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Kopsavilkums

St darba mérkis ir izstradat kriits véZza molekularo diagnostikas testu, kas balstas uz
somatisko mutaciju noteikSanu audzgja audos un to izsekoSanu asinis slimigas gaita. Lai
noteiktu somatiskas mutacijas, tika veikta 121 géna mérketa sekvenceSana audz€ja audu
un asins $tnu genomiskas DNS paraugos un izveértéta atrasto mutaciju biologiska nozime.
No pacientu asins paraugiem tika izol€ta Stinu briva DNS (cfDNS) un arpussiinu vezikulas
(EVs), un atlasitas mutacijas, ko paredz€ts testét Sajos paraugos. Darba turpinajuma
paredzets salidzinat divu veidu Skidro biopsiju testus — mutaciju kvantificéSanu cfDNS

paraugos, izmantot pilienu digitalo PCR (ddPCR) un EV-ieklautas RNS sekvenéSanu.

Atslégas vardi: Kriits vézis; Skidra biopsija; Stinu briva DNS, Arpussinu vezikulas,

Somatiskas mutacijas.



Summary
Development of a precision medicine test for the therapeutic decisions and

monitoring of treatment response in breast cancer

The aim of this study was to develop a precision medicine test, which is based on the
detection of somatic mutations in breast cancer patient tissues and monitoring them in the
circulation during the progression of the disease. Targeted sequencing was used on 121
genes in tumor tissue and blood cell genomic DNA to determine somatic mutations.
Biological significance of these mutations were evaluated. Cell-free DNA (cfDNA) and
extracellular vesicles (EVs) were isolated from patient blood samples and specific
mutations were planned to be tested in these samples. It was planned to compare two liquid
biopsy approaches — quantification of mutations in cfDNA samples using digital droplet

PCR (ddPCR) and sequencing of EV-enclosed RNA.

Key words: Breast cancer; Liquid biopsy; Cell-free DNA; Extracellular vesicles;

Somatic mutations.
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SAISINAJUMI

EVs — Ekstracelularas vezikulas.

cfDNS — Cirkulgjosa Stinu briva DNS

cfRNS - Cirkulgjosa Stinu briva RNS.

CTCs — Cirkulgjosas audzg&ja Siinas.

AJCC- American Joint Comittee on Cancer.

ER — Estrogéna receptors.

PR- Progesterona receptors.

IHC- Imunohistokimija.

PBS — Phosphate-buffer saline.

FGF3/4/19- Fibroblastu augSanas faktors 3/4/19.
FGFR- Fibroblastu augSanas faktora receptors.
SEC - Izméru izslég§anas hromatografija.

MDM?2—- MDM?2 proto-onkogens.

P53 - Audzgju supresorgéns P53.

CCNDI - Ciklina D kodgjosais géns.

FNI - Fibronektina 1 kodgjoSais géns.

ITCH - Itchy E3 ubiquitin protein ligase.

ZNF703 — Cinka pirksta proteins 703.

ERCC4 — ERCC excision repair 4.

EMT - Epiteliali-mezenhimala tranzicija.

MI — Mikrovilnu vizualizacijas metodes.

PCGF2 - Polycomb group ring finger 2.

NCORI1 - Kodola receptora ko-represors 1.
RAD50- Dubultpavediena laboSanas proteina
kodgjosais géns.

RAD51 — RADS1 rekombinazes kodgjoSais géns.
ERBB2/3 — Erb-b2 receptora tirozina kinaze 2.
EGFR - Epidermalais augSanas faktora receptora
kodgjosais géns.

PALB2 — BRCAZ2 Partner and localizer kod&josais
geéns.

BRIPI - BRCAI1 mijiedarbojoSais proteina C-
terminala helikazes 1 kodg&josais géns.

STK11 - Serina/Treonina kinazes 11 kodg&joSais
geéns.

PTEN - Fosfatazes un tensina homologa kodg&josais
gens.

MRI - Magnétiska rezonanse.

CT - Datortomografija.

PET - Protonu emisijas tomografija.

NOTCH1/2 — Notch 1/2.

MYC - MYC proto-onkogéns.

WHO - Pasaules Veselibas Organizacija.

FNA - Tievas adatas aspiracija.

SERM- Selektivie estrogéna receptora modulatori.
Al — aromatazes inibitori.

TAM - tamoksifens.

PD1/PDLI — Programmeéta Sunu nave/ligands 1.
CHEK? — Kontrolpunkta kinazes 2 kodgjoSais gens.
PI3K - Fosfoinostidina 3 kinaze.

mTOR — Mammalian target of rapamycin.

AKT -Proteina kinaze B.

HDAC - Histonu deacetilaze.

CDK4 — Cikla atkarTga kinaze 4.

PARP —Poly-ADP ribose polymerase.

CD9/63/81 —Tetraspanins 9/63/81.

ddPCR - Digitalais droplet PCR.

MA — Mikrorindu tests.

RT-qPCR - Reala laika kvantitativa PCR.

TNBC - Triskartgji negativais kriits vezis.

LCIS - Lobulara karcinoma in situ.

DCIS - Duktala karcinoma in situ.

AURKA —.Aurora kinazes A kodgjoSais géns.
PIK3CA — p110a kodgjosais géns.

TP53 — P53 kodgjosais géns.

MAP3KI1- Mitogén-aktivétas protelna kinazes
kinazes kinazes kinaze.

BRCA1/2-. BRCA1/2 kodgjosais géns.

MUCI16 — Mucina 16 kodgjosais géns.

GATA3 — GATA saistosa proteina 3 kodg&josais géns.
TTN - Titina kodg&joSais géns.

CDHI - Kadherins 1.

TSG101 — Audzgja uznémibas géns 101.

SYNEI - Spektrina atkartojuma saturosa kodola
apvalka proteina 1 kodgjosais géns.

LumA/B — Luminal A / Luminal B.

KMT?2C -Lizina metiltransferazes 2 kodgjosais géns.

FFPE — Formalina fiksgts, parafina ieklauts.



IEVADS

Kriits vézis ir otrais visbiezak sastopamais v€Za veids pasaulé un visbiezak
sastopamais veéza veids sieviettm ar aptuveni 2 miljoniem jauniem, Kkliniski
diagnostic€tiem gadijumiem gada, sastadot 24.2% no kop€ja véza gadijumu skaita, ka art
tas ir piektais visbieZzak sastopamakais v€Za izraisitais naves iemesls pasaulé (1. att€ls).
Latvija, 2018. gada, tika diagnosticéti 1 266 krits véZa gadijumi, kas ir 20.8% no visiem
veéza saslimSanas gadijumiem, ienemot visbiezak sastopama véZa veida poziciju sievietem
(2. attels) (Anonymous 2020). Lai gan Latvija reizi divos gados ir pieejams bezmaksas
kriits véza skrinings sievietém vecuma no 50-69 gadu vecumam, ko nodrosina valsts, tacu
daudzas sievietes So iesp&ju neizmanto, lidz ar to pazaud€jot iesp&ju agrini diagnosticet
laundabigu audzg&ju veidoSanos. Veselibas ministrija sniegusi informaciju par 2009. un
2010. gadu, kura atbilstosa vecuma sievieteém tika izsttiti 286 785 uzaicinajumi uz kriits
v€za skriningu - mamografiju, tacu realitat€ uz So parbaudi ieradas tikai 57 340 sievietes,
kas sastada tikai 20% no kopgja skaita. Laiciga kriits véZa diagnostika ir nopietna probléma
visa pasaulé€, ko izraisa cilvéku zinaSanu vai skrininga iesp€ju trilkums (Anonymous 2011).

Personalizéta medicina ir katra individuala pacienta diagnostikas un terapijas izvéles
taktika, balstoties uz audz&ja genétisko izmainu profilu, pacienta slimibas vésturi,
komorbiditatém, kliniskiem notikumiem un vides faktoriem. ST sfera ir eksponenciali
attistijusies peédgjo divdesmit gadu laika, it TpasSi p&c pacientu gené&tiska materiala analizes
pilnveidoSanas, laujot izprast genétisko izmainu nozimi slimibas izcelsm€, gaita un
terapija. NepiecieSamiba p€c personalizétas medicinas ir paradijusies véZa terapija, jo
pirmas izvéles medikamentu grupas bieZi nesniedz terapeitisko efektu d&l pacienta
genétiskajam izmainam, vecuma, uztura, veselibas statusa ka ari vides un epigenétiskiem
faktoriem. Genétisko izmainu detekt€Sana audz€ju audos ir viena no pédgjos gados
aktualiz€tam t€mam slimibas savlaiciga diagnostika, terapijas izvelé ka ar1 turpmakaja
slimibas gaitas prognostika (Vogenberg et al. 2010). Iedzimtas mutacijas, lai gan piedalas
slimibas riska palielinaSana, nesniedz informaciju par pacienta slimibas gaitu, tapec
terapijas izvel€ un prognostika tiek pielietota somatisko mutaciju analize. (Cutter and Liu
2012). Ka viens no daudzsolosakiem v&za diagnostikas, prognostikas un dinamiskas
novérosanas testiem nakotng varétu bit pacientu kidro biopsiju analize. Skidras biopsijas
ir cilvéku biologiskos Skidrumos brivi cirkul§josas DNS (cfDNS), RNS (cfRNS),
cirkulgjosas audzgja Stinas (CTCs) un arpusSiinu vezikulas (EVs). Ir izvirzita teorija, ka
kriits véZa pacientu asinsrité cirkulgjoSais cfDNS un EV ieklautais RNS sp€j reprezentét

audzgja audu somatiskas mutacijas, tadéjadi dodot iesp€ju monitorét izmainas audzgja



audos un péc §Tm izmainam savlaicigi prognozet kliniskos notikumus, piedavat pielagotu
terapiju ka ar1 izvertét pielietotas terapijas efektivitati (Bronkhorst et al. 2019).

Jauni kliniskie gadijumi 2018.gada, pasaulé, sievietém, visas vecuma grupas

Krats
2 088 849 (24.2%)

Citi vezi
3 246 828 (37.7%)
Kolorektalais
823 303 (9.5%)
Kunga
349 947 (4.1%) Plausu
Corpus uteri 725 352 (8.4%)
382 069 (4.4%) ) )
Vairogdziedzera Cervix uteri

436 344 (5.1%) 569 847 (6.6%)

Kopa : 8 622 539

1.attels- Jauni diagnostic@tie audzg&ji sievietem pasaulg, 2018.gada, visas vecuma grupas. Attels pielagots

balstoties uz (Anonymous 2020).

Figure 1 — Newly diagnosed breast cancer patients in the World, year 2018, all ages, women. Image was

adapted based on (Anonymous 2020).

Jauni kliniskie gadijumi 2018.gada, Latvija, sievietém, visas vecuma grupas

Krats
1266 (20.8%)

Citi vezi
2408 (39.6%)
Kolorektalais
815(13.4%)
Corpus uteri
380 (6.2%)
Nieres Cervix uteri
277 (4.6%) 339(5.6%)
Olnicu Vairogdziedzera

287 (4.7%) 310(5.1%)

2.attels- Jauni diagnosticetie audzgji sievietém Latvija, 2018.gada, visas vecuma grupas. Attéls pielagots

balstoties uz (Anonymous 2020).

Figure 2 — Newly diagnosed breast cancer patients in Latvia, year 2018, all ages, women. Image was

adapted based on (Anonymous 2020).



ST darba mérkis ir personalizéta molekulara diagnostikas testa izstrade, kas balstas
uz mutaciju detektéSanu audzg€ja audos, So paSu mutaciju detekte€Sanu cfDNS un EVs, ka
ar atrasto mutaciju biologiska un kliniska nozimiguma analize klinisko notikumu gaita,
kriits véza pacientiem.

Merka sasniegSanai tiek izvirziti sekojos$i uzdevumi:

1) Noteikt somatiskas mutacijas kriits véZa pacienSu audu paraugos, veicot 121 géna
mérké&to sekven&Sanu audzgja un asins Sinu DNS paraugos;;

(2) Optimizet metodi, lai iegtitu vislielako daudzumu, augstas kvalitates cfDNS;

(3) Izolet cfDNS no pacientu plazmas paraugiem, lai taja test€tu audz€ja somatiskas
mutacijas;

Sakotngji Saja darba bija paredzéts salidzinat divu veidu $kidras biopsijas — audz&ja
atrasto somatisko mutaciju kvantificéSanu asins cfDNS paraugos, izmantojot digitalo
pilienveida PCR (ddPCR) un EV ieklautas RNS sekvenéSanu. Tacu COVID-19 pandémijas
sakara noteikto ierobeZojumu d&l un ar tiem saistitas precu piegades kavéSanas del darbu

nebija iesp€jams 1stenot planotaja apjoma.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1 Kriits vezis un ta anatomija

Kriits vézis ir loti heterogéns. To raksturo audzg€ja izmérs, stadija, histologiska
pakape, skartie limfmezgli, metastazu veidoSanas, dazadi mutaciju profili, ka arT tadi
imunohistoktmijas (IHC) markieri ka estrogéna receptors (ER), progesterona receptors
(PR) un cilveéka epidermalais augSanas faktora receptors 2 (HER2/neu). ER un PR
ekspresiju nosaka izmantojot IHC. Krasojums, kas parsniedz 1% no krasotajam Stinam tiek
uzskatits par pozitivu gan ER, gan PR gadijuma (Badve 2018). Lai gan génu ekspresija
daudz padzilinatak raksturo audz&ja subtipu, $ada pieeja ir daudz dargaka, tapec kliniskaja
prakse visbiezak kriits vézis tiek klasificéts peéc IHC markieriem, lai prognozetu audzgja
uznémibu uz hormonalo terapiju un kimijterapiju. Papildus molekularajai heterogenitatei,
klasifikaciju apgratina ari genétiska heterogenitate, ko raksturo atSkiribas starp divu
pacientu viena tipa audz&jiem (inter-tumor heterogenitate) vai pat starp ta pasa pacienta
diviem audz€ja paraugiem (intra-tumor heterogenitate).

Kriits véza gadijumu skaits ir pieaudzis peédéjo 50 gadu laika. To skaidro ar skrininga
(mamografijas) ievieSanu, ka ar1 ar faktu, ka daudzam sieviet€ém pirma griitnieciba noris
novélota vecuma, sakot no 30 gadiem. Katru gadu, par ko nobidas menopauzes iestasanas,
kriits véZa risks pieaug par 3% (Surakasula et al. 2014). Pirms menopauzes vecuma
sievietém ar krits vezi ir novérota korelacija ar palielinatu kermena masas indeksu, tacu
pEc menopauzes vecuma sievietém sada korelacija ir noverota tiesi ar védera tauku krokas
apkartmeru, kas ir aptuveni >90cm (Harbeck et al. 2019).

Pastav divas teorijas, kuras izskaidro kriits véZa iniciaciju un progresiju. Pirma teorija
tiek saukta par véZa cilmes Siinu teoriju un otra- stohastiska teorija. Cilmes Siinu teorija
balstas uz pien€émumu, ka visi audzgja subtipi izcelas no viena veida véza cilmes $iinam
vai priekSteCu $tinam. Epigenétiskas vai iedzimtas mutacijas izsauc véza cilmes Stnu /
priekStecu Stinu diferenciaciju (3.attéls -A). Stohastiska teorija balstas uz pienémumu, ka
katrs audz€ja subtips izcelas no atseviskas, noteikta veida Stinas — Cilmes Sunas,
diferenciétas Stnas, priekSteCu Siinas (3. attels- B). Mutacijas, laika gaita, sp€j uzkraties
kriits audu Siinas un uzsakt transformaciju par audz€ja Stinam, kad ir sasniegts noteikta
mutaciju daudzums. Abas teorijas ir pamatotas un pieraditas, taCu neviena no abam

teorijam nespg€j precizi noraksturot kriits v€Za iniciaciju un progresiju (Sun et al. 2017).
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Cilmes sSinas, Veéza cilmes Kruts véza subtipi

priekstecu Sunas vai sSunas :
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* Nejausas mutacijas Kancerogénie faktori @ Genétiski vai epigenétiski
v transforméjosie faktori

3. att€ls — Divas kriits v€Za iniciacijas un progresijas teorijas. A — Cilmes §iinu teorija. B — Stohaistiska
teorija. Attels pielagots balstoties uz (Sun, Zhao et al. 2017)
Figure 3 — Two theories describing breast cancer initiation and progression. A — Stem cell theory. B —

Stochastic theory. Image was adapted based on (Sun, Zhao et al. 2017).

Krits veza riska faktorus iedala divas grupas, atkariba no ta vai Sos faktorus pacients
sp¢j ietekmet:

Neietekméjamie:

a) Dzimums (sieviete) un novecosana ir divi faktori, kas visvairak ietekmeé Kriits veZa
veidoSanos risku un nav ietekmé&jami;

b) ledzimtas genétiskas mutacijas vai kriits vézis gimenes slimibas vesturé ir faktors,
ko nevar ietekmét un tas ir biitisks riska faktors (Brewer et al. 2017);

¢) ledzimtas slimibas, piemé&ram, atipiska duktala hiperplazija, kas visbiezak nav
laundabiga vai pat pirms-véZa stadija, bet ta var piedalities ka ierosinatajs kriits

vézim (Menes et al. 2017);
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d) Endogénie hormoni- olnicu un virsnieru izstradatie hormoni, kas periférajos
taukaudos tiek parveidoti estrogéna, piedalas palielinata riska faktora veidoSanas
procesa (Hankinson 2005).

Tetekméjamie:

a) Eksogéni hormoni- Estrogéna un progesterona hormonalo lidzeklu aizstaj-terapijas
lietoSana, lai mazinatu menopauze radito blakusefektu paradiSanos, ka ar1 peroralas
hormonalas kontracepcijas lietoSana pirms menopauzes vecuma (Heikkinen et al.
2016);

b) Bérna baroSana ar kriiti samazina kriits véZa veidoSanas risku (Anstey et al. 2017);

c) Parmeriga alkohola lietoSana un smék&sana;

d) Ievérojami palielinats kermena masas indekss, 1pasi p€c-menopauzes vecuma,
liekajiem taukaudiem producgjot estrogénu;

e) Augsta radioaktivitate- Tas skara sievietes Cernobilas, Hirosimas un Nagasaki
tuvuma, palielinot véZa, tai skaita krits véza, veidoSanas risku (Ogrodnik et al.
2013)

f) Uzturs- Ievérojami palielinata piesatinato taukskabju partikas lietoSana uztura (Xia
et al. 2015).

g) Sedoss dzives veids un mazkustigums (Toklu and Nogay 2018).

Kriits anatomija

Kriits atrodas pie krisu kurvja, aiz ribam un muskulu slana un pilda nozimigu lomu
piena izstradé jaundzimuSajiem. Krits galvenokart sastav no krits dziedzera un
taukaudiem. To iedala kriits dziedzera vados un vadinos, kas ir savienoti ar kriitsgalu, 8-20
dziedzera daivas un daivinas. Katra daivina sastav no aptuveni 30 alveolam. Kriti balsta
divi Skiedraudu slani — ‘kiipera saites’ un kriiskurvja sienas muskuli. Kriits limfvadus
iedala divas grupas: (1) Medialie limfvadi — to virziens ir uz iek$€jiem kriits limfvadiem.
(2) Ieksgjie limfvadi — to virziens arl ir prom no kritsgala un tie zem atslégas kaula
savienojas ar otras kruts limfmezgliem. Kriits asins apgadi nodroSina iek$gjas kriisu kurvja,

paduses un starpribu artérijas (4. attéls) (Badve 2018).

12
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4. attels — Kriits anatomija. Att€ls pielagots balstoties uz (Anonymous 2019).

Figure 4 — Breast anatomy. Image was adapted based on (Anonymous 2019).

1.2 Kriits véza iedalijums

Krits veéza klasifikacija tiek pielagota jauniem pé€tjjumu datiem, kas atbilstosi
audzg&ja markieriem izmaina pielietoto terapiju un audz&ja izsekoSanu péc terapijas.

Pédéjo divdesmit gadu laika ir mainijusies izpratne par kriits véZa biologiju,
pienemot to ka slimibu kopumu, ko raksturo molekularie markieri — génu ekspresijas
profili, imunohistokimiskie markieri, proteomika, nakamas paaudzes sekvencéSana un
citas molekularas metodes. So faktoru izvérté$ana noved pie klasifikacijas atjauno$anas,
ko veic katra American Joint Comittee on Cancer (AJCC) publicétaja TNM Kklasifikacijas
raksturojuma. Lai gan TNM Kklasifikacija tika izveidota jau 1959. gada, nebija pietiekami
saprotams veids ka iedalit audz€ja subtipus, lidz ar to, iedalfjums tika veikts pec laika
perioda, kura pacienti nomira, péc radikalas mastektomijas un kraSu kurvja staru terapijas.
Iedalijums tika talak attistits, lai izdalitu terapijas nepiecieSamibu agrini atklatiem krits
véZza gadijumiem, pasargajot pacientus no liekas operacijas veikSanas vai pielietotas
radiacijas saistitam sekam. P&dgjais AJCC onkologiskas klasifikacijas izdevums ir izdots

2018. gada (Badve 2018).
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Audzgju klasifikaciju veic péc sekojoSajiem kriterijiem:

a)

b)

d)

e)

Invazivs audzgjs / In situ- Atkariba no audz€ja sp€jas migrét un metastazet, to iedala
audzgjos, kuri atrodas sakotngja lokalizacija, tiek uzskatiti par ‘pirms-veza stadiju’,
tie nav izplatjjuSies - nav SkérsojuSi bazalo membranu. Tiek pieskaititi pie
intraduktalajiem, pre-invaziviem audzgjiem, jeb Carcinoma in situ; Invazivie
audzgji ir agresivaki, sp&j Skersot bazalo membranu, migrét un metastazet,
izplatoties sekundaras organisma lokacijas, pieklustot asinsvadiem un limfvadiem.
Pie tiem pieskaita I-IV stadijas audz&jus.

Histologiskie subtipi- Histologiskos parametrus nosaka péc to lokalizacijas krati.
Pie visbiezaka kriits véZa histologiska subtipa pieskaita audzgja lokalizaciju krits
dziedzera vados, jeb duktala karcinoma, kas sastada 80-85% no visiem kriits véZa
saslimSanas gadijumiem. Otrais, biezak sastopamais véza subtips péc lokalizacijas
ir audzgjs, kas veidojas kriits dziedzera daivas un daivinas, jeb lobulara karcinoma,
sastadot 10-15% no visiem gadijjumiem. Lobularie audz&i ir grutak
noraksturojami, jo tie nav viendabigas masas un histologiski, biezi, ir griiti noteikt
to patiesos izmérus. Retak, audzgjs var veidoties stroma: saistaudos, taukaudos vai
asinsvados — sarkomas.

Molekularie subtipi — Atkariba no ER, PR, HER?2 audzg&;ji tiek iedaliti subtipos, Ja
receptori ir pozitivi, tie tiek mark@ti ar ‘+’, ja negativi, tad ar ‘—‘. Triskart&ji
negativie audzgji ir tadi, kuri ir negativi uz visiem tris receptoriem. Audzgji tiek
sadaliti Luminal A, Luminal B, Her2+ un TNBC.

Diferenciacijas pakape (Grade)- ledala tris apakSgrupas, atkariba no audzgeja audu
diferenciacijas pakapes, kuru nosaka analiz€jot audu griezumu. Jo mazak
diferencéti audi, jo lielaka novirze no normaliem audiem. 1) Labi diferencéti audi,
kas atgadina kriits audus, tacu tas ir vé€za Stinas; 2) Vidgji diferencéti audi; 3) Slikti
diferenceéti audi, kas vairs neatgadina normalus kriits audus.

Stadija (Stage)- Tiek iedalits atkariba no ta, cik liels ir audzgjs (Tis; T 0-4), cik un
vai ir skarti limfmezgli (N 0-3) ka ar1 vai audzg;js ir sacis metastazet (M 0-1). Iedala:

0, L I, IIL, IV (5. attéels).
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1.2.1 Kliniskie un patologiskie parametri stadijas izvertéSanai

Krits audzgjus raksturo AJCC klasifikacija péc to kliniskajiem un patologiskajiem
parametriem, jeb TNM sist€mas, péc kuras audz&ju var precizak iedalit attiecigas stadijas.
Parametri ieklauj audz&ju raksturojumu (T), skartos limfmezglus (N) un sp&ju metastazet
(M).

Audzgja raksturojums (T). Audzgju raksturo péc ta izméra un lokalizacijas:

a) TX: Primaro audzgja izvertéSanu nevar veikt.
b) TO: Nav pazimes par primara audz¢ja klatbtitni kriitt.
¢) Tis: Carcinoma in situ. So labdabigo audzgju var iedalit divas apaks-sadalas:

- Tis (DCIS) — So audz&ju var noraksturot ka abnormalu $iinu veidojumu, kas
atrodas kriits dziedzera kanala un nav ticis arpus §1 kanala. Ja dala no $iinam
tiek arpus kanala, tas tiek uzskatitas par invazivam.

- Tis (Paget disease) — Slimiba, kura krits dziedzera (areola) adas Stinas tiek
atrasti abnormali Stinu veidojumi, kas var izplatities un skart visu kriits
dziedzeri. Visbiezak §1 slimiba ir labdabiga, tacu ta var bt ka ierosinatajs kriits
vézim. Paget slimibu neraksturo ar TNM klasifikaciju, tacu klasifikacija stajas
speka tad, kad abnormalie veidojumi sak palikt par invazivu kriits vezi.

d) T1: ledalijums atkarigs no audz€ja izméra, tapec to iedala Cetras apakSgrupas:

- Tlmi: Audzgjs, kura izmé@rs ir mazaks par vienu milimetru. Tiek saukts arT par
mikroaudzgju.

- Tla: Tiek pieskaitits apakSgrupai, ja audzgja izmérs ir no viena milimetra lidz
pieciem milimetriem.

- Tlb: Tiek pieskaitits apakSgrupai, ja audzgja izmers ir no pieciem milimetriem
l1dz vienam centimetram.

- Tlc: Tiek pieskaitits apakSgrupai, ja audzgja izmérs ir no viena lidz diviem
centimetriem (6.attels).

e) T2: Tiek pieskaitits grupai, ja audz€ja izmérs ir no diviem Iidz pieciem
centimetriem.

f) T3: Tiek pieskaitits grupai, ja audzgja izmers ir lielaks neka pieci centimetri.

g) T4: Tiek pieskaititi ¢etram apakSgrupam péc audzeja lokalizacijas:

- T4a: Audzgjs ir ieaudzis kriiSu kurvja siena.

- T4b: Audzgjs ir ada — Izveidojusies mazi audzgji, kas tiek uzskatiti ka primarais
audzgjs, uz krits adas izveidojusies ¢ila un ada ir pietiikusi.

- Té4c: Audzgjs ir ara un ir ieaudzis krasu kurvja siena.
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- T4d: Iekaisigais kriits vézis (Inflammatory breast cancer), tiek saukts ar1 par

peau d’orange: Vismaz treSdala no kruts adas ir sarta un iekaisusi.

Anatomiska stadija / Prognostikas grupas

Stadija ()
Stadija A NO MO
Stadija B _ Nimi Mo
N1mi MO
Swaalh |10 NIT Mo
MO
MO
Stadija lIB MO
Mo
StadijalllA WO N2 MO
BN MO
MO
Mo
MO
Stadija I MO
L Mg
MO
Stadija|lIC T
Stadija|V M1

5. att€ls — Kriits véZa stadiju iedaltfjums atkariba no izméra, skartajiem limfmezgliem un sp&jas metastazet.
Pielagots balstoties uz (Badve 2018).
Figure 5 — Stage determination of breast cancer based on size, affected lymphnodes and ability to

metastasize. Image was adapted based on (Badve 2018).

-t >10-20 mm=T1¢

>

6. att€ls — Kriits véZa audzgja klasifikacija balstoties uz audzgja izméru. Attels pielagots balstoties uz
(Badve 2018).

Figure 6 — Breast cancer classification based on tumor size. Image was adapted based on (Badve 2018).
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Limfmezglu raksturojums (N). Limfmezglus raksturo péc ta vai kriits v€zis tajos ir

izplatijies, to izméra un lokalizacijas. Kad audzgjs ir kirurgiski izgriezts, patologs to izverté

izmantojot patologiskas stadijas klasifikaciju:

a)
b)

C)

d)

NX: Nevar veikt limfmezglu izvertésanu.

NO: Limfmezglos nav novéroti kancerogéni veidojumi vai veidojumu izmeérs ir

mazaks par 0.2 milimetriem.

N1: Iedala Cetras apaks$-kategorijas:

N1mi: Audzgjs ir izplatijies 11dz paduses (axillary) limfmezgliem, ir lielaks par
0.2 milimetriem, tacu nav lielaks par diviem milimetriem.

Nla: Audzgjs ir izplatijies no viena lidz tris limfmezgliem un vismaz viena no
limfmezgliem ta izmérs ir lielaks par diviem milimetriem.

N1b: Audzgjs ir izplatijies 1idz limfmezgliem, kas atrodas pie kriisu kaula, tacu
atrodas taja pasa kermena pusé€, kur primarais audzgjs, ka ari ta izmérs ir lielaks
par 0.2 milimetriem. Audz€ju atrod izmantojot sentinel lymph node biopsiju,
tacu tas nav atrodams paduses limfmezglos.

Nlc: Audzgjs ir izplatijies no viena lidz tris paduses limfmezgliem un vismaz
viena no tiem ir audzgjs, kura izmérs parsniedz divus milimetrus. Audzgji ir
atrodami ar1 limfmezglos pie kruSu kaula, tacu taja pasa kermena pusé, kur

atrodas primarais audzgjs.

N2: Iedala divas apaks-kategorijas:

N2a: Audzgjs ir izplatijies no Cetriem lidz deviniem limfmezgliem un vismaz
viens no audzgjiem ir lielaks par diviem milimetriem.
N2b: Audzgjs ir izplatijies 11dz limfmezgliem pie kriaSu kaula un to var detektet

ar diagnostiskajam iekartam. Nav skarti limfmezgli paduses regiona.

N3: Iedala tris apaks$-kategorijas:

N3a: Audzgjs ir izplatijies 11dz desmit vai vairak limfmezgliem un vismaz viens
no limfmezgliem ir lielaks par diviem milimetriem un ir skarti limfmezgli, kas
atrodas zem atslégas kaula.

N3b: Audzgjs ir izplatijies no viena lidz deviniem limfmezgliem un vismaz
viens no limfmezgliem ir lielaks par diviem milimetriem. Izplatiba ir notikusi
Iidz krtasu kaula limfmezgliem un audzg€jus var noteikt ar diagnostiskajam
iekartam;

vai

N3b: Audzgjs ir izplatijies no Cetriem lidz deviniem limfmezgliem un vismaz

viens no limfmezgliem ir lielaks par diviem milimetriem. Izplatiba ir notikusi
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lidz krtSu kaula limfmezgliem un audz€ja izmérs ir lielaks par diviem
milimetriem, tacu atrodas taja pasa kermena pus€, kur primarais audzgjs, ka art
ir atrodams izmantojot diagnostikas iekartam.

- N3c: Audzgjs ir izplatijies 1idz limfmezgliem virs atslégas kaula, tacu atrodas

taja pasa kermena pusé, kur primarais audzgjs.

Metastazes (M). Raksturo audzg€ja sp&ju metastazet un attistities sekundaras lokacijas

(Badve 2018).

M Kklasifikacija tiek pielietota, lai izvertetu kruts véza kliniski nozimigu attalu metastazu
atraSanu un noteiktu potenciali iesp€jamu ilgtermina terapijas iesp€jamibu. Lai gan
izverteéjums galvenokart balstas uz klinisku un radiografisku interpretaciju, tiek ieteikts ar1
diagnozi validét ar patologisko izvért€jumu, ja tas ir iesp&jams. Iedala péc sekojoSas
sistémas:

- MO: Ja analiz€jot audz€ju izmantojot kliniskas metodes (slimibas veésture,
fizisks izmekl&jums, diagnostisko vizualizacijas iekartu izmantoSana) netiek
atklatas attalas metastazes. MO klasifikacija tiek pielagota lidz tiek atrasti
pieradijumi, ka metastazes var dokumentét kliniski vai veicot metastatiskas
vietas biopsiju.

- MI: Ja tiek atrasta viena vai vairakas attalas metastazes izmantojot kliniskas
metodes vai diagnostikas vizualizacijas iekartas.

Pie metastazes pieskaita ar1 cirkulgjosas audz€ja Siunas, kaulu smadzenu
mikrometastazes un izkliedétas audzgja Siinas. Asinsrité cirkul€joSas vai kaulu smadzenu
un citu regionu mezglu izkliedéto audzg€ja Stnu CTCs izméra <0.2mm nenoklasificé M1
stadiju, ja nav citi kliniskie un/vai radiografiskie patologiski atradumi. Tac¢u gadu gaita
petijumi liecina par to, ka pat MO stadija atrodamas CTCs tiek asoci€tas ar audzgja
atgrieSanas risku un saisinatas dzivildzes prognozi. Lidz ar So atklajumu, ir izvirzits
pienémums, ka histologiski redzami metastatiski atradumi, kas ir <0.2mm kaulu smadzen&s
vai citos organos, kas ir distali no krits vai regionaliem limfmezgliem, vajadzétu tikt
kliniski klasificéti ka MO(i+) apzim&jot to, ka tas netiek tehniski klasific€ts ka metastatisks,
tacu tiek asociéts ar izteiktu dzivildzes korelacijas samazinajumu, tapat ka CTC skaits <5

(Badve 2018).
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1.2.2 Krats veza klasifikacija

Pedgjo 20 gadu laika ir klasificeti Cetri kliniskie subtipi, kas izvérté ER, PR, Ki-67 un
HER?2 ekspresiju. Sada klasifikacija tiek uzskatita par galveno, klinika paslaik pieejamo
sistemu pec kuras tiek izverteta véza terapija. Klinika Sos markierus nosaka izmantojot IHC
(Prat et al. 2015):

1. Luminal A (LumA): ER+ un/vai PR+, HER2-, zems Ki-67 limenis.

2. Luminal B (LumB): ER+ un/vai PR+, HER2+ vai augsts Ki-67 Iimenis.

3. HER2+: ER-/PR-, HER2+.

4. Triskartéji negativais krits vezis (TNBC) : ER-/PR-/HER2-.

Molekulari subtipus iedala péc audz&ju génu ekspresijas profiliem — izmantojot
klastereésanas analizi. Kriits véza kliniskie un instrinsic subtipi nesakrit pat intra-tumorala
salidzinasanas gadijuma, it Tpasi Luminal B audzgjos. Ir veikti loti maz pétijumi, kas
censtos veicinat intrinsic un kltnisko subtipu vienotibu (Milioli et al. 2016).

Instrinsic subtipus iedala péc ER/PR/HER2 statusa un subtipam raksturigiem
ekspres€joSiem géniem (Eroles et al. 2012):

1. Basal-like: ER-; PR-; HER2-. KRT5, CDH3, ID4, FABP7, KRT17, TRIM?29.

2. HER2-enriched: ER-; PR-; HER2+. ERBB2, GRB7.

3. Normal breast-like: ER+/-; HER2+. PTN, CD36, FABP4, AQP7.

4. Luminal A: ER+; PR+; HER2-. ESRI, GATA3, KRTS, KRT1S8, CCNDI, LIV].

5. Luminal B: ER+/-; PR+/-; HER2-/+. ESRI, GATA3, KRTS, KRT18, SQLE.

6. Claudin-low: ER-; PR-; HER2-. CD44, SNAI3.

Luminal A no B galvenokart var atskirt RNS un proteinu liment, skatoties Stinas cikla
saistitiem un proliferacijas ietekmé&joSiem signalceliem, ka arT hormonu ietekmgjoSiem
signalceliem un to ekspresétajiem géniem. Luminal A audzgji sastada 30-45% no visiem
audzgjiem un tie tiek asoci€ti ar vislabako prognozi, 1&€nu progresiju ka ari ar zemako
atgrieSanas risku (Voduc et al. 2010). Luminal B subtipa kategorijas audzgji, salidzinajuma
ar Luminal A, izpauzas ar augstaku Sunu proliferaciju un ekspres€jas vairak Sunas cikla
ietekmgjoSie géni vai proteini, MKI67 un AURKA, tacu zemak ekspresé progesterona
receptori un FOXI. Luminal A audzgjiem, salidzinajuma pret Luminal B ir novérotas
mazaks kop€jo mutaciju skaits genoma, mazaks kopiju skaita variantu daudzums, mazak
TP53 mutacijas (12% pret 29%, attiecigi), vairak PIK3CA mutacijas (45% pret 29%) un

vairak MAP3K1 mutacijas (13% pret 5%).
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HER?2-enriched subtipu RNS un proteinu ltment raksturo HER2 un proliferaciju
saistito génu un proteinu ekspresija (GRB7 un ERBB2/HER?2). HER2-enriched subtips
DNS Iiment ir ar visaugstako mutaciju skaitu genoma- tads géns ka 7P53 ir mutéts 72%
un PIK3CA ir mutéts 39% gadijumos. Visos §1 subtipa audzgjos ir novérotas APOBEC3B
g€na saistitas mutacijas ar augstu frekvenci, to izskaidrojot ar to, ka APOBEC3B ir
APOBEC citidina deaminazes grupa, kas parvers citozinu par uracilu un tiek asociéts ka

ierosinatajs daudziem audzejiem.

* Ki-67 — Proteins, kas sastopams tikai audzg€ja Siinu kodola daliSanas laika un to
nosaka procentuali- cik daudz §tinas no biopsijas Sis proteins ir atrasts. Tiek saukts par
proliferacijas markieri. Augsts Ki-67 raditajs nosaka to, ka audz€ja Stinas agresivi proliferé
un lidz ar to $adi audzg;ji ir izteikti agresivaki un rezult&jas ar sliktu klinisko iznakumu. Lai
gan raditajs liecina par audz€ja agresivitati un pasliktina terapijas izredzes, audzg&ji ar
augstu Ki-67 ir uzn€migi pret kimijterapiju HER2+ un ER- kriits véZa gadijuma (Kim et
al. 2014). Ki-67 raditajs, kas ir <10% tiek pieskaitits pie zema riska kategorijas, 20-
29% tiek pieskaitits pie minimala riska augstai audzeja proliferacijai, un >30% tiek
pieskaitits par augstas proliferacijas markieri. Diapazons no 10-30% nenoraksturo
konkrétu audzeéja subtipu un tikai balstoties uz So markieri nevar iedalit LumA/LumB
kategorijas (Kim, Lee etal. 2014).

St. Gallen Internacionalaja 2013. gada krits véZa konference tika definéti kriits véza
subtipi, kas sikak klasificgja luminalos audz€jus balstoties uz sekojoSajiem kriterijiem:
Luminal A audzgji (ER+, HER2-, zema Ki-67 ekspresija (<20%) un augsts PR Iimenis
(>20%)); Luminal B HER2- (ER+, HER2-, augsta Ki-67 ekspresija (>20%) un zems PR
Itmenis (<20%)); Luminal B HER2+ (ER+, HER2+, nav atkarigs no Ki-67 ekspresijas vai
PR limena. Jau gadu velak, piedavata klasifikacija tika uzskatita par nepietiekamu,
pamatojot to, ka pacienti ar Luminal A audzgjiem, kuriem ir zema Ki-67 ekspresija un
neatkarigs PR Itmenis vai vidéjs Ki-67 un augsts PR ekspresijas [imenis rezult&jas ar labaku
klinisko iznakumu, salidzinajuma ar ieprieks pienemto Luminal A audzgju klasifikaciju un
ir nepiecieSams vél sikaks sadaltijums (Maisonneuve et al. 2014). Epigenétiskie faktori ar1
ietekmé subtipu klasifikaciju, pieméram, DNS metilacija (Fang et al. 2011; Cornen et al.
2014). Luminal B audzg€jiem ir rasturiga palielinata DNS metilacija CpG salinas un ta
izraisa fenotipiskas izmainas, tau Luminal A audz&jiem DNS metilacija ir izteikti
heterogéna un ar mazak nove€rotam metilacijas izraisitas izmainam, salidzinajuma ar

normaliem audiem (Holm et al. 2010; Stefansson et al. 2015).
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1.3 Kriits véza genétika

Tikai 5-10% kriits véZa gadijumi ir iedzimti, tacu Sis skaits vari€ atkariba no valsts
un cilvéku etniskas piederibas. Analiz&jot cilvéku grupas, dazkart ir iesp&jams noteikt
mutacijas klatbiitni pirms audzgjs attistas un rezult€jas ar smagam sekam. Lielbritanija
veikta petijuma, kura tika iesaistitas 113 000 sievietes ar vienu pirmas pakapes radinieku
ar kriits vézi tika paradits, ka §Tm sievieteém kriits véZa veidosanas risks ir 1.75 reizes lielaks
neka sievietei bez kriits véza gimenes vésturé. Ja sievietei bija divi vai vairak pirmas
pakapes radinieki ar kriits vézi risks ir palielinats 2.5 reizes, saistot to ar iedzimtam
mutacijam tados génos ka BRCAI un BRCA2 (Brewer, Jones et al. 2017). Kriits véza
mutacijas iedala iedzimtajas un somatiskajas mutacijas.

Divas, augstas penetrances audz&ja supersorgénu mutacijas BRCAI(17q21) un
BRCA2(13q13). So génu proteini ir iesaistiti DNS labo§anas mehanisma un to mutacijas
tiek asociétas ar uzkrajoSo risku — risku, kas palielinas ar vecumu. No visiem jauni
diagnosticétiem gadijumiem 50% sastada sievietes vecuma grupa virs 65 gadiem un 30%
virs 70 gadiem (Elomrani et al. 2015). Lai gan kriits v€zis virieSiem vid€ja populacija ir
sastopams mazak neka 1%, virieSiem ar noteiktam BRCAZ2 géna mutacijam risks ir aptuveni
7% un tas ieveérojami palielina véZa veidoSanos riska nodoSanu nakamajai paaudzei,
neatkarigi no dzimuma. BRCA 1/2 mutacijas izraisa ar1 olnicu véza riska palielinasanos no
populacijas videja ~2% sastopamibas riska uz 27-44%, tas pats noveérojams prostatas vézim
no 7-15% uz aptuveni 40% un aizkunga dziedzera risku no ~1% uz 2-4% (Anonymous
2018). Kriits véZa mutaciju noteikSana rada problémas diagnostisko testu izstradg, jo pat
visbiezak sastopamas somatiskas mutacijas nebiis sastopamas katrad vE€Za pacienta
gadfjuma. Visbiezak sastopamo mutaciju desmitnieka ir sekojoSo génu mutacijas -
PIK3CA, TP53, MUC16, GATA3, TTN, CDHI1, KMT2C, MAP3K1, SYNE, AHNAK?2
(Naito and Urasaki 2018).

(1) CDHI géns atrodas 16. hromosoma — 22.1 pozicija (16q22.1). Géns kodg e-
kadherina sintézi. E-kadherins ir glikoproteins un adhézijas molekula, kura ir svariga Stinu
un audu struktiiru, ka art epitélija audu funkciju saglabasana. Tas tiek pieskaitits arT ka
audzgja supresors kriits véZa gadijuma (Berx and van Roy 2009). E-kadherinu iedala tris
doménos — Arpussiinas doméns, transmembranas doméns un citoplazmas doméns.
Citoplazmas doméns mijiedarbojas ar beta-kateninu un pl20-kateninu. Beta-katenins
saistas ar alfa-keteninu un palidz e-kadherinam piesaistities aktina citoskeletam. Mutacija

CDHI gena rezultgjas ar nefunkcionala, zemas adhé€zijas aktivitates e-kadherina
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produkciju. (2) PIK3CA géns atrodas 3. hromosoma — 26.32 pozicija (3q26.32). Géns kodé
proteinu PIK3 katalitisko subvienibu alfa (p110a). Ta mutacijas tiek atrastas katram
treSajam kriits véza pacientam, tiek asoci€tas ar dazadiem genétiskajiem sindromiem ka ar1
ar citiem onkologiskiem veidojumiem- urinpisla, plausu un olnicu vézi, ka ari tiek
asociétas galvenokart ar luminaliem un HER2+ audzgjiem. Ta signalcelu aktivaciju novero
aptuveni 70% no visiem kriits véZa gadijumiem, bet ta mutacijas ir noverotas aptuveni 20-
30% kriuts véza pacientu. Visbiezakie PIK3CA géna mutaciju ‘karstie punkti’ ir eksona 9
E542K, G1624A, E545K un G1633A, ka ar1 eksona 20 H1047R un A3140G, kopa sastadot
70-80% no visam PIK3CA mutacijam (Shimoi et al. 2018). (3) TP53 géns kod€ tumor-
supresoru proteinu, ka mutétas alléles izraisa augstu krits véZa riska pieaugumu, kas
Iidzinas BRCA1 mutacijam. Géns atrodas 17.hromosoma 13.1 pozicija (17q13.1). Tam ir
atrasta cieSa saikne ar retinoblastomas proteina 1 (RB1) signalcelu. T7P53 tiek saistits ar
Stnas cikla izmainam, Siinu laboSanas procesu un apoptozes izraisiSanu. Mutacijas géna
tiek asociétas ar kriits audzgju progresiju. Atrasta ir iesp&jama saikne ar sporadisku kriits
vézi, kas padara So ge€nu par izcilu kandidatu génu mutaciju panela analizé, veicot
diagnostiku vai prognozgjot audz€ja klinisko gaitu (Manie et al. 2009). Viena nukleotida
izmainas TP53 géna no CGC uz CAC eksona 10 kodona 337 izmaina aminoskabes no
arginina uz histidinu, rezult&joties ar kodona nomainas mutaciju, ko asocié ar agrina kriits
véza veidoSanos (Smith et al. 2011; Rath et al. 2013). St mutacija ir tikai viens no
piemériem, ka TP53 aminoskabju ietekm&josas mutacijas sp&j palielinat audzgja risku. (4)
GATA3 géns atrodas 10. hromosoma - 14. pozicija (10pl4). Tas kode GATA3
transkripcijas faktoru, kas kontrolé daudzu biologiski nozimigu génu ekspresiju. Ta
darbiba ir saistita ar FoxA1 un estrogéna receptoru a. GATA3 mutaciju gadijuma samazinas
GATA3 ekspresija, samazinot ER ekspresiju, auto-regulgjot viens otra ekspresiju. ST
sakariba tiek pamatota ar augsto GATA3 un ER ekspresijas korelaciju LumA audzgju
gadijumos, 11dz ar to GATA3 kontrolgjot ER ekspresiju ir nozimigs estradiola-stimuléta
ER+ kruts véza progresija. Visaugstaka GATA3 un ar to saistit ER ekspresija tiek noveérota
LumA audzgjos, mazak LumB audz€jos un vismazak bazalajos audzgjos. Lielaka dala no
GATA3 mutacijam ir insercijas/del€cijas, tas ir noteiktas 5. un 6. eksona, ietekmgjot
kodgjosos regionus un rezult&joties ar kodgjosa proteina trunkaciju un funkcionalitates
zudumu (Takaku et al. 2018). (5§) MUC16 géns atrodas 19. hromosoma — 13.2 pozicija
(19p13.2). Geéns kode véza antigénu 125 jeb mucinu 16. Tas tiek uzskatits par biomarkieri
olnicu véza gadijuma, tacu ta mutacijas ir atrastas ari kriits, plausu un aizkunga dziedzera
véza gadijuma. Geéna kodetais proteins piedalas epitélija aizsargmehanisma nodroSinasana
ka arf tas pasarga organismu no karcinogenézes. Lai gan MUC16 mutaciju rezultata netiek
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tieSi inducéta karcinogenéze, tacu kombinacija ar p53 mutaciju, ta var tikt iniciéta (Aithal
et al. 2018). (6) TTN gens jeb titins atrodas 2. hromosoma — 31.2 pozicija (2q31.2). Ar to
asoci€ 63 aminoskabju ietekmgjosas un 13 aminoskabju neietekmgjosSas mutacijas, kas tiek
saistitas ar audz&ju veidosSanos aknu, kriits, plakanstinu un kriits véZa gadijuma (Lawrence
et al. 2013; Deng et al. 2019).

Arpus visbiezak sastopamajam génu mutacijam, kriits vézim ir atrasta asocidcija ari
ar daudz retak sastopamam mutacijam génos CHEK2, RAD50/51, ERBB2, NBS1, BRIP1
un PALB2, pamatojot to ar sekojoSu mutaciju nozimi kriits véza veidoSanas procesa: (1)
CHEK2 géns atrodas 22. hromosoma - 12.1 pozicija (22q12.1). Sis géns producé
‘kontrolpunkta kinazes 2 proteinu’, kas funkcion€ ka tumor-supresors. Ir noverota ar1 §1
géna sadarbiba ar BRCA1 (Lee et al. 2000). Proteina aktivacija notiek momenta, kad noris
DNS parravums vai bojajums, rezult€joties ar Stinas daliSanas apstadinasanu, ko veic kopa
ar TP53 un citiem protetniem. Ja Siina neizdzivo DNS labojumus tad sakas Siinas apoptoze
(Chehab et al. 2000). CHEK2 mutacija 1100delC izraisa saisinata, nefunkcionala CHEK?2
proteina produkciju, ietekméjot Stinas cikla kontrolpunkta darbibu un Stinas laboSanu. (2)
RADS50 géns atrodas 5. hromosoma — 31.1 pozicija (5q31.1). DNS laboSanas procesa,
RADS5O0 proteins satur bojato kédi, kopa ar MREIIA un NBN génu proteiniem. Mutacija
géna rezultgjas ar saisinatu un nefunkcionalu RADS0 proteina sintézi. RADS1 géns atrodas
S.hromosoma — 15.1 pozicija (15q15.1). Lidzigi ka CHEK?2 gadijuma, géna proteins ir
iesaistits DNS laboSanas procesa, tacu RADS51 proteinu uz bojato k&di kodola transporté
BRCA2 proteins. Labosana notiek kopa ar BRCA1/2 un PALB2 proteinu lidzdalibu
(Buisson et al. 2010). (3) EGFR un ERBB2. ERBB2 géns (Her-2/neu, v-erb-b2 putnu

eritroblastiska leikémijas virusa onkogéna homologs 2) atrodas 17. hromosoma — 12
pozicija (17q12). ERBB2 pieder pie epidermala augSanas faktora receptoru grupas. ERBB2
kode ErbB2 augsanas faktora receptora proteinu, kas atrodas uz Stnu virsmas un spgj
saistities ar lidzigiem receptoriem. Sis proteins piedalas $Gnu adhézija un mobilitate
(Olayioye 2001). Liekas geéna kopijas izpauZas palielinata ErbB2 receptora proteina
ekspresija uz Siinas virsmas un rezult€jas ar nebeidzamu signalu siitiSanu Stnam strauji
augt un dalities, kas noved pie audz&ju veidoSanas. Lidz ar to, palielinata ErbB2 géna
ekspresija tiek asoci€ta ar palielinatu kriits véZa metastazejosu audzeju risku (Emens 2005).
EGFR amplifikacija ir noteikta tikai 6% no kriits véZa pacientiem, Rietumu valstis veiktos
petijumos dati liecina par to, ka 7-36% no visiem kriits véza pacientiem ir atrodama EGFR
ekspresija, padarot to par vienu no visbiezak sastopamajiem kriits véZa markieriem (Lynch
et al. 2004). EGFR ekspresija tiek asoci€ta arT ar rases atSkirlbam vai etnisku
predispoziciju, jo petijuma, kas veikts Saudu Arabija, $1 proteina ekspresija tika noveérota
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tikai 1.3% kriits véza pacientiem (Shawarby et al. 2011). (4) PALB2 géns atrodas 16.
hromosoma — 12.2 pozicija (16p12.2). Tas kod€ proteinu, kas ir BRCA2 ko-proteins.
Proteins darbojas kopa ar BRCAZ2, lai labotu bojatus DNS pavedienus un novér§ mutaciju
uzkrasanos Stnas. Mutacijas PALB2 géna rezult&jas ar aptuveni divkarsu kriits véza riska
palielinasanos (Casadei et al. 2011). Ir noteiktas desmit dazadas PALB2 géna mutacijas,
kas izpauzas ar netipiski 1sa PALB2 proteina sint€zi, kas kopa ar BRCA?2 nespgj efektivi
labot DNS fragmentus (Rahman et al. 2007). (§) BRIPI géns atrodas 17. hromosoma —
23.2 pozicija (17g23.2). Géna kodétais proteins atbilst par DNS pavedienu labosanu
kodola, darbojoties kopa ar BRCA1. BRIP1 proteinam piemit helikazes darbibas princips,
jo tas piesaistas pie DNS fragmenta bojataja lokacija un 1slaicigi atdala abus pavedienus,
laujot BRCA1 sasniegt bojato pavedienu un salabot to. Ta loma ir saglabat $tinas genétiskas
informacijas stabilitati, kas padara So génu par tumor-supresoru. ledzimtas mutacijas Saja
géna un nelielas izmainas géna nukleotida ir saistitas ar krits véZa riska palielinaSanos
(Song et al. 2007; Pabalan et al. 2013). G€na mutacija noved pie saisinata un ne-
funkcionala proteina sintézes, kas nesp€j efektivi atdalit pavedienus un liedz BRCA1 labot

bojatos DNS fragmentus.

Pastav daudzi genétiski sindromi, kuriem ir atrasta asociacija ar kriits vézi, pieméram
Li Fraumeni sindroms; Crowden sindroms; Diftizais kunga vézis un Peutz-Jehgers
sindroms. (1) Li Fraumeni sindromu raksturo mutacija P53 géna un $is sindroms palielina
kriits véZa veidosanas risku Iidz 50-80%, sasniedzot 45 gadu vecumu. Tacu Sis sindroms
nav saistits tikai ar kriits véZa riska palielinasanos — Tas ir asociéts ar1 ar sarkomu, limfomu,
akitas leik€mijas, virsnieru dziedzeru audg€ju, ka ar1 ar smadzenu audzg€ju veidoSanos
(Nandikolla et al. 2017). (2) Crowden sindromu raksturo mutacija PTEN géna un S§is
sindroms palielina kriits véza veidoSanas risku visas dzives laika par aptuveni 20-50%. Lai
gan visbiezak Sis sindroms tiek asoci€ts ari ar labdabigiem veidojumiem, piem&ram
hamartomam, tas tiek saistits arm1 ar dzemdes kakla v€zi ka ari makrocefaliju un
vairogdziedzera slimibam (Kimura et al. 2017). (3) Diftizo kunga v&zi raksturo mutacija e-
kadherina CDHI géna un visbiezak tas tiek asoci€ts ar kunga vézi, tacu ir novérota
asociacija, ka cilvekiem ar So v€zi ir par 39% palielinats kruts véza risks, ko var skaidrot
ar Sunu adhézijas molekulu trikumu, jo audz€ji ir parsvara lobulari un veido véza Stunu
kedes, ne viendabigus audzg&jus (Pharoah et al. 2001). (4) Peutz-Jeghers sindromu raksturo
mutacija STK/1 géna un to saista ar hiperpigmentaciju mutes dobuma glotada, ka ar1 ar
gremosSanas trakta polipu veidoSanos, tacu pacientiem ar So sindromu 60 gadu vecuma ir

noteikts palielinats kriits véZa risks par aptuveni 32% (Hearle et al. 2006).
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Ir noverota augsta korelacija BRCA1/2 mutacijam ar krits véZa veidoSanas risku,

tapec, pieméram, ASV Kklinikas diagnostiku veic atbilstoSi National Comprehensive

Cancer Network (NCCN) vadlinijam tiem pacientiem, kuri atbilst sekojoSiem kritérijiem

(Anonymous 2019):

a)

b)
c)

d)

2)

Pacientiem, kuriem kadam no gené&tiski tuviem asinsradiniekiem ir atklata
mutacija viena no Siem géniem,;

Pacientiem, kuriem ir diagnosticéts kriits vézis vecuma grupa zem 45-50 gadiem;
Pacientiem, kuriem ir diagnostic€ts bilaterals kriits v€zis vecuma grupa zem 50
gadiem;

Pacientiem, kuriem ir diagnosticets triskart negativais kriits vézis vecuma grupa
zem 60 gadiem.

Askenazi ebrejiem, kuriem ir diagnosticéts kriits vézis, jebkura vecuma grupa ka
ar1 tiem, kuriem ir viens pirmas pakapes radinieks ar kriits vai olnicu vézi vai divi
otras pakapes radinieki ar kriits vai olnicu vézi. ASV regiona, ja sievietei ir atrasta
BRCA mutacija, vecuma grupa lidz 70 gadiem, 50% saskarsies ar kriits vézi,
salidzinajuma ar 7%, kas raksturigs vid€jai populacijai. Tapat 30%, vecuma
grupa Iidz 70 gadiem, saskarsies ar olnicu v&zi, ja ir noteikta BRCA mutacija,
salidzinajuma ar vid€jas populacijas 1% riska grupu (Anonymous 2017). Ebreju
tautibas cilvékiem ir ieveérojami palielinats kriits véZa veidoSanas risks, ja
atrodama kada no BRCA mutacijam;

Pacientém, kuriem ir diagnostic€ts olnicu ve€zis, jebkura vecuma grupa, jo
mutacijas klatbiitne iesp&jams palielina art kruts véZa veidoSanas risku;

VirieSiem, kuriem ir diagnosticéts kriits vézis (Anonymous 2019).

Sievietém, kuram tiek atrastas BRCA 1/2 mutacijas ir 45-65% lielaks risks saslimt ar

krats vézi 11dz 70 gadu vecumam. Mutaciju atklaSanas gadijuma tiek piedavats regulari

veikt mamografiju, ultrasonografiju vai pat magnétisko rezonansi. Tiek piedavata ar1 opcija

veikt pilnu dubulto mastektomiju, tacu $ada kirurgiska iejaukSanas samazina kriits véza

risku par aptuveni 90-95% un neizslédz audzgja veidoSanos audos, kas palikusi pie kriiSu

kurvja prieksgjas sienas (Anonymous 2018).

Pareiza pacienta audzgja klasifikacija, piemérota un pareiza diagnostika ka ari

pareiza rezultatu interpretacija bitiski ietekme terapijas izveéli un gaitu.
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1.4 Kriits véza diagnostika

Agrina kriits véZza diagnostika ir loti nozimiga un sniedz iesp&ju laicigi sakt terapiju,
kas sniedz vislabako izdzivoSanas iesp&jamibu. Misdienas, daudzi atsakas parbaudit savu
veselibu 11dz péd€&jam bridim, novelot vainu uz ekonomiskiem faktoriem, laika trikumu
vai noliedzot problému esamibu. Diagnostika tiek veikta novéloti, kad audzgjs ir
neopergjama stadija vai jau sacis metastazét. Pacientam ierodoties pie arsta ar siidzibam
par audzgja izraisitam sekam tiek noteikta paliativa apripe, jo dzivildze vélas audzgja
stadijas ir iev€rojami saisinata. Agrina audz&ja stadijas atklasana ir svariga pacientu
dzivibas glabsanai, 11dz ar to ir nepiecieSama precizu skrininga metoZu pilnveidoSana vai

kombinéSana, izslédzot peéc iesp€jas vairak viltus pozitivos un viltus negativos gadijumus.

1.4.1 Agrina diagnostika

Visbiezak kriits veézis tiek atklats pec pacienta simptomu izpausmes, tacu daudzam
sievietém ar kriits v&zi simptomi visparigi neizpauzas, Iidz audzgjs ir attistijies lidz velinai
stadijai. Sakotngjo, profilaktisko skriningu veic izmantojot mamografiju ar papildinajumu
— ultrasonografiju, péc vajadzibas. Ja ir radusas aizdomas par kriits vezi, var tikt pielietotas
specifiskakas metodes, kas lauj detektét daudz mazakus audzgjus. Ja kriits vezis tiek atrasts,
tad visbiezak tiek veikta ta izvert€Sana nemot biopsiju, atkariba no audzg€ja izmera. Audzgjs
tiek izvertets pec TNM sistémas un ja ir aizdomas par to, ka audzgjs ir lJaundabigs un tas ir
opergjams, tiek veikta operacija, visbieZak mastektomija, tacu misdienas tiek piedavatas
ar1 alternativas metodes, pieméram kriits saglabasanas operacija. Visbiezak, tiek veikta art
BRCA mutaciju testéSana, ja paciets atbilst vadliniju krit€rijiem un attiecigi péc rezultatiem
tiek izverteta sekojosas kirurgiskas iesp&jas, ka ari kimijterapijas pielietoSana ar iesp&ju
pielietot arT hormonalo terapiju.

Lai laicigi noteiktu kriits vézi agrinas stadijas, kliniskaja prakse tiek pielietotas piecas

kriits véza skrininga un att€ldiagnostikas metodes:

a) Mamografija- Kriits mamografijas veic reizi gada vai reizi divos gados par valsts
kompensétiem lidzekliem. Izmekl&juma metodes jutigums ir atkarigs galvenokart
no pacienta vecuma, etniskas piederibas un slimibas véstures, tacu tas var but
atkarigs arT no arsta pieredzes un iekartas kvalitates. Pie metodes trilkumiem tiek
pieskaitits fakts, ka diagnostika ir apgriitinata pirms menopauzes vecuma sievietém
un sievietem ar bliviem kraSu audiem, rezult€joties ar augstu viltus pozitivo un

viltus negativo rezultatu skaitu, ka ari tas, ka metod€ tiek pielietota jonizeta
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b)

C)

d)

radiacija. Blivi kriiSu audi veido no€nojumu, kas apgriitina iegiito att€lu
interpretaciju. Mamografijas pielietojums samazinaja kruts véZa naves gadijjumu
skaitu tikai par 0.0004%, kas ievérojami mazak par to, kas ticis prognozets pirms
tam (Smart 1997). P&€dgjos gados ka papildinajums tiek pielietota kontrasta (CE)
digitala mamografija. Radiografiskas krasas injekcija vel vairak palielina radiacijas
devu, ko pacients sanemtu standarta mamografijas apstaklos, tacu sniedz daudz
augstakas precizitates rezultatus, salidzinajuma ar ultrasonografiju vai parasto
mamografiju (Lobbes et al. 2013). Metode ir loti atra, jo att€lu var iegiit paris
sekunzu laika. Metodes jutiba ir ~85% un specifiskums ir ~95.0%.
Ultrasonografija- KriiSu ultrasonografija, lai gan ar mazaku precizitati
salidzinajuma ar mamografiju, ir ekonomiski visizdevigakais skrininga veids, ar ko
audz&jus var atpazit péc akustisko vilnu atstaroSanas pret kriits audiem, dodot
iespeju noteikt cistas un cietus veidojumus. So metodi iesaka pacientu grupam,
kuram genétiski ir noteikta predispozicija uz kriits vezi vai tiem, kuriem ir kriits
veézis diagnosticéts kadam no gimenes locekliem, tacu biezi to izmanto ka
papildinajumu, lai precizak noraksturotu mamografija atrastus veidojumus.
Izmekl&juma veikSana aiznem aptuveni 10-20 mintiites. Metodes jutiba ir ~83.0%,
tacu specifiskums ir tikai ~34.0%, 11dz ar to tiek iegiits sliktas izSkirtsp&jas att€ls.
Magnétiska rezonanse (MRI)- Tiek veikta izmantojot sp&cigu magnétisko lauku,
kas kombinacija ar radio frekvences signaliem veido slanveida atteélus. Metodi
uzlabo kontrastvielas pielietojums. MRI parsvara pielieto jaunam pacientém,
kuram ir augsta kriits véZa predispozicija, taCu nav ieteicams to veikt visam
sievietém del augstam izmekl&juma izmaksam, metodes laika patérina (40-60
miniites) un ta, ka $1 metode sniedz daudz viltus pozitivus rezultatus. Parasti iesaka
veikt kombinacija ar mamografiju pacient€m, kuram ir noteiktas BRCA mutacijas
un kuras ir augsta kriits véZa riska grupa. Metodes jutiba ir ~94.4%, kas ir daudz
augstaks par ultrasonografiju un mamografiju, atlaujot diagnosticét mazaka izmé&ra
audzgjus, ta€u izmekl&juma specifiskums ir loti zems ~26.4%.

Datortomografija (CT)- Metodi veic ar iekartu, kas ar rentgenstaru palidzibu
iegiist slanainus organu 2D att€lus un to salikums lauj iegiit priekSstatu par audzgju
atraSanas vietu un izméru. Ar CT ir iesp&jams atrast loti maza izméra audzg&jus,
kurus citadi ar mamografiju vai fiziska izmekl&juma laika nav iesp&jams atrast.
Metode ir darga un pacientu paklauj radiacijai, tacu ilgst tikai aptuveni piecas

minttes. Jutiba ir ~91.0% un specifiskums ir ~93.0%.
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e) Protonu emisijas datortomografija (PET)-. Pozitronu emisijas tomografija tiek
veikta izmantojot kontrastvielu, kas ir pievienota glikozei. So cukuru ar
kontrastvielu audz€ja Stinas uznems atrak un vairak, tad€jadi vizualiz&jot kontrastu
starp audz&ja un veselajiem audiem. Ar So izmekl&jumu var veikt biologisko
procesu noverosanu, lai atrastu metastazes un izpétitu atbildes reakciju uz terapiju.
Metodi neizmanto, lai agrini atklatu kriits audz&ju, bet péc atklaSanas vai izmantot
ka papildus metodi, kas atlauj atrast maza izmé&ra audzg&jus. Pacients tiek paklauts
jonizgtai radioaktivitatei un saskaras ar radioaktivu kontrastvielu. Metodes ilgums

90-240 miniites, jutiba ~61.0% un specifiskums ir ~80.0%.

Tiek piedavatas alternativas kriits veéZa diagnostiskas metodes, kuras vél tiek
parbauditas kliniskos apstaklos un ir pieskaititas eksperimentalai grupai, kas pielieto
mikrovilnpu vizualizacijas metodes (MI). Mikrovilnu kriits diagnostiku var iedalit aktivaja
un pasivaja pieeja, tacu aktivo iedala vel divas grupas — Mikrovilnu tomografija un radara
MI. Pasivajas MI tiek izmantota radiometrija, lai izm&ritu temperatiiras atSkiribu starp
normaliem un laundabigiem audiem. Aktivaja MI tiek izmantotas dielektriskas TpaSibas,

kas atlauj noteikt starpibu starp veseliem un laundabigiem audiem.

Krits véZa biopsijas iedala 3 kategorijas:

a) Ekscizijas biopsija: Audu vai veselu veidojumu izgrieSana.

b) Core biopsija: Audu parauga panemsSana, izmantojot plata diametra adatu (1.27-
1.83mm)

c) Tievas adatas aspiracijas (FNA) biopsija: Audu vai Skidruma parauga
panemsana, izmantojot Saura diametra adatu (0.52-0.64mm). Metodi visbiezak
veic kombinacija ar ultrasonografiju.

Kriits véza skriningu veic izmantojot FNA biopsiju, kura visbiezak tiek panemtas
Stnas vai Skidrums. Ja nepiecieSams apstiprinat diagnozi, tiek pielietota maza audu gabala,
jeb core biopsija. Ekscizijas biopsija tiek veikta lai apstiprinatu biopsiju, izgrieZot skartos
audus vai limfmezglus, kas at$kiras no core biopsijas lielakoties ar panemto audu parauga

izméru (Badve 2018).
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1.5 Kriits véza terapija

Krits véZa terapiju galvenokart iedala vairakas kategorijas — Endokrina / hormonala
terapija, sistémiska kimijterapija, imiina terapija / biologiska terapija, kirurgija, radiacijas
terapija un molekulari mérkétas zales.

Kliiskaja prakse, kriuts véZa terapijas izveéle paSlaik balstas uz molekularajiem
subtipiem. Ta ka Luminal A audzgji ir ER/PR+ un HER2- to pirma izvéle ir hormonala
terapija, ko péc vajadzibas var kombinét ar kimijterapiju. Luminal B audzgji ir ER/PR+ un
HER2+, tapéc to pirmas izv€les terapija ir hormonala terapija, péc vajadzibas pievienojot
arT kimijterapiju. HER2 audzgji ir ER/PR- un HER2+, tapéc hormonala terapija nelidzes,
tatu pirma izvéle biitu HER2 mérketa terapija, pievienojot kimijterapiju péc izvéles.
Triskart€ji negativie, jeb bazalie audzg&ji ir ER/PR/HER2-, tapéc hormonalas un HER2
mérketas terapijas pielietoSana nav iesp&jama. Vieniga izvéle ir sistemiska kimijterapija.
Problému sagada izskirt Luminal A no Luminal B audzg&jiem, ko parsvara veic balstoties
uz proliferacijas markieri Ki-67 (Harbeck and Gnant 2017). Kad klasifikacija tiek veikta,
Luminal A audz€jus un zema riska kategorijas audzE€jus arst€ parsvara izmantojot
endokrino terapiju. Luminal B audzg€jus un augsta riska , kuri ir augsta riska kategorijas
audzgjus sakotngji arsté ar kimijterapiju, kam seko endokrina terapija. Triskartgji negativos
audzgjus sakotnéji testté uz BRCA mutacijam un BRCA mutaciju rezultata visbiezak
pacientiem tiek pielagota neoadjuvanta kimijterapija un adjuvanta kimijterapija
(antraciklins un taksana-saturoSa kimijterapija). Aptuveni 70% gadijumos, kad pacientam
tiek atrasta iedzimta BRCA I mutacija, tas tiek atklats TNBC gadijuma (Chen et al. 2018).
HER?2 pozitivos audz&jus var arstét ar sistémisko kimijterapiju vai ar HER2 mérkéto
terapiju. Visbiezak tos arsteé ar neodjuvanto kimijterapiju, kam seko kimijterapija,
kombinacija ar trastuzumab/pertuzumab un iesp&jams pievieno arl endokrino terapiju (7.

attéls) (Harbeck and Gnant 2017).
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7. att€ls —Terapijas vadlinijas agrina kriits véZa arst€Sana. Attels pielagots balstoties uz (Harbeck and Gnant
2017).
Figure 7 — Guidelines for early breast cancer therapy. Image was adapted based on (Harbeck and Gnant

2017).

1.5.1 Kimijterapija un hormonala terapija

Kimijterapija kriits v&Zza konteksta ir farmakologisko vai dabisko lidzeklu
pielietoSana, kuriem piemit sp€j inhibét kriits véZa progresiju (Sporn 1976). Aptuveni 70%
no visiem krits véZa gadijumiem ir ER+. Visbiezak sist€émisko kimijterapiju kombing ar
hormonalo terapiju, ja tas ir iespg€jams receptoru pozitivu audzgju gadijumos. Divas
galvenas hormonu terapijas medikamentu klases, kas tiek pielietotas ER+ kriits véza
gadfjuma ka anti-estrogéna medikamenti ir selektivie estrog€na receptoru modulatori
(SERM) un aromatazes inhibitori (Al). (1) SERM grupas savienojumi darbojas ka
estrogéna receptora agonisti vai antagonisti. Visbiezak pielietotais SERM grupas
medikaments ir tamoksiféns (TAM). Ta ka So medikamentu lieto vairak ka 30 gadus, tas ir
visbiezak pielietotais medikaments kriits véza arstésana. Vairaki, lielapjoma pétijumi ir
paradijusi, ka TAM var pielietot gan invaziva, gan ne-invaziva krits véZza riska
samazinasana. Lielaka dala no Siem pétijjumiem pierada >30% ER+ kriits véZa gadijumu
samazinaSanos piecu gadu perioda, pielietojot TAM, tacu ER- gadijuma $ads efekts nav
novérots, hormonalas adjuvantas terapijas rezultata (Cuzick et al. 2003; Cuzick et al. 2013).
TAM terapijai ir tadi ievérojami blakus efekti ka endometrija vézis, insults, trombembolija
un dzilo vénu tromboze, kuri visbiezak izpauzas sievietém vecuma grupa >50 gadiem,

tapec TAM pielietoSana ka pirmas izvéles terapija kriits véZa gadijuma var nebiit piemé&rota
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visiem pacientiem un ir nepiecieSams individuals izvert€jums potencialam terapeitiskam
ieguvumam pret toksicitati (Yang et al. 2017). Otras paaudzes SERM medikaments ir
raloksiféns, kuram ir mazak negativas blakus paradibas un to pielieto invaziva kriits véZa
arstéSana sieviettm pec menopauzes vecuma, ka ari sirds slimibu un osteoporozes
arstesana. Ir pieradits, ka $T medikamenta pielietoSana DCIS un lobularas karcinomas in
situ (LCIS) gadijuma nav efektiva (Barrett-Connor et al. 2006). Raloksifens, lai gan ar
mazak blakus paradibam, ir mazak efektivs par TAM kriits véza terapija, taCu nemot vera
samazinato endometrija vé€Za un trombembolijas risku, raloksiféns ir laba opcija invaziva
audzgja arst€Sana. Pie tresas paaudzes SERM medikamentu grupas pieskaita ospemifénu,
arzoksifénu, lasofoksifénu un bazedoksifénu, tacu bazedoksiféns vienigais medikaments,
kas ir 1zgajis pirms-klinisko pétfjumu stadiju(Calaf Alsina and Coronado Martin 2013).
P&c-menopauzes vecuma sievietém pirmas izvéles medikaments kriits véza terapija
ir Al, aizvietojot TAM. Pielietojot Al tiek samazinats asins plazma esoSais estrogéns,
inhib&jot aromatazi — enzimu, kas kataliz€ estrogéna biosint€zi no androgéna (Hiscox et al.
2009). Al iedala divas medikamentu grupas — Steroidie inhibitori un ne-steroidie inhibitori.
Ne-Steroidie inhibitori spgj piesaistities pie enzima aktivas vietas un neatgriezeniski to
parveidot. Pie ne-steroidas grupas pieder tresas paaudzes medikamenti ka anastrozols un
letrozols, tacu pie steroidiem inhibitoriem pieskaita eksemestanu. Sievieteém ar agrinu ER+
kriits vézi, 10 gadu ATAC kliniskaja petijuma tika paradits, ka anastrozolam ir mazak un
vieglaki blakus efekti neka TAM, kopuma liecinot, ka AI monoterapijas pielietoSana ir
efektivaka samazinot kriits véZa gadijumu sastopamibu, salidzinajuma ar divu lidz tris gadu
terapiju ar TAM (Arimidex et al. 2008; Cuzick et al. 2010; Dubsky et al. 2012). Galvenais
blakus efekts Al pielietoSana ir osteoporozes riska palielinasana, kas skar daudz sievietes
vecuma grupa >50 gadiem, tacu blakus paradibas var izpausties arT ka locitavu sapes,
karpala kanala sindroms vai lipidu metabolisma izmainas, kas ir mazak veselibu vai
dzivibu ietekméjoSi blakus efekti salidzinoS$i ar TAM blakus paradibam. PielietoSanu
galvenokart ierobezo fakts, ka §1 medikamenta pielietoSana ir limit€ta péc-menopauzes

vecuma sievietem.

1.5.2 Imunterapija

Biologiska, jeb imiina terapija ir terapijas apaksSgrupa, kura ieklauj krits véza
pacientu dzives kvalitates uzlaboSanu, mérk&ot véZa Siinas vai iminStnas. Aktiva
iminterapija veicina imiino sisttmu nonavet audzgja Stnas, mérk&jot audzeja antigénus,
tau pasiva imiinterapija pastiprina eksist€joSas pret-audzgja atbildes un ieklauj
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monoklonalo antivielu, limfocitu vai citokinu pielietoSanu. Monoklonalo antivielu terapiju
parsvara izmanto HER2+ audz€ju gadijjuma. Aptuveni 20-30% no visiem audzgjiem tiek
atrasta HER2 proteina palielinata ekspresija vai HER2 amplifikacija. Pirma antiviela, kas
tika pielietota HER2+ kriits v@Za arst€Sana bija Trastuzumabs (Herceptins), kas ir
rekombinanta humanizéta monoklonala antiviela. Ta spg€j tieSi piesaistities HER2
arpusSiinas doména IV C-terminalajai dalai (Cho et al. 2003; Nielsen et al. 2009).
Terapeitisko efektu veic saistoties pie audzgja Stinas, samazinot audz€ja Stinu sp&ju augt un
dalities, aktiv€jot organisma imiino atbildi antivielas-atkarigo Siinas-medi&to citotoksicitati
vai inhib&jot MAPK un PI3K/Akt signalcelus. Sakotngji So medikamentu izmantoja
metastatisku kriits audz€ja gadijuma ar aptuveno efektivitati 26% (Junttila et al. 2009; Vu
and Claret 2012). Trastuzumabam ir atrasts sinergisks, terapeitisks efekts kopa ar tadiem
medikamentiem ka nimotuzumabs, docetaksels un karboplatins. Pie ta blakus efektiem
pieskaita hronisku sirds mazsp&ju. Otrs medikaments $ada humanizéta monoklonala
antivielu grupa ir pretuzumabs (Perjeta), kas sp€j piesaistities HER2 arpusSiinu dom&nam
Iidzigi ka trastuzumabs, tacu atskiras piesaistes doméns. Pertuzumaba pielietoSana kopa ar
trastuzumabu un docetakselu ir apstiprinata terapija HER2+ kriits véza gadijuma, kas
uzlabo laika periodu bez invazivu audzgju attistibas par 57.8% HER+ audzg&jiem,
salidzinajuma ar HER- audzgjiem (Loibl et al. 2017; von Minckwitz et al. 2017). Ar So
medikamentu tiek asocitas tadas blakus paradibas ka febrila neitropénija un caureja.
Pedgjo gadu laika aiz vien biezak v&za terapijas petnieciba tiek apskatita programméta Siinu
naves receptors 1 (PD1). PD1 ir membranas proteins, ko ekspresé daudzas imiinas sistémas
Stinas, taja skaita efektoras T-Stnas. Uz PD1 ir divi ligandi — PDL1 un PDL2. PDL1
ekspresija uz audz€ja Stinam inhibé pret-audzgja efektu, saistoties ar efektoru T-Stinu PD1,
tapéc PD1 inhibé tadi PDI1 inhibitori, antivielas, ka nivolumabs (Opdivo) un
pembrolizumabs (Keytruda), lai arstétu metastatiskus melanomas audz&jus un plausu vézi.
Kliiskajos petfjumos ir paradita ta efektivitate TNBC gadijumos uzlabojot laika periodu
bez audz€ja progresijas par 20% (Hu et al. 2017). PDL1 ekspresgjas 20% TNBC gadijumos
un 50% visos véza gadijumos. Antivielas anti-PDL1 ir inhibitors, kas piesaistas PDL1 un
bloké audz&a $inu maske$anos no imiinas sistémas. Sadas antivielas komerciali ir
pieejamas ka durvalumabs, avelumabs un atezolizumabs (Tecentriq), ar ko 1. kliniskas
stadijas pétijuma ir izdevies paradit 19% efektivitati TNBC pacientiem (Gibson 2015;
Sabatier et al. 2015). TNBC audzgjos, organisma var atrast daudz audz&ju infiltréjoSos
limfocitus, kas ir T-§tinas, kas padara bazalos audz&jus imunologiski aktivus un dod iesp&ju

tos arstét izmantojot jauna veida mérkéto imiino terapiju (Stanton and Disis 2016).
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1.5.3 Kirurgija

Kriits véza kirurgisko procesu iedala divas grupas — Ekscizija un mastektomija. (1)
Audzgja ekscizija ir audz€ja un mazas robezas veselu audu kirurgiska izgrieSana ap
audzgju. Ja audzgjs ir invazivs, tad tiek rekomend€ta arl staru terapija péc operacijas
veikSanas, taja skaita DCIS gadijuma. Eksciziju daZreiz veic arl kombinacija ar kriiSu
saglabSanas kirurgiju, dalgju mastektomiju, kvadrantektomiju vai segmentalo
mastektomiju. Sievietém ar jauni atklatiem kriits audz€jiem un noteiktam BRCAI/2
mutacijam tiek piedavata krits saglabSanas operacija tapat ka tadu g€nu mutaciju
nésatajam ka CHEK?2 vai ATM, tacu $§1 opcija nav vél ieklauta vadlinijas, nemot véra
relapses risku (Vallard et al. 2019). Mutaciju status pats par sevi nav pietiekams, lai tiktu
izvEleta terapija. (2) Mastektomija ir krats kirurgiska terapijas taktika, kirurgiska kriits
iznemS$ana, ko iedala vairakas kategorijas — adu saglabajoSa mastektomija, kriitsgala
saglabasanas mastektomija, ko piedava BRCA1/2 mutaciju un citu vidgja riska génu

mutaciju gadijuma un pilna mastektomija.

1.5.4 Radiacijas terapija

Radiacijas terapija ir rentgena staru vai citu radioaktivu dalinu pielietoSana, lai
iznicinatu audzgja Siinas. To iedala dazadu veidu terapijas procesos. (1) Argjas pliismas
radiacijas terapija — Visbiezak pielietotais radiacijas terapijas veids, kura apstaroSanu veic
iekarta no kermena arpuses, visbiezak poziciongjot tikai uz audzg&ja skarto regionu, ja tas
ir iesp&jams, lai mazinatu radiacijas saistitas sekas. (2) lek$€ja-operacijas radiacijas terapija
— Staru terapijas veids, kura radiacija tiek pielietota izmantojot zondi, kuru operacijas laika
tiek pielikta tuvu audz€ja audiem. (3) Brahiterapija — Radiacijas terapija, kura radioaktivais
agents speciala iekarta tiek ievietots audzgja un terapeitiskais efekts tiek iegfits paris nedélu
vai pat paris méneSu laika, iericei palénam izdalot radioaktivo materialu noteikta lokacija.
Gan iekSg€ja-operacijas radiacijas terapija, gan brahiterapija tiek pielietota loti reti, tacu tiek
ieteikta gadijuma, ja apstaroSana javeic vieta, kur tuvuma ir vitali vai reproduktivi organi,
lai mazinatu veselo audu bojajumus. Radiacijas terapiju var veikt pirms operacijas
veik3anas, lai samazinatu audzgja izméru, 1idz to ir iespgjams operét. Sadu terapijas veidu
sauc par neoadjuvantu radiacijas terapiju. Peéc operacijas radiacijas terapiju, jeb adjuvanto
radiacijas terapiju pielieto pec audzgja ekscizijas un kimijterapijas, lai parliecinatos, ka, ja
operacijas laika organisma palika audzg&ja regiona kadas audz€ja $iinas, tas nespgj turpijat
nekontroléti dalities.
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1.5.5 Molekularo signalcelu ietekméjoSie medikamenti

Pedejo piecu gadu laika tiek kliniskajos p€tijumos pétiti specifisku signalcelu
ietekmgjosie medikamenti, kas tiek tie$i saistiti ar audz&ju iniciaciju un progresiju. So
medikamentu grupa tiek mérketi sekojoSie signalceli: PI3K-AKT-mTOR un RAS-RAF-
MAPK, ka art HDAC, CDK un PARP (8. att&ls).

Fosfoinositida 3-kinazes (PI3K), proteina kinazes B (AKT) un rapamicina
mehaniska mérka (mTOR) signalcelu regulacijas trauc€jumi piedalas audzg&ju attistiba un
progresija. PI3K-AKT-mTOR saikne ir viena no visbiezak skartajam kriits véZa gadijuma.
Visbiezak atrastie géni Kina un Japana veiktos pétijjumos ar somatiskajam mutacijam ir
PIK3CA (38-44%), PIK3R1 (17-38%), AKT3 (15%), TP53 (15%), AKT1 (13%) un PTEN
(12%) (Chen et al. 2018). Lidz ar So signalcelu nozimi audz&ja progresija, tiek pétitas
sekojoSas medikamentu grupas— PI3K inhibitori, mTOR inhibitori, AKT inhibitori. No
PI3K inhibitoriem visvairak pétits ir buparlisibs, kuru pielietojot kombinacija ar
fulvestrantu péc aromatazes inhibitoru pielietoSanas, péc-menopauzes vecuma sievietém
ar hormonu receptoru pozitivu, HER2 negativu kriits vézi rezult€jas ar ilgaku laika periodu
bez audzgja progresijas salidzinajuma ar placebo kontroli (6.9 ménesi pret 5 méneSiem,
attiecigi). Medikamenta efekts izteikti tika noverots pacientiem ar PI3K aktivetu signalcelu
kliniskajos tresas fazes pétijumos BELLE-2 un BELLE-3. Klinisko pétijumu treSo fazi vél
nav sasniegusi sekojoSie medikamenti — pictilsibs, alpelidibs un taselisibs (Di Leo et al.
2018). No mTOR inhibitoriem galvenokart tiek pielietots everolimus, ko pielieto
kombinacija ar aromatazes inhibitoriem, pieméram, eksemestans. Pielietojot everolimus
kombinacija ar eksemestanu BOLERO-2 kliniskaja tresas fazes pétijuma, hormonu
receptoru pozitiviem kriits v€za pacientiem novélota stadija, péc nestreoido aramatazes
inhibitoru pielietoSanas rezultéjas ar ilgaku laika periodu bez audz€ja progresijas,
salidzinot ar placebo (6.9 ménesi pret 2.8 meénesiem, attiecigi). Everolimus pielietoSana ir
efektivaka, ja pacientam ir atrastas mutacijas génos FGFRI, CCNDI un PIK3CA, vai ar
Siem géniem saistitajos signalcelos (Hortobagyi et al. 2016). No AKT inhibitoriem viens
no vispétitakajiem ir ipatasertib, ko pielieto kombinacija ar paclitaxel, pieméram, otras
fazes kliniskaja pétijuma LOTUS, kura neoper€jamiem TNBC novélotas stadijas
lokaliz€tiem audzgjiem vai metastatisku audz€ju pacientiem. Ipataerstib pielietoSana,
salidzinot ar placebo, palielinaja laika periodu bez audz&ja progresijas (4.9 ménesi pret 6.2
meénesiem, attiecigi) un pacientiem ar zemas PTEN ekspresijas audz€jiem, tika novérots

pozitivaks terapeitiskais efekts ipatasertib, uzlabojot vidéjo laika periodu bez audzgja
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progresijas no 3.7 méneSiem uz 6.2 méneSiem (Kim et al. 2017). Pielietojot citu AKT
inhibitoru- AZD5363, izdevas iegit 5.5 méneSus periodu bez audz€ja progresijas
pacientiem ar AKT/ E17L-mutantu ER+ kruts vézi, paradot to, ka péc specifisku génu
mutacijam var pielagot véza terapiju un uzlabot kriits véZa pacienta dzives kvalitati (Hyman
et al. 2017). Mazak pétiti grupas medikamenti ir MK2206 un LY2780301.

RAS/RAF signalcel§ ir iesaistits Stnu proliferacija un angiogenéz€. Viens no
medikamentiem S$aja grupa ir sorafenibs, kas inhib& vairakas kinazes un viens no ta
mérkiem ir Raf-1, kas piedalas RAF/MER/ERK signalcela, tatu $1 medikamenta
pielietosana RESILIENCE tresas fazes kliniskaja peétijuma nepieradija savu efektivitati
lokalizeétiem vai metastatiskiem HER2- audzg&jiem, kuriem bija rezistence pret taksanu un
antraciklinu. MAPK p38 ir proteinu kinaze, ko aktive citokinu stimulacija un ultravioleta
apstaroSana. Tam ir liela nozime citokinu regulacija un Stnu izdzivoSanas procesa.
Ralimetinibs ir MAPK p38 selektivais mazmolekulu inhibitorais medikaments, kuram ir
pieradita pielietoSanas droSiba un farmakokintétika, tacu medikamenta kliniskie petijumi
vél tiek veikti (Patnaik et al. 2016).

Epigenétiskie faktori tiek aktivi pétiti, lai noskaidrotu veidus ka izvairities no kriits
v€za terapijas rezistences veidosSanas. Histonu deacetilazes (HDAC) kontrol€ histonu
acetilacijas pakapi, 11dz ar to- génu ekspresiju, tapec dazadi HDAC inhibitori tiek pétiti ar
pielietojumu onkologiskaja terapija. Entinostats ir izoformas-selektivais HDAC inhibitors,
kas tiek pielietots, lai noverstu rezistences veidosanos pret endokrino terapiju ER+ kriits
v€za pacientiem. Otras fazes kliniskaja petijuma ENCORE301 tika izveértéta entinostata
efektivitate kombinacija ar eksemestanu, salidzinajuma ar tikai eksemestana pielietoSanu,
rezultgjoties ar iegiitu ilgaku laiku bez audz€ja progresijas (4.3 ménesi pret 2.3 méneSiem,
attiecigi) (Yardley et al. 2013). Ciklina D-CDK 4/6 inhibitors ietekmé CDK4 (INK4) —
retinoblastomas (Rb) signalcelu, kam ir svariga nozime $unas cikla regulacija. CDK4/6
inhibitors inducg Stinu izieSanu no Stinas cikla G1 fazes, kas sp€j apturét nokontrol&tu Stinu
proliferacijas uzsakSanos (Kwapisz 2018). Kliniskajos petijumos ir parbauditi tris CDK4/6
inhibitorie medikamenti — Palbociklibs, ribociklibs un abemaciklibs, pacientiem ar ER+
recidivéjosu vai metastatisku audz&ju, kombinacija ar endokrino terapiju, ieverojami
palielinot laiku bez audz€ja progresijas (Turner et al. 2015; Finn et al. 2016; Hortobagy1 et
al. 2016). PARP (Poly-ADP ribozes polimeraze) ir proteins, kas piedalas Siinas laboSanas
procesa un PARP inhibitoru pielietoSana sp&j apturét dubultpavediena laboSanas procesu,
izsaucot Stinu apoptozi. BRCAT1/2 ir proteini ir loti nozimigi DNS dubult-pavediena
parravumu laboSana. Pacientiem ar BRCA mutacijam, BRCA funkcija ir nepietiekama, lai

veiktu DNS pavedienu labojumus, tapéc tiek pielietoti PARP inhibitori Stinu naves
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inducéSanai. Iniparib ir pirmais medikaments, kas tika parbaudits tresas fazes kliniskaja
petijuma, tacu ta efektivitate netika pieradita un ir izteikti pien@émumi, ka Sis medikaments
isti nestrada ka PARP inhibitors. Olaparib ir otrais S§is grupas medikaments, kur§ ir
sasniedzis treSo fazi kliniskaja peétijuma OlympiaD. Olaparib tika salidzinats ar standarta
kimijterapiju (vinorelbins, eribulins un kapecitabins) HER2 negativiem metastatiskiem
pacientiem ar BRCA mutacijam, kuri nebija sanémusi vairak par diviem kimijterapijas
kursiem. Olaparib grupa tika novérots palielinats dzives ilgums bez audzgja progresijas,
salidzinot ar kimijterapijas grupu (7 ménesi pret 4.2 méneSiem, attiecigi) (Robson et al.
2017). TreSais medikaments Saja grupa ir talazoparib, kam kliniskaja 3.fazes pétijuma
EMBRACA, novélotiem kriits véZza pacientiem ar BRCA mutacijam tika paradits
palielinats dzives ilgums bez audzgja progresijas, salidzinajuma ar placebo (8.6 ménesi pret
5.6 ménesiem, attiecigi). Talazoparibs ir duala mehanisma PARP inhibitors, jo tas inhib&
PARP enzimu, ka ari tas aptur PARP darbibu uz DNS, apturot BRCA mutétu Stnu

laboSanas procesu, rezult&joties ar BRCA mutéto Stinu apoptozi (Litton et al. 2018).
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8. att€ls — Potencialie molekularo signalcelu ietekméjosie medikamenti v&Za terapija. Attels pielagots,
balstoties uz (Naito and Urasaki 2018).
Figure 8 - Molecular pathways and potential targeted agents for breast cancer Image was adapted based on

(Naito and Urasaki 2018).
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Personalizetas terapijas pielietoSana ir vitala, jo ta samazina vai dazkart izsledz
daudzus, nevelamus blakus efektus, kas tiek asoci€ti ar audz&ju pirmas linijas terapiju.
Dazkart So situaciju pasliktina nepietiekami vai nepareizi klasificéts audzgja subtips un tam
sekojoSa neatbilstosa terapijas izvele. Kamér terapija tiek pielagota pacientam uz
izslégSanas principu, iepriek§ pielietotas terapijas var atstat veselibu vai pat dzivibu

ietekméjoSas sekas.
1.6 glgidrﬁs biopsijas

Pacienta audz€ja audu histologiska analize ir paslaik pielietotais zelta standarts
audzg&ja noraksturoSana, tacu pedejos desmit gados ir aktualizéta t€ma par $kidro biopsiju
pielietosanu diagnostika un klinisko notikumu savlaiciga paredzésana. Skidras biopsijas ir
kermena biologisko skidrumu paraugs, kas satur dazada veida audzgja izcelsmes materialu,
pieméram, DNS, RNS, cirkul€josas audz&ja Siinas vai arpusSiinu vezikulas. Lai gan tas
iegiist no urina, asins vai citiem kermena Skidrumiem, $kidro biopsiju analizes metodes ir
loti atSkirigas. AtseviSkas audz&ja Skidras biopsijas var sniegt jaunu informaciju par
primaro audzgju vai papildinat viena otru.

Skidras biopsijas ir pirmo reizi pieminétas 1948. gada, kad asinsrité tika konstatgtas
Sinu brivas DNS. 1977.gada tika pirmo reizi atklats palielinats cfDNS daudzums
pacientiem ar vézi (Leon et al. 1977). 2005. gada pirmo reizi tika noteiktas pacientu cfDNS
punktveida mutacijas, kas aizsaka mutaciju analizi Stinu brivaja DNS, to pielietojot ka
Skidro biopsiju (Diehl et al. 2005).

Paslaik prakse pielietotas standarta biopsijas ir invazivas, radot iekaisuma risku, ka
arT audzgja heterogenitates d&l, biopsija iegiitais audu paraugs nereprezent€ visu audzgja
molekularo profilu un var sniegt kliidainu informaciju par audzgja stadiju, agresivitati un
sp&ju metastazét. Cilveka biologiskajos Skidrumos cirkulgjosa genétiska materiala analize

var€tu aizstat standarta biopsijas ka mazak invaziva metode.

Skidras biopsijas iedala vairakas kategorijas:
Cirkulgjosas audzgja Stinas (CTCs);
Arpussiinu vezikulas (EVs);

Stinu-briva RNS (cfRNA);
Stinu-briva DNS (cfDNA).

s b=
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1.6.1 Cirkulgjosas audz€ja Sunas

Lielaka dala no audz&ju naves gadijumiem ir saistiti ar metastazém. AtseviSkas Stinas
vai Stinu kuliSi no audzgja var atdalities no primara audz€ja un nokliit asinsrité, kur tas
cirkule 1idz sekundaras lokacijas piesaistei. Sis metastazes, kas atrodas asinsrité tiek
sauktas par cirkulgjosam audzgja Siinam. Asinsrité, kopa ar miljardiem eritrocitiem un
miljoniem leikocitu, viena mililitra, CTCs ir sastopamas loti reti, 1idz ar to, So Sinu
izol&Sana vai raksturoSana ir tehniski arkartigi sarezgita. Pirmo reizi audz&ja Stinas asinsrité
atklaja 1869.gada (Ligthart et al. 2013). Ir izveidotas vairakas iekartas, kas atlauj izdalit un
raksturot CTCs no asins parauga. Cristofanilli et al. ir atradusi korelaciju starp CTC skaitu
un izdzivoSanas iesp&jamibu, ka arT izdzivoSanas periodu bez audzgja progresijas agrina un
metastatiska audz&ja gadijuma, ko velak apstiprinaja vairaki, jauni petijumi(Cristofanilli et
al. 2004; Bidard et al. 2014). Arpus CTC skaita, liela nozime ir arf $o §iinu raksturojumam
un fenotipéSanai. Lidz S$im, metastatiska audzgja Stinu raksturojumu veic, nemot biopsiju
no primara vai metastastazejosa audzg&ja, tacu ST metode ir invaziva, darga, procesa var
veicinat jaunu metastazu veidoSanos ka ar1 atkariba no lokacijas, tas var nebiit iesp&jams.
CTC iegtiSana no asinsrites ir mazak invaziva metode precizakai metastatiska profila
raksturo$anai un Iidz ar to, tas pieskaita pie §kidrajam biopsijam. STs $iinas varétu pielietot
ar1 pie farmakodinamiskas analizes, skatoties uz pielietotas metastatiska audzg&ja terapijas

efektivitati gan CTC skaita samazinajuma, gan to molekulara sastava izmainas.

1.6.2 Arpussiinu vezikulas

Balstoties uz biogenézes mehanismiem, EVs iedala tris grupas — eksosomas,
mikrovezikulas un apoptotiskie kermenisi. Eksosomas ir vismazakas no EVs, kuru izmers
ir aptuveni 30-100 nm diametra. Tas veidojas caur intraluminalo vezikulu atbrivoSanu
arpusSiinas telpa, multivezukularajam kermenitim sapliistot ar Sinas membranu.
Mikrovezikulas (MVs) ir lielakas par eksosomam un to diametrs ir aptuveni 50-1000 nm.
Tas veidojas plazmatiskajai membranai pumpurojoties. Apoptotiskie kermenisi veidojas
velinajas apoptozes stadijas, apoptotisko Stnu fragmentacijas rezultata. To galvena
fiziologiska loma ir novérst apoptotisko Stinu satura noklGsanu ekstracelularaja telpa,
tadejadi neizraisot iekaisumu, autoimunas reakcijas un audu bojajumus. To izmérs ir loti

dazads, sakot ar 50 nm lidz 5 um (Minciacchi et al. 2015).
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Galvenais kopsaucgjs visam EVs ir tas, ka tas visas aptver lipidu dubultslanis un tas
satur dazadus proteinus un nukleinskabes, tau to daudzums un dazadiba varié. EVs satur
citoskeleta proteinus (piem&ram, aktins, tubulins), ar lipidu transportu saistitus protetnus
(pieméram, RABs), citosoliskus proteinus (pieméram, ribosomalie proteini), enzimus un
adhézijas molekulas (piemé&ram, tetraspanini - CD63, CD81, CD9, un integrini). Daudzi no
EV sastava esoSajiem elementiem piedalas to biogenéz€ vai fiziologiskas funkcijas,
pieméram, ESCRT kompleksa sastava esoSie ALIX un TSG101 proteini tiek uzskatiti par
universaliem EV markieriem un tos izmanto, lai parbauditu EV esamibu paraugos. Par EV
markieriem var izmantot ar1 tetraspaninus CD9, CD63 un CD81. EV membrana satur tadus
lipidus ka sfingomielins, fosfatidilserins, holesterins un keramids (9.attéls). Cik zinams,
nav atklati proteinu markieri, kuri bitu specifiski katram EV tipam, tacu apoptotiskajiem
kermeniSiem bieZi ir sastopami tadi virsmas markieri ka N-acetilglikozamins, kalretikulins
un fosfatidilserins, kuri, laujot tos atpazit makrofagiem, nodroSina to talaku fagocitozi.
Apoptotisko kermeniSu sastava ir sastopami ari DNS fragmenti un histoni, tacu, jaunakie
petijumu liecina, ka tie ir atrodami ar1 eksosomas un mikrovezikulas (Kalluri and LeBleu
2016). Ir paradits, ka eksosomas, kuras veidojas no dazadam véZa Stinu Iinijam, var saturét
dsDNS fragmentus. To izmérs ir sakot no 100 bp lidz 10 kb un salidzinosas genomiskas
hibridizacijas analize atklaja visu Stinu DNS genoma parklajumu, kaut art tikai aptuveni
10% no eksosomam saturgja DNS (Thakur et al. 2014).
Ekstracelularas vezikulas satur arm dazadus RNS subtipus, taja skaita mRNS, miRNS,
rRNS, IncRNS, tRNS, piRNS, vault RNS un Y-RNS, bet to proporcionalie daudzumi varié
atkariba no EV subtipa, EV producgjoso $tinu tipa un fiziologiska stavokla. EV sastava
noklustosas RNS tiek Skirotas EV biogenézes laika un tam ir liela loma EV funkcijas, jo,
pieméram, miRNS, kas atrodas EVs spgj kontrolét génu ekspresiju mérksinas (Qiao et al.
2013). Ir paradits, ka visi EV subtipi, satur vézim specifiskas somatiskas mutacijas nesoSus
dsDNS fragmentus (Lazaro-Ibanez et al. 2014). Sie atklajumi liecina par to, ka véZa-
izcelsmes EVs varétu tikt pielietotas, lai analiz€tu tajas audz€ja somatisko mutaciju

frekvences izmainas, kas sniegtu informaciju par audzgja attistibu arT kriits véZa gadijuma.
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9. att€ls. EV sastavs. EV sastava ir lipidi, nukleinskabes un proteini. Tadi lipidi ka sfingomielins,
fosfatidilserins, holesterols un keramids, veido lipidu dubultslani. Protetnu sastavs EVs ir- ar lipidiem
saistitie membranas proteini, transmembranas proteini, adh&zijas molekulas, citosoliskie proteini,
citoskeleta proteini, ESCRT sastavdalas. Sastava eso$as nukleinskabes veido mRNS, miRNS un citas
nekodgjosas RNS. Attels pielagots balstoties uz (Colombo et al. 2014).

Figure 9. The content of EVs. EVs contain lipids, nucleic acids and proteins. Lipids, such as
sphingomyelin, phosphatidilylserine, cholesterol and ceramide, form the lipid bi-layer. Proteins are — lipid-
bound proteins, transmembrane proteins, adhesion molecules, cytosolic proteins, cytoskeletal proteins and
ESCRT components. Nuclein acids consist of mRNA, miRNA and other non-coding RNA. The image was
adapted, based on (Colombo, Raposo et al. 2014).

1.6.3 Siinu briva RNS

Stinu briva RNS tiek maz pétita, jo ta ir izteikti nestabila. Tas visbiezak atrodas
mRNS vai mikroRNS forma un ir nekodgjosas. Cirkul€joSo RNS var sastapt asinsrites
cirkulacija, ribonukleoproteinu kompleksu sastava vai ar1 arpusSiinu vezikulu sastava, kas
spej pasargat So genétisko materialu no nukleazu aktivitates. Cirkuléjosa miRNS spgj
saistities ar augta blivuma lipoproteTniem vai RNS-saistoSiem proteiniem un tiek pienemts,
ka $adi kompleksi var tikt izdaliti gan no dzivam, gan miru$am Stinam. cfRNS tiek izvirzits
ka veza biomarkiera kanditats (Souza et al. 2017). Dala no §is kodg€josas vai nekod&josas

cirkulgjosas RNS ir iesaistita génu translacija un génu ekspresijas regulacija.
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1.6.4 Stinu briva DNS

Cirkulgjosa Siinu briva DNS tika atklata pirms vairak neka 70 gadiem, tacu ta
pielietojums diagnostika un prognostika ir aktualizéts ped€jo gadu laika. To izmanto ka
mazak invazivu biomarkieri, aizvietojot paSlaik operacijas rezultata iegiito biopsiju,
tad€jadi samazinot komplikaciju sastopamibu ka arT infekcijas risku. Ta ir sastopama gan
veselu, gan slimu cilvéku biologiskajos skidrumos, tacu dala no tas — cirkul&josa audzgja
DNS (ctDNS) ir sastopama tikai pacientiem ar vézi. ctDNS veidojas audzg&ja Stinam ejot
boja nekrozese vai apoptozes procesos gan primaraja audzeja lokacija, gan asinsrite, aizejot
boja cirkul€josam audzgja Stinam. To fragmenta garums ir aptuveni 80-200 bp. Ir noverots,
ka audz&ja gadijumos, cfDNS daudzums sp€j pieaugt 5-20 reizes, salidzinajuma ar tas
daudzumu veseliem pacientiem (Diehl, Li et al. 2005). Lai gan tas daudzums vien nav
pietickams indikators, péc ka var diagnosticét slimibas, cfDNS genétiska analize
izmantojot augstas jutibas iekartas ka NGS, mikrorindas vai ddPCR ir potenciali riki

diagnostika un slimibas gaitas noverosana (Lin et al. 2017)
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3. MATERIALI UN METODES

3.1 Materiali

3.1.1 Pacientu audu un asins paraugi

Petijuma tika iesaistitas IIIA-IIIC kriits v€Za pacientes, kas veica diagnostiskos
izmekl&jumus un sanéma arstéSanu RAKUS Onkologijas centra. Pétjjuma tika ieklautas
pacientes no 18 gadu vecuma ar dazadiem kriits véZza molekularajiem subtipiem (triskarsi
negativais, luminalais A, B, HER2+). IzslégSanas kritériji: cita onkologiska saslim$ana;
iepriek$€ja kimijterapija, staru terapija vai hormonala terapija; asins vai asins komponentu
parlieSana pusgada laika pirms paraugu nemsSanas. Pacientu informéSana un iesaistiSana
petijuma notika atbilstosi Valsts ledzivotaju Genoma Datubazes (VIGDB) un RAKUS/LU
Biobankas génu donoru iesaistes protokoliem. Katrai pacientei seSos noteiktos laika
posmos tika panemti asins paraugi EDTA un specializétos cfDNS (Roche, Streck) stobros,
ka arT audzgja audu paraugi - standarta diagnostisko izmekl&jumu laika nemta biopsija un
no operacijas materiala iegiits audz€ja audu paraugs, kas paliek pari péc standarta
histologisko izmekl&jumu veikSanas. EDTA stobros nemtais asins paraugs tika apstradats
1 stundas laika p&c parauga panemsanas. Plazma tika atdalita centrifug€jot stobru 2X10
min, istabas temperatiira pie 1500 g, parnesta jauna stobra un iesaldéta pie -70°C. Pacienti
tika pseidoanonimizéti un pacientu dati un paraugi tika kodeti, izmantojot VIGDB
kodeSanas sistému. Visi paraugi tika panemti péc tam, kad paciente bija sanémusi
informaciju par So pétijumu un devusi rakstisku piekriSanu taja piedalities. P&tijumu ir

apstiprinajusi Latvijas Centrala Medicinas Etikas Komisija (IEmums Nr.01-29.1/487).

3.1.2 Iekartas un materiali

1-1. Tabula
Izmantota aparattira un aprikojums.
Table 1-1
Used equipment.
Iekarta RazZotajs / Apraksts
Vortekss tipa maisitajs Vortex genie, Scientific Industries, ASV
Autoklavs Labo MLS-3020U, Sanyo, Japana
Kelvinators MDEF-U53V, Sanyo, Japana
Centrifiigas Labcare Sigma 1-15PK, Lielbritanija
Centrifuge 5415 D, Eppendorf, Italija
Laminaras pliismas kabinets Kojair BIOWIZARD Class II BSC, KOJAIR,
Vacija
DNA/RNA UVC/T-M-AR, Biosan, ASV
Magnétiskais maisitajs Labmixer Magneti stirrer, Labotek, Danija
Vilkmes skapis MSZ 6619, Ezermester ISZ, Ungarija
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Izmantota aparattira un aprikojums.

Used equipment.

1-2. Tabula

Table 1-2

Iekarta Razotajs / Apraksts

Spektrofotometrs Nanodrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific,
ASV

BluePippin Sage Science, ASV

Transmisijas elektronmikroskops

JEM-1230
JEOL, ASV

transmission electron microscope,

Nanoparticle tracking analysis device

N300, Malvern Pananalytical, ASV

Digitalalais PCR

QX 200 Droplet generator and reader, Biorad,
ASV

Reala laika kvantitativais PCR

ViiA 7, Applied Biosystems, ASV.

Dalinu izm@ra, Zeta potenciala un molekulmasas
analizators

Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments Ltd.,
Lielbritanija

Nanodalinu izsekoSanas analizes ierice

NS300, Malvern Instruments Ltd, Lielbritanija

2-1. Tabula
Izmantotie materiali.
Table 2-1
Used materials.
Materials RazZotajs / Apraksts
pH indikatora papirs buoxumpeakrus, Krievija
Ledus bloks PCR Cooler for 96 well plates, Eppendorf, ASV
Mikropipetes Eppendorf 1000 pL. micropipette, Sigma-Aldrich,
ASV
Eppendorf 200 pL micropipette, Sigma-Aldrich,
ASV
Eppendorf 100 pL micropipette, Sigma-Aldrich,
ASV
Eppendorf 10 pL micropipette, Sigma-Aldrich,
ASV
Parafilma Parafilm M, Bemis flexible packaging, ASV
SEC kolonna TELOS SPE Columns, Kinesis, Lielbritanija
SEC polietiléna frits TELOS Polyethylene Frits, 15ml, Kinesis,

Lielbritanija

Mikrocentriftigas stobrini

1.5 mL Safeseal tube, Sarstedt, Vacija

Falcon™ tipa stobri

15 mL Tube, Sarstedt, Vacija

50 mL Tube, Sarstedt, Vacija

MBS filtrs Methacrylate-butadiene-styrene filtropur S 0.2
um, Sarstedt, Vacija
Slirces 10 mL syringes, Wellspring Medical Supplies CO.

LTD, Kina

Koncentrésanas filtru stobri

Amicon Ultra 3k 0.5 mL Centrifugal Filters, Merck
Millipore Ltd., Vacija

Amicon Ultra 100k Centrifugal Filters, Merck
Millipore Ltd., Vacija

cfDNS asins stobri

Roche cfDNA BCTs, Roche, Sveice

Streck, ASV

EDTA vakuteineri

BD, Lielbritanija

Phosphate buffered saline (PBS)

Sigma-Aldrich, ASV

Diethyl pyrocarbonate (DEPC)

Molekula, Lielbritanija
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2-2. Tabula

Izmantotie materiali.

Table 2-2
Used materials.
Materials RazZotajs / Apraksts
Cimdi Nitrile Examination Gloves, Klinion protection,
Niderlande
Aizskriivéjama pudele Laboratory bottle GL-45, 500ml, Duran, Vacija
10ml $lirce Jiangsu Kanghua Medical Equipment Co., Kina
Non-stick, RNazu brivie centrifugacijas stobri ThermoFisher Scientific, ASV
RNaseZap® RNazes dekontaminacijas salvetes Ambion®, Thermo Fisher Scientific, ASV
Mikropipetes uzgali ar filtru Biosphere Filter Tips 10ul, Sarstedt, Vacija
Pipette tip 200 uL, AHN Biotechnologie GmbH,
Vacija
Biosphere Filter Tips 1000 ulL, Sarstedt, Vacija
Mikropipetes uzgali Pipette tip 200 uL, Eppendorf, Italija
Pipette tip 1000 uL, Eppendorf, Italija
Pipette tip 10 uL, Sarstedt, Vacija
3.1.3 Pielietotie reagentu un materialu komplekti
3. tabula
Reagentu un materialu komplekti.
Table 3
Reagent and material kits.
Reagentu komplekts Razotajs
MagMAX Cell-Free DNA Isolation Kit Ref. A29319, Thermo Fisher Scientific, ASV
QIAseq Targeted DNA Panel (96) Ref. 333505, QIAGEN, ASV
Deparafinizacijas skidums Ref. 19093, QIAGEN, ASV
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit Ref. 56404, QIAGEN, ASV
HotStarTaq DNS polimeraze (250) Ref. 203203, QIAGEN, ASV
Nukleazu brivais tidens Ref. 129114, QIAGEN, ASV
Agilent High Sensitivity DNA Kit Ref. 5067-4626, Agilent Technologies, ASV
Human Breast Cancer Panel Ref. DSH-001Z, QIAGEN, ASV

3.1.4 Buferskidumu sagatavoSana

1xPBS-DEPC

Viena PBS (Phosphate buffered saline tablet) tablete uz 200ml destiléta tidens. Tabletes
iz8kidina. Pievieno 1 pLL DEPC (Diethyl pyrocarbonate) uz katru 1 mL PBS buferskiduma
un maistjumu sakrata. Atstaj 11dz nakamajai dienai. Autoklave, nofiltre (MBS 0.2 um filtri)

un pirms lietoSanas noméra pH (jabiit pH~7).
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3.2 Darba drosibas tehnika

Darbs laboratorija tiek veikts ievérojot darba droSibu. Pirms darba uzsakSanas, tiek
dezinfic€ta darba virsma, izmantojot 70% etanola Skidumu. leteicams ir ar1 ar spirtotu
salveti noslaucit izmantoto paraugu stobrus un visus pielietojamos rikus, pat ja tie jau
atradas uz darba virsmas vai laminara. Laminars katru dienu ir jaiztira ar 70% etanola
Skidumu un 30 Iidz 60 miniites jasteriliz€ ar laminara uzstadito UV lampu. Tas pats ir jadara
ar telpu, kura izmanto darba virsmas. Kamér UV lampa laminara vai telpa, kur atrodas
darba virsmas ir ieslégta, taja nedrikst uzturéties un ir aizliegts atstat preperatus, reagentus
vai §unas.

Darbojoties ar DEPC (Diethyl pyrocarbonate), hloroformu, liz€Sanas buferi, un
izopropanolu to atvérSana un lietoSana javeic velkmes skapi, jo to ieelpoSana vai nokltiSana
uz kermena virsmas var bt kaitiga veselibai.

Stradajot ar cilvéka biologisko materialu- Skidrumu vai audu paraugiem ir jalieto
cimdi un laboratorijas halats, lai izvairitos no paraugu saskares ar adu vai glotadu.
Laboratorija pielietotie mikropipetes uzgali un stobri, kas ir nonakusi saskare ar cilveka

biologisko materialu ir jautilizé tiem paredzétajas biologisko atkritumu tvertnés.

3.3 Asins paraugu apstrade

EDTA asins stobri tiek plaSi pielietoti kliniskaja vide, asins analizém. Plazmas
izdaliSana notiek ievietojot paraugu centrifiigd uz 10 minitem pie 1500 g, istabas
temperatiira. Plazmu parnes jauna 15 mL Sarstedt stobra, atstdjot aptuveni vienu cm
plazmas virs leikocTtu Stinu slana. Asins stobru tur pie +4° C laika perioda 1idz tris dienam.
Plazmu centriftigé pie 2000 g, 10 miniites istabas temperatiira. Centrifiigéto plazmu
alikvot€ pa 1 mL sagatavotos 1.4 mL stobros un iesaldé pie -70° C.

cfDNS asins stobri (Roche, Streck) ir speciali pieméroti Sinu briva DNS fragmentu
saglabasanai. Sos asins stobrus p&c asins paraugu savasanas kartigi sajauc ar stobra eso$o
konservantu, invert§jot to desmit reizes. Asins stobrs var stavét istabas temperatiira
(+20..25° C) laika periodu I1dz septinam dienam. Plazmas izdaliSana notiek centrifuggjot
stobru 10 mindtes pie 1600 g, +21° C, péc ka plazmu bez izgulsnétam asins Sinam parnes
jauna 2 mL stobra un centrifugé pie 16 000 g, +21° C, lai ieglitu maksimalo plazmas
tilpumu. Asins plazmu, neaizskarot izgulsnétas Stinu paliekas, parnes jauna non-stick 1.5

mL stobra un iesald€ pie -70° C, 1idz cfDNS izdaliSanas procesam.
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3.4 Siinu briva DNS izdalisana

Stinu briva DNS izdaliana tika veikta no EDTA un cfDNS asins stobros iegiitas
plazmas, izmantojot ‘MAGMAX™ Cell-Free DNA isolation kit’ reagentu komplektu.
IzdaliSanas gaita tiek aizvietots reagentu komplekta esoSais ‘Nuclease-free water’ ar
atseviski iegadatu, komerciali pieejamu ‘RNase-Free water’, kas citadi var traucét
Agilent2100 bioanalizatora mérfjumu veikSanu. Papildus protokola min€tajam - Veicot
ZaveSanas stadiju, stobrus tur atvértus laika perioda 1idz 10 miniit€m un parliecinas, ja
nakamaja solt magnétiskas lodites ir kartigi resuspendétas Skiduma, citadi tas ievérojami
ietekmes iegiistamo cfDNS daudzumu. Magnétiskas lodites sp€j labak piesaistit cfDNS par
membranu filtriem, rezult§joties ar augstaku iegiito cfDNS daudzumu. Ta ka netiek
pielietoti filtri vai vakuuma kolonnas, samazinads ar1 risks kolonnu noblokét ar Siinu
paliekam, kas ir bieZi sastopama probléma Sados proteina bagatu paraugu apstrades
procesos. Reagentu komplekta esosas lodites ir parklatas ar optimizetu silikat-veidigu
parklajumu, padarot tas piemeérotas zemas koncentracijas nukleinskabju piesaistiSanai.
Reagentu komplekta esoSais Lysis/Binding $kidums noliz€ paraugu un palidz S$iinu
brivajam DNS piesaistities loditem, Wash solution tiek pielietots, lai mazgatu piesaistitas
lodites ar specifisku buferSkidumu, tacu 80% etanols palidz aizvakt salus no mazgaSanas
budersSkiduma, lai tiktu iegtts tirs cfDNS, gala produkta.

Stinu briva DN tiek izdalita no specifiskiem cfDNA saglabajosiem asins savak3anas
stobriem no sekojosajam firmam- Roche (kat.nr. 07832397001) un Streck (kat.nr 218962).

Pirms plazmas izmantoSanas, ta tiek apstradata ar Proteinazi K, lai nodegradétu
plasma esoSos proteinus un sagatavotu plazmu nukleinskabju izdaliSanai - 800uL parauga
pievieno 12 ul Proteinazi K (20mg/mL), samaisa un pievieno 40 ulL 20% SDS
(nepievienot SDS tiesi pie proteinazes, jo ta tiks inaktivéta). Paraugu riipigi samaisa un 20
miniites inkubé pie +60° C, ik pa bridim samaisot. Pec ProK apstrades atdzes€ stobrinus
Iidz RT, uz 5 mintit€ém novietojot tos uz ledus bloka. IzdaliSana notiek péc sekojosa,

modificéta izdaliSanas protokola (MAN0015629):

1. Plazmai pievieno 1000 uL Lysis/Binding Skidumu, ka art 12 ul. MagMax lodites. Ruipigi
samaisa, stobrinu invert&jot 10 reizes.
2. Stobrinu ievieto magnétiskaja stativa, patur 5 miniites un supernatantu aizvac.
3. Atstaj stobrinu magnéta veél uz 1 miniti un aizvac atlikuSo supernatantu.
4. Lodites resuspendé 1mL Wash Solution un parnes 1.5mL non-stick stobrina
(Lysis/Binding stobrinu saglaba).
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5. Ievieto jauno stobrinu magnétiskaja stativa uz 20 sekundém, savac supernatantu un ar to
izskalo veco Lysis/Binding stobrinu. Parnes $o Skidumu jaunaja stobrina un veco
Lysis/Binding stobrinu izmet.

6. Atstaj stobrinu vél uz divam mintittm magnétiskaja stativa un tad aizvac supernatantu.
7. Atstajot stobrinus uz magnétiska stativa, padauza stativu 5x pret galdu un aizvac atlikusSo
supernatantu.

8. Iznem stobrinus no stativa, pievieno 1mL Wash Solution un vortekse 30 sekundes.

9. Ievieto stobrinus magnétiskaja stativa uz 2 miniitém, tad aizvac supernatantu.

10. Atstajot stobrinus uz magnétiska stativa, padauza stativu 5x pret galdu un aizvac
atlikuSo supernatantu.

11. Iznem stobrinus no magnétiska stativa, pievieno tiem ImL svaigi pagatavotu 80%
etanolu un vorteks€ 30 sekundes.

12. Tevieto stobrinus magnétiskaja stativa uz divam miniitém, tad aizvac supernatantu.

13. Atstajot stobrinus uz magnétiska stativa, padauza stativu piecas reizs pret galdu un
aizvac atlikuSo supernatantu.

14. Atkarto 16.-18. soli.

15. Atstajot stobrinus stativa, tos Zave ar atveértu vacinu tris 11dz piecas miniites.

16. Atstajot stobrinus uz magnétiska stativa, padauza stativu piecas reizes pret galdu un
aizvac atlikuSo supernatantu.

17. Stobrinu iznem no stativa, resuspendé lodites 25 uL. nukleazu-brivaja ideni un vortekse
piecas mintites.

18. levieto stobrinus magnétiskaja stativa uz 2 mintateém un parnes cfDNA saturoSo

supernatantu jauna stobrina. Paraugus uzglaba pie -20° C.

3.5 DNS raksturosana

Lai varétu cfDNS pielietot talakos petijumos, ir nepiecieSams izvertet ta kvalitati un
daudzumu. So procesu veic izmantojot Agilent 2100 bioanalizatoru — Augstas jutibas DNS
¢ipu, izmantojot ‘Agilent High Sensitivity DNA Kit, Agilent Technologies, ASV’ reagentu
komplektu un ta protokolu (G2938-90321). Ar So metodi tika izvertets cfDNS daudzums
ka arT konstrué€to biblioteku kvalitate pirms un péc fragmentu garuma selekcijas. Metodé
tiek izmantots 1 uLL DNS/cfDNS/bibiotékas konstrukta.

Metode balstas uz mikropliismas automatiz&tu elektroforézes procesu. Ar So metodi
var analizét nukleinskabes siakot no 1 pL tilpuma. Cipu mikropliismas kanalos

elektroforéze noris mazos apjomos, nepatérgjot lielu reagentu un parauga daudzumu,
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procesa atrums ir ievérojami atraks par tradicionalo g€la elektroforézi, ka ar1 analize un

datu apstrade tiek veikta automatizeti, izslédzot cilvéciskas kltdas.

3.6 Biblioteku garuma selekcija

Pirms bibliotekas konstruésanas tiek veikta izdalito fragmentu parbaude uz Agilent
2100 bioanalizatora, izmantojot augstas jutibas DNS Cipu (Skatit 3.5). Pec genomisko un
FFPE DNS biblioteku konstruéSanas biezi var novérot arl cita garuma fragmentus
konstrukta, kas rada nepiecieSamibu attirit izveidoto bibliotéku izmantojot BluePippin. No
30 uL bibliotekas, kurai pievienots 10 uL elektroforézes buferskidums, gala iegiist izveleta
garuma fragmenta 40 pL biblioteku.

Fragmentu izméra selekcija tika veikta izmantojot BluePippin reagentu komplektu,
izmantojot ‘BluePippin Quick Guide’ protokolu un 3% agarozes g€la kasetes, izméra
selekcijai no 100-250 bp.

DNS paraugs tiek sadalits agarozes géla kaset€s, komerciala reagentu komplekta
pieejama buferSkiduma. Tiek izvelets noteikts fragmenta garums, ko atlauj iekarta un
attieciga kasete. Paraugs tiek ievadits Cetras no piecam kasetes bedrit€em pie negativa
elektroda, ievadot viena bedrite ari DNS izmeéra ‘ladder’. lesledzot iekartu, ta
elektroforézes ladina ietekmé plust pa kasetes kanalu un mainot kanala virzienu uz otru
pozitivo elektrodu, elektriski elué savakSanas kambart no g€la kolonnas noteikta izméra
fragmentus kastes savakSanas kambari. Mainot atpakal pliismas virzienu preti pirmajam,
pozitivajam elektrodam, no savakS$anas kambara noteikta izméra fragmenti noklust
savakSanas bedritei, ka kontroli iekartai izmantojot piektas bedrites DNS izméra ‘ladder’.

Ladina pulsa lauka ietekmé ir iesp&jams savakt vairaku garumu fragmentus.

3.7 DNS izdalisana no FFPE

DNS izdaliSana tika veikta no audu parafina blokiem, izmantojot ‘Deparaffinization
solution, QIAGEN, ASV’ un balstoties uz ‘QIAamp DNA FFPE Tissue Kit, QIAGEN,
ASV’ reagentu komplekta esoSo protokolu. Tiek $kidinati parafina bloki speciala skiduma,
kas atlauj no audiem izdalit genétisko materialu. No FFPE bloka nogriez 8 griezumus 5-10
um biezuma, ieliek stobra ar 1 mL deparafinizacijas Skidumu, vorteks€, nocentriftigé divas
minites un supernatantu parnes jauna stobra. Pievieno 1 mL 96% etanolu, vorteks€ un
nocentrifigé divas miniites un parnes supernatantu jauna stobra. Supernatantu zavé 10

miniites pie +37°C, lai izgaro etanols. Resuspend€ nogulsnes 180 uL. ATL buferskiduma
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un pievieno 20 uL proteinazi K. Savortekse un inkub€ vienu stundu pie +56°C, Iidz parauks
tiek nolizets. Inkubé paraugu vienu stundu pie +90°C. levieto paraugu centrifiga uz paris
sekundém, lai nebiitu pilieni vacina, pievieno 200 uL. AL buferSkidumu un savortekse.
Pievieno 200 uL. 96% etanolu un savorteks€. Lizatu ienes QIAamp MinElute kolonna un
ievieto centrifiiga uz vienu mintti pie 6000 g. Kolonnu parnes jauna 2 mL savakSanas
stobra un taja ienes 500 uL AW1 buferskidumu un ievieto centrifiigd uz vienu miniiti pie
6000 g. Kolonnu parnes jauna 2 mL savakSanas stobra un taja ienes 500 uL AW2
buferSkidumu un ievieto centriftiga uz vienu miniiti pie 6000 g. Kolonnu parnes jauna
savakSanas stobra un ievieto centrifiiga uz tris mintit€ém pie 20 000 g, lai izzavetu kolonnu.
Kolonnu parnes jauna 1.5 mL non-stick savakSanas stobra un taja ienes 20 uL ATE
buferskidumu, ar kuru tiks eluéts FFPE DNS. Kolonnu ievieto centrifiiga uz vienu miniiti

pie maksimalajiem apgriezieniem, péc ka DNS uzglaba pie -20°C.

3.8 Biblioteku konstruésana

Merketas sekvencéSanas bibliotékas tika konstru€tas izmantojot divus protokolus,
atkariba no izmantota genétiska materiala. Genomisko DNS biblioteku konstruésanai tika
izmantoti 40ng gDNS un FFPE biblioteku konstruéSanai tika izmantoti 100ng DNS. FFPE
DNS bibliotékas tika konstru€tas izmantojot ‘QIAseq Targeted Breast Cancer Panel (DHS-
001Z), QIAGEN, ASV’ un ta protokolu HB-2168-003, attiecigi pielagojot darba procesu
izmantotajam DNS, péc protokola minétas darba shémas. SekvenceSanas ‘QIASeq
Targeted Breast Cancer panel’ tika papildinats ar Booster paneli — izveletiem 29 géniem,
tadgjadi iegustot unikalu kriits véZza génu paneli. Tacu Booster panela sastavu nav
iespejams atklat §1 darba ietvaros saistiba ar izstrades projekta komercnoslepumu. Gala
produkts — biblioteka, tika iegtits 80 puL tilpuma.

Tika izmantoti indeksi no reagentu komplekta: ‘QIAseq 96-Index I set A (384),
Qiagen, ASV’.

3.9 Sekvencésana un datu apstrade

Sekvencésana tika veikta BMC Genoma Centra, izmantojot [llumina Miseq iekartu.
Iegiito datu apstradi un analizi veica Dr.biol. Pavels Zajakins izmantojot sekojoSo apstrades
algoritmu:

1. ‘Illumina paired fastq” amplikonu faili tika lejupieladéti izmantojot programmu bs.
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2. UMI atpaziSana/skaitiSana/kvalitates kontrole tika veikta izmantojot programmu fastp.
3. UMI apgrieSana tika veikta izmantojot programmu cutadapt.

4. Tika veikta kvalitates kontrole izmantojot FastQC programmu.

5. Tika veikta kart€Sana izmantojot ‘Human Genome v38’ ar programmu bowtie2.

6. Lastjumu sort€Sanu veica izmantojot programmu samtools.

7. UMI deduplikacija (taja skaita korekcija un skaitiSana) tika veikta izmantojot
programmu gencore.

8.Amplikonu kvalitates analizi veica izmantojot CODEX2 programmas paketi
‘package/CoverView/iSeqQC’.

9. Individualo variaciju atpaziSana tika veikta izmantojot programmu BCFtools.

10. Somatisku mutaciju filtréSana tika veikta arT izmantojot programmu BCFtools.

11. Kopiju skaita variacijas analize tika veikta izmantojot programmu cnvKkit.

3.10 Kvantitativa PKR

Metode balstas uz polimerazes kédes reakciju, kura ir iesp&jams detektet parauga
DNS eksponencialo pieaugumu konkréta cikla izmantojot fluorescentu zinotaj-molekulu
bedrite- SYBR Green. Palielinoties produkta DNS, palielinasies fluorescence.
Eksponenciala faze sakas péc tam, kad paraugs sasniedz tadu daudzumu, lai ta fluorescence
izteikti parsniegtu fonu un beidzas Iidz ar plato fazes sakumu. NepiecieSams iegiit
amplifikacijas Iikni un atrast ciklus, pie kuriem ta sasniedz noteiktu sliekSna veértibu, ko
izvélas analiz€jot datus un izmanto visiem paraugiem vienadi.

Reala laika PKR amplifikacija tiek veikta izmantojot Applied Biosystems® 7500
PKR sistemu (Thermo Fisher Scientific, ASV) ar standarta amplifikacijas parametriem
SYBR green reakcijam (4. tabula). Reakcijas sapilina 96 bedriSu qPCR platés, 14 puL
tilpumos, katra reakcija ieklaujot 1x SYBR® Green master mix, 100 nM géna specifisko
tieSo praimeri, 100 nM specifisko géna reverso praimeri, 0.2 uL cfDNS. Visas reakcijas
veic divos tehniskajos atkartojumos. Ct vertibas aprékina pie ARn=0,3 sliekSna. EGFR
praimeri: Tiesais: AATCAGTTGGTCACCTTGCTC; Reversais:
TCCCCAAATGTCAACCAAGCA).
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Reala laika kvantitativa PKR iekartas programma.

4. tabula

Table 4
Real time quantitative PCR device program.
Solis Iestatijumi (1.6°C/s ramp-rate)
1 50°C, 2
2 95°C, 10’ 1x
3 95°C, 15~ 40x
60°C, I’
Melting curve analysis YES

Analize: Baseline: 330 000.
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4. REZULTATI UN DISKUSIJA

4.1 Siinu brivas DNS asins stobru izvéle

Lai izveletos piemérotakos asins paraugu savakSanas stobrus cfDNS izoléSanai, tika
salidzinati 3 dazadi stobri -EDTA vakutaineri (Vacutainer blood collection tubes, kat.nr.
366643, BD, ASV), Streck (Streck Cell-Free DNA Collection Tube, kat.nr ) un Roche
(Cell-Free DNA collection Tube, kat.nr. 07832397001, Roche, gveice). Asins paraugi tika
panemti no diviem veseliem cilvékiem un 15 min laika no panemsanas briza tika atdalita
plazma. No 1mL EDTA, Streck un Roche stobru plazmas paraugiem uzreiz péc tas
izdaliSanas tika izdalita cfDNS, par€ja plazma tika iesaldéta pie -70°C. Tika veikta izdalitas
cfDNS raksturo$ana uz Agilent 2100 bioanalizatora plazmai, kas tika izdalita no EDTA,
Streck un Roche asins stobriem, lai noveértétu vai ir iespgjams detektet cfDNS uz Agilent
2100 un vai plazmas sasaldéSana ietekme izdalito cfDNS daudzumu, analiz&jot fragmentus
garuma no 80 Iidz 300 bazu pariem. Bioanalizatora rezultati paradija, ka cfDNS tika atrasts
tikai viena tulitéjas apstrades EDTA asins stobra plazmas izdalitaja parauga, kas paradija,
ka pargjos paraugos cfDNS nav izdalita, ta ir loti zemas koncentracijas un metode ir
nepietickami jutiga, lai analizétu saldétas plazmas cfDNS (10., 11. un 12. attéls). Sadus
‘tukSus’ mérfjumus var redzet Streck un Roche gadijuma gan plazmas tilit€jas apstrades,

gan saldétas plazmas gadijuma. Balstoties uz So informaciju, tika veikta qPCR analize.
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10. attels — Izdalita cfDNS daudzuma analize no EDTA asins savakSanas stobra, izmantojot Agilent 2100
bioanalizatoru. A — Analize no tiilit€jas plazmas cfDNS parauga. B- Analize no sasald@tas plazmas cfDNS
parauga.

Figure 10 — Extracted cfDNA yield analysis from a EDTA blood collection tube, using Agilent 2100
bioanalyzer. A- Analysis of cfDNA extracted from fresh plasma sample. B- Analysis of cfDNA extracted

from a frozen plasma sample.
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11. attels — Izdalita cfDNS daudzuma analize no Streck asins savaksSanas stobra, izmantojot Agilent2100
bioanalizatoru. A — Analize no tilit€jas plazmas cfDNS parauga. B- Analize no sasaldétas plazmas cfDNS
parauga.

Figure 11 — Extracted cfDNA yield analysis from a Streck blood collection tube, using Agilent2100
bioanalyzer. A- Analysis of cfDNA extracted from fresh plasma sample. B- Analysis of cfDNA extracted
from a frozen plasma sample.
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12. attels — Izdalita cfDNS daudzuma analize no Roche asins savakSanas stobra, izmantojot Agilent2100
bioanalizatoru. A — Analize no tilit€jas plazmas cfDNS parauga. B- Analize no sasaldétas plazmas cfDNS
parauga.

Figure 12 — Extracted cfDNA yield analysis from a Roche blood collection tube, using Agilent2100
bioanalyzer. A- Analysis of cfDNA extracted from fresh plasma sample. B- Analysis of cfDNA extracted

from a frozen plasma sample.

Tika veikta kvantitattva PCR, lai noteiktu vai kads no asins stobriem ir izteikti labaks
cfDNS daudzuma saglabaSana, ka ar1 izvert€tu plazmas sasaldéSanas izraisitos cfDNS
zudumus. Rezultati liecina par to, ka nav lielas starpibas cfDNS saglabasana starp EDTA
asins stobriem un specifiskajiem cfDNS stobriem, tacu ir noveérota liela starpiba starp
tilitejas apstrades asins stobru plazmas cfDNS un sasaldétas plazmas cfDNS (13. un 14.
attels). Sasald€jot plazmu tiek iegiiti lieli nukleinskabju zudumi, kas ir noveérojami pilnigi
visos cfDNS gadijumos, saldétas plazmas cfDNS paraugu daudzumam pieaugot vélakajos
ciklos, ar aptuveni 1.5-3.5 ACt. Nav precizi zinams tieSi kapec notiek sadi zudumi, tacu Sie
dati liecina par faktu, ka stradajot ar cfDNS analizi, iegiistot plazmu, to ir jaapstrada talitg;ji,

citadi pec plazmas atsaldéSanas seko vairakkarteji cfDNS daudzuma zudumi.
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13. attels — EDTA un Roche asins stobra salidzinajums cfDNS saglabasanai, izmantojot qPCR, no diviem

veseliem donoriem.

Figure 13 — EDTA blood collection tube comparison to Roche in regards to cfDNA preservation, using qPCR.
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14. attels — EDTA un Streck asins stobra salidzinajums cfDNS saglabasanai, izmantojot qPCR, no diviem

veseliem donoriem.

Figure 14 — EDTA blood collection tube comparison to Streck in regards to cfDNA preservation, using qPCR

in two healthy donors.
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4.2 Pétijuma iesaistitie pacienti

St darba ietvaros tika konstrutas etru pacientu (5.tabula) audu biopsiju audzgja

DNS bibliotekas un asins Stinu genomiskas DNS bibliotekas.

5. tabula
Cetru, $aja darba iesaistito kriits véZa pacientu apraksts.
Table 5
Description of four breast cancer patients involved in this study.
Pacients Stadija ER, % PR, % HER2 E-kadh Krats veza veids
1 T3N2MOG?2 %6 5 o + Invaziva dukt'ala karcinoma
Luminal B
2 T2N2MO0G2 95 10 3+ + Invaziva duktala karcinoma
3 T3NIMOG3 0 0 3+ - DCIS
4 T2N2MO0G2 0 0 3+ + Invaziva duktala karcinoma

Asins paraugi tika nemti sekojoSajos laika punktos - pirms neoadjuvantas kimijterapijas,
pec ceturtd neoadjuvantd kimijterapijas kursa, péc astotd neoadjuvantd Kkimijterapijas
kursa, septinas dienas péc operacijas, seSi ménesi pec operacijas, 12 ménesi péc operacijas
un 18 meénesi peéc operacijas (15. attéls). Vispirms no biopsiju paraugiem (FFPE) tika
izdalita DNS, no ta tika buveétas mérketas sekvenéSanas bibliotekas, tai tiek veikta
fragmenta garuma selekcija un tad paraugi tika senvencéti. No S$1 paSa pacienta asins
parauga tika izdalita leikocitos esoSa genomiska DNS, kas tiek izmantota salidzinasanai ka
veselo audu norma.

Pé&c 4. neoadjuvantas

Kimijterapijas kursa ~7. diena péc ~12. ménesis
pabeigdanas operacijas péc operacijas
» s I ‘I
- >
Izmeklgjuma Péc 8. neoadjuvantas  ~6. ménesis péc ~18. ménesis péc
laika, pirms Kimijterapijas kursa operacijas operacijas

uzsakta terapija pabeig3anas

15. att€ls — Pacienta cfDNS asins paraugu savaksSanas laika punkti, kltniskas notikumu dinamiskai
izvertésana.

Figure 15 — Time points of cfDNA blood sample collection for dynamic clinical event analysis.
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4.3 Sekvencésana

MiSeq ir integréta iekarta, kas veic klonu amplifikaciju, DNS sekvencéSanu un datu
analizi ar base calling, alignment, variant calling un reporting viena izmantoSanas reize.
MiSeq iekarta sekvencésana tiek veikta registréjot DNS pavedienu sintézi parauga kaliSos,
kas ir piestiprinati flowcell. Katrs bazu paris atbrivo fluorescento krasu, ko ierosina diodes
lazeri (530nm un 660nm) un 1 fluorescence tiek detekt€ta izmantojot divas digitalas
kameras. SekvencéSana tiek pielietoti unikalie molekularie identifikatori (UMI). UMI ir
1sas sekvences, kas iezimé individualas molekulas sakotngja parauga un lauj atskirt, ka ar1
kvantificet unikalus DNS fragmentus. UMI palidz iegiit visaugstako sekvence&Sanas
precizitati un klidu labojumu. Vislielakais UMI pluss DNS-bazétos pétijumos ir klidu
laboSana un viltus pozitivo lasTjumu skaita samazinas$ana. Istie duplikati var tikt izmantoti,
lai noteiktu zemas frekvences mutacijas. Datu analizes, kuras ieklauj UMI pielietoSanu var
uzticamak noteikt kopiju skaita variacijas un, kopuma, UMI pielietoSana sekvencéSana
uzlabo metodes jutigumu un specifiskumu (Anonymous 2020).

Lai iegttu 1000x parklajumu katra parauga, tika aprékinats cik paraugus varées ieklaut

viena 150 ciklu Miseq flowcell, izmantojot Illumina parklajuma kalkulatoru.

4.4 Audos atrasto mutaciju analize

Péc sekvencéSanas datu apstrades algoritma, tika iegiiti sekojoSie dati (6.tabula):

6. tabula
SekvencéSanas datu raksturojums.
Table 6
Sequencing data characterization.
Kopigie Vidéjais
Pacients Kopigie lasijumi lasTjumi Kartéti péc Kartéti parklajums Péc UMI
un pirms filtréSanas, péc GRChr38, cilvéka péc deduplikacijas,
paraugs skaits filtreSanas skaits genoma, % |filtrésanas, skaits
, skaits bp
FFPE 1 787681 754138 685968 90.96 122.11 123389
FFPE 2 869037 809440 748193 92.43 118.11 131579
FFPE 3 1169715 1111143 1059947 95.39 120.11 193937
FFPE 4 2490635 238261 2275368 95.50 109.10 485708
gDNS 1 1032207 974972 940698 96.48 124,11 182874
gDNS 2 1062116 991064 921387 92.97 122,11 181690
gDNS 3 2617034 2485554 2354484 94.73 123,11 418351
gDNS 4 2980527 2759732 2687877 97.40 121,11 498046
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Apskatot pirma pacienta datu vizualizaciju (1. pielikums), tiek novérots, ka viena
lasTjuma ietvaros ir atrastas pat septinas mutacijas, kas liek domat, ka iesp&jams tiek
nolasits pseidogéns vai visdrizak ir notikusi parauga kontaminacija ar sveSu DNS. Apskatot
asins Stinu DNS bibliotekas datus, $adu variaciju nevar novérot parauga, kas ir ticis
apstradats Biomedicinas pétijumu un studiju centra laboratorija, tatu FFPE parauga
varianta, kas sagatavots slimnica ta ir redzama. Sis fakts liek secinat, ka visdrizak
kontaminacija ir notikusi slimnica, pirms paraugs ir bijis nogadats laboratorija. Nemot
véra, ka slimnica patologs audu paraugus apstrada gandriz tikai un vienigi talakai
histologiskai analizei un parauga apstrade netiek speciali piemé&rota talakai genétiska
materiala analizei, tas parada nopietnu problému klinisko paraugu kvalitates
nodroSinasana.

Iegiitos sekvencesanas datus péc apstrades algoritma ir nepiecieSams filtrét, atlasot
pec vertibu sliekSniem (cut-off). Pirmais péc ka tiek atlasitas mutacijas ir pec supporting
lasTjumu skaits, kuros mutacija ir atrasta. Tika atlasitas mutacijas, kuras ir vismaz cetri
lasTjumi. Nakamais p€c ka tika atlasitas mutacijas ir to parklajums atkariba no mutacijas
frekvences. Ja mutaciju frekvence ir virs 30%, tad tika atlasitas mutacijas, kuru parklajums
ir >40 lastjumiem péc deduplikacijas, tacu mutacijam ar frekvenci zem 30% tika atlasitas
mutacijas butu ar parklajumu vismaz 100 vai vairak péc dedupikacijas. Balstoties uz faktu,
ka ir aizdomas par kontaminaciju un daudzam no S§Im mutacijam ir augsta frekvence
populacija, tika atlasitas tikai tas mutacijas, kuras ir populacija sastopamas retak par 0.1%.
Tika apskatitas mutacijas ar frekvenci virs 3%. P&c datu atlases palika somatiskas

mutacijas, kuram tiek raksturota biologiska nozime.

4.4.1 Pirmais pacients

Pirma pacienta audu parauga DNS sekvencgSanas rezultati parada palielinatu kopiju

skaitu seSos génos: MDM?2, CCND1, FGF19, FGF4, FGF3 un EGFR (7. tabula).
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7. tabula

Géni, ar kopiju skaita variacijam 1. pacientam.

Table 7
Genes with copy number variation in the first patient.
Geéns Hromosoma | Sakums Beigas log2
MDM2 12 69202252 | 69233635 | 1.69675
CCND1 11 69456076 | 69466130 | 1.38374
FGF19 11 69513270 | 69518806 | 1.38374
FGF4 11 69588093 | 69590181 | 1.38374
FGF3 11 69625041 | 69631174 | 1.38374
EGFR 7 55209972 | 55273315 | 1.22093

Péc augstak minéta datu apstrades cut-off nebija palikusi neviena mutacija, kas

atbilst defin€tajiem krit€rijiem.

4.4.2 Otrais pacients

Otra pacienta audu parauga DNS sekvenc€Sanas rezultati parada palielinatu kopiju

skaitu: MYC, ERCC4, ZNF703, chr 8:37.6 Mb un FGFRI (8. tabula)

8. tabula
Géni, ar kopiju skaita variacijam 2. pacientam.
Table 8
Genes with copy number variations in the second patient.
Geéns Hromosoma Sakums Beigas log2
MYC 8 128748795 | 1,29E+08 | 1.73412
ERCC4 16 14013974 | 14042216 | 1.66785
ZNF703 8 37553540 | 37556162 | 1.35367
chr8:37.6Mb 8 37556969 | 37557092 | 1.35367
FGFR1 8 38271093 | 38318677 | 1.35367

Pec augstak minéta datu apstrades cut-off tika atlasitas divas variacijas. No tam
viena ir aminoskabju ietekméjoSas (missense variation) ar vidgju ietekmi (MODERATE)
un otra ir STOP izraiso$a mutacija, kas ir smagi (HIGH) ietekm€joSa mutacija (9.tabula).

Abas no mutacijam atrodas eksona.
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Atrastas somatiskas mutacijas péc cut-off atlases otrajam kriits véZa pacientam.

9. tabula

Table 9
Somatic mutations after cut-off filtering in the second breast cancer patient.
Mutacijas _ _. _
. _ Parklajums péc .
Hr Pozicija Geéns | frekvence, L. Mut.veids | AS | Kodons |letekme COSM
o deduplikacijas
%
COSM29313,CO0SM419700,
3 1178952074 | PIK3CA 62.75 51 mis_var |M/I|atG/atA| MODE COSM446027,COSM773,
COSM94984,COSM94985
7 6018323 PMS2 6.25 124 stop Q/*|Cag/Tag HIGH

4.4.3 TreSais pacients

Tresa pacienta audu parauga DNS sekvencéSanas rezultati parada palielinatu kopiju

skaitu Cetros génos: PCGF2, ERBB2, RAD51C un BRIPI.

Geni, ar kopiju skaita variacijam 3. pacientam.

Genes with copy number variations in the third patient.

Geéns Hromosoma | Sakums Beigas log2
PCGF2 17 36891461 | 36896691 | 2.57555
ERBB2 17 37855790 | 37884306 | 2.57555

RAD51C 17 56811449 | 56811617 | 1.65867

BRIP1 17 59760649 | 59938918 | 1.65867

10. tabula

Table 10

Péc augstak minéta datu apstrades cut-off tika atlasita tikai viena variacijam kura

bija sinonima ar zemu (LOW) ietekmi g€na un ta atrodas eksona (11. tabula).

11. tabula
Atrastas somatiskas mutacijas p&c cut-off atlases treSajam kriits véZa pacientam.
Table 11
Somatic mutations after cut-off filtering in the third breast cancer patient.
Mutacijas | ._ _. _
. _ Parklajums péc )
Hr Pozicija Géns |frekvence, . Mut.veids | AS | Kodons |letekme COsM
deduplikacijas
%
COSM3859476,CO
SM3859477,COSM
6 | 152658027 | SYNE1 4.94 121 syn_var R |agG/agA LOW 3859478,COSM38
59479,COSM3859
480
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4.4.4 Ceturtais pacients

Ceturta pacienta audu parauga DNS sekvenc€Sanas rezultati parada palielinatu kopiju

skaitu tikai viena géna — ERBB2.

12. tabula
Géni, ar kopiju skaita variacijam 4. pacietam.
Table 12
Genes with copy number variations in the forth patient.
Geéns Hromosoma | Sakums Beigas log2
ERBB2 17 37855790 | 37884306 | 2.50601

Péc augstak miné&ta datu apstrades cut-off tika atlasitas 39 variacijas (2. pielikums).
No tam 10 ir aminoskabju ietekm&joSas (missense variation), 15 ir intronu varianti, 6 ir
sinonimas, divas ir downstream gé€nu varianti, divas ir inframe insercijas, divas ir STOP
izraisoSas, viena ir 5° UTR variants un viena ir splaisinga saita mutacija. No visam
atlasitajam mutacijam 3 smagi ietekmé géna funkciju, no kuram divas ir STOP izraisoSas
mutacijas, ka ar1 viena splaisinga saita mutacija. Vid€ja ietekme ir 12 mutacijam, kuras
gandriz visos gadijumos ir aminoskabju ietekmé&josas mutacijas (missense), neskaitot divas
inframe insercijas. Modific€joSas mutacijas ir 18 gadijumos, no kuriem lielaka dala ir
intronu varianti, tacu divas mutacijas ir downstream génu varianti un viens 5’UTR variants.
Zemas ietekmes mutacijas ir nov€rotas 6 gadijumos, no kuriem visas ir sinonimas,
aminoskabju neietekmé&josSas mutacijas. Izslédzot sinonimas mutacijas, visvairak mutacijas
bija sekojoSajos génos — CDHI, MUCI16 un KCNN3. No atlasitajam mutacijam 21 atrodas

eksona un 16 atrodas introna.

4.5 Personalizétas medicinas metodes kriits véza terapijas izvéelei

Personalizétas, jeb precizijas medicinas viena no galvenajam pielietotajam metodém
ir $kidro biopsiju analize. Tiek noteiktas genétiskas izmainas audzg&ja audos un péc tam tiek
analizétas Skidras biopsijas, salidzinot tas sava starpa vai viena $kidras biopsijas veida
ietvaros, analiz€tas tas izmainas. GGenétiskas izmainas ir noveérojamas gandriz katra audzgja
veida, tacu to variacija apgritina sp&ju pielagot tiem terapiju. Kriits véZa gadijuma, tadas
izmainas ka BRCA un PIK3CA mutacijas pierada, ka to analizé$ana potenciali var palidzet
terapijas izvele. TaCu ar atseviSku mutaciju analizi nepietiek, lai pielagotu terapiju
individualam pacietam un ir nepiecieSams multigénu panelis. Lai ieviestu NGS génu

mutaciju panelus kliniskaja praksg, ir nepiecieSams tos validét un ar zemas jutibas testu,
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tas nav iespgjams, lidz ar to ir nepiecieSamas zemakas detekcijas sliekSna iekartas,
pieméram ddPCR. Mutaciju atraSana var sniegt informaciju ne tikai par audz&ja subtipu un
pielagoto terapiju, bet arT So mutaciju analiz€Sana klinisko notikumu gaita var sniegt
ieskatu par to, ka noris terapijas process, vai audz&js progres€ un vai audzgjs atgriezas pec
operacijas. Ar So iekartu var veikt atseviSku mutaciju analizi, tacu nav iesp&jams noteikt
jaunas mutacijas.

Krits véza subtipu klasifikacija bieZi neatbilst realajam audzgja profilam, Iidz ar to
pielietota terapija var nebit atbilstoSa un rezultéties ar smagam blakus paradibam, lidz
terapija tiek pielagota. Ir izveidoti vairaki multigénu paneli, péc kuriem ir iespgjams noteikt
audzgja atgrieSanas risku, izmantojot parafina blokos ieslégtu audu paraugus. PaSlaik,
vispazistamakie no Siem testiem ir MammaPrint (Anonymous 2020); PAMS50 (Anonymous
2019); Oncotype DX (Anonymous 2019).

- MammaPrint: Tests ir balstits uz 70 gé€nu microarray (MA) testu, péc kura tiek
veikta audz&ja atgrieSanas riska izvertéSana. Tiek veikts sievietém, kuram ir
agrins, ne-invazivs audz€js, kas nav izplatijies I1dz limfmezgliem vai ir izplatijies
lidz 3 vai mazak limfmezgliem. Génu ekspresijas analize spgj prognozet vai
audzgjs izplatisies talak organisma un vai audzgjs pec remisijas atgriezas. Ja
rezultati liecina par audz€ja atgrieSanos, tad laicigi tiek sakta kimijterapijas
pielietoSana (Badve 2018).

- PAMS50: Parsaukts firmas nosaukuma Prosigna®. Tas ir RT-qPCR analizes tests,
kas ir balstits uz 50 gé€nu ekspresijas analizi. Prat et al. apskata pétijuma ir
analizétas publikacijas, salidzinot imunohistokimijas (IHC) standarta 7 grupu
klasifikaciju ar PAMS50 klasifikaciju (Prat, Pineda et al. 2015). Dati liecina, ka
nav iesp€jams abas klasifikacijas metodes uzskatit par vienlidzigam un bieZi
patiesais audzgja profils tiek noteikts kltidaini. Intrinsic subtipi daudz precizak
noraksturo sadaltfjumu par standarta pielietotajiem 4-5 markieriem un PAMS0
sistémas izstrades procesa tika atrasta saistiba, ka bez klidam nav iesp&jams
precizi noteikt instrinsic subtipu, ja tiek pielietoti mazak ka 50 markieri (Prat et
al. 2012).

- Oncotype DX: Viena no visatzitakajam metodém un tiek uzskatita ka standarts
audzgja geénu ekspresijas profila raksturoSana AJCC atbalstita klasifikacija. Ta ir
balstita uz 21 géna ekspresijas izverteSanu. Kombinéta katra géna ekspresija
veido formulu, kas izsaka Oncotype DX raditaju. Tapat ka iepriekS minétas
metodes, ta balstas uz RT-PCR un tiek izteikts ‘Recurrence score’, jeb

atgrieSanas risks skala no 0-100 agrina kriuts véZza un DCIS gadijuma.
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Rezult&josais raditajs noraksturo kriits audz&ja iesp€jamibu atgriezties, izsaka ka
audzgjs reages uz kimijterapiju, tapat arT izverté radiacijas terapijas efektivitati,
ja tiek arstets DCIS.

Sievietém, kuras ir vecuma grupa 50 vai jaunakas, ‘Recurrence score’:

a) 0-15 tiek izvertets ka zems veZza atgrieSanas risks un Kimijterapijas
pielietoSana izsauks smagakas blakusparadibas, neka nesis terapeitisku
efektu;

b) 16-20 tiek izvertets ka videjs audz€ja atgrieSanas risks. Kimijterapija
visdrizak neattaisno sekojosas blakusparadibas.

c) 21-25 tiek izvertéts ka vid€js audzeja atgrieSanas risks. Kimijterapija
visdrizak attaisno sekojosas blakusparadibas.

d) 26-100 tiek izvertets ka augsts audz€ja atgrieSanas risks, kura kimijterapija ir
nepiecieSama un sekojosas blakusparadibas nav nopietnakas par terapijas
neuzsakSanu.

Tacu sievietém, kuras vecuma grupa virs 50 gadiem, ‘Recurrence score’:

a) 0-25 tiek izvertets ka zems audzgja atgrieSanas risks. Kimijterapija visdrizak
neattaisno sekojosas blakusparadibas.

b) 26-100 tiek izvertets ka augsts audz€ja atgrieSanas risks. Kimijterapija
visdrizak attaisno sekojosas blakusparadibas.

Pec 12 génu ekspresijas analizes tiek izvertets arl staru terapijas pielietoSanas

risks DCIS arstesSanai, ‘Recurrence score’:

a) <39: Zema DCIS atgrieSanas iesp€jamiba. Staru terapijas blakusparadibas
neattaisno terapijas pielietoSanu.

b) 39-54: Vidgja DCIS atgrieSanas iesp&jamiba. Nav zinams vai staru terapijas
blakusparadibas attaisno to pielietoSanu.

c) >54: Augsta DCIS atgrieSanas iesp€jamiba. Staru terapijas blakusparadibas
attaisno terapijas pielietoSanu.

Oncotype DX raditajus izmanto kombinacija ar citiem parametriem, piem&ram

audzgja izméru, hormonu receptorus un vecumu, lai izvélétos vispiemé&rotako

terapijas izvéli.
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4.6 Potencials agrina kriits véza diagnostika

Ir veikti vairaki pétijumi, kuros ir analizéta somatisko mutaciju noteikSana audzgja
Stinu DNS un So pasu mutaciju noteikSana cfDNS izmantojot NGS (Iwama et al. 2017). No
45 audzg&ja audu mutacijam tados génos ka EGFR, TP53, CTNNBI stinu brivaja DNS tika
atrastas 30 mutacijas, pieSkirot §tinu briva DNS somatisko mutaciju noteikSanai 66.7%
jutigumu izmantojot NGS.

Vairaki pétijumi ir paradijusi, ka kriits véZa pacientiem ir noveérots palielinats cfDNS
daudzums, salidzinajuma ar veselajam kontrol€ém, izvirzot cfDNS daudzumu ka
biomarkieri audz&ja diagnostikai, tacu Schwarzenbach et al. atrada, ka cfDNS daudzums
ir palielinats arT pacientiem ar labdabigiem krits veidojumiem, tad€jadi apgrutinot kriits
véza diagnostiku (Schwarzenbach et al. 2011). Agostini et al. paradija, ka cfDNS
fragmenti, kas nak no audz&ja Sinam nekrozes rezultata ir ievérojami lielaki, salidzinajuma
ar cfDNS fragmentiem, kas izcelas no veselu pacientu $iinam apoptozes rezultata (Agostini
et al. 2012). Tapat Agostini et al. paradija, ka audzgja cfDNS fragmenti, kas sastav no 247
bazu pariem (ALU247) bija atrodami daudz lielaka skaita v€za pacientiem un statistiski
biitiski péc tiem var€ja atskirt véZa pacientus no veseliem. ALU247 bija ieveérojami lielaks
ar1 11 pacientiem ar limfmezglu metastazém, salidzinajuma pret 22 pacientiem, kuriem
nebija slimiba skarusi limfmezglus. Papildus tam, Cetros polimorfiskos markieros tika
novérots cfDNS heterozigotates zudums regiona 13q31-33 D13S159, D13S280 un
D13S282, ka ari PTEN regiona 10q23.31 D10S1765, kas korel&ja ar limfmezglu metastazu
esamibu (Agostini, Enzo et al. 2012). Arpus cfDNS fragmentu garuma un heterogenitates
zuduma, ir noverotas ar1 izmainas atseviSku nukleotidu polimorfisma, salidzinajuma ar
normalu leikocitu DNS (Shaw et al. 2012). Board et al. paradija, ka analiz€jot metastatisku
kriits v€za pacientu ctDNS, tika atrasti 80% no PIK3CA mutacijam, kuras tika atrastas ar1
audzgju audos, pieradot, ka ir pamatojums uzskatit, ka ctDNS ir sp&ja reprezentet audzgja
audos atrastas mutacijas, taCu mutacijas nevaréja detektet lokaliz€tos audz&jos (Board et
al. 2010). Beaver et al. pétijuma 14 no 15 pacientiem ar ne-metastatisku kriits vézi tika
atrastas tas pasas PIK3CA mutacijas ctDNS pirms operacijas, izmantojot ddPCR (Beaver
et al. 2014). Petijumi par ctDNS detekcijas sp&ju parada, ka pielietoto metoZu jutigums ir
arkartigi atSkirigs un tas ir nepietiekams ctDNS ieklausana kliniskaja kriits véZa skrininga.
Ir paradits, ka ESRI mutacijas ir iesp&jams noteikt ctDNS 6.7 méneSus pirms kliniskas
audzgja progresijas, sniedzot iesp&ju laicigi uzsakt terapeitisku iejauksSanos (Fribbens et al.
2018). Meta analizes pétjjuma, kura tika analiz€ti 69 ctDNS pétjjumi, tika atrastas

visbiezak sastopamas mutacijas génos TP53, PIK3CA un ESRI (38%, 27% un 32%,
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attiecigi) un tika secinats, ka frekvences ir parak zemas, lai tas varétu pielietot ikdienas
kliniskaja krits véza skrininga. Papildus tam nav zinamas vadlinijas ka rikoties, ja tiek
atrasta atlasito génu mutacija loti agrina kriits véZa pacienta gadijuma, kas liecina par
audz€ja attistibu, tacu kliniski vai radiologiski nav paradijusies neviena pazime par audz&ja
attistibu. Tapat, tada géna ka TP53 mutacijas ir noveérojamas vairaku audzg€ja veidu
gadfjumos un unikali neliecina par tieSi kriits véZa attistibas pirmsakumiem (Lee et al.
2018). Lai atrisinatu So problému, Cohen et al. apraksta testu, kas ieklautu ne tikai ctDNS
somatisko mutaciju analizi, bet arT plazma esoSo proteinu biomarkieru analizi, lai precizak
varétu noteikt audz&ja primaro atrasanas vietu.

Ir atrasta sakariba, kas liecina, ka pacientiem ar audzgjiem, kas ir mazaki par 10 mm
asinsriteé nav atrodams ctDNS pietiekama daudzuma, lai péc ta var€tu veikt agrinu
diagnostiku ar paslaik pieejamam metodém (Fiala and Diamandis 2019).

Konkrétu mutaciju detektéSana paslaik veél nav iesp&ama, jo nav izveidotas
diagnostiskas iekartas ar pietieckami augstu jutibu un visas cfDNS sekvenceSana paslaik ir
loti maz pétita un pielietota, jo ta ir tehniski griiti izpildama metode gan saistiba ar

biblioteéku konstruéSanu, gan saistiba ar augstam sekvencéSanas izmaksam.

4.7 Potencials terapijas efektivitates un atgrieSanas riska izvértéSana

Pirms veic audzg&ja eksciziju, pacientu asinsrit€ ir novérojams ctDNS. P&éc audzgja

operacijas, kliniskie simptomi var pazust un neparadities loti ilgu laiku, tacu audzgja

specifiskais DNS var tikt detektéts cirkulacija ilgu laika periodu pirms audzgja klinisko

pazimju izpausmes (16. att€ls) (Heitzer et al. 2015).
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16. attéls — Skidras biopsijas pielieto3ana terapijas atbildes un rezistences dinamiska novérosana. Teorija,
ka péc ctDNS var monitorét audz€ja atgrieSanas risku. Attels pielagots balstoties uz (Heitzer, Ulz et al.
2015)

Figure 16 — Liquid biopsies to monitor therapy responses and resistance. Theory describing that tumor

relapse can be monitored using ctDNA. Image was adapted based on (Heitzer, Ulz et al. 2015)

Mutacijas ESRI géna, kas kode estrogéna receptoru a (ER-a) tiek atrasts pacientos,
kuriem tiek pielietota endokrina terapija. Primarajos audz€jos ESRI mutacijas tiek atrastas
loti maza skaita vai netiek atrastas nemaz, taCu metastatisku audz&ju gadijuma skaits ir
ievérojami augstaks. Ir izvirzita teorija, ka S$1s mutacijas rodas tieSi endokrinas terapijas
rezultata (Li et al. 2013; Jeselsohn et al. 2014). Pacientiem ar ESR/ mutacijam ir atrasta
korelacija ar sliktaku klinisko iznakumu pielietojot tadus Al ka eksemestans. Wang et al.
petijuma tika veikta dinamiska ctDNS novérosana klinisko notikumu gaita. Tris no Cetriem
pacientiem, ESRI mutaciju frekvence tieSi korel€ja ar endokrinas terapijas rezistences
veidoSanos ka ar1 slimibas progresiju (Wang et al. 2016). Kriits véza pétijuma, kura
analizeti agrini audzgji, kuriem noveérota audz€ja atgrieSanas sekojot peéc-operacijas Al
terapijai, ctDNS ESRI1 mutacijas netika detekt€tas pacientiem lidz Al terapijas beigu
posmam, tacu pie pirmas relapses, 5.3% pacientu tika atrastas ESRI mutacijas cirkul&josaja
DNS. Metastatisko audz&ju terapijas laika izmantojot Al, 33% pacientiem tika atrastas
cirkulgjosas ESRI mutacijas, tacu pacientiem, kuriem tika pielietota Al vieta kimijterapija,
netika atrasta neviena ESRI mutacija, paradot to, ka Al pielietoSana metastatisko audz&ju
arsteSana rezult€jas ar palielinatu ESRI mutaciju skaitu (Allouchery et al. 2018). Cita
petijuma ir paradits, ka pacientam kuram nav bijusi saskare ar Al terapiju, netiek atrastas
ESRI mutacijas. Metastatiskiem pacientiem ar ctDNS atrastam ESR/ mutacijam tika

novertots 1saks laika periods bez audz&ja progresijas péc Al terapijas (korigltais naves
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riska koeficents 3.1, 95% CI), liecinot par to, ka ESRI mutacijas tiek asociétas ar rezistenci
pret Al terapiju un lidz ar to var tikt izmantotas analizgjot terapijas efektivitati (Schiavon
et al. 2015). ESRI mutaciju noteikSana ctDNS ir paraka salidzinajuma ar primara audzgja
sekvencéSanu, jo ctDNS var precizak reprezentét relaps€josSo / metastatisko audzg&ju.
Spoerke et al. paradija, ka saistiba starp ESR1-statusu ctDNS un primarajos audos bija 5%,
tacu saistiba starp ESRI1 statusu un metastatiskajiem audz€ja audiem bija ievérojami
augstaka - 47% (Spoerke et al. 2016). Petijuma, kura tika analizéts ESR1-statuss ctDNS un
CTCs ER+ metastatiskiem pacientiem, tika pielietota endokrina terapija pacientu grupai,
kura to sanem pirmo reizi un grupai, kura sanem jau atkartotu endokrinas terapijas kursu.
No pirmreiz€jas endokrinas terapijas pacientu grupas, 11% tika atrastas ctDNS ESRI
mutacijas, tacu otrai, atkartotai endokrinas terapijas grupai mutacijas tika atrastas 42%.
Analizgjot CTCs no Siem pacientiem, netika atrasta korelacija ESRI mutacijam starp abam
pacientu grupam (Beije et al. 2018). Atrasta korelacija liecina par to, ka serijveida ctDNS
monitoréSanas laika ir iespg€jams péc ESRI/ mutacijam novérot endokrinas terapijas
rezistences veido3anos, kas varétu papildinat esosas terapijas vadlinijas. Sadu pienémumu
apstiprina pé€tijjumi, kuros ir paradits, ka pacientiem ar ESR/ mutacijam eksemestana
aizvietoSana ar fulvestrantu (estrogéna receptora down-regulator) vai everolimus (mTOR
inhibitors) pievienoSana eksemestanam uzlabo laika periodu bez audz€ja progresijas
(Chandarlapaty et al. 2016; Fribbens et al. 2016; Fribbens, Garcia Murillas et al. 2018).
Petijuma, kura apskatits ctDNS daudzumu un ta mutacijas ir paradits, ka ctDNS
detektéSana asinsrit€ péc operacijas tiesi korelgja ar audz&ja atgrieSanos. Visaugstakais
ctDNS daudzums ir atrodams TNBC gadijuma, vidéjs ERBB+ (HER2/neu) pacientiem un
vismazakais skaits ERBB-, ER- audz€ju gadijumos. Tapat ctDNS daudzums korel&ja ar
lielaku audz€ja izméru un augstaku histologisko pakapi. Tika atrasta tieSa saistiba visu
subtipu krits veZa pacientu péc-operacijas ctDNS detekcija, asins paraugos, 95.7%
pacientu, kuriem audzgjs atgriezas. Visaugstakais ctDNS daudzums TNBC gadijuma ir
izskaidrojams ar augsto Sunu proliferacijas atrumu (Garcia-Murillas et al. 2019). ctDNS
detekcija pirms jebkadas terapijas uzsakSanas tika asoci€ta ar augstu riska pakapi audzgja
relapsei, kas lauj domat, ka $adu analizi varétu nakotné ieklaut kliniskaja skrininga pirms
terapijas uzsakSanas, lai laicigi pielagotu atbilstoSu terapiju.
QIAGEN 2019. gada ir patent€jusi testu, kas analizé 11 mutacijas PIK3CA géna,
audzgja audos vai plazma esoSaja cfDNS, metastatiska kriits véza pacientiem ‘PIK3CA
RGQ PCR Kit’. Ja ar So testu tiek atrastas génu mutacijas pacienta PIK3CA géna, tad tiek

ieteikta specifiska terapija ar PIQRAY® (alpelisib) medikamentu. ST medikamenta
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pielietojums pozitivi korel€ ar veiksmigu terapeitisko efektu pacientiem, kuriem ir atrastas

testa parbauditas mutacijas (Anonymous 2019).

4.8 Planotais projekta turpinajums

4.8.1 Somatisko mutaciju kandidati monitoringam

No atlasito mutaciju saraksta, tika izv€l&tas mutacijas, kas biitu piemérotas cfDNS

analizei. Vispirms tika izv€létas mutacijas, kas biologiski nozimigakas un tas, kuras der

ddPCR analizei (kas nav insercijas vai delécijas). Pirmajam pacientam nebija atrodamas

mutacijas, kas atbilst sakotn&jam cut-off, 1idz ar to atlase cfDNS analizei nav iesp&jama.

Otrajam pacientam tika atlasita viena no divam mutacijam (13. tabula). TreSajam

pacientam tika atlasita viena mutacija, kas atrasta p&c cut-off, tacu ta ir zemas frekvences,

sinonima un iesp&jams nav pats labakais, tau ir vienigais kandidats cfDNS analizei

(11.tabula). Ceturtajam pacientam tika atlasitas piecas somatiskas mutacijas, kuras ir

aminoskabju ietekmgjoSas, iesp&€jami bojajumus izraisoSas, tacu arl ar zemu mutacijas

frekvenci (3.2-5.4%)(14. tabula).

13. tabula

Izveletas somatiskas mutacijas cfDNS dinamiskai izsekoSanai otra kriits véZa pacienta gadijuma.

Table 13

Selected somatic mutations for cfDNA dynamic monitoring in the second breast cancer patient.

Hr

Pozicija

Géns

Mutacijas
frekvence,
%

Parklajums péc
deduplikacijas

Mut.veids | AS

Kodons |letekme COosM

178952074

PIK3CA

62.75

51

mis_var | M/I

atG/atA

COSM29313,CO0SM419700,

MODE | cOsM446027,cOSM773,

COSM94984,COSM94985

14. tabula

Izveletas somatiskas mutacijas cfDNS dinamiskai izsekoSanai ceturtaja kriits véZa pacienta gadijuma.

Table 14
Selected somatic mutations for cfDNA dynamic monitoring in the forth breast cancer patient.
. _ Mutacijas [Parklajums péc .
Hr Pozicija Géns L Mut.veids AS Kodons letekme COSM
frekvence,% | deduplikacijas

8 38273404 | FGFR1 541 132 mis_var Y/F tAL/tTt MODE
X 70341606 | MED12 4,71 158 mis_var S/R agT/agA MODE | COSM4110807,COSM4110808

) COSM4167225,C0SM6196800,
5 112176008 APC 4,27 182 mis_var E/K Gaa/Aaa MODE

COSM7166843

8 38274842 | FGFR1 421 154 mis_var G/R Ggg/Ceg MODE
15 | 64048793 | HERC1 3,23 181 mis_var K/R aAg/aGg MODE
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4.8.2. Arpussinu vezikulu analize

Petfjuma tika planots izdalit arpusstinu vezikulas no pacientu plazmas, raksturot tas
uz nanodalinu izsekoSanas iekartas, Western Blot, elektronu transmisijas mikroskopa,
sekvencét EV RNS bibliotekas, lai mekl&tu vai audos atrastas mutacijas var atrast EVs, ka
ari monitorét So mutaciju izmainas klinisko notikumu gaita. Sakara ar reagentu
aizkaveéSanos, tehniskam problémam un globalo COVID19 krizi, §1 pétijuma dala netika
izpildita. Tapat, audos atrastas mutacijas tika planots meklet cfDNS izmantojot ddPCR un
komerciali pasiititas Tagman zondes.

EV satura analize tiek pétita pedejos desmit gadus, tacu EV ietvertas RNS
sekvencéSanas pétijumi, kas apskatitu genétiskas variacijas - somatiskas mutacijas, krits
véZa gadijuma nav pétiti. Lee et al. petijuma ir apskatijusi uroteliala urinpti§la karcinomas
audos atrastas mutacijas un salidzinajusi tas ar somatiskajam mutacijam, kuras var atrast
So pasSu pacientu urina paraugu cfDNS ka ari urina eksosomu DNS (exoDNS). No
atrastajam 17 somatiskajam mutacijam, 14 bija atrodamas cfDNS un 12 no tam bija
atrodamas exoDNS, paradot, ka EV ir potencials dal&ja mutaciju izsekoSana, ja tajas tiek
reprezent&tas audos atrastas mutacijas (Lee et al. 2018). Cilvéku biologisko skidrumu RNS
sekvencéSana ir tehniski sarezgita, jo ieglitie daudzumi ir zema koncentracija un RNS biezi
tiek degradéts pirms Skidrumu apstrades vai apstrades laika. Lai gan ir veikti p&tijumi par
EV ieklautas RNS sekvencéSanu, nav pieejama informacija par atrastam mutacijam
specifiski mazo RNS bibliotekas (Amorim et al. 2017; Savelyeva et al. 2017). Ieprieks
minéta informacija pierada pétjjuma nozimigumu, lai izveért€tu EV nozimi somatisko

mutaciju monitoringa.

4.8.3. Kliniska interpretacija

Ir nepiecieSams izveidot sistému, péc kuras varétu raksturot mutaciju biologisko un
klinisko nozimi. SekvencéSanas datu interpretacija nes atbildibu par pacienta terapijas
izveli un ir etiski nepielaujama, ja ta nav preciza. Ta ka $§adu lémumu pienemsSana ir loti
sarezgita, datu analizi var€tu veikt tikai ekspertu-specialistu komanda, kas sastavétu no
onkologiem, patologiem, molekularajiem biologiem, genétikiem un bioinformatikiem.
Specialistu pieredzes trikums rada nepiecieSamibu péc kvalitativas, genétisko izmainu
interpretacijas, tapéc multidisciplinara zinojuma uzgenerésana ieklaujot p&tijjumu datus,
kliniskos raditajus un patologisko slédzienu, kopuma, vartu sniegt precizaku

rekomendaciju terapijas izvele (Gray et al. 2014; Naito et al. 2018).
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QIAGEN kompanija ir viena no kompanijam, kura ir izveidojusi §adu sisteému- ‘QCI
Precision Insights’ un ‘QCI Interpret’ (Anonymous 2020). To ir atlauts pielietot kliniskaja
praksé un sistéma atlauj izv€leties interpretacijas veidu, kas atbilst noteiktas valsts
likumdoganai un vadlinijam. So datubazi katru nedelu papildina 200 doktora grada limena
specialisti, papildot programmas interpretacijas sp&ju ar molekulariem un terapeitiskiem
datiem no vairak ka 40 datubazém, tai skaita no klinisko petijumu datubazes un zalu
registra. Interpretacija sastav no vairak ka 20 gadu iegiito datu pielietoSanas un molekularo
biologu, ka arT onkologu atseviSku biomarkieru interpretacijas. Izraksts sniedz informaciju
par mutaciju molekularajiem markieriem, to nozimi slimibu progresija un izcelsmé, ka ar1
diagnostisko, terapeitisko un prognostisko nozimigumu. Tacu komerciali pieejamas
sisttmas nav vienigas, kas paslaik ir izveidotas gen&tisko izmainu interpretacijai. Ir
pieejamas ar1 par publiskiem Iidzekliem veidotas brivpieejas datubazes, ka piem&ram
Precision Oncology Knowledge Database (OncoKB). Datubaze ir precizijas onkologijas
datubaze, kas ietver genétisko variaciju biologisko un klinisko nozimigumu, sniedzot
diagnostisko nozimigumu, ieteikumus terapijas izvéle, ka arl prognostisko nozimi.
Datubaze paslaik apraksta tieSi somatiskas mutacijas, tacu nakotn€ plano aprakstit ari
iedzimtas mutacijas.

ST pétfjuma turpinajuma ir planots analizét atlasitas mutdcijas un izvertst to
nozimigumu izmantojot kadu no pieejamam datubazeém, vai pat piedavat informaciju, kas

ir kombingta no vairakam datubaz€ém, lai veiktu rezultatu klinisko interpretaciju.
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5. SECINAJUMI

cfDNS ir nepiecieSams izdalit no nesasaldétiem plazmas paraugiem.

Izmantojot mérketo sekvencéSanu ir noteiktas mutacijas Cetriem kriits véza
pacientiem.

Izdevas atlasit audu somatiskas mutacijas, kuras paredzets detektet cfDNS.
Parafina bloku paraugos ir iesp&jamas sveSas DNS kontaminacijas.

Lai izvertetu mutaciju dinamiskas izmainas, pétijjumu ir nepiecieSams turpinat.
Lai izvertetu mutaciju klinisko nozimigumu, ir nepiecieSams tas analizét caur

prognostiskam, zinojumu genergjosam datubazém.
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6. PATEICIBAS

Vélos izteikt pateicibu magistra darba vaditajai Aijai Lin€ par darba manuskripta
laboSanu ka ari par iesp&ju izstradat magistra darbu Latvijas Biomedicinas pétfjumu un
studiju centra. VE&los izteikt arT pateicibu par palidzibu ar metoZu apguvi un rezultatu
interpretaciju Cristina Bajo Santos, palidzibu ar nukleinskabju izdaliSanu Elizabetei
Laivinai, Kasparam Megnim par ieteikumiem cfDNS protokola optimiz€Sana, Dr.biol.
Pavelam Zajakinam par sekvencéSanas datu apstradi un Dr.biol. Artiram Abolam par
ieteikumiem metozu veikSana. Velos pateikties Rigas Austrumu Kliniskajai Slimnicai par
sadarbibu projekta. Ka ar1 izsaku lielu pateicibu Dr.biol. Dacei Pjanovai par recenzijas
veikSanu. Darbs tika izstradats “Personalizéts kriits véZa molekularas diagnostikas tests

zalu izvélei un slimibas gaitas novérosanai (KC-PI-2017/23)” ietvaros.
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PIELIKUMI

1. pielikums

Pirma pacienta mutaciju atkartojumi

Appendix 1

Primer sequences.
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Ceturta kriits véZa pacienta somatiskas mutacijas

2. pielikums

Appendix 2
Somatic mutations for the forth breast cancer patient.
Hr Pozicija Géns fr’\::\::r:icj:,s% Zéergllfpjll: kméscir;:;: Mut.veids AS Kodons letekme] COSM
19 8962434 MUC16 38,46 64 int_var - - MODI -
1 40365437 MYCL 34,72 72 int_var - - MODI -
CAGCAGCAGCAg/C
1 154842225| KCNN3 24,00 200 inf_ins OdQQOdOd/gg AGCAGCAGCAAgG MODE -
CAGCAGCAg
19 8997192 MUC16 19,05 147 int_var - - MODI -
CAGCAGCAGCAGCA
QQQQQQQ | GCAGCAGCAGCAGC
QQQQQQQ |AGCAGCAGCAGCAG
1 154842199| KCNN3 18,52 194 inf_ins P/QQQQQQ|Cca/CAGCAGCAGCA| MODE -
QQQQQQQ | GCAGCAGCAGCAGC
QaP AGCAGCAGCAGCAG
CAGCAGCca
14 105239146 AKT1 16,88 262 int_var - - MODI -
19 9007748 MUC16 15,29 145 int_var - - MODI -
7 55248926 EGFR 9,68 326 int_var - - MODI -
1 120612040| NOTCHZ2 9,25 173 5'UTR_var - - MODI -
22 29091877 CHEK2 6,78 111 int_var - - MODI -
16 68771418 CDH1 6,72 209 int_var - - MODI -
1 154842233 | KCNN3 6,57 198 stop,inf_ins Q/Q* cAG/cAGTAG HIGH -
1 211832089 NEK2 6,00 100 down_g_var - - MODI -
16 68849513 CDH1 5,43 131 syn_var T acC/acG LOW -
16 68849516 CDH1 5,43 131 syn_var gtC/gtG LOW -
8 38273404 | FGFR1 5,41 132 mis_var Y/F tAt/tTt MODE -
16 68771410 CDH1 5,26 209 int_var - - MODI -
16 68771414 CDH1 5,26 201 int_var - - MODI -
7 151932985| KMT2C 5,10 306 mis_var P/S Cct/Tct MODE -
19 9048822 | MUC16 5,00 134 syn_var L Ctg/Ttg LOW cf)i?\AMsZiiiégf:gssnzZziZ}é
X 70341606 MED12 4,71 158 mis_var S/R agT/agA MODE | COSM4110807,COSM4110808
19 9009614 MUC16 4,35 222 mis_var T/A Acc/Gcece MODE -
5 112176008 APC 4,27 182 mis_var E/K Gaa/Aaa MODE cos MMfg;ﬁ:;iggxgl%soo’
16 68849508 CDH1 4,26 135 mis_var A/S Gee/Tec MODE -
7 6043589 PMS2 4,24 224 int_var - - MODI -
8 38274842 FGFR1 4,21 154 mis_var G/R Ggg/Cgg MODE -
8 2806920 CSMD1 4,10 264 int_var - - MODI -
2 17954401 GEN1 4,08 159 splice_d_v - - HIGH -
6 152565736 SYNE1 3,70 179 stop L/* tTa/tAa HIGH -
11 108183154 ATM 3,67 180 mis_var E/K Gaa/Aaa MODE | COSM6067438,COSM6067439
13 32968941 BRCA2 3,48 170 syn_var N aaC/aaT LOW -
7 6043721 PMS2 3,33 209 int_var - - MODI -
1 211832061 NEK2 3,27 159 down_g_var - - MODI -
16 68771431 CDH1 3,25 211 int_var - - MODI -
15 64048793 HERC1 3,23 181 mis_var K/R aAg/aGg MODE -
6 152631036| SYNE1 3,15 175 syn_var A gcT/gcC LOW -
6 564632 EXOocC2 3,14 234 mis_var R/P cGg/cCg MODE -
19 9009681 MUC16 3,11 252 syn_var L ctC/ctA LOW COSM715535,CO0SM715536
17 29508819 NF1 3,05 165 int_var - - MODI -
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