas yra efektyvus, taciau
laiko tarpas kol patvirtinamas jy efektyvumas yra didelis. Todél didelis démesys
skiriamas ir pirminiy rodikliy, ieSkojimams, kad lastelé virsta navikine bei jy
pritaikymas gydymui. Genetiniai molekuliniai zymenys placiau aptariami 1.5 skyrelyje.

Gydymas. PV sergantiems asmenims skiriamas gydymas priklauso nuo naviko
histologijos, ligos stadijos, bendros sveikatos buklés ir gretutiniy ligy. Dazniausiai

taikomi gydymo tipai yra chirurgija, radioterapija ir chemoterapija. Prie$ parenkant
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gydyma ypac svarbu nustatyti naviko histologija, nes dviejy pagrindiniy tipy NSLPV ir
SLPV gydymas skiriasi. Vienas i§ perspektyviausiy gydymy t.y. naviko pasalinimas
chirurginiu biidu taikomas tik NSLPV 1, II ir tik tam tikriems III stadijos ligoniams. O
tuo tarpu SLPV paprastai pirmiausia gydomas chemoterapija, nes Sio histologinio tipo
navikas ypac agresyvus ir ankstyvoje ligos eigoje jau yra nustatomas metastazés (pagal

interneting prieigg: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK65865/).

Chirurginis gydymas NSLPV paprastai atlickamas pasalinant plauciy skiltj,
kurioje nustatoma naviko masé. Taciau gydymo s¢kmé priklauso nuo daugelio faktoriy
ir taikoma skirtingai kiekvienam ligoniui. Prie$ chirurginj gydyma kai kuriems
ligoniams taip pat taikoma ir pirminé chemoterapija, kuri paprastai ilgina
iSgyvenamuma pirminiy stadijy NSLPV navikams (Kodama ir kt., 2016). Taciau $i
terapija néra taikoma placiai ir reikalingi i§samesni tyrimai, kurie leisty jvertinti ar
terapija yra veiksminga ir ar prailgina isgyvenamumg. Taciau chemoterapijos taikymas
po pirminio chirurginio gydymo ar radioterapijos yra veiksmingesnis. Yra nustatyta,
jog Il ir IITA stadijy ligoniams po chirurginio taikomas chemoterapinis gydymas padéjo
iSgyventi 5,4 % be ligos progresijos (Duma ir kt., 2019). Navikams, kuriems negali biiti
taikomas chirurginis gydymas, ypac¢ III stadijos NSLPV navikams, placiausiai taikoma
chemoterapija, ta¢iau JAV prie$ metus taip pat pradéjo taikyti ir kitg gydymo biidg —
imunoterapija. Si terapija paremta prie§ programuota lastelés Zities liganda 1 (PD-L1 i§
angl., programmed death-ligand 1) ir specialiai sukurti antik@inai, kurie blokuoja PD-L1
lastelés pavirSiuje neleisdami jam prisijungti prie ligando receptoriy. Tokiu biidu
naviko lastelés negali iSvengti imuninio atsako ir jos yra naikinamos (Ribas ir kt., 2016;
Rimm ir kt., 2017).

Ligoniams sergantiems PV taip pat taikomas gydymas, kuris vadinamas
molekuline ,,taikinine* arba specializuota terapija. Vienas i$ didZiausiy tokio gydymo
privalumy yra vaisty specifiskumas. Dél tokio specifiskumo vaistai néra toksiski kitoms
lasteléms, audiniams Kaip po radioterapijos, chemoterapijos metu (Hirsch et al., 2016).
Sio gydymo tikslas yra nustatyti genetinius molekulinius taikinius, kuriy blokavimas
stabdyty vézio lasteliy formavimasi ir dalijimgsi. Genomo poky¢iai, kurie virsta
mutacijomis, yra viena i§ prieZas¢iy lemianciy somatinés lastelés virtimg j véZine.
Tokie pokyciai jvyke¢ DNR molekuléje po transliacijos i pakitusius baltymus gali biiti
nevaldomo Igstelés dalijimo ar mirties procesy i§jungimo priezastimi (Lee ir kt., 2018).
Potencialiis genetiniai molekuliniai taikiniai, kurie gali biiti blokuojami terapijos metu
yra jvairs Igstelés augimo faktoriai, signalinés molekulés, l1gstelés cikla, apoptoze

reguliuojancios molekulés ir angiogenezés proceso reguliatoriai (Hirsch ir kt., 2016).
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Zinoma, kad 69 % III-IV stadijos PV ligoniy turi nustatomy mutacijy ir tokiy
sutrikusio veikimo baltymy veikimo stabdymas yra vykdomas pasirenkant taikiniu
pacig navikine Igstele arba jos mikroaplinkg (Hill ir kt., 2019). Jei NSLPV taikomas
gydymas nukreiptas j vézing lgstelg, priklausomai nuo detektuoty genetiniy pakitimy,
skiriami epidermio augimo faktoriaus receptoriy (EGFR, angl., epidermal growth
factor receptor), anaplastinés limfomos kinazés receptoriy (ALK, angl., anaplastic
lymphoma kinase) ar reaktyvaus deguonies riisies (ROS1, angl., reactive oxygen
species) tirozino kinazés receptoriy blokatoriai (Hirsch ir kt., 2016). Siy geny tirozino
kinazés blokatoriy pritaikymas NSLPV ligoniy gydymui padeda sulétinti ligos
progresija. Specifiskai EGFR blokatoriai taikomi kartu su chemoterapija pirminio
gydymo metu daugeliu atveju ~ 10 mén. sulétino ligos progresijg. Taciau blokatoriai
veikiantys prie§ ALK didesnj efektyvuma turi be papildomo chemoterapinio gydymo ir
ligoniai be progresijos iSgyveno ilgiau nei gydomi chemoterapija (16,6 vs 8,1 mén.).
Panasaus efektyvumo nustatyti ir pries ROS1 veikiantys blokatoriai, kurie taip pat
sulétino ligos progresija (Duma ir kt., 2019). Kiti blokatoriai taip pat taikomi NSLPV
gydyme, kurie veikia naviko mikroaplinka. Vienas i§ jy blokuojantis naviko augima yra
kraujagysliy endotelio augimo faktoriaus (VEGF, angl., vascular endothelial growth
factor) receptoriy blokatorius. Jy naudojimas kartu su chemoterapija padidino ligoniy
iSgyvenamumo trukme kaip ir EGFR mutacijy turin¢iy ligoniy. Taciau Zinomi ir
Salutiniai Sio vaisto naudojimo poveikiai, kaip Sirdies ritmo, kraujo kreséjimo
sutrikimai ir jo skyrimas yra nerekomenduojamas 111V stadijos NSLPV ligoniams
(Lee ir kt., 2018). Siy geny mutacijas turintiems ligoniams gydymo privalumai yra
klinikiniy tyrimy duomenims patvirtinti. Taciau taip pat ieSkomos ir kity geny
mutacijos, kurios yra retos, taciau yra potencialiis taikiniai terapijai. Pavyzdziui BRAF
(angl., v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1), MET (angl., MET proto-
oncogene), RET (angl., rearranged during transfection) geny pakitusio baltymo
(angl., Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) ar PIK3CA (angl.,
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase

catalytic subunit alpha) baltymy blokavimo efektyvumas vis dar tiriamas (Duma ir kt.,
2019).

1.4 NSLPV vystymasis
Zmogaus epiteliniai navikai kaip NSLPV yra susijes su pamazu lastelése

besikaupianc¢iomis DNR pazaidomis, kurios, manoma, néra viena nuo kitos susijusios,
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tadiau paprastai veikia svarbiausiuose lastelés gyvavimo ir dalijimosi procesuose. Sios
pazaidos, dazniausiai jvyksta dél genotoksinj poveikj turin¢iy medziagy, kurios,
pavyzdziui, randamos cigare¢iy dimuose (Waqar ir kt. 2017). Siuose pagrindiniuose
signaliniuose keliuose veikia baltymai, kurie yra naviky augimg slopinanéiy geny
(NSG) ir naviko augimg skatinanc¢iy (NAS) geny produktai. Genai, kurie vadinami
NSG stabdo lasteliy dalijimosi cikla neigiamai veikianéius reguliatorius. Sie genai
uztikrina lastelés ciklo sustojima ,,patikros punktuose® (angl. check point), kuriuose
lastelés tikrinamos dél DNR pazaidy. Tuo tarpu genai, kurie vadinami NAS yra Zinomi
kaip lgstelés dalijimasi ir dauginimasi skatinantys lastelés ciklo dalyviai (Pagel ir kt.,
2019). Tiksli laiko juosta kuriuo metu ir kurie pokyc¢iai vyksta geny sekose iki $iol
nagriné¢jama, analizuojamas specifiskumas jvairiems genotoksinams, kaip pvz.:
policikliniai aromatiniai angliavandeniliai tabako diimuose ar asbestas (Wagar ir kt.
2017). Taciau visi poky¢iai geny koduojamose sekose susije su svarbiausiais vézinés

lastelés bruozais: sumazgjes jautrumas lgstelés augima stabdantiems reguliatoriams ar

intensyvi jy gamyba, uzprogramuotos lastelés mirties iSvengimas, lgstelés diferenciacija

i$ epiteliniy ] mezenchimines pasiekti Salia esantiems audiniams, nepertraukiama
angiogenezé ar jos iniciacija, lastelés metabolizmo poky¢iai ir imuninio atsako
iSvengimas (Imielinski ir kt., 2014).

Yra zinoma, kad jvairiy molekulinés kilmés 1asteliniy pokyc¢iy susidaro iki
véziniai audinio pazeidimai, kuriems progresuojant i$sivysto navikas. Molekulinius
pokyc¢ius ir atitinkamai lgsteliy bei audinio pazeidimus gali sukelti rakymas (1.4 A
pav.). Tokiy pirminiy molekuliniy poky¢iy ir iki véziniy audinio pazaidy ieSkojimas
gali biiti naudingas ankstyvy stadijy NSLPV diagnozavimui (Kadara ir kt., 2016). D¢l
specifinés plauc¢iy sandaros, toksisky medziagy poveikio kvépuojant molekuliniai
pokyciai paveikia ne tik tam tikrg iki véZinio pazeidimo regiong, bet ir gretutinius
kvépavimo takus (3.11 B pav.). Todél molekuliniy poky¢iy analizé ir gretutiniuose
kvépavimo takuose gali padéti i$siaiskinti NSLPV vystymosi procesus (3.11 C pav.).
Gretutiniy audiniy naudingumas NSLPV vystymosi analizei buvo jrodytas naudojant
232 geny raiskos pokycius, kuriy skirtumai padeda diagnozuoti ankstyvus iki vézinio
audinio poky¢ius ir, atitinkamai, prognozuoti susirgimg NSLPV (Whitney ir kt., 2015)
Jei norima nustatyti iki vézinio audinio regiony pazeidimus ir gretutiniy kvépavimo
taky pazeidimus, skysciy biopsija gali biti labai patogus tyrimo objektas (Kadara ir kt.,
2014).
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1.4 pav. NSLPV vystymosi etapai dél molekuliniy poky¢iy ir jy poveikis iki vézinio
kvépavimo taky ,lauke* (A), gretutiniuose kvépavimo takuose (B) ir Siy procesy
progresija iki invazinés karcinomos (C); raudoni taSkai — geny raiSkos pokyciai
(parengta pagal Kadara ir kt., 2016)

Dazniausio NSLPV potipio AD plauciy periferinés ikinavikinés pazaidos
vystosi 1§ II tipo pneumocity, kurie vykdo dujy apykaita. Taciau pneumocity
diferenciacija j navikines lasteles yra istirta vienoje ikinavikinéje epitelinio audinio
pazaidoje — netipinéje adenomatozingje hiperlazijoje (angl., atypical adenomatous
hyperplasia). Hiperplazija — tai audiniy kiekio padidéjimas, nustatomas dazniausiai
navikuose dél nevaldomo Igsteliy dalijimosi ir net 40 % NSLPV ligoniy §i pazaida yra
nustatoma. Hiperplazija nustatoma $alia plauciy alveoliy ir nuo kity panasaus tipo
pazaidy skiriasi tuo, kad invazija | gretimus audinius nevyksta (Kadara ir kt., 2014).
Taciau $io tipo hiperplazija yra budinga tik keletui NSLPV potipiy, 0 daugelio potipiy,
ne tik AD, vystymasis iki naviko néra iki galo zinomas. Viena i§ perspektyviausiy
vystymosi analiziy yra molekuliniy pazaidy analizé. Daug daugiau yra zZinoma apie
molekulinius pokyc¢ius kurie vyksta ikinavikinése lgstelése iki progresijos. Molekuliniai
poky¢iai yra naudojami nustatyti kaip vystosi NSLPV, bet ir jvertinti biidingus
poky¢ius skirtingiems histologiniams potipiams, pokyc¢iy skirtumams tarp rizikos

grupiy susirgti PV (pavyzdZiui, tarp rikanciy).
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1.5 Genomo molekuliniai poky¢iai buidingi NSLPV

Visi PV tipai yra zinomi kaip navikai, kuriuose nustatomas didelis skaicius
somatiniy mutacijy, chromosomy peciy ir tarpchromosominiy jvykusiy translokacijy,
geny kopijy skaiciaus pakitimy (Imielinski ir kt., 2014). Geny pazaidos, kurios vyksta
egzonuose yra placiausiai iStyrinétos. Pac¢ios papras¢iausios mutacijos, kuriose jvykes
nukleotido pokytis vadinamos vieno nukleotido polimorfizmu (VNP). Neteisingai
jjungta azotiné baze replikacijos ar reparacijos metu gali lemti aminoriigSties pokytj
baltyme ir taip pakeisti baltymo funkcija. DNR sekos nekeiciancios mutacijos kaip
insercijos, iSkritos ir sudétingi §iy mutacijy variantai, nekeiciantys aminortig§ciy seky,
yra re¢iau analizuojami onkologijoje. Nekei¢iancios aminortigs§¢iy mutacijos
vadinamos tokiomis dél kuriy nukleotidy iSkritos arba insercijos vyksta nukleotidy
skai¢iumi dalinamu i$ trijy, todél yra nesutrikdomos informaciés RNR (iRNR) sekos,
kuriose trys nukleotidai vykstant transliacijai koduojami aminortigstimis (Pagel ir kt.,
2019).

Genomo molekuliniai poky¢iai biidingi AD. Sis histologinis NSLPV potipis
zinomas kaip egzonuose turintis vidutiniskai 12 mut. / Mb., taip pat turi 26 regionus,
kuriuose gali vykti viso chromosomos peties amplifikacija ar iskrita, 31 regiona,
kuriuose gali vykti geny kopijy skai¢iaus pokyc¢iai ir 98 chromosomy persitvarkymo
trukiy taskus. Siy molekuliy poky¢iy gausa neleidzia jvertinti, kurie poky¢iai yra
pagrindiniai, lemiantys naviko vystymasi ir, kurie poky¢iai atsiranda dél bendro
genomo nestabilumo (Imielinski ir kt., 2014). Pirmieji genomo molekuliniai poky¢iai,
kurie buvo nustatyti AD yra Kirsten Ziurkiy sarkomos (KRAS, atitinkamai i$ angl.,
Kirsten rat sarcoma), neuroblastomos RAS onkogeno virusinio homologo (NRAS,
atitinkamai i§ angl., neuroblastoma RAS viral oncogene homolog), naviko baltymo p53
(TP53, atitinkmai i§ angl., tumor protein p53) genams. Didéjant technologijy gausai
atrasti ir kiti AD budingi genai, tokie kaip: EGFR, ERBB2 (angl., erb-b2 receptor
tyrosine kinase 2), BRAF (angl., b-raf proto-oncogene) ir ALK (Skoulidis ir Heymach,
2019). Zinoma, kad tam tikry geny mutacijos daZniausiai nustatomos rikkantiems,
pavyzdziui, KRAS, TP53 pokyciai, o nerikantiems nustatomos dazniau EGFR, ERBB2
bei ALK, RET (angl., rearranged during transfection) ir ROS1 translokacijos.

Moksliskai jrodyta, kad progresuojant AD nustatomos skirtingos mutacijos ar jy dazniai

(Chu, 2020) (1.5 pav.).
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1.5 pav. Pagrindiniai genai ir jy mutacijy dazniai, kurios nustatomi NSLPV potipiui
AD (A) ir AD progresuojant (B) (pritaikyta pagal Skoulidis ir Heymach, 2019)

Genomo molekuliniai poky¢iai buidingi PPV. Sis histologinis NSLPV potipis
pasizymi dar nestabilesniu genomu negu AD. Dazniausiai mutacijos nustatomos CpG
dinukleotidy sekose ir nustatomos net 20,6 mut. / Mb. Geny raiska taip pat yra pakitusi
palyginus su AD. Dazniausi genai, kuriy raiska yra pakitusi PPV potipyje yra SOX2
(angl., SRY-box transcription factor 2), PIK3CA (angl., angl., phosphoinositide-3-inase,
catalytic, a polypeptide), NOTCH1 (angl., neurogenic locus notch homolog protein 1)
ir TP63 (angl., tumor protein p63). SOX2 genas yra Zinomas, kaip vienas i§ pagrindiniy
geny plokséiy lgsteliy diferenciacijoje. PPV, kitaip nei AD potipyje, EGFR ir KRAS
mutacijos nustatomos retai, taciau daznos FGFR (ang., fibroblast growth factor
receptor) ir ERBB2 geny amplifikacijos (Skoulidis ir Heymach, 2019).

1.5.1 Dazniausios geny mutacijos NSLPV

EGFR geno mutacijos. Sis receptorius pirma karta buvo apraytas prie§ ~ 20
m. ir EGFR geno mutacijos yra ypa¢ plagiai idtyrinétos. Sio receptorio padidéjes
aktyvumas nustatomas esant jvairiems navikams, taip pat ir NSPV. Padidéjes EGFR
aktyvumas dél EGFR geno didesnés raiskos, amplifikacijos, aktyvuojan¢iy mutacijy ar
ligandy didesnés raiSkos yra susij¢s su AD vystymosi procesais (Sakashita ir kt., 2014).
Dazniausios mutacijos, nustatomos net 90 % visy atvejy yra 18 egzone (pvz.,
aminorigsciy pokytis G719A), 19 egzone nustatomos iSkritos (pvz., esancios 746
aminortigsties pozicijoje), 20 ir 21 egzonuose nustatomi VNP (pvz., T790M ir L858R)
(Isaksson ir kt., 2013). PV navikai turintys EGFR mutacijas dazniausiai taip pat turi
TP53 (54,6-64,6 %) ir PIK3CA (9—12,4 %) mutacijas (Skoulidis ir Heymach, 2019).
EGFR geno mutacijos dazniausiai nustatomos nertikantiems, Azijos gyventojams,

moterims ir jaunesnio amziaus ligoniams (Hill ir kt., 2019).
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ALK geno translokacijos. Geno seka yra i$sidésciusi 2 chromosomos
trumpajame petyje 23 regione (2p23). Sis genas koduoja receptoriy, kuris priklauso
insulino receptoriy super$eimai. Sio geno mutacijos NSLPV yra daZniausiai
atsirandancios dél chromosomy peciy translokacijy su EML4 (angl., echinoderm
microtubule-associated protein-like 4) (Hill ir kt., 2019). Susidares pakites ir nuolat
aktyvus baltymas nustatomas 2—7 % NSLPV navikuose ir dazniausiai nustatomas AD
potipyje, neriikantiems ir jaunesniems ligoniams (Oberndorfer ir Mullauer, 2017).

BRAF geno mutacijos. Sis genas pirma karta nustatytas buvo 2002 m., jo
baltymas priklauso serino — treonino kinaziy $eimai ir jy pagrindiné funkcija yra
lasteliy plitimo ir i§gyvenimo signaly perdavimas (Hill ir kt., 2019). BRAF mutacijos
yra nustomos 1-3 % NSLPV naviky. Pati dazniausia (50 %) aktyvuojanti mutacija yra
V600E, kuri susidaro dél vienos bazés pakaitos. Kitos zinomos, ta¢iau retesnés ir
priesingo poveikio $io geno mutacijos yra G469A, D594G, K601E, G464E, G596R,
A598T, G606R bei G469V. Sio geno mutacijos nustatomos PA potipyje ir rikkanéiy
ligoniy navikuose, paprastai néra susijusios su kity geny mutacijomis (Oberndorfer ir
Mullauer, 2017).

ERBBZ2 geno mutacijos. Genas issidéstgs 17 chromosomos ilgojo peties 12
regione (17q12) ir dar vadinamas HER2 (angl., human epidermal growth factor
receptor 2). Sio geno mutacijos nustatomos 1—4 % NSLPV naviky (Hill ir kt., 2019).
Dazniausiai mutacijos jvyksta geno 20 egzone ir yra aktyvuojanti kitus signalinius
kelius, kaip, pvz., PIBK/AKT/mTOR (Oberndorfer ir Mullauer, 2017).

KRAS geno mutacijos. Geno seka i$sidés¢iusi 12 chromosomos trumpojo
peties 12.1 regione (12p12.1) ir pagrindiné jo funkcija yra lastelés dalijimosi
reguliavimas. Sis genas priklauso MAPK (angl., mitogen-activated protein kinase)
signaliniam keliui, kuris reguliuoja ne tik dalijimasi, bet ir angiogeneze, lasteliy
diferenciacijg. Tai vienas i§ dazniausiai nustatomy mutuoty geny NSLPV (20-30 %), o
KRAS geno G12C mutacija dazniausiai biidinga riikkantiems (Hill ir kt., 2019).

MET geno mutacijos. Tirozino kinazés hepatocity augimo faktorius yra
i§sidéstes 7 chromosomos ilgojo peties 31 regione (7g31), pirma kartg aprasytas XX a.
pabaigoje. MET baltymo pagrindiné funkcija yra tarpmembraninio signalo perdavimas
MAPK signaliniame kelyje. Geno pazaidos gali buti jvairios, pvz., geno padauginimas,
pertvarkymas ir mutacijos (Hill ir kt., 2019). Geno padauginimas nustatomas 2—4 %
NSLPV navikuose. 3 % PA naviky turi ir 14 egzono splaisingo srityje nustatomy
mutacijy, dél kuriy jvyksta viso 14 egzono iskrita. Dél Sios mutacijos baltymas skatina
navikiniy lasteliy paplitimg (Oberndorfer ir Mullauer, 2017).
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ROS1 geno translokacijos. Geno seka iSsidésCiusi 6 chromosomos ilgojo peties
22 regione (6022) ir, kaip ALK, priklauso insulino receptoriy superseimai. Sio geno
pastovi raiska yra siejama su kity signaliniy keliy, pvz., MEK / ERK ar PI3K / AKT
aktyvinimu. NSLPV navikuose ROS1 mutacijos nustatomos dél chromosomy
translokacijy su, pvz., FIG (angl., fused in glioblastoma) ar SDS (angl., serine
dehydratase) (Hill ir kt., 2019). ROSL1 susiliejimas su kitais genais yra nustatomas 1 %
PA naviky ir §i mutacija labiau btidinga jauniems bei nertiantiems ligoniams

(Oberndorfer ir Mullauer, 2017).

1.6 Skysc¢iy biopsija

Siekiant nustatyti molekulinius poky¢ius vykstancius lgstelése, dazniausiali
pasitelkiama audinio biopsija. Taciau, tai ypac sudétinga procedira PV ligoniams, kuri
kartais nejmanoma (~ 30 %), nes NSLPV potipio navikams gali bati biidingas
vystymasis sunkiai pasiekiamuose regionuose (Elazezy ir Joosse, 2018). Jei biopsijos
paémimas yra jmanomas daznai méginio kiekis yra labai nedidelis ir paprastai tik
nedidelé dalis audinio yra navikinés lgstelés. Antros biopsijos paémimas ligos gydymo
eigoje ar jai progresuojant daznai yra nejmanomas (Herbreteau ir kt., 2018). Taip pat,
po tokios procediiros daliai ligoniy pasireiskia komplikacijos, kurios gali varijuoti nuo
kraujavimo, kvépavimo sutrikimy iki Sirdies veiklos sutrikimy, pvz.: aritmijos (Wan ir
kt., 2017). Yra zinoma, kad dél naviko heterogeniskumo audinio biopsijos metu
nustatomi genetiniai molekuliniai pokyciai ne visada atspindi visg jvairove (Said ir kt.,
2020). Dél siy priezas¢iy viena i$ geriausiy alternatyvy yra skys¢iy biopsija. Taip pat,
skysciy biopsija atspindi ne tik naviko heterogeniskuma, bet ir naviko metastazavimo
lygi (Herbreteau ir kt., 2018). Skys¢iy biopsija gali buti laikomas kraujas, §lapimas,
seilés, kriitinplévés nuoplovos ar kiti kiino skysciai. Skys¢iy biopsijos privalumas
lygiant su audinio biopsija yra minimaliai invazyvus méginio surinkimas. Metody
naujumas ir pritaikymas skystosios biopsijos tyrimuose yra toks pat inovatyvus kaip ir
naudojamiems audinio biopsijoje. Gali baiti parenkami ir patys naujausi viso genomo
analizés metodai kaip naujos kartos sekoskaita (NKS) (Li Y ir kt., 2018). Skystosios
biopsijos tyrimuose ieskoma navikui specifiniy produkty, kaip, pavyzdziui,
cirkuliuojan¢ios DNR (CirDNR) ir RNR, baltymy, cirkuliuojanciy vézio lgsteliy, egzosomy
(Siravegna ir kt., 2017) (1.6 pav.).
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1.6 pav. Cirkuliuojancios DNR patekimas j kraujg ir jos skyrimas (parengta pagal
Crowley ir kt., 2013)

Svarbiausia priezastis atspindinti skysc¢iy biopsijos pranasumg pries§ audinio
biopsijg yra ta, kad éminys gali buti pakartotinai renkamas ir biiti naudojamas ne tik
jvertinti ligos gydymo tinkamuma, efektyvuma, bet ir ligos progresija (Li Y ir kt.,
2018). Vienas i§ geriausiai zinomy skystosios biopsijos pritaikymo klinikoje budy yra
EGFR 790M mutacijos nustatymas cirkDNR. Tai padeda jvertinti ar ligoniui taikininés
terapijos pritaikymas bus efektyvus (Santarpia ir kt., 2018). Taip pat atlikti ir Kiti
tyrimai, kurie padéjo stebéti ligos progresijg ir atsinaujinima. Pavyzdziui, Diehl ir
kolegos storosios zarnos vézio ligoniams po operacinio gydymo skystoji biopsija
padéjo nustatyti ligos atsinaujinimg iStyrus kraujo plazmos méginius, kuriuose
nustatytos ligai biidingos KRAS, PIK3CA ir TP53 geny mutacijos (Diehl ir kt., 2008).
PanaSaus tipo tyrimas, kuris buvo atliktas véliau taip pat naudojant skysciy biopsija
nustatyti ligos atsinaujinimg kraties vézio ligoniams (Garcia-Murillas ir kt., 2015).
Skysciy biopsijos jautrumas ir specifiSkumas taip pat buvo jrodytas nustatant ligos
pasireiskimo rizika ar ligos progresija, kai klinikoje naudojamos vaizdavimo
technologijos (pvz., kompiuteriné tomografija) yra nejautrios tokiy nedideliy pokyc¢iy
nustatymui. Chen ir kolegy tyrime CirDNR koncentracijos pokyc¢iai padéjo 8 mén.
ankscCiau nustatyti ligos atsinaujinima, palyginus su vien klinikoje naudojamais

prognozavimo metodais (Chen ir kt. 2017).
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1.7 Cirkuliuojanti DNR

Skysc¢iy biopsijoje, pvz., periferiniame kraujyje ar kituose onkologinémis
ligomis serganciy ligoniy kiino skysc¢iuose nustatoma cirDNR (Said ir kt., 2020). Per
pastaruosius deSimtmecius buvo jrodyta, jog véziu sergantys ligoniai turi padidéjusia
cirDNR koncentracija palyginus su sveikais individais kraujo plazmoje, Slapime
(Bronkhorst ir kt., 2019). Taip pat buvo nustatyta, jog, Sios nedidelio ilgio iki 200 nt
DNR sekos, gali buti panaudojamos analizuoti specifinius genominius ir
eipigenominius pokyc¢ius vykusius Igsteléje i§ kurios DNR tapo cirkuliuojancia (Wan ir
kt., 2017). Sios DNR molekulés gali bati panaudotos daugybéje sriciy, kaip stadijos ir
prognozés nustatymui, naviko lokalizacijai organizme, gydymo pritaikymui, atsakui j jj,
ligonio stebésenai (Bronkhorst ir kt., 2019) (1.7 pav.). Nepaisant didZiuliy pritaikymo
galimybiy, néra zinoma tiksli cirDNR kilmé. Manoma, jog galimi trys keliai:
apoptozés, nekrozés metu ar vykstant sekrecijai Iasteléje (Wan ir kt.,
2017).

A . o e B
Kiekybiné analize:
Serijiniaiskystiy biopsiiu§ méginiail + Ligos stadijos nustatymas
f ¥ * Atsako stebéjimas
s - L S R S ) 4 +  Prognozavimas
N Molekulinis 9 T\
i ) Velio detekcija: 2 Ligos ' 7))
L (= Atrankaarba ankstyva profiavimas atsinaujinimo . Lasteliniy Kony - L/ V
A s arba R et stebéjimas stebéjimas A
4 Y prognozavimas ray, A S
P e
[) (| I | S
| NN = A | g Ny
7 E\. \ @ 1Konas 5 N N
[/ 1\ 2Klonas -
/(] A
%A‘ It | Y @ 3klonas ) .‘"‘.
L v i \
\ ] fl ]\ I\
I () l 2 | Genominé analizé:
Il 3 | +  Mutacijy nustatymas
AW e ) :I «  Gydymo parinkimas
i ( = P ! = Lasteliniy klony pokytiy
JEAN P fh stebéjimas
. . i
Laikas Operacija (arba kita 4 Gydymas 1 Gydymas2

procedira) )

Gydymo parinkimas /

N

1.7 pav. Kraujo plazmoje nustatomos cirDNR panaudojimas stebéti ligos progresijai
(A) bei gydymo pritaikymui (B) schema; klonas — naviko isplitimas skirtingose
organizmo srityse (parengta pagal Wan ir kt., 2017)

Cirkuliuojancios DNR kilmés teorija apoptozés buidy yra priestaringa. Atliktus
DNR molekuliy ilgio eksperimentus po apoptozés buvo jvertinta, kad didzioji dalis
DNR grandiniy atitiko 166 bp ilgj, kuris yra pakankamas apsivynioti DNR grandinei
apie nukleosomg. Tokiu biidu, kai lgstelé ruoSiasi mirc¢iai, chromatino struktiira dalinai
i8lieka ir uz Igsteles riby aptinkamos panasaus ilgio DNR molekulés. Taciau vélesniy
tyrimy metu buvo rasta dar jvairesniy ilgiy grandiniy, varijuojanciy nuo 90 bp iki
498 bp ar net ilgesniy (Bordelli ir kt., 2017). Ilgesni fragmentai ~ 10 tiikst. bp
aptinkami véZiu serganciuose ligoniuose ir tai, manoma, yra susij¢ su nekroze, kai

lastelés mirties metu vykstantys procesai néra gerai kontroliuojami (Bronkhorst ir kt.,
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2019). Taip pat, kai kurie ligoniai susiduria su ypac¢ agresyviu gydymu todél galimi ir
kiti Igstelinés mirties budai.

CirDNR naudingumas nustatytas atlikus NSLPV tyrimg i$ ligoniy kraujo
plazmos méginiy, kurio metu buvo sukurta dazniausiy mutacijy biblioteka. Sveiky
kontroliniy grupiy ir pacienty, sergan¢iy NSLPV, metodo jvertinimo grupéje buvo
gautas 85 % ir 96 % cirDNR jautrumas ir specifiskumas. Taip pat nustatyta koreliacija
tarp naviko turio ir cirDNR kiekio pacientams bégant laikui, tai padéjo stebéti atsaka j
gydyma, nes cirDNR molekuliy buvo aptikta visais vélyvy NSLPV stadijy atvejais,
taciau tik 50 % ankstyvose stadijose (Newman ir kt., 2014). Viename tyrime nustatytos
mutacijos audinyje buvo 3 kartus re¢iau nustatytos plazmoje (Maheswaran ir kt., 2008).
Taciau Sis daznio nesutapimas yra dél taikytos radioterapijos, kurios metu cirDNR
dazniai gali pakisti. Ta¢iau ligos stebésenos metu padidéjusi cirDNR koncentracija ir
nustatytos naujos mutacijos buvo ligos progresijos rodikliai (Maheswaran ir kt., 2008).
Panasiis rezultatai gauti Gorges ir kolegy atliktame tyrime. NSLPV eigoje jvertinus
audinyje ir kraujo plazmoje nustatytas mutacijas, pavyzdziui, EGFR T790M mutacija,
buvo nustatyta tik kraujo plazmoje kartu su kitomis papildomomis (Gorges ir kt., 2016).
Dél Siy ir kity panasiy tyrimy cirDNR pranaSumas pries audinyje atliekama molekuliniy
poky¢iy analizg yra didelis, nes naudojant cirDNR ligos progresija nustatoma anksciau,
o tai gali padidinti ligoniy iSgyvenamuma (1.7 pav.). Specifiskai, vieno tyrimo metu
buvo nustatyta, jog cirDNR sekoskaita gali padéti nustatyti ligos atsistatyma 70 dieny
anksciau nei kompiuterinés tomografijos tyrimas ir gali padéti jvertinti naviko iSplitimo

ir jo klony pokycius ligai metastazavus (Abbosh ir kt., 2017).

1.8 Naujos kartos sekoskaita

Naujos kartos sekoskaitos (NKS) technologija palaipsniui vykdo fermentines ir
duomeny gavimo procediiras, leidZianCias gauti sekoskaitos duomenis i§ daugybés
vienu metu vykstanéiy fermentiniy reakcijy DNR sekose. Pastaraisiais metais didéjant
NKS 1¢8y prieinamumui, panaudojimo galimybéms ir technologijy gausai, Sis
molekulinis analizés metodas tampa vis populiaresnis (McCombie ir kt., 2019). Tai
vienas pagrindiniy metody, leidzian¢iy nustatyti genomo variantus ir jy jvairove. NKS
metodu galima nustatyti DNR / RNR poky¢ius specifiniuose taikiniuose, koduojancioje
genomo dalyje ar visame genome (Behjati ir kt., 2013). Taciau, genomo varianty
nustatymui vis dar yra svarbu jvertinti gauty rezultaty patikimuma, ir paties metodo
jautruma bei specifiSkumag. Privaloma NKS rezultaty patikra butina dél prasto genomo

padengimo t. y. kiek karty seka buvo pakartotinai sintetinama. MaZza padengima
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turintys genomo regionai gali lemti, jog nustatytas genomo variantas bus palaikytas
klaida (Wang ir kt., 2019). Taip pat regionuose, kuriuose gausu pasikartojanciy ar
didelj daznj turin¢iy GC nukleotidy, galima didel¢ klaidy tikimyb¢ ir sekoskaitos
tikslumas yra sumazinamas (Behjati ir kt., 2013). Sekoskaitos rezultatus galima
klaidingai jvertinti ir dél analizés klaidy, kai pasirenkamos netinkamos programos,
neatsizvelgiama j analizés jrankiy gausa, netinkamai pasirenkamas genomas ar
referentiné seka (Koboldt ir kt., 2013).

Tyrimuose kaip ir klinikin¢je praktikoje NKS pranasumas yra akivaizdus.
Vienos reakcijos metu galima nustatyti visus ligonio éminyje esamus genomo poky¢ius.
Ypac svarbus Sios technologijos pritaikymas onkologijoje dél daugeliui naviky budingy
tik somatiniy mutacijy ir vykdomy tarptautiniy projekty. Duomenys i$ $iy globaliy
tyrimy yra kaupiami duomeny bazése. Taip vézio identifikavimo, klasifikavimo,
vystymosi, progresijos ir atsparumo j gydyma ar jo pritaikyma zinios yra ple¢iamos
(Behjati ir kt., 2013).

Siuo metu pla¢iausiai naudojamos yra nukleortig§éiy sinteze paremtos
technologijos, kurios nukleotidus sujungiant j vieng sekg fermenty pagalba
skleidziamas jvairaus tipo signalas, kuris yra registruojamas. Sia technologija paremtos
sekoskaitos sistemos taip pat issiskiria analizuojamos méginiy gausos pasirinkimu arba
taikiniy gausos pasirinkimu. Paprastai, méginiai yra apjungiami | DNR ,,bibliotekas® ir
Sio apjungimo metu méginio DNR fragmentai yra sujungiami su specifines Zymes
turin¢iomis molekulémis (Zinomos sekos oligonukleotidy molekulés). Méginio
fragmenty padauginimo metu dél naudojamy zymiy, kiekvienas fragmentas turi
specifing koordinate sekvenavimo platformoje ir gavus rezultatus kiekvienas méginio
fragmentas yra Zinomas (Koboldt ir kt., 2013).

Viena i§ tokiy sinteze paremty sekvenavimo sistemy yra lon Torrent pagrjsta
puslaidininkiy technologija, kai integruoti specifiniai elektriniai jutikliai, registruoja
vandenilio jony atsipalaidavimg j sekg jjungiamos naujos bazés metu (Wang ir kt.,
2019). D¢l sio technologijos yra nereikalingos sudétingos $viesos registravimo,
skenavimo sistemos ir sekoskaitos procesas yra greitesnis ir pigesnis (Deshpande ir kt.,
2018).
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2. TYRIMO OBJEKTAS, MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Tiriamyjy imtis ir tyrimo eiga

Tyrimas atliktas Nacionalinio vézio instituto Genetinés diagnostikos
laboratorijoje. Tyrime naudoti 31 plauc¢iy véZzio méginiai, 23 serijiniai ir 8 kratinpléveés
nuoplovy méginiai, kurie rinkti 2018-2020 metais. Tiriamg grupe sudaré asmenys,
kuriems diagnozuotas pT1-pT4 stadijos NSLPV vézys ir tokiy ligoniy méginiai rinkti
pries gydyma, po gydymo taikymo ir kai nustatyta ligos progresija (2.1 pav.).

Tyrime naudoti 31 kraujo plazmos méginys buvo paimti prie§ ligos progresija,
i$ kuriy 8 buvo poriniai su kriitinplévés nuoplovy méginiais. Kraujo plazmos 23
serijiniai méginiai sudaryti i§ 16 méginiy paimty po gydymo ligai neprogresavus ir 7
méginiy, kuriems i$ kart po gydymo pabaigos nustatyta progresija (5) ir, kuriems ligos

progresija vyko léciau (2).

Kraujo
méginio
paémima

Kritinplévés
nuoplovy
méginio
paémimas

2.1 pav. Tyrime naudoty méginiy paémimo schema pagal laiko skalg

Visi tyrimo dalyviai rastiskai patvirtino sutikima, leidziantj jy biologinius
méginius perduoti tyréjams. Sudarytas protokolas patvirtintas Lietuvos bioetikos
komiteto leidimu. Méginiai Genetinés diagnostikos laboratorijai perduoti per 1 valandg
nuo méginio paémimo, kurie buvo i§ karto paruosti DNR skyrimui ir uzsaldyti -80 °C
tolimesniam saugojimui. Ligoniy pasiskirstymas pagal demografinius ir klinikinius

rodiklius pateiktas 2.1 lentel¢je.

27



2.1 lentelé. Ligoniy imtis pagal demografinius, klinikinius rodiklius

PARAMETRAI NSLPV stadija

I I i v
LIGONIAI, N 2 7 9 14
AMZIUS, vidurkis + 58+5,7 65,1+ 8,0 64,2 +5,6 64,2 + 10,5
SN*, metai
Intervalas, metai 54-62 56-75 53-73 44-78
LYTIS
Vyrai, N (%) 1(50) 5(71) 7 (78) 10 (77)
Moterys, N (%) 1(50) 2 (29) 2(22) 4 (31)
NAVIKO HISTOLOGIJA
Plauciy adenokarcinoma
(AD), N (%) - 2 (29) 1(11) 8 (62)
Plauciy plokscialasteliné
karcinoma (PLK), N (%) 2(100) 4 (57) 3(33) 6 (38)
Plauciy
adenoplokscéialgsteliné - 1(14) 5 (56) -

karcinoma (PAPK), N (%)

Tyrime naudoti Il stadijos 8 kraujo plazmo

2.2 Tyrimo metu naudotos medZiagos, rinkiniai, aparatiira ir priemonés

Magistrinio darbo metu naudotos medziagos ir rinkiniai pateikti 2.2 lenteléje,

0 aparatiira ir priemonés pateikti 2.3 lenteléje.

2.2 lentelé. Darbo metu naudotos medziagos ir rinkiniai.

Medziaga / rinkinio pavadinimas Gamintojas
MagMAX™ Cell-Free DNA Isolation rinkinys Life Technologies
Oncomine™ Lung cfDNA Assay rinkinys Thermo Scientific™
E.coli DH10B lon Control Library rinkinys Thermo Scientific™
Qubit™ 4 NGS Starter rinkinys Thermo Scientific™
Agilent DNA 1000 rinkinys Agilent Thennologies
Proteinase K Solution (20 mg/mL) reagentas Thermo Scientific™
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), C12 reagentas Thermo Scientific™
Zemés tkio kilmés etilo alkoholis Zemés tkis

Instamed 9.55 g/l PBS Dulbeco w/o Ca®* w/o

Mg2* reagentas Biochrom GmbH

28



2.3 lentelé. Darbo metu naudota aparatiira ir priemonés.

Aparatiira / priemoné Gamintojas
Vertikalaus oro traukos spinta
Laminariné traukos spinta Herasafe KS 15 Thermo Scientific™
Svaraus oro spinta UVT-S-AR Biosan
Centrifuga ir purtyklé FVL-2400N Biosan
Centrifuga Megafuge 8R Heraeus™, Thermo Scientific™
Termomaisyklé TS-100C Biosan
Spektrofotometras NanoDrop 2000 Thermo Scientific™
Amplifikatorius ProFlex™ 3 x 32-well . . ™
PCR System Applied Biosystems
ifi 1 ™ -

,Sb\mpllflkatorlus ProFlex™ 96-well PCR Applied Biosystems™

ystem
QuantStudio 5 Real-Time PCR System Applied Biosystems™

o1 NPT MicroAmp™, Applied

Plokstelés 96 Sulinéliy 0,1 ml Biosystems™

. . e FinnPipette™, Thermo
Kintamo tiirio vienkanalés pipetés F2 Scientific™

Vandens kaitinimo vonelé 10L General

o
Purpose Water Bath Thermo Scientific

2.3 Metodai

2.3.1 Méginiy paruoSimas

Kraujo plazmos paruosimas. Ligoniy kraujo plazma, kuri atskirta nuo veninio
kraujo, surinkto i$ dviejy PAXgene Blood ccfDNA (Qiagen) 10 ml mégintuvéliy
centrifuguojant mégintuvélius 1600 x g greic¢iu 15 min Megafuge centrifuga
(8RHeraeus™, Thermo Scientific™). Atskirta plazma surenkama, nepaimant leukocity
ar eritrocity ir supilama j 15 ml mégintuvélj. Toliau mégintuvélis centrifuguojamas
1600 x g 10 min ir supernatantas su plazma surenkamas ir iSpilstomas j 2 ml Saldymui
skirtus meégintuvélius.

Kritinplévés nuoplovy paruosSimas. Kriitinplévés nuoplovos gaunamos
jvairaus tiirio ir ruoSiamas visas jmanomas kiekis. Kratinplévés nuoplovos plaunamos 1
ml Instamed 9.55 g/l PBS Dulbeco (Biochrom GmbHPBS) PBS tirpalu ir
centrifuguojamos 2000 x g 15 min, supernatantas pasalinamas, nuosédos plaunamos 2
ml PBS tirpalu ir vél centrifuguojamos tokiu pac¢iu greiciu. Supernatantas pasalinamas
ir nuoplovos sumaisomos su 2 ml PBS tirpalo. Taip paruostos kratinplévés nuoplovos

saugotos -80 °C temperatiiroje.
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2.2.2 DNR gryninimas

DNR gryninimui i§ skyséiy biopsijos naudotas MagMAX™ Cell-Free DNA
Isolation (Thermo Scientific™) rinkinys. Pagal gamintojo rekomendacijas buvo
naudotas 1 ml — 5,4 ml kraujo plazmos turis. Tac¢iau po keliy grynnimo reakcijy
optimaliu tiiriu pasirinktas 5,4 ml tis.

Reakcijos metu naudotas 5,4 ml kraujo plazmos, o kriitinplévés nuoplovy — 1
ml. Pries atlickant DNR gryninima pasiruosiami 20 % SDS (Sodium Dodecyl Sulfate
(SDS), C12, Thermo Scientific™) tirpalas ir kievienam etapui naujas 80 % etanolio
(Zemes tikio kilmes distiliuoto etilo alkoholis, Zemés tkis) tirpalas. Kiekvienas
atSildytas plazmos ir kriitinplévés nuoplovy méginys sumaiSomas su méginiy lizavimo

reagentais pagal 2.4 lenteléje nurodytus tiirius.

2.4 lentelé. Misinio komponentai méginiy lizavimui 5,4 ml plazmos ir 1 ml
kriitinplévés nuoplovy tiiriams

Misinio komponentas Reakcijos tiiris 5,4 ml Reakcijos tiris 1 ml
Proteinase K (Thermo Fisher 81 ul 15 ul
Scientific), 20 mg/ml H H
SDS, 20 % tirpalas 270 pl 50 pl

Taip pat pagal gamintojo rekomendacijas inkubacija atlikta 60 ° 20 min., ta¢iau
inkubacijos laikas buvo nepakankamai ilgas, kai kraujo plazmos tiaris naudotas DNR
gryninimui buvo padidintas iki 5,4 ml. Todél paruosti méginiai inkubuojami 60 °C 30
min vandens kaitinimo voneléje 10L General Purpose Water Bath (Thermo
Scientific™). ParuoSiamas magnetiniy daleliy miSinys visiems méginiams bendrai.

Praéjus inkubacijos laikui méginiai perkeliami j ledo vonelg 5 min.

2.5 lentelé. Magnetiniy daleliy miSinio komponentai 1 ml méginio

MiSinio komponentas Reakcijos taris 1 ml
MagMAX™ Cell Free DNA Lysis/Binding reagentas 1,25 ul
MagMAX™ Cell Free DNA magnetinés dalelés 15 pl

Magnetiniy daleliy miSinio komponenty tiiriai pateikti 2.5 lentel¢je. DNR
gryninimas atliktas pagal gamintojo rekomendacijas. Taciau nesulaukta optimalios /
tyrimui reikalingos DNR koncentracijos, todél buvo nuspresta optimizuoti protokola.
Po protokolo optimizacijos, méginiai su magnetinémis dalelémis buvo be perstojo
purtomi 7 min FVL-2400N purtykle (Biosan). Taip pat gamintojo rekomenduojamas

eliucijos taris buvo per didelis gaunamoms DNR koncentracijoms todél visy méginiy
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eliucija buvo vykdyta 20 pl, naudojant MagMAX™ Cell Free DNA Elution buffer.
Meéginiai laikomi -20 °C temperatiiroje.
2.2.3 Skys¢iy biopsijos DNR kokybés jvertinimas

Isskirtos skystosios biopsijos DNR kokyb¢ jvertinta dviem budais: 2100
Bioanalyzer (Agilent Thennologies) DNR fragmenty ilgio analizatoriumi Qubit 4

Fluorometer (Thermo Scientific™) DNR koncentracijy fluorometru (2.2 pav.).

[s] . . e [s]
ruti es eves S

Plazmos méginiai

ligio 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
_ standartas = TEHIEEE T TeeEEs =

~60

-s5
B — 50
- B
-

S — —

il

2.2 pav. Skys¢iy biopsijos — kritinpléves nuoplovy ir plazmos meéginiy DNR ilgio
fragmenty frakcijos sekundémis 2100 Bioanalyzer (Agilent Thennologies) ilgio
fragmenty analizatoriumi

2.2.3 DNR biblioteky ruosimas

NKS biblioteky ruosimui yra naudojama 20 ng isgrynintos NSLPV DNR pagal
Oncomine™ Lung cfDNA Assay (Thermo Scientific™) rinkino gamintojo
rekomendacijas.

Taikiniy padauginimas i§ cirDNR. DNR atskiesta iki 20 ng toliau maiSoma su

PGR reagentais taikiniy padauginimui pagal 2.6 lenteléje pateikta lentele.

2.6 lentelé. Taikiniy padauginimo PGR metodu miSinio komponenty tiiriai vienam
meéginiui

MiSinio komponentas Tiris, 1X
DNR X ul
Vanduo be nukleaziy (Thermo

Scientific™) 13-Xul
DNA Panel reagentas 2 ul

DNA Library PCR Master Mix reagnetas 15 pl



Méginiai su reakcijos misinio komponentais sumaiSomi ant Saldomo stovelio
0,2 ml tdrio mégintuvéliuose, jy turinys supurtomas, trumpai centrifuguojamas ir
ProFlex™ 3 x 32-well PCR System (Applied Biosystems™) amplifikatoriuje
pasirenkama Veriti™ simuliuojanéia programa, vykdoma reakcija pagal 2.7 lenteléje

pateikta temperatiirinj rezima.

2.7 lentelé. Taikiniy padauginimo PGR metodu temperatiirinis rezimas

Ciklai Temperatiira Laikas
1 98 °C 2 min.
98 °C 30s.
64 °C 2 min.
5 62 °C 2 min.
60 °C 4 min.
58 °C 2 min.
72 °C 30s.
72 °C 2 min.
1 4°C o

Padauginty taikiniy valymas atliekamas pagal gamintojo rekomendacijas ir
23 ul isvalyto PGR produkto perkeliami j kitg 0,2 ml mégintuvélj.

Padauginty taikiniy barkodavimas. ISvalyti produktai sumaiSomi su PGR
reakcijos reagentais ir pasirinktais barkodais pagal 2.8 lenteléje nurodytus ttrius.

2.8 lentelé. Taikiniy barkodavimo PGR metodu miSinio komponenty tiiriai vienam
meéginiui

Misinio komponentas Taris 1x
DNR 23 ul
Tag Sequencing BC reagentas 1l
DNA Library Primer P1 pradmuo 1l
DNA Library PCR Master Mix reagnetas 25 ul

Meégintuvéliai su reakcijos misiniu supurtomi, centrifuguojami, vykdoma PGR pagal

2.9 lentel¢je pateikta temperatiirinj rezima.

2.9 lentelé. Taikiniy padauginimo PGR metodu temperatiirinis rezimas

Ciklai Temperatiira Laikas
1 98 °C 2 min.

° 15s.

18 98 °C 5s

64 °C 15s.



72 °C 15s.
72 °C 5 min.
1 4°C o0

Barkoduoty biblioteky valymas. Po PGR, kurio metu buvo prijungti méginiy
barkodai, vél atlickamas valymas tokia pat eilés tvarka kaip ir padauginty taikiniy
valymo etape pagal gamintojo rekomendacijas 0,2 ml mégintuvélyje. Po to atliekamas
dar vienas barkoduoty biblioteky valymas, CirDNR fragmenty ilgio atrinkimui pagal
gamintojo rekomendacijas.

Biblioteky koncentracijy nustatymas. Paruosty biblioteky sekoskaitali
koncentracija yra jvertinama kiekybiniu PGR (kPGR) metodu naudojant standarting
kreive, kuri sudaryta i§ E.coli DH10B lon Control Library (Thermo Scientific™).
Biblioteky koncentracijg jvertinti galima tuomet, kai kKPGR standartinés kreivés
efektyvumas svyruoja nuo 95 iki 105 %. Tyrimui naudotas lon Torrent
rekomenduojamas lon Library TagMan® Quantification rinkinys (Thermo Scientific™).
Atskiestos bibliotekos 1 : 1000 santykiu 9 pl maiSomos su 11 pl PGR reakcijos misiniu
parengtu pagal 2.10 lentelg.

2.10 lentelé. Biblioteky koncentracijy nustatymui kiekybinés PGR metodu misinio
komponenty tiiriai vienam méginiui

Misinio komponentas Tuaris 1x
2xTagMan® Master Mix reagentas 10 pul
2xTaqMan® Assay reagentas 1pl

VVykdoma kPGR reakcija pagal gamintojo rekomendacijas 2.11 lenteléje pateikta

temperatirinj reZima.

2.11 lentelé. Biblioteky koncentracijy nustatymui KPGR metodu temperatirinis rezimas

Ciklai Temperatiira Laikas
1 50 °C 2 min.
18 95°C 20s.
1 95°C 1s.

60 °C 20s.

Neskiesty méginiy biblioteky koncentracija nustatoma gautus KPGR rezultatus

padauginus i§ 1000.
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2.2.4 DNR sekoskaita

DNR sekoskaita atlieckama naudojant lon Chef™ (Thermo Scientific™) ir lon
Torent S5 (Thermo Scientific™) sistemas pagal Oncomine™ cfDNA Assays
rekomendacijas vartotojui. Bibliotekos pirmiausia buvo skiedziamos iki 50 pM, taciau
dél susidarusio per didelio kiekio pliklony seky, koncentracija sumazinta iki 40 pM, 25

fTM

I, kurios pries pat lon Chef'™ sistemos jjungimg yra sumaiSomos po 5 pl. Sekoskaita

trunka ~ 3 val. (2.3 pav.).

2.2.4 Rezultaty analizé

Gauti DNR sekoskaitos rezultatai analizuojami lon Reporter ™ (v.5.10)
programa, naudojant Oncomine ™ Lung Liquid Biopsy analizés alogritma, kuris
modifikuotas pagal projekto poreikius. Nusekvenuoty seky palyginiai analizuojami
naudojant hgl9 referentinj zmogaus genomg. Analizuojami 11 (EGFR, ALK, BRAF,
ERBB2, KRAS, MAP2K1, MET, NRAS, PIK3CA, ROS1, TP53) geny, kuriy mutacijos
biidingos PV ligoniams. Pagal lon Reporter ™ programos pateiktus duomenis apie
geny variantus ir intarpus-iskirtas (INDEL), Siy geny poky¢iy patogeniskumas, poveikis
atsakui ] gydyma ar buvo jveritintas pagal ClinVar
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/) ir COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations
In Cancer) (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic) duomeny bazes. Jei bent vienoje i$ Siy
duomeny baziy geno mutacija vertinama kaip patogening, tai Siame darbe mutacija yra
laikoma patogenine, jei Siose duomeny bazése infomacijos apie mutacijos
patogeniskuma nebuvo, mutacija laikyta kaip nezinomo poveikio.

Statistiné rezultaty analizé. Rezultaty analizé atlikta naudojantis QuantStudio™
Design & Analysis Software (The Applied Biosystems™), Excel (Microsoft), GraphPad
Prism 8.01 (GraphPad Software) programomis. Analiz¢é taip pat atlikta ir naudojant
palygyniy perziiiros programg Integrative Genomics Viewer (IGV) (Broad Institute and
the Regents of the University of California) mutacijoms jvertinti.

Nustatyti mutacijy poky¢ius tarp ligoniy grupiy ir serijiniy méginiy naudojami
mutacijy skaiciaus (visy geny bendras patogeniniy mutacijy skai¢ius nustatytas ligonio
méginyje), palyginiy su mutacija skaicius (Su referentiniu genomu palyginiy, kuriuose
nustatyta mutacija bendras skaicius nustatytas ligonio méginyje) bei mutacijy daznio
(su referentiniu genomu palyginiy, Kuriuose nustatytos mutacijos skai¢iaus santykis su
palyginiais be mutacijos) rodikliai. Taip pat kiekybinei rezultaty analizei naudotas
Mano—Vitnio rangy sumos kriterijus (angl. Mann-Whitney rank-sum test), o
kokybiniam jvertinimui taikyta Spirmeno ranginé koreliacija (angl. Spearman rank-

order correlation). ISgyvenamumo analizei naudotas Kaplano—Mejerio kreivés (angl.,
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Kaplan-Meier curves) bei and logoritminis ranginis Mantelio—Kokso (angl., log-rank
Mantel-Cox test) testas.
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3. REZULTATAI

3.1 DNR gryninimo optimizavimas

Atlikus cirDNR gryninimg pagal rinkinio MagMAX™ Cell-Free DNA Isolation

(Thermo Scientific™) gamintojo rekomendacijas, nustatyta, jog didziausia DNR

koncentracija gaunama i§ 5,4 ml kraujo plazmos Il ir IV stadijos NSLPV ligoniy

méginiuose (3.1 A pav.). Tuo tarpu kritinplévés nuoplovy méginiy DNR skyrimui

naudotas 1 ml, didziausia cirDNR koncentracija taip pat buvo gauta IV stadijos NSLPV

ligoniy meéginiuose (3.1 B pav.)

A B
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5 =
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c S 150 T
e (=
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[&] _ =
g4 S 100
5 £
N2 5 Y
’ % = i ]
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NSLPV stadija NSLPV stadija

3.1 pav. DNR koncentracijy skirtumai pagal skysciy biopsijos tipa: kraujo plazma (A)
ir kratinplévés nuoplovos (B), naudojamo méginio tiirj bei NSLPV ligos stadija

Taip pat DNR gryninimo optimizavimo metu buvo jvertinta, jog:

1) optimalus méginio inkubacijos laikas buvo ne 20 min, kurios nurodytos

gamintojo protokole, bet 30 min;

2) DNR molekuliy prijungimo prie magnetiniy daleliy etapas buvo

neveiksmingas ir méginys purtomas ne 10 min, 0 7 min be pertraukos;

3) ivertinus DNR koncentracijas, méginio eliucijos tiiris buvo sumazintas iki

20 ml.

Po metodo metodo optimizavimo DNR koncentracija Il ir IV ligos stadijojos kraujo

plazmos méginiuose 3 kartus (3.1 A pav.).

3.2 Skys¢iy biopsijos DNR kokybés ir koncentracijos jvertinimas

Fluorometru Qubit 4 Fluorometer gautos cirDNR koncentracijos visuose

plazmos méginiuose vidutiniskai sieké 2 ng/pl, o kratinplévés nuoplovy buvo nustatyta
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70 ng/pl vidutiné koncentracija. ISanalizavus DNR ilgio fragmentus, kraujo plazmos
méginiuose CIrDNR budingy fragmenty ilgis buvo ~ 200 bp, ko atlikus analizg
negalime pasakyti apie nuoplovy DNR ilgio fragmentus, jie buvo jvairaus ilgio, net ir
genominei DNR budingy ilgio fragmenty, todél kritinpplés nuoplovy méginiuose buvo

ir navikiniy Igsteliy (2.1 pav.).

DNR koncentracijy palyginimas skys¢iy biopsijoje. Analizuojant du skys¢iy
biopsijos tipus — kratinplévés nuoplovas ir kraujo plazmos DNR buvo siekiama jvertinti
DNR koncentracijy skirtumus. IS visy plazmos ir kriitinplévés nuoplovy méginiy (N =
56 ir N = 8, atitinkamai), buvo nustatyta, jog didesné DNR koncentracija buvo
kratinplévés nuoplovose dél po DNR gryninimo likusiy genominei DNR badingy ilgio
fragmenty (P < 0,0001) (3.2 pav.).

P < 0,0001

250 )b N
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Kratinplévés  Kraujo
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(N=28) (N = 56)

3.2 pav. Kritinplévés nuoplovy ir plazmos DNR koncentracijy palyginimas visuose
1§skirtuose meéginiuose

3.3 Kraujo plazmos ir kriitinplévés nuoplovy sekoskaitos rezultaty palyginimas

Atlikus DNR sekoskaitg kritinplévés nuoplovy méginiuose, mutacijos
nustatytos 4 i§ 8 méginiy (50,0 %) (3.3 A pav.). IS 56 analizuoty plazmos méginiy,
mutacijos nustatytos 36 méginiuose (64,3 %). Taip pat, po sekoskaitos nustatyta, jog
poriniuose méginiuose sutapusiy mutacijy daznis abiejuose skys¢iy tipuose nesiskyre,
i§skyrus antrg porinj méginj — mutacijos daznis buvo 2 kartus didesnis kraujo plazmos

méginyje (3,1 % vs 5,5 %, atitinkamai) (3.3 B pav.).
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3.3 pav. Kritinplévés nuoplovy ir plazmos mutacijy skai¢iaus (A) ir sutapusiy mutacijy
(B) palyginimas visuose i$skirtuose poriniuose méginiuose.

Ivertinus, jog 50 % poriniy méginiy (4 / 8 pory) mutacijy sekoskaistos metodu
nepavyko aptikti, toliau skys¢iy biopsijos mutacijy analize atlikta tik kraujo plazmoje.

Taip pat, norint jvertinti ar ligoniy kraujo plazmoje nustatytos patologijos
aptiktos ir audinyje, gauti rezultatai buvo palyginti ir su rutini$kai ligoniams,
sergantiems AD, taikomais tyrimais — dazniausiy EGFR geno patologijy paieska,
taikant 1\VVD (angl., in-vitro diagnostic) rinkinj. I$ 3 ligoniy, kuriems operacijos metu
paimtame audinyje standartiniu I'VD testu buvo nustatytos EGFR mutacijos, 3/ 3 (100

%) ligoniy atlikus plazmos cirkuliuojan¢ios DNR sekoskaitg Sie poky¢iai.

3.4 Mutacijy analizé kraujo plazmoje prie§ progresija

Is 31-0 ligoniy istirty kraujo plazmos méginiy paimty prie§ progresija, po
sekoskaitos nustatytos 47 patologijos VNP ir 1 INDEL. Dazniausiai pasireiskiancios
mutacijos buvo KRAS — 24 / 48 (50,0 %) ir PIK3CA — 13/ 48 (27,1 %) geny. IS jy —
nustatytos 2 mutacijos, kurios lemia atsaka j gydyma — EGFR (p.M766_A767insASV ir
p.L858R).

3.1 lentelé. Nustatyti patogenés ir atsakg j gydymg lemiancios geny mutacijos
ligoniams prie§ gydyma
Patologinis variantas

Amino
Genas Ligonio nr. . . rugsties dbSNP, rs
Variantas Tipas Egzonas pokytis
PIK3CA €.1634A>C = VNP 10 p.ES45A  rs121913274

o Ok, W N
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29
30
13
20 c.3140A>G VNP 21 p.H1047R  rs121913279
1
2
3
4
6
10
11
13 C.43G>A VNP 2 p.G15S

KRAS 17
18
20
25
28
30
20 C34G>T VNP 2 p.G12C  rs121913530
10 c.176C>G VNP 3 p.A59G  rs104886029
29 c35G>T VNP 2 p.G12V 5121913529
2 ¢.2308_230 p.M766_A

9insCCAG  INDEL 20 767insAS

EGFR 28 CGTGG Vv
5 c.2573T>G VNP 21 p.L858R  rs121434568
4 rs786202525
; c533A>C VNP 5 p.H178P ,rs863022330
14 C.672G>A VNP 6 p.(2)

TP53 3 c542G>C VNP 5 p.R181P  rs397514495
15 C.725G>A VNP 7 p.C242Y 15121912655
24 c523C>T VNP 5 p.R175C  rs138729528
30 C473G>A VNP 5 p.R158H  rs587782144
2
10

MET 18 c.3029C>T VNP 14 p.T10101  rs56391007
20

BRAF 30 c.1799T>A VNP 15 p.V600E  rs113488022

Patologijos ligoniy plazmos méginiuose analizuotos pagal jy pasiskirstymag tarp
histologiniy tipy, ly¢iy, amziaus grupiy ir susietos su progresijos (N = 7) bei mirties
atvejais (N = 3). Daugiausia mutacijy buvo nustatyta Ill ir IV stadijos ligoniy
méginiuose (12 /51 (23,5 %) ir 26 / 51 (51,0 %), atitinkamai). Specifiskai ankstyvy



stadijy (I ir IT) navikuose mutacijos nustatytos 6 / 9 (66,7 %) ligoniams, o vélyvy
stadijy (111 ir IVV) navikuose mutacijos nustatytos 14 / 19 (73,7 %) ligoniy (3.4 pav.).

Taip pat dazniausiy prie$ gydymg mutacijy KRAS ir PIK3CA pagal histologinius
NSLPV potipius ligoniuose daugiausia nustatyta KRAS AD grupés 7 / 10 (70,0 %)
ligoniuose, 0 PIK3CA $ioje grupéje rastas 2 / 10 (20,0 %) ligoniy. Ligoniy grupése
pagal PPV 5/ 15 ligoniy (33,3 %) nustatyta KRAS, 0 4/ 15 (26,7 %) — PIK3CA

mutacija (3.4 pav.).

NSLPV stadijos

| 1 1] I\
Ligonio Nr| 16 26 6 9 11 12 18 25 28 1 4 5 7 17 21 23 24 27 2 3 810 13 14 15 19 20 22 29 30 31
Diagnozé
Lytis
AmiZius
Mirtis
Ligos
Progresija

EGFR
ALK
BRAF
ERBB2
KRAS ] I 2 2
MAP2K1
wer| [l B
NRAS
PIK3CA
ROS1
P53

Mutacija  Histologinis potipis Lytis  AmZius, metai

P KV PA Moteris 40-49
VNP [ PPV Vyras 50-59
INDEL APLK 40-59

70-79

3.4 pav. Nustatyty patologiniy mutacijy ligoniy plazmos méginiuose pries§ progresija

kratinplévés nuoplovos, PA — plauciy adenokarcinoma, PPV — plokscialgstelinis
plauciy vézys, APLK — adenoplokscialgsteline karcinoma

Siekiant jvertinti mutacijy poveik] ir skirtumus tarp skirtingy ligoniy grupiy,
mutacijy skaiCius ir daznis buvo jvertintas pagal demografinius bei klinikinius
rodiklius. Pirmiausia jvertintos mutacijy skai¢iaus sgsajos su demografiniais rodikliais.
Nustatyta, jog amzius ir mutacijy skaicius nekoreliavo (Rsp = -0,036; P = 0,0846) (3.4
A pav.), tac¢iau mutacijy skai¢ius buvo 2 kartus didesnis motery grupéje (P = 0,351)
(3.4 B pav.).
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3.5 pav. Mutacijy skai¢ius ligoniy plazmos méginiuose palyginimas grupése pagal
amziy (A) ir palyginiy su mutacija skai¢iaus palyginimas pagal lytj (B); Rsp —
Spirmeno ranginés koreliacijos koeficientas

Atskirai buvo jvertintas visy mutacijy skai¢iy pokyciai tarp NSLPV ligoniy
pries progresija plazmos méginiuose pagal ligos stadijg. Nustatyta, jog patogeniny
mutacijy skaicius ligai progresuojant ligoniuose did¢jo eksponentiSkai ir buvo susijes
su ligos stadija (Rsp = 1,00; P = 0,083) (3.6 A pav.). Palyginus palyginiy su mutacija
skaiCiy pagal ligos stadija, pastebéta tendencija, jog skaiCius 2 kartus didesnis IV
stadijoje lyginant su Il NSLPV stadija (289,9 vs 152,5, atitinkamai, P = 0,234) (3.5 B

pav.).
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NSLPV stadija NSLPV stadija

3.6 pav. Patogeniniy mutacijy skaicius ligoniy plazmos méginiuose palyginimas
grupése pagal NSLPV stadijg (A) ir palayginiy su mutacija skaicius ligoniy plazmos
meéginiuose palyginimas grupése pagal NSLPV stadija (B)

Siekiant jvertinti, ar mutacijy skaicius gali lemti didesnj naviko diferenciacijos
laipsnj, buvo palygintos dvi grupés: ligoniali, kuriems nustatyti G2 ir G3 naviko
diferenciacijos laipsniai. Didesnés diferenciacijos naviko grupéje (G3) patogeniniy
mutacijy skaicius buvo didesnis nei mazesnio (P = 0,231) (3.7 A pav.). Taip pat, buvo

jvertintas patogeniniy kartu su nezinomo poveikio ar nepatogeniniy mutacijy skaiciaus
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pokytis pagal naviko diferenciacijos laipsnj. Mutacijy skaicius buvo nustatytas didesnis

didesnio diferenciacijos laipsnio grupéje (3.7 B pav.) (P = 0,883).

A P=0231 B P =0,883
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|
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3.7 pav. Patogeniniy mutacijy skaiciaus ligoniy plazmos méginiuose palyginimas
grupése pagal naviko diferenciacijos laipsnj (A) ir visy mutacijy skaiciaus palyginimas
pagal naviko diferenciacijos laipsnj (B)

3.6 Mutacijy analizé kraujo plazmoje serijiniuose méginiuose

Serijiniuose méginiuose pries progresija ir po progresijos jvertintas bendras visy
palyginiy Su patogeninémis mutacijomis skai¢ius. Nustatyta, kad ligoniy grupéje prie$
progresija (N = 8) vidutinis palyginiy su mutacijomis skai¢ius nesiskyré (189,8 vs
228,6, P =0,756) (3.8 A pav.). Taciau ligoniy grupéje (N = 5) po gydymo / progresijos
palyginus palyginiy su mutacijomis skai¢iy prie§ progresija, ligai progresavus vidutinis
palyginiy skaicius padidéjo 2 kartus (186,4 vs 383,5, P = 0,203) (3.8 B pav.). Trecioje
ligoniy grupéje, kuriems ligos progresija vyko 1é¢iau (N = 2) palyginiy skaicius po
gydymo nepakito (247,8 i 294,8, P = 0,537), taciau po progresijos lyginant su skai¢iumi
prie§ gydyma padidéjo 2 kartus (247,8 vs 694,8, P = 0,352) (3.8 C pav.).
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3.8 pav. Bendro visy patogeniniy mutacijy skaiciaus palyginimas ligoniy grupése pries$

progresija (A) ir po progresijos (B, C)

Siekiant jvertinti kokios VNP ir INDEL mutacijos nustatytos ir ar mutacijy

daznis kito ligai progresuojant ligoniy serijiniai méginiai buvo analizuoti atskirai. Prie§

progresija, specifiSkai prie§ ligoniams taikant gydyma, po analizés buvo nustatyta jog 5

/11 (45,5 %) ligoniams po gydymo mutacijos buvo nerastos, o prie$ buvo nustatytos
(9, 13, 18, 28, 30 ligoniai, atitinkamai) (3.9 B-D, J, K pav.). O tuo tarpu kitos

mutacijos, kaip pavyzdziui TP53 geno pokyciai, buvo nustatyti tik po gydymo
surinktuose 6 / 11 (54,5 %) ligoniy méginiuose (7, 21, 22, 24, 28, 29 ligoniai,

atitinkamai) (3.9 A, F-J pav.).
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3.9 pav. Ligoniy pries progresija du kartus paimtuose serijiniuose méginiuose — pries ir
po gydymo nustatytas geny mutacijy daznis (A—K); 1.1 — prie§ gydyma, 1.2 — po

gydymo
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Ivertinus ligoniy, kuriems buvo nustatyta klinikiné progresija, patogeniniy
mutacijy daznio pokyc¢ius lyginant su prie§ progresijg nustatytais geny variantais, 2 / 7
(28,6 %) ligoniy nustatytos naujos mutacijos (4 ir 23 ligonis, atitinkamai) ir 6 / 7 (86
%) padidéjes mutacijy daznis (1, 2, 4, 5, 15 ir 23 ligonis, atitinkamai) (3.10 C ir F, ir A—
F pav., atitinkamai). Specifiskai, 2 ligonio EGFR INDEL mutacijos, daznis padidéjo 10
karty (3,8 % vs 32,2 %), 4 ligonio TP53 patologinio varianto daznis padidéjo ~ 2 kartus
(0,5 % vs 0,9 %). 15-tam ligoniui nustatytas pries tai nerastas TP53 patogeninis

variantas, kurio mutacijos daznis padidéjo 4 kartus, atitinkamai (6,9 % vs 22,9 %).
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3.10 pav. Ligoniy prie§ progresija du kartus paimtuose serijiniuose méginiuose
nustatyty geny mutacijy dazniy palyginimas po progresijos (A-B); 1.1 — prie$ gydyma,
1.2 — po, 2 — progresija. Po gydymo nustatytos progresijos ligoniy grupés mutacijy
daznio palyginimas su prie$ progresija, specifiskai pries gydyma, paimtu méginiu (C —
G); 1.1 — pries gydyma, 2 — progresija
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Taip pat, siekiant nustatyti ar mutacijy skaicius lémé greitesne ligos progresijg ir

galiausiai mirtj, atlikta iSgyvenamumo analizé. Ligoniams, kuriems nustatyta bet viena

i$ analizuoty 11 mutacijy iSgyvenamumas be ligos progresijos buvo ~ 70 % trumpesnis

nei be patogeniniy mutacijy (P =0,795) (3.11 A pav.). Ligoniams, kuriems nustatyta

bent viena i§ analizuoty 11 mutacijy bendras iSgyvenamumas buvo ~ 50 % trumpesnis

nei be patogeniniy mutacijy (P = 0,325) (3.11 pav.).
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3.11 pav. Ligoniy iSgyvenamumo be progresijos analizé grupése pagal nustatyty
patogeniniy mutacijy skai¢iy (A) ir bendro i§gyvenamumo analizé pagal nustatyty

mutacijy skaiciy (B)
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4, REZULTATU APTARIMAS

Plauciy vézys (PV) yra vienas dazniausiai diagnozuojamy véziniy susirgimy
pasaulyje, 0 mirStamumas nuo PV yra didziausias nei bet kurio kito véZio tipo (Bray ir kt.,
2018). Zinoma daugelis priezas¢iy kodél PV mir§tamumo rodikliai yra tokie dideli, tadiau
vienos svarbiausiy yra vélyva ligos diagnostika ir greita ligos progresija (Alberg ir kt., 2013).
PV naviky ligos eigos steb¢jimas yra sudétingas dél plauciy morfologijos. Ypac, kai iki Siol
vienas dazniausiai naudojamy tyrimo objekty stebéti ligos progresijai molekuliniame lygyje
yra audinio biopsija, kurios paémimas yra sudétingas ir daznai nejmanomas (Elazezy ir
Joosse, 2018). Skysciy biopsijos naudojimas, specifiskai, cirkuliuojan¢ios DNR (cirDNR)
molekuliniy pokyciy stebéjimui ligos eigoje yra vienas i perspektyviausiy metody. Skysc¢iy
biopsijos éminys gaunamas neinvazyviu btidu gali biiti renkamas pakartotinai ir sekti ligos
eiga, progresavima, atsaka j gydyma (Siravegna ir kt., 2017). Siy procesy metu, ypaé
nesmulkialastelinio PV (NSLPV) tipo, somatiniy lasteliy mutacijos yra vienas i§ pagrindiniy
molekuliniy poky¢iy, kuriy poky¢iai galéty padéti suprasti Siuos procesus (Imielinski ir Kkt.,
2014). Magistrinio darbo metu buvo analizuotos trijy NSLPV potipiy mutacijos ir jy pokyc¢iai
pries ligos progresija ir ligai progresavus serijiniuose skys¢iy biopsijos méginiuose (kraujo
plazmoje ir kriitinplévés nuoplovose). Skysciy biopsijoje esanti cirDNR buvo panaudota
mutacijy analizei naujos kartos sekoskaitos metodu, kuris dél reikalingo nedidelio éminio
kiekio bei didelio tikslumo yra vienas i$ geriausiy biidy analizuoti cirDNR (Li Y ir kt., 2018).

Pirmiausia buvo jvertinti DNR koncentracijy ir nustatyty mutacijy skirtumai skysciy
biopsijos tipuose. Atlikus DNR gryninimg gauta koncentracija buvo didesné kriitinplévés
nuoplovy méginiuose (P < 0,0001). Ivertinus nustatyty mutacijy skai¢iy kriitinplévés
nuoplovose, jos nustatytos reciau (4 / 8 (50 %) méginiuose), o tuo tarpu kraujo plazmos
méginiuose nustatytos mutacijos buvo 36 / 56 (64,3 %). Sis nedidelis mutacijy skaiius, kuris
buvo nustatytas kraujo plazmoje yra vienas i§ cirDNR trikkumy. Dalis mutacijy yra
jvertinamos kaip nepatikimomis dél nedidelio jy molekuliy daznio cirDNR (Guo N ir kt.,
2016). Remiantis kity tyréjy duomenimis kriitinplévés nuoplovos yra tinkamas objektas
mutacijy tyrimams Guo ir kolegy atliktame tyrime jos buvo nustatytos dazniau (16 / 17 (94,1
%) (Guo ir kt., 2018). Palyginus porinius kratinplévés nuoplovy ir kraujo plazmos méginius
Sio tyrimo metu gautas tik 3 / 8 (37,8 %) sutapimas, o prie$ tai minéto kito tyrimo metu
sutapimas sieké 100 % (Guo ir kt., 2018). atlikto magistrinio darbo metu retai nustatomos
mutacijos kriitinplévés nuoplovose gali biiti susijusios ir su méginio paémimo procediira. Jei

kiino ertmé praplaunama fiziologiniu tirpalu tik karta, didelé tikimybé, jog tik labai nedidelé
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dalis véziniy lasteliy paimama kartu su méginiu, tac¢iau pakartotinis plovimas yra neetiskas
del padidintos tikimybés navikiniy lasteliy sklaidos. Ypag¢, kai vézinés lastelés gali biiti
platinamos ir tarp sveiko audinio Igsteliy bei cirDNR gali sukelti véZinius pakitimus ir
gretimose lgstelése (Bronkhorst ir kt., 2019). Guo ir kolegos méginio paémimo procediiros
nejvardijo, tod¢l didelis mutacijy skaiciaus skirtumas gali buti susijes Su tuo.

Ivertinus mutacijy skaiciy pries$ ligos progresija daugiausia buvo nustatyta KRAS ir
PIK3CA geny varianty (50,0 % ir 27,1 %). Remiantis pries tai atliktais tyrimais KRAS
mutacija yra labiau buidinga plauciy adenokarcinomos (AD) potipiui kaip ir Siame tyrime i$
10 AD serganciy ligoniy 7 nustatyti KRAS variantai (70 %) (Skoulidis ir Heymach, 2019).
Taciau plokscialgstelinio plauciy vézio (PPV) ligoniams (N = 13) nustatytos taip pat 5
ligoniams (38,5 %). O PIK3CA, kurio mutacijos dazniau nustatomos PPV, $io tyrimo metu
AD atveju rastos 2 / 10 (20 %) ligoniy, o PPV ligoniams 2 kartais dazniau (4 / 13 (30,1 %))
(Imielinski ir kt., 2014). Sie skirtumai biidingi §iam tyrimui gali biti susije su nedidele
ligoniy méginiy imtim, kurioje nustatytos Sios dvi mutacijos.

Analizuojant mutacijy skaiciy ir palyginiy su mutacija skai¢iy ligoniy grupése pagal
amziy ir lyti, koreliacija su amZiumi nebuvo nustatyta, kaip ir patikimas skirtumas tarp vyry
ir motery grupiy (Rsp = -0,036; P = 0,0846 ir P = 0,351, atitinkamai). Taciau buvo nustatyti
palyginiy su mutacija skai¢iaus skirtumai tarp ligoniy grupiy suskirstyty pagal NSLPV ligos
stadijg ir pastebéta tendencija, jog skai¢ius buvo 2 kartus didesnis IV ligos stadijoje lyginant
su 11 (289,9 vs 152,5, atitinkamai, P = 0,234), o su ankstyvomis stadijomis dél galimai per
mazos imties, skirtumy nenustatyta. Kito tyrimo duomenis mutacijy skaicius ankstyvy ir
velyvy stadijy NSLPV ligoniams nustatytas toks pat mutacijy skai¢iaus daznis (7 / 11 (63,3
%) I ir 1l stadijos ligoniai bei 6 / 10 (60 %) I11 ir IV stadijos ligoniai) (Guo Q ir kt., 2018).
Magistrinio darbo metuatliktame tyrime gauti panasiis rezultatai 9 I ir II stadijos nustatyta 6 /
9 ligoniams mutacijos (66,7 %) bei III ir IV 14 / 19 ligoniy nustatytos mutacijos (73,7 %).

[Sanalizavus serijiniuose méginiuose nustatytas mutacijas kai kuriems ligoniams pries
progresija, specifiskai po gydymo, mutacijos buvo nerastos, nors buvo nustatytos pries
gydyma (9, 13, 18, 28, 30 ligoniai, atitinkamai). Tokie patys rezultatai gauti ir Guo N ir kt.
atliktame tyrime, kur po operacinio gydymo mutacijy daznis taip pat buvo 0 %, kuris Kkali
kuriems ligoniams buvo nustatytas net po operacinio gydymo praéjus 2 dienoms (Guo ir kt.,
2016). Taciau kai kuriems ligoniams Siame tyrime buvo nustatytas ir naujy mutacijy
atsiradimas po gydymo (7, 21, 22, 24, 28, 29 ligoniali, atitinkamai). Naujy mutacijy
atsiradimas ir jy daznio padidéjimas taip pat buvo nustatytas Jiang ir kolegy tyrime, kur 5
ligoniams jvertintas padidéjusi mutaciné nasta po 2 ir 4 chemoterapijos gydymo atlikimo

(Jiang ir kt., 2017). Tai gali buti susije¢ su NSLPV taikomu agresyviu gydymu, dél kurio
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zuvusios vézinés Igstelés padidino cirDNR koncentracijg ir DNR sekoskaitos metodu pavyko
nustatyti prie§ tai nerastas mutacijas. Taip pat iSanalizavus ligoniy grupés mutacijy daznio
poky¢ius po ligos progresijos palyginus su prie§ progresijg nustatytais, 2 / 7 ligoniy (28,6 %)
buvo nustatytos prie$ tai neaptiktos mutacijos (4 ir 23 ligonis, atitinkamai) ir 6 / 7 ligoniy
(85,7 %) padidéjes mutacijy daznis (1, 2, 4, 5, 15 ir 23 ligonis, atitinkamai). Todél Sio
magistrinio tyrimo darbo metu nustatyti mutacijy skaiciaus, palyginiy Su mutacija skaiciaus ir
mutacijy daznio poky¢iai gali buti susije su padidéjusia mutacine nasta ligai progresuojant ar

ligos atsinaujinimu ir jrodo, jog cirDNR mutacijy analiz¢ gali biiti taikoma stebéti ligos eigai.
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ISVADOS

1. I8 visy prie$ progresija istirty ligoniy kraujo plazmos méginiy, dazniausios ligoniams
nustatytos mutacijos buvo KRAS 24 / 48 (50,0 %) ir PIK3CA 13/ 48 (27,1 %).
NSLPYV ligoniy kriitinplévés nuoplovy ir kraujo plazmos méginiy mutacijos sutapo 3 /
8 (37,8 %) ligoniy poriniuose méginiuose.

2. Ligoniy grupése pagal NSLPV stadijg, nustatyta bendro mutacijy skai¢iaus sgsaja su
ligos stadija (Rsp = 1,00; P = 0,083) bei palyginiy su mutacija skaicius nustatytas 2
kartus padidéjes IV vs 111 (289,9 vs 152,5, atitinkamai, P = 0,234). Ligoniams pries$
gydyma nustatyty mutacijy Su amziumi ir skirtumy su lytimi nebuvo nustatyta (Rsp =
-0,036; P = 0,0846 ir P = 0,351)

3. Mutacijy daznis ligoniams prie§ progresija nustatytas sumazéjes 5/ 11 (45,5 %), 06/
11 (54,5 %) nustatytos naujos mutacijos, o ligai progresavus, 6 / 7 (85,7 %) ligoniams

nustatytas daznio pokytis ir 2/ 7 (28,6 %) naujos mutacijos.
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SUMMARY

Lung cancer (LC) is one of the most common cancer worldwide with lowest
survival rate among other cancer types. Routine disease monitoring using liquid biopsy
could allow to detect disease progression earlier and consequently lower the death rate.
PV is known for 11 most common EGFR, ALK, BRAF, ERBB2, KRAS, MAP2K1, MET,
NRAS, PIK3CA, ROS1 and TP53 somatic mutations. Changes in these genes by
mutation, mutation frequency during disease progression could be used as molecular
markers to detect LC formation, disease progression. The study was focused on
analysing 11 gene attributed to LC mutations, mutation count and frequency in non-
small cell LC subtypes lung adenocarcinoma (LA), squamous cell lung cancer (SCLC)
and pleomorphic adenocarcinoma (PA) in blood plasma (BP) and pleural effusion (PE)
samples.

Analysis by next generation sequencing was conducted in before progression 31
BP and 8 PE samples and in 23 serial KP samples. Out of all analysed before
progression most common were KRAS 24/48 (50.0%) and PIK3CA 13/48 (27.1%)
mutations. Mutations were cooccurring in 3/8 (37.8%) paired BP and PE samples. After
mutation count and read count with mutation comparison according to stage overall
mutation count was highest in stage 1V (Rsp=1.00; p=0.083) and read count with
mutations was 2-fold higher in IV vs 111 (289.9 vs 152.5; p=0.234). Correlation with
age and differences according to sex were not detected (Rsp=-0.036; p=0.0846 and p=
0.351). In serial samples before progression mutation frequency was lower in 5/11
(45.5%) while in 6/11 (54.5%) patients mutations were not found. After disease
progression in 6/7 (85.7%) mutation frequency varied while in 2/7 (28.6%) new
mutations were found.

Mutation count, frequency differences in liquid biopsy samples could be due to
non-small cell LC progression and these differences could be used as prognostic
biomarker.
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SANTRAUKA

Plauciy vézys (PV) yra vienas i$ dazniausiy ir didziausig mirtinguma
sukelianc¢iy vézio formy pasaulyje. Rutiniskas ligos sekimas naudojant skysc¢iy biopsija
galéty padéti anks¢iau nustatyti ligos progresija ir sumazinti mir§tamuma. Zinomos PV
dazniausios 11 geny EGFR, ALK, BRAF, ERBB2, KRAS, MAP2K1, MET, NRAS,
PIK3CA, ROSL1 ir TP53 somatinés mutacijos. Todél $iy geny mutacijy, jy skaiciaus
kitimas ligai progresuojant gali biiti naudojami Kaip skys¢iy biopsijoje nustatomi
molekuliniai Zymenys jvertinti PV formavimasi, ligos progresija. Siame tyrime buvo
nustatytos 11 geny budingy PV mutacijos, jy skai¢ius, daznis nesmulkialgstelinio PV
potipio adenokarcinomos (PA), plokséialastelinio PV (PPV) ir adenopleumorfinés
karcinomos (APLK) kraujo plazmos (KP) ir krtitinplévés nuoplovy (KN) méginiuose.

Naujos kartos sekoskaitos metodu iSanalizuoti pries ligos progresija 31 KP ir 8
KN meéginiai bei 23 serijiniai KP meéginiai. IS visy istirty ligoniy KP méginiy,
dazniausios nustatytos mutacijos buvo KRAS 24 / 48 (50,0 %) ir PIK3CA 13 /48 (27,1
%). Mutacijos sutapo 3/ 8 (37,8 %) poriniuose KP ir KN méginiuose. Po mutacijy ir
palyginiy su mutacija skai¢iaus analizés ligoniy grupése pagal ligos stadija, bendras
mutacijy skaicius didéjo ligai progresuojant (Rsp = 1,00; P = 0,083), palyginiy su
mutacija skai¢ius padidéjo 2 kartus IV vs III ligos stadijg (289,9 vs 1525, atitinkamai, P
= 0,234). Sgsajos su amziumi ir skirtumy tarp ly¢iy nenustatyta (Rsp = -0,036; P =
0,0846 ir P = 0,351). Serijiniuose méginiuose pries progresija mutacijy daznis buvo
sumazejes 5/ 11 (45,5 %), 0 6/ 11 (54,5 %) nustatytos naujos mutacijos. Ligai
progresavus, 6 / 7 (85,7 %) ligoniams nustatytas daznio pokytis ir 2 / 7 (28,6 %) naujos
mutacijos.

Mutacijy, jy skaiciaus ir daznio poky¢iai skys¢iy biopsijoje gali biti susije su
ligos progresija NSLPV ir gali biiti naudojami kaip potenciallis Zymenys, kurie
nustatomi skysciy biopsijoje.
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