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Kopsavilkums

Lidz Sim literatiira nav zinojumu par ccfDNA un cirkul&joSo miRNS izpéti HA pacientu
plazma. Darba tika novértéta iesp&jamiba detektet HA izcelsmes ccfDNA plazma, veicot
mérketu NGS pozicijas, kuras saturgja HA somatiskas mutacijas, un veikts pétijums par miRNS

sastava izmainu detektéSanu plazma 24 stundas péc HA rezekcijas.

HA eksomos atklatas somatiskas mutacijas tikai detekt€tas septinas no 16 parbauditajam
pozicijam ccfDNA amplikonos. Divas ccfDNA pozicijas mutanta aléle bija vairak neka 2% no
kopgja nolastjumu skaita, kas varétu liecinat par So ccfDNA izcelsmi no HA. Piecas pozicijas
no diviem HA pacientiem mutantas al€les Tpatsvars ccfDNA bija ap 50%, kaut gan §1s mutacijas

netika konstatétas leikocitu DNS.

miRNS sastavs plazma péc HA rezekcijas, bija statistiski biitiski (P < 0,05) izmainits

¢etram miRNA robezas no -1,2 — 1,4 reiz€m.

Atslegas vardi: hipofizes adenoma, ccfDNA, cirkulgjosas miRNS, mérkéta ccfDNA

NGS, miRNA diferenciala ekspresija plazma, plazmas biomarkieri.



Abstract

So far, there are no reports in literature on ccfDNA and circulating miRNA in plasma of
pituitary adenoma (PA) patients. This work assessed the probability of detecting PA derived
ccfDNA in plasma by using targeted NGS in positions which contained somatic mutations

found in PA and studied the changes in miRNA profiles in plasma 24 hours post-surgery.

Seven of the 16 somatic mutations previously found in the exome of PA were detected in
amplicons of ccfDNA. In two positions of ccfDNA mutated allele was detected in more than
2% of all reads indicating that this ccfDNA is of PA. Five positions in two patients had mutated
allele frequency in ccfDNA close to 50% even though these mutations were not detected in

leukocyte DNA.

Statistically significant fold change (P < 0,05) between -1,2 — 1,4 in plasma post-surgery

was observed for four miRNAs.

Keywords: pituitary adenoma, ccfDNA, circulating miRNAs, targeted ccfDNA NGS,

miRNA diferential expression in plasma, plasma derived biomarkers.



Ievads

Hipofizes adenoma (HA) ir labdabigs audz€js hipofizes dziedzeri, kur§ kopa ar
hipotalamu regul€ visu par&jo organisma esosSo endokrino dziedzeru darbibu. Populacija HA ar
kliniski nozimigu iznakumu ir vienam no 1000 cilvékiem (Daly A. ef al. 2006). Tas var izraisit
hormonu disbalansu, kas noved pie nelabvéligam fenotipa izmainam, un, augstas invazivitates
gadijumos, radit masas efektu intrakranialaja regiona, kas pacientiem var izraisit HA
nespecifiskus simptomus: galvassapes, reiboni un redzes trauc€jumus. Jaunu diagnostikas un
prognostikas metozu ievieSana, kas ir efektivakas, ar mazaku invazivitati un spgj sniegt precizu
informaciju par terapijas efektivitati, ievérojami uzlabotu kliniski nozimigu HA pacientu

personalizetas terapijas efektivitati (Levy A. 2004).

Audz&ju diagnostika Sobrid tiek pétitas minimali invazivas metodes, kas ietver
cirkulgjosas stnu brivas DNS (ccfDNA) vai cirkulgjoso mikro RNS (miRNS) analizi. ccfDNA
galvenokart sastav no 165bp gariem fragmentiem, kuri veidojas, fragment&joties kodola DNS,
apoptozes procesa, un var saturét audzg€ja genomam raksturigos genétiskos markierus (Ma X.
et al. 2017). miRNS ir aptuveni 22 nukleotidu garas RNS molekulas, kuras iesaistas
pectranskripcionala génu reguléSana un to ekspresijas izmainas ir asoci€tas ar vairakiem
audzg€jiem (Palmirotta R. ef al. 2018). miRNS ir ieprieks petitas HA audos, bet literattira ir
ierobezots daudzums pieejamas informacijas par cirkulgjosam miRNS HA pacientu plazma

(Ieva A. et al. 2014), ka ar1 nav informacijas par HA izcelsmes ccfDNA.

Darba tika izvirziti divi mérki. Pirmkart: noskaidrot vai ir iespg€jams detektet adenomas
izcelsmes ccfDNA HA pacientu plazma, veicot mérketu otras paaudzes sekvencéSanu (NGS)
pozicijas, kuras tika iepriek$ atklatas somatiskas HA mutacijas. Petit cirkulgjoSo miRNS
sastava izmainas pacientu plazma pirms un 24 stundas péc HA rezekcijas.

Darba mérku 1stenoSanai tika izvirziti sekojo$i uzdevumi:

e Veikt ccfDNA izdaliSanu no piecu HA pacientu plazmas paraugiem.

e 16 pozicijas, kuras audz&ju materialos pacientiem tika atklatas mutacijas veikt PCR ar
izdalito ccfDNA, un sagatavot iegiitos fragmentus NGS.

e P&c sekvenceésanas veikt sekvenceSanas datu apstradi un analizi.

e Veikt RNS izdaliSanu no 12 HA pacientu plazmas paraugiem pirms un péc rezekcijas.

e Arreala laika PCR metodi veikt izdalito RNS paraugu hemolizes kontroli.

e Optimizet protokolu miRNS bibliotéku sagatavoSanai NGS, lai sekvencésanas laika tiktu
ieglti pec iesp&jas vairak miRNS nolasijumu.

e Veikt miRNS sekvencéSanas datu apstradi un noverteét miRNS sastava izmainas.
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Darba lietotie saisinajumi

ACTH - adrenokortikotropais hormons
ADH — vazopresins
AGO — argonautproteins

AIP — arilhidrokarbonreceptora mijiedarbibas
proteina géns

Arg — arginins

cAMP — cikliskais adenozina monofosfats
ccfDNA — cirkulgjosa §iinu briva
dezoksiribonukleinskabe

cfDNA — $iinu briva dezoksiribonukleinskabe
CDKNI1B - ciklinatkarigas kinazes inhibitora 1B
geéns

CHR - kortikotropina atbrivojosais hormons

ctDNA — audzgja izcelsmes Stinu briva
dezoksiribonukleTnskabe

Cys — cisteins

ddNTP — dideoksinukleotidi

ddPCR - pilienu digitala PCR

dH»O — dejonizéts Gidens

Dicerl — Dicer endoribonukleaze

DICERI1 — Dicer endoribonukleazes géns
DNS — dezoksiribonukleinskabe

dNTP — deoksinukleotids

EGFR - epidermalais augsanas faktors
Exo I - E. Coli eksonukleaze 1

FastAP — termosensitiva sarmaina fosfataze
FIPA — gimenes izoléta hipofizes adenoma

FSH — folikulu stimul&josais hormons

FW — dezoksiribonukleinskabes k&des 5 3’ virziens
GH — augsanas hormons jeb somatotropais hormons

GHRH - augsanas hormonu atbrivojosais hormons

Gln — glutamins

GNAS — G-proteina afla subvienibas géns

GnRH — gonadotropinu atbrivoSais hormons
G-proteins — guanin-nukleotidu saistoSais proteins

HA - hipofizes adenoma

NFPA - hormonus nesekretgjosa hipofizes adenoma

Hesx1 — hipofizes organogenézes iniciacijas
transkripcijas faktors

His — histidins

IGF-1 — insulinam lidzigais augSanas faktors-1
IL-1 — interleikins-1

IL-6 — interleikins-6

JAK — Janus kinaze

KRAS — Kirstena zurku sarkomas 2. virala onkogéna
homologa géns

Leu — leicins

LH — luteiniz&josais hormons

MENI1 — menina gens

MENTI (sindroms) — 1. tipa multipla endokrina
neoplazija

MEN4 — 4. tipa multipla endokrina neoplazija

miRISC — mikro ribonukleinskabes un proteinu
komplekss.

miRNS — mikro ribonukleinskabe

MSH — melanocttu stimul&joSais hormons
NGS — nakamas (otras) paaudzes sekvencésana
NM23 — nukleoziddifostatkinazes-1 géns

NRAS - neiroblastomas zurku sarkomas virala
onkogéna homologa géns

OT — oksitocins

p53 — audzgja proteins p53

PCR — polimerazes kedes reakcija

pKa — proteinkinaze a

POMC - propiomelanokortins

PRH — prolaktinu atbrivojosSais hormons
PRL — prolaktins

RAS — zurku sarkomas génu saime

RBI1 - retinoblastomas proteina 1 géns
RNS - ribonukleinskabe

RS — dezoksiribonukletnskabes k&des 3’ 5’ virziens
Ser — serins

SIX3 — hipofizes organogenézes iniciacijas
transkripcijas faktors

SNP — viena nukleotida polimorfisms
SSTRS — somatostatina receptors 5
SSTRs — somatostatina receptori

STAT - signala transdukcijas un transkripcijas
aktivacijas faktori

T3 - trijodotironins
T4 — tiroksins

TAE — tris acetata etiléndiamintetractikskabes
buferskidums

TP53 — audzgja protetna p53 géns

TSH — tireoidstimul&josais hormons

USP — ubikvitinspecifiskas proteazes géns
UV — ultravioletais starojums

WHO - Pasaules Veselibas organizacija



1. Literaturas apskats

1.1. Hipofizes dziedzera anatomiskais un fiziologiskais raksturojums

Hipofize ir endokrinais dziedzeris, kas atrodas galva un sastdv no anterioras
(adenohipofize) un posterioras (neirohipofize) daivas. Kopa ar hipotalamu, hipofize regul€ visu
pargjo organisma esoSo endokrino dziedzeru darbibu, ka arm metabolistiskas funkcijas, lai
nodroSinatu organisma fiziologisko parametru homeostazi (Fountas A., Karavitaki N. 2017).
Normala vid€ja hipofizes dziedzera izméri parasti ir 13 mm platums, 10 mm garums un 5 mm
augstums, un svars aptuveni 0,5g (Rajaratnam S. 2013). Hipofize ir novietota netalu no
vidussmadzen@m un, lai gan atrodas arpus galvas hematoencefalaliskas barjeras, tomér saglaba
funkcionalu savienojumu ar galvas smadzen€m, jo hipofizes posteriora dala ir anatomiski un
funkcionali savienota ar hipotalamu. Laterali hipofizei atrodas iek$€jas miega arterijas (arteria
carotis interna), ka arl aptuveni Smm virs adenohipofizes dalas atrodas redzes nervu
krustpunkts (chiasma opticum). Dziedzeris iegulas sparnakaula (os sphenoidale), turku sedlu
(sella turcica) dala, ko sauc par hipofizes dobumu (fossa hypophysialis), un to aptver smadzenu
cieta apvalka atvasinajums — sedlu diafragma (diaphragma sellae), kura piestiprinas pie
sparnkaula mugurgja un prieksgja kilveida izaugumiem (Hillary S., Balasubramanian S.P.

2017).

— Hypothalamus

Mammillary body

; - Median eminence
Optic

chiasm Infundibulum

Pars tuberalis

Anterior
Pituitary
Pars distalis

Pars intermedia Infundibular

stalk Posterior

pituitary
Pars nervosa

Hypophyseal fossa
in sella turcica of
sphenoid bone

1. attéls. Hipofizes dziedzera anatomija (https://www.thoughtco.com/pituitary-gland-anatomy-373226).
Figure 1. Anatomy of pituitary gland (https://www.thoughtco.com/pituitary-gland-anatomy-373226).

Adenohipofize un neirohipofize ir gan anatomiski, gan funkcionali atSkirigas.
Adenohipofize (pars distalis) sastav no endokrinam $tnam, kuras sintez€ un sekreté hipofizei
raksturigos hormonus. Neirohipofizi (pars nervosa) veido no hipotalama nakosSie

magnocelularo nervu aksonu sakopojumi, kuru neironu kermeni atrodas pasa hipotalama, un
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neiroglijas tipa Stnas — pituciti. Neirohipofize neveic hormonu sinté€zi, bet nodroSina
hipotalama sintize€to hormonu sekréciju. Hipofizei vél ir vid€ja daiva (pars intermedia), kura
cilvékiem ir reducéta, un ne visos literatiiras avotos izdalita ka atseviska hipofizes dala. Vidgjo
daivu veido Ratkes kabatas atlikums p&c Siinu proliferacijas, un ta sintez€ un sekreté vienu

hormonu — melanocitu stimul€joSo hormonu (Nussey S., Whitehead S. 2001).

Hipofizi apasino augseja hipofizes artérija (arteria hypophysialis superior) un apaksgja
hipofizes artérija (arteria hypophysialis inferior), un §is arterijas atzarojas no hipofizei blakus
esosas iek$€jas miega art€rijas (arteria carotis interna). Augseja hipofizes arterija apasino
adenohipofizes dalu un attiecigi apaksg€ja hipofizes arterija apasino neirohipofizes dalu (Foulad
A. 2015). Hipofizé esoSie kapilari veido hipotalama-hipofizes vartu sistemu, kas savieno
prieks&jo hipofizes daivu ar smadzen&m un nodroSina hipotalama hormonu (statinu un liberinu)
transportu, kuri regul@ adenohipofizes hormonu sekréciju. Viens no hipotalama-hipofizes vartu
sisttmas kapilaru tikliem atrodas neirohipofizes kajinas (infundibulm) dala. (Strauss et al.

2009).

1.2. Hipofizes embrionala attistiba

Pamats adenohipofizes un neirohipofizes anatomiskai un funkcionalai atSkiribai ir to
embrionala izcelsme. Adenohipofizes veidojas no mutes dobuma ektodermas, bet neirohipofize
veidojas no neiralas ektodermas. Cilvékam hipofize sak veidoties ceturtaja embrija attistibas
nedéla. Adenohipofize veidojas, sabiezinoties oralai ektodermai, ka rezultata izveidojas
hipofizes aizmetnis, no kura talak attistas Ratkes kabata. Priek§€jas Ratkes kabatas dalas Stinas
iet cauri vairakiem Siinu daliSanas procesiem, kuru rezultata izveidojas prieksgja hipofizes
daiva, bet aizmugurgjas Ratkes kabatas dalas Siinas proliferé 1eni, izveidojot vid€jo hipofizes
daivu — pars intermedia. Neirohipofize veidojas uz leju, pagarinoties ventrali novietotam
vidussmadzeném. Hipofizes abu daivu precizu izveidi ar raksturigo anatomisko formu un
fiziologisko funkciju kontrol@ ar vairaki telpiskie un transkripcijas faktori. Kludu gadijuma var
veidoties hipofizes dziedzera strukturalas un funkcionalas patologijas. Hipofizes attistibu var
iedalit trs stadijas, kur 1. stadija sakas dziedzera organogenéze un Ratkes kabatas izveide, kuru
inicié SIX3 un Hesx1 transkripcijas faktori. 2. stadija notiek Ratkes kabatas invaginacija un

Stnu proliferacija, 3. stadija notiek Siinu diferenciacija (Larkin S. Ansorge O. 2017).



1.3. Hipofizes hormoni

Hipofizes hormonu sintéze notiek adenohipofiz€ un vidus daiva, bet sekréciju veic visas
daivas. Adenohipofize sastav no endokrino Siinu kodoliem, kurus klasificé péc to sekretétajiem
hormoniem: somatotrofas Siinas sintez€ augSanas hormonu (GH) jeb somatotropinu,
kortikotrofas Stinas sintez€ adrenokortikotropo hormonu (ACTH) un beta endorfinus,

gonadotrofas Stnas sintez€ luteiniz&joso hormonu (LH) un folikulu stimul&joSo hormonu

Pr— (FSH), laktotrofas Siinas sinteze
neurosecretory system

prolaktinu (PRL), tireotrofas
Stinas, kuras sintezeé tireotropo
hormonu (TSH) (Hillary S.,
Balasubramanian S.P. 2017).

Median

: Optic chiasm
eminence ol . .o _
Vidgja hipofizes daiva arl
Hypothalamo-hypophyseal tract atrodas  kortikotrofas  Siinas,
PR Qacleiropes) kuras  sintezé un  sekreté
RalE 6H (Somatotropes)
By — TSH (Thyrotropes) melanocttus stimul&joSos

hormonus (MSH) (Childs G.V.

(Mclm ) ACTH (Corticotropes)
.Pos‘rerior 1 Anterior lobe i 2009)
lobe
2. attels. Hipofizes dziedzera sekretétie hormoni Neirohipofize veic
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK27)
Figure 2. Hormones secreted by pituitary gland hormonu sekréciju no

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK27)

magnocelularo neironu aksonu
terminalajiem galiem, bet to sint€ze notiek magnocelularajos neironu kermenos, kuri atrodas
hipotalama. Sie hormoni ir oksitocins (OT) un antidiurétiskais hormons (ADH), un to sekréciju

un uzglabasanu palidz kontrol&t pituciti (Nussey S., Whitehead S. 2001).

Katram adenohipofizes hormonam ir savi mérka audi un efekts. GH jeb somatotropina
meérkis ir visi organisma esosie audi, kuri satur GH receptorus. GH stimul€ augsSanai specifisku
génu transkripcijas aktivéSanu, kuru ekspresijas galaprodukti iesaistas Stinu anabolisma. GH
sekréciju regulé hipotalama augSanas hormona regul&josie peptidhormoni: augsanas hormonu
atbrivojoSais hormons (GHRH), kura ietekm& GH atbrivojas no adenohipofizes somatotrofiem
un nonak asinsrité, un somatostatins, kur§ veic pretgju iedarbibu inhib&ot GH sekréciju. Bez
GHRH un somatostatina, GH sekréciju ar1 regul€ insulinam Iidzigais augSanas faktors-1 (IGF-
1) ar negativas atgriezeniskas saites principu. Bez sekrécijas regulacijas hormoniem ar1 pastav
hormoni, kuri regulé somatotropina géna ekspresiju, tie ir vairogdziedzera sekretétie tiroksini

T3 un T4 (ElSayed S.A, Bhimji S.S. 2017). Ja GH sekrécija hipofizeé netiek optimali reguléta,
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tad tas var novest pie akromegalijas — paaugstinata GH sekrécija (hipersekrécija), kuras
rezultata var veidoties skeleta, sirds, elpoSanas, endokrinas sist€mas un neiromuskularas

sisteémas traucgjumi (Ben-Shlomo A., Melmed S. 2008).

PRL ir hormons, kur§ gan virieSiem gan sievieteém tiek sekretéts neliela daudzuma. Bet
sieviettm PRL sekrécija ir pastriprinata griitniecibas laika un péc griitniecibas zidiSanas
perioda. Ta primarais mérka organs ir piena dziedzeri, kur tas piesaistas pie PRL membranu
receptoriem (Liyanarachchi K.D., Debono M. 2017). Prolaktina sekréciju art regulé hipotalama
sekretétie faktori: dopamins ar inhib&josu ietekmi un prolaktinu atbrivojosais hormons (PRH)
ar sekrécijas veicinoSu ietekmi (ElSayed S.A, Bhimji S.S. 2017). Nepareiza PRL sekrécijas
regulacija var izraisit hiperprolaktinemiju (paaugstinats PRL Iimenis). Gan virieSiem, gan
sievietem hiperprolaktin€mija var izraisit libido zudumu un laktaciju. Papildus sievietém
hiperprolaktin€mija var izraisit menstruaciju traucgjumus, bet virieSiem impotenci, neauglibu,

osteoporozi un svara pieaugumu (Verhelst J., Abs R. 2003).

TSH meérka organs ir vairogdziedzeris, kur tas saistas pie taja esoSo folikularo Stinu
virsmas receptoriem, un veicina vairogdziedzerim raksturigo hormonu sinté€zi un sekréciju.
TSH sekréciju no adenohipofizes veicina hipotalama sekretétais tireotropinu atbrivojosais
faktors, bet vairogdziedzera tiroksini T3, T4 izraisa inhib&joSu efektu (ElSayed S.A, Bhimji
S.S. 2017). Nekontroleta TSH sekrécija var izraisit vairogdziedzera darbibas trauc&jumus.
Paaugstinatas TSH sekrécijas gadijuma veidojas hipertiroidisms — palielinata vairogdziedzera
hormonu sekrécija, ka rezultata var veidoties nogurums, nepamatotas trauksmes sajiitas, miega

trauc€jumi, svara zudums, palielinata sviSana un siltuma nepanesamiba (Leo S. et al. 2016).

FSH un LH ir ziditaju gonadu stimul&josi hormoni, un to mérka organi atskiras starp
dzimumiem. Sievietém tie iedarbosies uz olnicam, bet virieSiem uz sckliniekiem. FSH
virieSiem ir nozimigs spermatogenézes veicino$s faktors, bet sievietém tas stimulé folikulu
attistibu. LH ir nepiecieSams, lai stimulétu dzimumhormonu sekréciju no dzimumdziedzeriem,
attiecigi virieSiem LH stimul@s testosterona sekréciju, bet sievietém progesterona sekréciju.
FSH un LH sekréciju regulé hipotalama gonadotropina atbrivojosie faktori (GnRH) (ElSayed
S.A, Bhimji S.S. 2017). Traucéta LH un FSH sekrécijas kontrole var novest pie So hormonu
hiposekrécijas vai hipersekrécijas. Sekas atSkiras starp dzimumiem. VirieSiem LH un FSH
hipersekrécija var izraisit paaugstinatu testosterona Iimeni, kas var veicinat: svara zudumu,
nogurumu, muskulu mazsp&ju un libido zudumu (Snyder P., Sterling F. 1976). Bet sievietem

paaugstinata LH sekrécija var izraisit policistisko olnicu sindromu (Watson H. ef al. 1993).
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ACTH ir hormons kur§ iedarbojas uz virsnieru dziedzeri, un stimulé glikokortikoidu
sint€zi, kuri pielago kermeni stresa apstakliem (ElSayed S.A, Bhimji S.S. 2017). Pats ACTH
veidojas no lielaka prekursora — propiomelanokortina (POMC). ACTH Sekréciju stimulé
hipotalama kortikotropinu atbrivojosie hormoni (CRH) un interleikini (IL-6, IL-1), bet ACTH
sekréciju inhibé glikokortikoidi (Liyanarachchi K.D., Debono M. 2017). Palielinata ATCH
sekrécija var izraisit KuSinga sindromu, ka rezultata pacientam var veidoties svara pieaugums,
muskulu atrofija un osteoporoze. Be&rniem Kusinga sindroms arT var ietekmét augSanu garuma

(Sharma S. et al. 2015).
1.4. Hipofizes adenoma

Aptuveni 15-20% no visiem intrakranialajiem audzgjiem ir tieSi hipofizes adenomas
(HA), kas ir nemetastazgjosi hipofizes dziedzera audzgji, kuru pamata ir epit€lijaudi (Melmed
S. 2011). Simptomi, kas raksturo kliniski nozimigu hipofizes adenomu, var but dazadi, un ir
atkarigi no pasas hipofizes adenomas veida, bet parasti hipofizes adenomas izpauzas specifiski
ka hormonu disbalanss organisma un nespecifiski ka galvassapes, reiboni un redzes trauc&jumi.
Hipofizes adenomas klasificé péc to izmériem, agresivitates, endokrinas aktivitates un
ekspresétajiem transkripcijas faktoriem (Levy A. 2004). 2017. gada pasaules veselibas
organizacija (WHO) izdeva jaunu hipofizes adenomu klasifikacijas sisttmu. WHO klasifikacija
termins ,,hormonu producgjosa adenoma” ir nomainits ar ,,adenohipofizes §tinu izcelsmes
adenomas”, kuras talaka kategoriz€Sana balstds uz imunohistokimiskam analizém un
transkripcijas faktoriem (1. tabula). ST jauna klasifikacijas sistéma lauj precizak noteikt

adenomas invazivitati, arst€Sanas metodi un adenomas atjaunosanas risku (Lopes M. 2017).
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1. tabula. WHO 2017. gada hipofizes adenomu klasifikacija.
Table 1. WHO 2017 classification of pituitary adenomas.qq

Adenomas tips Morfologija Hormoni péc Transkripcijas
imunohistokimiskam analizéem  faktori
Somatotrofa Blivi granuléta adenoma GH +/- PRL PIT-1
adenoma Izklied@ti granuléta
adenoma GH +/- PRL PIT-1
Mamosomatotrofa
adenoma GH + PRL (no vienas $iinas) PIT-1, ERa
Somatotrofa- laktotrofa GH + PRL (no atseviskam §tinam)
adenoma PIT-1, ERa
Laktotrofa adenoma Izkliedgti granuléta PRL PIT-1, ERa
adenoma
Blivi granuléta adenoma PRL PIT-1, ERa
Acidofilo cilmes $tinu
adenoma PRL, GH PIT-1, ERa
Tireotrofa adenoma B-TSH PIT-1
Kortikotrofa adenoma  Blivi granuléta adenoma ACTH T-PITb
Izkliedeti granul&ta
adenoma ACTH T-PITb
Kriika $tinu adenoma
(Crooke’s cell adenoma) ACTH T-PITb
Gonadotrofa adenoma B-FSH, B-LH SF-1, GATA2,
ERa
Null cell adenoma Nav Nav
Plurihormonala PIT-1 Plurihormonolala GH, PRL, B-TSH PIT-1
adenoma adenoma
Adenoma ar dazadam
hormonu kombinacijam ACTH/GH, ACTH/ PRL Nav

Skatoties péc aktivitates un agresivitates, adenomas var iedalit aktivas (notiek hormonu
sekrécija un ir kliniska aina) vai arT kliniski neaktivas HA (notiek hormonu sekrécija, bet nav
kliniskas ainas, kas atbilstu hormonu disbalansam) un pilnigi neaktivas HA (nav hormonu
sekrécija un kliniskas ainas) (Mayson S. un Snyder P. 2014). Tomér ne visas kliniski neaktivas
adenomas ir kliniski nenozimigas, dazas neaktivas HA var atras augSanas rezultata izplesties
un radit lielu spiedienu uz fossa hypophysialis sieninu, ka rezultata var veidoties audzgja
invazija sparnkaula dobuma (sinus sphenoidalis) (skatit 3. attelu), kas var radit stipras
galvassapes. Bez invazijas sinus sphenoidalis HA var veidot spiedienu uz chiasma opticum, ka
rezultata pacientam var veidoties redzes trauc€jumi, ka ari HA var apspiest pasu hipofizi,
izraisot hormonu hiposekréciju (Levy A. 2004). Vésturiski HA ar1 iedala péc izmériem, kur

mikroadenomas raksturo izméri, kas ir <10mm un makroadenomas, kuras izmeri ir >10mm.

(Kovacs K. et al. 1996).
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3. attels. Hipofizes makroadenoma un tas invazija sparnkaula dobuma sinus sphenoidalis vizualizéta ar
magnétisko rezonanses tomografijas metodi - Bechara Y. Ghorayeb
(http://www.ghorayeb.com/transsphenoidanatomy.html)

Figure 3. Pituitary macroadenoma with sphenoid sinus invasion visualised with magnetic resonance imaging
method — Bechara Y. Ghorayeb (http://www.ghorayeb.com/transsphenoidanatomy.html)

Galvenas metodes, lai noskaidrotu hipofizes adenomas klatbiitni, ir magné&tiskas
rezonanses izmekl&umi hipofizes regiona, Hamfrija redzes lauka testi, imunohistokimiskas

metodes un analitiskas metodes, lai noskaidrotu attieciga hormona disbalansu (Levy A. 2004).

1.5. Hipofizes adenomu iedalijjums atkariba no sekretéta hormona veida

Somatotropinoma ir adenoma, kura sastav no somatrofajam S$tunam. Aktiva
somatotropinoma kermeni1 parasti izraisa palielinatu GH Iimeni, ka rezultata ari paaugstinas
IGF-1 produkcija. Paaugstinata GH limena visbiezakas sekas ir akromegalija, kas ir leni
progres€josa slimiba un var izraisit izmainas kermena auguma un kermena dalu proporcijas,
biitiskas proporciju izmainas var parasti noverot sejai, kas izpauzas, ka paplasinats deguns,
vaigu kauli un izteikti izaugumi pieres dala. Bez auguma izmainam var ari but dazadas
neiropatijas, kardiovaskularas izpausmes un arteriala hipertensija. (Chanson P., Salenave S.
2008). Nepareizas akromegalijas apriipes gadijuma var ievérojami samazinaties pacienta dzives
kvalitate, ka ar1 palielinaties mirstiba, tapéc ir svarigi precizi diagnosticét akromegaliju péc
iesp&jas atrak. Akromegaliju var diagnosticét péc kermena sejas dalas somatiskajam izmainam,

GH un IGF-1 Iimena testiem un hipofizes audzgja izmériem (Reid T. et al. 2010).

Prolaktinoma — hipofizes adenoma, kas veidojas no laktotrofajam Stnam un ir
visbiezakais hormonu sekret€josas hipofizes adenomas veids, aptuveni 40-60% no visam
sekret§josam hipofizes adenomam (Yatavelli R.K.R., Bhusal K. 2017). Mikroprolaktinomas

(<10mm diametra) ir audzgji, kuri ar laiku var samazinaties izmera un spontani izzust, ka art
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neveic nozimigu hormonu sekréciju, péc kuras varétu sekot kliniska aina. Bet palielinats PRL
daudzums organisma (>=5000mU/l) liecina par iesp&amu makroprolaktinomu (>10mm
diametra). Aktivas makroprolaktinomas izraisa hiperprolaktinémiju, un tas simptomi ir atkarigi
no dzimuma. Sievietém par hiperprolaktineémijas simptomiem biezi liecina oligomenoreja
(menstruacijas ilgst tikai vienu lidz divas dienas) vai amenoreja (menstruaciju trikums).
VirieSiem prolaktinomas parasti ir asoci€tas ar erekcijas disfunkciju, libido zudumu un
spontanu laktaciju (Levy A. 2004). Prolaktinomas visbiezak ir sastopamas sievietém vecuma
starp 20 un 50 gadiem un 10x biezak sastopama sievietém, bet virieSiem atskiriba no sievieteém

relativi biezak veidojas makroprolaktinomas (Ciccarelli A. et al. 2005).

ACTH sekretejosas adenomas jeb kortikotrofas adenomas veido aptuveni 10-15% no
visam hipofizes adenomam, un §is adenomas ir asociétas ar KuSinga sindromu. Lielaka dala no
ACTH sekretéjosam adenomam péc izmé&riem ir makroadenomas (Kovacs K. et al. 2001). Bez
ACTH sekretéjosam adenomam, prolaktinomam un somatotropinomam vél pastav adenomas,
kas ir saistitas ar TSH hormona sekréciju, kuras parsvara izpauzas ka invazivas
makroadenomas, gonadotropina sekretéjosas adenomas, kuras biezi ir bez kliniskas ainas, kas
atbilstu gonadotropina hormona disbalansam, bet savas invazivas dabas d&l parasti izraisa
redzes lauka traucg€jumus un galvassapes. Plurihormonala adenoma ir rets hipofizes adenomas
veids, kuras imunohistokimiskas analizes uzrada antivielu reakciju ar vairakiem hormoniem

(Lopes M. 2015).

1.6. Hipofizes adenomu epidemiologija

Metaanalizes konstaté, ka hipofizes adenomas sastopamiba vispargja populacija ir
aptuveni 16,7% (Ezzat S. et al. 2004). Lai gan sastopamiba populacija ir augsta, tomér 95% no
16,7% gadijumiem ir kliniski nenozimigi un visbiezak paliek neaktivas mikroadenomas stadija
bez jebkadas kliniskas ainas. Petijums Belgijas populacija liecina, ka aptuveni 1 no 1000
cilvékiem ir hipofizes adenoma ar kliniski nozimigu ainu (Daly A. et al. 2006). Akromegalijas
izraiso$as somatotropinomas sastopamiba populacija ir ar 2,8 — 13,7 jauniem saslimSanas
gadijumiem gada uz 100°000 cilvekiem (Lavrentaki A. ef al. 2017). Prolaktinomu sastopamiba
ir ar frekvenci aptuveni 64 gadijumi uz 100’000 cilveékiem gada (Daly A. et al. 2006). KuSinga
slimibas asociétas kortikotrofas adenomas populacija ir ar sastopamibu — 0,7 saslimSanas
gadijumi gada uz 100°000 cilveékiem (Monson J.P. 2000).TSH sekret&josas adenomas
sastopamiba populacija — 0,15 saslim$anas gadijumi gada uz 1°000°000 cilvékiem (Onnestam

L. et al 2013).
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1.7. Hipofizes adenomu genétiskie ceéloni

Hipofizes adenomas ir ar monoklonalu izcelsmi un no genétikas viedokla hipofizes
adenomas var iedalit divas grupas: parmantotas/gimenes (gimenes vésture ar hipofizes
adenomam) un sporadiskas (nav gimenes véstures ar hipofizes adenomam). Aptuveni 5% no
HA gadijumiem ir gimenes hipofizes adenomas. Tas iedala divas grupas: izolétas HA grupa
(FIPA — familial isolated pituitary adenoma), kur noteiktu germline DNS g€nu mutacijas
rezultata veidojas tikai HA, un sindromiska grupa, kur noteiktu germline DNS g€nu mutaciju
rezultata bez HA var attistities arT citi audzg&ji. Sporadiskas hipofizes adenomas ir apméram
95% gadijumos, un tas ar1 iedala divas grupas: sporadiskas HA, kuras izraisa zinamas mutacijas
germline DNS, bet bez slimibas gimenes véstures un sporadiskas HA bez mutacijam germline
DNS — ka célonis ir somatiskas mutacijas vai epigenétiskas izmainas (Lecoq A. et al. 2015),

(Gadelha M. R. et al. 2013).

Pazistamaka FIPA mutacija ir arilhidrokarbonreceptora mijiedarbibas proteina géna
(AIP) (Zhang Q. et al. 2017). AIP géns kode 330 aminoskabju garu proteinu, kurs ir ar audzgju
nomacosu aktivitati tiesi hipofizes dziedzeri (Trivellin G., Korbonits M. 2011). Mutacijas, kas
izmaina proteina funkcionalitati, visbiezak noved pie GH sekretéjoSas HA attistibas. Germline
AIP mutacijas, kas izraisa FIPA, tiek nodotas nakamajai paaudzei autosomali dominanta veida,
un, ja viens no vecakiem ir ar A/P saistitu FIPA, tad katram p&cnacgjam ir 50% iesp&ja mantot
AIP géna patogénisko variantu. Penetrance parmantotam patog€najam A/P variantam ir
aptuveni 15-30%, tadel nav iesp&jams precizi paredzet vai individam ar So variantu attistisies

audzgjs (Ibanez-Costa A., Korbonits M. 2017).

Sindromiskas grupas mutacijas ir parasti saistitas ar multiplas endrokrinas neoplazijas
génu (MEN]) un ciklinatkarigas kinazes inhibitora 1B (CDKNIB) génu (Zhang Q. et al. 2017).
MENI ir geéns, kur$ kode proteinu 610 aminoskabju garu proteinu menin, kas ir transkripcijas
regulators ar audz&ju nomacosu aktivitati. Mutacijas MENI izraisa autosomali dominantu
saslimSanu, kuru ar1 devé par MEN1 jeb 1. tipa multiplo endokrino neoplaziju. MEN1 sindroma
rezultata iev€rojami palielinas risks saslimt ar hipofizes adenomu un citiem endokrino
dziedzeru audzgjiem. Pétijuma par MEN1 pacientiem Francija un Belgija, tika konstatéts, ka
aptuveni 42% MENI1 pacientu attistas hipofizes adenomas sakot no 12 gadu vecuma (Thakker
P. et al. 2012), (Verges B. et al. 2002). Latvijas populacija tika konstatéts, ka viena nukleotida
polimorfisms (SNP) MENI pozicija 1s2959656 ir saistits ar paaugstinatu risku hipofizes
adenomas attistibai (Peculis R. et al 2016).
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CDKNIB mutacija, kas izraisa slimibu MEN4 (4. tipa multipla endokrina neoplazija), tika
atklata, kad noskaidrojas, ka aptuveni 10% HA adenomas pacientiem m&dz biit fenotips, kas
lidzinas MENI1 fenotipam, bet genétiskas analizes neuzrada nekadas mutacijas MEN1 géna. Tas
ir tadel, ka menins regule CDKNIB transkripciju, turklat CDKNIB ekspresijas produkts (196
aminoskabju proteins — p27) regulé Siinas ciklu, mijiedarbojoties ar ciklinatkarigajam kinazem.
Hipofizes adenomas gadijuma MEN4 izraisa ACTH sekretjosas HA, GH sekretgjosas HA un
hormonus nesekretéjosas HA (NFPA) (Schernthaner-Reiter M. et al 2016).

Gengtiskas izmainas sporadiskas izcelsmes hipofizes adenomas parasti ir saistitas ar
izmainam onkogénu rajonos pieméram, G-proteina aflasubvienibas géna (GNAS),
ubikvitinspecifiskasproteazes géna (USPS). Bez onkog€niem zinamas mutacijas, kas izraisa
sporadiskas HA, ir somatostatina receptora — 5 (SSTRS5). Ar1 MENI un AIP mutacijas ir
atrodamas sporadiskas HA (Marques P., Korbonits M. 2017). Populacija aptuveni 3% pacientu
ar sporadisku HA satur mutacijas AIP géna (Occhi G. et al. 2010). Sporadiskas HA ar 4IP
mutaciju ir dalgji rezistentas pret farmakologisku arst€Sanu ar somatostatina analogiem. Ka ari
sporadiskas hipofizes adenomas ar zemu A/P ekspresiju parasti ir ar invazivu raksturu (Dénes

J. et al. 2015).

GNAS kodé G-proteina alfa subvienibu. Pétijuma, kura piedalijas 60 pacienti ar GH
sekretéjosam adenomam, 24 pacientiem (40%) tika atklatas vairakas somatiskas mutacijas
GNAS gena (Arg201Cys, Arg201Ser, Arg201His, GIn227Arg, GIn227Leu). Sis mutacijas
trauc€ GTFazes darbibu, ka rezultata Stina adenilciklaze ir visu laiku aktiva stavokli un notiek
nepartraukta Stinas stimulacija. GH sekretgjosas adenomas ar pozitivu GNAS mutaciju meédz
biit izm&ros mazakas, bet sekreté intensivak IGF1 un GH neka GNAS negativas GH adenomas

(Freda P. et al. 2007).

USPS8 géns kodé deubikvitingjoSu enzimu, kas aizsarga augSanas faktora receptorus no
degradacijas proteosomas. Aptuveni 62% no ACTH sekretéjosam adenomam satur mutaciju
USPS8 gena. USPS satur 14-3-3 proteinu piesaistes motivu. Fosforilgjot USPS Ser718 atlikumu
14-3-3 proteini var saistities ar USPS 14-3-3 piesaistes motivu. Mutacijas USP8 géna samazina
14-3-3 piesaistes motiva sp&jas saistit 14-3-3 proteinus. TieSi USPS Ser718 mutacija biezi ir

konstat€jama ACTH sekretéjosu HA pacientiem (Ma Z. et al. 2015).

SSTRS5 géns kode somatostatina receptora 5. apaksStipu. Somatostatinam, mijiedarbojoties
ar somatostatina receptoriem (SSTRs), notieck GH hormona sekrécijas regulacija, ka art audzgja
proliferacijas regulacija (Bell G., Reisine T. 1993). SSTRS5 receptori ir visvairak ekspresétie
tie$i somatropinomas un SNP (rs34037914 un rs642249) SSTRS ir tiesi saistiti ar akromegaliju,
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kas norada, ka polimorfismi SSTRS var bt saistiti ar aktivu somatotropinomu (Ciganoka D. et
al. 2011).

Izmainas tumoru surpresoros 7P53, RB1 un onkogénos HRAS, MYC ir reti atrodamas un
parsvara ir tikai izteikti agresivas dabas HA vai hipofizes karcinomas (Gadelha M. R. ef al.

2013).
1.8. Cirkulg€josa Siinu briva DNS

Stnu briva DNS (cfDNA) ir §inu kodola divpavediena DNS fragmenti, kuri ir aptuveni
160 - 180bp gari. Sads garums atbilst DNS, kura ir uztita uz vienas nukleosomas kopa ar
degradétu nukleosomas savienojo$o DNS fragmentu (linker DNA). Sie fragmenti ir sastopami
cilveka kermena Skidrumos, pieméram, asinis un urina. Asinsriteé esoSo cfDNA déveé par
cirkulgjoso Stunu brivo DNS (ccfDNA). Mehanismi, ka tiesi cfDNA nonak kermena Skidrumos,
lidz galam vél nav izpétiti, bet pastav galvenie pienémumi, ka cfDNA kermena Skidrumos
nonak §tinu apoptozes vai nekrozes dél (Ivanov M. ef al. 2015), (Elshimali, Y. L. ez al. 2013),
(Jahr S. et al. 2001). Tomér jaunakie petijumi liecina par to, ka dala no plazma esos$a ccfDNA
nak no Stnu sekretétajam eksosomam, noradot uz to, ka ta iesp€jams iesaistas starpSiinu

komunikacija (Bronkhorst A. B. et al. 2016), (Fernando M. R. et al. 2017).

ccfDNA izpéetei pedeja laika ir pieversta uzmaniba, jo ir pieradits, ka griitniecibas perioda,
autoimiino slimibu gadijuma, miokarda infarkta un véza gadijuma ccfDNA koncentracija
plazma ieveérojami palielinas salidzinajuma ar praktiski veselu cilveku (Ma X. et al. 2017).
Laundabigo audz€ju gadijuma nekontroléta Siinu augSana var izraisit apgritinatu
vaskularizaciju, kas noved pie audz€ja un normalu stinu hipoksijas inducétas nekrozes vai p53
atkarigas / neatkarigas apoptozes. Rezultata laundabigo audz&ju gadijumos ir palielinata kopgja
ccfDNA koncentracija, ka art 10 — 90% no kopgja ccfDNA médz biit audzgju Stnu izcelsmes,
kuru dévé par ctDNA (circulating tumor DNA) (Jahr S. et al. 2001). Petijuma, kur tika
salidzinatas plazmas ccfDNA koncentracijas starp plauSu véza pacientiem un veseliem
cilvekiem, izmantojot kvantitativas polimerazes kédes reakcijas metodi, vid€jas ccfDNA
koncentracijas plauSu véza pacientiem bija 22.6 ng/ml, bet veseliem cilvékiem 10.4 ng/ml
(Yoon K. A. et al. 2009). ccfDNA koncentracijas analizes var izmantot, lai neinvazivi
diagnosticétu potencialu laundabigo audzgju recidivu péc terapijas, ka ari lai prognozetu
pacientu mirstibas risku audz€ja metastazu gadijumos (Valpione S. ef al 2018), (Hu W. et al.

2017).
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1.9. Audzéja mutacijas cirkuléjoSaja Sinu brivaja DNS

P&dgjo gadu laika tiek pétits, vai ccfDNA izmantoSana laundabigo audzg€ju diagnostika
(3kidra biopsija) var aizvietot audu paraugu biopsiju. Skidra biopsija var atvieglot diagnozes
noteikSanu pacientiem ar veselibas stavokli, kas nav piemérots audu parauga biopsijai.
Salidzinajuma ar audu paraugu biopsiju, ccfDNA iegiiSana ir mazak invaziva un plazma esosa
audzgja izcelsmes ccfDNA frakcija var precizi atspogulot dalu no audz&ja genoma. Tadél
sekvencgjot no plazmas izdalitu ccfDNA ir iespgjams minimali invazivi detektét audzgja
genoma esosas somatiskas mutacijas (Ma X. et al. 2017). Audzgji var biit heterogéni
(genomiskas un fenotipiskas atSkiribas starp audzgja Stnam). Klinika precizu heterogéna
audz€ja genoma aprakstiSanu bieZi ierobeZo biopsijas parauga daudzums un biopsijas vieta.
Sados gadijumos ccfDNA sekvencésana var potenciali sniegt precizaku informaciju par kopgjo
audzgja genomu salidzindjuma ar audu paraugu biopsiju no primara audzgja. Attiecigi laujot
optimizet terapiju un kontrolt audzeja progresiju terapijas laika konkrétam pacientam (Adamo
P.etal 2017). Khan K. et al. paradija, ka ccfDNA analizes var izmantot, lai optimiz&tu pacientu
terapiju kolorektala véza gadijuma. P&tjjuma autori pieradija, ka no plazmas izdalita ccfDNA
ir iesp&jams detektet iepriekS zinamas RAS génu saimes mutacijas, kas veido rezistenci pret
epidermala augsanas faktora (EGFR) inhibicijas terapijam (Khan K. H. et al. 2018). 2016. gada
ASV Partikas un zalu parvalde (FDA) apstiprinaja EGFR 19. un 21. eksona mutaciju testu
“cobas EGFR mutation test V2”, izmantojot no plazmas izolétu ccfDNA, lai noskaidrotu
pacientus ar metastatisko nesiksiinu plauSu vézi (non-small cell lung cancer), kuri ir pieméroti
terapijai ar erlotinibu (JAK2 V617F mutantas kinazes inhibitors) (ASV Partikas un zalu
parvalde 2016).

Parasti zemas audzgja izcelsmes ccfDNA koncentracijas un normalu $tinu izcelsmes
ccfDNA piemaisjumu dé] ir apgriitinata audz€jam raksturigo mutaciju detektéSana ar
metodém, ka Sangera sekvencéSana un reala laika PCR (polimerazes kédes reakcija). Tadel ir
japielieto metodes, kas var detektét izmainas ar zemu alternativas al€les 1patsvaru ( > 0.1%)
(Mehrotra M. et al. 2018). Paslaik viena no visplasak pielietotajam metodém mutaciju
detektéSanai ccfDNA ir nakamas paaudzes sekvencéSana (NGS), kas ir balstita masivas
paralélas sekvencésanas principu. Ar NGS metodi mutacijas ccfDNA ir iesp&jams detektet ar
divu veidu metodém: mérketas sekvencé$anas metodi, lai atrastu izmainas noteiktos regionos
(parasti iepriek$ zinamos), un pilna eksoma/genoma sekvencéSanu, kura parbauda plasakas

DNS izmainas (Volik S. et al. 2016).
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1.10. Adenomas izcelsmes cirkuléjosa Siinu briva DNS

Lai gan vairakkart ir pieradits, ka audz&ja izcelsmes ccfDNA ir iesp&ams detektet
laundabigo audz&ju pacientiem, tomér ir maz petijumu par dazadu organu adenomu izcelsmes
ccfDNA detektéSanu. Adenomas salidzinajuma ar Jaundabigiem audz&jiem nav metastazgjosas,
ir mazak invazivas un rada mazak nelabv€ligu ietekmi uz blakus audiem (Koten J.W. et al.
1993). So iemeslu dél kop&jas ccfDNA koncentracijas neatikiras no praktiski veseliem
cilvekiem, un adenomas genoma mutacijas aléles 1patsvars ccfDNA var biit zem detekcijas
sliekSna. Peétijuma, kur tika novértétas adenomas izcelsmes ccfDNA detektéSanas iesp€jas
kolorektalas adenomas pacientiem, nebija noverojamas statistiski nozimigas ccfDNA
koncentracijas izmainas plazma salidzinajuma ar kontroli (kontroles grupa: 7,5 ng/ml, pacientu
grupa 6,3 ng/ml, P = 0,19). Ka arT izmantojot pilienu digitalo PCR (ddPCR, droplet digital
PCR) metodi, kas pétijuma spé&ja detektet izmanas ar aptuveni 0.5% al€les Tpatsvaru, autoriem
ar1 neizdevas detektet mutacijas onkogénos BRAF un KRAS, kuras bija ieprieks atrastas audu

biopsijas paraugos (Myint N. N. M. et al 2018).

Lidz §tm v@l nav veikts neviens pétijums par HA izcelsmes ccfDNA detektéSanas
iesp&jamibu. Bet mérkétas ccfDNA analizes uz konkrétiem genétiskajiem markieriem lautu
minimali invazivi novertét HA 1pasibas. Pieméram, mérkeétas analizes uz tumora surpresoriem
transformacijas risku (Lenders N. un McCormack A. 2018), (Suhardja A. ef al. 2001). Mérketas
analizes uz GNAS génu lautu izverteét somatotropinomas pacientus, kuriem veidotos labaka
atbilde uz terapiju ar oktreotidu (viens no somatostatina analogiem). Jo 40% no
somatotropinomam satur somatiskas mutacijas GNAS geéna (Freda P. et al. 2007).
Somatotropinomas ar mutacijam GNAS géna médz bt mazak invazivas un vieglak paklaujas
terapijai ar oktreotidu, lai normaliz€tu GH sekréciju un samazinatu audz&ja masu (Song Z. J. et

al 2016), (Efstathiadou Z. A. et al 2015).
1.11. Mikro RNS raksturojums un biogenéze

Mikro RNS (miRNS) ir aptuveni 22 nukleotidu garas nekod€josas vienpavediena
ribonukletnskabes molekulas un ir atrodamas gandriz visos eikariotos (Pogue A. L. et al. 2014).
miRNS sakotng&jais priekstecis ir pri-miRNS, kura tiek iegiita transkripcijas vai introna
proceséSanas rezultata. Transkripciju Stinas kodola no miRNS lokusa veic RNS polimeraze II
vai III. Kad ir izveidota pri-miRNS, ta tiek modificéta 5’ gala ar GpppN kepa struktiiru (7-

metilguanozins) un 3’ gala poliadeniléta. Modificéto pri-miRNS Stnas kodola talak saSkel
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DROSHA/DGCRS komplekss, rezultata izveidojas matadatas (hairpin) struktiiras pre-miRNS.
Eksportins-5 (XPOS5) transporté pre-miRNS uz citoplazmu, kur to piesaista TRBP-Dicerl
kompleksa TRBP proteins. Kompleksam piesaistito pre-miRNS saskel Dicerl, izveidojot
nobrieduSu miRNS. NobrieduSas miRNS viena no kédem talak tiek piesaistita
argonautprotetnam (AGO) proteinam un veido miRISC ribonukleoproteinu kompleksu
(miRNS inducéts génu noklusésanas komplekss) (Shukla G. C. ef al. 2011), (Fareh M. et al
2016).

Lai gan lielaka dala no miRNS ir iek$Siinas, ir sastopamas arl arpusSiinas miRNS,
pieméram, asinsrité (cirkulgjosas miRNS). ArpusSunas miRNS, preté&ji iek3stinas, ir stabilas
pret ribonukleazém, augstam un zemam temperatiram un pH veérttbam. Viens no
skaidrojumiem arpusSiinu miRNS stabilitatei nelabvéligos vides apstaklos ir to atraSanas
eksosomas un citas arpussiinu vezikulas. Kermena Skidrumos tiek aktivi sekretétas arpusstinu
vezikulas ieklautas miRNS, un in-vifro petijjumi norada, ka tas var iesaistities starpStinu
miRNS saturu arf ietekm@ §inu apoptoze (Sohel M. H. 2016). Sobrid aktivi tiek pétits arpus§inu
miRNS potencialais pielietojums audz€ju diagnostika un prognostika, jo arpusStinu miRNS

saturs var korel€t ar audz€ja aktivitati (Ieva, A et al. 2014).

1.12. Mikro RNS funkcijas

Cilveka organisma miRNS nepiecieSamas normalai organisma embrionalai attistibai un
homeostazes uzturéSanai, jo tas regulé Siinu diferencéSanos, proliferaciju un apoptozi.
Mutacijas miRNS génos, ka arT izmainas miRNS ekspresijas profila ir asoci€tas ar vairaku
slimibu izraisiSanu un attistibu. Kliniski nozimigas slimibas, kuras ir novérojamas miRNS
ekspresijas profilu izmainas, ir ateroskleroze, i$€miska kardiomiopatija, autoimiinas slimibas
un onkologiskas slimibas (Ardekani A. M. un Naeini M. M. 2010), (Sahu M. un Mallick B.
2018). miRNS regul€ ar hipofizes dziedzera embrionalo attistibu. Zhang Z. et al. majas pelém
Mus musculus veica DICERI (nepiecieSams miRNS nobriesanai) géna dubultu izdzeSanu
(double knockout). Autori noveéroja, ka DICER I negativam pelém veidojas anterioras hipofizes
dziedzera anormala attistiba un visparigi augSanas trauc€jumi. P&tijuma autori secinaja, ka
viens no pamatojumiem noverotajam rezultatam ir tieSi miRNS miR-26b funkcijas zudums.
miR-26b repres€ Lef-1 transkripcijas faktora translaciju, kurs represé Pit-1 promotera aktivitati.
Anteriorai hipofizei Pit-1 faktors ir nepiecieSams, lai stimul&tu $tinu diferenciaciju un veidotos

somatotrofu, tireotrofu un laktotrofu $tinu Iinijas (Zhang Z. et al 2010).
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miRNS  galvenokart iesaistas  pé&ctranskripcionala génu reguléSana. Tas
péctranskripcionali regulé aptuveni 60% no cilvéka proteinu kodgjosSiem géniem (Friedman R.
C. et al. 2009). miRNS translaciju represé kopa ar miRISC ribonukleoproteinu kompleksa
protetniem. miRISC kompleksa galvenie proteini ir viens no ¢etriem miRNS saistoSiem AGO
(1 — 4) proteiniem un 182 kDa glicina-triptofana atkartojumu satuross proteins (GW182).
miRISC kompleksa esosa miRNS komplementari saistas pie mérka mRNS 3’ netransléta
regiona (3 UTR). Péc miRISC kompleksa piesaistes mérka mRNS AGO proteins veic
sakotngjo represiju, inhib&jot 5° GpppN kepa atkarigu translaciju. AGO proteins konkuré ar
eikariotisko translacijas iniciacijas faktoru (eIF4E) par piesaisti kepa struktirai. elF4E ir
nepieciesams, lai ribosoma savaktos ap mRNS. Papildus miRISC komplekss ar1 veicina mRNS
degradaciju, kur mRISC proteini PAN2-PAN3 katalizé 3’ gala poli A sekvences deadenilésanu.
P&c deadenilesanas DCP1-DCP2 proteini katalizé 5° GpppN kepa atSkelSanu. Kad 3’ gals ir
deadenil€ts un 5’ kepa struktiira ir atSkelta, mRNS noarda XRN1 5°-3” eksonukleaze (Fabiam
M. R., Sonenberg N. 2012).

Zinots, ka miRNS ne tikai regulé translaciju, bet iesaistas ari transkripcijas represijas
regulacija. Benhamed M., et al. novéroja, ka novecojusos fibroblastu kodolos miRNS let-7f
kopa ar AGO2 saistas pie CDCAS8 un CDC?2 géniem, kurus regulé E2F transkripcijas faktors,
un veicina So génu transkripcijas represiju (Benhamed M. et al. 2017). let-7 samazinata
ekspresija ir noverota vairakos audzgjos (gan laundabigos, gan labdabigos), ieskaitot HA, jo tas
postranskripcionalas regulacijas mérkis ir RAS onkogéna transkripts (Qian Z. R. et al. 2009).
Bez translacijas un transkripcijas represijas ir pieradits, ka miRNS var iesaistites ar1 translacijas
aktivéSana. Ar miRNP (miRNS ribonukleoproteinu komplekss) saistita miRNS kopa ar AGO2
un FXRI1 proteiniem iesaistas translacijas aktivéSana GO fazes Sunas, saistoties pie AU

sekvencu bagatiem elementiem 3° UTR regiona (Truesdell S. S. 2012).

1.13. Mikro RNS hipofizes adenomas

P&dgjo gadu laika pétnieki ir identific€jusi vairakas miRNS izmainas, kuras ir saistitas ar
HA tumorogenézi un audzgja attistibu. HA asoci€tas miRNS var biit ar audzgja stimulgjosu vai
nomacosu aktivitati (Feng Y. et al. 2018). Vienas no pirmajam atklatajam audz€ja nomacosas
aktivitates miRNS, kuras tika asoci€tas ar HA, bija miR-15a un miR-16-1. To géni atrodas 13.
hromosomas gara pleca q14 regiona. Sis regions ir bieZi deletéts B §iinu hroniskas limfoleikozes
gadijumos (>50%) un hipofizes adenomas gadijumos. Lai gan regions satur tumora surpresoru
RB, tomér cilveku HA mutacijas pasa RB géna ir loti retas. Bet miR-15a un miR16-1 ekspresija

apgriezti korel€ ar somatotropinomu un prolaktinomu invazivitati, kas liecina par to, ka
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hipofizes adenomas attistibu iesp&jams ietekm& miR-15a un miR16-1 del&cijas vai ekspresijas

samazinasanas (Bottoni A. et al. 2005).

Nefunkciongjosas HA tika atklats, ka miR-124a un miR-31 ekspresijas profili ir
vairakkart izmainiti salidzinadjuma ar normalu hipofizi. miR-124a tika ekspreséta piecas reizes
vairak, bet miR-31 21 reizi mazak. Sadi rezultati norada uz iespgjamu miR-124a onkogenitati
saistiba ar nefunkciongjosam HA, ka arTt miR-31 iesp&jams piemit audz&ja nomacosa aktivitate
(Liang S. et al. 2013). GH un PRL sekretgjosam adenomam biezi ir raksturiga palielinata miR-
23a, miR-23b un miR-24-2 ekspresija un samazinata miR26-b ekspresija. Savukart ACTH
sekret§josam adenomam ir raksturiga palielinata miR-30a, miR-30b, miR-30c ekspresija (Ieva,

Aetal 2014).
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2. Materiali un metodes

2.1. Materiali

2.1.1. Reagenti un izejvielas

2. tabula. Kimiskie reagenti.
Table 2. Chemical reagents.

Reagenti/Izejvielas Tiribas pakape RaZotajs Valsts
100% Etanols - ThermoFisher SCIENTIFIC ASV
96% Etanols (C,HsOH) >99% Jaunpagasts Plus Latvija
25mM magnija hlorids (MgCl,) - Solis BioDyne Igaunija
Etidija bromids (C»1H20BrN3) >96% SERVA Vacija
20mM dNTP nukleotidu maisijums >99% ThermoFisher SCIENTIFIC ASV
6x Loading Dye - ThermoFisher SCIENTIFIC ASV
. Top vision” agaroze - ThermoFisher SCIENTIFIC ASV
“Sephadex” dekstrans - GE Healthcare ASV
Life Sciences

HOT FIREPol 10x buferskidums B1 - Solis Biodyne Igaunija
(Tris-HCl pH 8.7, (NH4)2S O4)
NucleoMag - NGS Clean-up and Size - Macherey —Nagel Vacija
Select, magnétiskas lodites

3. tabula. Biologiskie preparati un enzimi.

Table 3. Biological reagents and enzymes.
Preparats Tiribas pakape RaZotajs Valsts
HOT FIREPol DNS polimeraze >98% Solis Biodyne Igaunija
Eksonukleaze E. Coli - ThermoFisher SCIENTIFIC ASV
Sarmaina fosfataze FastAP - ThermoFisher SCIENTIFIC ASV
100bp markieris GeneRuler 100bp - ThermoFisher SCIENTIFIC ASV

DNA Ladder

4. tabula. Laboratorija pagatavotie buferskidumi.
Table 4. Buffer solutions preparaed in laboratory.

BuferSkidumi Sastavs

1x at§kaidijumam (500ml)

TAE buferskidums x50

Tris baze 121g, 250ml dH,O, 28,6ml
ledus etikskabe, 50ml 0,5M EDTA ar ph

10ml TAE x50
490ml H,O

8, X ml dH»O (lai gala tilpums biitu

500ml)
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2.1.2. Reagentu un izejmaterialu komplekti

5. tabula. Reagentu un izejmaterialu komplekti.
Table S. Kits containing materials and reagents.

Kita Kataloga Razotajs Valsts Pielietojums Saturs
nosaukums nr.
QIlAmp 1017647 Qiagen Vacija Cirkulgjosas e  Vakuuma stikna savienotajs
Circulating §tinu brivas e  Vakuma siikna savienotajs
Nucleic Acid DNS e Kolonnas pagarinatajs 20ml
Kit izdaliSanai e Buferskidums ACB
e Buferskidums ACL
e Buferskidums ACW1
e  Buferskidums ACW2
e Buferskidums AVE
e Proteinaze K
o QiAMP mini kolonna
e  Savaksanas stobrini 2ml
e NesgjRNS
Ion Plus 4471252 ThermoFisher ASV Bibliotekas e 5 X EndRepair bufer§kidums
Fragment SCIENTIFIC sagatavoSanai e  EndRepair enzims
Library Kit ITon Torrent e 10x Ligazes buferskidums
NGS. e DNS ligaze
e Adapteris
e  dNTP maistjums
e  Low TE buferskidums
e Nick Repair polimeraze
e PCR praimeru maistjums
e Platinum PCR SuperMix
Ion Xpress 4474519 ThermoFisher ASV Bibliotekas e Svitrkodi 49 - 64
Fragment SCIENTIFIC sagatavoSanai
Barcode, lon Torrent
Adapters 49 — NGS.
64 Kit
Agilent High ~ 5067- 4626 Agilent ASV Paraugu e  High Sensitivity DNS
Sensitivity sagatavoSana mikrosheéma
DNA kit analizei uz e  Elektrodu tiritajs
bioanalizatora e Slirce
o Slirces kits
Agilent High 5067- Agilent ASV Paraugu e High Sensitivity DNA ladder
Sensitivity DNA 4627 sagatavoSanai e High sensitivity DNS
Reagents analizei uz markieri 35/10380 bp
bioanalizatora e High Sensitivity DNS
krasviela
e High Sensitivity DNS
migracijas gels
Blue Pippin BDF201 Sage Science  ASV Fragmentu e 2% agarozes gela kasete
2%, 3% 0 selekcijai ar e  Markieris V1
agarose cassete Blue pippin e 3% agarozes gela kasete
kits elektroforezi e Markieris Q3
Blue Pippin RSF2010  Sage Science  ASV Blue Pippin e  Uznesanas buferskidums /
Reagent kit 2% un 3% markieru maistjums (V1 un
gela kasetes Q3)
clektroforézei o 1x elektroforézes
bufer§kidums
Qubit™dsDNA Q32854 ThermoFisher ASV DNS paraugu e  Buferskidums
HS Assay Kit SCIENTIFIC analizei uz e  Fluorescenta krasviela
fluorometra .

Standartskidumi: 1, 2
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exoRNeasy
Serum/Plasma
Midi Kit — RNS
izdaliSanas Kkits

77044

Qiagen

Vacija

miRNS
izdaliSanai no
Iml plazmas

exoEasy midi
centrifugésanas kolonna
Savaksanas stobrini (15ml;
1,5ml un 2ml)
Buferskidums XBP
Buferskidums XWP
RNeasy MinElute
centrifugésanas kolonna
QlAzol liz€$anas reagents
Buferskidums RWT
Buferskidums RPE

dH,O

Monarch® PCR
& DNA
Cleanup Kit

NEB
#T1030

New England
Biolabs

Lielbrita
nija

DNS
attiriSanai

Kolonnas saisti$anas
buferskidums

Kolonnas

Savaksanas stobrini
Kolonnas mazgasanas
buferskidums
Elugsanas buferskidums

miRCURY LNA
RT Kit

339340

Qiagen

Vacija

c¢DNS sintézei

5x miRCURY RT reakcijas
buferskidums

No ribonukleazes atbrivots
tudens

10x miCURY RT enzimu
maisijums

miRCURY LNA
SYBR Green
PCR Kit

339345

Qiagen

Vacija

qPCR reagenti

2x miRCURY SYBR Green
maisjums

ROX references krasa

No ribonukleazes atbrivots
udens

miRCURY LNA
miRNA PCR
Assays

339306

Qiagen

Vacija

Hemolizes
kontroles
gPCR
praimeri

miR-451 assay
miR-23a assay

LEXOGEN
Small RNA-Seq
Library Prep
Kit

Lexogen

Austrija

miRNS
biblioteku
sagatavoSanai
NGS uz
[Mlumina
MiSeq
platformas

3’un 5’adapteri (A3, AS)
LigéSanas reagentu
maistjums (LM1, LM2)
Lig@Sanas enzimu
maistjums (E1, E2)
Reversas transkripcijas
praimeris (RTP)

cDNS sintézes reagentu
maistjums (FS)

Reversas transkripcijas
enzimu maistjums (E3)
dH,O

PCR reagentu maisijums
(PCR)

PS5 praimeris (P5)

17 indeksu praimeris (SRi)
Buferskidums (CB)
Buferskidums (CW)
Buferskidums (EB)
AttiriSanas kolonnas
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2.1.3. Izmantota aparatiara un datorprogrammas

6.tabula. Darba izmantotas laboratorijas aparatiiras.
Table 6. Laboratory equipment used in research.

Aparatiira Razotajs Valsts
Pharmacia Biotech EPS 600 elektroforézes iekarta 120V Pharmacia Zviedrija
Super-Vega - vakuumsiiknis Gima Italija
Eppendorf 5804 centrifiiga Eppendorf Vacija
Mili-Q A10 tdens attiriSanas ierice MERCK Italija
Blue Pippin elektroforéze Sage Science ASV
Agilent 2100 bioanalizators Agilent ASV
Sartorius BP610 svari MERCK Italija
Biosan TBD-120 termobloks Biosan Latvija
Eppendorf 5424 R centrifuga ar reguléjamu temperatiiru Eppendorf Vacija
LKB bromma — 2219 Multitemp II inkubacijas vanna LKB Bromma Vacija
Microspin FV — 2400 elektriskais maisitajs Biosan Latvija
Herolab E.A.S.Y. 429 K gela dokumentacijas fotokamera Herolab Vacija
Herolab UVT-20 M/W UV starojuma lampa Herolab Vacija
IKA MS3 bioanalizatoru mikrosh@mu maisitajs MERCK Italija
Qubit® 2.0 fluorometrs ThermoFisher ASV
SCIENTIFIC
Gene AMP PCR 9700 PCR ThermoFisher ASV
termocikla aparatiira SCIENTIFIC
ViiA 7 Reala laika PCR sist€éma ThermoFisher ASV
SCIENTIFIC
1llumina MiSeq NGS platforma Ilumina ASV
ITonProton NGS platforma ThermoFisher ASV
SCIENTIFIC
7. tabula. Darba izmantotas datu apstrades un vizualizacijas datorprogrammas.
Table 7. Computer programs used in research work.
Datorprogramma Razotajs / Autors Valsts
Integrative Genomics Viewer Helga Throvaldsdottir, James T. ASV
Robinson
Burrows-Wheeler Aligner Li H., Durbin R. -
Samtools Li H., Durbin R. -
FastQC Babraham Bioinformatics Lielbritanija
FASTQ Groomer Blankenberg D. ef al. -
FASTQC Andrews S. -
Filter FASTO Blankenberg D. ef al. -
Cutadapt Martin M. -
Htseq-count Anders S. et al. -
DESeq?2 Love M. L. et al. -
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2.1.4. Izmantotie oligonukleotidi

Darba izmantotie oligonukleotidi (praimeri) tika izveidoti un validéti, izmantojot
interneta resursursus Ensembl, Primer3Plus, Primer - Basic Local Alignment Search Tool.
Praimeri tika izveidoti ta, lai tie biitu piem&roti PCR ar ccfDNA - produkta garums neparsniedz
140bp (ccfDNA minimalais garums). Praimeri tika sintez&ti komerciali (Microsynth, Sveice).
Pirms praimeru lietoSanas tie tika atSkaiditi ar dH>O, lai iegttu gala koncentraciju 10umol.
Informacija par praimeriem ir apkopota 8. tabula.

8. tabula. Darba izmantotie praimeri.
Table 8. Primers used in research.

Praimera Nukleotidu sectba Pavairota fragmenta
nosaukums (FW:5 —3°,Rs: 3’ — 5 garums (bp)
VPSI3D FW: TGGATTGCGTTGTCGTGGAT 136

RS: CCTCCTGTCTGTCGCACAAA

SPEN FW: TCGTTGGGACTCTCAGATGA 108
RS: TCCAGATCTCGTACAGACCTT

FW- CCCCTGGCTTCAAGTTCTGT
LDLRAD? RS: TGACAGCACTGCGGTAAGG 135

FW- CCACCAAGGTCTTCCGGAAG
CLCNKA RS: CCCTCTGCACGATGCCTAC 15

FW: TGATTCAGGTTCTGATGTCGGT
SMARCADI RS: CACCAATTGAAGCATCTTGAAGGA 19

FW: TCTTTCTGGTGCTTITAGTCCTGA
PDE3A RS: ACCTGGTCGACTTTGCTTTT 136

FV: ACTCAGTGGCATATTGAATGTTCA
MTEMT RS: CTCCAGTAACTGTGTCTCCGT 101

FIW- CCCCACGCTGAAGATCTCTC
PRPFS RS: CCCTCGATTCCAGCCCAC 106

G6PC?2 FW: TCCATTCCCCTAACTGTGGTTG 102
RS: GCACTAACTCTAGGCACCACT

FIV- GGGAATGAGAAGGAGGACGC
GPATCH4 RS: TCCTCCAAGACCCCCATCTT 140

FW- ACCTCAAATGTAACACTTGACCT
CLECIB RS: AGTGGATTGAATATCTGGGTTCTGT 125

RYRI FW: TCCAGTTCCACCAGCACTTC 125
RS: GCGCAGGTTTTCGTAGTCAG 125

FV: AGCAAAACTGCAGTTGATTGT
CCpCiss RS: TGGAACAGCCTGATACTCCAAAA 130

FXR] FW: AGTTGCCTTGAGATGAGAGC 117
RS: ATACGGGGTAAGAGGAGGGG

FIW- CTAGGCCTCCCACACACAAG
MPRIP RS: GCACCATGCTGTCTTCCCTA 106

ATF4 FW: TATCTGGGGTCTCCTCAGCA 105
RS: ATCGTAAGGTTTGGGACGGG
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2.1.5. Plazmas paraugi

Darba izmantotie plazmas paraugi tika iegiiti no 15 hipofizes adenomu (makroadenomas)
pacientiem sadarbiba ar Paula Stradina klinisko universitates slimnicu. P&tjjuma veikSanai
sanemts Centralas medicinas &tikas komitejas atzinums (protokola Nr. 2/18-02-21) 2018. gada
21. februari, un apstiprina, ka pétijums ,,Ar hipofizes audzgju attistibu un norisi saistito
molekularo faktoru izpéte” nav pretruna ar bio€tikas normam. Visi pétljuma iesaistitic HA
pacienti brivpratigi ir parakstijusi informé&tas piekriSanas veidlapu par dalibu petijuma “Ar

hipofizes audz€ju attistibu un norisi saistito molekularo faktoru izp&te”.

9. tabula. HA pacienti.

Table 9. PA patients.

Paraugs Dzimums  Adenomas tips Darba ietvaros pétits

HA069 (AL0042) Virietis NFPA miRNS ekspresijas izmainas pirms un p&c
rezekcijas

HAO070 (AL0043) Virietis NFPA Merketa ccfDNA sekvencéSana un miRNS
ekspresijas izmainas pirms un pec rezekcijas

HAO071 (AL0044) Virietis NFPA miRNS ekspresijas izmainas pirms un p&c
rezekcijas

HAO073 (AL0046) Virietis NFPA Merketa ccfDNA sekvencéSana un miRNS
ekspresijas izmainas pirms un péc rezekcijas

HAO074 (AL0048) Virietis Somatotropinoma miRNS ekspresijas izmainas pirms un p&c
rezekcijas

HAO076 (AL0059) Virietis Prolaktinoma miRNS ekspresijas izmainas pirms un p&c
rezekcijas

HAO075 (AL0061) Sieviete Prolaktinoma miRNS ekspresijas izmainas pirms un péc
rezekcijas

HA091 (AL0063) Sieviete Somatotropinoma miRNS ekspresijas izmainas pirms un péc
rezekcijas

HAO089 (AL0079) Sieviete Prolaktinoma miRNS ekspresijas izmainas pirms un péc
rezekcijas

HA092 (AL0081) Virietis NFPA miRNS ekspresijas izmainas pirms un p&c
rezekcijas

HAO080 (AL0082) Sieviete Somatotropinoma miRNS ekspresijas izmainas pirms un pec
rezekcijas

HAO078 (AL0083) Virietis NFPA miRNS ekspresijas izmainas pirms un pec
rezekcijas

HA065 (E03998) Virietis NFPA Merketa ccfDNA sekvencésana

HA066 (E03999) Virietis NFPA Merketa ccfDNA sekvencésana

HAO067 (E04000) Sieviete NFPA Merketa ccfDNA sekvencéSana

HN — hormonus nesekretgjosa
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2.2. Metodes

2.2.1 Petijuma dizains merketai ccfDNA otras paaudzes sekvenceSanai

Pirms darba uzsaksanas projekta ietvaros tika veikta septinu NFPA pacientu germline un
somatiskas DNS eksoma sekvencéSana ar /lumina NextSeq. Kursa darba izstrades laika atrastas
mutacijas tika valid€tas ar Sangera sekvencéSanu, un tika identific€tas 16 mutacijas somatiskaja
audzgja DNS piecos HA pacientos (10. tabula un 1. pielikums). ST darba viens no galvenajiem
mérkiem bija 16 atklato mutaciju talaka detekcija pacientu asins plazma, izmantojot mérketu

(amplikonu bazetu) NGS uz pusvaditaju sekvencéSanas platformas (lon Proton™ System).

10. tabula. Hipofizes adenomas pacientos ieprieks atklatas mutacijas ar /l/lumina NextSeq somatiskaja audzgja
DNS
Table 10. Mutations previously discovered in somatic pituitary tumor DNA with I/lumina NextSeq.

Parauga kods Somatisko mutaciju saturosais gens

HA065 VSP13D, SPEN, LDLRAD?2
HA066 G6PC2, GPATCH4
HA067 CLCNKA, SMARCADI, PDE3A, MTFMT, PRPFS8
HA070 CLECIB, RYRI, CCDC138, FXRI
HAO073 MPRIP, ATF4
2. |zdalito paraugu 4. Pavairoto fragmentu
kvalitates kontrole ar kvalitates kontrole ar
Agilent 2100 agarozes gela
bioanalizatoru elektroforézi
1. ccfDNA izdalisana no 5. ccfDNAbibliotéku
HA pacientu plazmas > o PCRtarbclchNA ®. »| sagatavoSana otras
paraugiem abula) paaudzes sekvencésanai

4. attels. Darba seciba ccfDNA biblioteku iegiisanai NGS.
Figure 4. Workflow for ccfDNA library obtainment for next generation sequencing.

Sakuma tika veikta ccfDNA izdaliSana no HA pacientu plazmas. Lai noveértétu izdalitas
ccfDNA kvalitati tika veikta paraugu analize uz Agilent 2100 bioanalizatora augstas jiitibas
DNS mikrosh&mas (High Sensitivity DNA Chip). Paraugiem, kuri atbilda kvalitates standartiem,
talak tika veikta PCR ar atbilstoSajiem praimeriem (8. tabula). Lai novértétu PCR reakcijas gala
rezultatu un vai pavairoto fragmentu garums atbilst teorétiskajam, fragmentus vizualiz€ja 1,2%
agarozes gela. Sekmigi pavairotajiem fragmentiem talak tika veikta bibliot€ku sagatavoSana

NGS uz lon Proton™ System.
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2.2.2. Cirkulgejosas Sunu brivas DNS izdaliSana no asins plazmas

Stradajot ar asins plazmu, ir jaievéro darba drosiba, jo pastav infekciju risks. Darbs javeic
ar cimdiem un laboratorijas halata. Plazmas paraugi, kuri ir nejausi izlieti uz galda vai gridas,
ir jasavac ar salveti un virsma ir jaapstrada ar detergentu. Paraugi tika izdaliti ar QlAmp

Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen).

Darba gaita ccfDNA izdaliSanai no 2ml plazmas paraugiem ar QIAmp Circulating

Nucleic Acid Kit :
Pirms darba uzsakSanas:

Noskaidro vajadzigo plazmas paraugu tilpums. Metode ir izstradata paraugu apstradei ar
tilpumiem: 1ml, 2ml, 3ml (Saja pétijuma ccfDNA izdalija no 2ml plazmas). Ja pietriikst
attiecigais tilpums (<1; <2 vai <3), tad attiecigo plazmas paraugu papildina ar PBS
buferSkidumu, lai iegtitu vélamo tilpumu.

Sagatavo tdens vannu priek§ 50ml centriftigas stobriniem (temperatira 60°C) un
termostatu priek§ 2ml stobriniem (temperatiira 56 °C).

Buferskidumam ACL pievieno buferi AVE izskidinatu nesgjRNS péc tilpumiem, kuri
apkopoti 11. tabula.

e w1—1

plazmas paraugu.
Table 11. Volumes for buffer ACL and buffer AVE with dissolved carrier RNA for method involving 2ml

plasma sample.

Paraugu NepiecieSamais NepiecieSamais AVE

skaits ACL (ml) ar iz§kidinatu
neséjRNS (ul)

1 1,8 5,6

2 3,5 11,3

3 5,3 16,9

4 7,0 22,5

5 8,8 28,1

6 10,6 33,8

7 12,3 39,4

8 14,1 45,0

9 15,8 50,6

10 17,6 56,3

1. 50ml centrifiigas stobrina ar pipetes palidzibu parnes 200ul QIAGEN Proteinazi K un
2ml plazmas paraugu.

2. Pievieno 1,6ul buferSkidumu ACL, kur§ satur lpg nes€jRNS, un veic pulsveida
elektrisko maisiSanu 30 sekundes. Parliecinas, vai ir izveidojies homogens maisijums.

3. Inkubé 50ml stobrinu ar lizatu tidens vanna 60°C uz 30 minttém.
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10.

11.

12.

13.

14.

Péc inkub&Sanas pievieno stobrinam 3,6ml buferSkiduma ACB un veic pulsveida
elektrisko maisiSanu 15-30 sekundes.

Inkubg stobrinu ledd uz 5 minttém.

Savieno QIAamp mini kolonnu ar vakuumsiikna savienotaju un péc tam savieno ar
vakuumsiikna kolektoru. Kad kolonna ir savienota ar vakuumsiikna kolektoru, tad
kolonnu vél savieno ar 20ml kolonnas pagarinataju.

50ml stobrina saturu l&énam parlej QIAamp mini kolonnas 20ml kolonnas pagarinataja
un ieslédz vakuumsiikni. Kad lizats ir izfiltréts no kolonnas, tad izsledz sukni un
samazina spiedienu vakuumsiikna kolektora lidz 0 mbar, un nonem 20ml kolonnas
pagarinataju.

Pievieno 600ul buferskiduma ACW1 QIAamp mini kolonnai (kolonnu atstaj vala) un
iesledz vakuumsiikni. Kad buferskidums ACW1 ir izfiltréts, tad izslédz stikni un atbrivo
spiedienu lidz 0 mbar.

Pievieno 750ul buferskiduma ACW2 QIAamp mini kolonnai (kolonnu atstaj vala) un
iesledz vakuumsiikni. Kad buferskidums ACW?2 ir izfiltréts, tad izslédz stkni un atbrivo
spiedienu lidz 0 mbar.

Pievieno 96% - 100% etanolu QIAamp mini kolonnai (kolonnu atstaj vala) un ieslédz
vakuumsiikni. Kad buferskidums etanols ir izfiltréts, tad izslédz siikni un atbrivo
spiedienu lidz 0 mbar.

QIAamp kolonnu aizver ciet un nonem no QIAvac, un ievieto kolonnu tira 2ml
savakSanas stobrina, un stobrinu ar kolonnu centrifugé (20000 x g; 14000 rpm; 3
mindtes)

QIAamp mini kolonnu atver un ievieto jauna 2ml savaksanas stobrina, un inkub€ 56°C
uz 10 miniit€m

QIAamp mini kolonnu ievieto 1,5ml savakSanas stobrina, un 2ml stobrinu no 12. sola
izmet atkritumos. Pievieno 20 — 150ul AVE buferskidumu, pievienojot to tiesi kolonna
esosas membranas vidusdala, aizver kolonnas vaku un inkubg istabas temperatiira 25°C
uz 3 minttém.

P&éc inkubacijas kolonnu centrifugé (20000x g; 14000rpm; 1 minite), lai eluétu uz

membranas eso$as nukleinskabes
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2.2.3. Polimerazes kédes reakcija

Ieverot darba drosibu, stradajot ar PCR aparatiiru. Aparatiira iebiivétais termobloks bloks
PCR reakcijas laika var sasniegt augstas temperatiras, kas var radit apdegumus. Paraugus no

termobloka drikst iznemt tikai tad, kad termobloka temperatiira ir sasniegusi aptuveni 40°C.

Reakcijas pagatavosanas laika praimeru un ccfDNA pievienoSana ir javeic specialas Siem
procesiem paredz€tas laboratorijas telpas, ka ari laboratorijas darbiniekam ir javelk

laboratorijas halats un aizsargcimdi, lai samazinatu nevélamu piemaisijumu risku.
PCR darba gaita:

1. Atkariba no reakciju skaita aprékina nepiecie$amo reagentu tilpumus prieks master mix,
kur vienai reakcijai:
e 10X buferskidums B1 — 1,2 pL;
e 25 mM magnija hlorids (MgCl) — 1,2 uL;
e Nukleotidu trifosfatu maisijums (ANTP mix) — 0,24 uL;
e dejonizéts tUdens (dH20) — X pL (dH20 tilpumu aprékina ta, lai 10x
buferskidums; B1 pret reakcijas kop€jo tilpumu biitu 1 : 10);
e HOT FIREPol DNS polimeraze;
e Pavairojamais ccfDNA — 3 pL (nepievieno master mix),
e Praimers FW — 0,4 uL (nepievieno master mix);
e Praimeris RS — 0,4 puL (nepievieno master mix).
Reakciju tilpumu aprékinasanai master mix: Vi = (n + 1) X Vy1, kur ,,Vi1” ir reagenta
tilpums vienai reakcijai un ,,n” reakciju skaits (Kopgjais reakcijas tilpums 12 pL).
2. Reagentus (iznemot polimerazes enzimu) péc aprékinatajiem tilpumiem un bez
noteiktas secibas pievieno 1,5 ml stobrina.
3. Master mix pievieno polimerazes enzimu.
4. Pagatavoto master mix sadala pa 0,2 ml PCR stobriniem ta, lai katra stobrina péc DNS
un praimeru pievienoSanas gala tilpums biitu 12 pL.
5. Katram stobrinam pievieno attiecigu FW praimeri un RS praimeri.
6. Katram stobrinam pievieno attiecigo ccfDNA.
7. Stobrinus ievieto PCR aparatiira un uzstada attiecigo PCR programmu

e 1. Posms 95°C — 10 minites

e 2. Posms 40 cikli: 1. 95°C — 10 sekundes, 2. 60°C — 30 sekundes, 3. 72°C — 30
sekundes.

e 3. Posms 72°C — 7 minites
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2.2.4. Elektroforéze

Darba tika izmantoti 1,2% agarozes gels un 1x TAE buferskidums, DNS fragmentu
lielumi jau bija iepriek§ zinami (100 - 140bp). DNS vizualizéSanai gelam pievienoja etidija

bromidu (absorbcijas spektrs 300 - 360nm emisijas spektrs 590nm).

Etidija bromids ir potenciali kancerogéna viela, un, stradajot ar to, ir javelk aizsargcimdi

un laboratorijas halats, ka arT darba vieta péc darba beigSanas janotira ar 70% etanolu.

Ieverot darba drosibu, veicot gela variSanu mikrovilnu krasni. Lietot karstumizturigus
aizsargcimdus. Pirms stikla trauka likSanas mikrovilnu krasni, parliecinaties, vai trauka vaks

nav parak ciesi uzskriivéts, lai noverstu augsta spiediena veidoSanos varisanas laika.
Darba gaita DNS fragmentu vizualizéSana agarozes gela elektroforéeze:

1. Pagatavo agarozes gelu, nosverot nepiecieSamo daudzumu agarozes un pievienojot
100ml TAE (X% agarozes gels — Xg agaroze uz 100ml TAE).

2. Lai agaroze izSkistu TAE buferskiduma, to silda mikrovilnu krasni uz augstako jaudu
aptuveni 1 — 2 miniites.

3. Kad agaroze ir iz8kidusi un ir izveidojies homogens viskozs Skidums, tam pievieno 6uL
etidija bromida.

4. lIzvelas darbam piemérotako gela rami un to nostiprina, ka ar1 ram1 nostiprina kemmiti.
Nostiprinata rami ielej nepiecieSamo agarozes daudzumu.

5. Kad agaroze ir atdzisusi un ir izveidojies gels, tad iznem kemmiti un to ar visu ramiti
ievieto elektroforézes vanna ta, lai gals ar bedritém atrastos uz anoda pusi.

6. Pirms paraugus uznes uz gela tos sajauc ar uzneSanas krasvielu (~3uL DNS 1,5uL
6xLoadingDye), lai spétu redz€t DNS migraciju, ka arT nodroSinatu to, ka DNS
elektroforézes laika neizpliistu no bedrites.

7. Paraugus uznes uz gela un briva bedrite pievieno 2 - 3uL. 100bp GeneRuler markieri.

2.2.5. Nukleinskabju garuma un koncentraciju noteik§ana uz bioanalizatora

Darba bioanalizators (Agilent 2100) tika pielietots, lai analizétu izdalito ccfDNA un
veiktu miRNS un ccfDNA biblioteku kvalitates kontroli pirms nakamas paaudzes
sekvencéSanas. Paraugu sagatavoSanai apskatei tika pielietoti Agilent High Sensitivity DNA kit

un Agilent High Sensitivity DNA Reagents komplekti.
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Darba gaita paraugu uzneSanai uz bioanalizatora mikroshémas:
Pirms darba uzsakSanas:

Reagenti ir jaiznem no ledusskapja un janovieto istabas temperatiira aptuveni 30 mindtes.
1. Paraugu uzneSanas ramim uzskriivé stativa ievietotu $lirci.
levieto High Sensitivty DNS mikroshému paraugu uzneSanas rami.
Atbilstosi marketaja mikroshémas bedrité pievieno 9ul gela — krasvielas maisjjumu.

Parliecinaties, ka §lirces virzulis ir atvilkts [idz 1ml un aizver paraugu uzneses rami.

A

Nospiez §lirces virzuli 11dz to satver §lirces stativs, lai gela — krasas maisijums nonak

mikrosh&mas kapilaros.

6. Péc 60 sekundém S§lirces virzuli atbrivo un péc 5 sekundém lénam atvelk lidz 1ml.

7. Atver paraugu uzneSanas rami un atbilsto$i markétajas mikroshémas bedrités pievieno
gela — krasvielas maistjumu.

8. Pievieno markieri un /adder atbilstosi markétajas mikroshémas bedrités.

9. Atlikusajas brivajas bedrites pievieno DNS paraugus (1pl)

10. Mikroshému ievieto maisitaja uz 1 mindti, 2400rpm

11. Mikroshému ievieto bioanalizatora Agilent 2100 un uzstada darbam paredz€to
programmu.

2.2.6. No ccfDNA pavairoto fragmentu biblioteku sagatavo§ana otras paaudzes

sekvenceéSanai uz Ion Proton™ System platformas

Biblioteku sagatavosanai tika pielietots lon Plus Fragment Library reagentu komplekts.
Protokola izpildi veikt procesam atbilstosas laboratorijas telpas, lai samazinatu nevélamu

piemaisijumu risku.

Bibliotéku sagatavoSanas protokols sastav no Cetriem galvenajiem posmiem. 1. posms -
EndRepair, kur notick DNS parauga galu laboSana. 2. posms - ligéSana, kur notiek DNS
parauga galu savienoSana ar adapteri un unikalas nukleotidu sekvences svitrkodu 3. posms -
Blue Pippin elektroforéze, lai atbrivotos no cita garuma nevélamiem DNS piemaisijumiem, ka
adapteru dimé&riem, kuri veidojas ligé€Sanas posma. 4. posms - selektiva paraugu pavairosana,
kur tiek amplificeti tikai sekmigi lig€ti interes€josie paraugi. Starp katru no Siem posmiem tika
veikta parauga attiriSana ar NucleoMag loditeém, iznemot péc 1. posma, kur paraugs tika attirits
ar sefadeksu, lai noverstu parak lielus parauga zudumus, jo darba tika izmantoti aptuveni 136bp

gari DNS fragmenti, kas ir arpus NucleoMag lodiSu attiriSanas diapazona (150 — 800bp).

34



Darba gaita no ccfDNA pavairoto fragmentu biblioteku sagatavosSanai Ion Proton™

System NGS:
Pirms darba uzsakSanas:

Paraugs ir jaattira ar FastAP/Exo, lai atbrivotos piemaisijumiem péc PCR.
1. EndRepair
1. 1,5ul stobrina parnes 39ul DNS parauga (ja nepiecieSams paraugu var papildinat ar
dH>O0, lai iegttu 39pl).
2. Pievieno 10ul 5x EndRepair buferskidumu.
3. Pievieno 10ul EndRepair enzimu.
4. Samaisa uz elektriska maisitaja un inkubg€ istabas temperatiira 30 miniites.
5. Veic parauga attiriSanu ar sefadeksu.
2. Ligesana
1. PCR stobrina parnes 25l parauga.
Pievieno 5Sul 10x ligé$anas buferskidumu.
Pievieno 2ul svitrkodu.
Pievieno 2ul PI adapteri.
Pievieno 2ul ANTP.
Pievieno 1ul ligazi.
Pievieno 4ul Nick Repair polimerazi.

Pievieno 9ul dH>O.

A e AN T

Paraugu liek uz PCR aparatiiras ar programmu.
e 25°C — 15 minites
e 72°C -5 mintes
e 4°C bez laika limita
10. Veic parauga attiriSanu ar NucleoMag lodite€m attieciba 1 : 1,15 un elu€ 13ul Low TE
bufer§kiduma.
3. Blue Pippin elektroforeze
1. Ieslédz aparatu un kalibr€ to ar kalibracijas plati.
2. lestata programmu.
e Izvélas mérka DNS fragmenta garumam atbilstoSu kaseti
e Bedritém, kuras tiks izmantotas, atzime - tight
e Jeraksta mérka DNS fragmenta garumu
3. Parbauda, vai gela kaset€ nav izveidojusSies gaisa burbuli eluacijas bedrite, ka ar1

parbauda, vai g€ls nav ieplaisajis.
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4. Nomaina 40ul eluéSanas buferskidumu paraugu uzneSanas bedrit€s, kuras izmantos.

5. Testg plati uz aparata.

6. 13ul DNS paraugam pievieno 17ul Low TE buferSkiduma un 10ul platei atbilstoSo
krasu (Low TE buferSkidumu pievieno, lai parauga tilpums biitu 40pul).

7. No paraugu uznesanas bedritém izsiic 40l buferskiduma un atri apmaina ar 40pl
parauga maisijumu.

8. Plati ievieto aparatiird un uzsak elektroforézes procesu.

9. Kad process ir beidzies, paraugu izsiic no elu€sanas bedrites un ar 10ul Low TE
buferskidumu skalo bedriti.

10. Paraugam pievieno dH>O, lai sasniegtu gala tilpumu 60pl.

11. Paraugu attira ar NucleoMag loditém attieciba 1 : 1,15 un elué 13ul Low TE
buferskiduma.

4. Parauga pavairoSana

1. PCR stobrina parnes 12,5ul paraugu.

2. Pievieno 50ul Platinum MasterMix.

3. Pievieno 2,5ul Library amplification Primer mix.

4. Uzstada PCR aparatiira programmu.

e 95°C -5 mintes
e 8 cikli: 95°C — 15 sekundes, 58°C — 15 sekundes; 70°C — 1mintte
5. Attira ar NucleoMag loditém attieciba 1 : 1,15 un elulé 15ul Low TE buferskiduma.

6. Paraugu apskata bioanalizatora, lai noskaidrotu DNS fragmenta garumu.

Péc parauga sagatavoSanas paraugus apskata uz bionalizatora (Agilent 2100), lai
noskaidrotu vidgjo fragmentu garumu ietvaros no 150 — 550bp, un uz fluorometra (Qbit 2.0),

lai noskaidrotu parauga esoSo DNS fragmentu gala koncentraciju.
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2.2.7. Petijjuma dizains cirkuléjoSo miRNS sastava izmainu noteikSanai

Darba otrs galvenais mérkis bija veikt cirkulgjoSo miRNS sastava izmainu noteikSanu ar
NGS [llumina MiSeq. Pirms rezekcijas un 24 stundas péc rezekcijas 12 HA pacientiem (9.
tabula). RNS tika izdalita no plazmas paraugos eso$ajam eksosomam un arpussiinu vezikulam.
Tadel izdaliSanai tika izmantoti plazmas paraugi, kuri bija iegiiti no otra un tre$a asins
ievakSanas vakutainera, lai novérstu RNS fonu no asins paraugu ievaksanas gaita bojatajiem

audiem. Kopgja darba seciba ir apkopota 5. attela.

1. totala RNS izdalisana 3. miRNS bibliotéku
no HA pacientu plazmas sagatavos$ana otras
paraugiem paaudzes sekvencésanai

«| 5. miRNS bibliotéku
"l garuma selekcija

A

4. Bibliotéku kvalitates
kontrole ar Agilent
2100 bioanalizatoru

2. Hemolizes kontrole ar
reala laika PCR

5. attels. Darba seciba cirkul&joso miRNS sastava izmainu noteikSanai plazma pirms HA rezekcijas un 24 stundas
péc rezekcijas.

Figure 5. Workflow for determining circulating miRNA profile changes in plasma before PA surgery and 24 hours
after surgery.

Pirmaja posma tika veikta RNS izdaliSana no plazma eso$ajam eksosomam un arpusstinu
vezikulam. P&c totalas RNS izdaliSanas tika veikta hemolizes markieru kontrole, lai
noskaidrotu, vai bez eksosomu un arpussinu vezikulu izcelsmes RNS, ir papildus RNS
piemaisijumi no hemoliz€tam sarkanajam asins $iinam, kas bitiski var ietekm@t gala rezultatu
precizitati. Izdalitajiem paraugiem, kuri atbilda hemolizes testa prasibam, talak tika veikta
miRNS biblioteku sagatavosana NGS uz I/lumina MiSeq platformas. Bibliot€ku sagatavoSanas
beigu posma tika veikta kvalitates kontrole ar Agilent 2100 bioanalizatoru, lai noskaidrotu
adapteru diméru un citu mazo nekod€joSo RNS garumam neatbilstoSu nukleinskabju
piemaisijumu daudzumu, kas var aiznemt sekvencéSanas kapacitati. Paraugiem, kuri saturgja
adapteru dim@rus un citus nev€lamus nukleinskabju piemaisijumus tika veikta fragmentu
selekcija, lai sekvencéSanas laika tiktu iegiiti p&c iesp€jas vairak miRNS nolasijumi.

RNS izdaliSana no paraugiem pirms un péc rezekcijas, ka ar1 biblioteku sagatavoSana un
fragmentu selekcija paraugiem pirms un péc rezekcijas tika veikta vienlaicigi, lai novérstu

miRNS sastava izmainas, kuras var rasties metozu izpildes gaita.
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2.2.8. RNS izdaliSana no asins plazmas

Darbs ar RNS ir javeic sterila videé laminaras pliismas skapi, lai noverstu ribonukleazu

kontaminaciju. RNS izdaliSana no eksosomam un arpuss$inu vezikulam tika paveikta

izmantojot exoRNeasy Serum/Plasma Midi Kit.

Darba gaita RNS izdaliSanai no 1ml plazmas paraugiem ar exoRNeasy Serum/Plasma Midi

Kit:

Pirms darba uzsakSanas:

Buferskidumiem RWT un RPE pirms lietoSanas ir japievieno 96% - 100% etanols

(tilpums noradits uz buferskidumu flakoniem).

Plazmas paraugus ir ieteicams nocentrifugét pie 16000g un parnest jaunos stobrinos, lai

noverstu iesp&jamu dazadu $iinu dalinu parnesanu talakos posmos.

1.

Pievieno buferSkidumu XBP plazmas paraugiem 1 : 1 tilpuma attieciba un samaisa
uzreiz invertgjot stobrinu piecas reizes.

Parauga un XBP maisijumu parnes uz exoEasy centrifug€Sanas kolonnu un centrifuge 1
mintti pie 500g. Kolonnas skidruma savaksanas stobra lieko Skidrumu izlej un kolonnu
ievieto atpakal stobra.

Pievieno 3,5ml buferSkidumu XWP un centrifugé piecas miniites pie 5000g, lai
nomazgatu kolonnas membranu. lieko Skidrumu izmet kopa ar skidruma savaksSanas
stobru un parnes centrifug€Sanas kolonnu jauna savaksanas stobra.

Pievieno 700ul QIAzol lizésanas buferSkidumu un kolonnu centrifugé 5 miniites pie
5000g. Lizatu parnes jauna 2ml stobrina.

Lizatu samaisa uz elektroniska maisitaja un inkubg istabas temperattira uz 5 minttém.
Lizatam pievieno 90ul hloroformu un stobrinu spécigi maisa 15 sekundes. P&c
samaisiSanas paraugu inkubg istabas temperatiira 2 — 3 mindtes.

Paraugu centrifugé 15 miniites pie 12000g un 4°C. P&c centrifug€Sanas augs€jo
caurspidigo slani parnes jauna stobrina, izvairas no vidus slana parneSanas (DNS slanis).
Atkariba no parnesta augseja slana daudzuma, paraugam pievieno divas reizes vairak
100% etanola un samaisa ar pipetéSanas metodi.

Paraugu parnes RNeasy MinElute centrifugéSanas kolonna. Procesu atkarto, ja paraugs
ir vairak par 700ul, jo kolonnas tilpums ir 700ul. Kolonnu centrifugé 15 sekundes pie

>8000g (istabas temperatiira). Lieko Skidrumu izlej atkritumos.

10. Pievieno 700ul buferskidumu RWT un kolonnu centrifugé 15 sekundes pie >8000g

(istabas temperatiird). Lieko Skidrumu izlej atkritumos.
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11.

12.

13.

14.

Pievieno 500ul buferSkidumu RPE un kolonnu centrifugé 15 sekundes pie >8000g
(istabas temperatiira). Lieko skidrumu izlej atkritumos. Procesu atkarto, bet centrifugé
2 mintites pie >8000g (istabas temperatira).

Kolonnu parnes jauna savaksanas stobrina un centrifugé 5 miniites pie maksimaliem
apgriezieniem, lai izzavétu membranu. Savaksanas stobrinu izmet.

Kolonnu ievieto jauna 1.5ml savakSanas stobrina un pievieno 14ul dH2O tdeni tiesi
kolonnas membranas vidi. Aizver kolonnas vaku un kolonnu inkub& 1 miniiti. P&c
inkubé&Sanas centrifugé 1 mintti pie maksimaliem apgriezieniem, lai elu€tu RNS.

P&c 14. punkta paraugu var uzglabat -80°C.

2.2.9. Hemolizes kontrole ar reala laika PCR

Hemolizes kontrole darba tika veikta ar miRCURY LNA SYBR Green PCR reagentu

komplektu uz Viid 7 reala laika PCR sistéemu. Hemolizes kontroles mérkis ir noskaidrot vai no

plazmas izdalitas RNS avots ir eksomas un citas arpussiinas vezikulas vai hemoliz€tas sarkanas

asins Stinas. Ja RNS avots ir hemoliz€tas asins$iinas, tad paraugu nedrikst izmantot talakai

analizei, lai saglabatu datu precizitati.

Pirms hemolizes kontroles ir javeic reversas transkripcijas reakcija. Ta tika veikta ar

miRCURY LNA RT reagentu komplektu. Darbs ar RNS ir javeic sterila vidé laminaras pliismas

skapi, lai noveérstu ribonukleazu kontaminaciju. Lai noveérstu iespgjamu RNS degradaciju

reversas transkripcijas reakcijas sagatavoSanas laika, reakcijas sagatavoSana un RNS

atkaus€Sana ir javeic aukstumbloka.

Darba gaita reversas transkripcijas reakcijai ar miRCURY LNA RT:

1.

Atkauseé RNS paraugu un 5x miRCURY RT reakcijas buferSkidumu uz ledus vai
aukstumbloka. Atkauseé dH2O istabas temperatiira.
Aprekina RNS parauga pievienojamo tilpumu atkariba no izejas plazmas daudzuma un

eluacijas tilpuma. Tilpumu aprékina ta, ka, ja paraugs biitu izol&ts no 200pl plazmas un

Sagatavo reversas transkripcijas master mix akustumbloka, kur uz vienu paraugu:
e 5x miRCURY RT reakcijas buferSkidums - 2pl;
e dH20 —x pl (atkariba no aprékinata RNS tilpuma);
e 10x miRCURY RT enzimu maisijums - 1pl;
e RNS —x pl (atkariba no aprékina 2. punktd), (nepievieno master mix);

Reakcijas kopéjais tilpums - 10ul.
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4. Attiecigu Master mix tilpumu parnes uz 200ul PCR stobriniem un pievieno RNS.

5. Inkubg istabas temperatiira uz 60 miniitém pie 42°C un pec tam 5 miniites 95°C.

Darba gaita reversas hemolizes kontroles reala laika PCR ar miRCURY LNA SYBR Green

PCR:

Pirms darba uzsakSanas:

Reversaja transkripcija iegiito cDNS paraugu atskaida 1 : 30.

Sagatavo miR23a-3p un miR451a praimeru maisijumus. Katram pievieno 220ul dH20 un

inkubg istabas temperatiira 20 minttes.

1. Sagatavo reakcijas maisijumu, kur uz vienu paraugu:

2x miRCURY SYBR Green master mix — Sul
ROX references krasviela — 0,05ul
miR451a, miR23a-3p - 1ul

cDNS (1:30)—3ul

dH>O — 1l

2. Maistjumu samaisa un parnes 200ul PCR stobrinos (katra 7ul).

3. Paraugus ieliek Viid 7 PCR sistéma un uzstada attiecigo programmu:

1. posms: 2min — 95°C
2. posms: denaturacija — 10 sekundes 95°C, praimeru kuSana un polimerazes

darbiba - 56°C (45 cikli)

KusSanas liknes analize 60 — 95°C

4. Datus eksporte Microsoft Excel datorprogramma un aprékina ACq.
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2.2.10. miRNS biblioteku sagatavosana otras paaudzes sekvenceSanai uz lllumina

MiSeq platformas.

Biblioteku sagatavoSanai tika pielietots LEXOGEN Small RNA-Seq Library Prep
reagentu komplekts. Protokola izpilde ir javeic atbilstosas laboratorijas telpas. Lai samazinatu
nevélamu ribonuklueazu kontaminacijas risku Iidz reversas transkripcijas beigu posmam,

protokola izpilde ir javeic sterila laminaras plismas skapi.

Biblioteku sagatavoSanas protokols sastav no seSiem galvenajiem posmiem. 1. posms —
adapteru ligéSana RNS 3’ galam. 2. posms — attiriSana, kur tiek aizvakti 1. posma neligéti
adapteri, lai 5’ adaptera ligéSanas posma nomaktu adapteru diméru veidoSanos. 3. posms —
adaptera ligeéSana 5’ galam. 4. posms — 3’ un 5’ lig€ta parauga reversa transkripcija, lai iegiitu
cDNS. 5. posms - selektiva paraugu pavairoSana un indeksu sekvencu ievieSana parauga
(indeksi — specifiskas paraugu mark€joSas sekvences, kas mnodroSina multipleksu
sekvencéSanu). 6. posms — parauga attiriSana no PCR, reversas transkriptazes un 5’ gala

ligéSanas reagentiem.
Darba gaita miRNS biblioteku sagatavosanai Illumina MiSeq NGS:
Pirms darba uzsak$anas:

5’ adaperim (AS5), 3’ adapterim (A3) un reversas transkriptazes praimeriem (RTP)
pievieno dH>O, ta lai iegiitu 0,3x atSkaidijumu.

Sagatavo centrifiigu ar reguléjamu temperatiiru, jo visi centrifugéSanas soli tiek veikti pie
18°C.

1. 6ul RNS paraugam pievieno 1pul A3 (3’ adapteris) un denatur€ inkubg&jot 2 minttes pie

70°C, péc inkub&Sanas maistijumu tur uz ledus.
Katrai reakcijai samaisa 12 ul LM1 (ligéSanas maistjums 1) un 1ul E1 (ligaze).
Katra stobrina ar denaturétu adapteri un RNS parnes 13ul LM1 un E1 maistijumu.

Inkubé 28°C uz 60 minutém.

ooR W

Pievieno 300ul CB (kolonnas saistiSanas buferskidums) un 50ul 100% etanolu. Paraugu

samaisa un parnes attiriSanas kolonna.

6. Kolonnu centrifugé 1 miniti pie 3,500 x g, lieko Skidumu izle;j.

7. Pievieno 600ul CW (kolonnas mazgasanas buferSkidums) un centrifugé 1 minti pie
14000 x g.

8. Centrifuge 2 minttes pie 14000 x g, lai izzavetu kolonnu.

9. Nomaina savaksSanas stobrinu ar tiru 1,5ml stobrinu un pievieno 12pl eluéSanas buferi.
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10.
11.

12.

13.

14.
15.

16.

17.

18.

19.

20.
21.

22.

23.

24.
25.

26.
27.

Centrifugeé 1 miniiti pie 200 x g, péc tam 2 miniites pie 14000g, lai eluétu paraugu.
Katrai reakcijai denaturé 1,1pl AS (5° adapteris) inkubgjot to 2 miniites pie 70°C, péc
inkubé&Sanas denaturéto AS tur uz ledus.
Katrai reakcijai samaisa 1l denaturétu AS ar 11ul LM2 (ligé€Sanas maisijums 2) un 1pul
E2 (ligaze 2).
Katrai stobrinam ar ieprieks attirito RNS pievieno 13ul A5, LM2 un E1 maisijumu un
samaisa.
Inkubé 28°C uz 60 minitem.
Katram paraugam péc lig€Sanas reakcijas pievieno 1pl RTP un maisijumu denaturé 2
minttes pie 70°C. P&c denaturéSanas maisijumu tur uz ledus.
Katrai reakcijai samaisa 8ul FS (reversas transkripcijas maisijums) un 1ul E3 (reversa
transkriptaze).
Katram denaturétajam paraugam pievieno 8ul FS / E3 maisijuma.
Inkubg 50°C uz 60 minttem.
Katrai reakcijai samaisa 50pul PCR (PCR maistjums), 3ul P5 (PCR praimeri) un 11ul
dH-0.
Katram paraugam péc reversas transkripcijas pievieno 64ul PCR / P5 / H>O maisijuma.
Katram paraugam pievieno vienu konkrétu SRi indeksu. Izvairities no savstarpgjas
kontaminacijas.
PCR reakcijas programma:

e 98°C, 30 sekundes;

e 98°C, 10 sekundes, 60 °C, 30 sekundes, 72 °C, 15 sekundes (22 cikli);

e 72°C - 10 minites.

e Inkubeésana - 10°C
Péc PCR produktam pievieno 300ul CB un 50ul 100% etanola. Paraugu samaisa un
parnes uz attirisanas kolonnu.
Kolonnu centrifugé 1 minti pie 3,500 x g, lieko skidrumu izle;.
Pievieno 600ul CW (kolonnas mazgasanas buferskidums) un centrifugé 1 miniiti pie
14000 x g. 25. soli atkarto vienu reizi.
Nomaina savakSanas stobrinu ar tiru 1,5ml stobrinu un pievieno 20pul eluéSanas buferi.

Centrifugeé 1 miniiti pie 200 x g, péc tam 2 miniites pie 14000g, lai eluétu paraugu.
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2.2.11. miRNS biblioteku fragmentu selekcija

Ja sagatavotajam miRNS bibliotekam péc apskates bioanalizatora elektroferogramma ir
redzams parak liels adapteru diméru saturs, ir javeic bibliotékas fragmentu selekcija. Darba
fragmentu selekcijai tika pielietota Blue Pippin metode ar 3% agarozes gela plati (darba gaita
ieprieks aprakstita 3.6. nodala 4. punkts). Lai paraugiem péc fragmentu selekcijas spetu nomerit
koncentracijas ar fluorometru un vélreiz veikt bibliotekas garuma sadalijjuma kontroli ar
bioanalizatoru, ka ari sekvencét ir javeic parauga attiriSana no Blue Pippin reagentiem.

AttiriSanai tika pielietots Monarch PCR & DNA Cleanup reagentu komplekts.
Darba gaita miRNS bibliotéku attiriSanai péc Blue Pippin:
Pirms darba uzsakSanas:

Pievieno >95% etanolu kolonnas mazgasanas buferSkidumam.

1. Paraugu atSkaida ar kolonnas piesaistiSanas buferi 7 : 1 tilpuma attieciba un samaisa ar
pipetéSanas metodi, paraugu ir aizliegts maisit uz elektroniska maisitaja.

2. Lidz 800ul parauga parnes uz kolonnu. Kolonnu ievieto savakSanas stobrina un
centrifugé 1 miniti pie 16000 x g. lieko skidrumu izle;.

3. Pievieno 200pul kolonnas mazgasanas buferSkidumu un centrifugé 1 miniiti pie 16000 x
g. Atkarto vienu reizi.

4. Kolonnu parnes jauna 1,5ml stobrina.

5. Pievieno 6yl eluéSanas buferskidumu tiesi kolonnas matricas centra. Inkubé 1 miniiti

istabas temperattira un péc tam centrifugé 1 mintti 16000 x g, lai elu€tu paraugu.
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3. Rezultati

3.1. Adenomas izcelsmes ccfDNA detektéSana ar mérketu otras paaudzes

sekvencéSanu

3.1.1. ccfDNA izdaliSana

Darba ccfDNA tika izdalita no piecu NFPA pacientu plazmas paraugiem. ccfDNA

Cetriem paraugiem tika izdalita no 2ml plazmas, un vienam paraugam (HA0073) ccfDNA tika

izdalita no 1ml plazmas. Paraugi izdaliSanas beigas tika eluéti 20ul AVE buferskiduma. Izdalito

ccfDNA paraugu garumi un koncentracijas tika noméritas ar bioanalizatoru, un rezultati ir

apkopoti att€los (6. — 10.).
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6. attels. ccfDNA izdaliSanas rezultati no parauga
HAO065.
Fiugre 6. ccfDNA extraction results from sample
HAO065.

7. attels. ccfDNA izdaliSanas rezultati no parauga
HAO066.
Fiugre 7. ccfDNA extraction results from sample
HA066.
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8. attels. ccfDNA izdaliSanas rezultati no parauga
HA067.
Fiugre 8. ccfDNA extraction results from sample
HA067.
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9. attéls. ccfDNA izdaliSanas rezultati no parauga
HAO070.
Fiugre 9. ccfDNA extraction results from sample
HAO070.
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10. attéls. ccfDNA izdali$anas rezultati no parauga
HA073.
Fiugre 10. ccfDNA extraction results from sample
HAO073.

ccfDNA fragmenti parauga HA065

s Fragmenti robeZas no 124
-233bp

= Fragmenti robeZas no 277
-403bp
Fragmenti robezas no
1000 - 10380bp

= Fons

ccfDNA fragmenti parauga HA067

= Fragmenti robeZas no 143 -
231bp

= Fragmenti robeZas no 305 -
422bp

= Fragmenti robezas no 477 - o
677bp
Fragmenti robe#3s no 900 -
10380bp

= Fons

ccfDNA no plazmas tika sekmigi
izdalita visiem pieciem paraugiem.
Visaugstakas kop&jas ccfDNA fragmentu
koncentracijas bija paraugos
HAO070 (502,21 pg/ul) un HA065 (466,84
pg/ul), bet viszemakas koncentracijas bija
paraugos HA066 (178,13 pg/ul) un HA073
(108,21 pg/ul). Parauga HA067 DNS
fragmentu kop€ja koncentracija bija 383,44

pg/ul.

ccfDNA fragmenti parauga HAO66

= Fragmenti robeZas no 134 -
219bp

= Fragmenti robeZas no 1000
-10380bp

= Fons

43,8%

ccfDNA fragmenti parauga HAO70

= Fragmenti robeias no 132 -
232bp

= Fragmenti robe#as no 292 -
426bp

= Fragmenti robeias no 460 -
637bp
Fragmenti robe#as no 900 -
10380bp

= Fons

ccfDNA fragmenti parauga HA073

= Fragmenti robeZas no 145 -

213bp

= Fragmenti robezas no 292 -

450bp
= Fons

11. attéls. ccfDNA fragmentu frakcijas paraugos. 100% atbilst parauga kop&jai ccfDNA fragmentu

koncentracijai.

Figure 11. Fractions of ccfDNA fragments in samples. 100% represents total sample concentration across all

fragments.

45



Izdalitajiem paraugiem elektroferogrammas atteélos robezas no aptuveni 135 + 8bp lidz
225 + 8bp var novérot izteiktu DNS fragmentu sadalfjumu. So fragmentu vidgjais garums
visiem paraugiem ir tuvu 177bp (£ 3bp, lielakais HA067 — 181bp, mazakais HA065 un HA073
— 175bp). DNS fragmentu koncentracijas robezas no 135 + 8bp lidz 225 + 8bp péc
bioanalizatora datiem visiem paraugiem ir: HA065 — 217,12 pg/ul, HA066 — 43,26 pg/ul,
HAO067 — 123,39 pg/ul, HA070 — 208,86 pg/pul un HA073 — 35,08 pg/ul.

Visiem paraugiem, iznemot HA066, elektroferogrammu attélos (6. — 10.) bez DNS
fragmentiem starp 135 & 8bp — 225 + 8bp vizuali ir izSkirami arT citi DNS fragmenti, kas veido
sadaltjumus. HA065 un HA073 paraugiem S§is fragmentu sadalijums ir novérojams viena vieta.
HAO065 starp 277 — 403bp ar vid€jo garumu 344bp un koncentraciju 59.26 pg/ul, un HA073
starp 292 —450bp ar vid€jo garumu 365bp, bet ar augstaku fragmentu koncentraciju, neka
fragmenti starp 135 + 8bp — 225 + 8 bp (35,08 pg/ul pret 44,38 pg/ul). HA067 DNS fragmenti
veido sadalfjumu divas vietas — starp 305 — 422bp (vid. — 371bp, konc. — 61,11 pg/ul) un 477 —
677bp (vid. — 565bp, konc. — 46,92 pg/ul). HA070 ar1 divas vietas — starp 292 — 426bp (vid. —
359bp, konc. — 78,13 pg/ul) un 460 — 637bp (vid. — 539bp, konc. — 51,24 pg/ul).

Visiem paraugiem, iznemot HAQ73, arT ir novérojams DNS fragmentu sadalijums, sakot
no 950bp + 50bp. So fragmentu vidgjie garumi un koncentracijas diapazona 950bp + 50bp —
10380 paraugiem ir sekojosas: HA065 (5568bp; 116,83 pg/ul), HA066 (7132bp, 78,02 pg/ul),
HAO067 (3674bp, 112,31 pg/ul) un HA070 (3142bp, 108 pg/ul).
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3.1.2. PCR ar ccfDNA

Pirms darba uzsakSanas ar interneta brivpieejas genomu parliku (Ensembl) mutaciju
saturoSiem ge€niem (1. pielikums) noteica nukleotidu sekvences, kuras atrodas mutacijas. Lai
no ccfDNA sekmigi pavairotu fragmentus, intereséjoSam regionam tika izveidoti praimeri ar
Primer3Plus izmantota algoritma palidzibu ta, lai to PCR produkta garums neparsniegtu 140
bp. (8. tabula). Lai parliecinatos, vai piemeklétie praimeri atbilst génam, un automatiski
noskaidrotu pavairojama parauga garumu, tika pielietoti interneta resursi no UCSC In-Silico

PCR .

Darba PCR tika veikta visiem pieciem izdalitajiem ccfDNA paraugiem. PCR produkti

tika vizualizeti 1,2% agarozes gela. Rezultati ir interpretéti, balstoties uz zonu skaitu migracijas

josla un to parvietosanas attalumu (12. attéls).

M= i =

M 3.4.5.6.7.N M 8 9. 10.11.12.13.14.15.16. N

12. attels. PCR ar ccfDNA. M - 100bp DNS markieris (GeneRuler 100bp DNA Ladder). 1.— MPRIP (HA073),
2. - ATF4 (HA073), 3. — CLCNKA, (HA067), 4. — SMARCADI (HA067), 5. - PDE34 (HA067), 6. — MTFMT
(HA067), 7. - PRPFS, 8. — VPS13D (HA065), 9. — SPEN (HA065), 10. — LDLRAD2 (HA065), 11. — G6PC2
(HA066), 12. — GPATCH4 (HA066), 13. CLECL1B (HA070), 14. - RYRI (HA070), 15. - CCDC138 (HA070),
16. — FXR1 (HA070), N — negativa kontrole.

Figure 12. PCR with ccfDNA. M - 100bp DNA marker (GeneRuler 100bp DNA Ladder). 1. — MPRIP
(HAO073), 2. — ATF4 (HA073), 3. — CLCNK4, (HA067), 4. — SMARCADI (HA067), 5. — PDE34 (HA067), 6.
— MTFMT (HA067), 7. - PRPFS, 8. — VPS13D (HA065), 9. — SPEN (HA065), 10. — LDLRAD?2 (HA065), 11.
— G6PC2 (HA066), 12. —- GPATCH4 (HA066), 13. CLECLIB (HA070), 14. — RYRI (HA070), 15.- CCDC138
(HA070), 16. — FXRI (HA070), N — negative control.

Sekmigai fragmenta pavairoSanai atbilst viena zona migracijas josla, kuras migracijas
attalums atbilst aptuveni 120 — 140bp zonai (par atsauci izmantojot pievienoto markieri).
Negativas kontroles maisijumam nepievienoja DNS, lai parliecinatos par sveSas DNS
piemaisijumu neesamibu reakcijas sagatavoSana. Analizgjot 5. att€lu var secinat, ka 16
ccfDNA PCR reakcijas izdevas sekmigi iegtit fragmentus, kuru garums atbilst teorétiskajam
garumam (100 — 140bp). Negativas kontrol€s joslas nebija noverojami fragmenti, kas

apstiprina, ka fragmenti netika pavairoti no sveSas DNS piemaisijumiem.



3.1.3. ccfDNA otras paaudzes sekvencésana

Darba iegiiti 16 ccfDNA PCR fragmenti tika sagatavoti NGS uz lon Proton™ System
platformas. legutas sekvences sakotn&ji tika eksporteétas FASTQ formata. FASTQ faila
saglabatie sekvencéSanas dati pirms talakas apstrades tika vizualizéti ar FastQC
datorprogrammas palidzibu, lai noskaidrotu sekvenc&S$anas kvalitati un klidu iesp&amibu
sekvencéSanas laika. Kopa tika iegtitas 87493 sekvences, no kuram neviena nebija marké&ta ka
zemas kvalitates sekvence. Sekvencu garumi bija no 25 lidz 293bp un vissparstavétakas
sekvences bija ar garuma robezas no 100 Iidz 125bp un no 130 lidz 145bp, kas atbilst PCR

produktu garumiem.

Skait Sequence Length

30000
25000
20000
15000
10000

5000

c 20-29  40-49  60-69 80-89 100-109 130-139 160-169 190-199 220-229 230-259 280-289

Sekvences garuns (bp)
13. Attels. Sekvencu garuma sadalijums.
Figure 13. Sequence length distribution

Vidgjais kvalitates indekss (Phred quality score) visam nukleobazém bija 26, kas norada,
ka vidgji bazes noteikSana sekvenc@sanas laika ir notikusi ar 0,32% kliidas iesp&jamibu (Q =

—10log 0P, kur Q ir kvalitates indekss un P ir kltidas varbiitiba), (14. att€ls).
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Phred kvalitates vértiba
8

! Kvalitates raditaji visam bazém katra pozicija

34
2

30

?BI
2 il]l
M|

fd

1 3 5 7 9 2024 4044 6064 BO-84 100-104 125-120 150-154 175-179 200-204 235-229 250-254 275-279
Pozicija nolastjuma (bp)

14. Attels. Kvalitates raditaji visam bazém. Centrala sarkana linija norada uz kvalitates indeksa medianu un zila
Itnija norada uz vid&jo vertibu. Phred kvalitates vertibas: no 38 lidz 28 — augsta kvalitate (P: 0,0158% I1dz 0,158%)
, no 28 1idz 20— vidgja kvalitate (P: 0,158% lidz 1%), no 20 lidz 0 - zema kvalitate (P: 1% - 100%).

Figure 14. Quality scores across all bases. Central red line represents median, blue line represents mean value.
Phred quality scores: from 38 to 28 — high quality (P: 0,0158% to 0,158%), from 28 to 20 — average quality (P:
0,158% to 1%), from 20 to 0 — low quality (P:1% - 100%).

Iegutas sekvences talak tika pielidzinatas cilvéka references genomam (GRCh37 — hgl9)
izmantojot datorprogrammu Burrow-Wheeler Aligner un iegitais SAM (Sequence Alignment
Map) teksta formata fails tika sakompreséts BAM (Binary Alignment Map) formata. Bazu
signalu apkopojums, un SAM formata nomaina uz BAM tika veikta ar datorprogrammu
SAMtools. SekvencéSanas rezultati péc apstrades tika vizualiz€ti izmantojot datorprogrammu

Integrative Genomics Viewer un ir apkopoti 13. tabula.
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13. tabula. Mérkétas ccfDNA NGS rezultati.

Table 13. Targeted ccfDNA NGS results.

Parklajums
Wild-type / Kopgjais ~
Géns Pacients mut;);ﬁﬁ nolals)iijllmu ?;;t::g:: A C G T
alele skaits

Alternativas aleles ipatsvars aptuveni 50%
VPS13D HAO065 C/T 10585 48,63% 6 5420 11 5148
LDLRAD?2 HAO065 C/T 7641 47,07% 3 4033 8 3597
SPEN HAO065 A/G 444 49,10% 225 0 218 1
GPATCH4 HA066 C/T 8726 58,50% 9 3611 1 5105
G6PC2 HA066 C/G 1567 44,47% 0 869 697 1
Alternativas aleles ipatsvars starp 2% un 4%
RYRI HAO070 G/A 882 2,27% 20 0 862 0
MPRIP HAO073 C/T 3066 3,65% 0 2949 5 112
Alternativas aléles Ipatsvars zem 0,5%
PDE34 HAO067 G/A 13014 0,04% 5 1 13008 0
MTFMT HAO067 A/T 5964 0,02% 5950 0 13 1
CCDCI38 HAO070 G/A 4833 0,08% 4 0 4829 0
FXRI HAO070 T/A 3117 0,03% 1 6 1 3109
PRPFS§ HAO067 A/G 8239 0,14% 8227 0 12 0
SMARCADI1 HAO067 A/G 8968 0,09% 8958 2 8 0
Alternativa alele nav detektéta
CLECIB HAOQ70 G/A 2560 0 0 0 2559 1
ATF4 HAO073 C/A 1336 0 0 0 1336 0
CLCNKA HAO067 C/G 1666 0 0 1664 0 2

Zila krasa un treknraksta ir izcelts alternativas al€lés parklajums, bet zala krasa ir izcelts wild-type aleles

nolastjumu skaits

SekvencéSanas parklajums iesp&jamo mutaciju pozicijas bija videji 6191 nolasijumi uz
tiesas (57 3”) un apgrieztas k&des (3’ 5°) (diapazons 444 — 13026 nolasijumi). Piecos amplikonos
(VPS13D, LDLRAD?2, SPEN, GPATCH4, G6PC2) no diviem HA pacientiem, alternativas aléles
Ipatsvars bija tuvu 50% no nolastjumiem (44,47 — 58,50%). Divos amplikonos (RYR1, MPRIP)
no diviem atseviskiem HA pacientiem, alternativas al€les Ipatsvars bija starp 2% un 4%. SeSos
amplikonos (PDE3A, MTFMT, CCDC138, FXRI, PRPFS, SMARCADI) alternativa al€le bija
zem 0,5%, bet trijos amplikonos (CLECLIB, ATF4, CLCNKA) alternativo aléli nebija
iesp&jams detektet. Amplikoni, kuriem alternativa aléle mutacijas pozicija bija zem 4%, tika
salidzinati ar blakus poziciju (£5 bp no mutacijas pozicijas) alternativo alélu Tpatsvariem (NGS

tehniskas kltudas). Starp izdalitam ccfDNA koncentracijam un alternativas aléles frekvenci

korelacija nav novérojama (Pirsona » = -0,066, P = 0,92).
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Mérka vietas alternativas aléles Tpatsvars salidzindjuma ar blakus pozicijam
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15. attels. Mutacijas vietas alternativas aléles Tpatsvars salidzinajuma ar blakus poziciju (=5bp no mutacijas
pozicijas) alternativo alélu Ipatsvaru (sekvencéSanas tehniskas kliidas).
Figure 15. Alternate allele frequency of mutation position compared to alternate allele frequency (technical
sequencing errors) of adjecent positions (£5bp from mutation position).

Analizgjot grafiku var secinat, ka sekvencéSanas fona kliadas ir ar 0,01% - 0,9%
ipatsvaru. Analiz&jot amplikonus: PDE3A (0,04%), MTFMT (0,02%), SMARCADI (0,09%),
CCDC138 (0,08%), FXRI (0,03%), PRPF8 (0,14%) ar Hi-kvadrata testu var secinat, ka
alternativas al€les Tpatsvars mutaciju pozicijas (0) statistiski neatsSkiras (visiem amplikoniem P
= 0,99%) no blakus poziciju alternativo alelu ipatsvariem (0,1 - 0,9%). Savukart statistiski
nozimigas atskiribas no fona péc Hi-kvadrata testa ir novérojamas amplikoniem RYR/ (2,27%,

P =0,0002) un MPRIP (3,65%, P = 0,0021).
3.2. miRNS sastava izmainu noteikSana ar otras paaudzes sekvencéSanu
3.2.1. Izdalito RNS paraugu hemolizes kontroles rezultati

RNS sekmigi tika izdalita no visu 12 HA pacientu plazmas paraugiem pirms un péc
rezekcijas (kopa 24 RNS paraugi). Siem RNS paraugiem talak tika veikta hemolizes kontrole.
Hemolizes kontrole ar miRCURY LNA SYBR Green PCR ir balstita uz miR 23a-3p un miR-
451a miRNS markieru kvantitativu analizi. miR-23a-3p ir seruma un plazma sastopama miRNS
un tas daudzumu neietekmé hemolize. miR-451a arf ir seruma un plazma sastopama miRNS,
bet tas avots galvenokart ir sarkanas asins Stinas. Reala laika PCR laika tiek iegiitas So markieru

Cq vertibas (cikls pie kura amplifikacijas likne Skérso sliekSna Iiniju un ir atkarigs no sakuma
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molekulu skaita). Hemolizes gadijuma miR-451a daudzums ievérojami palielinas neatkarigi no

miR-23a-3p, tadel hemolizes kontroli raksturo ACq (Cq mir23a-3p — Cq mirds1a). PEc razotaja

Qiagen datiem ACq vertibas, kas ir zem 5 norada, ka paraugos nav notikusi hemolize, ACq starp

5 un 7 norada uz iesp&jamu hemolizi paraugos, bet ACq virs 7 norada uz paraugu hemolizi.

Paraugu izdaliSanas datumi un hemolizes kontroles rezultati ir apkopoti 14. tabula.

14. tabula. RNS paraugu hemolizes kontroles rezultati

Table 14. RNA samples hemolysis test results.
Paraugs Parauga veids Izdalisanas Hemolizes testa
datums ACq
Pirms rezekcijas 05.03.2019 4,706
HA069 - .
24h p&c rezekcijas 05.03.2019 4,109
Pirms rezekcijas 05.03.2019 4,435
HAO070 - "
24h péc rezekcijas 05.03.2019 3,736
05.03.2019
24h péc rezekcijas 05.03.2019 4,849
Pirms rezekcijas 26.02.2019 7.501
HA073 — "
24h péc rezekcijas 26.02.2019 4.085
26.02.2019
24h p&c rezekcijas 26.02.2019 3.410
Pirms rezekcijas 26.02.2019 3.840
HAO076 — .
24h p&c rezekcijas 26.02.2019 2.949
Pirms rezekcijas 26.02.2019 4.396
26.02.2019
05.03.2019
24h péc rezekcijas 05.03.2019 1,782
Pirms rezekcijas 19.02.2019 3.454
HAO089 - "
24h péc rezekceijas 19.02.2019 2.577
19.02.2019
24h péc rezekceijas 19.02.2019. 3.163
Pirms rezekcijas 19.02.2019 4.802
HAO080 — .
24h p&c rezekcijas 19.02.2019 4.038
19.02.2019
24h p&c rezekcijas 19.02.2019. 4.450

Sarkana krasa ir atziméti paraugi kuriem ir detekt&ta hemolize
Oranza krasa ir atzimeti paraugi kuriem ir iesp€jama hemolize

No 24 miRNS paraugiem, kas tika izdaliti no plazmas, vienam paraugam (HA073, pirms

rezekcijas) hemolizes kontrole uzrada, ka parauga ir notikusi hemolize. Bet seSiem paraugiem:

HAO074 (pirms rezekcijas), HA075 (24h péc rezekcijas), HA091 (pirms rezekcijas), HA092

(pirms rezekcijas), HA065 (péc rezekcijas), HAO71 (pirms rezekcijas) hemolizes kontrole

uzrada, ka pastav palielinats hemolizes risks Sajos paraugos.
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3.2.2. miRNS biblioteku sagatavosana otras paaudzes sekvencésanai

No HA 12 pacientu izdalitajiem RNS paraugiem, ¢etru pacientu pirms un péc rezekcijas

RNS paraugiem talak tika veikta biblioteku sagatavosanai NGS uz [lllumina MiSeq
platformas(HA070, HA076, HA089, HA080). Biblioteku sagatavosanas kvalitates kontroles

rezultati pirms fragmentu selekcijas ir apkopoti 16. attéla.
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16. attels. miRNS biblioteku kvalitates kontrole pirms garuma selekcijas.

Figure 16. miRNA library quality control before size selection.
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Vadoties péc biblioteku sagatavoSanas reagentu komplekta razotaja (Lexogen)
rokasgramatas adapteru izméri ir 60bp un indeksu izméri ir Sbp. Visu paraugu
elektroferogrammas var€ja noverot pikus, kas atbilst adapteru diméru izmériem, kuru vidgja
koncentracija bija 4,72 ng/ul = 0,48 ng/ul. Visos paraugos nebija iesp&jams atseviski izSkirt
miRNS piki (145bp) no fona. Lai atbrivotos no fona un adapteru dimériem tika veikta Blue

Pippin elektroforéze, kur mérka garums tika iestatits 145bp. Rezultati ir apkopoti 17. attela.

(FUl N . .. [FU) _ .
4? HAO70 pirms rezekcijas | N HAOQ70 24h p&c rezekcijas
‘ 800 |
‘ 700 |
600
5004 500
400+
‘ 300
2 200 s
3 & oo 7 HE. A
P VI S dIR
0- 04
U T T T T T T -100 T T T T T T T
35 100 200 300 400 500 [bp] 35 100 200 300 400 500 [bp]
[FU] © . . [FU] Dg?\’ B .
o004 b HAO76 pirms rezekcijas 450 X HAOQ76 24h péc rezekcijas
800 400+ i
700 | 350 ‘
600 300 |
300 ‘ 250 Il
400-{ 200
300 150 ||
200 100 ] [
o g |
o 1 |
100-{ > 50 J | i@’ o
ik : X
0+ o4 = WRIE
5 100 | 200 300 00 500 i T I S, ! z 1
83" o 2 o 400 500 [bp] 35 100 200 300 400 500 [bp]
(FU] | © . . (FU) R a .
& HAO89 pirms rezekcijas g ~ HAO089 24h p&c rezekcijas
800 | |
700
7004
600 |
600 / |
| 500
500
e | 400 \
300 ‘ 300
H | 200
200 5 P
100 [ IR 100 \ iy 2
: & md y
0 . 0 -
T T T T T T T T T T T T T T T T
35 100 200 300 400 500 [bp] 35 100 200 300 400 500 [bp]
[FU] QA . .. [Ful | o 2 i
v HAO080 pirms rezekcijas ~ HAO080 24h péc rezekcijas
i 1 6001 |
500 | o |
L ' 400
20 300 \
| |
200 | i
o 200 5
100+ ‘ PRI 100 \ Kl g B
0 ; 0
T T T T T T T T T T T T T T
35 100 200 300 400 500 [bp] 35 100 200 300 400 500 [bp]

17. attéls. miRNS biblioteku kvalitates kontrole péc fragmentu selekcijas.
Figure 17. miRNA library quality control after size selection.
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Peéc fragmentu selekcijas visiem paraugiem vargja noverot izteiktu piki, kas ietilpst
miRNS garuma diapazona. Vidgjo adapteru dimeru koncentraciju izdevas samazinat par 99,7%.
Paraugiem HA070 (pirms rezekcijas pirms un péc rezekcijas) un HA076 (24h péc rezekcijas)
blakus miRNS pikim arT var noveérot piki, kas ir arpus miRNS garuma (151bp). Paraugam
HAO076 24h (24h péc rezekcijas) ir noveérojama divas reizes zemaka koncentracija neka HA076

(pirms rezekcijas) paraugam.

3.2.3. miRNS sekvencéSanas rezultati

miRNS sekvenceésanas datu “‘fastgsanger.gz” faila formats tika parbaudits un parveidots
ar datorprogrammu FASTQ Groomer uz “fastqgsanger” faila formatu. SekvencéSanas datu
kvalitate tika vizualizéta ar datorprogrammu FASTQC. Atbilstosi kvalitates atskaitei
sekvencéSanas datiem tika veikta nolasijumu filtréSana ar datorprogrammu filter FASTQ.
Rezultata tika atlasiti un saglabati tie nolasijumi, kuriem visas bazes bija ar Phred quality score
vertibu > 13, un kuru garums ietilpa diapazona no 17 lidz 40bp. Nolasijumi, kuri neatbilda
izvirzitajiem nosacijumiem tika izsl€gti no analizes. Nolasijumiem talak tika veikta 3’ un 5’
adapteru sekvencu aizvakSana ar ar datorprogrammu Cutadapt, un pielidzinaSana GRCh37 —
hgl9 cilvéka references genomam, izmantojot datorprogrammu Bowtie. miRNS saskaitiSana
tika veikta divas reizes ar datorprogrammu htseqg-count, attiecigi izmantojot vienu no divam
miRNS anotacijam (miRNA, miRNA primary transcripts). Diferencialas ekspresijas statistiska

analize tika veikta ar datorprogrammu DESeq?.

miRNS sastava izmainas plazma 24 stundas péc miRNS sastava izmainas plazma 24 stundas p&c
rezkecijas (miRNA anotacija) rezkecijas (miRNA primary transcripts anotacija)
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18. attéls. miRNS sastava izmainas plazma 24 stundas p&c rezekcijas.
Figure 18. miRNA profile changes in plasma 24 hours post surgery.
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No abam miRNS anotacijam kopa tika identificetas 1059 dazadas miRNS. Izmainas bija
novérojamas no -1,21 Iidz 1,42 reizém. Individuali analiz€jot miRNS, statistiski nozimigas
izmainas (P <0,05) pirms un p&c rezekcijas tika konstatétas cetram miRNS (15. tabula). Tomér
péc datu normalizacijas ar Benjamin — Hochber metodi kopsumma nav novérojamas statistiski
biitiskas izmainas miRNS sastava pirms un péc rezekcijas (Pugjuseea = 0,99).

15 tabula. miRNS ar statistiski nozimigam izmainam 24h péc audzgja rezekcijas.
Table 15. miRNAs with statistically significant changes 24h post surgery.

miRN'S veids I(Z;:l";‘gss P vartiba

hsa-miR-1307 128 0,035484386
hsa-miR-378i 142 0.023476989
hsa-miR-1307-3p 136 0.037814295
hsa-miR-6511b-3p 021 0.046008026

Attiecigi 24 stundas péc audzgja rezekcijas palielinata ekspresija bija novérojama hsa-
miR-1307 (1,28 reizes), hsa-miR-3781 (1,42 reizes) un hsa-miR-1307-3p, bet samazinata

ekspresija bija novérojama hsa-miR-6511b-3p (-1,21 reizes).
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4. Diskusija
4.1. Hipofizes adenomas izcelsmes ccfDNA detektéSana

P&dgjo gadu laika ir guti vairaki priekstati par laundabigo audzgju genétisko markieru
detektésanu ccfDNA. Paslaik ccfDNA analizes tiek adoptétas onkologisko slimibu diagnostika
ar nosaukumu — §kidra biopsija (Perakis S., Speicher M. R. 2017). Vadoties péc vairaku
petijumu datiem, pasaules méroga populacija kliniski nozimigas HA ir ar sastopamibu 1
gadijums uz 1000 cilvekiem (Daly A. et al. 2006), (Day P. F. et al. 2016). ccfDNA analizu
ievieSana HA pacientiem ievérojami atvieglotu slimibas diagnostiku, jo audu paraugu biopsija
salidzinajuma ar Skidro biopsiju ir invaziva un griti izpildama del hipofizes anatomiska
novietojuma, izméra un konsistences, ka art nesniedz pilnveértigu informaciju par audzg&ju ar
genomisku heterogeniati (Arneth B. 2018), (Hillary S., Balasubramanian S.P. 2017). Darba
viens no mérkiem bija noskaidrot vai ir iesp&jams detektét HA izcelsmes ccfDNA pacientu
plazma, veicot mérketu NGS 16 pozicijas (katra sava géna), kuras ieprieck§ BMC veiktaja HA

eksoma sekvencéSana pieciem pacientiem tika detekt€tas somatiskas mutacijas (1. pielikums).

Lidz $im v&l nav bijis neviens publicéts petijums par HA izcelsmes ccfDNA detekteSanu
kermena Skidrumos. Ka ar1 ir publicéts tikai viens pétijjums par adenomu izcelsmes ccfDNA
detektéSanu, kur pétijuma autoriem pacientu plazma neizdevas detektét kolorektalas adenomas
izcelsmes ccfDNA (Myint N. N. M. et a/ 2018). Lai detektetu HA izcelsmes ccfDNA piecu HA
pacientu plazmas paraugos tika pielietota, mérkéta NGS uz lon Torrent (Ion Proton iekarta)
platformas, kas spgj iegiit vairakus paral€lus nolasijumus noteiktam lokusam, sniedzot iesp&ju
detektet vienu nukleotidu mainoSas mutacijas ar alternativas al€les 1patsvaru sakot no 0,1 — 1%

(Stasik T. et al. 2018), (Tucker T. et al 2009).

ccfDNA izdalisana no plazmas tika veikta ar QIAmp Circulating Nucleic Acid Kit. Visi
plazmas paraugi tika izdaliti vienlaikus. Cetriem paraugiem ccfDNA tika izdalita no 2ml
pacientu plazmas, bet paraugam HAO073 no 1ml plazmas, izmantojot visu pieejamo plazmas
daudzumu. Starp izdalitajiem paraugiem var&ja noverot izdalito ccfDNA fragmentu kopgjo
koncentraciju atskiribas. Pasas ccfDNA koncentracijas asinsrité var ietekmét fiziologiskais
stavoklis, blakusslimibas, fiziskas aktivitates pirms asins parauga ievakSanas un audzgja
aktivitate (Haller N. et al 2018), (Ma X. et al. 2017). Darba statistiski nozimiga korelacija starp
kop&jam ccfDNA koncentracijam paraugos un alternativo alélu Tpatsvaru mutaciju pozicijas
netika noverota (r =-0,066, P = 0,92). Noradot uz to, ka ccfDNA koncentraciju atSkiribas starp

pacientiem, visticamak, nav saistitas ar audzgja aktivitati. Pacientiem arT nebija novérojamas
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blakusslimibas, kas ietekmétu ccfDNA koncentracijas plazma. Darba iegiitas koncentracijas ir
problematiski salidzinat ar citu pétijumu rezultatiem, jo paslaik starp pétijumiem ccfDNA

izdaliSanas un koncentracijas analizes metodes atSkiras.

Visiem izdalitajiem ccfDNA paraugiem diapazona 135 + 8bp lidz 225 + 8bp bija
novérojami fragmenti, kuru vidgjais garums bija 177 + 3bp. Sadi rezultati sakrit ar lidzigos
pétijumos publicetajiem rezultatiem, kur tika veikta ccfDNA garuma noteikSana Sizofrénijas
pacientiem ar fluorescences korelacijas spektroskopiju (Jiang. J. et al. 2018) un hepatocelularas
karcinomas pacientiem ar NGS (Jiang P. ef al. 2015). Fragmenti ar aptuvenu garumu 180bp
reprezenté DNS, kas ir uztits uz vienas nukleosomas kopa ar degradétu /inker DNS. Lai gan So
fragmentu izcelsme vl joprojam tiek apspriesta literatiira, Jahr et al. bija pirmie, kuri sniedza
pieradijumu, ka 180bp izméra fragmenti ir galvenokart ar apoptotisku Siinu izcelsmi. lemesls
tam ir, ka apoptozes laika notiek aktiva dezoksiribonukleazes medi€ta hromatina degradésana
starp linker DNA sekvencém (Jahr S. et al. 2001). Turklat 180bp fragmenti asinsrit€ tiek
atbrivoti ne tikai §inu apoptozes rezultata, bet ar1 starpsiinu sekrécijas rezultata (Mouliere F.,

Thierry A. R. 2012).

Sakot no 225 + 8bp lidz 950bp + 50bp starp pacientu paraugiem bija noverojamas
atSkiribas fragmentacija. Visi paraugi iznemot HA066 1idz 1000bp ar1 satur&ja fragmentus, kuru
vidgjais garums bija aptuveni divas lidz trTs reizes garaks par 180bp fragmentiem. Arf citos
ccfDNA pétijumos ir novéroti §ada izméra fragmenti un So fragmentu garums atbilst DNS, kas
ir uztits uz divam vai tris nukleosomam. Attiecigi dinukleosomalu un trinukleosomalu garumu
fragmenti bija noveérojami paraugiem HA067 un HA070. Savukart HA065 un HA073 bija
novérojami tikai dinukleosomala garuma fragmenti. Lai gan So fragmentu garumi liecina par
to, ka So fragmentu izcelsme ar1 ir apoptotiskas Stinas, tomér dazi autori uzskata, ka fragmenti,
kuri ir lielaki par 320bp ir arT nekrotisku Stinu izcelsmes (Elazezy M., Joosse S. A. 2018), (Jiang.
J. et al. 2018). Paraugos HA065, HA066, HA070 un HA073 visparstavetakie fragmenti bija tie,
kuru garums atbilda DNS garumam kurs uztits uz vienu vai vairakam nukleosomam liecinot
par to, ka plazma esos$as ccfDNA avots ir galvenokart apoptotiskas un ccfDNA sekretjosas

Stnas.

Visi paraugi iznemot HA073 saturgja ar1 fragmentus, kas veidoja sadalijumu sakot no
1000bp. Ja HA073 ccfDNA tiktu izdalita no 2ml plazmas, tad Sie fragmenti, iesp&jams, ari biitu
novérojami. To koncentracijas un vidgjie garumi rezultatos ir analiz&ti sakot no 950bp + 50bp
1idz 10380bp, jo datu ekstrapolacija arpus bioanalizatora markieriem nav vélama. Vadoties péc

uzskatiem literatiira, fragmenti, kas ir lielaki par 1000bp ari ir pieskaitami pie ccfDNA, bet tie
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ir parsvara saistiti tiesi ar Stinu nekrozi, jo nekrozes laika DNS degradacija starp nukleosomam
notiek mazak aktivi (Mouliere F., Thierry A. R. 2012), (Wang W. et al. 2017). HA066 bija
vienigais paraugs, kura vargja noverot, ka nekrotisku $tinu izcelsmes fragmenti ir izteikti vairak

neka apoptotisku $iinu izcelsmes fragmenti (Jahr S. et al. 2001).

Literattira pausts uzskats, ka audzg€ja izcelsmes ccfDNA fragmenti ir vairak fragmentéti
salidzinajuma ar normalu §tinu fragmentiem, un tie ir parasti ar mazaku izméru salidzinajuma
ar normalu $tinu izcelsmes vienukleosomalo (165bp) ccfDNA. Ka ar1 fragmenti, kas ir lielaki
par 1000bp parsvara ir tikai normalu §tinu izcelsmes nevis audzeja Stunu (Mouliere F., Thierry
A. R. 2012). Noradot uz to, ka varbiitiba detektét adenomas izcelsmes ccfDNA ir lielaka
paraugos, kuros fragmenti parsvara ir ar apoptotisku izcelsmi (HA065, HA067, HA070 un
HAO73). Tomér starp vienukleosomalo fragmentu procentualo saturu ccfDNA paraugos un
alternativo al€lu frekvenceém mutaciju pozicijas nebija noverojama statistiski nozimiga
korelacija (r = -0,054, P = 0,93). Kas norada uz to, ka atSkirigo fragmentaciju iesp&jams

neietekm& HA, bet gan citi faktori.

Mutacijas ieprieks hipot€tiski sagaidama limeni izdevas detektét divas no 16 pozicijam
(RYRI —HAO070 un MPRIP — HA073). So poZziciju alternativo alélu ipatsvars bija starp 2% un
4% un statistiski batiski atskiras no fona limena. Sadi rezultati ir lidzigi ar rezultatiem pétijumos
par laundabigo audz&ju markieru detektéSanu, kur ccfDNA alternativas al€les parasti ir ar
Ipatsvaru no 1% lidz 30% (Page K. et al. 2017). Lai gan paraugam MPRIP alternativas aléles
Ipatsvars mutacijas pozicija ir statistiski atSkirigs no fona, tomér salidzinajuma ar RYRI,
MPRIP fona sekvencéSanas tehnisko kliidu Tpatsvars tris pozicijas pirms mutacijas vietas ir
saméra augsts (~2,3%). Iesp€jamais iemesls augstam klidu ipatsvaram ir tas, ka mutacijas
pozicijai (chr17:17068722) abas puses ir 5x G atkartojumi (GGGGGCT (C) CTCCGGGGQG).
Rezultata pozicijas chr17:17068715 un chr17:17068727 bija novérojami vairaki nolasijumi ar
nepatiesi pozitivam insercijam un del€cijam, kas datos izraisija sekvences nobidi. lonTorrent
sekvencesanas metode salidzinajuma ar citam NGS metodeém ir neprecizaka homopoliméru

sekvences un biezak registré viltus pozitivas del€cijas vai insercijas (Kulski J. K. 2016).

VPS13D, LDLRAD, SPEN (HA065) un GPATCH4, G6PC2 (HA066) pozicijas arl
izdevas detekte€t mutacijas, bet iegutais alternativo al€lu ipatsvars ir tuvu 50%, kas ir
parsteidzosi HA gadijuma (2. un 2.1. pielikums). Laundabigajos audzgjos alternativo al€lu
saturs >50% no plazmas izdalita ccfDNA ir reti novérojams. Parsvara tad, kad pacientam ir

noveérojama vélina audzgéja metastaze (Bohers E. ef al. 2015), (Boons G. et al. 2018). Phred
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quality score vertibas norada, ka alternativas al€les patsvars tuvu 50% visticamak nav dél viltus

pozitiviem nolasijumiem.

Veselos cilveékos lielaka dala no plazma esos$a ccfDNA ir ar balto asins Siinu izcelsmi
(55%) (Moss J. et al. 2018). HA eksoma sekvenceSanas laika, lai identific€tu somatiskas
audz€ja mutacijas, tika ar1 sekvencéts germline DNS, kurs tika izdalits no baltajam asins Stinam
(1. pielikums). Balto asins sinu DNS netika atklatas mutacijas génos VPSI3D, LDLRAD,
SPEN, GPATCH4 un G6PC?2. Tas norada uz to, ka lielaka dala no pacientu HA065 un HA066
plazma esosa ccfDNA iesp€jams ir ar audzgja Siinu izcelsmi. HA eksoma sekvencéSanas laika
pacientiem HA065 un HA066 tika atklats liels skaits somatisko mutaciju audz&ja DNS (HA065
— 269 mutacijas, HA066 — 671 mutacija) (Peculis R., nepublicéti dati). Iesp&ams, ka So
mutaciju rezultata ir palielinata HA $tnu apoptoze, nekroze vai ccfDNA sekrécija, un rezultata
mutacijas plazma tika detekt€tas ar alternativas al€les 1patsvaru tuvu 50%. Tomer janem véra,

ka pacientam HA066 bija otra zemaka ccfDNA koncentracija.

Alternativs skaidrojums $adiem rezultatiem var€tu bt hipofizes apopleksija. Hipofizes
apopleksija ir dzivibu apdraudoSs sindroms, kuru raksturo strauj$ asins apgades partrukums
hipofizes dziedzerim, kur§ HA gadijuma var rasties audz&ja hemoragiska infarkta dél.
Apopleksijas gadijuma ir ievérojami palielinata audz€ja nekroze, kas attiecigi var palielinat HA
izcelsmes ccfDNA koncentracijas asinsrité (Jang, J. H. et al. 2018). Lai gan HA066 ccfDNA
parauga domin&ja nekrotisku Stinu izcelsmes fragmenti, tomér paraugam HA066 ccfDNA
koncentracija ir otra zemaka no visiem paraugiem, un HA065 paraugam ccfDNA koncentracija
ir zemaka neka parauga HA070 ccfDNA koncentracija, kura nebija novérojamas mutacijas ar
augstu alternativas al€les 1patsvaru. Ka ar1 HA065 un HAO066 magnétiskas rezonanses
izmekleSanas attelos nebija novérojama hipofizes apopleksija, tomer janem veéra, ka pacientiem

magnétiskas rezonanses izmekleSana netika veikta vienlaicigi ar asinsparaugu ievakSanu.

Devinos no 16 paraugiem neizdevas detektét mutacijas, jo alternativas al€les patsvars
statistiski neatSkiras no fona vai arl neviens no nolasijumiem nesatur&ja alternativo aléli
mutacijas pozicija. Tas norada, ka Sajos paraugos mutaciju saturoSais adenomas izcelsmes
ccfDNA nebija pietickama skaita salidzinajuma ar normalu stinu ccfDNA, lai to sp&tu detektet
ar darba pielietoto metodi. Lai gan pacientu HA070 un HAO73 plazma izdevas detektet
mutacijas génos MPRIP un RYR1, tom&r mutacijas génos CCDC138, FXR1, CLECIB (HA070)
un ATF4 (HA073) neizdevas detektat. Sads rezultats varétu bat saistits ar to, ka Siem pacientiem
hipofizes adenomas ir ar genomisku heterogenitati (Myint N. N. M. et a/ 2018). Pastav iesp€ja,

ka eksoma sekvenc@Sanas laika pieejamais DNS daudzums ar izoperéta audz€ja audu
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paraugiem nereprezent€ visa audz€ja genomu. Rezultata var izvirzit hipotézi, ka atrastas
mutacijas génos CCDCI138, FXRI, CLECIB, ATF4 ir tikai dala no audzgja $tinam, savukart
mutacijas RYRI un MPRIP ir atrodamas visa audzgja vai ar1 lielakaja dala no audzgja $tinam,
tade] ccfDNA fragmenti plazma ar mutacijam MPRIP un RYR bija lielaka skaita salidzinajuma
ar fragmentiem, kas nesa mutacijas génos CCDC138, FXRI1, CLECIB, ATF4.

lon Torrent sekvencéSanas platforma balstas uz “sequencing by synthesis”’ (sekvencéSana
sintézes laika) metodi, kur tiek detektetas pH izmainas sintez€joties jaunajai DNS k&dei. Lai
gan sekvencé€Sana uz lon Torrent platformam ir jutiga un, salidzinajuma ar citam NGS
platformam, 1etaka un mazak laikietilpiga, tomér lonTorrent metode ir neprecizaka (klidu
biezums 1,7%) (Kulski J. K. 2016). Tomer balstoties pec FASTQ datiem, Saja darba noveérotais
aptuvenais sekvencéSanas klidu biezums bija 0,32%. Lai optimali detektétu laundabigo
audzeju izcelsmes ccfDNA ir rekomendétas metodes, kas var detekteét un izskirt no fona

mutacijas ar aléles 1patsvaru zem 0,1% (Pantel K. 2016), (Bennet C.W. et al. 2016).

Ar1 laundabigo audzg€ju gadijuma audzgja izcelsmes ccfDNA (ctDNA) detekt€Sana ir
biezi problematiska dé] ccfDNA fragmentu piemaisijumiem no normalam stinam (Elazezy M.,
Joosse S. A. 2018). NGS metodes gadijuma populars dazadu p€tnieku risindjums izvirzitajai
problémai, ir palielinat sekvenceSanas dzilumu, lai palielinatu iesp&ju detektet ctDNA
(Mouliere F. et al. 2018). Art Saja darba tika palielinats sekvencésanas dzilums (vidg€ji 6191
nolasijumi), bet mutacijas neizdevas detektet devinos no 16 paraugiem, noradot uz to, ka HA

izcelsmes ccfDNA salidzinajuma ar normalu audu izcelsmes ccfDNA ir neliela daudzuma.

Bez sekvencéSanas metozu optimizacijas Sobrid ari tiek pétitas un ieviestas jaunas
metodes, lai samazinatu fonu no normalu audu izcelsmes ccfDNA un palielinatu iesp&ju
detektét ctDNA. Sis metodes ir balstitas uz ieprieks aprakstito pienémumu, ka ctDNA fragmenti
ir vairak fragment€ti un parasti ir ar mazaku izméru salidzinajuma ar normalu $iinu izcelsmes
ccfDNA (Mouliere F., Thierry A. R. 2012). Underhill H. R. et al. bija vieni no pirmajiem kuri
pieradija, ka no izdalita ccfDNA atlasot fragmentus ar specifisku garumu starp 132 — 145bp var
palielinat iesp&ju detektét melanomas ctDNA (Underhill H. R. et al. 2016). Lidzigus rezultatus
ar1 ieguva Mouliere F. et al., kur izdevas detekt€t gan palielinatu ctDNA starp 90 un 150bp,
gan palielinatu ctDNA daudzumu starp 250 — 320bp (Mouliere F. ef al. 2018). Lai gan p&tijumi,
kas atbalsta tieSi specifiska garuma ccfDNA atlasiSanu pirms sekvencéSanas, lai uzlabotu
ctDNA detekciju Sobrid ir veikti tikai par laundabigajiem audzgjiem. Fragmentu atlasiSana starp
90 — 150bp pirms PCR reakcijas, ir potencials darba uzlabojums, kura rezultata iesp&jams tiktu

uzlabota varbiitiba detektét adenomas eksoma mutacijas ccfDNA.
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Darba iegiitie ccfDNA sekvencéSanas rezultati norada uz to, ka pielietota biblioteku
sagatavosanas metode, ka arT izmantota sekvenc€Sanas metode ir sp€jiga detekteét adenomas
izcelsmes ccfDNA. Toméer, lai konsekventi spetu detektét adenomas izcelsmes ccfDNA ir
nepiecieSams veikt papildus optimizaciju vai pielietot alternativu metodi. Ka art HA065 un

HAO066 gadijumos ir nepiecieSams papildus validét ccfDNA fragmentu izcelsmi.
4.2. miRNS sastava izmainu noteikSana plazma

Darba otrs mérkis bija noteikt miRNS sastava izmainas HA pacientu plazma starp
paraugiem, kas ievakti pirms un 24 stundas péc HA rezekcijas, izmantojot NGS uz [lllumina
MiSeq platformas. ArpusSiinu miRNS sastava izmainas plazma var biit asoci€tas ar dazadu
audzgeju aktivitati (Ieva, A et al. 2014). Lai noteiktu miRNS sastava izmainas plazma péc HA
rezekcijas 12 HA pacientiem tika atlasiti 24 plazmas paraugi (12 pirms rezekcijas un 12 paraugi
24 stundas péc rezekcijas), no kuriem tika izdalita RNS. Viena pacienta parauga tika konstat&tas
miRNS ar hemolizes izcelsmi, savukart seSu pacientu paraugos tika konstatéta iesp€jama

hemolizes izcelsmes miRNS klatbutne.

VOV —

Hemolize ir process, kura plist sarkanas asinssiinas un to ieksstinas saturs, ieskaitot
miRNS, nonak starpSiinu vidé. Hemolize visbiezak notiek asins paraugu ievakSanas vai
apstrades bridi. Vairaki pétijumi ir pieradijusi, ka hemolize var ietekmét plazma esoSo miRNS
saturu (Kirschner M. B. et al. 2011). Gadijumos, kad hemolize netiek nemta véra ta var veidot
neprecizu prieksstatu par miRNS, kuras ir asoci€tas ar dazadam slimibam, ka rezultata var tikt
ieviesti neobjektivi biomarkieri (Kirschner M. B. et al. 2013). S1iemesla d&l septinu pacientu

paraugiem talak netika veikta miRNS biblioteku sagatavoSana NGS.

NGS ir plasi pielietota metode miRNS pétijumos, jo ta ir multipleksa ar augstu jutibu un
sniedz iesp&ju atklat jaunus miRNS veidus. Bet Sobrid miRNS biblioteku sagatavosana ir
problematiska dé] citu mazo nekod€joso RNS piemaisijumiem. Ka arT dé] zemam izejas RNS
koncentracijam bibliote€ku sagatavoSanas laika biezi veidojas liels daudzums adapteru diméru.
Citu mazo nekod€joso RNS un adapteru dim&ru piemaisijumi aiznem sekvencesanas kapacitati,
ka rezultata mazos daudzumos parstavétas miRNS var netikt detektétas, tadeél no Siem

piemaisijumiem ir nepiecieSams atbrivoties (Coenen-Stass, A. et al. 2018).

Lai atbrivotos no adapteru dimériem un citu RNS piemaisijumiem, sakotngji tika
izmantotas magnétiskas lodites, bet to efektivitate bija parak zema, lai sekmigi attiritu
bibliotekas no adapteriem. Viena no augstas izskirtsp&jas stratégijam, lai bibliotekas miRNS
fragmentus atdalitu no piemaisijumiem, ir agarozes gela elektroforéze (Motameny, S. ef al.
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2010). Darba tika pielietota Blue Pippin elektroforéze, kas veic automatiz€tu paraugu eluésanu
no gela. Rezultata visiem paraugiem tika iegiitas bibliotekas, kur fragmentu pika vidgjais
garums atbilda miRNS garumam. Tomer paraugiem HA070 (pirms rezekcijas) un HA076 (24h
péc rezekcijas) paraugiem ari bija noverojami piki, kas atbilda piRNS, noradot uz to, ka Siem
diviem paraugiem ir augstaks piRNS saturs plazma salidzinajuma ar par€jiem paraugiem

(Ishizu H. et al 2012).

Sekvenceésanas rezultatu analize norada, ka augstakas atSkiribas plazma bija hsa-miR-
6511b-3p (-1,21 reizes) un hsa-miR-378i (1,42 reizes), kas salidzinajuma ar p&tijumiem par
miRNS ekspresijas atskiribam starp HA audu paraugiem un normalas hipofizes audu paraugiem
ir nelielas (Feng Y. et al. 2018). Iesp&jams biologiskais skaidrojums $adam nelielam atskiribam
ir tas, ka HA rezekcijas laika netiek iznemta visa audz€ja masa. Rezultata audz€ja dala, kas
netika iznemta turpinaja neliela daudzuma sekretét arpuss$iinas miRNS (Berkmann S. ef al.

2013).

Tom&r miRNS statistiskas analizes rezultati norada, ka kopsumma péc datu
normalizacijas miRNS sastava izmainas pirms un péc rezekcijas nav statistiski nozimigas
(Padjusiea=0,99). Noradot uz to, ka atSkiribas pirms un péc rezekcijas visticamak nav saistitas ar
HA vai arT darba analiz&ta paraugkopa ir parak maza, lai spétu identificét statistiski nozimigas
izmainas. Fragmentu garumu atlase ar1 samazinaja paSu miRNS koncentraciju, ka rezultata
iespejams izmainijas miRNS sastavs biblioteékas. Ka art paraugiem HA070 (pirms rezekcijas
un péc rezekcijas) un HAO076 (péc rezekcijas) ir piRNS izméra piki, kuri ir ar lidzigu
koncentraciju ka miRNS piki, rezultata Sajos paraugos tika iegtiti mazak miRNS nolasijumi,
kas vargja ietekmét kop€jo statistiku (Ishizu H. et al. 2012). Vadoties p&c bioanalizatora
att€liem tris pacientu paraugiem miRNS pika fluorescences intensitaté pirms un péc rezekcijas
nav novérojamas atSkiribas, bet pacientam HA076 pirms rezekcijas parauga var noveérot divas
reizes augstaku fluorescences intensitati neka péc rezekcijas parauga. lesp&jams, ka HA076
(pec rezekcijas) parauga RNS izdaliSanas vai bibliotekas sagatavoSanas procesa ir raduSies

miRNS zudumi, kas ietekmgja kopg€jo statistiku.

Individuali analiz€jot miRNS veidus ¢etriem miRNS vargja noverot statistiski nozimigas
izmainas. hsa-miR-1307 var novérot 1,28 reizu lielu pieaugumu 24 stundas péc rezekcijas. Lai
gan literatiird nav informacijas par hsa-miR-1307 saistibu ar HA, p&tijumi par hsa-miR-1307
funkciju norada uz tas saistibu ar §tinu proliferaciju, diferenciaciju un iesp&jams tumorogengzi.
Zhou Y. et al. noveroja, ka hsa-miR-1307 ekspresijas pieaugums olnicu karcinomas $iinas ir

saistits ar platina bazes kimijterapijas rezistences attistiSanos (Zhou Y. et al. 2015). Nemot véra,
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ka hsa-miR-1307 iesaistas Siinu diferenciacija un prolifeacija, pozitivs hsa-miR-1307

ekspresijas picaugums iesp&jams ir saistits ar rezekcijas laika bojato audu atjaunosanos.

hsa-miR-1307-3p paaugstinata ekspresija ar1 ir ieprieks novérota olnicu karcinoma (Chen
S.F.etal 2018). Han S. et al. konstatgja, ka hsa-miR-1307-3p ekspresijas piecaugums ir korelé
samazinatu izdzivoSanas limeni krits v€za gadijuma un noveroja, ka hsa-miR-1307-3p
ekspresijas pieaugums stimulé Stinu proliferaciju. lIesp&jams, lidzigi ka hsa-miR-1307
gadijuma, 1,36 reizu ekspresijas picaugums 24 stundas pec rezekcijas ir saistits ar bojato audu

atjaunosanos.

hsa-miR-6511b-3p bija novérojams 1,21 reizu samazinajums péc rezekcijas (-1,21).
Literatiira nav informacijas par hsa-miR-6511b-3p iesaisti biologiskajos celos, bet §1s miRNS
samazinata ekspresija ir iepriek$ noverota urinpisla véza audos, liecinot ka ta, iespg&jams, ir ar
audz&€ju nomacosu aktivitati (Chen L. et al. 2017). Tomér darba tika noverota -1,21 reizu
samazinata ekspresija péc rezekcijas, kas neatbalsta iesp&ju, ka hsa-miR-6511b-3p piemit

audz€ju nomacosa aktivitate.

hsa-miR-3781 piecaugums pec rezekcijas bija 1,42 reizes, bet §is miRNS ieaiste
biologiskajos celos Sobrid ari nav zinama. Starp 1059 miRNS ari tika identificétas astonas
miRNS, kuras ir saistitas ar HA (hsa-miR-26b, hsa-miR-130b, hsa-miR-155b, hsa-miR-200c,
hsa-miR-326, hsa-miR-432, hsa-miR-140-5p, hsa-miR-107), bet So miRNS izmainu vértibas,
pielagotas (adjusted) un individualas P vertibas norada, ka So miRNS daudzums plazma nav
izmainijies péc rezekcijas, vai arl nav pietickami liels paraugkopas skaits, lai statistiski

identificetu izmainas (Li X. H. et al 2014).

HA lidzigi ka hipofizes dziedzerim ir izteikta vaskularizacija, kas palielina iesp&jamibu
detektet HA sekretetus biomarkierus plazma (Ieva A. et al. 2014). Tomér darba iegiitie rezultati
norada, ka HA neveic pietickami aktivu miRNS sekréciju, lai spetu detektet statistiski

nozimigas miRNS sastava izmainas pirms un 24 stundas péc HA rezekcijas.

P&dgjo gadu laika p&tnieciba par Skidras biopsijas (no asinim iegiitu biomarkieru analizes)
potencialo pielietojumu ir strauji progreséjusi. Sobrid $kidras biopsijas analizes, kas ir vérstas
uz miRNS un ccfDNA analizém tiek adoptetas laundabigo audz&ju diagnostika un prognostika,
jo tas ir minimali invazivas un var sniegt plaSu informaciju par audz&ju (Palmirotta R. ef al.
2018). Darba kopgjais mérkis bija sniegt pirmo ieskatu un aprakstit problémas, kas ir saistitas
ar HA izcelsmes ccfDNA detektéSanas iespéjamibu HA pacientu plazma, un miRNS sastava

izmainu novértésanu HA pacientu plazma pirms un 24 stundas péc rezekcijas. Skidrajai
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biopsijai ir ievérojams potencials uzlabot HA pacientu personalizéto terapiju. Merkéetas
ccfDNA analizes lautu novertét HA malignas transformacijas risku attiecigi atvieglojot [lemumu
pienemsSanu par terapijas veidu, ka arT lautu novertét pec terapijas recidiva risku (Hu W. et al.
2017), (Lenders N. un McCormack A. 2018). Savukart miRNS analizes arT var tikt pielietotas
paral€li ccfDNA analizém ari, lai novérotu audzgja invazivitati un recidiva risku. Ka ar1 katru
gadu tiek identific€tas jaunas miRNS, kas ir saistitas ar HA aktivitati (Li X. H. et al 2014), (Yu
G. etal 2017). Tadel ir verts turpinat petniecibu par Skidras biopsijas pielietojuma iesp&jamibu
HA pacientiem, it 1paSi tagad, kad darba iegiitie rezultati liecina, ka ir iesp€jams detektet

adenomas izcelsmes ccfDNA.
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Secinajumi

HA pacientu plazma ir iesp&jams detektet atseviskas HA eksoma mutacijas, izmantojot
pusvaditaju NGS

Paraugiem, kuriem plazmas ccfDNA detekte€to mutaciju alternativas al€les ipatsvars
bija tuvu 50%, nepiecieSams validét mutaciju izcelsmi.

Cetras plazma noteiktas miRNS ir ar biitiski izmainitu ekspresiju 24 stundas pec HA
rezekcijas, tomer Sos rezultatus nepiecieSams parbaudit plasaka HA paraugkopa.

Asins paraugu ievakSanai un plazmas iegtSanai ir kritiska loma piemérotas miRNS

izp&tes paraugkopas nodrosinasana.

66



Pateicibas

Izsaku pateicibu Latvijas Biomedicinas pétijumu un studiju centram par iesp&ju veikt
bakalaura darba izstradi. Paldies darba vaditajam Raitim Peculim par palidzibu, skaidrojumiem
un apmacibu bakalaura darba izstrades laika. Paldies Kasparam Megnim par palidzibu apgiit
laboratorijas metodes. Paldies Vitai Rovitei par konsultacijam un padomu sniegSanu. Paldies

recenzentam Artiiram Abolam par darba novértésanu.
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PIELIKUMS



1. pielikums

1. pielikums. NGS rezultatu parametri 16 ar Sangera sekvenc€Sanu validétajam mutacijam.

(+) norada DNS kédes 5’ - 3’ virzienu, (-) norada DNS k&des 3’ — 5’ viezienu

Germline DNS aléles Somatiskas DNS wild asl;)er;l;:tsil:;l: 21‘)115688 Somatiskas

Lokuss . parklajums Somatiskas type aléles parklajums . DNS

Paraug ~ Germline - . - . parklajums .
Géns (hromosoma:bp . (nolasijumu skaits uz DNS (nolasijumu skaits uz - . alternativas
s DNS genotips . v o . s v . (nolasijumu skaits uz _
HG19) tieSas un apgrieztas genotips tieSas un apgrieztas s s . aleles
_ - tiesas un apgrieztas -
kedes) keédes) — Ipatsvars
keédes)

HAO065 | LDLRAD2 chrl:22150575 C/C 55 (49+, 6-) C/T 47 (43+, 4-) 31 (28+, 3-) 40%
HAO065 VPS13D chr1:12368563 c/C 141 (87+, 54-) C/T 90 (60+, 30-) 65 (41+, 24-) 42%
HAO065 SPEN chrl:16256795 A/A 66 (22+, 44-) A/G 35 (12+, 24-) 34 (94, 25-) 48%
HA066 | GPATCH4 chrl:156565233 c/C 119 (49+, 70-) C/T 55 (25+, 30-) 47 (23+,24-) 46%
HA066 Go6PC2 chr2:169764546 C/C 159 (57+102-) C/G 44 (17+,27-) 32 (15+,17-) 42%
HAO067 PRPFS§ chr17:1563731 A/A 221 (101+, 110-) A/G 82 (36+, 46-) 63 (25+, 38-) 43%
HA067 | SMARCADI chr4:95174031 A/A 134 (85+, 49-) A/G 58 (35+, 25-) 30 (15+, 15-) 34%
HAO067 CLCNKA chrl:16358671 C/C 88 (54+, 34-) C/G 26 (14+, 12-) 30 (19+, 11-) 54%
HA067 MTFMT chr15:65316064 A/A 99 (43+, 56-) A/T 45 (21+, 24-) 24 (11+, 13-) 35%
HAO067 PDE34 chr12:20774260 G/G 114 (73+41-) G/A 59 (39+, 20-) 34+, 11-) 43%
HAO070 RYRI chr19:38964226 G/G 25 (10+, 15-) G/A 17 (7+, 10-) 13 (8+, 5-) 43%
HAO070 FXRI chr3:180633413 T/T 131 (52+, 79-) T/A 65 (25+, 45-) 58 (22+, 36-) 47%
HAO070 CLECIB chr12:10149329 G/G 79 (70+, 9-) G/A 38 (32+, 6-) 44 (36+, 8-) 54%
HAO070 CCDCI38 chr2:109473249 G/G 80 (65+, 15-) G/A 34 (29+, 5-) 34 (28+, 6-) 50%
HAO073 MPRIP chrl17:17068722 c/C 45 (27+, 18-) C/T 21 (12+,9-) 8 (6+,2-) 27%
HAO073 ATF4 chr22:39918305 C/C 39 (35+, 4-) C/A 12 (12+, 0-) 12 (114, 1-) 50%




2. pielikums

2. pielikums. C/T Nomaina géna LDLRAD? atklata somatiskaja audz&ja DNS ar NGS, papildus validéta ar Sangera
sekvencesanu.

LDLRAD? somatiskas audzeéja DNS paraugs LDLRAD? germline DNS paraugs

Pl PILL 2 PEEL P BT PIEL pLil ar @I qI3  GT qAr  qil q pal PILT PII3 pIIL pILL BT PITI pil1 aT qImT qu3 q AT g1

Tabp T4bp
215 5mnp 21508 210 21 21 swop 2 1m0 bp 215 0k
L I 1 i L 1 1 L 1 |

c chrl:22 150575

Total count: 55

5
c
c
T - T
c
— i c
€
T
T
T
= =
T
T
T
c c
T c
T c
T
T
€T L€ € A C T £ C A6 A NEB6CT 666 0CC0ECRNTECEEGN EfT e8¢ Ce e RE I C0A6RK&§CELE T 666LFCEENTLCCGASD
LoLRAOZ inibagz

Audzéja DNS atklata C/T nomaina géna LDLRAD? validéta ar Sangera sekvencésanu

HAOD65 LDLRAD2 germline Fw praimeris

2.1. pielikums. C/T Nomaina géna LDLRAD? ar alternativas aléles Tpatsvaru 47%, atklata ccfDNA. Lidzigi rezultati bija ar1
redzami paraugos VPS13D, SPEN, GPATCH4 un G6PC2.
ccfDNA atklata C/T nomaina gena LDLRAD? ar (T) alternativas aleles

T 0,
ipatsvaru — 47%

= M — | g m e mm mm o mmmm e m—
p36.23  p36d2 p343  p33 p32l P3L1 p22.2 p212  pl3l qll qli2 q212 q232 q243 q253 q31.3 q32.2 q# a42.2 a4

73hbp

150540 bp 22150 550 bp 22150 580 bp. 22450 570 bp 22150 580 bp. 22450 530 bp. 22150 600 bp 2215081
L I 1 L | | | 1 1 | L | L

L
Imnzzwnsvs

— = M[Total count: 761 —
A:3(0%,0+,3-)

14033 (33%, 2331+, 1702-) -
G:18(0%,6+,2-) -
T 3597 (47%, 2075+, 1522-)

i

— T

TGCCCATGGTAGGGGGCGTCCTGCCCCACTCCAGAACGCTGGGCCCCATCCCGAGTGCCCGGCAGGGTCCCT

LDLRADZ
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