.
Dla. PULMONOLOGIJA, IMUNOLOGIJA IR

PULMONOLOGLJA

Laisvos DNR reiksmé
diagnozuojant plauciy vézj

*
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LSMU MA Genetikos ir molekulinés medicinos klinika

ReikSminiai ZodZiai: laisva DNR, plauciy vézys, diagnostika.

Santrauka. Tradiciskai véZio diagnozé nustatoma taikant histologinius ir radiologinius tyrimo metodus, taciau tobuléjant mole-
kuliniams tyrimo metodams, atrandama vis daugiau biozymeny, kurie padeda vézj klasifikuoti j molekulinius tipus. Remiantis
Siais molekuliniais tipais, galima skirti navikui specifinj gydymga ir sulaukti geresniy rezultaty. Daugumai biozymeny aptikti ir
nustatyti reikalingos invazinés procediros: chirurginé naviko ekscizija, biopsijos paémimas ar plonos adatos aspiracija. Tuo tarpu
aptikti ir istirti laisvg DNR (angl. cell free DNA, cfDNA) tereikia minimaliai invazinés procediros, vadinamosios skystos biopsijos.
cfDNR — jautrus, specifiskas biozymuo, suteikiantis galimybe anksti nustatyti naviko diagnoze, stebéti naviko mase, liekamaja liga
bei atsparuma gydymui. ¢fDNR atspindi visa naviko genoma bei navikui biidingg heterogeniskuma, o tai leidZia skirti pacientui

individualizuotg gydyma.

JVADAS

Plauciy vézys skiriamas j du tipus: smulkiyjuy lasteliy plau-
¢iy vézj, kuris sudaro apie 15 proc. atvejy, ir stambiyju
lasteliy plauciy vézj (SPV). SPV toliau klasifikuojamas re-
miantis naviko histomorfologinémis savybémis: suragéju-
siy lasteliy karcinoma, adenokarcinoma, stambiyjuy lasteliy
karcinoma, neuroendokrininiai augliai ir karcinomos su
sarkomos elementais. Histomorfologiné diagnozé tradi-
ciskai buvo naudojama norint parinkti gydyma, paremta
klinikiniais patologijos veiksniais, ir tinkamus vaistus in-
dividualiai kiekvienam pacientui [1-3]. Taciau dél naujy
individualizuotos medicinos pasiekimy $is budas buvo
pakeistas.

Dabar SPV jau gali bati suskirstytas i atskiras moleku-
lines grupes su skirtingomis gydymo implikacijomis ir
standartine paciento, sergancio iSplitusiu SPV, priezitra.
Empirine terapija, kuri remiasi paciento klinikiniais pato-
logijos bruozais, kei¢ia biozymenimis grindziami gydymo
algoritmai, sudaromi remiantis paciento auglio molekuli-
niu pobadziu [3, 4]. Dauguma dabartiniy individualizuoty
vaisty, kuriy taikinys — konkretus genas, yra paremti vieno
geno molekuliniu testu, o tai padeda parinkti specifi$kus
vaistus kiekvienam pacientui individualiai [4].

MOLEKULINIAI BIOZYMENYS
Biozymuo yra cheminis ar biologinis junginys, kuris gali

buti panaudotas ligai diagnozuoti ar eigai stebéti. Vézio
atvejais biozymenys naudojami ankstyvai vézio diagnozei,
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ligos progresavimo ir atsako j gydyma stebéjimui. Biozy-
menys gali buti suskirstyti j dvi placias grupes: nuspéja-
mieji ir prognoziniai. Nuspéjamieji veiksniai — patologiniai
ar klinikiniai pozymiai, kurie nulemia tikéting atsaka j tam
tikra gydyma, o prognoziniai veiksniai — patologiniai ar
klinikiniai bioZymenys, kurie nulemia paciento ligos baigtj
ar iSgyvenimo tikimybe. BioZzymuo tuo paciu gali bati ir
nuspéjamasis, ir prognozinis. Kad bioZymuo buty nau-
dingas, jis turi buti techniskai bei kliniskai jvertinamas ir
turéti jtakos klinikiniy sprendimy priémimui [5].
Pirmasis vézio biozymuo buvo aprasytas 1848 metais.
Tyrimo metu 75 proc. pacienty, serganciy daugine mie-
loma, $lapime buvo identifikuotos imunoglobulino len-
gvosios grandinés [6]. Sis vézio biozymuo naudojamas iki
$iol, taciau dabar, patobuléjus laboratoriniams metodams,
galima tiksliau apskaiciuoti $io biozymens koncentracija.
XX a. i§ véziu serganciy pacienty paimty kiano skysciuy
buvo identifikuoti dar keli Zymenys (baltymai, fermentai
ir hormonai), tac¢iau onkologinés ligos stebéjimas i$ tikryjy
prasidéjo septintajame desimtmetyje identifikavus du bio-
zymenis: alfa fetoproteing ir karcinoembrioninj antigena.
Atrasty vézio biozymeny staiga padaugéjo ir jau dabar
yra aprasyti keli tikstanciai biozymeny, taciau tik keli i$
ju naudingi kliniskai. Nesékmeés pritaikant Zymenj kliniki-
néje praktikoje gali buti siejamos su techniniais sunkumais,
kylanc¢iais juos tiriant, taciau dazniausiai jas lemia persi-
pinancios sveiky ir véziu serganciy pacienty grupés, taigi
sveiky ir vézio pacienty tiriamosios grupés negali bati visi$-
kai atskirtos. Daugumai biozymeny vézinése ir normaliose
lastelése budingas santykinis raiskos skirtumas, nustatoma
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padidéjusi biozymens raiska vézinése
lastelése. Taciau net ir baltyminiams
biozymenims, kaip antai CA15.2,
CA19.2, CA125 ir PSA, kurie klini-
kinéje praktikoje naudojami atsakui j
gydyma stebéti ir ankstyvai diagnozei
nustatyti, stinga jautrumo ir specifis-
kumo - jy rodmenys ne visada gerai
sutampa su auglio stadija [7].

Norint jvertinti véZio progresavi-
ma, daznai kartu atliekami skirtingy
metody tyrimai (bioZymenuy ar vaiz-
do atkarimo tyrimai), taciau daugéjant
gydymo taktiky, reikia efektyvesnio
auglio atsako j gydyma jvertinimo, kad
gydymo taktikos buty optimizuotos.

BioZzymenys gali bati aptinkami
jvairiuose kano skysc¢iuose: kraujyje,
$lapime, seilése ar paciuose auglio
audiniuose. Vézio diagnozé dazniau-
siai nustatoma remiantis morfologi-
niu vézio audinio, gauto biopsijos,
chirurginés ekscizijos ar plonos ada-
tos aspiracijos budu, jvertinimu. Sios
procediros yra santykinai invazinés,
kai kuriais atvejais paimamo audinio
kiekis gali bati per mazas arba au-
glys netinkamas biopsinei medziagai
paimti ar chirurgiskai pasalinti — tai
gali uzkirsti kelia nustatyti kliniskai
naudingus biozymenis. Su kliniskai
reik§mingy bioZymeny paieskomis
kartu ieskoma ir santykinai neinvazi-
niy, pacientui skausmo nesukelianciy
biozymeny, kurie suteikty galimybe
nuolat stebéti pacienta uz santykinai
Zzema kaina.

Uzbaigtas Zmogaus genomo pro-
jektas praplété biozymenuy sritj, ir
dabar i ja jeina DNR, RNR, ncRNR,
miRNR ir epigenetika. Tarptautiniai
bendradarbiaujantys projektai, tarp
kuriy yra ir Tarptautinis véZio genomo
konsorciumas bei Vézio mutacijy ka-
talogas, nustaté pagrindines mutacijas
daugumoje veézio tipy. Kai kurie i$ iy
molekuliniy biozymeny yra naudoja-
mi kasdienéje klinikinéje praktikoje.
Siuo metu atliekama BARF mutacijos
analizé melanomai nustatyti, EGFR ir
ALK tyrimas plauciy véziui bei RAS
tyrimas gaubtinés ir tiesiosios zarnos
véziui nustatyti.

LAISVOJI DNR
cfDNR (angl. cell-free DNA) i$skiria-

ma i§ normaliy ir navikiniy lasteliy
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dél uzprogramuotos lastelés mirties
(apoptozés), ji sudaryta i§ mazy nu-
kleorigs¢iy fragmenty, kurie néra
susije su lastelémis ar jy fragmentais.
cfDNR yra visy zmoniy kraujo plaz-
moje. Kraujyje cfDNR fragmentai yra
nuo 150 iki 200 bp ilgio [8], o ctDNR
(angl. circulating tumor DNA) sudaro
nuo 0,01 proc. iki 90 proc. cfDNR [9].
Navikai, turintys apie 50 mln. piktybi-
niy lasteliy, i$skiria pakankama DNR
kiekj, kad kraujyje baty galima nusta-
tyti cirkuliuojancia nuo lasteliy laisva
DNR [10]. Didéjant naviko dydziui
dél padidéjusios lastelinés kaitos apo-
ptoziniy ir Zuvusiy lasteliy daugéja.
ctDNR gali buti specifiskai tiriama no-
rint nustatyti ir stebéti naviko tipa ir
pacientui specifines mutacijas, taip pat
atliekant de novo sekvenavima iesko-
ti platesnio diapazono mutacijy [11].
DNR somatiniy mutacijy naudojimo
pranasumas yra tas, kad $ios mutaci-
jos buadingos tik naviko lasteliy DNR
ir neaptinkamos normaliose lastelése.
Tai suteikia itin specifi$ka naviko bio-
Zymenj, kuris gali bati nustatomas ir
stebimas tam tikra laika. Dabar ctDNR
aptikti naudojamas masyvus paraleli-
nis sekvenavimas (MPS), nes jam ne-
reikia Ziniy apie tam tikra mutacija
pirminiame navike [7].

Kadangi laisva nuo lasteliy cfDNR
yra potencialus viso naviko genomo
pakaitalas, ji buvo tiriama kaip alter-
natyva biopsijai, vadovaujantis ,skys-
tos biopsijos“ terminu [12]. Gydant
plauciy veézj, vis dazniau taikomas
molekulinis subtipavimas, taciau sg-
lygos prieiti prie naviko audinio, no-
rint atlikti molekulinj tyrima, kartais
yra ribotos. cfDNR nustatymas — gero
specifiskumo, jautrumo ir sutapimo
tyrimas, padedantis lengvai identifi-
kuoti genominius pokyc¢ius, kuriems
yra sukurta tiksliniy vaisty, tai rodo
EGFR mutacijos aptikimas [13-15].

Tyrime, publikuotame European
Respiratory Journal, TISSOT ir kt.[16]
jvertino cfDNR. Tyrimo tikslas — i$si-
aiskinti, ar $is biozymuo gali bati nau-
dojamas prognozuoti auglio atsaka i
gydyma bei SPV serganciy pacienty,
gydomy chemoterapija platinos pa-
grindu, isgyvenamuma. Tyréjai pra-
nesa, kad cfDNR koncentracija kraujo
plazmoje, paimtoje prie§s chemotera-
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pija i§ 218 pacienty, serganciy SPV
(lokaliai i$plitusiu ar metastaziniu),
turéjo nepriklausoma prognozine ver-
te. Pacienty, kuriy plazmoje nustatyta
didesné cfDNR koncentracija, iSgyve-
namumas be auglio progresavimo (p
= 0,034) bei bendrasis iSgyvenamumas
(p = 0,001) buvo pastebimai mazes-
nis nei ty, kuriems nustatyta mazesné
cfDNR koncentracija. Taciau bendro-
sios cfDNR koncentracijos pokyciai
gydymo metu nebuvo nuspéjami ir ne-
padéjo jvertinti chemoterapijos efek-
tyvumo SPV sergantiems pacientams.
Buvo jrodyta, kad didelis ¢cfDNR kiekis
yra neinvazinis blogos prognozés bio-
zymuo sergant plauciy véziu [17-19],
bet kiti tyrimai tokio rysio nenustaté
[20]. Tai aiskinama prastu cfDNR ty-
rimy standartizavimu: labiausiai ski-
riasi ¢fDNR gryninimas ir kiekybinis
jvertinimas. Kitas trikumas yra susijes
su cfDNR saltiniu: jos koncentracija
atspindi ne tik cfDNR pokycius, bet
ir medicinines bukles ar paciento sa-
vybes, kurios gali lemti cfDNR kon-
centracijos padidéjima [21]. cfDNR
koncentracijos prognozinei vertei jta-
kos gali turéti ir naviko molekulinés
savybés [22]. Taigi, pacienty savybés
gali daryti jtaka pradinei cfDNR kon-
centracijai, o tai gali paveikti galutine
prognoze.

ctDNR, kaip naviko dinamikos
Zymens, matavimas akivaizdziai pra-
noksta tradicinius baltymy bioZyme-
nis ar netgi vaizdo atkarimo tyrimus.
Pirma, cfDNR gyvavimo laikas paly-
ginti trumpas (apie 2 val.), tai leidzia
vertinti naviko pokycius valandy, o ne
savaicCiy ar ménesiy, laikotarpiu [23].
Be to, ctDNR gali geriau atspindéti
naviko heterogeniskuma negu mazas
biopsinés medziagos méginys ir pa-
déty tirti jgyjamo atsparumo mecha-
nizmus bei suteikty galimybe tyréjams
stebéti atsparumo vystymasi per tam
tikra laika [24].

BIOZYMENU PRITAIKYMAS

Pagrindinis cfDNR naudojimo tiks-
las — papildyti arba pakeisti audinio
biopsija. Tyrimas yra minimaliai in-
vazinis ir gali bati lengvai kartojamas
jvairiu laiku — taip buty galima ati-
dziai stebéti paciento atsaka j gydyma
ar atkrytj ir anksti diagnozuoti vézi.
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Mutantinés c¢fDNR geba atspindéti
pokycius navike gali bati pritaikoma
jvairiose onkologijos srityse. Pirmasis
ir turbat lengviausiai jgyvendinamas
btidas — naudoti c¢fDNR kaip nauja
biozymenj, panasy j jau naudojamus
baltymy biozymenis naviko masei
stebéti. Kiti pritaikymo buadai: mini-
malios liekamosios ligos nustatymas,
ankstyvas atsparumo gydymui nusta-
tymas, molekulinio heterogeniskumo
jvertinimas ir ankstyvas ligos aptiki-
mas.

cfDNR analizé yra galima alterna-
tyva tradicinei audinio analizei, ne-
priklausoma nuo naviko tipo ir me-
tastazavimo vietos. cfDNR gali buati
naudojama ir tuo atveju, kai nepavyks-
ta audinio biopsija arba ji negali buti
atlikta deél audinio neprieinamumo.
cfDNR gali bati naudojama daugi-
niam mutacijy nustatymui parenkant
individualizuota gydyma, remiantis
paciento naviko genetine sandara [25].

Naviko dydzio stebéjimas

Stebéti naviko dydj gali bati proble-
miska. Po gydymo radiologiniai poky-
¢iai gali neatspindéti tikrojo liekamojo
naviko dydzio, nes sudétinga atskirti
navika nuo aplinkiniy audiniy. Pakar-
totine biopsija ir netgi plonos adatos
aspiracija liekamajam navikui histolo-
giskai patvirtinti gali bati sunku atlikti
ar ji gali bati nereprezentatyvi kiekvie-
nam individualiam navikui dél mégi-
nio émimo variacijy. Dél $ios priezas-
ties, esant galimybei, naviko masei po
gydymo stebéti naudojami kraujo bio-
zymenys. cfDNR pokyciai gali jvykti
anksciau negu jie bus pastebéti vaizdo
atkarimo tyrimais [26, 27], nes cfDNR
gyvavimo kraujyje pusinis laikas yra
trumpas, nuo mazdaug 15 minuciy
[25] iki keleto valandy [28]. Pokyciai
navike gali buti vertinami dienomis, o
ne savaitémis [28]. Be to, ctDNR yra
specifiska individo navikui.

Minimalios liekamosios ligos
stebéjimas

Po vézio iSoperavimo néra priemoniy
nustatyti pacientus, kurie yra isgydyti
ir kurie vis dar gali turéti liekama-
ja liga. Siuo metu isgydyty pacienty
atranka grindziama daugiausia Kkli-
nikiniais ir patologiniais kriterijais.
Cirkuliuojancios naviky lastelés buvo
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naudojamos stebéti pacientus, ser-
gancius specifiniy potipiy navikais,
ju skaicius rodé koreliacija su krities,
prostatos ir plauciy vézio prognoze
[29]. cfDNR yra galimas liekamosios
ligos po operacijos zymuo ir turéty
bati matuojamas po operacijos, bet
pries pradedant gydyma adjuvantais
(i$ viso 6-8 savaités po operacijos)
[30]. Kol kas cfDNR pokyciai kaip
atsakas | gydyma atitinka visy naviky
tipy tyrimus. ctDNR kiekiai atitinka
klinikine eiga ir cfDNR didéja progre-
suojant ligai ir mazéja esant atsakui |
gydyma.

Naviko heterogeniskumo ir
molekulinio atsparumo stebéjimas
Tam tikro laipsnio heterogeniskumas
budingas visiems navikams. Navikai
gali turéti lasteliy populiacijy jvairove,
rodancia klony evoliucija ir skirtingas
mutacijy kombinacijas [31, 32]. Tai
gerai zinoma anatominéje patologijo-
je: histopatologai dazniausiai pastebi
naviky morfologines atmainas. Gerai
zinoma ir morfologiniy bioZymeny
variacija.

Tarptautiniuose projektuose se-
kvenuotas didelis skai¢ius pirminiy
naviky ir nustatytas molekuliy hete-
rogeniskumo laipsnis pirminiuose na-
vikuose tiriant platy spektra zmogaus
naviky [33]. Naviko genomo atlasas
(TCGA) isanalizavo 12 skirtingy na-
viky tipy ir identifikavo i§ viso 127
pagrindinius genus, su vidutiniskai
2-6 pagrindiniy geny mutacijomis
atskirame navike [34].

cfDNR analizé gali suteikti visy
paciento naviko lasteliy apzvalga tuo
paciu metu. Masyvus paralelinis se-
kvenavimas (MPS) buvo taikomas kaip
$ios idéjos jrodymas tiriant pacientus,
sergancius kraties karcinoma, norint
pademonstruoti, jog plazmos cfDNR
tikslinis MPS gali bati naudojamas de
novo mutacijy identifikavimui ir so-
matiniy genetiniy pokyciy stebéjimui
taikant tikslinés terapijos kursa [35].
Sis budas padéty i$vengti sunkumy,
kuriuos kelia intranavikinis genetinio
heterogeniskumas [35]. Mutacijos
jvairiuose navikiniy lasteliy keliuose
gali buti panaudotos planuojant su-
détinj gydyma — taip baty uzkirstas
kelias i$sivystyti navikiniy lasteliy at-
sparumui ir pagerintas atsakas [36].
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Atsparumg gydymui lemia atsi-
randantys nauji molekuliniai pokyciai
naviko lastelése [37-39]. Dél naviko
heterogeniskumo susidaro atspariis
klonai [37-39], o stebéti atsparu-
mo gydymui formavimasi gali padéti
cfDNR ar skystoji biopsija. Tai buvo
pademonstruota leukemijos, plauciy,
zarnyno naviky ir piktybinés melano-
mos atvejais [30, 39].

c¢fDNR SALYGOTAS PROVERZIS
PRENATALINEJE GENETINEJE
DIAGNOSTIKOJE

Pirmieji cfDNR tyrimai biomedicinoje
pradéti perinatologijos srityje vaisiaus
kraujo grupei nustatyti, véliau — vai-
siaus chromosomu ligoms jvertinti.
Neésciosios kraujotakoje cirkuliuoja
laisva vaisiaus DNR, kurios pédsakus
galima aptikti jau nuo 4 néstumo sa-
vaités. Nuo 9 savaités vaisiaus DNR
pasiekia koncentracija, kuri biina pa-
kankama tyrimui dél vaisiaus chromo-
somu ligy (angl. non invasive prenatal
testing, NIPT). Taikant unikaly kieky-
binj VNP metoda iSanalizuojamas vai-
siaus ir motinos laisvos DNR rinkinys.
VNP kiekvieno zmogaus yra skirtin-
ga ir unikali. NIPT metody efektyvu-
mas nustatant chromosomuy ligas yra
96-99 proc. Didziausias efektyvumas
pastebétas nustatant Dauno sindro-
ma (21 chromosomos trisomijg) (99
proc.), kiek mazesnis Edwardso (18
trisomija), Patau (13 trisomija) ir Ter-
nerio (X monosomija) sindromus. Kai
kurie Siuolaikiniai NIPT testai (Nate-
ra Panorama) jgalina nustatyti ne tik
standartinius chromosomu skaic¢iaus
pakitimus, bet ir smulkius chromo-
somuy struktaros defektus, vadina-
muosius mikrodelecinius sindromus
(Angelmano, Prader-Willio, ,katés
kniaukimo®, 22q11.2 (Di Dzordzo) bei
1p36 delecijos ir kt.). Sis neinvazinis
testas rodo ir kadikio lytj (100 proc.
tikslumu).

Siuolaikinis NIPT testas Nate-
ra Panorama Siandien prieinamas ir
Lietuvos nésciosioms (In Medica bei
Motinos ir vaiko klinikose). Tyrimas
sudaro galimybes, be standartiniy
chromosomy trisomijy bei mikrode-
leciniy sindromuy, jvertinti ir reta vai-
siaus liga — triploidija, kai btuna visy
chromosomy trigubas rinkinys. Pati
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vaisius liga gali paveikti ir nésciosios sveikata — didinti
eklampsijos rizika.

NIPT tyrimy tikslumas Zenkliai pagerino prenataliniy
tyrimy efektyvuma. Seniau placiai taikyty biocheminiy
nésciosios tyrimy (PRISCA) efektyvumas nustatant vai-
siaus chromosomuy ligas yra apie 80 proc., o klaidingai
teigiami rezultatai sudaro 5-10 proc. Tai reikia, kad i$
100 motery 5-10-¢iai tyrimai rodo didesne rizika, nors
i$ tiesy vaikas yra sveikas. Kita vertus, tikslieji invaziniai
tyrimai (amniocentezé arba choriono gaureliy biopsija)
kelia komplikacijuy rizika, kad ir labai nedidele. Labai daz-
nai po rizikingo nésc¢iyjy biocheminio (PRISCA) tyrimo
rezultaty, NIPT tyrimas padéty i$vengti invazinio tyrimo
ir nereikalingo streso. Todél pasaulio genetikos ekspertai
rekomenduoja NIPT kaip pirmos eilés tyrimus néscio-
sioms, kurios pageidauja tiksliy ir saugiy tyrimuy.

Verta paminéti, kad kompanija ,Natera“ greitu laiku
pasialys ir komercine cfDNR paslauga onkologinéms li-
goms tirti.

IMPACT OF CELL FREE DNA ON LUNG CANCER DIAGNOSTICS

DANIELIUS SERAPINAS, ARINA MEDVEDEVA, JUSTE CEPAITE, GIEDRE MICKEVICIUTE
DEPARTMENT OF GENETICS AND MOLECULAR MEDICINE LITHUANIAN UNIVERSITY
OF HEALTH SCIENCES

Keywords: free DNA, lung cancer, diagnostics.

Summary. Traditionally, lung cancer is diagnosed using histological and imaging
studies. However with a development of molecular research more biomarkers are
found, which helps to classify tumours into molecular types. It enables to determine
a treatment specific to each individual's tumour and achieve better outcome. How-
ever usually identification of biomarkers requires invasive procedures such as surgical
excision, biopsy or a fine needle aspiration. While cell free DNA (cfDNA) detection
and analysis requires minimally invasive procedure - “liquid biopsy”. cfDNA can be
used as a sensitive and specific biomarker for early detection of cancer, to monitor
tumour burden and to detect a minimal residual disease and therapy resistance. cfDNA
reflects the whole tumour genome and tumor heterogeneity, which allows to plan
a personalized treatment.
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