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SANTRUMPOS

5hmC — 5-hidroksi—metil—citozinas

AT-kPGR - atvirkstinés transkriptazés — kiekybiné polimerazés grandininé
reakcija

AUC - plotas po kreive (angl. area under the curve)

CA125 - karbohidrato antigenas 125 (angl. Carbohydrate Antigen 125)
EMT - epiteliné—mezenchiminé tranzicija

FIGO - Tarptautiné ginekologijos ir akuSerijos federacija (angl. International
federation of gynecology and obstetrics)

GTEX — Genotipo—-audinio rai$kos portalas (angl. genotype-tissue expression
portal - GTEX)

HE4 - zmogaus antséklidzio baltymas 4 (angl. Human Epididymis Protein 4)
HGSOC - auksto piktybiskumo laipsnio seroziné kiausidziy karcinoma (angl.
high—grade serous ovarian carcinoma)

KV - kiausidziy vézys

LGSOC - zemo piktybiskumo laipsnio seroziné kiausidziy karcinoma (angl.
low—grade serous ovarian carcinoma)

MSP — metilinimui specifiné PGR reakcija (angl. methylation specific PCR).
NKS — naujos kartos sekoskaita

PFS — iSgyvenamumas iki ligos atkry¢io (angl. progression—free survival)

Pl — pasikliautinasis intervalas (angl. confidence interval — CI)

PR - pavojaus rizika (angl. hazard ratio — HR)

ROC - grafiko kreivé, parodanti jautrumo ir specifiskumo rysj (angl. received
operating characteristic)

SR - santykiné rizika (angl. risk ratio — RR)

STIC - seroziné tubuliné intraepiteliné karcinoma

SS — $ansy santykis (angl. odds ratio — OR)

TCGA - vézio genomo atlasas (angl. The Cancer Genome Atlas — TCGA)

Pastaba. Tarptautiniai visuotinai priimty terminy trumpiniai j lietuviy kalba
nebuvo verciami.



[VADAS

Kiausidziy vézys (KV) yra aStunta dazniausia ir daugiausiai mirciy
sukelianti onkoginekologiné liga Lietuvoje ir pasaulyje (Allemani et al.,
2018). KV yra labai heterogeniska liga: pagal klinikinius, molekulinius ir
histologinius poZzymius yra iSskiriami epiteliniai navikai (sudarantys apie
90 % KV atvejy) bei germinaliniy lgsteliy ir lytinés druzés — stromos lgsteliy
KV. Epiteliniai navikai toliau yra skirstomi i I ir II tipo navikus. | tipo
muciniai ir kiti) navikai, kurie daZniausiai pasiZymi geru iSgyvenamumu
(5 mety iSgyvenamumas 47-90 %). II tipo navikams priskiriami auksto
piktybiSkumo laipsnio seroziniai navikai (HGSOC, angl. high—grade serous
ovarian carcinoma), pasizymintys prastu iSgyvenamumu (5 mety
iSgyvenamumas 32-48 %) (Cabasag et al., 2023).

Siuo metu vieninteliai klinikingje praktikoje taikomi KV biozymenys yra
serumo baltymy HE4 ir CA125 koncentracijos Zymenys, taciau jy jautrumas
ir specifiSskumas diagnozuojant KV yra ribotas (Colombo et al., 2019). KV
sergan¢ioms moterims nepasireiSkia jokie specifiniai simptomai, todél
dazniausiai nustatoma pazengusi (III-1V stadijos) ligos forma, ypac II tipo KV
atvejais, kurie pasizymi dideliu atsparumu chemoterapijai ir trumpu
iSgyvenamumu (Bell et al., 2011). D¢l $iy priezas¢iy KV klinikinei praktikai
yra reikalingi nauji biozymenys, kurie prisidéty prie ankstyvos diagnostikos,
ligos eigos prognozavimo ir gydymo individualizavimo.

Tyrimo metu buvo analizuojami potencialis KV geny raiskos, geny
mutacijy ir geny promotoriy metilinimo bioZymenys. Remiantis literatiiros
analize ir ankstesniais tyrimais (hipoteze paremtas zymeny pasirinkimas)
buvo analizuojami geny ARID1A, CTNNB1 ir FBXW7 sekos pakitimai, KV
kancerogenezei svarbiy signaliniy keliy Notch ir Wnt geny raiska (NOTCH1,
NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4, DLL1, JAG2, HES1, CTNNB1 ir FBXW?7), |
tipo KV atvejais dazniausiai mutavusio geno ARID1A raiska ir promotoriaus
metilinimas bei homeodézutés (HOX) Seimos geny ALX4, CDX2 ir HOPX
promotoriy metilinimo Statusas. Antrosios tyrimo dalies metu buvo atlickama
vézio genomo atlaso (angl. The Cancer Genome Atlas — TCGA) ir Genotipo—
audinio raiskos portalo (angl. Genotype-Tissue Expression Portal — GTEX)
kiausidziy tranksriptominiy duomeny analizé regresijos algoritmais
(duomenimis paremtas zymeny pasirinkimas). Statistiniais metodais
pasirinkti deSimt geny raiskos biozymeny (EXO1, RAD50, PPT2, LUC7L2,
PKP3, CDCA5, ZFPL1, VPS33B, GRB7 ir TCEAL4) toliau analizuoti KV
audiniy imtyje. Viso 8io darbo metu analizuoti 27 potencialis KV biozymenys



ir jy kombinacijos, siekiant jvertinti jy diagnostinj ir prognostinj potencialg

Tikslas: nustatyti potencialius diagnostinius ir  prognostinius
onkoginekologiniy naviky genetinius Zymenis.

Uzdaviniai:

1. Pasirinkti perspektyvius onkoginekologiniy ligy genetinius Zymenis
tolesniems tyrimams atliekant laisvos prieigos duomeny baziy ir literattiros
analizg;

2. Istirti  atsirinktus Zymenis kiauSidziy véziu serganCiy motery
audiniuose;

3. Istirti pasirinkty Zymeny kombinacijy diagnostines ir prognostines
savybes;

demografiniais rodikliais.
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MOKSLINIS NAUJUMAS

Sio tyrimo metu pirmg kartg Lietuvos KV pacien¢iy imtyje i$samiai tirti
parsirinkti geny raiSkos ir geny promotoriy metilinimo statuso bei geny
mutacijy bioZymenys. Gauti rezultatai pagilino Zinias apie kiausidziy naviky
signalinius kelius, geny raiska ir epigeneting reguliacija.

Pirmg kartg Lietuvoje gydomy kiausidziy vézio pacienCiy imtyje atlikta
SWI/SNF chromatino remodeliacijos geno ARID1A mutacijy, geno raiskos ir
promotoriaus metilinimo statuso analizé KV atvejais.

Notch ir Wnt signaliniy keliy geny raiskg jvertinus KV audiniy imtyje,
pirma kartg atlikta jy kombinacijos su geny promotoriy metilinimo Statuso
biozymenimis analizé. Tokie kombinuoty biozymeny modeliai yra reti,
kadangi reikalauja daug eksperimentiniy duomeny.

Nors TCGA ir GTEx tranksriptominiy duomeny analizé yra populiarus
metodas potencialiy prognostiniy modeliy parinkimui, taciau pasirinkty
zymeny patvirtinimas eksperimentiniais metodais retrospektyvingje duomeny
imtyje yra retas. Disertacijos metu statistiniais metodais paremtas biozymeny
pasirinkimo metodas palygintas su hipotezémis (literatiiros analize) paremtu
bioZzymeny pasirinkimu, taip ne tik patvirtinant jau zinomus potencialius KV
biozymenis, bet ir randant naujus, iki $iol KV netyrinétus, diagnostinius ir
prognostinius geny raiskos biozymenis.

Tyrimo metu buvo pirmg kartg i§samiai iSanalizuotas nekanoniniy HOX
Seimos geny ALX4, CDX2 ir HOPX promotoriy metilinimo statusas KV
atveju, jvertinta jy diagnostiné verté. Nors ALX4 geno analizé iki Siol buvo
atlikta TCGA duomeny imtyje (Duan et al., 2024), §iy geny promotoriy
metilinimas tiriant metilinimui specifinés PGR reakcijos (MSP) metodu iki
Siol nebuvo apraSytas KV audiniuose.

Tolesni tyrimai, didesnéje tiriamyjy imtyje ir skystosios biopsijos
méginiuose, yra bitini siekiant pritaikyti pasirinktus Zzymenis bei jy
kombinacijas KV diagnostikai ir prognostikai. Gauti rezultatai yra daug
zadantys ir tikétina, jog paskatins KV diagnostikos pazangg kuriant naujus
genetinius molekulinius KV testus, padésiancius nustatyti KV navikus
ankstyvoje stadijoje, jvertinti KV tipa, prognozuoti iSgyvenamumg bei
parinkti tinkamiausig gydyma.
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GINAMIEJI TEIGINIAI

Notch receptorius koduojan¢iy geny DLL1, HES1, CTNNB1 ir FBXW7
geny raiSkos biozymenys turi didesnj diagnostinj potencialg nei ARID1A
ir HOX Seimos geny promotoriy metilinimo Statuso biozymenys.
ARID1A geno raiska KV navikuose gali biti lemiama ne tik mutacijy, bet
ir geno promotoriaus metilinimo.

CTNNB1, GRB7 ir TCEAL4 geny raiska yra potencialis KV
diagnostiniai, o0 NOTCH3 ir HES1 geny raiska — prognostiniai
biozymenys.

Biozymeny kombinavimas padidina diagnosting ir prognosting KV testy
modeliy verte.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 Kiausidziy naviky patogenezé ir histologiniai tipai

Kiausidziy vézys (KV) yra heterogeniska motery piktybiniy naviky
grupé, sudaryta i§ keleto skirtingy histologiniy formy, besiskirian¢iy savo
patogeneze, klinikine ligos eiga ir molekuliniais poZymiais.

Kiausidés yra vienas pagrindiniy motery lytinés sistemos organy
(Pav. 1.1), sudaryty i§ lytiniy lasteliy (oocity), stromos ir endokrininiy
lasteliy, produkuojanciy hormonus estrogeng ir progesterona, bei epiteliniy
lasteliy, apdengianc¢iy kiauside ir joje esancias cistas. KiauSidés dalyvauja
moters reprodukciniame cikle kurio metu oocitas yra iSlaisvinamas i$
subrendusios folikulinés cistos kiausidéje, per fimbrijas patenka |
kiauSintakius ir yra apvaisinamas arba paSalinimas (Romero & Bast, 2012).

Kiausintakis,
Fallopian tub:

|
| Fimbrijos,

S Fimbriae
/ 2%
/
/
Kiausides vezys, \/\ Gimdos kinas, \ kigusidé
> s
Ovarian cancer /' Endometrium Ovary

Gimda,
Uterus

Gimdos kaklelis,
| Cervix

Makstis,
Vagina

Pav. 1.1 Moters reprodukcinés sistemos organai ir jy pavadinimai (sukurta su
biorender.com)

IS kiekvieno kiausidziy lasteliy tipo gali vystytis gerybiniai (sudarantys
apie 64 % kiausidziy naviky), paribiniai (Brennerio tipo — apie 5 % atvejy)
arba piktybiniai kiau§idziy navikai (apie 30 % atvejy) (Pav. 1.2) (Gupta et al.,
2019). Piktybiniai germinaliniy lasteliy navikai sudaro iki 5 % KV atvejy,
lytinés druzés (granulosa ar sertoli lasteliy) — stromos lasteliy (Leydig tipo
lasteliy) navikai iki 7 % KV (Aust et al., 2020), o like apie 90 % naviky —
epiteliniai. Sie KV yra labai heterogeniski, todél smulkiau skirstomi pagal
histologinius tipus. Apie 70 % epiteliniy KV sudaro auksto piktybiskumo
laipsnio seroziné kiauSidziy karcinoma (angl. high—grade serous ovarian
carcinoma — HGSOC), apie 3 % — zemo piktybiSkumo laipsnio seroziné
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kiau§idziy karcinoma (angl. low—grade serous ovarian carcinoma — LGSOC),

kiausidziy navikai (Kobel & Kang, 2022). Nedidelé dalis mucininio tipo
kiausidziy naviky taip pat gali buiti metastazés i$ kity lokalizacijy vézio atvejy,
dazniausiai vir§kinamojo trakto vézio (skrandzio ar storosios zarnos) (Aust et

al., 2020).

( KIAUSIDZIY VEZYS )

EPITELINIY GERMINALINIY LYTINES DRUZES -
LASTELIY (EKV) LASTELIY STROMOS LASTELIY

~ 7 % KiausidZiy véZio atveju
Stromos (fibromos, tekomos,
fibrosarkomos, leidingo lasteliy
steroidiniy lasteliy ...)
- Lytinés drazés [granulosa lasteliy, sertoli
Iasteliy, ytinés druzés navikal su
Ziedinémis tubulémis)
Maidyto tipe: Sertoli-Leiding lasteliy
navikai

Y - 5% KiauidZiy vézio
atveju
D4 « Nesubrendusi
teratoma
« Disgerminoma
« Trynio maielio
navikas

& ENDO-
) LA‘;EESL“?:JJ GETRIDDFNIAD (MUCININIAI) ( KITI )
I I

2 e ~ 90 % Kiausidziy
PATLA véZio atveju

T Zema piktybiskumo' - 12 % KV; 12 % KV; -3 %KY -6 %KY
Auksto piktybisk i
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Pav. 1.2 Kiausidziy vézio histologiniai tipai (sukurta su canva.com, moters
lytiniy organy paveikslas: biorender.com, histologiniai vaizdai: (pagal Murali
et al., 2023; Ravindran et al., 2021; Yilmaz et al., 2019, biidingos mutacijos:
Hollis, 2023, klasifikacija Kobel & Kang, 2022). MMR - nesuporuoty
nukleotidy reparacija

Remiantis morfologinémis ir molekulinémis genetinémis savybémis,
kiausidziy navikai yra grupuojami i I ir II tipo navikus, kurie skiriasi savo
morfogeneze. 1 tipo navikus sudaro Zemo diferenciacijos laipsnio
endometrioidiné, seroziné, mucininé ar Sviesiy lasteliy karcinoma, o II tipo
navikus sudaro beveik i§imtinai HGSOC, taciau retais atvejais priskiriami ir
auksto diferenciacijos laipsnio endometrioidiné arba nediferencijuota
karcinoma (Kurman & Shih, 2011).

Iki 1999 mety manyta, jog kiauSidziy vézys vystosi i§ kiauSidziy
pavirSiaus lasteliy, kurios jgijusios véZinius pakitimus formuoja lasteles,
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morfologiskai pana$ias j kiauSintakiy, gimdos kiino, virskinamojo trakto,
gimdos kaklelio ar S$lapimo puslés epitelj (atitinkamai serozinio,
endometrioidinio, $viesiy lgsteliy ir paribiniai kiausidziy navikai). Ta¢iau Siuo
metu vyraujanti KV kilmés teorija teigia, jog epiteliniai kiausidziy navikai
formuojasi tiesiogiai i$ ne kiausidziy kilmés Igsteliy. Endometrioidinio ir
Sviesiy lasteliy tipo kiausidziy navikai vystosi, kai endometriozinés cistos
(endometriozeé — gimdos ar kiausidziy lasteliy iSveséjimas, kuris susidaro dél
retrogradinio ménesiniy ciklo) implantuojasi j kiau$ide, o seroziniai navikai —
i§ kiauSintakiy lgsteliy (Kurman & Shih, 2011). KiauSintakiy epitelinés
lastelés, jgijusios TP53 mutacijas gali formuoti serozing tubuling
intraepiteling karcinoma (STIC) — invazyvy kiauSintakiy audinj, kuris
implantuojasi j artimiausius organus (kiausSides arba pilvapléve) ir vystosi |
auksto piktybiSkumo kiausidziy, kiauSintakiy ar pilvaplévés karcinomag
(Pav. 1.3) (Shih et al., 2021). D¢l bendros kancerogenezés Sie trys
ginekologiniai navikai yra klasifikuojami kartu (Berek et al., 2021).

KiauS$intakiy
Igstelés su TP53
mutacija

Pav. 1.3 Auksto piktybiskumo serozinio kiau$idziy vézio kancerogenezé:
kiauSintakiy lastelés su TP53 mutacija progresuoja j serozing¢ tubuling
intraepiteling karcinomg (STIC), kurios lastelés, patekusios j kiauside, sukelia
auksto piktybiskumo serozing kiausidziy karcinomg (HGSOC) (sukurta su
biorender.com)

Ne kiausidziy kilmes kiausidziy vézio teorijg patvirtina tai, jog kiausidziy
navikai yra retai nustatomi neisplite uz kiausidziy riby, o apie 60 % II tipo KV
atvejy kartu nustatomi STIC (Shih et al., 2021). II tipo KV Igstelés
morfologiskai labiau primena sekrecines kiausintakiy Igsteles, nei kiausidziy
lasteles su blakstienélémis, tai paaiskina skirtinga $iy lasteliy embriogenezé:
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kiausidés vystosi i§ mezodermos, o gimda, gimdos kaklelis ir kiauSintakiai i8
Miulerio lataky (Kurman & Shih, 2011).

KV kilme geriausiai jrodo bendri naviky ir jy pirmtaky pakitimai:
metilomos ir transkriptomos analizé rodo, kad II tipo navikai labiau primena
kiauSintakiy epitelj nei kiausidziy ar pilvaplévés audinius, o TP53 mutacijos
yra nustatomos beveik visuose STIC ir Il tipo KV atvejuose (Shih et al., 2021).
Genetinius pakitimus i$ dalies gali skatinti uzdegiminé kiausidés aplinka:
ovuliacijos metu folikulinis skystis gali buti laikomas kancerogeniniu dél jame
esanciy laisvyjy radikaly ir reaktyviy deguonies formy, kurios patekusios j
Salia esancias fimbrijy lasteles gali sukelti DNR pazaidas ir lemti vézj, ypac
jei Sios lgstelés jau turi paveldétus rekombinacijos geny BRCA1 ar BRCA2
pakitimus (Huang et al., 2015).

Dazniausiai I tipo navikai nustatomi ankstyvose stadijose, pasizymi léta
ligos eiga, ypac¢ jei yra nustatomi kaip paribiniai navikai, kurie savo
klinikinémis savybémis primena tiek gerybinius, tiek piktybinius navikus, kol
progresuoja j I tipo KV. Pazingsniui vykstantis | tipo KV morfologijos ciklas
primena kolorektaling karcinoma (Shih et al., 2021), be to, panass ir budingi
genetiniai pozymiai (Pav. 1.2): sutrikes Wnt signalinis kelias (somatinés
mutacijos CTNNB1 gene, koduojan¢iame f—katening, nustatomos apie 50 %
Sviesiy lasteliy ir endometrioidiniy naviky atvejy), taip pat PI3K kelio
mutacijos KRAS (aptinkamos iki 33 % LGSOC, iki 25 % endometrioidinio,
iki 20 % Sviesiy lasteliy ir iki 70 % mucininio tipo KV atvejy), PTEN (30—
45 % endometrioidinio KV atvejy), PIK3CA (iki 50 % endometrioidinio ir
Sviesiy lasteliy bei iki 10 % mucininio tipo KV atvejy) genuose bei chromatino
remodeliacijos komplekso SWI/SNF struktirinj baltyma koduojancio geno
ARID1A mutacijos (apie 50 % S$viesiy lasteliy ir 20-40 % endometrioidinio
tipo KV) (Hollis, 2023).

II tipo KV, specifiskai HGSOC, pasizymi greita ligos progresija ir greitu
atsinaujinimu po gydymo (ketvirtadaliui pacienéiy iki 6 ménesiy po gydymo
atsinaujina navikai). HGSOC beveik i$skirtinai turi TP53 mutacijas ir apie
20 % atvejy nustatomos paveldimos BRCAL ar BRCA2 mutacijos (Bell et al.,
2011). Retais atvejais, HGSOC kyla ne i§ STIC, 0 progresuoja i§ seroziniy
paribiniy naviky ar LGSOC, todél tokie navikai, kaip ir I tipo KV, pasizymi
PI3K signalinio kelio mutacijomis KRAS, PI3KCA genuose (Hollis, 2023).

1.2 Kiausidziy vézio epidemiologija ir rizikos veiksniai

KV yra 8 dazniausia ir daugiausiai mir¢iy lemianti (Allemani et al., 2018)
motery onkologiné liga pasaulyje. Naujausiais 2022 mety duomenimis visame
pasaulyje buvo nustatyta 324 398 naujy KV atvejy ir 206 839 naujy mirciy
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nuo KV atvejy. Bendrai KV sudaro 3,4 % visy naujy motery vézio atvejy ir
net 4,8 % visy motery mirciy nuo vézio atvejy pasaulyje (Bray et al., 2024).
Vien Lietuvoje 2017 mety duomenimis, kasmet nustatoma apie 373 naujy KV
atvejy, i§ jy net 57,9 % pazengusios (III-IV) stadijos navikai, o su KV
susijusiy miréiy atvejy nustatoma apie 250 per metus (“Atviri Statistiniai
Duomenys - Nacionalinis Vézio Institutas,” m.n.). Pagal amzZiui standartizuota
atvejy skaiciy pasaulyje Lietuva yra antra pasaulyje pagal sergamuma KV
(Pav. 1.4), toks daznis yra siejamas su geresne diagnostika, genetiniais
veiksniais (daznomis BRCA1/2 mutacijomis) ir aplinkos veiksniais tokiais
kaip kontracepcijos vartojimas ir rikymas (Wei et al., 2025).

Age-Standardized Rate (World) per 100 000, Incidence, Females, in 2022
Ovary

ASR (World) per 100 000
2153 I ot applicable
I a8 No data
I 5568
41-55

0.7-4.1

entation of the material in this publication do not imply the expression of any opinion whatsoever
g the legal status 3
s or boundaries. Dotted and dashed lines on maps represent approximate bord

Pav. 1.4 Amziui standartizuotas sergamumas kiausidziy véziu pasaulyje
(“Cancer Today,” m.n.)

Tarptautinés vézio tyrimy agentiros (angl. Agency for Research on
Cancer — IARC) duomenimis, serozinio tipo KV sudaro net 42,97 % visy KV
atvejy pasaulyje ir yra dazniausiai nustatomas biitent miisy regione.
Mucininis, endometroidinis ir Sviesiy lgsteliy KV sudaro atitinkamai 11,47 %,
10,39 % ir 5,75 % visy KV atvejy pasaulyje (Wang et al., 2024).

Penkeriy mety KV standartizuotas pagal amziy iSgyvenamumas
pasaulyje nesiekia 50 %, o Lietuvoje yra vienas maziausiy ir pastaruosius 20
mety sieké vos 30-35 %. Visame pasaulyje bendras i§gyvenamumas nuo KV
iSlieka stabilus jau apie 30 mety, o per 15 mety laikotarpj Lietuvoje nuo 2000
mety $is rodiklis paaugo vos 5 % nuo 30,2 iki 35,0 % (Allemani et al., 2018).
Didziausia dalj mir¢iy nuo KV lemia II tipo navikai — i$sivysciusiose Salyse
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bendras penkeriy mety iSgyvenamumas siekia tarp 32,2 ir 47,5 %, 0 palyginus
I tipo KV penkeriy mety iSgyvenamumas yra Zenkliai didesnis:
endometrioidinio tipo 63,5-90,1 %, $viesiy lasteliy 46,5-68,2 %, mucininio
tipo 55,0-71,9 % (Cabasag et al., 2023).

KV daZniausiai yra nustatomas vyresnio nei 65 amziaus moterims.
Vyresnis amzius diagnozés metu yra siejamas su pazengusia liga ir trumpesniu
iSgyvenamumu. Yra nustatytas stiprus rySys tarp KV rizikos ir ovuliacijy
daznio: moterims, kurios neturéjo ovuliacijy 8,7 metus KV rizika sumazéjo 4
kartus (3ansy santykis (SS) = 0,23, 95 % pasikliautinasis intervalas (Pl): 0,1—
0,5), o kiekvieni hormoninés kontracepcijos naudojimo metai sumazina KV
tikimybe 11 % (SS=0,89, 95 % PI: 0,85-0,93). Vyresnis paskutinio gimdymo
amzius taip pat sumazina KV tikimybe (SS = 0,89, 95 % PI: 0,84-0,94), o
kiekvienas susilauktas vaikas sumazina rizika 24 % (SS=0,76, 95 % PI: 0.69—
0.85). Sie rezultatai palaiko teorija, jog ovuliacijos metu kiausidése susidaro
kancerogeniné aplinka. Nepaisant apsaugancios gimdymy jtakos KV rizikai,
prieslaikinis gimdymas ir preeklampsija didina KV rizika (atitinkamai SS =
1,48, 95 % PI: 1,02-2,15 ir SS = 2,59, 95 % PI: 1,35-4,49), kaip ir jvairios
su lytiniais organais susijusios ligos kaip gimdos uzdegimas, kiausidziy cistos
ir endometriozé (Momenimovahed et al., 2019).

Paveldimi genetiniai veiksniai lemia apie 23 % KV atvejuy, i$ jy 65-85 %
yra siejami su kraties—kiauSidziy vézio sindromu: paveldimomis DNR
pazaidy reparacijos geny BRCAL ir BRCA2 mutacijomis, kurios lemia 54 %
rizikg susirgti KV ir 85 % rizika susirgti kriities véziu. Apie 10-15 %
paveldimo KV atvejy lemia LinCo sindromas, sukeliamas nesuporuoty
nukleotidy reparacijos geny MSH2, MLH1, MSH6, MLH3 ir PMS2 mutacijy,
siegjamy su I tipo navikais. Dél nesuporuoty nukleotidy reparacijos sutrikimy
kaupiasi trumpos pasikartojancios nukleotidy sekos (mikrosatelitai), kuriuose
daznos replikacijos klaidos. Mikrosatelitai yra itin dazni dvigrandziy DNR
trikiy reparacijos genuose (Mrell ir RAD50), kuriuose dél replikacijos klaidy
atsiradusios mutacijos gali lemti vézj. Net 43 % Li-Fraumeni sindromo,
lemiamo autosominiu dominantiniu bidu paveldimy TP53 geno mutacijy,
atvejy nustatomas KV (Pav. 1.5). Pacientéms, turin¢ioms paveldimus vézio
sindromus lemianc¢ias mutacijas, KV nustatomas jaunesniame amzZiuje negu
kitais KV atvejais: amzZiaus mediana germinaliniy lgsteliy TP53 mutacijos
atveju yra tik 39,5 metai, palyginus su somatines mutacijas turin¢io KV 64,3
mety amziaus mediana (Toss et al., 2015).
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Pav. 1.5 Kiau$idziy vézio rizikos veiksniai (sukurta su canva.com pagal
(Momenimovahed et al., 2019; Toss et al., 2015).

1.3 Kiausidziy vézio diagnostika

Didzioji dalis KV atvejy yra nustatomi pagal simptomus, kurie
pasireiSkia pazengusiose stadijose, dél naviko ir jo sukelty ascity (skysCiy
kaupimosi) ir yra nespecifiniai, o ankstyvas KV yra besimptomis (Gonzalez-
Martin et al., 2023). KV simptomai yra pilvo skausmas (53 % atvejy), viduriy
uzkietéjimas (20 %) arba viduriavimas (27 %), daznas $lapinimasis (14 %),
kraujavimas i$ lytiniy organy (13 %), pilvo putimas (17 %), prarastas apetitas
(21 %), virskinimo sutrikimai (36 %) (Hamilton et al., 2009).

Pirminé KV patikra atlickama naudojant transvaginalinj ultragarso
tyrima, kurio tikslumas nustatant piktybinius kiausidziy navikus yra apie
73 %, jautrumas — 52 %, o specifiskumas — 84 % (Guadalupe et al., 2021).
Jtariant KV, diagnostikai naudojami kiti vaizdinimo metodai: kompiuteriné
tomografija (jautrumas 40,70-92,16 %, specifiskumas 57,14-89,10 %) ir
magnetinio rezonanso tomografija (jautrumas 98 %, specifiskumas 83 %)
(Hong & Ding, 2025).
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1.4 Klinikinéje praktikoje taikomi kiausidziy vézio biozymenys

Klinikingje praktikoje yra naudojami du kraujo serumo KV biozymenys:
karbohidrato antigenas 125 (CA125 — angl. Carbohydrate Antigen 125) ir
zmogaus antséklidzio baltymas 4 (HE4 — angl. Human Epididymis Protein 4)
(Dochez et al., 2019).

CA125 yra dazniausiai naudojamas KV biozymuo, dar Zinomas kaip
Vézio antigenas 125 arba Mucinas 16 (MUC16). CA125 yra muciny tipo
glikoproteinas, koduojamas MUC16 geno. CA125 yra transmembraninis
baltymas, monokloniniais antikiinais kraujyje yra matuojamas uzlasteninis
baltymo domenas, kuris patenka i kraujg jvykus baltymo hidrolizei. D¢l to
yra sunku jvertinti tikraja baltymo koncentracija. CA125 néra specifinis
kiausidziy véziui, jo padidéjusi raiska yra nustatoma kepeny ir plauciy vézio
atvejais bei gerybiniy bikliy: kiauSidziy cisty, endometriozés, gimdos
fibromy, cirozés ir daugelio kity ligy atvejais (Zhang et al., 2025). CA125
ribine koncentracija yra laikoma 35 U/ml, taciau I stadijos KV padidé&jusi
CA125 koncentracija yra nustatoma tik 23-50 % atvejy. Metaanaliziy
duomenimis CA125 bendras jautrumas yra 63-93 %, specifiSkumas 53-92 %,
o plotas po ROC (angl. received operating characteristic — ROC) kreive (angl.
area under the cuve — AUC) 0,78-0,93 (Dochez et al., 2019). Dél mazo
specifiSkumo ir padidéjusios koncentracijos nevéziniy ginekologiniy ligy
atveju, CA125 néra rekomenduojamas kaip KV diagnostinis biozymuo, taciau
gali buti naudojamas kartu su vaizdinimo metodais kaip HGSOC atsako |
gydyma Zymuo (Colombo et al., 2019), galintis nustatyti KV atkrytj 62—92%
jautrumu ir 91-100% specifiskumu (Salani et al., 2011).

HE4 yra kitas, reCiau naudojamas, KV biozymuo. Tai taip pat
glikoproteinas, priklausantis iSriigy ragstiniy keturiy—disulfidy bazés
baltymams (angl. whey acidic four—disulfide core proteins), dar vadinamas
WEFDC?2. Isriigose Sie baltymai vadinami WAP — trumpi 50 aminorugsciy
baltymai su nezinoma biologine funkcija. Zmoniy organizmuose HE4 turi 2
WAP domenus, yra randamas antséklidziuose ir vyruose prisideda prie
spermos brendimo. Nedidelé HE4 raiska nustatoma ir kvépavimo bei
lytiniuose organuose, bet padidéjusi raiSka dazniausiai nustatoma
endometrioidinio KV atveju, ir, kiek maziau, Sviesiy lasteliy ir kituose
epiteliniuose KV. HE4 bendras jautrumas KV atveju yra 58-83 %,
specifiSkumas 78-99 %, o AUC 0,82-0,96. HE4 kiekj kraujyje gali padidinti
rukymas ir sumazinti hormoninés kontracepcijos naudojimas, todél Sio testo
rezultatai gali bati nepatikimi (Dochez et al., 2019) ir HE4 néra
rekomenduojamas KV diagnostikai (Colombo et al., 2019).
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Siekiant padidinti diagnostiniy biozymeny patikimumg yra sukurta
keletas KV daugiaparametriniy testy i§ kuriy geriausiai Zinomi yra
piktybiskumo rizikos indeksas (angl. risk of malignancy index — RMI),
kombinuojantis CA125, menopauzés statusa ir transvaginalinj ultragarso
tyrimg, bei piktybiSkumo rizikos algoritmas (angl. risk of malignancy
algorithm — ROMA) kombinuojantis menopauzés statusg, CA125 ir HE4. Vien
CA125 ir HE4 kombinacijos KV diagnostikos specifiSkumas yra 82-97 %,

rodikliais (ROMA indeksas), jautrumas yra 75-97%, specifiskumas 69-93 %,
AUC 0,84-0,97 (Dochez et al., 2019).

Keliy biozymeny kombinacija padidina KV diagnostikos tikslumg: vien
CA125 ir ultragarso kombinacija (RMI indeksas) pasiZymi maZesniu
diagnostiniu potencialu nei dviejy biozymeny (CA125 ir HE4) kombinacijos:
jautrumas 75-78 %, specifiSkumas 80-92 %, AUC = 0,84-0,88 (Dochez et
al., 2019). Deja, Siuo metu klinikingje praktikoje taikomi KV bioZzymenys ir
diaugiaparametriniai testai (1.1 lentelé) neturi KV diagnostikai reikalingy
rodikliy: 75 % jautrumo ir >99,6 % specifiskumo, butiny pasiekti 10 %
teigiama predikcing verte, reikiamg efektyviai patikros programai (Clarke-
Pearson, 2009), todél KV klinikinei praktikai yra reikalingi nauji diagnostiniai
Zymenys.

1.1 lentelé Klinikinéje praktikoje taikomy bioZzymeny ir daugiaparametriniy
modeliy jautrumas, specifiskumas ir plotas po kreive (AUC). Adaptuota pagal
(Dochez et al., 2019)

BioZymuo / Jautrumas, % | SpecifiSkumas % AUC
modelis

CA125 63-93 53-92 0,78-0,93
HE4 58-83 78-99 0,82-0,96
CA125 + HE4 82-97 55-79 0,89-0,96
RMI 75-78 80-92 0,84-0,88
ROMA 75-97 69-93 0,84-0,97

1.5 KiausidZziy vézio prognostiniai veiksniai

Kaip ir daugelio véziniy susirgimy, pagrindiniai KV prognostiniai
rodikliai yra klinikiniai: stadija, naviko diferenciacijos laipsnis, histologinis
tipas, amzius, kiino masés indeksas (KMI) (Giro et al., 2025).

Kiausidziy vézio histologiné klasifikacija yra apibrézta Pasaulio
sveikatos organizacijos (WHO) gairiy (WHO Classification of Tumours
Editorial Board 2020), o skirstymas | stadijas yra atlickamas pagal
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Tarptautinés ginekologijos ir akuSerijos federacijos (angl. International
federation of gynecology and obstetrics — FIGO) gaires, kurios i§ esmés
sugrupuoja navikus pagal TNM sistema: I stadija apima navikus, neiSplitusius
uz kiausidés ar kiauSintakio riby, II stadijai priklauso T2 stadijos navikai,
i8plite | pilvapléve, III stadijos navikai apima bet kurios stadijos navikus su
limfmazgiy metastazém, 0 IV stadijos navikai apima navikus su tolimosiomis
metastazémis (Berek et al., 2021). Jungtinés Karalystés milijono motery
projekto duomenimis, bendras penkeriy mety iSgyvenamumas nusta¢ius KV I
stadijoje sieke 87 %, 11 — 62 %, 111 — 26 %, IV — 14 %. Naviko stadija, i§ dalies
pagal apibrézima, yra glaudziai susijusi su KV tipu: I tipo navikai dazniausiai
nustatomi I arba II stadijoje, o II tipo navikai III-1V stadijoje (Gaitskell et al.,
2022).

Epiteliniai navikai taip pat yra skirstomi pagal histologinj diferenciacijos
laipsnj, kuris varijuoja nuo gerai diferencijuoty naviky (G1), vidutiniskai
diferencijuoty naviky (G2) ir prastai diferencijuoty (auksto diferenciacijos
laipsnio) naviky (G3) (Berek et al., 2021). Naviko diferenciacijos laipsnis yra
stiprus prognostinis indikatorius, padidinantis mirties nuo KV rizika apie tris
kartus endometrioidinio (santykiné rizika (SR) = 3,03, 95 % PI: 1,85-4,98) ir
mucininio tipo (SR = 3,04, 95 % PI: 1,10-8,37) navikuose, bei maZzdaug
pusantro karto serozinio tipo navikuose (palyginus HGSOC su LGSOC SR =
1,63, PI: 1,19-2,23) (Gaitskell et al., 2022).

Mirties nuo KV rizikai yra svarbus amzius: kiekvieni penkeri metai lemia
apie 19 % didesn¢ mirties rizika (SR = 1,19, PI: 1,15-1,22). Kiek maziau
svarbiis yra KMI ir rukymo statusas: KMI lemia 6 % didesn¢ mirties rizika
(SR = 1,06, PI: 1,02-1,11), o rukymas 17 % rizikos padidéjima (SR = 1,17,
PI: 1,07-1,27) (Gaitskell et al., 2022).

1.6 Kiausidziy vézio gydymas

Standartinis epitelinio KV gydymas apima chirurginj gydyma, po kurio
seka platinos preparaty chemoterapija, kurig galima derinti su VEGF
inhibitoriumi bevacizumabu. Tais atvejais, kai navikai yra dideli, pirmiausia
taikoma neoadjunvantiné chemoterapija, po kurios paSalinamas navikas ir
tesiamas gydymas vaistais. Priklausomai nuo BRCA mutacijy statuso galimas
taikininis gydymas poli(ADP—ribozés) polimerazés (PARP) inhibitoriais,
tokiais kaip olaparibas (Berek et al., 2021). Priklausomai nuo naviko stadijos,
ligos atsinaujinimas po pirminio gydymo yra nustatomas mazdaug 25 %
ankstyvos stadijos KV pacienciy ir > 80 % pazengusios stadijos KV pacienciy.
Pacientés, kurioms liga atsinaujina véliau nei po 6 ménesiy nuo gydymo, yra
laikomos jautriomis platinos preparaty chemoterapijai. Jautrumas platinos
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preparatams yra prognostinis iSgyvenamumo iki ligos atkryéio (angl.
progression—free survival — PFS) veiksnys iki ketvirto chemoterapijos
taikymo ciklo (Garzon et al., 2020).

Kaip minéta auksciau, CA125 yra vienas pagrindiniy prognostiniy
bioZzymeny naudojamy II tipo KV atvejais: pacientéms, kuriy CAI125
koncentracija po gydymo siekia >10 U/ml nustatomas du kartus daznesnis
ligos atsinaujinimas (pavojaus rizika (PR) = 2,17, 95 % PI: 1,14-4,1) (Piatek
et al., 2021). Pirminé CA125 koncentracija prie§ gydyma taip pat gali bati
naudingas prognostinis rodiklis siejamas tiek su bendru iSgyvenamumu (PR =
1,62, 95 % PI = 1,27-2,06), tieck su PFS (PR = 1,59, 95 % PI = 1,44-1,76)
(Wang et al., 2022).

Be tradiciniy vézio klinikiniy rodikliy ir CA125 statuso, pacienciy
prognozei jtaka daro likutinis navikas po operacijos, ascitai (Siejami su prasta
prognoze), pacienciy amzius (jaunesnis amzius siejamas su geresne prognoze)
bei molekuliniai ir genetiniai Zymenys aptariami zemiau (Giro et al., 2025).

1.7 Su kiausidziy véZziu susij¢ genetiniai pakitimai

Nors taskinés mutacijos ir chromosomy pakitimai yra daZniausiai
klinikingje praktikoje analizuojami KV pakitimai, didelé dalis naviky yra
heterogeniski ir nepasizymi tais paciais genetiniais pakitimais, todél jy
pritaikomumas vézio diagnostikoje yra ribotas (Bell et al., 2011). Geny raiska
kiekvienoje lasteléje yra nulemta sudétiniy genetiniy ir epigenetiniy pakitimy:
taskiniy mutacijy, chromosomy amplifikacijy ir iskrity nulemty geny kopijy
pakitimy (angl. copy number alterations), epigenetiniy pakitimy: DNR
modifikacijy, = chromatino  kondensacijos  pakitimy  (chromatino
remodeliacijos), transkripcijos veiksniy ir nekoduojan¢iy RNR jtakos (Xu et
al., 2023). Todél geny raiska atspindi daugelj lastelés molekuliniy pakitimy ir
suteikia informacijos apie lastelés biisena tam tikru metu. Geny transkripcijos
pakitimai, panaudojus juos kaip vézio bioZzymenis, gali suteikti informacijos
apie lastelés diferenciacija, padedant atskirti navikines lgsteles nuo sveiky, bei
padéti jvertinti naviko fenotipa, siekiant nuspéti klinikinius pozymius,
jvertinti naviko progresijos rizikg, busimg atsakg ] gydymg ir galimus
terapinius taikinius (Bradner et al., 2017).

1.7.1 Notch ir Wnt signaliniy keliy geny raiska kiausidziy vézio atvejais
Kiausintakiy fimbrijy lastelés, i§ kuriy kyla HGSOC, nuolat patiria

ciklinius hormoninius pakitimus, didinan¢ius DNR pazaidy ir vézio
formavimosi rizikg, todél, siekiant palaikyti normalig biiseng, $ios lastelés turi
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nuolat atsinaujinti siekiant palaikyti normalig biiseng. UZ tai atsakingos yra
kamieninés lgstelés, i§ kuriy formuojasi kiauSintakiy epitelinés Igstelés.
Kiausintakiuose esan¢iy kamieniniy lasteliy funkcijas palaiko Wnt ir Notch
signaliniai keliai (Kessler et al., 2015). Siy signaliniy keliy aktyvacija yra
siegjama su KV atsparumu chemoterapijai, lgsteliy proliferacija ir epiteline—
mezenchimine tranzicija (EMT). Wnt signalinis kelias taip pat reguliuoja
Notch signalinj kelig per Jaggedl ligando inhibicija (Bocchicchio et al.,
2019). Todél Sie signaliniai keliai yra svarbis KV vystymuisi, o jy
komponentai — potencialiis KV biozymenys.

CTNNBL1 yra pagrindinis Wnt signalinio kelio genas, koduojantis centrinj
jo komponentg f—katening (Pav. 1.6). CTNNBL1 geno ir baltymo raiska yra
sumazgjusi beveik visuose kietuosiuose navikuose, o KV ir storosios zarnos
navikuose nustatoma reik§Sminga neigiama koreliacija su naviko stadija
(AmeliMojarad et al., 2023). Wnt kelyje ubikvitinazés funkcijas gali atlikti
FBXW?7, kurio taikiniai yra p-kateninas, ciklinas E, Notch ir c-Myc
signaliniy keliy komponentai, todél FBXW?7 yra laikomas navikus
supresuojanéiu genu, o jo raiSkos sumazé¢jimas, palyginus su sveikais
audiniais, nustatomas daugelyje naviky, jskaitant KV, ir yra siejamas su prasta
prognoze (Xu et al., 2021).

Kaip ir Wnt, Notch signalinis kelias daro jtaka daugelio su
kancerogeneze susijusiy lgsteliy funkcijy, o vézio atveju pakitimai nustatomi
tiek receptorius (NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4), tiek abiejy tipy:
jagged (JAGL, JAG2) ir j delta panasSius (angl. delta—like, DLL1, DLL2, DLL3)
ligandus, tiek tiesioginius taikinius, tokius kaip HES1, koduojanciuose
genuose (Pav. 1.6). KV atveju daugiausiai sgsajy iki Siol nustatyta su
NOTCH3, NOTCH1 ir JAG1 ir KV atsparumu chemoterapijai, bei DLL4
sasaja su prastu iSgyvenamumu (Shi et al., 2024). Akivaizdu jog Notch ir Wnt
signaliniai keliai daro jtaka kiauSintakiy formavimuisi ir kancerogenezei, jy
komponenty raiskos pakitimai turi potencialo tapti KV biozymenimis
diagnostikai ir ligos prognozei.

24



Delta, -
Jaggedepes Notch

WNT

LRP( [m _l

Frizzled %
'

Dishevelled Q ]

~
- Q»-"-(%DFBXM

B-Kateninas

4

Whnt signalinis kelias Notch signalinis kelias

Pav. 1.6 Wnt ir Notch signaliniai keliai: Wnt ligandai aktyvuoja signalinj kelig
jungiantis prie frizzled receptoriy, kurie dimerizuojasi su LPR baltymu ir per
dishevelled pritraukia destrukcijos komplekso baltymus pvz. ubivitinaze
FBXW?7, tokiu biidu nebéra skaldomas P-kateninas, tod¢l jis nukeliauja |
branduolj ir veikia kaip transkripcijos aktyvatorius; Notch receptoriai,
prisijungus delta—like arba jagged ligandams yra skaldomi j vidulastelinj
domena, kuris branduolyje veikia kaip transkripcijos veiksnys ir aktyvuoja
tokius genus kaip HES1. TF — transkripcijos veiksniai (angl. transcription
factor) (sukurta su biorender.com)

1.7.2 ARID1A geno pakitimai kiauSidziy navikuose

Vienas svarbiausiy KV vystymgsi skatinanciy geny, AT-—gausaus
saveikos domeno 1A (ARID1A) genas, koduojantis centrinj SWI/SNF
komplekso, atlickan¢io chromatino remodeliacija, baltyma, yra antras
dazniausiai pakitgs genas KV navikuose. ARID1A baltymas yra svarbus ne
tik atviros chromatino biisenos palaikymui, bet ir lastelés ciklo valdymui bei
DNR pazaidy reparacijai. [domu, jog ARID1A pakitimai dazniausiai
nenustatomi kartu su daugiausiai mutacijy KV atvejais pasizyminc¢iu genu
TP53, taciau daznai aptinkamos kartu su PTEN pakitimais (Fontana et al.,
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2023). ARID1A mutacijos ypa¢ daznai nustatomos endometrioidinio (30—
46 % atvejy) ir Sviesiy lasteliy (apie 46-70 % atvejy) KV bei 13 % KV
pirmtaky — endometriozés atvejy, taciau tik apie 80 % ARID1A mutacijy lemia
baltymo raiskos praradima, dar 23 % atvejy ARID1A baltymo raiskos
praradimas yra nesusijes su mutacijomis (Yachida et al., 2020). ARID1A
raiSka, kaip daugelio naviky supresoriy, yra valdoma pagal ,,dviejy smugiy*
teorija, pagal kurig paveldéta mutacija lemia didesne vézio rizika, o antro geno
alelio invaktyvacija yra reikalinga jvykti fenotipinams pakitimams,
lemiantiems vézj. ARID1A funkcijos sutrikimui jtaka gali daryti ne tik
mutacijos, bet ir epigenetiniai veiksniai, tokie kaip geno promotoriaus
hipermetilinimas, iki Siol nustatytas kriities navikuose (Zhang et al., 2013).

Be lasteliy proliferacija skatinanciy signaliniy keliy aktyvacijos, véZinése
lastelése yra pastebimi dar devyni navikiniy Igsteliy pozymiai: augimo
supresoriy vengimas, lasteliy zities iSvengimas, lasteliy nemirtingumas,
palaikoma angiogenezé, invazija j kitus organus, genomo nestabilumas,
navika skatinanti uzdegiminé aplinka, pakitusi lastelés energijos reguliacija ir
imuninés aplinkos vengimas (Hanahan & Weinberg, 2011), todé¢l analizuojant
potencialius genetinius bioZymenis yra pravartu atsizvelgti ne tik j geriausiai
zinomus Igsteliy vézinius pakitimus, bet ir genus, dalyvaujancius jvairiuose
veéziniy lasteliy mechanizmuose, ir jy kombinacijas, siekiant tikslesnes KV
diagnostikos ir prognostikos galimybiy.

1.8 Su kiausidziy véziu susij¢ epigenetiniai mechanizmai

Vienas ankstyviausiy véziniy lgsteliy pakitimy yra ne genetiniai, o
epigenetiniai pakitimai — DNR cheminés modifikacijos, darancios jtaka geny
raiSkai ir genomo stabilumui. S—metilcitozinas (SmC) yra geriausiai Zinoma
epigenetiné modifikacija, dazniausiai aptinkama CG dinukleotidais gausiose
genomo vietose, vadinamose CpG salomis. Normaliose Igstelése citozinai CG
dinukleotiduose yra metilinti, ta¢iau CpG salos, kuriose daznai nustatomi
geny raiSkos reguliacijos elementai — promotoriai ir stiprikliai, yra
nemetilintos ir vyksta aktyvi geny raiSka. Vézinése lastelése CpG salose
esantys promotoriai daznai yra hipermetilinti. DNR metiltransferazés
DNTM3A ir DNTM3B gali suteikti citozinui metilo zym¢, o DNMT]I S§ig
zyme palaiko replikacijos metu, todél DNR metilinimas yra stabili
modifikacija (Nishiyama & Nakanishi, 2021). Metilintus CG atpazjsta metil—
CpG-surisantj domeng (angl. methyl-CpG-binding domain — MBD) turintys
baltymai, kurie gali pritraukti transkripcijos represorius (Moore et al., 2012)
(Pav. 1.7). DNMTI1 taip pat jungiasi su histony deacetilaze HDACI1 ir
metiltransferaze (HMT) kuri suteikia histono H3 lizinams K9 ir K27
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represyvias metilinimo Zymes (Hervouet et al., 2018), pritraukiancias
polycomb represyvius kompleksus (angl. polycomb repressive complex —
PcG), lemian¢ius didesn¢ chromatino kondensacijg, dél kurios nevyksta geny
raiska (Guo et al., 2021). DNR metilinimo zZyme¢ gali pasalinti deSimt—
vienuolikos translokacijos (angl. ten-eleven translocation — Tet) fermentai,
prijungiantys hidroksi grupe prie metilo. Toliau ShmC modifikuojama Tet
fermenty j S—formil—citozing arba 5-karboksi—citozing, arba ShmC gali buti
modifikuojama AID/APOBEC fermento | 5-hidroksimetil-uracila, o
modifikuotas bazés toliau istaiso baziy paSalinimo DNR reparacijos
mechanizmas (angl. base excision repair — BER) kurio metu timino DNR
glikozilazé (TDG) gali pakeisti modifikuotas bazes atgal j citozing (Moore et
al., 2012).

Histony Histony
metilinimas ecetlhmmas Nevykstanti
AC) Metilintos CpG geny raiska

Dnmt3all
3a| & ’

Dnmt

€19 Buvask

Dnmt

@9 Foag €

Aktyvi geny
raiSka

Hidroksimetilinta Nemetilinta CpG
CpG sala sala

Pav. 1.7 Geny transkripcija (raiSkg) reguliuojantys epigenetiniai
mechanizmai: DNR metilinimas yra reguliuojamas DNR metiltransferaziy
(Dnmt, Dnmt3a, ir jy ligando ir Dnmt3L). DNR metilinimg atpaZzjsta metil—
CpG-surisantys baltymai (MBD) baltymai, kurie kartu su metiltransferazémis
pritraukia histony deacetilazes (HDAC), kurios nuo histony galy pasalina
acetilo grupes, ir histony metiltransferazes (HMT, SUV39H1) kurios metilina
histony galus. Aktyvios transkripcijos atveju H3K3me3 histony Zymé
inhibuoja Dnmt nemetilintose CpG salose, o Tet translokacijos fermentas
prideda hidroksi grupe prie metilo grupés ir taip paskatina DNR metilinimo
zymeés paSalinimag (adaptuoja pagal (Moore et al., 2012) )
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Kaip ir daugelyje naviky, KV atveju yra nustatomas atvirkscias
metilinimo  statusas palyginus su normaliomis lastelémis: bendras
hipometilinimas ir hipermetilinimas geny promotoriy regionuose. Bendrai
bent 4593 geny metilinimas yra reikSmingai pakites HGSOC atvejais
palyginus su normaliy kiauSintakiy audiniais, daugiausiai genuose
susijusiuose su RAS ir Hippo signaliniais keliais, adheriny jungtimis ir
dopaminerginémis sinapsémis. HGSOC atvejais 725 geny sekos
hipometilintos ir 3868 hipermetilintos, ir atitinkamai 24 ir 30 % koreliuoja su
padidéjusia ar sumazéjusia geny raiSka (Reyes et al., 2019). Bendras genomo
hipometilinimas gali lemti onkogeny seky demetilinima, o CpG saly
hipermetilinimas — naviky supresoriy geny raiSkos praradima.
Hipermetilnimas KV atveju nustatomas daugelyje gerai Zinomy naviky
supresoriy geny promotoriy seky, jskaitant 31 % BRCAL, 10-30 %
nesuporuoty nukleotidy reparacijos geno MLH1 (Koukoura et al., 2014), iki
10-49 % su Ras susijusiy domeny Seimos baltymo la geno (angl. Ras
association domain family protein la — RASSF1A), iki 83 % opioidus
suri$ancio baltymo geno OPCML geno promotoriy (Hentze et al., 2019).

1.8.1 HOX Seimos geny promotoriy metilinimas

Homeodézutés (HOX) geny klasteris yra vienas geriausiai iStyrinéty
polycomb baltymo PRC1 valdomy geny Seimy, kadangi polycomb baltymy
praradimas lemia HOX geny raiskos pakitimus ir didesn¢ chromatino
kompaktizacija tiek drozofilos, tiek zinduoliy lastelése. Drozofilos
embrionuose HOX genai yra iSsidéste iki 400 kb klasteriuose, padengtuose
H3K27me3 represyviomis chormatino zymémis ir vystymosi metu valdo
embriono aSies formavimasi (Cheutin & Cavalli, 2018). HOX genai ir
polycomb kompleksai kontroliuoja vystymasi ir Zzmoniy embrionuose: HOXA
genai dalyvauja Mulerio lataky formavimesi ir diferenciacijoje j moters
lytinius organus, o Sios Seimos genai yra daznai metilinti jvairiuose navikuose,
tarp jy ir KV. HOXA9 metilinimas nustatomas iki 95 % HGSOC atvejy
(Montavon et al., 2012), ir gali atskirti KV nuo normaliy audiniy AUC 0,68-
0,80 bei koreliuoja su naviko histologiniu tipu. HOXA10 ir HOXA1l
promotoriy metilinimas KV atvejais pasiekia AUC 0,50-0,66, 0 HOXA9 taip
pat koreliuoja su prastesne ligos prognoze (Widschwendter et al., 2009).
HOXA9 metilinimas gali bati nustatomas ne tik KV audiniuose, bet ir laisvai
cirkuliuojancioje DNR 59,5 % KV atvejy (Faaborg et al., 2021).

HOX geny Seimai priklauso daugelis pagrindiniy geny raiskos
reguliatoriy, tarp jy ir vienas pagrindiniy kamieniskumo Zymeny OCT4, bei
maziau zinomi transkripcijos veiksniai: HOP homeodezutés (angl. HOP
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homeobox) genas HOPX, ALX homeodezutés 4 genas ALX4, ir uodeginio tipo
homeodézutés 2 (angl. caudal type homeobox 2) genas CDX2. Sie genai
nepriklauso HOX geny klasteriams, valdantiems kiino aSies reguliacija, todél
gali biit laikomi nekanoniniais HOX genais. Daugelis HOX geny ne tik
dalyvauja organogenezéje, bet ir yra laikomi naviky supresoriais: ALX4
siejamas su apatinés kiino dalies formavimusi (Matsumaru et al., 2013) ir
skatina kiau§idziy vézio lasteliy epiteling — mezenchiming tranzicijg (Yuan et
al., 2015). CDX2 genas supresuoja OCT4 trofoblaste ir prisideda prie lgsteliy
pluripotentiSkumo reguliacijos (Huang et al., 2017), be to CDX2 baltymo
raiSka gali atskirti mucininj KV tipa nuo virSkinamojo trakto naviky
metastaziy | kiausides (Dundr et al., 2021). CDX2 baltymas, kaip
transkripcijos veiksnys, didina atsparumg vaistams mucininio tipo KV
lastelése per atsparumo vaistams geno 1 (angl. multidrug resistance 1 —
MDR1/ABCB1) raiskos skatinimg (Koh et al., 2016). Nors HOPX néra
tiesiogiai siejamas su lytiniy organy diferenciacija, taciau HOPX, kaip ir
CDX2 ir ALX4 gali inhibuoti Wnt signalinj kelig, svarby kiausidziy vystymuisi
(Gokulan et al., 2022; Liu et al., 2012; Yang et al., 2017), be to HOPX yra
vienas i§ pagrindiniy geny raiskos reguliatoriy KV, siejamas su aplink navikg
esanéiy audiniy (angl. tumor—associated stroma) formavimusi (Celik et al.,
2016). Kaip ir kity HOX geny, HOPX promotoriaus sekos yra metilintos
daugelyje naviky, jskaitant 62 % storosios zarnos (Katoh et al., 2012) ir 84 %
skrandzio naviky (Ooki et al., 2010), ALX4 promotorius hipermetilintas
69,5 % krity naviky (Yang et al., 2017) ir 55 % plauc¢iy naviky (Liu et al.,
2014), o CDX2 promotoriaus hipermetilinimas nustatytas 72 % storosios
7arnos naviky (Wang et al., 2018) atvejy. Siy geny raiska ir promotoriaus
metilinimas kiau$idziy audiniuose iki $iol néra gerai iStirtas.

1.9 Vézio genomo atlaso projekto kiausidziy vézio molekuliniai tyrimai

Kiausidziy vézio heterogeniskumas, didelis sergamumas ir prasta ligos
prognoz¢ Yyra aktuali klinikiné problema, jau ilgg laika dominanti
mokslininkus: kiausidziy vézys, kartu su plauciy véziu ir glioblastoma buvo
vienas i$ trijy pirmyjy naviky, iStirty Vézio genomo atlaso projekte (angl. The
Cancer Genome Atlas — TCGA) - viename didziausiy molekuliniy vézio
duomeny projekty, vykdyty Jungtiniy Amerikos Valstijy Nacionalinio Vézio
Instituto (angl. National Cancer Institute — NCI) ir Nacionalinio Zmogaus
Genomo Tyrimy Instituto (angl. National Human Genome Research Institute
— NHGRI). Projekto pradzia buvo 2006 metai (Hutter & Zenklusen, 2018), 0
pirmieji KV duomenys buvo iSpublikuoti 2011 metais (Bell et al., 2011).
Programai baigiantis 2018 metais TCGA duomenys apémé daugiau kaip
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11 000 vézio atvejy, daugiau kaip 20 000 véziniy ir kontroliniy audiniy, 33
naviky tipus ir jy molekuling informacija apie DNR seka, geny raiska,
epigenetinius pakitimus: mikroRNR, nekoduojanc¢ias RNR, DNR metilinima,
baltymy raiska ir struktiirg (Hutter & Zenklusen, 2018).

Pirminiai TCGA—-OV kiaus$idziy vézio projekto rezultatai, iSanalizavus
316 HGSOC méginiy, nustat¢ TP53 mutacijas net 95,89 % méginiy,
germinaciniy lasteliy BCRAL ir BRCA2 mutacijas atitinkamai 9 % ir 8 %
atvejy bei $iy geny somatines mutacijas 3 % atvejy, taip pat retesnes mutacijas
CSMD3, NF1, CDK12, FAT3, GABRAG ir RB1 genuose. Pradiné TCGA
duomeny analizé taip pat nustaté apie 1500 geny su pakitusia raiSka ir
sugrupavo méginius | Keturis geny raiSkos potipius: imuninj (angl.
immunoreactive), diferencijuota (angl. differentiated), proliferacinj (angl.
proliferative), ir mezenchiminj (angl. mesenchymal). Imuninis tipas i$siskyré
T lasteliy chemokiny ligandy CXCL11 ir CXCL10 ir receptoriaus CXCR3
raiSka, proliferacinis: proliferacijos zymeny MCM2, PCNA ir transkripcijos
veiksniy HMGAZ2 ir SOX11 raiska, diferencijuotas tipas kiausidziy Zymeny
MUC16 ir MUC1 bei kiausintakiy zymens SLP1 raiska, o mezenchiminis tipas
pasizyméjo didele HOX geny ir stromos zymeny FAP, ANGPTL1/2 raiska.
Deja, bet pacienciy iSgyvenamumas neskyré tarp Siy transkriptominiy potipiy.
TCGA-OV analize taip pat nustaté DNR metilinimg ir sumaz¢jusia raiskg 168
genuose, palyginus su kiauSintakiy epiteliu, kurie taip pat grupavosi j keturis
potipius, kurie koreliavo su transkriptominiais potipiais. Bendrai analizuojant
geny raiskos ir mutacijy rezultatus TCGA—OV identifikavo keleta reikSmingai
pakitusiy lastelés signaliniy keliy ir procesy, tarp jy — Notch signalinj kelig
(22 % atvejy), lastelés cikla (34 %), ir PI3K/RAS signalinj kelia (45 % atvejy)
(Bell et al., 2011).

1.9.1 Potencialiy vézio biozymeny atrinkimo metodai ir kiausidziy vézio
prognostiniai modeliai

Siuo metu TCGA turi vieng didZiausiy kiausidziy véZio duomeny
rinkiniy (Bell et al., 2011) prieinamy mokslininkams hipoteziy formavimui ir
vézio duomeny analizei. Deja, tatiau TCGA turi nedaug ne navikiniy audiniy
duomeny, todél daznu atveju yra pasitelkiama kitos duomeny bazés — GTEX,
kuri kaupia molekuling informacija i§ normaliy skirtingy organy audiniy,
duomenimis (The GTEx Consortium, 2020). GTEx duomenys suteikia
alternatyvig kontroline grupe atvejais, kai TCGA néra ne véziniy audiniy, kaip
KV kohortos atveju (Zhu et al., 2022).

Turint didelius molekuliniy duomeny rinkinius iskyla problema -
molekuliniy duomeny yra kur kas daugiau nei istirty méginiy, taciau ne visi
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molekuliniai duomenys yra naudingi siekiant atsakyti j pasirinktag mokslinj
klausima: §is fenomenas yra vadinamas ,,matmeny prakeiksmu* (angl. curse
of dimensionality). ,,Matmeny prakeiksmo“ paveiktose duomeny imtyse
daznai truksta informacijos tasky (pvz. néra tam tikro geno raiskos), taip pat
atsiranda multikolinearumo problema — bent vienas i§ bioZymeny visada
koreliuos su kity biozymeny kombinacija. BioZymeny tarpusavio koreliacija
trukdo suprasti jy svarbg pasirinktam efektui (pvz. iSgyvenamumui) — jei bent
vienas i§ Zymeny grupéje gali biiti paaiskintas kity zymeny iSraiska, tokiu
atveju prognostiniame modelyje nejmanoma atskirti, kurie i§ biozymeny yra
i§ tiesy yra svarbiis, o kurie yra kity Zymeny iSraiska. Tokiuose duomenyse
modeliai taip pat turi rizika pernelyg gerai prisitaikyti duomenim, tokiu atveju
pasirinktas modelis (biozymeny kombinacija) gali nebeatspindéti kity
duomeny im¢iy (Altman & Krzywinski, 2018). Siekiant i§vengti ,,matmeny
prakeiksmo* yra reikalinga atlikti potencialiy bioZymeny atrinkimg, siekiant
sumazinti analizuojamy duomeny kiek] ir atrinkti molekulinius bioZymenis,
kurie yra svarbiis (pvz. susij¢ su liga) ne dél atsitiktinumo, o galéty buti
panaudojami kaip véZio bioZymenys. Vienas i§ metody — duomeny
(biozymeny kiekio) sumazinimas (atrinkimas) ir regularizacija — koeficienty
pridéjimas prie biozymeny, taip sumazinant jy efekta: L1 (LASSO)
regularizacija lemia kai kuriy komponenty atmetimg (pridedama absoliuciy
modelio komponenty suma, padauginta i§ pasirinkto parametro A), taip
sumazinant kintamyjy kiekj modelyje, o L2 (angl. ridge regression)
regularizacija sumazina kai kuriy komponenty reik§mes (prideda koeficienty,
pakelty kvadratu, sumg), sumazindama jy jtaka modelyje, bet neiSmesdama
kaip L1 atveju. L1 ir L2 kombinacija, vadinama elastinio tinklo (angl. elastic
net) modeliu, gali sumazinti duomeny kiekj ir pasirinkti geriausiai efekta
paaiSkinancius biozymenis (Herawati et al., 2024).

Kaip jau minéta, viena svarbiausiy dideliy duomeny analizés metu
i8kylan¢iy problemy — galimai toks metodas tiks tik tai duomeny imciai,
kurioje buvo atrinktas (Altman & Krzywinski, 2018). ki Siol vienas i
pagrindiniy metody, siekiant sukurti biozymeny modelj ir sumazinti galimy
biozymeny (kintamyjy) kiekj, buvo panaudoti rezultatus i$ kity duomeny pvz.
eksperimentiniy tyrimy, remiantis literatiiros ir kity tyrimy analize, pasirinkti
tam tikra molekulinj pozymj ar signalinj kelig ir ieSkoti biozymeny, atrinkty
pagal dalyvavimg tame molekuliniame kelyje (Pan & Ma, 2020), pvz.
analizuoti genus susijusius su Notch signaliniu keliu KV atveju, nes sio kelio
geny raiska eksperimentiniais metodais nustatyta pakitusi navikuose, kurie
galimai turi bendra kilme (Siuo atveju gimdos kiino navikuose) (Lachej et al.,
2022). Toks biozymeny pasirinkimo metodas, nors ir suteikia logiska hipoteze
tolimesniems tyrimams, taciau turi trikumy: naudojant vieno ar keliy
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,rankiniu biidu® pasirinkty molekuliniy pozymiy, galimai bus pasirinkti
koreliuoti biozymenys (multikolinerumas), be to, tokj biozymeny modeliy
kiirimo algoritmg yra sunku atkartoti. PrieSingai, naudojant masininio
mokymosi metodus biozymeny pasirinkimui, specifiSkai LASSO algoritma,
yra pasirenkamas vienas bioZzymuo i§ tarpusavyje koreliuoty bioZymeny
grupés, todél toks modelis yra stabilesnis ir iSvengiama biozymeny
koreliacijos (Herawati et al., 2024), todél toks modelis yra potencialiai
naudingesnis, o toliau tiriant molekuliniais metodais yra taupomi resursai, nes
néra analizuojami koreliuoti biozymenys, suteikiantys tg pacig informacija.

Remiantis TCGA ir GTEx duomenimis kuriami nauji prognostiniai KV
testy modeliai daZniausiai panaudoja duomeny sumazinimo metoda
pasirenkant tam tikrg geny grupe ar lastelés procesa. 1.2 lenteléje apibendrinti
Siuo metu literatiiroje apraSyti KV prognostiniai modeliai, kurie jtraukia su
EMT, hipoksija, programuota lastelés Ziitimi ar geny promotoriy metilinimu
susijusiy geny raiska.

Aptarti tyrimai rodo, jog TCGA ir kity atviros prieigos duomeny bazése
patalpintos genetinés informacijos analiz¢ yra racionalus metodas, leidziantis
nustatyti potencialius prognostinius ir diagnostinius biozymenis. Nors Siuose
tyrimuose atrasti genai ir jy kombinacijos rodo didelj klinikinj potenciala, $iy
Zymeny patvirtinimas realiose tiriamyjy imtyse, taikant maziau nasius, taciau
lengviau prieinamus metodus, tokius kaip kiekybiné polimerazés grandininé
reakcija (kPGR), yra vis dar reta.
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1.2 lentelé VéZio genomo atlaso projekte (angl. The Cancer Genome Atlas —
TCGA) kiausidziy vézio duomenimis paremti biozymeny prognostiniai
modeliai. NA — néra duomeny.

Modelis Jtraukti bioZymenys AUC Saltinis
CLOVAR (angl. 100 geny raiska, TCGA apraSyti NA (Verhaak et
Classification of | keturi KV potipiai al., 2013)
Ovarian Cancer)
17 transkripcijos | CBX5, CREB3, FOXJ1, FOXK2, 0,62-0,80 (Lietal.,
veiksniy modelis | IRF4, LHX2, RB1, SPDEF, STAT2, 2021)
TBX2, TEAD1, TFAM, TRIM38,
ZHX3, ZNF124, ZNF8 ir ZXDB
10su PPP1R15A, OGG1, HERC], 0,65-0,76 | (Caietal.,
programuota CASP2, CAAP1, RB1, ZBP1, 2024)
mirtimi susijusiy = CD3E, CLTCL1, CEBPB
geny modelis
7 su hipoksija UQCRFS1, KRAS, KLF4, HOXA5, | 0,71-0,75 (Huang et al.,
susijusiy geny GMPR, 1SG20, SNRPD1 2023)
modelis (HYRS)
6 suEMT TGFBI, SFRP1, COL16A1, THY1, | 0,71 (Pan & Ma,
susijusiy geny PPIB, BGN 2020)
modelis
10 RNR C2orf15, MRPL46, ZNF239, 0,74 (Heetal.,
prisijungiancius MRPL14, 1SG20, LUC7L2, SRP9, 2021)
baltymus PARP4, PAPOLA, STRAP
koduojanciy geny
raiskos modelis
12 su hipoksija CFI, CLDN4, UBB, TCEALA4, 0,72 (Sheng & Bai,
susijusiy geny EPCAM, ECI2, SEC22B, MIF, 2022)
modelis MCM3, OGN, CXCL13
5 geny metilinimo | SLC39A14, PREX2, KCNIP2, 0,72 (Guoetal.,
zymeny modelis = COROG6, EFNB1 metilinimas 2018)
4 su geny PON3, MFAP4, BHMT2 ir 0,64-0,72 (Zhou et al.,
metilinimu AKAP12 2021)

susijusiy geny
raiSkos modelis
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

Tyrimo metu viso buvo analizuojama 3 geny sekos pakitimy, 20 geny
raiskos ir 4 geny promotoriy metilinimo bioZymenys 65-iuose
ginekologinémis ligomis serganciy pacien¢iy audiniy méginiuose. Tyrimas
buvo padalintas j dvi dalis:

1) Remiantis literatiira ir ankstesniais moksliniais eksperimentais
pasirinkty geny seky pakitimy, geny raiskos ir geny promotoriy metilinimo
biozymeny analizé¢ kiausidziy véziu serganciy pacienciy audiniuose.
Pasirinkta tirti geny, koduojanciy pagrindinius KV svarbiy Notch ir Wnt
signaliniy keliy komponentus ir antro dazniausiai KV pakitusio geno ARID1A,
koduojan¢io chromatino remodeliacijos veiksnio SWI/SNF strukttrinio
vieneto baltyma, raiskg. Taip pat pasirinkta tirti ARID1A ir HOX S$eimai
priklausan¢iy geny HOPX, ALX4 ir CDX2 promotoriy metilinimo profilj ir
ARID1A, CTTNB1 ir FBXW7 geny sekos pakitimus.

2) Atviros prieigos duomeny baziy analiz¢ ir jos metu pasirinkty Zymeny
tyrimas kiau$idziy véZziu sergan¢iy paciendiy audiniuose. Sio etapo metu
naudojant statistinius metodus, laisvos prieigos duomeny baziy imtyse,
atrinkti 10 su jvairiomis vézio funkcijomis susij¢ genai, kuriy raiska toliau
analizuota KV pacienciy audiniuose.

Geny sekos pakitimai analizuoti naujos kartos sekoskaitos (NKS)
metodu, geny raiSkos eksperimentai atlikti taikant kiekybinés polimerazés
grandininés reakcijos (KPGR) metoda, o geny promotoriy metilinimas
jvertintas pasitelkiant metilinimui specifinés PGR reakcijos (MSP) metoda
(Pav. 2.1). Siame darbe analizuoty geny pavadinimai, genomo lokalizacija ir
funkcijos aprasytos 2.1 lenteléje.

et RNR s

KDNR " “Santykines geny

gryninimas sintezé kPGR raiskos analizé s
. > M U M U Biozymeny
) = kombinacijy
R
LY analize
65 ginekologiniy —

naviky audiniy Bisulfitine

Elektroforezé ~ Geny promotoriy

R
meéginiai QN_R \ konyersija i metilinimo analize
gryninimas — — —
4. ; Y |
biblioteky Naujos kartos Geny sekos poky¢iy
paruosimas sekoskaita analizé

Pav. 2.1 Eksperimentiniy tyrimo metody schema (sukurta su biorender.com)
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Lentelé 2.1 Tiriamy geny pavadinimai, genominé lokacija, koduojamy baltymy funkcija, I tyrimo etapas — hipotezémis paremtas
biozymeny atrinkimas, Il etapas — statistiniais metodais paremtas bioZymeny atrinkimas

Nr. |Genas Geno pavadinimas Genogune Funkcija lasteléje Tyrimo Tyrimas
lokacija etapas
1 JAG2 Jagged kanoninis Notch ligandas 2 14q32.33 1\{;2?13115 Notch signalinj kelig aktyvuojanciy | etapas Geny raiska
2 DLL1 I delta panasus kanoninis Notch ligandas 1  |6q27 l\i/gjzﬁ?iils Notch signalinj kelig aktyvuojanciy | etapas Geny raiska
3 HES1 Hes Seimos bHLH transkripcijos veiksnys 1 |3q29 ljransl.(r{pc1J0§ represorius, aktyvuojamas Notch |l etapas Geny raiska
signalinio kelio
F—dézutés ir WD pasikartojimy domenus Ubikvitino baltymy ligazés komplekso subvieneto |l etapas Geny raiska,
4 FBXW7 . 4q31.3 . -~
turintis baltymas 7 dalis mutacijos
| etapas Geny raiska,
. SWI/SNF chromatino remodeliacijos komplekso promotoriaus
5 ARID1A AT—gausus saveikos domenas 1A 1p36.11 subvieneto dalis metilinimas,
mutacijos
6 CTNNB1  |Kateninas beta 1 3p22.1 Wnt 51gn.al.1n1'0 ke}l.o pagrlndlms baltymas, | etapas Geny gznska,
adherentiniy jungéiy dalis mutacijos
. Notch signalinio kelio transmembraninis | etapas .
7 NOTCH1  |Notch receptorius 1 9q34.3 receptorius Geny raiska
8 NOTCH2  [Notch receptorius 2 1p12 Notch 51_gnahn10 kelio transmembraninis | etapas Geny raitka
receptorius
9 NOTCH3  [Notch receptorius 3 6p21.32 Notch 51gna11n10 kelio transmembraninis | etapas Geny raiska
receptorius
10 NOTCH4  [Notch receptorius 4 6p21.32 Notch 51_gnahn10 kelio transmembraninis | etapas Geny raitka
receptorius
"yt | . e |11 etapas
. 5'—3' egzonukleazé ir endonukleazé, dalyvaujanti .
1 EXO1 Egzonukleaze 1 1q43 DNR replikacijoje ir DNR pazaidy reparacijoje Geny raiska
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Lentelé 2.1 Tiriamy geny pavadinimai, genominé lokacija, koduojamy baltymy funkcija (tgsinys)

- Tyrimo
. Genominé . .. Yy .
Nr. Genas Geno pavadinimas lokacija Funkcija lasteléje etapas Tyrimas
12 RADS50 RADS0 dvigubos grandinés pazaidy reparacijos 5q31.1 Dalyval_.l__]g DNR dvigubos grandinés pazaidy Il etapas Geny raiska
baltymas reparacijoje
13 PPT2 Palmitoil-baltymy tioesteraze 2 6p21.32  |Lizosomos tioesterazé Il etapas Geny raiska
14 LUCT7L2 ! LU.C.7 panasus baltymas 2, pre—iRNR 7934 Splaisosomos dalis, dalyvauja iRNR splaisinge IT etapas Geny raiska
splaisingo veiksnys
15 PKP3 Plakofilinas 3 11p15.5  (Jungia kadherinus prie lasteliy citoskeleto Il etapas Geny raiska
. . . Koduoja soroning — baltyma, reikalingg seseriniy |l etapas o
16 CDCAS5  |Su lastelés dalijimosi ciklu susijgs baltymas 5 |11q13.1 chromatidziy kohezijai po DNR replikacijos Geny raiska
17 ZFPL1 I cinko pirsteliy baltyma panasus 1 11q13.1 ;F;grrl;:z) ripcijos veiksnys, nustatomas ant goldzio Il etapas Geny raiska
18 \VPS33B YPSSSB su VelyV(.).mls endosomomis ir 15q26.1 Regulluf)Ja llzosomo_swvalfuollq membranas, Il etapas Geny raiska
lizosomomis asocijuotas baltymas dalyvauja baltymy riiSiavime
Su augimo veiksniu receptoriumi susiriges Baltymas adaptorius, perduodantis signala 11 etapas
19 GRB7 b;ll ¢ l;gms 7 v Y ploTium susirse 17q12 receptorinéms tirozino kinazéms tokioms kaip Geny raiska
Y EGFR ir HER2
20 TCEAL4 I transkripcijos elongacijos veiksnj A panaSus Xq22.2 Transkrlpcuos e.longacu.cls. baltymas, darantis jtaka|ll etapas Geny raiska
baltymas 4 RNR polimerazés II greiciui
21 GAPDH  |Gliceraldehido—3—fosfato dehidrogenazé 12p13.31 Pastov1qs r?FSkOS genas, koduojantis glikolizéje |l ir Il etapai Geny raiska
dalyvaujancia dehidrogenaze
22 ALX4 ALX homeodezutés baltymas 4 11pl1.2 Transkripcijos Yelksnys, Qauglausml siejamas su |l etapas Prompt_onaus
kauly vystymosi reguliacija metilinimas
s R Transkripcijos veiksnys, daugiausiai siejamas su |l etapas Promotoriaus
23 CDX2 Uodeginio tipo homeodézutés baltymas 2 13q12.2 vidaus organy vystymosi reguliaciia metilinimas
24 HOPX HOP homeodézutés baltymas 4q12 Transkripcijos veiksnys | etapas Pror_n_o toriaus
metilinimas
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2.1 Tiriamoji grupé ir jos klinikiniai ir demografiniai rodikliai

Tyrimo protokolas patvirtintas Vilniaus regioninio bioetikos komiteto
(Nr. 158200-18/5-988-539 pakeitimas Nr. 2). Visos pacientés sutiko
dalyvauti biomedicininiame tyrime ir pasira$é sutikima.

Tiriamieji méginiai rinkti 2018-2021 metais Nacionaliniame VéZio
Institute, Onkoginekologijos skyriuje ir Genetinés diagnostikos laboratorijoje.
Kiausidziy audiniai buvo gauti atlikus planines gimdos ir jos priedy
(kiausidziy ir kiauSintakiy) Salinimo operacijas dél nustatyto ar jtariamo
piktybinio ginekologinio naviko arba nustatytos BRCA1/2 geny mutacijos.

I$ viso tiriamajg imtj sudaré¢ 65 ginekologiniy audiniy meéginiai, i$ jy 42
II tipo naviky (HGSOC), 14 kity (ne II tipo) kiausidziy naviky (2.2 lentelé) ir
9 ginekologiniai audiniai su gerybinémis ar kitomis, nevézinémis, biiklémis
(8 ginekologinés cistos ar gerybiniai navikai ir 1 atvejis, kai kiauSidés
pasalintos prevenciskai dél paveldimos BRCA2 mutacijos).

Pacienciy klinikiniai demografiniai rodikliai (amZzius, tarptautinés
ginekologijos ir akuSerijos federacijos (FIGO) stadija, naviko diferenciacijos
laipsnis, serumo Zymens CA 125 koncentracija pries ir po gimdos ir jos priedy
Salinimo operacijg aprasyti 2.2 lenteléje.

2.2 lentelé Klinikiniai-demografiniai rodikliai

Moters lyties

Klinikiniai rodikliai ~ ausidZiy organy Visi méginiai P .

vézys gerybinial reikSmeé

pakitimai

n 56 9 65

Histologiné grupé

11 tipo KV (HGSOC) ;‘/f) (75,00 42 (64,62 %)

Paribinio tipo 5 (8,93 %) 5(7,69 %)

Endometrioidinio tipo

gimdos ir kiausidziy 3 (5,36 %) 3 (4,62 %)

navikai

Mucininio tipo 2 (3,57 %) 2 (3,08 %)

LGSOC 1 (1,79 %) 1 (1,54 %)

Endometrioidinio tipo 1 (1,79 %) 1 (1,54 %)

Sviesiy lasteliy tipo 1 (1,79 %) 1 (1,54 %)

Granulosa tipo 1 (1,79 %) 1 (1,54 %)

Moters lyties organy 9 (100,00 %) 9 (13,85 %)

gerybiniai pakitimai
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2.2 lentelé Klinikiniai—-demografiniai rodikliai (tgsinys)
Moters lyties

Klinikiniai KiausidzZiy organy gerybiniai

rodikliai vezZys pakitimai Visi méginiai p reik§mé
CA125

koncentracija

pries operacija

Normalus (< ) 79 o) 4 (44,44 %) 5(7,69 %)

35 U/ml) 70 e D70
Padid¢jimas (> o o o

35 Ulnl) 47 (83,93 %) 3 (33,33 %) 50 (76,92 %)

NA? 8 (14,29 %) 2 (22,22 %) 10 (15,38 %)
CA125

koncentracija

po gydymo

Normalus (< o o

35 Ulml) 24 (42,86%) 24 (36,92 %)
Padidéjimas (> 0 o

35 U/ml) 11 (19,64%) 11 (16,92 %)

NA 21(37,50%) 9 (100,00 %) 30 (46,1 5%) 1
Vidutinis

amzius

diagnozés 59,16 (£9,69) 53,67 (£9,33) 58,40 (£9,76) 0,13
metu (metai,

+SD)

Diferenciacijos

laipsnis

Gl 6 (10,71 %) 7 (9,23 %)

G3 42 (75,00 %) 42 (64,62 %)

NA 8 (14,29 %) 9 (100 %) 17 (26,15 %) 1
FIGO stadija

| 9 (16,07 %) 9 (13,85 %)

Il 3 (5,36 %) 3 (4,62 %)

1l 30 (53,57 %) 30 (46,15 %)

v 14 (25,00 %) 14 (21,54 %)

NA 9 (100,00 %) 9 (13,85 %) 1
Bendro

iSgyvenamumo

mediana

(ménesiais,

min—max) 47 (1-82) 70 (59-70) 47 (1-82) 0,14
Mirties

statusas

Mire 19 (33,93 %) 19 (29,23 %)

Gyvos 36 (64,28 %)  3(33,33%) 39 (60,00 %)

NA 1(1,79 %) 6 (66,67 %) 7. (10,77 %) 0,54

! Néra informacijos
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2.2 Nukleortig§¢iy gryninimas

Ginekologiniai audiniai nukleortigs¢iy skyrimui pirmiausia buvo
homogenizuoti trintuvéje, atvésintoje skystu azotu. Apie 20 mg audinio
padalinta | du mégintuvélius genominés DNR ir visuminés RNR skyrimui.

RNR skyrimas buvo vykdomas TRIzol Reagent (Invitrogen, Thermo
Fisher Scientific (TFS), Carlsbad, JAV) pagal gamintojo rekomendacijas.
RNR yra dziovinama kambario temperatiiroje ir galiausiai iStirpinama 30 pl
vandens be RNAziy inkubuojant 55 °C 10 min.

DNR skyrimas vykdomas standartiniu fenolio—chloroformo metodu.
Apie 10 mg audinio yra homogenizuojama su 500 pl audiniy lizés buferio
sudaryto i§ 50 mM Tris—HCI, pH 8.,5; 1 mM EDTA; 0,5 % Tween—20 (Carl
Roth, Karlsruhe, Vokietija) ir inkubuojama 1 valandg 55 °C termopurtykléje
(TS-100C, Biosan, Ryga, Latvija) maiSant 500 rpm (apsisukimy per minute,
angl. revolutions per minute — rpm), papildZius lizés buferj 20 pl proteinazés
K (20 mg/ml, Thermo Scientific, Vilnius, Lietuva) inkubuojama 16 valandy
55 °C, 400 rpm. Jvykus audiniy lizei, jJdedama 500 ul fenolio / chloroformo /
izoamilo alkoholio (25 : 24 : 1) misinio (Carl Roth, Karlsruhe, Vokietija),
méginiai sumaiSomi ir centrifuguojami 14 000 rpm, 20 minuciy, kambario
temperatiroje. Susidares vandens sluoksnis nusiurbiamas | naujus
meégintuvélius, procedira kartojama kol nelieka balsvo baltymy sluoksnio,
tada jpilama 500 pl chloroformo (Carl Roth, Karlsruhe, Vokietija), trumpai
vorteksuojama ir centrifuguojama 14 000 rpm, 20 minuciy, kambario
temperatiroje. Po centrifugavimo nusiurbiama virSutiné frakcija, j kuria
dedama 40 ul amonio acetato (5 M, Honeywell Fluka, Fisher Scientific,
Loughborough, UK), 1 ml 96 % etanolio (atvésinto —20 °C) ir 1,5 ml
glikogeno (20 mg/ml koncentracijos, Thermo Scientific, Vilnius, Lietuva).
Misinys yra inkubuojamas 1 valanda —-20 °C temperatiroje, tada
centrifuguojamas 14 000 rpm, 20 minuéiy, kambario temperatiroje.
PaSalinamas supernatantas, nusédusi DNR yra plaunama 500 pl atvésinto
70 % etanolio centrifuguojant 14 000 rpm, 10 minuciy, kambario
temperatiiroje. Supernatantas vél pasalinamas ir nuosédos yra dZiovinamos
45 °C 10 min arba kol pilnai i§dzius. DNR yra tirpinama 40 pl vandens be
nukleaziy (Thermo Scientific, Vilnius, Lietuva) 1 valandg kambario
temperatiroje.

Nukleorigs¢iy  koncentracija  ir  kokybé yra  analizuojama
spektrofotometru Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, JAV) ir
saugoma —80 °C iki tolimesniy tyrimy.
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2.3 Geny seky pakitimy tyrimas

Geny ARID1A, CTNNBL1 ir FBXW7 sekos pakitimai buvo analizuojami
50 kiau$idziy audiniy imtyje: 32 HGSOC, 9 kity KV atvejy ir 9 gerybiniy
kiausidziy pakitimy atvejy audiniuose. DNR, i§gryninta i§ audiniy, panaudota
sekoskaitos biblioteky ruoSimui lon AmpliSeq Library Kit Plus (Life
Technologies, Carlsbad, Kalifornija, JAV) rinkiniu laikantis reagenty
gamintojy rekomendacijy. DNR kiekis papildomai jvertintas Qubit dSDNA HS
Assay kit (Invitrogen, Eugene, Oregonas, JAV) rinkiniu ir Qubit 3 fluorometru
(Life Technologies, Singapiiras). Sekoskaitai naudojama 10 ng/ul DNR.
Siekiant analizuoti tik pasirinktus genus, pries ruosSiant sekoskaitos bibliotekas
reikalingos geny sekos pagausintos naudojant AmpliSeq HiFi Master Mix
(Life Technologies, Carlshad, Kalifornija, JAV) PGR misinj ir specialiai
tyrimui pritaikyta lon AmpliSeq Custom DNA Panel (Life Technologies,
Carlsbad, Kalifornija, JAV) pradmeny rinkinj. Paruostos sekoskaitos
bibliotekos jvertintos naudojant lon Library TagMan Quantitation Kit
(Applied Biosystems, Vilnius, Lietuva) PGR rinkinj, skirta jvertinti biblioteky
kiekj. Sekoskaitos bibliotekos baigiamos ruosti ir uzneSamos ant lon 530
sekoskaitos lusty lon Chef (lon Torrent, Singapiiras) sistemoje naudojant lon
520 & lon 530 Kit (Life Technologies, Carlsbad, Kalifornija, JAV) reagentus,
laikantis aparato ir reagenty gamintojy instrukcijy. Toliau lustai perkeliami j
lon S5 (lon Torrent, Singapuras) sekvenatoriy puslaidininkiy sekoskaitai.
Kiekvieno genetinio pakitimo padengimas sekoskaitos metu > 500 karty.

Sekoskaitos metu nustatyti geny pakitimai analizuojami lon Reporter
Software (versija 5.16.0.2) programine jranga. Pakitimai verifikuojami
Integrative Genomics Viewer (IGV, versija 2.6.3) jrankiu pagal GRCh37 /
hg19 referenting zmogaus genomo seka. Pakitimai klasifikuoti kaip kliniskai
reikSmingi, jei ClinVar klinikinéje genetiniy pakitimy duomeny bazéje yra
jvardinti kaip patogeniniai. Pakitimai, neaprasyti ClinVar duomeny bazéje
laikomi neaiS$kaus patogeniskumo (VUS - angl. variant uncertain
significance).

2.4 Geny raiskos profilio tyrimas

Geny raiskos profilio tyrimas buvo vykdomas dviem etapais: pirmiausia
atlikta komplementarios DNR (kDNR) sintezé, véliau - kiekybiné
polimerazés grandininé reakcija (kPGR). 0,5 ug RNR panaudota kDNR
sintezei. Prie§ atliekant atvirkStinés transkriptazés reakcija, RNR buvo
iSvalyta nuo DNR naudojant DNase |, RNase-free (Thermo Scientific,
Vilnius, Lietuva) DNazg ir jos buferj (su MgCl,) veikiant 37 °C 30 min, po to
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iSaktyvuojant 1 ul EDTA (50 mM, Thermo Scientific, Vilnius, Lietuva)
veikiant 65 °C 10 min. AtvirkStinés transkripcijos reakcija vykdoma
naudojantis reagentais i Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-
gPCR rinkinio (Thermo Scientific, Vilnius, Lietuva) pagal reagenty gamintojy
rekomendacijas ProFlex PCR System (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific, Singapiiras) PGR aparate. ParuoSta kKDNR saugoma —80 °C iki
kPGR reakcijos.

Geny raisSkos santykinis lygis nustatomas kPGR reakcija naudojantis
Maxima SYBR Green gPCR Master Mix (2X), ROX Solution provided
(Thermo Scientific, Vilnius, Lietuva) reagentus ir Metabion (Planegg,
Vokietija) pradmenis, QuantStudio 5 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Singapuras) kPGR aparate remiantis
reagenty ir kPGR aparato tiekéjy rekomendacijomis (lentelés 2.3 ir 2.4).
Reakcijoms naudoty pradmeny sekos nurodytos priedy lenteléje 1.
Kiekvienai kPGR reakcijai atliktos naudotos kontrolés: RT— (kDNR sintezés
reakcijos kontroles, kuriy metu nejdéta KDNR sintezés fermenty) ir tarSos
(angl. no template control — NTC) kontrole, kurios metu vietoje kDNR
jdedama benukleazio vandens. Kiekvienas kPGR geno raiskos tyrimas atliktas
dviem techniniais pakartojimais, kuriy slenkstinio ciklo (Ct) reikSmiy vidurkis
panaudotas tolesniam normalizavimui. Santykiné geny raiska gauta
normalizuojant tiksliniy geny Ct vertes pagal kontrolinio geno GAPDH Ct
vertes, taikant 1og,2 2 formule. Sios reikimés toliau naudotos statistinei
analizei.

2.3 Lentelé kPGR reakcijos miSinio sudétis vienai reakcijai

Reagentai Taris, | Galutiné

pl koncentracija
Maxima SYBR Green gPRC Master 12,5 1x
Mix
10 uM pradmenys P0 0,75 | Po0,3 uM
ROX pasyvus referentinis dazas 0,05 10 nM
Vanduo be nukleaziy 8,95 iki 25 ul
kDNR 2 ~50 ng
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2.4 Lentelé kPGR reakcijos salygos

Etapas Temperatira, °C | Trukmé | Cikly
skaicius

Pradiné denattracija 95 | 10 min 1
Denatiiracija 95| 15s 40
Hibridizacija ir grandinés 60 | 60 s
ilginimas
Lydymosi kreivés sudarymas 95| 15s 1

60 | 60s

95|30s

60 | 15

2.5 Geny promotoriy metilinimo statuso tyrimas

Kiausidziy audiniy DNR panaudota HOPX, ALX4, CDX2 ir ARID1A
geny promotoriy metilinimo statuso analizei metilinimui specifinés PGR
reakcijos metodu (MSP). Sis metodas leidzia greitai ir pigiai jvertinti DNR
metilinimo statusg padauginant DNR. MSP metode yra naudojamos dvi poros
specifiniy pradmeny, kuriy taikiniai yra metilinta arba nemetilinta DNR seka
(pradmeny sekos nurodytos priedy lenteléje 2). Pries atlickant MSP, DNR
turi baiti modifikuota bisulfitinés konversijos reakcija, kurios metu nemetilinti
citozinai yra paverCiami uracilu, iSsaugant metilintus citozinus DNR
molekuléje, todél jie gali buti MSP metu atskirti nuo nemetilinty citoziny
(Humardani et al., 2023) (Pav. 2.2).

NH, NH, 0 0

NZ | HSO3 Nﬁ H,0 HN/li OH HN)‘E
o)\N OH o)\N S0, ‘ O)\N so, HSO; 0)\N
H H NH; H H

Citozino Uracilo
sulfonatas sulfonatas

Citozinas

NH,
N%}/Cm ;S%3
o)\N OH
i

5-metil-citozinas

Uracilas

Pav. 2.2 Bisulfitinés modifikacijos mechanizmas, leidziantis PGR metu
atskirti metilintus citozinus nuo nemetilinty (adaptuota i$ Saini et al., 2023)
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DNR bisulfitinés modifikacijos reakcija buvo atlickama naudojant EZ
DNA Methylation kit (Zymo Research, Irvine, Kalifornija, JAV) rinkinj,
laikantis reagenty gamintojy instrukcijy. Modifikuota DNR saugoma —20 °C
iki MSP reakcijos. MSP atlickama naudojant Phusion U Hot Start DNA
Polymerase (Thermo Scientific, Vilnius, Lietuva) polimerazés rinkinj, pagal
reagenty gamintojo nurodymus. MSP reakcijos buvo atlickamos ProFlex PCR
System (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Singapiiras) PGR
aparate.

MSP pradmenys pasirinkti literatiiros analizés metu arba HOPX geno
atveju — sukurti su Methyl Primer ExpressTM Software v1.0 (Applied
Biosystems, Forster city, Kalifornija, JAV) programa. Pradmenys pasirinkti
pagal (ne)sudaromas antrines struktiiras, analizuojamas naudojantis Multiple
primer analyzer (https://www.thermofisher.com/It/en/home/brands/thermo-
scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-
biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-
analyzer.html) jrankiu, bei pradmeny prisilydymo temperatiira, apskai¢iuota
naudojantis Tm Calculator jrankiu
(https://www.thermofisher.com/It/en/home/brands/thermo-
scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-
biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/tm-calculator.html).
MSP reakcijos salygos ir pradmeny prisilydymo temperatiira nurodyta
lenteléje 2.5. Kiekvienai reakcijai naudojama teigiama metilintos DNR
kontrolé: modifikuota metilinta DNR CpG Methylated Human Genomic DNA
(Thermo Scientific, Vilnius, Lietuva), nemetilintos DNR kontrolé:
modifikuotas penkiy sveiky asmeny leukocity DNR misinys, 0 vanduo be
nukleaziy (Thermo Scientific, Vilnius, Lietuva) naudotas kaip tar$os kontrolé
(NTC).

2.5 Lentelé MSP reakcijos salygos

Etapas Temperatiira Trukmé | Cikly
skaicCius

Pradiné denatiiracija 98 °C 30s 1
Denatiiracija 98 °C 10s 35
Hibridizacija ALX4 60 °C 30s

CDX258 °C

HOPX 62 °C

ARID1A 60 °C
Grandinés ilginimas 72 °C 30s
Galutinis grandings ilginimas | 72 °C 7 min 1
Inkubacija 4°C 0
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PGR produktai analizuojami elektroforezés metodu: naudojamas 3 %
agarozes gelis (Carl Roth, Karlsruhe, Vokietija) ir 1x TAE buferis (Thermo
Scientific, Vilnius, Lietuva). Geliam vizualizuoti naudojamas etidzio
bromidas (galutiné koncentracija 0,6 pg/ml, Carl Roth, Karlsruhe, Vokietija),
j gelius uzneSami 6 pl PGR produkto, sumaiSyto 1 pl su 6 x TriTrack DNR
uznesimo dazu (Thermo Scientific, Vilnius, Lietuva). Elektroforezé atlickama
naudojant ~200 V jtampa, 30 min, Owl EasyCast B2 mini gel horizontal
electrophoresis system (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
JAV) voneléje naudojant Owl EC-105 Electrophoresis Power Supply (Thermo
Fisher Scientific, Marietta, Ohio, JAV) srovés saltini. PGR produktai
palyginami su GeneRuler 100 bp DNA ladder (Thermo Scientific, Vilnius,
Lietuva) DNR ilgio standartu. Geliai vizualizuoti UVP ChemStudio (Analytic
Jena, Jena, Vokietija) vaizdinimo sistema. KV audiniy méginiai, kuriy MSP
reakcijos su metilintais pradmenimis metu DNR buvo padauginta — buvo
laitkomi metilintais, o kuriuose produktai gauti tik su nemetilintais
pradmenimis — nemetilintais (Pav. 2.3).

Pav. 2.3 Invertuota elektroforezés nuotrauka — MSP reakcijos rezultaty
vertinimo pavyzdys. CDX2 geno promotoriaus metilinimo tyrimo pavyzdys.
K — DNR ilgio standartas, MC — metilintos DNR kontrolé (angl. methylated
control), UC — nemetilintos DNR kontrolé¢ (angl. unmethylated control),
nemet. — nemetilintas promotorius, met. — metilintas promotorius, NTC —
uzterStumo kontrolé (angl. no template control)

2.6 Vézio genomo atlaso ir Genotipo — audinio raiSkos projekty kiausidziy
audiniy duomeny analizé

Antrosios tyrimo metu buvo analizuojami geny raiSkos (RNR
sekoskaitos) duomenys i§ TCGA KV tyrimo (TCGA-OV) ir GTEx kiausidziy
audiniy tyrimo imties. Siekiant atrinkti potencialius diagnostinius KV
biozymenis, buvo taikomas elastinio tinklo algoritmas, o galutiniai
biozymenys pasirinkti pagal sgsajas su i§gyvenamumu taikant LASSO-kokso
algoritmg. Atrinkti 10 geny raiskos biozymeny toliau tirti kPGR metodu
kiausidziy véziu serganciy pacienc¢iy audiniy imtyje (Pav. 2.4).
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HGSOC) audiniy geny raiska: audiniy geny raiska 3 : »

e B ety D20

MOKYMOSI imtis: ) - ‘ z i

489 méginiai, 153 GTEXx ir 336 TCGA-OV LASSO-kokso regresijos algoritmo

pritaikymas atrinkti genus, susijusius
su iSgyvenamumu

Pasirinkty geny analizé mokymosi ir

TESTAVIMO imtis: testavimo imtyse

106 méginiai, 27 GTEx ir 79 TCGA-OV)

| [ |

1§ Eil
voom: Mean-variance trend e % 4 il P
Y I WK £ ihe !
g3 i Ri"
§ .| s ] Bl
HIER F i — |
LI &izdimansi o 1 - i
& = . ) ] !
R i R
1og2( count size + 05)
. o Elastinio tinklo algoritmo pritaikymas Pasirinkty geny analize 65 kiausidziy
Geny raiskos ”9"‘]?“1301& . atrinkti genus, kuriy raiska atskiria audiniy imtyje
Ne baltymus koduojanciy transkripty kiausidziy vézio audinius nuo
atmetimas normaliy kiausidziy audiniy

Pav. 2.4 Tyrimo schema: bioZymeny parinkimas pagal statisting laisvos
prieigos duomeny baziy duomeny analiz¢ ir jy patvirtinimas kiauSidziy
audiniy méginiuose

TCGA-OV projekto RNR sekoskaitos STAR-counts duomenys
parsisiysti naudojantis R programos (versija 4.3.1, R foundation for statistical
computing, Viena, Austrija) paketu TCGADbiolinks (versija 2.29.6), 0
klinikiniai duomenys paketu UCSCXenaTools (versija 1.4.8) (Lentelé 2.6).
Ne navikiniy kiausidziy audiniy duomenys i$ parsisiysti i§ GTEx duomeny
bazés (GTEx analizé V8, dbGaP Accession phs000424.v8.p2, RNA counts)
RNR sekoskaitos duomenys parsisiysti i3 portalo
https://www.gtexportal.org/home/datasets. Visi duomenys parsisiysti 2023-
08-21. Bendrai TCGA-OV imtj sudaré¢ 416 kiausidziy véziu serganciy
pacien¢iy audiniy RNR sekoskaitos rezultatai, o GTEx — 180 motery

kiausidziy RNR sekoskoskaitos rezultatai. Abiejose imtyse buvo priecinama
56156 geny raiska, i$ jy remiantis biomaRt (versija 2.56.1) paketu pasirinkti
19197 baltymus koduojantys genai. Siy geny raiska normalizuota
GDCRNATOoolIs (versija 1.20.1) ir voom normalizacija (limma paketas versija
3.562), po isskiréiy Salinimo liko 13681 genai tinkami tolimesnei analizei.
Kiausidziy audiniy imtis padalinta santykiu 80:20 ] mokymosi (489 méginiai,
153 GTEx ir 336 TCGA-OV) ir testavimo (106 méginiai, 27 GTEx ir 79
TCGA-OV) imtis. Klinikiniai TCGA—-OV duomenys nurodyti 2.6 lenteléje.
GTEX kiau$idziy imtis buvo apraSyta pagal amziy, kuris nurodytas 2.7
lenteléje.
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TCGA-OV TCGA-OV  Visa

mokymosi testavimo TCGA-OV
Klinikinis rodiklis imtis (%) imtis (%) imtis (%)
n 336 79 416
Vidutinis amZius diagnozés metu
+SD 60,75 +11.54 58,49+£10.40 60,31+11.34
FIGO stadija
[ 1 (0,30) 0 1(0,24)
Il 19 (5,65) 5 (6,33) 24 (5,77)
1l 259 (77,08) 66 (83,54) 326 (78,37)
v 56 (16,67) 7 (8,86) 63 (15,14)
Naviko diferenciacijos laipsnis
G2 32 (10,71) 10 (12,66) 46 (11,06)
G3 291 (86,61) 65 (82,28) 357 (85,82)
NA 9(2,68) 4 (5,06) 13 (3,13)
Mirties statusas
Mirg 208 (61,90) 49 (62,03) 257 (61,78)
Gyvos 128 (38,10) 30 (37,97) 159 (38,22)
Limfovaskuliné invazija
Néra invazijos 46 (13,69) 10 (12,66) 56 (13,46)
Invazija 89 (26,49) 16 (20,25) 105 (25,24)
NA 201 (59,82) 53 (67,09) 225 (61,30)
Likutinis navikas
Néra makroskopiskai matomo
likutinio naviko 63 (18,75) 12 (15,19) 75 (18,03)
1-10 mm 160 (47,62) 33 (41,77) 193 (46,39)
11-20 mm 22 (6,55) 5(6,33) 27 (6,49)
>20 mm 58 (17,26) 17 (21,52) 75 (18,03)
NA 33(9,82) 12 (15,19) 46 (11,06)
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2.7 Lentelé TCGA-OV ir GTEx imties amziaus intervalai

TCGA-OV TCGA-0OV GTE . GTEx
S - . . X mokymosi -
Klinikinis rodiklis mokymosi testavimo imtis (%) testavimo
imtis (%) imtis (%) imtis (%)
n 336 79 153 27
Amziaus intervalas,
metais
20-29 - - 22 (14,38)
30-39 6 (1,79) 1(1,27) 12 (7,84) 2(7,41)
40 - 49 62 (18,45) 16 (20,25) 30 (19,61) 7 (25,93)
50-59 100 (29,77) 32 (30,51) 48 (31,37) 13 (48,15)
60 — 69 84 (25,00) 16 (20,25) 38 (24,84) 4(14,82)
70 -179 66 (19,64) 11 (13,92) 3(1,96) 1 (3,70)
NA 18 (5,36) 3(3,80) - 0

KV meéginius nuo sveiky kiausidziy audiniy atskiriantys genai buvo
pasirinkti mokymosi imtj analizuojant pasitelkiant Elastinio tinklo algoritma
i5 glmnet (versija 4.1-8) paketo, panaudojant o = 0,5. Toks regresijos
algoritmas sujungia Ridge regresija (L2 regularizacijg, kuri mazina visy
koeficienty reikSmes, kas yra svarbu modelio stabilumui, kai yra daug
koreliuoty kintamyjy) ir LASSO regresija (L1 regularizacija, kuri kai kuriuos
koeficientus paver¢ia 0, taip vykdant kintamyjy atrankg). Algoritmo
pasirinkty geny sarasas toliau analizuotas pasitelkiant geny ontologijos (angl.
gene ontology — GO) analize i§ clusterProfiler (versija 4.8.3) paketo,
pasirenkant geny aprasymus kuriy pakoreguota p reiksme <0,05.

Elastinio tinklo modelio atrinkti genai toliau buvo analizuojami 336
TCGA-OV méginiuose i§ mokymosi imties pritaikius LASSO-kokso (angl.
LASSO-Cox) modelj, siekiant atrinkti genus, kurie geriausiai prognozuoja
kiausidziy vézio pacien¢iy iSgyvenamuma. Modeliui pritaikius A = 0,088
gautas 10 geny sara$as, kuris toliau patvirtintas testavimo imtyje ir AT-kPGR
(atvirkstinés transkriptazeés — kiekybinés polimerazés grandininés reakcijos)
eksperimentais Lietuvoje gydyty pacienéiy kiausidziy audiniy imtyje.

Geny raiskos iSgyvenamumo rizikos modelis apjungtas j bendra rizikos
balg pasitelkiant formule Y.1° geno raiska; = B;, kur i yra pasirinkti genai, o
B — ju koeficientai i§ LASSO-kokso modelio. Bendram iSgyvenamumui
jvertinti yra naudojamas Kaplan—Meier kreivés, o logranginis kriterijus (angl.
log-rank test) naudojamas palyginti kreivéms, analiz¢ atliekant naudojantis
survival paketu (versija 3.5.7). Ivertinti kaip biozymenys nuspéja
(prognozuoja) iSgyvenamuma iki tam tikro laiko naudojama nuo laiko
priklausoma ROC analizé i§ survivalROC (versija 1.0.3.1) paketo. Su visais
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biozymeny  parinkimo analizés skriptais galima  susipazinti
https://github.com/ieva-vaic/TCGA-OV-RISK-PROJECT.

2.7 Statistiné analizé

Duomeny saugojimui ir tvarkymui buvo naudojama Microsoft Excel
(versija 2502) programa. Statistiné analizé ir rezultaty vizualizavimas atliktas
R programa (versija 4.3.1, R foundation for statistical computing, Viena,
Austrija). Pagrindiniai naudoti R paketai: duomeny vizualizacijai
ComplexHeatmap (versija 2.16.0) ir ggplot2 (versija 3.5.1), ROC analizei
pROC (versija 1.18.5), regresinei analizei glmnet (versija 4.1-8). Visi
statistinés analizés skriptai patalpinti https://github.com/ieva-vaic/KN-
DISSERTATION.

Tolygiy duomeny normalumui patikrinti naudotas Sapiro—Vilko (angl.
Shapiro-Wilk) kriterijus, o duomeny variacijai patikrinti: F kriterijus (angl. F
test) arba Leveno kriterijus daugiau nei dviem grupém. Normaliai
pasiskirs¢iusiems duomenims naudojamas neporinis t testas arba Veléo t
kriterijus (angl. Welch’s t—test) (jei duomeny pasiskirstymas nevienodas), o
nenormaliai pasiskirs¢iusiems duomenims Vilkoksono kriterijus (angl.
Wilcoxon rank sum test, dar Zinomas kaip Mann—Whitney test). Dél mazy
iméiy kategoriniams duomenims naudojamas tikslusis F (Fisher‘io) testas.
Daugiau nei dviejy grupiy tolygiy duomeny palyginimui naudojama ANOVA
(angl. analysis of variance) metodas arba Kruskal—Wallis testas nenormaliai
pasiskirs€iusiems duomenims. Atitinkamai, nustacius patikima skirtumga tarp
keliy grupiy, taikomi post—hoc kriterijai keliy grupiy palyginimui tarpusavyje:
Tuckey HSD (angl. honestly significant difference) kriterijus normaliai
pasiskirsC¢iusiems  duomenims ir  Dunn  kriterijus = nenormaliai
pasiskirsCiusiems duomenims. Koreliacinei analizei tolygiems normaliems
arba nenormaliai pasiskirs¢iusiems duomenims naudojami atitinkamai
Pearson‘o arba Spearman‘o koreliacijos koeficientai. Visais atvejais laikoma,
jog testo reikSmé patikima, kai p < 0,05. P reikSmés pakoreguotos
remiantis Benjaminit ir Hochberg metodu (Benjaminit & Hochberg, 1995).

Potencialiy Zymeny ar jy kombinacijy modeliy (sudaryty pagal logisting
regresija) diagnostinis potencialas (jautrumo ir specifiSkumo rysys)
tikrinamas ROC (angl. received operating characteristic — ROC) kreive. ROC
kreivés palyginamos pagal plota po kreive (angl. area under the curve —
AUC), kreivés lyginamos DelLong‘o arba bootstrap kriterijais, priklausomai
nuo kreiviy kryp¢iy suderinamumo. Taip pat kiekvienam bioZymeniui ar jy
kombinacijy modeliui skai¢iuojami parametrai:
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1. jautrumas — parodantis tikimybe, kad sergantio asmens testo
rezultatas teigiamas,

2. specifiSkumas — parodantis tikimybe, kad nesergan¢iam asmeniui
testo rezultatas bus neigiamas,

3. tikslumas (angl. accuracy) — nusakantis visy teisingai nustatyty atvejy
proporcijg palyginus su visais atvejais,

Sie diagnostinio modelio rodikliai apskai¢iuojami pagal dazniy lenteles
(2.8 lentelé). ROC kreivés kritinis taSkas (slenkstiné verté) parenkamas pagal
jautruma ir specifiSkuma remiantis Younden‘o kriterijumi.

2.8 lentelé Modelio rodikliy apskai¢iavimas naudojantis dazniy lentele

Serga Neserga

(angl. Actually (angl. Actually

positive) negative)
Testas teigiamas Teisingai teigiamas | Neteisingai teigiamas
(angl. Predicted (angl. True positive — | (angl. False positive —
positive) tp) fp)

Neteisingai
Testas neigiamas neigiamas Teisingai neigiamas
(angl. Predicted (angl. False negative | (angl. True negative —
negative) —fn) tn)

Jautrumas =tp / (tp + fn)
Specifiskumas = tn / (tn +{p)
Tikslumas = (tp + tn) / bendras atvejy skaiCius

Zymeny ir jy kombinacijy s3saja su bendru i§gyvenamumu vertinama
pagal Kaplan—Meier kreivés remiantis logranginiu kriterijumi bei vienmaciais
ir daugiamaciais Kokso regresijos modeliais. Zymeny kombinacijos
sudaromos pagal formulg }.' geno rai$ka; * f3;, kur i yra pasirinkti genai, o
B — ju koeficientai i§ daugiamacio Kokso regresijos modelio. BioZymeny ir jy
kombinacijy gebéjimas prognozuoti 5—keriy mety iSgyvenamumag vertinamas
nuo laiko priklausoma ROC analize, atsizvelgiant | zymeny plota po kreive
(AUCQ), jautrumag ir specifiSkuma.
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3. REZULTATAI

3.1 Su Notch, Wnt ir chromatino remodeliacija susijusiy geny raiskos bei
geny seky, ARID1A ir HOX $eimos geny promotoriy metilinimo Statuso
tyrimas kiausidziy véziu serganciy pacienciy audiniuose

3.1.1 Su Notch, Wnt ir chromatino remodeliacija susijusiy geny raiskos
analizé kiauSidziy véziu serganciy pacienciy audiniuose

Atlikus ankstesniy tyrimy ir literatliros analiz¢ pasirinkta tirti Notch ir
Wnt signaliniy keliy komponenty ir SWI/SNF chromatino remodeliacijos
veiksnio strukttirinio subvieneto baltyma ARID1A koduojanéiy geny raiska.
IS viso tirti 7 Notch signalinio kelio genai: receptoriy NOTCH1, NOTCH2,
NOTCH3, NOTCH4, jy ligandy DLL1 ir JAG2, bei taikinio HES1 raiska. Wnt
signalinio kelio genams priklausé f—katening koduojancio geno CTNNBL1 ir jo
ubikvitino kinaz¢ koduojancio geno FBXW7 transkriptai.

Palyginus KV atvejus su gerybiniy pakitimy audiniais, 8 / 10 analizuoty
geny raiSka buvo statistiS8kai patikimai (p < 0,03, logoritmuotas skirtumas
kartais (log2SK, angl. log. fold change) < -0,90) sumazéjusi KV pacienéiy
audiniuose, ta¢iau ARID1A geno raiskos skirtumas rodé tendencija (p = 0,06),
o0 vienintelio JAG2 geno raiSka statistiSkai patikimai nesiskyré tarp $iy grupiy
(Pav. 3.1).

ARID1A CTNNB1
_,  P=0059 o P=0.001

Gerybiniai KV Gerybiniai KV Gerybiniai KV Gerybiniai KV Gerybiniai KV

JAG2 NOTCH1 NOTCH2 NOTCH3 NOTCH4
pP=0013  _, p<0001 _, p=0026 p <0.001

Santykiné raiSka, normalizuota pagal GAPDH

Gerybiniai KV Gerybiniai KV Gerybiniai KV Gerybiniai KV Gerybiniai KV
Pav. 3.1 Notch, Wnt signaliniy keliy ir ARID1A geny raiska kiausidziy vézio
(KV) bei gerybiniy pakitimy audiniuose
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HGSOC tiriamyjy grupéje, palyginus su gerybiniy pakitimy audiniais,
statistiSkai patikimas raiSkos skirtumas nustatytas 7 / 10 tirty geny, visais
atvejais  nustatytas raiSkos sumaZzéjimas. Didziausias  skirtumas
(log2SK = - 1,90) nustatytas CTNNB1 geno atveju (p < 0,001). Tarp HGSOC
ir gerybiniy pakitimy grupiy statisti§kai patikimo skirtumo nebuvo nustatyta
tik JAG2, NOTCH3 ir ARID1A atvejais (p > 0,05). Notch signalinio kelio geny
DLL1 ir HES1 raiska taip pat skyrési ir palyginus HGSOC su kity KV naviky
grupe (log.SK atitinkamai —1,31 ir —2,12, p <0,02). Palyginus Siuos ne
HGSOC tipo navikus su gerybiniy pakitimy audiniais buvo nustatytas
statistiSkai patikimas NOTCH2 ir CTNNB1 geny raiskos sumazéjimas
(atitinkamai log,SK =-1,30 ir -1,12, p = 0,002) (Pav. 3.2).

ARID1A CTNNB1 DLL1 FBXW7 HES1
p=0002  _, p<0.001 _, P<0.001 p < 0.001
P = 0.020 T -25 p < 0.001
0 7 [

JAG2 NOTCH1 NOTCH2 NOTCH4
_ = = <
__ 5 Pp=003 p=0.002 p <0.001
o 4 1L
— . p<0.001
-6 2 T 1 -4

e

Santykiné raiSka, normalizuota pagal GAPDH

— -75
_8 6
-9
-10
_10 _— _8
. -10 | |
> O~ > O QA > O QA > O~ > O~
OO E OO OO E OO OO E
P € NS FLE L8 NS
0@‘ e &3 NS I3 0S & S 3 NS

Pav. 3.2 Notch, Wnt signaliniy keliy ir ARID1A geny raiska auksto
piktybiskumo laipsnio seroziniy kiausidziy naviky (HGSOC), ne HGSOC tipo
(kity KV) ir gerybiniy pakitimy audiniuose
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pastebéta HES1 ir CTNNB1 geny raiskos sasaja su KV pacienciy naviky
diferenciacijos laipsniu (HES1 log.SK = -2,39, p < 0,001 ir CTNNB1
log2SK = -0,65, p = 0,05). Taip pat nustatyta DLL1 ir FBXW7 geny raiskos
sasaja su naviko diferenciacijos laipsniu tendencija (atitinkamai l0g,SK =
-1,50ir-0,81, p=0,054) (Pav. 3.3).

ARID1A CTNNB1 DLL1 FBXW7 HES1
L p=00%0 o p=00584 _, p=0054 p <0.001
a -2
z N
©
g -6 -4 -

-8

% ! - -9
-(_N“ G1 G3 G1 G3 G1 G1
% JAG2 NOTCH1 NOTCH2 NOTCH3 NOTCH4
c —e -2 -3 e
> _6 .
NEEET:D
‘0 - -8
= ]
€ o -9 -10
© _ L4 -6
) 10 I e o]

G1 G3 Gl G3 G1 G3 G1 G3 G1 G3

Pav. 3.3 Notch, Wnt signaliniy keliy ir ARID1A geny raiSka pagal naviky
diferenciacijos laipsnj kiausidziy vézio atvejais

HGSOC naviky grupéje Wnt signalinio kelio geny CTNNBL ir FBXW7
geny raiska statistiS8kai patikimai skyrési tarp FIGO III ir FIGO IV stadijy
meéginiy (CTNNB1 log.SK = -0,70, p= 0,04, FBXW7 log.SK = -0,88,
p = 0,01), maZesné raiska siejosi su didesne naviko stadija. CTNNB1, FBXW7
ir NOTCH2 geny raiska taip pat statistiSkai patikimai sumazéjusi palyginus
FIGO 1V stadijy méginiuose lyginant su tarp FIGO II stadijos méginiais
(CTNNBL1 log.SK = -1,38, p=0,05 FBXW7 log.SK = -1,56, p = 0,05,
NOTCH2 log.SK =- 1,38, p = 0,03). ARID1A geno raiskos atveju nustatyta
pokycio tarp skirtingy stadijy méginiy tendencija, kuri nepasieké statistinio
patikimumo: palyginus FIGO IIl ir FIGO IV stadijy grupes (log2SK = - 1,85,
p = 0,053); bei FIGO 1II ir FIGO I stadijas (log.SK =-1,34, p = 0,075)
(Pav. 3.4).
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ARID1A CTNNB1 DLL1 FBXW7

p=0075 o p=0.046 —_ 3 B= 0.046
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Pav. 3.4 Notch, Wnt signaliniy keliy ir ARID1A geny raiska pagal FIGO
stadija HGSOC naviky grupéje

Wht signalinio kelio geny CTNNBL ir FBXW?7 bei Notch signalinio kelio
receptoriy NOTCH2, NOTCH3 ir NOTCH4 ir taikinio HES1 raiSka buvo
statistiS8kai patikimai (p < 0,05) mazesné, kuomet nustatytas CA125 serumo
biozymens koncentracijos padidéjimas (CA125 serumo koncentracija buvo
didesné nei klinikinéje praktikoje taikoma 35 U/ml riba), atitinkamai CTNNB1
log.SK =-1,28, FBXW7 log,SK =-1,16, NOTCH2 log,SK =-1,16, NOTCH3
log.SK =-1,21, NOTCH4 log,SK =-2,16, HES1 logSK =-1,38 (Pav. 3.5).

nebuvo nustatyta (duomenys nepateikiami).
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ARID1A CTNNB1 DLL1
3 p=0029 g
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NOTCH1 NOTCH2 NOTCH3 NOTCH4
,—— p=0042 _, p=0049 _, p=0016

Santykiné raiska, normalizuota pagal GAPDH

Pav. 3.5 Notch, Wnt signaliniy keliy ir ARID1A geny raiska pagal CA125
serumo biozymens statusg pries gydyma. CA125 padidéjimas = CA125 > 35
U/ml.

3.1.2 ARID1A, HOPX, ALX4 ir CDX2 geny promotoriy metilinimo statuso
tyrimas kiau§idziy véziu serganciy pacienciy audiniuose

Tyrimo metu buvo analizuojami 4 potencialiy KV epigenetiniy
biozymeny — geny promotoriy metilinimo statusai kiausidziy audiniuose.
Remiantis ankstesniais tyrimais ir literatiros analize buvo pasirinkta tirti
chromatino remodeliacijos veiksnio SWI/SNF struktiirinio subvieneto
baltyma koduojancio geno ARID1A ir nekanoniniy HOX Seimos geny ALX4,
CDX2 ir HOPX promotoriy metilinima.

Bent vieno i§ keturiy tirty geny promotoriy metilinimas buvo nustatytas
83,08 % (54 / 65) visy tirty audiniy méginiy. ALX4 promotoriaus metilinimas
nustatytas 44,62 % (29 / 65), CDX2 — 49,23 % (32 / 65), HOPX - 33,85 %
(22 /65) ir ARID1A — 43,08 % (28 / 65) visy tirty audiniy (Pav. 3.6).
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Pav. 3.6 Geny promotoriy metilinimo statuso silumos Zemélapis
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Palyginus geny promotoriy metilinimo statusus KV atvejais su gerybiniy
pakitimy audiniais buvo nustatytas visy trijy su HOX Seimos geny promotoriy
metilinimo statuso padidéjimas KV atvejais palyginus su gerybiniy pakitimy
méginiais: HOPX — 100 %, ALX4 — 39 %, CDX2 - 44,25 % didesnis
metilinimas KV atvejuose. ARID1A geno promotoriaus metilinimas buvo
1,58 % didesnis gerybiniy pakitimy audiniuose palyginus su KV atvejais, taigi
ARID1A metilinimo statusas beveik nesiskyré tarp KV ir gerybiniy pakitimy
audiniy grupiy (Pav. 3.7).

ALX4 ARID1A CDX2 HOPX
100 & 100 100 P 100 P
N
g 75 75 75 75
3]
£
£
=
€ 50 50 50 50
=
S
k]
5 %
@ 25 50% BFE o o 25 55% Py
44%|43% 39%
0 0 0 0
Gerybinis KV Gerybinis KV Gerybinis KV Gerybinis KV
Promotoriy metilinimo statusas nemetilintas . metilintas

Pav. 3.7 Geny promotoriy metilinimo statusas procentais gerybiniy pakitimy
atvejy ir kiausidziy vézio imtyse

Palyginus geny promotoriy metilinimo profilj tarp gerybiniy pakitimy
audiniy ir HGSOC audiniy, buvo pastebétas statistiskai reik§mingai (p = 0,04)
didesnis HOPX promotoriaus metilinimas HGSOC atvejais, kadangi visais
gerybiniy pakitimy atvejais HOPX metilinimas nebuvo nustatytas, o 38,10 %
(16 / 42) HGSOC atvejy nustatytas HOPX promotoriaus metilinimas
(Pav. 3.8). Be to, nustatyta didesnio metilinimo statuso tendencija (p = 0,06)
ALX4 ir CDX2 HGSOC atvejais palyginus su gerybiniy pakitimy audiniais,
kadangi tik viename i§ devyniy gerybiniy pakitimy atvejy nustatytas $iy geny
promotoriy metilinimas, kai HGSOC atvejais abiejuose genuose nustatytas
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50% (21 / 42) promotoriy metilinimas. ARID1A geno promotoriaus
metilinimas nustatytas 40,47 % (17 / 42) HGSOC ir 44,44 % (4 / 9) gerybiniy
pakitimy audiniy, taigi statistiSkai patikimas skirtumas nenustatytas (Pav.
3.8).

Ne HGSOC tipo KV atvejais (kity KV grupéje), palyginus su gerybiniy
pakitimy audiniais, nustatytas didesnis metilinimas CDX2 (p =0,01) ir HOPX
(p = 0,05) geny promotoriuose (Pav. 3.8). Ne II tipo KV grupéje promotoriy
metilinimas nustatytas CDX2 71,43 % (10 / 14), HOPX 42,86 % (6 / 14), o
ALX4 ir ARID1A geny promotoriy metilinimas nustatytas 50,00 % (7 / 14) kity
KV atvejy taigi statistiSkai patikimai nesiskyré nuo gerybiniy pakitimy
audiniy grupés, taciau ALX4 atveju pastebéta metilinimo tendencija (p = 0,08).

ALX4 ARID1A CDX2 HOPX
—R=008 —Rk=1 —=001 L=0048
p=0.06 L=1 p=0.06 p=0.043
90 90 90 90

Promotoriy metilinimas, %

o & o O Q
& &L
£ & & L&
S A
Promotoriy metilinimo statusas nemetiintas [} metiintas

Pav. 3.8 Geny promotoriy metilinimo Statusas procentais gerybiniy pakitimy,
HGSOC ir kity kiaus§idziy vézio atvejy imtyse

ARID1A geno promotoriaus metilinimas HGSOC grupéje buvo susijes su
labiau pazengusia ligos stadija: FIGO II stadijos atvejuose nenustatytas
promotoriaus metilinimas nei viename i§ trijy atvejy, FIGO III stadijos
atvejuose metilinimas nustatytas 33,33 % (9 / 27) atvejy, o FIGO IV stadijos
atvejuose nustatytas metilinimas 66,67 % (8 / 12) atvejy (p = 0,05) (Pav. 3.9).
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ar pacien¢iy amziumi nenustatyta.
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Pav. 3.9 Geny promotoriy metilinimo statusas pagal FIGO stadija HGSOC
atvejais

3.1.3 Geny mutacijy, raiskos ir ARID1A promotoriaus metilinimo statuso
palyginimas

Siame tyrime NKS metodu analizuoti ARID1A, FBXW7 ir CTNNB1 geny
sekos pakitimai 50 i§ 65 j tyrima jtraukty pacienéiy méginiy. Tyrimo metu
nebuvo nustatyta nei vienos FBXW7 mutacijos. CTNNB1 gene nustatytos 2
patologinés mutacijos: vieninteliame Sviesiy Igsteliy KV atvejyje (KN-71)
¢.110C>G mutacija, o endometrioidinio KV ir gimdos kiino vézio atvejyje
(KN-43) —c.101G>A (Priedy lentelé 3). Abi Sios mutacijos lemia 3 CTNNB1
geno egzono pakitimus, koduojancius f—katenino N—galo regiona, atsakinga
uz jungimasi su ubikvitino ligazés kompleksu, Sios mutacijos yra dazniausi -
katening koduojancio geno pakitimai, o koduojamos aminoriigstys yra kinaziy
fosforilinimo taikinai. Taigi pakitusi aminoriig§tis gali lemti sutrikusig
B-katenino degradacija. Abejais atvejais su CTNNB1 mutacija, CTNNB1
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geno raiska buvo didesné uz mediang (Pav. 3.10). Kity pakitimy CTNNBL ir
FBXW?7 geny sekose nenustatyta.

Abi CTNNBL1 mutacijos nustatytos kartu su ARID1A geno pakitimais ty
paciy pacien¢iy méginiuose. Nors ARID1A geno atveju nenustatytas nei
vienas ClinVar duomeny bazéje apraSytas pakitimas, taGiau nustatyta 10
skirtingy nezinomo patogeniS§kumo (angl. variant uncertain significance —
VUS) pakitimy 19 % (6 / 32) HGSOC ir 67 % (6 / 9) kity KV atvejy. Nei
viename i§ gerybiniy pakitimy audiniy mutacijos nebuvo nustatytos. Tyrimo
metu ARID1A nustatytos 2 rémelio poslinkio iskritos, 2 baltymg sutrikdantys
(angl. nonsense) tipo pakitimai ir lik¢ — aminoriigstj pakeiciantys (angl.
missense) (Pav. 3.10).
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Pav. 3.10 CTNNB1 mutacijy ir raiSkos bei ARID1A mutacijy, raiskos ir
promotoriaus metilinimo statusas. FBXW?7 sekoskaitos ir raiSkos duomenys
nepateikti, nes sekos pakitimy nenustatyta. NA — néra duomeny
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Tyrimo imtyje nei ARID1A metilinimo statusas, nei ARID1A mutacijos
nerodé¢ statistiSkai patikimy sasajy su ARID1A iRNR kiekiu kiausidziy
audiniuose, taCiau abejais atvejais nustatytas Siek tiek mazesnis ARID1A
raiskos lygis tiek ARID1A promotoriaus metilinimo (log.SK = - 0,36), tiek
geno mutacijy atveju (log2SK =-0,02), tiek kombinuojant $iuos pozymius
kartu (log.SK =-0,29) (Priedy Pav. 1). ARID1A geno promotoriaus
metilinimas ir geno sekos pakitimai kai kuriais atvejais buvo nustatomi kartu:
abi nonsense ir po vieng missense bei rémelio poslinkio iSkritos buvo
nustatytos kartu su ARID1A promotoriaus metilinimu, taciau $ie pakitimai
patikimai nesisiejo su mazesne ARID1A raiska. Vis délto, daugiau ARID1A
sekos pakitimy nustatyta nemetilintuose atvejuose (32 % atvejy su
pakitimais), palyginus su promotoriaus metilinimg turinciais atvejais (16 %
atvejy su pakitimais), nors $is skirtumas nebuvo statistiSkai patikimas
(Pav. 3.11).
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Pav. 3.11 ARID1A mutacijy skai¢ius pagal ARID1A promotoriaus metilinimo
statusg

ARID1A mutacijos rodé¢ stipry apsaugantj rysj su bendru iSgyvenamumu:
nei viename i§ KV atvejy su ARID1A sekos pakitimais nenustatyta mirties
atvejy, 0 vidutinis iSgyvenamumas buvo 2,5 mety (30 ménesiy) ilgesnis, nei
KV atvejais, be mutacijos (p = 0,001) (Pav. 3.12). KV grupéje, ARID1A geno
mazesné raiSka rodé sgsajg su trumpesniu iSgyvenamumu PR = 1,22, 95 % PI.
0,74-1,99 (Pav. 3.19), o ARID1A promotoriaus metilinimas buvo susijes Su
prastesniu iSgyvenamumu PR = 1,45, 95 % PI: 0,59-3,57 (Pav. 3.20), taciau
Sios sasajos nepasieke statistinio patikimumo.
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ARID1A mutacijy sgsaja su bendru iSgyvenamumu KV

Vidutinis iSgyvenamumo laikas, ménesiais:
Be mutacijy = 52.3, Mutacija = 82
Log-rank p = 0.0014

Mutacija =+ Be mutacijy =+ Mutacija
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Bendras iS§gyvenamumo laikas, ménesiais

Pav. 3.12 ARID1A mutacijy sgsaja su bendru KV pacienciy i§gyvenamumu

3.1.4 Su Notch, Wnt ir chromatino remodeliacija susijusiy geny raiskos ir
ARID1A bei HOX $eimos geny promotoriy metilinimo statuso diagnostinio
potencialo jvertinimas

Keturiolika literatiros analizés metu atrinkty biozymeny: 10 geny raiskos
ir 4 geny promotoriy metilinimo statusy biozZymenys toliau buvo lyginami
ROC analizés metodu, siekiant jvertinti jy diagnosting verte. Dél nedidelio
geny sekos pakitimy skai¢iaus, mutacijy bioZymenys nebuvo jtraukti j} ROC
analizg.

Vertinant bioZzymeny gebéjima atskirti KV atvejus nuo gerybiniy
pakitimy, didziausig plotg po kreive (AUC) turéjo CTNNB1 geno raiska (AUC
=0,95, jautrumas 0,84, specifiskumas = 1, tikslumas = 0,86), taciau didziausiu
jautrumu ir tikslumu pasizyméjo NOCTH2 geno raiska (AUC = 0,89,
jautrumas 0,89, specifiskumas = 0,89, tikslumas = 0,89). Geny promotoriy
metilinimo bioZymenys pasizyméjo mazesniu plotu po kreive nei geny raiskos
biozymenys: didziausig AUC i§ metilinimo biozymeny grupés turéjo CDX2
(AUC = 0,72, jautrumas 0,55, specifiskumas = 0,89), o prasciausiai i$ visy
zymeny KV atvejus nuo gerybiniy pakitimy audiniy atskyré ARID1A
promotoriaus metilinimo  statusas (AUC = 0,49, jautrumas 0,43,
specifiskumas = 0,56) (Pav. 3.13).
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Gerybiniy pakitimy atskyrimas nuo visy KV atvejy ROC kriterijai

Gerybiniy pakitimy atskyrimas nuo KV atvejy

o
- Biozymuo plotas po kreive slenkstiné verté tikslumas jautrumas specifiskumas
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8 7
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Pav. 3.13 Notch, Wnt ir ARID1A geny raiskos bei ARID1A ir HOX Seimos
geny promotoriy metilinimo statuso biozymeny ROC kreivés ir kriterijai
atskiriant kiausidziy vézio grupg nuo gerybiniy pakitimy audiniy

HGSOC naviky grupe nuo gerybiniy pakitimy audiniy geriausiai atskyré
taip pat CTNNBL geno raiska (AUC = 0,97, jautrumas 0,91, specifiSkumas =
1). Didziausiu jautrumu pasizyméjo NOTCH4 geno raiska (AUC = 0,91,
jautrumas 0,93, specifiSkumas = 0,78), tac¢iau nusileido specifiskumu. IS viso
6 /10 (CTNNB1, DLL1, HES1, FBXW7, NOTCH2 ir NOTCH4) geny raiskos
biozymenys statistiskai patikimai (p < 0,03) geriau atskyré HGSOC atvejus
nuo gerybiniy pakitimy audiniy palyginus su didZiausiu AUC pasiZymeéjusiais
promotoriy metilinimo bioZzymenimis CDX2 ir ALX4 (AUC = 0,69, jautrumas
= 0,50, specifiskumas = 0,89) (Pav. 3.14).

Gerybiniy pakitimy atskyrimas nuo HGSOC atvejy ROC kriterijai
o | Gerybiniy pakitimy atskyrimas nuo HGSOC atvejy
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Pav. 3.14 Notch, Wnt ir ARID1A geny raiskos bei ARID1A ir HOX Seimos
geny promotoriy metilinimo statuso biozymeny ROC kreivés ir kriterijai
atskiriant HGSOC naviky grup¢ nuo gerybiniy pakitimy audiniy
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HGSOC naviky grupg nuo kity KV naviky geriausiai atskyré HES1 geno
raiSka (AUC = 0,83, jautrumas 0,88, specifiSkumas = 0,71). Visi analizuoti
geny raiSkos biozymenys, iSskyrus JAG2, buvo labiau tinkami naviky
diagnostikai — atskyré HGSOC nuo gerybiniy pakitimy audiniy, nei HGSOC
nuo kity KV naviky atvejy (JAG2 atskiriant HGSOC nuo kity KV AUC =
0,53, o atskiriant HGSOC nuo gerybiniy pakitimy atvejy AUC = 0,50) (Pav.
3.15). HOX Seimos geny promotoriy metilinimas taip pat pras¢iau atskyre
HGSOC nuo kity KV, palyginus su HGSOC ir gerybiniy pakitimy atskyrimu,
taciau ARID1A promotoriaus metilinimo atveju buvo pastebétas didesnis
plotas po kreivé atskiriant HGSOC ir kitus KV atvejus (ARID1A AUC
atskiriant HGSOC nuo kity KV = 0,55 (Pav. 3.15), o AUC atskiriant HGSOC
nuo gerybiniy pakitimy atvejy = 0,48 (Pav. 3.14)).

HGSOC naviky atskyrimas nuo kity KV atvejy ROC kriterijai

o | HGSOC naviky atskyrimas nuo kity KV atvejy
- Biogymuo plotas po kreive slenkstiné verté tikslumas jautrumas specifitkumas
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Pav. 3.15 Notch, Wnt ir ARID1A geny raiskos bei ARID1A ir HOX Seimos
geny promotoriy metilinimo statuso biozymeny ROC kreivés ir kriterijai
atskiriant HGSOC naviky grupe¢ nuo kity kiausidziy véZzio atvejy audiniy

3.1.5 Su Notch, Wnt ir chromatino remodeliacija susijusiy geny raiskos ir
ARID1A bei HOX Seimos geny promotoriy metilinimo statuso kombinacijy
diagnostinio potencialo jvertinimas

Siekiant atrasti geriausia KV diagnostinj modelj, buvo analizuojamos
biozymeny kombinacijos, pasirinktos pagal biozymeny grupes. IS viso
analizuotos 5 kombinacijos:

1) visy 14 biozymeny kombinacija, jtraukianti 10 geny raiskos ir 4 geny
promotoriy metilinimo statuso biozymenis;

2) 10 geny raiskos biozymeny kombinacija;
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3) 4 geny promotoriy metilinimo biozymeny kombinacija (ARID1A,
HOPX, ALX4 ir CDX2 metilinimo statusai);

4) 7 su Notch signaliniu keliu susijusiy geny raiSkos kombinacija
(NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4, DLL1, JAG2 ir HES1);

5) 3 HOX Seimos geny promotoriy metilinimo statusy kombinacija
(HOPX, ALX4 ir CDX2 metilinimo statusai).

Palyginus biozymeny kombinacijas, tiek 10 geny raiskos tiek visy 14
biozymeny kombinacijos pilnai atskyré KV atvejus nuo gerybiniy pakitimy
(AUC = 1). PrasCiausig grupiy atskyrimg, palyginus su kitomis
kombinacijomis, parod¢ 3 HOX Seimos geny promotoriy metilinimo
biozymeny kombinacija (AUC = 0,86, jautrumas 0,84, specifiSkumas = 0,78)
(Pav. 3.16).

Gerybiniy pakitimy atskyrimas nuo KV atvejy ROC kriterijai
3 - —————— Gerybiniy pakitimy atskyrimas nuo KV atvejy
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Pav. 3.16 5 biozymeny kombinacijy ir serumo CA125 biozymens ROC
kreivés ir kriterijai atskiriant kiauSidziy vézio atvejus nuo gerybiniy pakitimy
audiniy: 4 geny promotoriy metilinimo biozymeny kombinacija: ARID1A,
HOPX, ALX4 ir CDX2 metilinimo statusas; Notch geny rai$kos kombinacija:
NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4, DLL1, JAG2 ir HES; HOX
promotoriy metilinimo statuso kombinacija: HOPX, ALX4 ir CDX2
metilinimo statusas.

Palyginus biozymeny kombinacijy gebéjima atskirti HGSOC naviky
atvejus nuo gerybiniy pakitimy audiniy, net 3 i§ 5 kombinacijy (10 geny
raiSkos bioZymeny, visy 14 bioZymeny ir 7 Notch signalinio kelio geny
rai§kos bioZzymeny) pilnai atskyré HGSOC atvejus nuo gerybiniy pakitimy
(AUC = 1). Metilinimo biozymeny kombinacijos atsiliko nuo kity biozymeny
modeliy atskiriant HGSOC nuo gerybiniy pakitimy audiniy (p = 0,01 keturiy
metilinimo biozymeny ir p=0,005 HOX Seimos metilinimo bioZymeny
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modeliai palyginus su Notch Seimos geny raiskos kombinacijos modeliu)
(Pav. 3.17).

Gerybiniy pakitimy atskyrimas nuo HGSOC atvejy ROC kriterijai
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Pav. 3.17 5 biozymeny kombinacijy ir serumo CA125 biozymens ROC
kreivés ir kriterijai atskiriant HGSOC atvejus nuo gerybiniy pakitimy audiniy:
4 geny promotoriy metilinimo biozymeny kombinacija: ARID1A, HOPX,
ALX4 ir CDX2 metilinimo statusas; Notch geny raiskos kombinacija:
NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4, DLL1, JAG2 ir HES; HOX
promotoriy metilinimo statuso kombinacija: HOPX, ALX4 ir CDX2
metilinimo statusas.

Nei viena i§ 5 biozymeny kombinacijy pilnai neatskyré HGSOC atvejy
nuo ne HGSOC tipo KV. Didziausiu plotu po kreive pasizyméjo visy 14 tirty
zymeny kombinacija (AUC = 0,96, jautrumas 0,86, specifiSkumas = 0,92).
Geny promotoriy zymeny pridéjimas 2,4 % padidino testo modelio jautruma
(14 biozymeny modelio jautrumas 0,857, o 10 geny raiSkos biozymeny
jautrumas 0,833), nors Siy modeliy plotas po kreive statistiSkai patikimai
nesiskyré (p = 0,19) (Pav. 3.18).
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HGSOC atskyrimas nuo kity KV atvejy ROC kriterijai
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Pav. 3.18 5 biozymeny kombinacijy ir serumo CAI125 biozymens ROC
kreivés ir kriterijai atskiriant HGSOC atvejus nuo kity kiausidziy véZio atvejy
audiniy: 4 geny promotoriy metilinimo bioZymeny kombinacija: ARID1A,
HOPX, ALX4 ir CDX2 metilinimo statusas; Notch geny raiskos kombinacija:
NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4, DLL1, JAG2 ir HES; HOX
promotoriy metilinimo statuso kombinacija: HOPX, ALX4 ir CDX2
metilinimo statusas.

Visi analizuoti geny raiSkos bioZzymeny kombinacijy testy modeliai
turéjo statistiskai patikimai (p < 0,04) didesnj plota po kreive nei klinikoje
naudojamas serumo biozymuo CA125, kuris atskyré KV nuo gerybiniy
pakitimy audiniy AUC = 0,78 (Pav. 3.16), HGSOC nuo gerybiniy pakitimy
audiniy AUC = 0,79 (Pav. 3.17), o HGSOC nuo kity KV atvejy AUC = 0,55
(Pav. 3.18). Nepaisant to, jog atskiriant KV ar HGSOC atvejus nuo gerybiniy
pakitimy 6 / 14 pavieniy bioZymeny pasizymejo didesniu AUC nei CA125,
taciau Sie skirtumai nebuvo statistiSkai patikimi, o JAG2 raiskos ir ARID1A
promotoriaus metilinimo statuso biozymenys statistiskai patikimai praséiau
atskyré Sias grupes (p < 0,03). Nors CA125 néra jprastai naudojamas atskirti
KV tipams, ta¢iau palyginus CA125 ir pasirinkty biozymeny geb¢jima atskirti
HGSOC nuo kity KV tipy, tik DLL1 ir HES1 geny raiska statistiSkai patikimai
geriau atskyré §Sias grupes nei CA125 (atitinkamai p = 0,05 ir 0,003).

Palyginus atskiry biozymeny ir jy kombinacijy gebéjima atskirti KV
atvejus nuo gerybiniy pakitimy, galima pastebéti, kad didziausiu plotu po
kreive pasizyméjes CTNNB1 geny raiskos biozymuo, tik 0,05 ploto vienety
atsiliko nuo visy 10 geny raiskos Zymeny kombinacijos (atitinkamai AUC =
0,95 ir AUC = 1), $is skirtumas nepasieké statistinio patikimumo, tac¢iau rodé
tendencijg 10 geny kombinacijai geriau atskirti grupes (p = 0,051). Statistiskai
patikimai nesiskyré ir NOTCH2 geno raiskos AUC palyginus su 10 geny
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raiSkos kombinacija (AUC = 0,88, p = 0,07), ta¢iau likusiy 12 bioZymeny
gebéjimas atskirti Sias grupes buvo statistiskai reikSmingai (p < 0,01)
mazesnis palyginus su 10 geny raiSkos kombinacija. Taip pat palyginus
atskiry geny promotoriy metilinimo statuso biozymeny gebé¢jima atskirti KV
atvejus nuo gerybiniy pakitimy visais atvejais 4 bioZymeny kombinacija
geriau atskyré grupes palyginus su atskirais metilinimo biozymenimis
(p <0,04) (Pav. 3.13 ir Pav. 3.16).

Siekiant atskirti HGSOC atvejus nuo gerybiniy audiniy CTNNB1 ir HES1
ir FBXW7 plotas po kreive (atitinkamai AUC = 0,97, 0,95 ir 0,95) statistiSkai
patikimai nesiskyré nuo 10 geny kombinacijos (AUC = 1, p > 0,05), like 11
biozymeny statistiskai patikimai pras¢iau atskyré Sias grupes (p < 0,05) (Pav.
3.14 ir Pav. 3.17). Atskiriant HGOSC nuo kity KV atvejy, tik HES1 geno
rai§kos plotas po kreive (AUC = 0,83) statistiSkai patikimai nesiskyré nuo 10
geny raiskos arba 14 biozymeny kombinacijy modeliy (AUC = 1, p > 0,05)
(Pav. 3.15 ir Pav. 3.18).

Taigi kai kurie Notch ir Wnt signaliniy keliy geny raiSkos bioZymenys
(CTNNB1, HES1, FBXW7 ir NOTCH2) pasizyméjo pakankamai didele
diagnostine verte, taciau biozymeny kombinacijos, palyginus su pavieniais
biozymenimis, pasizymi didesniu jautrumu ir tikslumu, kadangi kombinacijos
pasieké AUC = 1, o atskiri bioZzymenys tokiy rodikliy nepasieké. Nors atskiri
biozymenys turi diagnosting verte, taciau biozymeny kombinavimas yra
naudinga diagnostinio testo modelio kiirimo strategija, turinti potencialg pilnai
atskirti KV ar HGSOC navikus nuo gerybiniy pakitimy audiniy.

3.1.6 Su Notch, Wnt ir chromatino remodeliacija susijusiy geny raiskos ir
ARID1A bei HOX Seimos geny promotoriy metilinimo statuso kombinacijy
prognostinio potencialo jvertinimas

Analizuojant geny raiskos biozymeny sgsaja su bendru KV pacienciy
iSgyvenamumu, tik NOTCH3 ir HES1 geny raiska rod¢ statistiSkai patikima
sasajg palyginus didelés ir mazos raiSkos grupes, atskirtas pagal mediang
(atitinkamai p = 0,048 ir 0,045). NOTCH3 raiskos sumazéjimas buvo susijes
su 1,47 karto didesne mirties nuo KV rizika (PR = 1,47, PI: 0,99-2,19), kuri
buvo dar stipresné atsizvelgiant j pacien¢iy amziy ir kraujo serumo bioZymens
CA125 koncentracija diagnozés metu (PR = 1,53, PI: 0,97-2,41). HES1 geno
raiskos sumazéjimas priesingai, buvo susijes su mazesne mirties rizika (PR =
0,76, 95% PI: 0,53—1,08, o pakoregavus pagal amziy ir CA125 koncentracija
PR = 0,85, 95% PI =0,60—1,21) (Pav. 3.19).
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Pav. 3.19 ISgyvenamumo analizé KV grupéje: Notch, Wnt signaliniy keliy ir
ARID1A geny raiSkos biozymenys. Kaplan-Meier kreivése didelé raiska =
daugiau uz mediang, maza raiSka = maziau uz geno raiskos mediang.
Sutrumpinimai: Uni PR = vienmatés kokso analizés PR; Multi PR =
daugiamatés kokso analizés PR, koreguojant pagal amziy ir CA125

koncentracija diagnozés metu
Geny ARID1A, HOPX ir CDX2 promotoriy metilinimas turéjo neigiama

jtakg iSgyvenamumui, o ALX4 - teigiamg, taCiau S$ios sgsajos nebuvo
statistiSkai patikimos (Pav. 3.20).
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Pav. 3.20 Isgyvenamumo analizé KV grupéje: geny promotoriy metilinimo
statuso biozymenys. Sutrumpinimai: Uni PR = vienmatés kokso analizés PR;
Multi PR = daugiafaktorinés kokso analizés PR, koreguojant pagal amziy ir
CA125 koncentracija diagnozés metu, ARID1A_met — ARID1A promotoriaus

metilinimas

HGSOC naviky grupéje, tik NOTCH2 geno mazesné nei mediana raiska
pasizyméjo statistiSkai patikima sgsaja su geresniu bendru i§gyvenamumu
(PR =0,79, 95 % PI: 0,42-1,47, log-rank p = 0,034, atsizvelgiant ] CA125 ir
amziy diagnozés metu, PR = 0,75, 95 % PI: 0,36-1,55), kity bioZymeny s3sajy
su bendru iSgyvenamumu nenustatyta (Priedu pav. 2 ir Priedy pav. 3).

KV méginiy imtyje, ARID1A ir Notch, Wnt signaliniy keliy geny raiskos
biozymeny kombinacija Kokso regresijos metodu rodé sgsaja su bendru
iSgyvenamumu, o didelés rizikos balas buvo siejamas su trumpu
isgyvenamumu (PR = 0,32, 96 % PI: 0,12-0,92 , p = 0,03) (Pav. 3.21 A).
Kombinuojant visus 14 geny promotoriy metilinimo ir geny raisSkos
biozymenis buvo nustatytas 10 % didesnis rySys su i§gyvenamumu (PR =
0,22, 96 % PI: 0,07-0,66, p = 0,003) palyginus su tik geny raiSkos modeliu
(Pav. 3.21 B). Kombinuojant dviejy su iSgyvenamumu susijusiy biozymeny
HES1 ir NOTCH3 geny raiska, toks dviejy biozymeny modelis pasizyméjo

69



Siek tieck mazesne, taCiau taip pat statistiSkai patikima sgsaja su
iSgyvenamumu, nei 10 ar 14 biozymeny modeliai (PR = 0,37, 95 % PL:
0,14-0,98, p = 0,04) (Pav. 3.21 C).
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Pav. 3.21 Notch, Wnt ir ARID1A geny rai$kos (A) bei $iy geny ir ARID1A ir
HOX $eimos geny promotoriy metilinimo statuso biozymeny (B) ir HES1 ir
NOTCHS3 geny raiskos biozymeny (C) kombinacijy sgsaja su iSgyvenamumu.
Uni: vienmatis Kokso modelis, Multi: daugiamatis Kokso modelis,
atsizvelgiant ] amziy ir CA125 koncentracijg diagnozés metu
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Palyginus prognostinj bioZzymeny ir jy kombinacijy gebéjimg KV audiniy
imtyje nuspéti 5—keriy mety i§gyvenamuma visos 3 biozymeny kombinacijos
pralenké pavienius biozymenis: didziausiu AUC i§ pavieniy bioZymeny
pasizyméjo NOTCH3 AUC = 0,65, jautrumas = 0,64, specifiSkumas 0,73, o
visy trijy kombinacijy AUC buvo didesnis nei 0,7. Didziausiu AUC
pasizyméjo 14 biozymeny modelis, kombinuojantis geny raiSkos ir geny
promotoriy metilinimo Zymenis, pasiekgs AUC = 0,77, jautruma = 0,71,
specifiskumg 0,73. Palyginus 14 biozymeny modelj su pavieniais
biozymenimis prognozuojant 5—keriy mety iSgyvenamuma 14 bioZzymeny
kombinacijos prognostinés savybés patikimai nesiskyre tik nuo ARID1A geny
raiSkos ir promotoriaus metilinimo statuso bei NOTCHL1 ir NOTCH3 geny
raiSkos biozymeny prognostiniy savybiy (ARID1A raiskos AUC = 0,57,
ARID1A promotoriaus metilinimo statuso AUC = 0,63, NOTCHL1 raiskos
AUC =0,63, NOTCH3 raiskos AUC = 0,65, p > 0,05). Didesnis bioZymeny
skaiCius kombinacijoje nebiitinai lémé¢ didesn¢ prognosting vertg: 10 geny
raiSkos biozymeny kombinacija pasieké mazesnj AUC nei dviejy su
iSgyvenamumu statistiSkai patikimai susijusiy geny — NOTCH3 ir HES1
kombinacija (10 geny kombinacijos AUC = 0,71, o dviejy geny raiskos
biozymeny kombinacijos AUC = 0,75) (Pav. 3.22). Nors 14 biozymeny
modelis pasieké didziausig AUC, $iy trijy biozymeny kombinacijy nuo laiko
priklausomos kreivés statistiSkai reikSmingai nesiskyré tarpusavyje (p > 0,05),
todél visi trys modeliai turi panasy prognostinj potencialia.

Taigi, nors HES1 ir NOTCH3 parodé sgsajas su bendru i§gyvenamumu,
0 NOTCH3, NOTCHL1 ir ARID1A geny raiskos ir ARID1A promotoriaus
metilinimas rodé gebéjima prognozuoti iSgyvenamumg per 5—kerius metus,
taciau bioZymeny kombinacijos, ypa¢ kombinuojant geny raiskos ir geny
promotoriy  bioZymenis, pasiZyméjo pranasesnémis prognostinémis
savybémis, todél biozymeny kombinavimas j viena prognostinj modelj yra
strategija, padidinanti potencialaus KV testo prognostinj tikslumg ir leidzianti
tiksliau skirstyti pacientes pagal mirties rizika.
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Nuo laiko priklausomos ROC kreivés, ROC kriterijai

5 metai po diagnozés audiniq lmtyje Prognostinis tikslumas 5 mety iSgyvenamumui
° BioZzymuo Laikas_mén AUC Jautrumas Specifiskumas
- |~ | I = A NOTCH1 60 0.630 0.888 0.400
| | v/
?‘J NOTCH2 60 0.437 0.888 0.267
o _| _r'- NOTCH3 60 0.653 0.639 0.733
o
NOTCH4 60 0.440 0.802 0.267
ARID1A 60 0.573 0.785 0.467
g — CTNNBT 60 0.380 0.892 0.133
12
E FBXW7 60 0.484 0.692 0.467
=
‘é JAG2 60 0.529 0.895 0.333
8
<
S 7 DLL1 60 0.429 0.521 0.533
7 — NOTCH1
) t— NOTCH2
A Norene HEST 60 0.301 1.000 0.067
| t— NOTCH4
v [ ano, HOPX 60 0411 0.000 1.000
g a - FBXW7
ol e ALX4 60 0.498 0.000 1.000
— HES?
— b coxz 60 0478 0.000 1.000
cox2
— ARID1A_met
= HES1 ir NOTCHS raiskos rizikos balas ARIDTA_met 60 0.626 0.519 0.733
o | = Geny raiskos rizikos balas -
o == 14 biozymeny rizikos balas
T T T T T T Geny raiskos rizikos balas 60 0.713 1.000 0.400
0.0 02 0.4 0.6 08 10 14 biozymeny rizikos balas 60 0.766 0.705 0.733
1- Specifikumas NOTCHS ir HEST rizikos balas 60 0754 0699 0733

Pav. 3.22 Notch, Wnt ir ARID1A geny raiskos ir ARID1A ir HOX Seimos geny promotoriy metilinimo statuso biozymeny bei Siy
biozymeny kombinacijy nuo laiko priklausomos ROC kreivés ir kriterijai. ARID1A_met — ARID1A geno promotoriaus metilinimas,
Geny raiSkos rizikos balas — geny raiSkos kombinacija, 14 biozymeny rizikos balas — visy 14 geny raiskos ir geny promotoriy
metilinimo kombinacija
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3.2 10-ties su jvairiomis vézio funkcijomis susijusiy geny rai§kos tyrimas
kiausidziy véziu serganciy pacien¢iy audiniuose statistiniais ir
eksperimentiniais metodais

3.2.1 Geny raiskos Zymeny parinkimas taikant statistinius metodus

TCGA-OV ir GTEx kiau§idziy audiniy transkriptominiy duomeny
analizés tikslas buvo atrinkti geny raiskos biozymenis, kurie turéty diagnostinj
ir prognostinj potencialg. Pirmiausia buvo parsiysti RNR sekoskaitos ir
normalizuoti ir atrinkti baltymus koduojantys transkriptai, tokiu badu
prioretizuojant genus, turin¢ius zZinomas biologines funkcijas ir paSalinti
nekoduojancias RNR, kurios pasizymi didesniu variabilumu ir yra pras¢iau
apraSytos. Ivykdzius Siuos zingsnius, toliau GTEx ir TCGA-OV duomenys
padalinti ] mokymosi (489 méginiai, 153 GTEx ir 336 TCGA-OV) ir
testavimo (106 méginiai, 27 GTEx ir 79 TCGA-OV) imtis. Zymeny
atrinkimas buvo vykdomas naudojantis mokymosi imties duomenimis.
Pirmiausia, siekiant atrinkti genus, kuriy raiska geriausiai atskiria KV atvejus
nuo sveiky kiausidziy audiniy, buvo pritaikytas elastinio tinklo algoritmas,
pasirinkus o = 0,5: tai reiSkia vienodai subalansuojant L1 ir L2
reguliarizacijas. Elastinio tinklo regresijos algoritmas atrinko 214 geny,
galin¢iy atskirti KV nuo GTEx kiauSidziy audiniy. Pilnas atrinkty geny
sgrasas ir jy raiSka pateikta Priedy pav. 4. Geny ontologijos pagausinimo
(angl. gene ontology enrichment) analiz¢é parodé, jog elastinio tinklo algoritmo
atrinkti genai, buvo daugiausiai susij¢ su mitoze ir Igsteliy jungCiy
organizacija (Priedy pav. 5), tarp 214 atrinkty geny nebuvo nei vieno pirmoje
tyrimo dalyje tyrinéto Wnt ir Notch signaliniy keliy ar chromatino
remodeliacijos veiksnio geno, taciau atrinkti kiti chromatino remodeliacijos
veiksnius koduojantys genai: CHD4, SRCAP ir ASF1B, bei Notch signalinio
kelio genas PSEN2.

Elastinio tinklo algoritmo atrinkti 214 genai, atskiriantys TCGA-OV ir
GTEx imtis, buvo toliau atrenkami pagal prognostines savybes pasitelkiant
LASSO-kokso regresijos algoritmg mokymosi imtyje pasirinkus TCGA-OV
méginius su zinomu iSgyvenamumu. Pagal kryzminés—validacijos grafika
geriausia prognostine verte pasiZymi modeliai, jtraukiantys tarp 7 (1
standartinio nuokrypio — maziausias duomeny kiekis) ir 97 (geriausiai
duomenim prisitaikantis modelis) biozymeny (Pav. 3.23 A). Pasirinktas
grieztas lambda koeficientas, pagal kurj modelyje liko 10 su KV
iSgyvenamumu susijusiy geny (Pav. 3.23 B). Galutinis pasirinkty geny sarasas
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buvo: EXO1, RAD50, PPT2, LUC7L2, PKP3, CDCA5, ZFPL1, VPS33B,
GRBY7 ir TCEAL4. Siy geny funkcijos yra susije su DNR reparacija (EXOL,
RADS50), lIgstelés replikacija (CDCAb), lizosomy funkcijomis (VPS33B,
PPT2), geny raiskos reguliacija (LUC7L2, ZFPL1, TCEAL4) ir lasteliy
signaly perdavimu (GRB7, PKP3) (Lentelé 3.1), visos Sios funkcijos yra
svarbios véZzio vystymuisi ir progresijai.

A 213 214 204 200 196 173 141 97 55 14 3 B
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|

C-index
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|
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i .
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Koeficienty reikSmes

Log(2)

Pav. 3.23 Su iSgyvenamumu susijusiy KV modeliy grafikai: kryzminés—
validacijos grafikas, pagal kurj pasirinktas lambda parametras LASSO-kokso
modelyje (A); pasirinkty biozymeny koeficientai LASSO-kokso modelyje

(B)

Tiek mokymosi, tiek testavimo imtyse, pasirinkty 10 geny raiska,
statistiSkai reikSmingai skyrési tarp GTEx ir TCGA-OV kohorty (p < 0,001)
(Pav. 3.24). EXO1, PKP3, CDCAS, ir GRB7 atvejais nustatyta didesné raiska
TCGA-OV kohortoje palyginus su nenavikiniais audiniais, o RAD50, PPT2,
LUC7L2, VPS33B, ZFPL1 ir TCEAL4 raiska buvo mazesné TCGA-OV
atvejais, palyginus su GTEx méginiais. Tiek mokymosi, tiek testavimo
imtyse, didZiausiu raiSkos padidéjimu pasizyméjo PKP3 geno raiska
(mokymosi imtyje logoSK = 7,63, testavimo imtyje logoSK = 7,33).
Didziausiu raiskos sumaz¢jimu kiausidziy vézio imtyje palyginus su
normaliais kiauSidZiy audiniais pasizyméjo RAD50 geno raiSka (mokymosi
imtyje log.SK = -5,03, testavimo imtyje log.SK = -5,11).
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Geny raiSka mokymosi imtyje
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Pav. 3.24 Pasirinkty 10 geny raiskos biozymeny raiska mokymosi (A) ir
testavimo (B) imtyse. TCGA-OV — KV audiniy raiska, GTEx — normaliy

kiausidziy audiniy raiSka
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rodikliais nepastebéta raiSkos sasajy su naviky stadija nei mokymosi nei
testavimo imtyse (Priedu pav. 6), taCiau pastebétas rySys mokymosi imtyje
tarp CDCA5, VPS33B ir TCEAL4 geny raiskos ir naviky diferenciacijos
laipsnio (atitinkamai p = 0,02, p=0,03, p = 0,03), tatiau geny raiSkos
padidéjimas didesnio naviko diferenciacijos laipsnio atveju testavimo imtyje
nustatytas tik CDCA5 geno atveju (p = 0,002) (Priedy pav. 3.7). Su invazija
j limfmazgius mokymosi imtyje buvo susijusi tik LUC7L1 geno sumazéjusi
raiSka (p = 0,02), taciau §i sgsaja nebuvo nustatyta testavimo imtyje, kur buvo
nustatyta ZFPL1 padidéjusi raiska atvejais, kai buvo invazija j limfmazgius
(p= 0,05) (Priedy pav. 8). Nors su likutiniu naviku mokymosi imtyje
nustatytas tik GRB7 geno raiskos skirtumas tarp atvejy be makroskopiskai
matomo likutinio naviko ir didesnio nei 20 mm skersmens likutinio naviko
(p=0,01), taciau testavimo imtyje $i priklausomybé nenustatyta, taciau buvo
nustatytos VPS33B ir PPT2 geny raiskos sasajos su likutiniu naviku (p < 0,04)
(Priedy pav. 9).

Vienintelis ir TCGA-OV ir GTEx imtyse prieinamas demografinis
duomuo buvo amzius (intervalais). Nors mokymosi imtyje visy 10 geny raiska
buvo susijusi su amziaus kategorijom (p < 0,05), ta¢iau testavimo imtyje nei
vieno 10 geny raiska nerod¢ statistiSkai patikimos sgsajos su amziumi (Priedy
pav. 10).

Pagal LASSO-kokso modelio koeficientus galima spresti jog trys genai
(RAD50, PKP3 ir GRB7) turéjo neigiamg jtakg bendram i§gyvenamumui, o
like genai — teigiama (Pav. 3.23 B). Kombinuojant $iuos geny raiskos Zymenis
ir jy koeficientus j viena iSgyvenamumo modelj, mokymosi imtyje, modelis
rodé patikimg sgsaja su bendru iSgyvenamumu (p < 0,001), penkeriy mety
iSgyvenamumo prognozavimas pasieké AUC = 0,68, kuris pranoko atskiry
geny raiskos Zymeny prognosting vert¢ (didziausiu AUC pasizymejo GRB7
geno raiska AUC = 0,61), taiau maZesnéje, testavimo imtyje, nenustatytas
statistiSkai patikimas rySys su iSgyvenamumu, o didziausiu AUC testavimo
imtyje prognozuojant penkeriy mety iSgyvenamumga pasizymeéjo ZFPL1 genas
(AUC = 0,64) (Pav. 3.25).
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A Didelés vs. maZos rizikos atvejai mokymosi imtyje C  Nuo laiko priklausomos ROC kreivés, ROC kriterijai
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o Bendras iégyvsnamumo laikas 10 Geny raiskos rizikos balas 1825 0.681 0.540 0.754

B Didelés vs. mazos rizikos atvejai testavimo imtyje D Nuo laiko priklausomos ROC kreivés, ROC kriterijai
Log-rank p = 0.194 5 metai po diagnozés testavimo imtyje Prognostinis tikslumas 5 mety iégyvenimui
Rizikos grupe Mazos rizikos balas ~+ Didelés rizikos balas o | BioZzymuo Laikas_dienom AUC Jautrumas Specifiskumas
® EXO1 1825 0.578 0.480 0824
8 1.00 o |
g °c RAD50 1825 0.394 0.113 1.000
2075
p= v © | PPT2 1825 0.501 0.845 0353
£ g o
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§ 0.25 S : . "
a CDCAS 1825 0.617 0561 0.824
+0.00 S A

0 1000 2000 3000 4000 5000 ZFPLT 1825 0.644 0.553 0.765
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p 3 P S .
] Pacienciy skai€ius rizikos grupéje e T 0311 0941
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K] Didelés rizikos balas { 40 21 7 [1] 0 Q 1 - Specifiskumas TCEAL4 1825 0.572 0.734 0.529
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Pav. 3.25 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiskos biozymeny raiskos modelio sgsaja su bendru i§gyvenamumu: 10 geny
raiskos biozymeny modelio Kaplan—Meier kreivé mokymosi (A) ir testavimo (B) imtyse, bei atskiry Zymeny ir 10 geny raiskos
bioZzymeny modelio nuo laiko priklausomos ROC kreivés, 5 metai po KV diagnozés mokymosi (C) ir testavimo (D) imtyse
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3.2.2 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiskos bioZymeny tyrimas
kiausidziy véziu serganciy pacienciy audiniuose

DeSimties geny raiSkos Zymeny, atrinkty laisvos prieigos duomeny baziy
analizés metu: EXO1, RAD50, PPT2, LUC7L2, PKP3, CDCAS5, ZFPL1,
VPS33B, GRB7 ir TCEAL4 buvo analizuojami kiauSidZziy véZio pacienciy
audiniy imtyje.

Visy deSimties geny raiSka buvo statistiskai patikimai pakitusi KV
atvejais palyginus su gerybiniy pakitimy audiniais (p < 0,03), o raiskos
pakitimai (sumazéjimas / padidéjimas) atitiko mokymosi ir testavimo imciy
pakitimus. Geny CDCAS5, EXO1, GRB7 ir PKP3 raiska buvo didesné¢ KV
atvejais palyginus su gerybiniy pakitimy audiniy, o didZiausias skirtumas
nustatytas TCEAL4 geno atveju (p < 0,001, log.SK = —4,14) (Pav. 3.26).
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Pav. 3.26 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiska KV audiniuose ir
gerybiniy pakitimy audiniuose

Palyginus HGSOC grupe su gerybiniy pakitimy méginiais, visy 10 geny
raiSka reikSmingai skyrési tarp Siy grupiy, CDCAS5, EXO1, GRB7 ir PKP3
atveju didesné HGSOC atvejais, o likusiy geny — mazesné, palyginus su
gerybiniais pakitimais. Didziausias raiSkos skirtumas nustatytas TCEAL4
geno raiskos atveju (p < 0,001, log.SK = —4,24). GRB7, PKP3, RAD50,
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TCEALA4 ir ZFPL1 rai8ka taip pat statistiSkai patikimai skyrési tarp gerybiniy
pakitimy ir ne HGSOC tipo naviky grupiy (p < 0,01), didziausias skirtumas
nustatytas TCEAL4 atveju (log.SK = -2,11). HGSOC atvejais palyginus su
kitais KV, skyrési TCEAL4 geno raiska (p < 0,001, log>SK = -0,75), taip pat
nustatyta CDCAS geno raiskos sumazéjimo kity KV naviky grupéje lyginant
su HGSOC tendencija (p = 0,07, log.SK = -1,24) (Pav. 3.27).
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&0 Q @0 Q
O Folod
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Pav. 3.27 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiSka HGSOC
audiniuose, ne HGSOC tipo (kity KV) audiniuose ir gerybiniy pakitimy
audiniuose

Palyginus geny raiska tarp didelio naviko diferenciacijos laipsnio grupés
(G3) ir mazo diferenciacijos laipsnio grupés (G1), statistiskai reik§mingas
skirtumas nustatytas tik tarp TCEAL4 geno raiskos G1 ir G3 naviky (p = 0,04,
logzSK = -1,42) (Pav. 3.28). HGSOC imtyje didesnés FIGO stadijos atvejais
nustatyta sumazéjusi RAD50, VPS33B ir GRB7 geny raiska (p < 0,04). RAD50
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ir VPS33B atvejais, nustatytas skirtumas tarp visy trijy stadijy grupiy, o GRB7

atveju nustatytas skirtumas tarp FIGO IV ir

FIGO 11T stadijy atvejuose

palyginus su FIGO II stadijos audiniais (atitinkamai p = 0,03, log.SK = -2.08

ir p = 0,004, log,SK = -2,77) (Pav. 3.29).
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Pav. 3.28 10-ties statistiniais
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Pav. 3.29 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiSkos biozymeny

raiSka pagal FIGO stadija HGSOC audiniuose
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Geny raiSkos sgsajos pastebétos ir palyginus atvejus, kai pacientéms
nustatytas CA125 serumo koncentracijos padidéjimas, su pacientémis,
kurioms nustatytas normalus §io biozymens kiekis: LUC7L2 ir TCEAL4 geny
raiSka buvo reikSmingai sumazéjusi palyginus su normalios CA125 serumo
koncentracijos atvejais (LUC7L2 p = 0,03, log.SK =-1,08, TCEAL4 p = 0,05,
log2SK = -3,36) (Pav. 3.30). Taip pat nustatyta silpna neigiama koreliacija
tarp LUC7L2 geno raiskos ir pacien¢iy amziaus (R =- 0,26, p =0,05) (Pav.
3.31).
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Pav. 3.30 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiSkos biozymeny
raiSka pagal CA125 serumo biozymens statusg. CA125 padidéjimas = CA125
>35 U/ml
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Pav. 3.31 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiSkos biozymeny
raiSka pagal pacienciy amziy kiausidziy vézio audiniy imtyje
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3.2.3 10-ties geny raiskos bioZymeny diagnostinio potencialo jvertinimas

Analizuojant geny raiSkos biozymeny diagnostinj potencialg — geb&jima
atskirti KV atvejus nuo gerybiniy pakitimy didziausiu plotu po kreive
pasizyméjo GRB7 geno raiska (AUC = 0,98), Sis biozymuo taip pat
pasizyméjo didziausiu jautrumu (0,92) ir specifiSkumu (1,00). Visi tirti geny
raiSkos bioZzymenys, iS$skyrus VPS33B7 pasizyméjo 100 % specifiskumu, o
maziausias plotas po kreive nustatytas, palyginus su kitais 10 geny raiskos
biozymeny buvo EXO1 biozymens kreivei (AUC = 0,76), vis délto §is plotas
po kreive statistiSkai patikimai nesiskyré nuo geriausiai KV nuo gerybiniy
pakitimy atskyrusio biozymens GRB7 ploto po kreive (p = 0,07) (Pav. 3.32).

Gerybiniy pakitimy atskyrimas nuo KV atvejy ROC kriterijai
o ] Gerybiniy pakitimy atskyrimas nuo KV atvejy
-
:,_d—[—,—!—l BioZymuo plotas po kreive slenkstiné verté tikslumas jautrumas specifiskumas
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[ . — —
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8 o 7 PKP3
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N ZrPLt RAD50 0.850 4866  0.717 0667 1.000
(<2 VPS338 - - . . .
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o | TCEAL4
e 4 T T T T T CDCAS 0.845 -7.036 0690 0640 1.000
00 02 04 06 08 10 VPS33B 0.831 -6.875 0.754 0.731 0.889
1 - SpecifiSkumas EXO1 0.760 -8186 0549 0477 1.000

Pav. 3.32 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiskos biozymeny ROC
kreivés ir kriterijai atskiriant kiausidziy vézio naviky grupe nuo gerybiniy
pakitimy audiniy

Atskiriant HGSOC atvejus nuo gerybiniy pakitimy didziausiu plotu po
kreive taip pat pasizyméjo GRB7 geno raiska, kuri tik per 0,014 ploto vienety
atsiliko nuo pilno $iy grupiy atskyrimo (AUC = 0,986), $is bioZymuo taip pat
pasizymgjo didziausiu jautrumu (0,946) ir specifiskumu (1,00). TCEAL4 geno
raiSka taip pat beveik pilnai atskyré HGSOC grupe nuo gerybiniy atvejy ir nuo
GRB7 biozymens plotu po kreive nusileido tik per 0,02 ploto vienety, taciau
pasizyméjo jautrumu (AUC = 0,984, jautrumas = 0,952, specifiSkumas =
1,00). Maziausias plotas po kreive atskiriant HGSOC atvejus nuo gerybiniy
pakitimy, palyginus su kitais 10 geny raiskos biozymeny buvo EXO1
biozymens kreivés (AUC = 0,79), patikimai mazesnis uz TCEAL4 bioZymens
AUC (p=0,02) (Pav. 3.33).
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Gerybiniy pakitimy atskyrimas nuo HGSOC ROC kriterijai

o Gerybiniy pakitimy atskyrimas nuo HGSOC
- —q
- |:| — ! Biozymuo plotas po kreive slenkstiné verté tikslumas jautrumas specifiskumas
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Pav. 3.33 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiskos biozymeny ROC
kreivés ir kriterijai atskiriant HGSOC naviky grupe nuo gerybiniy pakitimy
audiniy

Kitus KV navikus nuo HGSOC atvejy geriausiai atskyré TCEAL4 geno
raiSka (AUC = 0,80, jautrumas = 0,69, specifiskumas = 0,86). Visi 10
analizuoty zymeny pasizyméjo gerokai mazesniu plotu po kreive atskiriant
HGSOC nuo kity KV atvejy, palyginus su atskyrimu nuo gerybiniy pakitimy,
tik TCEAL4 biozymuo pasiZyméjo plotu po kreive, statistiSkai patikimai
didesniu nei atsitiktinio klasifikatoriaus kreivé (AUC = 0,5) (p = 0,001) (Pav.
3.34).

HGSOC naviky atskyrimas nuo kity KV atvejy ROC kriterijai
o ] HGSOC naviky atskyrimas nuo kity KV atvejy
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Pav. 3.34 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiskos biozymeny ROC
kreivés ir kriterijai atskiriant HGSOC naviky grupe¢ nuo kity kiausidziy vézio
tipy audiniy
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3.2.4 10-ties geny raiSkos biozymeny kombinacijy diagnostinio potencialo
jvertinimas

Kombinuojant geny raiSkos bioZymenis, geriausiy dviejy biozymeny
GRB7 ir TCEAL4 kombinacija pilnai (AUC = 1,00) atskyré KV arba HGSOC
nuo gerybiniy naviky, kaip ir visy 10 geny raiskos kombinacija (Priedy Pav.
11). I8 viso 8 i§ 45 galimy geny pory kombinacijy pilnai atskyré HGSOC nuo
gerybiniy naviky (6 i$ jy su GRB7) (Priedu lentelé 3), 0 KV nuo gerybiniy
naviky su AUC = 1,00 atskyré tik 7 kombinacijos (Priedy lentelé 4).

Nei vienas i$ analizuoty geny rinkiniy nepasieké¢ AUC = 1,00 atskiriant
HGSOC nuo kity KV atvejy. Didziausig atskyrimg pasieké RAD50, PKP3,
CDCADS, ZFPL1, VPS33B ir TCEAL4 geny raiskos rinkinys, pasiekes AUC =
0,94, jautrumg = 0,78 ir specifiskuma = 1,00. Si geny raiskos biozymeny
kombinacija pralenké ir visy 10 geny raiskos kombinacija, kuri pasieké AUC
= 0,87, jautrumag = 0,66 ir specifiSkumg = 1, taCiau Sis skirtumas nebuvo
statistiSkai patikimas (p = 0,49). Palyginus su geriausiy dviejy HGSOC ir kity
KV atskyrimo biozymeny kombinacija (EXO1 ir TCEAL4), 10 geny
kombinacija pasizyméjo tik 0,004 ploto vienety didesniu AUC, taciau dviejy
geny kombinacija pasizyméjo 12,8 % didesniu jautrumu, bet 14,3 % maZesniu
specifiSkumu (Pav. 3.35). Taigi didinant biozymeny kiekj modelyje, nebitinai
yra pasiekiamas didesnis prognostinis potencialas.

HGSOC atskyrimas nuo kity KV atvejy ROC kriterijai
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Pav. 3.35 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiSkos biozymeny
kombinacijy ROC kreivés ir kriterijai atskiriant HGSOC naviky grupe nuo ne
HGSOC (kity KV) atvejy. 6 geny raiSkos kombinacija: RAD50, PKP3,
CDCA5, ZFPL1, VPS33B ir TCEAL4

Palyginus visus 24 ROC analize analizuotus biozymenis, didziausiu
AUC atskiriant KV atvejus nuo gerybiniy pakitimy pasizyméjo GRB7 (AUC
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=0,98) ir TCEAL4 (AUC = 0,97), taciau GRB7 tik 0,03 ploto vienety pralenké
geriausig hipotezémis atrinktg biozymenj CTNNB1 (AUC = 0,95). Nors visi
minéti genai pasizyméjo idealiu specifiSkumu, taciau jy tikslumg nulémé
jautrumas, kuris GRB7 atveju buvo didziausias (Pav. 3.13 ir Pav. 3.32).

Atskiriant HGSOC nuo gerybiniy pakitimy audiniy, taip pat gauti
analogiski rezultatai kaip ir su bendra KV imtimi: GRB7 (AUC = 0,99,
jautrumas = 0,95, specifiskumas = 1) ir TCEAL4 (AUC = 0,98, jautrumas =
0,95, specifiskumas = 1) geriausiai atskyré HGSOC nuo gerybiniy pakitimy
audiniy, ta¢iau TCEALA4 tik 0,02 ploto vienety pralenké geriausig hipotezémis
atrinktg biozymenj CTNNB1 (AUC = 0,97, jautrumas = 0,91, specifiSkumas =
1). Taciau palyginus geriausiai HGOSC nuo gerybiniy pakitimy atskyrusj
biozymenj GRB7 su kitais analizuotais biozymenimis, jo ROC kreivés
pranoko visy promotoriy metilinimo biozymeny, 4 / 10 hipotezémis atrinkty
biozymeny (ARID1A, NOCTH1, NOTCH3 ir JAG2) ir tik 3 statistiniais
metodais parinkty biozymeny (RAD50, LUC7L2 ir ZFPL1) geb¢jima atskirti
Sias grupes (p<0,05). Apibendrinant, statistiniais metodais atrinkti
biozymenys pasiek¢ AUC > 0,80, kai tik 6 / 14 hipoteze pasirinkty geny
biozymeny pasieké atitinkamg AUC (Pav. 3.14 ir Pav. 3.33).

PrieSingai, palyginus prognostinj potencialg atskiriant HGSOC nuo kity
tipy KV atvejy, vieninteliu AUC > 0,80 pasizyméjes pagal hipotezes atrinktas
biozymuo: HES1 geno raiska (AUC = 0,83, jautrumas 0,88, specifiSkumas
0,71), pasizyméjo 0,03 didesniu AUC, nei geriausiai Sias grupes atskyres
statistiniais metodais pasirinktas biozymuo TCEAL4 (AUC = 0,80, jautrumas
= 0,69, specifiSkumas = 0,86). HES1 statistiSkai patikimai geriau atskyré
HGSOC nuo kity KV atvejy nei visi promotoriy metilinimo Zymenys ir 11 /
19 geny raiskos zymeny (tik NOTCH1-4, FBXW?7, CDCA5, EXOLl ir TCEAL4
ROC kreivés statistiSskai patikimai nesiskyré nuo HES1 kreivés) (Pav. 3.15 ir
Pav. 3.34). Taigi tiek statistiniais metodais, tiek hipotezémis paremtas
potencialiy bioZymeny parinkimas geba atrinkti Zymenis, potencialiai
tinkamus KV diagnostikai ir prognostikai.

3.2.5 10-ties geny raiskos bioZymeny kombinacijy prognostinio potencialo
jvertinimas

Nei vieno i§ 10—ties statistiniais metodais atrinkty geny raiskos
biozymeny sasaja su bendru KV pacienéiy iSgyvenamumu nepasieké
statistiSkai patikimo rySio. Visy analizuoty geny, iSskyrus PKP3, mazesné
raiSka buvo siejama su geresniu iSgyvenamumu (PR < 1, o PKP3 PR = 1,18,
95 % PI: 0,84-1,67) (Pav. 3.36). Statistiskai patikimy sarySiy su
iSgyvenamumu nenustatyta ir HGSOC pacienciy imtyje (Priedy pav. 12).
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EXO1 RADS50

Uni PR =0.95 (95% PI: 0.67-1.36) Uni PR = 0.85 (95% PI: 0.52-1.39)
Log-rank p = 0.974 Log-rank p = 0.357
Multi PR = 0.88 (95% PI: 0.59-1.32, N = 37) Multi PR = 0.98 (95% PI: 0.55-1.74, N = 44)
-+ EXO1 Maza raiska +~ EXO1 Didelé raika + RAD50 Maza raika + RAD50 Didelé raiska
{2} (%)
£ 1.00 £ 1.00
gos gors
€ 050 & 050
go 25 g; 0.25
530.00 230.00
L2} [ 20 40 60 g0 X2 0 20 40 60 80
Laikas, ménesiais Laikas, ménesiais
PPT2 LUCT7L2
Uni PR =0.79 (95% PI: 0.48-1.30) Uni PR =0.72 (95% PI: 0.43-1.21)
Log-rank p = 0.921 Log-rank p = 0.096
Multi PR = 1.07 (95% PI: 0.56-2.05, N = 41) Multi PR = 0.79 (95% PI: 0.44-1.42, N = 45)
-+ PPT2 MazZa raiska +~ PPT2 Didelé raiSka -+ LUC7L2 MazaraiSka +~ LUC7L2 Didelé raiSka
@ @
g 1.00 g 1.00
gors gors
% 0.50 % 0.50
Sot Som
L7 0 20 40 60 g 2 0 20 40 60 80
Laikas, ménesiais Laikas, ménesiais
PKP3 CDCAS
Uni PR = 1.18 (95% PI: 0.84-1.67) Uni PR = 0.87 (95% PI: 0.62-1.21)
Log-rank p = 0.780 Log-rank p = 0.630
Multi PR = 1.16 (95% PI: 0.79-1.70, N = 41) Multi PR = 0.84 (95% PI: 0.58-1.21, N = 43)
-+ PKP3 Maza raiska + PKP3 Didelé raiska -+ CDCA5 Maza raiska + CDCA5 Didele raiSka
{2} 1)
g - % % ors
gos gors
€ 050 8050
Qo025 Qo25
30.00 30.00
kol 0 20 40 60 g0 2 0 20 40 60 80
Laikas, ménesiais Laikas, ménesiais
ZFPL1 VPS33B
Uni PR = 0.94 (95% PI: 0.53-1.67) Uni PR = 0.75 (95% PI: 0.49-1.14)
Log-rank p = 0.382 Log-rank p = 0.671
Multi PR = 1.01 (95% PI: 0.56-1.84, N = 47) Multi PR = 0.81 (95% PI: 0.52-1.27, N = 45)
-+ ZFPL1 Maza rai$ka +~ ZFPL1 Didelé raiSka -+ VPS33B Maza raiska +~ VPS33B Didelé raiska
{2} (2]
g 1.00 g 1.00
gos gors
8 050 8 0.50
Qo025 Qo025
0.00 0.00
£} 0 20 40 60 g0 2 [ 20 40 60 80
Laikas, ménesiais Laikas, ménesiais
GRB7 TCEAL4
Uni PR =1.00 (95% PI: 0.71-1.41) Uni PR =0.90 (95% PI: 0.62-1.31)
Log-rank p = 0.511 Log-rank p = 0.824
Multi PR = 0.95 (95% PI: 0.67-1.34, N = 42) Multi PR = 0.93 (95% PI: 0.62-1.38, N = 48)
-+ GRB7 Maza raiska + GRB7 Didelé raiska -+ TCEAL4 Mazaraiska + TCEAL4 Didelé raiska
@ »
E 1.00 g 1.00
gors gors
€ 050 S 050
g; 0.25 g; 0.25
230.00 £30.00
L 0 20 60 8 2 0 20 60 80

Laikas, ménesiais Laikas, ménesiais
Pav. 3.36 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiSkos biozymeny
i8gyvenamumo analizé HGSOC grupéje Kaplan—Meier kreivése didelé raiska
= daugiau uz mediang, maza raiSka = maziau uz geno raiSkos mediang.
Sutrumpinimai: Uni PR = vienmatés kokso analizés PR; Multi PR =
daugiafaktorinés kokso analizés PR, koreguojant pagal amziy ir CA125

koncentracija diagnozés metu
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Kombinuojant visus 10 statistiniais metodais atrinktus geny raiskos
biozymenis, toks modelis statistiskai patikimai (p = 0,01) siejosi su bendru
iSgyvenamumu. Geny raiSkos kombinacija buvo susijusi su didesne mirties
rizika tiek atskirai, tiek kombinacijoje su amziumi ir CA125 koncentracija
diagnozés metu (PR = 0,24, 95 % PI: 0,07—0,81, o atsizvelgiant j klinikinius
zymenis PR = 0,21, 95 % PI: 0,05—0,91) (Pav. 3.37).

Didelés vs. maZos rizikos atvejai KV imtyje,
10 geny raiSkos kombinacija

Uni PR = 0,24 (95 % PI: 0,07-0,81);

Multi PR = 0,21 (95 % PI: 0,05-0,91);
Log-rank p = 0,013, n = 47

O Rizikos grupé =t= Didelés rizikos balas MazZos rizikos balas

<

£ 1.00

=

o 0.75

§ 0.50

§ 025 '

c

2 0.001_, : , : :
3 0 20 40 60 80
2] v . . ..

= Bendras iSgyvenamumo laikas, ménesiais

‘@

S Pacienc€iy skaiCius rizikos grupéje

= Didelés rizikos balas{ 18 14 8 3 0
k! 19 19 15 9 1
N 0 20 40 60 80
o Bendras iSgyvenamumo laikas, ménesiais

Pav. 3.37 10—ties statistiniais metodais atrinkty geny raiSkos kombinacijos
sgsaja su iSgyvenamumu. Uni: vienmatis Kokso modelis, Multi:
Daugiaparametris Kokso modelis, atsizvelgiant j amziy ir CAI25
koncentracija diagnozés metu

Analizuojat 10 geny kombinacijos prognostinj potencialg, bendras
rizikos balas pranoko visy 10 geny gebéjimag prognozuoti 5—keriy mety
i8gyvenamuma (rizikos balo AUC = 0,82, jautrumas = 0,68, specifiskumas =
1,00, o didziausig AUC pasiekusio pavienio zymens GRB7 AUC = 0,56,
jautrumas = 0,92, specifiskumas 0,27) (Pav. 3.38).
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Nuo laiko priklausomos ROC kreivés, ROC kriterijai
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Pav. 3.38 10—ties statistiniais metodais atrinkty geny raiskos ir $§iy bioZymeny
kombinacijos nuo laiko priklausomos ROC kreivés ir kriterijai

Nors pavieniai bioZymenys neparodé statistiSkai patikimo ry$io su
iSgyvenamumu, biozymeny kombinacija, kaip ir mokymosi imtyje, rodé
sgsaja su iSgyvenamumu. Lietuvoje gydyty pacienciy kiauSidziy audiniy
imtyje biozymeny kombinacija pralenké S5—keriy mety iSgyvenamumo
prognoze palyginus su didesnémis TCGA—OV mokymosi ir testavimo
imtimis (Pav. 3.38 ir Pav. 3.25). Be to, 10—ties statistiniais metodais atrinkty
geny kombinacija pralenké ir 14 hipotezémis atrinkty geny kombinacija
prognozuojant S—keriy mety iSgyvenamuma 0,05 ploto vienety ir nors 2 %
nusileido jautrumu, pasieké 100 % specifiSkumg, kuris 14 bioZymeny
modelyje buvo 27 % mazesnis (Pav. 3.38 ir Pav. 3.22). Taigi, nors atskiri
hipotezémis parinkti bioZymenys pasizyméjo statistiskai patikimu rysiu su
bendru iSgyvenamumu, statistiniais metodais atrinkty biozymeny kombinacija
pralenké kitas biozymeny kombinacijas prognozuojant S5—keriy mety
isgyvenamuma, todél duomenimis paremtas bioZymeny atrinkimas yra
racionalus metodas, gebanti parinkti Zymenis, turinCius diagnostinj ir
prognostinj potenciala.
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4. REZULTATU APTARIMAS

4.1 Notch ir Wnt signaliniy keliy geny raiSkos ir mutacijy palyginimas su
kitais tyrimais

Notch ir Wnt yra svarbiis lasteliy signalo perdavimo keliai, reikalingi ne
tik vystymuisi, bet kancerogenezei. KV atveju, Sie keliai sgveikauja
tarpusavyje: IGROV1 ir SKOV3 KV lasteliy linijose, Wnt kelio pagrindinio
baltymo p-katenino inhibicija ICG-001 molekule padidino Notch ligando
JAGL ir taikininiy geny HES1 ir HEY1 raiska, o abiejy keliy inhibicija turéjo
tokj patj neigiamg efekta lgsteliy migracijai ir proliferacijai, kaip ir Wnt
signalinio kelio inhibicija. Notch signalinio kelio inaktyvacija DAPT
molekule, taip pat sumazino f—katenino raiska. Wnt ir Notch signaliniy keliy
aktyvacija yra siejama su EMT ir atsparumu chemoterapijai, todél Siy keliy
inhibicija yra potencialus taikinys gydymui, siekiant padidinti chemoterapijos
efektyvuma (Bocchicchio et al., 2019). Wnt ubikvitino ligazé FBXW?7 taip
pat yra svarbi KV lasteliy proliferacijai ir migracijai. FBXW?7 baltymo lygis
KV lasteliy linijose nustatomas mazesnis nei normaliose kiausidziy lastelése,
0 jo kiekio padidéjimas sumazina B-katenino ir c—-Myc baltymy lygj bei
padidina VEGF kiekj (Zhong et al., 2021).

KV atveju Wnt signalinis kelias dazniausiai yra valdomas aktyvuojanciy
mutacijy, jprastai nustatomy —katenino geno CTNNBL1 3 egzone ir lemianciy
lengvesnj f—katenino persikélima j branduolj. CTNNB1 mutacijos dazniausios
endometrioidinio tipo KV atvejais: net 43 % endometrioidinio tipo KV
pasizymi CTNNB1 mutacijomis, didziausiu skai¢iumi palyginus su ARID1A
(36 %) bei PI3K kelio geny mutacijomis (PIK3CA 34 %, PTEN 29 %, KRAS
26%). KV atvejai su CTNNB1 mutacijomis, dazniausiai yra nustatomi
ankstyvuose (FIGO I/ II) KV atvejuose (89 %), nepasizyminciuose TP53
mutacija, todél yra siejami su gera prognoze (SR =0,23, 95 % PI: 0,10 - 0,56,
p=0,01) (Hollis et al., 2020). FBXW7 geno mutacijos nustatomos apie 2,5-
8,3 % KV atvejy, specifiSkai seroziniuose paribiniuose kiausidziy navikuose,
taciau inaktyvacija siejama ne tik su mutacijomis, bet taip pat ir su promotoriy
metilinimu (Di Fiore et al., 2023). Tyrimo metu KV audiniuose nebuvo
nustatyta nei vieno FBXW7 pakitimo, galimai dél palyginti rety $io geno
pakitimy KV atvejuose. Nors nenustatyta FBXW7 pakitimy, CTNNB1
aktyvuojancios mutacijos buvo nustatytos 2 / 9 ne HGSOC tipo navikuose,
vienu atveju endometrioidinio tipo navike (i§ viso sekoskaitos metodu
analizuoti du endometrioidinio tipo KV atvejai, todél pakitimy skaiCius
atitinka literataros duomenis), kitu atveju — Sviesiy lasteliy kiausidziy navike.
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Sviesiy lasteliy KV atvejais CTNNB1 mutacijos nustatomos apie 3 % atvejy
(Kuoetal., 2009), todél nustatytas pakitimas yra gana retas tirtoje KV grupéje.

Notch signalinio kelio reguliaciniai pakitimai nustatomi ir TCGA-OV /
GTEx imtyje: DLL1, JAG1 ir NOCTH4 iRNR kiekis, kaip ir §io tyrimo imtyje
buvo nustatytas statistiSkai patikimai mazesnis navikiniuose audiniuose,
palyginus su normaliy kiau$idziy audiniais, o HES1, JAG2, NOCTHL ir
NOTCHS3, prieSingai nei Sio tyrimo imtyje — padidéjes. Vienintelio NOTCH2
iRNR kiekis KV atvejais statistiSkai patikimai nesiskyré nuo normaliy
kiausidziy GTEx imties. ROC analiz¢ TCGA-OV / GTEx tyrime parodé
didesnius AUC nei $io tyrimo metu: NOTCH3 = 0,739, NOTCH4 = 0,948 ir
JAG2 = 0,769, o likusiy Notch kelio geny AUC Siame tyrime buvo didesnis,
palyginus su TCGA-OV / GTEx imtimi kur AUC buvo: DLL1 AUC = 0,823,
HES1 AUC = 0,642, NOTCH1 AUC = 0,602, NOTCH2 = 0,532. TCGA-OV
imtyje sumazéjusi DLL3 ir NOTCH4 raiska koreliavo su FIGO stadija
(atitinkamai p < 0,001 ir 0,04), o padidéjusi NOTCH3 raiska koreliavo su rase
ir amziumi (abiem atvejais p = 0,04). Masy tyrime prieSingai — vieninteliai
NOTCHL1 ir NOTCH?2 raiska buvo susijusi su HGSOC naviky stadija. Nors
misy tyrime vieninteliai su iSgyvenamumu statistiSkai patikimai susije
biozymenys buvo HES1 ir NOTCH3 geny rai$ka, TCGA analizéje, tik JAG2
ir NOCTH1 siejosi su intervalu iki progresijos (angl. progression—free
interval, atitinkamai p = 0,01 ir p = 0,04), o DLL1 ir NOTCH1
daugiaparametrinéje analizéje parodé gebéjimg prognozuoti intervalg iki
atkryc¢io (SR = 2,10, p < 0,001, ir SR =0,71, p = 0,04). Nors TCGA duomeny
analizéje ne visi iIRNR bioZymenys rodé statistiSkai patikimus rySius su KV
nustatyta statistiSkai patikima teigiama Pearson‘o koreliacija tarp Notch
signalinio kelio geny, i$skyrus DLL3 ir NOTCH2 - nustatyta neigiama
koreliacija tarp $iy geny raiskos (B. Chen et al. 2023). Panasaus TCGA-OV /
GTEX tyrimo metu nenustatyta statistiS$kai patikimo skirtumo CTNNB1 iRNR
kiekyje, taciau kaip ir Sio tyrimo atveju, nustatytas rySys su FIGO stadija
(p = 0,03) (AmeliMojarad et al., 2023).

Nors §iuo metu néra publikuoty TCGA-OV ir GTEx FBXW7 iRNR
analiziy, 126 kiausidziy naviky analizé parod¢ statistiSkai patikimai maZesnj
FBXW?7 iRNR kiekj KV atvejais palyginus su gerybinais pakitimais ir
paribiniais navikais (p < 0,01), maziausia raiSka palyginus tarp naviky
histologiniy grupiy buvo nustatyta seroziniuose navikuose, o didziausia —
mucininiuose ir statistiSkai patikimai skyrési tarp visy histologiniy grupiy
(p=0,0005). FBXWT7 raiska taip pat rodé skirtumo tendencija palyginus FIGO
I stadijos navikus su II, III ir IV stadijos grupémis (p = 0,05). Sumazéjusi
FBXWT7 raiska KV atvejais bei sasaja su stadija nustatyta ir Siame tyrime.
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Jdomu, jog FBXW7 raiSka nustatoma statistiSkai patikimai mazesné KV
atvejais su TP53 mutacijomis: Siais atvejais nustatomas FBXW7 promotoriaus
metilinimas. TP53 mutacijos yra sicjamos su DNMT1 baltymo raiskos
padidéjimu, kuris gali metilinti geny promotorius, o eksperimentiniai
duomenys rodo jog FBXW7 promotorius yra vienas i$ jy (Kitade et al., 2016).

4.2 Geno ARID1A raiskos ir mutacijy bei promotoriaus metilinimo
palyginimas su kitais tyrimais

ARID1A yra antras daZzniausiai mutaves genas daugelyje naviky.
ARID1A baltymas dalyvauja daugelyje lastelés procesy, kurie gali biti
iSnaudoti kuriant naujas terapines galimybes. Pavyzdziui, ARIDIA ir p53
funkciné priklausomybé atveria galimybes kurti naujas sintetinio letalumo
principu paremtas terapines strategijas. Kadangi navikuose su sutrikusiu
ARID1A nustatoma mazesné p21 raiska, didesné proapoptotiniy geny PUMA
ir NOXA raiska, mazesnis Chk2 fosforilinimas, todél p53 reaktyvacija yra
potenciali gydymo strategija ARID1A mutacijas turin¢iuose navikuose (Z.
Wang et al., 2024). Navikuose, kuriuose triiksta funkcionalaus ARID1A
baltymo nustatomi PI3K ir Wnt keliy reguliacijos pakitimai, bendras
chromatino struktiiros pakitimas, daZnesnis DNR pazaidy kiekis,
mikrosatelity nestabilumas, didesné programuotos mirties ligando 1 (PD-L1)
raiSka, didesné¢ limfocity infiltracija j navikus, tod¢l yra daug terapiniy
galimybiy tokiems navikams. Siuo metu aktyviai vykdomi I / II fazés
gydymo strategijas nuo PARP, ATR inhibitoriy (DNR pazaidy taisymo
kelias), PI3K inhibitoriy (dél PI3K kelio aktyvacijos ARID1A mutacijas
turin¢iuose navikuose ir dazny komutacijy PI3K kelio genuose), epigenetiniy
terapijy BET, EZH2, HDAC inhibitoriais, iki imuninés patikros tasky
inhibitoriy, kurie yra efektyvesni ARID1A mutacijas turinCiuose navikuose.
Nors $iuo metu dar néra ARID1A mutacijas turintiems navikams patvirtinty
taikininés terapijos vaisty, tac¢iau klinikiniy tyrimy rezultatai suteikia vilties ja
turéti ateityje (Hein et al., 2024).

ARID1A yra vienas pagrindiniy geny, koduojanciy chromatino
remodeliacijos komplekso SWI/SNF pamatinj baltyma. ARID1A yra antras
dazniausiai mutuotas genas KV, jo mutacijos yra dazniausios Sviesiy lasteliy
karcinomos atvejais (iki 70 %) (Yachida et al., 2020), tafiau itin retos
serozinio KV atvejais, kadangi ARID1A pakitimai retai nustatomi kartu su
TP53 mutacijom, kurios yra randamos didziojoje dalyje HGSOC naviky. Pats
SWI/SNF kompleksas jungiasi su p53 per ARID1A baltymo C gala, o toks
kompleksas jungiasi prie CDKN1A ir SMAD3 promotoriy, taigi ARID1A kartu
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su TP53 apsaugo lasteles nuo kancerogenezés aktyvuodami naviky
supresorius (Guan et al., 2011). ARID1A geno sasaja su TP53 taip pat gali buti
vienas i§ veiksniy, paaiSkinanc¢iy ARID1A mutacijy teigiamg koreliacijg su
ilgesniu iSgyvenamumu — Siame tyrime KV atvejai su ARID1A mutacijom
pasizyméjo gerokai ilgesniu iS§gyvenamumu, nei atvejai be mutacijy. Be to,
ARID1A mutacijas turin¢ioms pacientéms reciau pasireiskia atsparumas
vaistams ir galima taikyti daugiau skirtingy gydymo strategijy (Hein et al.,
2024).

ARID1A mutacijos dazniausiai lemia IRNR ir baltymo kiekio
sumazéjima (p = 0,03) (Shen et al., 2018). ta¢iau §i sgsaja nustatoma ne visais
atvejais: manoma jog ARID1A baltymo raiskos praradimui reikalinga abiejy
aleliy inaktyvacija, galimai ne tik per mutacijas, bet ir per epigenetinius
mechanizmus (Yachida et al., 2020). ARID1A baltymo raiSkos praradimas
taip pat negali biiti paaiskintas vien mutacijomis: 11 % Sviesiy lasteliy ir 9 %
endometrioidinio tipo KV atvejy neturi ARID1A baltymo raiSkos nepaisant
to, kad $iuose atvejuose nenustatytos ARID1A geno mutacijos (Wiegand et al.,
2010). Nors atlikto tyrimo metu nebuvo nustatyta statistiSkai patikimy
ARID1A geno raiskos sgsajy nei su geno promotoriaus metilinimu, nei su
mutacijomis, ta¢iau abiem atvejais nustatytas Siek tiek maZesnis ARID1A
iRNR raiskos lygis atvejuose su promotoriaus metilinimu ar geno sekos
pakitimais. Todél nustatytoms sgsajoms jvertinti reikéty atlikti didesnio masto
eksperimentus bei jvertinti ARID1A baltymo raiska, taciau galima pastebéti,
jog tiek mutacijos, tieck promotoriaus metilinimas gali turéti jtaka ARID1A
geno raiskai.

Nors ARID1A atveju néra publikuoty kPGR ar RNR sekoskaitos rezultaty
kiausidziy naviky méginiuose, ARID1A iRNR analiz¢é in situ hibridizacijos
metodu 63 Sviesiy lasteliy KV ir 43 endometrioidinio tipo KV FFPE audiniy
imtyje nustaté¢ nedidel¢ ARID1A raiska 46 % Sviesiy lasteliy KV ir 35 %
endometrioidinio tipo, kai endometriozés grupéje (n = 30) nedidelé ARID1A
rai$ka nustatyta tik 30 % atvejy. Sviesiy Iasteliy KV grupéje ARID1A iRNR
koreliavo su FIGO stadija (p = 0,03) ir bendru isgyvenamumu (p = 0,04) (Liu
et al.,, 2017). Pilotinio tyrimo metu analizuojant ARID1A iRNR raiska
kontroliniuose (13 atvejy, gimdos kiino audiniai) su endometrioze susijusiais
KV (4 atvejai, $viesiy lasteliy ir endometrioidinis KV) ir su endometrioze
nesusijusiais KV (6 atvejai, serozinis ir mucininis KV) nustatytas raiskos
sumazéjimas su endometrioze susijusiuose KV atvejuose (p =0,02), tatiau
patikimo raiskos padidéjimo mucininiuose ir seroziniuose navikuose
nenustatyta (Winarto et al., 2017).

Sekoskaitos tyrimy metu Lietuvoje gydyty KV pacienciy imtyje (n = 50)
nustatéme ARID1A sekos pakitimus 19 % (6 / 32) HGSOC ir 67 % (6 / 9) kity
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KV atvejy. Nors Sie pakitimai nebuvo aprasyti kaip patogeninés mutacijos
ClinVar duomeny bazgje, 4 /10 nustatyty pakitimy yra rémelio poslinkio ar
nonsense mutacijos, taigi turi didele tikimybe sutrikdyti baltymo seka. Taip
pat dviejuose atvejuose — viename Sviesiy lasteliy KV ir viename
endometrioidinio tipo KV atvejuose, kartu su ARID1A sekos pakitimais,
nustatytos patogeninés CTNNB1 mutacijos. FBXW7 geno mutacijy KV
audiniuose nenustatéme, kaip ir §iy tirty geny mutacijy gerybiniy pakitimy
audiniuose. Greta ARID1A nustatyti pakitimai CTNNB1 nestebina: tik
ARID1A pakitimy daznai nepakanka KV formavimuisi, todel Salia ARID1A
mutacijy daznai pastebimi kity signaliniy keliy geny, ypa¢ PI3K signalinio
kelio geny PIK3CA ir KRAS komutacijos, ta¢iau dazni ir kity geny pakitimai
(Yachida et al., 2020).

Siame darbe, tick gerybiniy pakitimy, tiek KV audiniuose nustatytas
panaSus ARID1A promotoriaus metilinimo statusas (atitinkamai 43 ir 44 %).
HGSOC atvejais, nustacius ARID1A geno raiskos sgsajos su FIGO stadija
tendencija (p = 0,05), ARID1A promotoriaus metilinimo statuso analizéje taip
pat nustatyta teigiama sasaja su FIGO stadija (p = 0,048), kur didziausios
stadijos (FIGO 1V) navikuose nustatyta didziausias metilinty atvejy skai¢ius
ir maziausia raiska. Palyginus metilinimo tyrimy rezultatus su kity autoriy
darbais, ARID1A sumaz¢jusi raiska ir teigiamas promotoriaus metilinimo
statusas nustatomas endometriozés atvejais, palyginus su normaliu gimdos
audiniu (30 poriniy atvejy). Endometriozés lastelése padidéjes ROS kiekis
lémé didesng DNTM1 iRNR ir baltymo raiska, kuri koreliavo su didesniu
ARID1A promotoriaus metilinimu (Xie et al., 2017). Nors $iuo metu
literatiiroje néra tiksliniy moksliniy studijy, kurios buty analizave ARID1A
promotoriaus metilinimg KV atvejais, tafiau invazinés kriities latakéliy
karcinomos atvejais, nustatyta ne tik sumazé&jusi ARID1A geno raiska,
palyginus su normaliais krtties audiniais (maZa raiska nustatyta 58 % atvejy),
bet ir statistiSkai patikimai didesnis promotoriaus metilinimo Statusas
(p <0,001) ir didesnis represyvios histony Zymés H3K27me3 daznis (Zhang
etal., 2013).

4.3 HOX seimos geny promotoriy metilinimo statuso palyginimas su kitais
tyrimais

Tyrimo metu buvo pasirinkta tirti geny promotoriy metilinimo statusus,
kurie iki Siol nebuvo i§samiai aprasyti KV audiniuose. Visy trijy tirty HOX
Seimos geny promotoriy metilinimas buvo statistiskai patikimai daznesnis KV
atvejuose, palyginus su gerybiniy pakitimy audiniais (p < 0,04), kadangi ALX4
ar CDX2 promotoriy metilinimu pasiZyméjo vos po vieng gerybiniy pakitimy
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atvejj (atitinkamai kiauSidés cista ir gerybiné mucininé cistadenoma -
gerybinis kiausdidés navikas), o HOPX atveju nei viename i§ gerybiniy
pakitimy nenustatytas promotoriaus metilinimas. Tiesa, ir KV atvejais Siy
geny metilinimas buvo nustatytas mazdaug pus¢je atvejy — didziausias
metilinimas nustatytas CDX2 atveju (55 %), maziausias — HOPX (39 %), o
ALX4 promotoriaus metilinimas nustatytas puséje (50 %) naviky audiniy.

ALX4 promotoriaus metilinimas iki Siol nustatytas MSP metodu 69,5 %
(75 / 108) kriity naviky, ta¢iau nenustatytas normaliuose kriities audiniuose
(0/ 8) (Yang et al., 2017). Storosios Zarnos navikuose ALX4 promotoriaus
metilinimas nustatytas 68 % (17 / 25) atvejy, taciau tik 12 % (3 / 25) normaliy
pacienty kraujo méginiy, $is skirtumas buvo statistiSkai patikimas (p < 0,001)
ir atskyré storosios Zarnos vézio pacientus su 88 % jautrumu ir 68 %
specifiSkumu (Salehi et al., 2015). Palyginus, masy tyrime, ALX4 metilinimas
atskyré KV atvejus nuo gerybiniy pakitimy su 50 % jautrumu, taciau didesniu
89 % specifiskumu. Plauciy vézio atveju ALX4 promotoriaus metilinimas
nustatytas panasiu dazniu kaip ir Siame darbe tirtoje kiausidziy imtyje: 55 %
(54 / 98) pirminiy plauciy naviky ir nei viename i§ normaliy plauciy audiniy
(0/20) (Liu et al., 2014). TCGA ir GEO duomeny baziy kiausidziy audiniy
metilinimo duomeny analizé parodé, jog ALX4 promotoriaus metilinimas
buvo vienas i$ labiausiai su atsparumu chemoterapijai susijusiy biozymeny
(SR = 16.46, p =0,04), taciau platesnés ALX4 metilinimo analizés iki $iol
kiausidZiy navikuose nebuvo atlikta (Duan et al., 2024).

CDX2 geno promotoriaus metilinimas iki Siol tirtas storosios Zarnos
vézio atveju ir sieké 71,67 % (43 / 60) storosios zarnos vézio, 55 % (33 / 60)
gerybiniy pakitimy bei 16,67 % (10 / 60) sveiky pacienty grupéje (p < 0,001)
ir koreliavo su CDX2 geno raiSka. CDX2 metilinimo lygis taip pat teigiamai
koreliavo su naviko stadija ir buvo nepriklausomas prognostinis veiksnys
bendram i$gyvenamumui (SR = 0,23, p = 0,01) (Wang et al., 2018). Plauciy
véZio atveju taip pat nustatytas CDX2 promotoriaus metilinimas (55,45 %, 61
/ 110 atvejy), taciau nenustatytas nei viename i§ 5 normaliy plauciy audiniy
(Liu et al., 2012), taigi plauciy navikuose nustatomas panasus CDX2
promotoriaus metilinimo daznis kaip ir kiauSidziy navikuose.

HOPX geno promotoriaus metilinimas $io tyrimo KV audiniy imtyje
buvo maziausias, palyginus su kitais genais, taiau kituose navikuose
nustatoma didesnis HOPX geno metilinimas: storosios zarnos vézio atveju
nustatytas metilinimas 62,5 % (10/16) navikuose, bet nei viename i§ poriniy
normaliy audiniy (0 / 16), MSP metodu jvertintas HOPX metilinimo lygis
gebéjo atskirti 99 storosios Zarhos audinius nuo 98 normaliy audiniy su
AUC = 0,85, 100 % specifiSkumu, bet tik 56,6 % jautrumu (Katoh et al.,
2012). Palyginus, Sio tyrimo imtyje HOPX taip pat pasiZzyméjo nedideliu
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jautrumu (39%) taciau 100 % specifiskumu. Skrandzio véZzio atveju nustatytas
HOPX promotoriaus metilinimas 84 % (67 / 80) naviky ir tik 10 % (8 / 80)
normaliy audiniy (p <0,001) (Ooki et al., 2010). HOPX promotoriaus
metlinimas ir sumaz¢jusi geno raiSka taip pat nustatyta ir kriities, galvos ir
kaklo, gimdos kiino, kepeny bei skrandzio navikuose (Gokulan et al., 2022),
todél galima daryti iSvadg, jog HOX genai yra ne tik KV bet ir daugelio naviky
supresoriai.

4.4 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiskos biozymeny
palyginimas su kitais tyrimais

Ankstesniy tyrimy duomenimis, EXO1 geno raiska buvo statistiskai
patikimai didesné motery navikuose (krities, gimdos kaklelio, kiausidziy,
gimdos kiino navikuose — TCGA kohorty kombinuotoje imtyje) palyginus su
GTEx audiniais (p < 0,001), 0 kiausidziy vézio imtyje EXO1 geno raiska
gebéjo atskirti TCGA nuo GTEx imties su AUC = 0,993, tac¢iau EXO1 sasajy
su klinikiniais rodikliais TCGA-OV imtyje nenustatyta (Yu & Wu, 2025).
EXOL1 yra ne tik potencialus diagnostinis biozymuo, bet ir potencialus taikinys
veézio terapijoje. BRCALl mutacijas turinCiuose kiausidziy navikuose yra
nustatoma didesné EXO1 raiska, tai svarbu, nes navikai, prarade veikiancig
BRCAL, turi pasikliauti viengrandziy triikiy DNR reparacijos sistema, kurioje
dalyvauja ir EXO1 koduojamas baltymas. Nuslopinus EXO1 raiska BRCAL
mutacijas turinciose lgstelése, trikty dviejy reparacijos sistemy, todél Sios
lastelés neisgyventy (van de Kooij et al., 2024).

Kitas DNR pazaidy reparacijos genas, atrinktas regresijos algoritmy,
RAD50, koduoja baltymg MRN (Mrell-Rad50-Nbsl) komplekse,
atsakingame uz dvigrandziy trikiy aptikima ir ATM pritraukima prie
nutrikusiy DNR galy, todél dalyvaujanc¢iame nehomologiniame galy
sujungime ir homologinés rekombinacijos reparacijoje. Apie 18 % KV
pacienéiy, kurioms nustatomos BRCAL1/2 geny mutacijos taip pat turi ir
RADS0 iskrita, kuri gali lemti sumazéjusig geno raiska: Sie atvejai yra siejami
su geresniu iSgyvenamumu, o RAD50 raiskos nuslopinimas padiding lasteliy
atsakg j olaparibg ir cisplating (Zhang et al., 2016).

PPT2, lizosomy baltyma, koduojancio geno raiSka KV atvejais nustatyta
statistiSkai patikimai mazesné ne tik Siame tyrime, bet ir TCGA-OV / GTEx
analizéje ir dar keturiose GEO duomeny bazés duomeny rinkiniuose, bei
patvirtinta 45 KV ir 9 normaliy kiau$idziy audiniy imtyje kPGR metodu
(p <0,001). Maza PPT2 iRNR raiska TCGA, GEO ir tyrimo metu analizuoty
pacienc¢iy imtyse buvo susijusi su trumpesniu iSgyvenamumu bei jautrumu
chemoterapijai ir koreliavo su padidéjusiu imuniniu aktyvumu, imuniniy
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lasteliy infiltracija | audinj, todél pacientés su sumazéjusia PPT2 raiSka
galimai turéty teigiamg atsaka j imunoterapijag. OVCARS ir OVCA433 Iasteliy
linijose PPT2 sumazéjusi raiska didino lgsteliy proliferacijg ir invazija, todél
manoma, jog PPT2 navikuose gali prisidéti prie metastaziy skatinimo (Xu et
al., 2024).

LUC7L2 geno, koduojantio RNR splaisingo baltymg, iRNR buvo
jitraukta | KV prognostinio modelio, suformuoto i§ RNR prisijungianciy
baltymy iRNR, algoritma. Pacio LUC7L2 sumazéjusi raiSka GSE3149 imtyje
sigjosi su mazesniu iSgyvenamu (SR = 0,52, 95 % PI: 0,30-0,87, p=0,01), o
LUC7L2 baltymo raiska KV audiniuose buvo silpna (He et al., 2021), kaip ir
LUC7L2 geno raiska $io tyrimo imtyje.

Plakofilino 3 geno (PKP3), koduojancio desmosomy baltymus, funkcija
daznai yra siejama su lasteliy proliferacija, nes PKP3 baltymas gali susijungti
su fosforilintu RB baltymu citoplazmoje, taip padidinant E2F1 transkripcijos
veiksnio aktyvuma ir lastelés tranzicija i§ G1 i S faze (Mller et al., 2023).
PKP3 raiskos analizé imunohistocheminiu metodu 157 KV audiniuose parodé
PKP3 raiska 81 navike (51,6 % atvejy), o didel¢ PKP3 raiska buvo siejama su
metastazémis j limfmazgius, didesne FIGO stadija ir 14 ménesiy trumpesniu
bendru iSgyvenamumu (SR = 1,60, 95 % PI: 1,01-2,53, p = 0,04). Atitinkamai
PKP3 didesn¢ geno raiska taip pat buvo siejama su prastesniu i§gyvenamumu
ir Siame tyrime. GEPIA duomeny bazés analizés duomenimis PKP3 geno
padidéjusi raiska taip pat buvo susijusi su trumpesniu bendru i§gyvenamumu
(PR = 1,4, p = 0,004) (Qian et al., 2019). Plakofiliny (PKP1, PKP2, PKP3)
iRNR raiska yra padidéjusi visuose KV tipuose nuo HGSOC iki mucininiy,
endometrioidiniy, mucininiy ir Sviesiy lasteliy naviky, o PKP3 baltymo raiska
buvo susijusi su bendru iSgyvenamumu, iSgyvenamumu iki ligos atkry¢io,
navikg infiltruojanéiy limfocity ir imunomoduliatoriy kiekiu (Gao et al.,
2020). Taigi PKP3 raiska gali daryti jtakg pacien¢iy iSgyvenamumui ir atsakui
] imunoterapijg ir yra potencialus prognostinis KV biozymuo.

CDCAS5 - lgstelés ciklo baltyma koduojantis genas, kurio raiska, kity
tyrimy metu taip pat nustatoma padidéjusi KV atvejais: imunohistochemijos
analizé parodé CDCAS baltymo raiskos padidéjima 54 % (146 / 269) KV
audiniy, teigiama koreliacija nustatyta su FIGO stadija, likutiniu naviku ir
serumo CA 125 koncentracija. GSE17260 imtyje CDCADS raiska koreliavo tiek
su bendru isgyvenamumu (SR = 1,55, p=0,03), tick su PFS (SR = 1,41,
p =0,02) (X. Chenetal., 2023). Toje pacioje studijoje 91 epitelinio kiausidziy
vézio ir 30 normaliy kiauSidziy audiniy analizéje kPGR metodu nustaté
reikSminga (p < 0,001) raiSkos padidé¢jimg KV atvejais. A2780 ir SKOV3
lasteliy linijjose CDCADS raiska taip pat buvo nustatyta didesné uz normaliy
kiausidziy Igsteles, o CDCAS raiskos nuslopinimas lémé sumazéjusia lasteliy
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proliferacija ir sustabdé lgsteliy cikla G2/M stadijoje (X. Chen et al., 2023).
CDCADS geno padidéjusi raiska nustatyta ir Siame darbe. Taigi CDCAS skatina
su lasteliy proliferacija ir yra susijes su Igstelés ciklo sutrikdymu, o baltymo
ir geno raiska yra potencialiis prognostiniai ir diagnostiniai bioZymenys.

Nors su GoldZio aparatu susijusio transkripcijos veiksnio ZFPL1 raiska
iki Siol itin mazai tirta motery navikuose, gimdos kiino navikuose ir lgsteliy
linijoje RL95-2, ZFPL1 geno ir baltymo padidéjusi raiska lémé proliferacija,
galimai per PI3K/Akt signalinio kelio sutrikdyma (Cai et al., 2018) nors Siame
tyrime nustatyta sumaz¢jusi geno raiska kiausidziy navikuose, taigi geno bei
baltymo raiska galimai priklauso ir nuo lokalizacijos.

Vakuoliy baltymy sortiravimo veiksnj koduojancio geno VPS33B raiska
taip pat menkai tirta KV atveju, nors Siame tyrime nustatyta mazesné VPS33B
raiSka KV nei gerybiniuose pakitimuose, taciau kity tyrimy metu VPS33B
baltymo raiSka yra nustatoma padidéjusi KV audiniuose, palyginus su
normaliu kiau$idziy audiniu (nustatyta 75,4 % KV ir 51,1 % normaliy audiniy,
p < 0,001). Padidéjusi raiska buvo susijusi su lgstelés ciklo sutrikimu G1
stadijoje, SKOV3 ir OVCAR3 KV lasteliy augimu ir rezistentiSkumu
cisplatinai bei augimo veiksnio EGFR/PI3K/AKT/c-MY C/p53/miR-133a-3p
kelio inhibicija (Ning et al., 2021). Geno raiskos skirtumai, palyginus §j darba
su kitais tyrimais, galéjo atsirasti deél skirtingy kontroliniy méginiy arba
méginiy imties skirtumy.

Augimo receptorius prisijungiant] baltyma koduojancio geno GRB7
raiSka nustatyta padidéjusi tiek Sio darbo KV audiniy imtyje, tick TCGA-OV
/ GTEx, tiek ir GEO duomeny bazés studijose (GSE6008, GSE36668,
GSE66957, p<0,001), be to, baltymo raiska taip pat padidéjusi KV
audiniuose remiantis cProCite duomeny bazés informacija. GRB7 raiska
TCGA duomenyse taip pat buvo susijusi su iSgyvenamumu (PR = 0,66,
p =0,002). GRB7 padidéjusi raiska teigiamai koreliavo su M2 makrofagy
kiekiu todél buvo laikoma imunosupresyvia: pelése, veikiamose imuninés
patikros taSko blokados gydymu, GRB7 raiska buvo sumazéjusi j terapija
nereguojanciose pelése. OVCARS3 lasteliy linijoje GRB7 iSveiklinimas 1émé
sumaz¢jusig lasteliy migracija ir proliferacija. Taigi GRB7 yra potencialus
taikinys siekiant padidinti KV Igsteliy jautrumg imunoterapijai (Wen et al.,
2024). SKOV3 lasteliy linijoje, auginamoje ant zmogaus venos endotelio
lasteliy (HUVEC) GRB7 raiskos slopinimas sumazino HUVEC lgsteliy
proliferacija, migracija, invazijg ir tubuliy formavimasi, per vaskuliarinio
endotelio augimo veiksnio A (VEGFA) raiskos ir sekrecijos sumazinima,
todél GRB7 kiausidziy lastelése galimai skatina angiogeneze ir yra potencialus
taikinys terapinéms intervencijoms (Q. Xu et al., 2021). Daugelyje naviky
GRBY7 padidéjusi raiska nustatoma kartu su kito onkogeno ERBB2, lokalizuoto
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netoli GRB7 genomo sekoje, padidéjusia raiSka, kuri siejama su maZesniu
iSgyvenamumu ir didesne ligos atsinaujinimo rizika. GRB7 / ERBB2
koamplifikacija siejama su lgsteliy proliferacija, migracija. GRB7 yra
laikomas potencialiu kriities vézio atsinaujinimo bioZymeniu, be to, kuriami
peptidai, kurie jungtysi prie GRB7 ir inhibuoty GRB7 signalinj kelig (Chu et
al., 2019). KV atveju GRB7 taip pat turi prognostinj potencialg, kadangi $is
genas buvo jtrauktas ] su streso—granulém susijusiy geny prognostinj
algoritmg (Chen et al., 2024).

Transkripcijos elongacijos veiksnj koduojancio geno TCEAL4 iRNR,
kuri miisy tyrime pasizyméjo sumazéjusia raiSka KV atvejuose, taip pat buvo
jtraukta j su hipoksija susijusiy geny KV prognostinj algoritmg, sukurtg
naudojantis GSE duomeny imtimis. TCEAL4 raiska buvo nepriklausomas
prognostinis biozymuo GSE duomeny imtyse (SR = 0,22, p = 0,005) (Sheng
& Bai, 2022). TCEALA4 taip pat buvo identifikuotas kaip vienas i§ geriausiy
100 geny, kuriy raiska padidéjusi mucininio, endometrioidinio ir $viesiy
lasteliy tipy navikuose, palyginus su normaliais kiausidziy audiniais
naudojantis kombinuotais mikrogardeliy duomeny rinkiniais (Chang et al.,
2016).

4.5 Biozymeny kombinacijy palyginimas su kitais tyrimais

KV yra heterogeniska liga: net vienos histologinés grupés kiausidziy
navikai gali pasizyméti skirtingais genetiniais pozymiais ir ligos eiga.
Pavyzdziui, nors TP53 yra laikomas pagrindiniu HGSOC genetiniu pozymiu,
taciau tik 79 % (23 / 29) tirtos imties HGSOC méginiy pasizyméjo §io geno
patologinémis mutacijomis (Zilovi¢ et al., 2023). Pavieniai bioZzymenys
daznai pasiZymi mazu jautrumu arba specifiSkumu: jei biozymuo tiksliai
nusako ligos fenotipg, toks biozymuo gali neatskirti ligos su netipiniais
pozymiais, taCiau biozymenys, kurie nusako bendras molekulines ligos
priezastis, yra nespecifiski, jei molekuliniai mechanizmai, kuriuos biozymuo
nusako, dalyvauja ir kituose organizmo procesuose (Heinzel et al., 2014).
Keliy biozymeny, atspindinCiy skirtingus ligos aspektus kombinacijos gali
pasizyméti didesniu jautrumu ir specifiSkumu, kadangi kombinuojant
bioZymenis sumazinama bioZymens variabilumo rizika, bei ligos
heterogiSkumo keliama problema, kai to paties tipo navikai pasizymi
skirtingais genetiniais poky¢iais.

Sio tyrimo metu logistinés ir kokso regresijos buvo panaudotos
kombinuoti skirtingus bioZymenis, remiantis hipoteze, jog keli biozymenys
kartu turés didesne diagnosting ar prognosting galia nei Zymenys atskirai.
Tokia logika jau naudojama diagnostiniuose KV algoritmuose kombinuojant
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kraujo serumo biozymenis (pavyzdziui CA125 ir HE4 kombinuojantis ROMA
jvertis), taciau iki Siol tokios kombinacijos nepasieké 100 % specifiskumo,
reikalingo diagnostiniams testams (Dochez et al., 2019). Nors pavieniai
biozymenys misy tyrime pasizyméjo auksta diagnostine verte (CTNNB1
AUC = 0,97, GRB7 AUC = 0,99), tac¢iau kombinuojant bioZymenis, buvo
pasiektas pilnas (AUC = 1,00) HGSOC ar KV atvejy atskyrimas nuo
gerybiniy pakitimy naviky, o pavieniai bioZymenys, nors ir specifiniai KV
(daugelio biozymeny specifiskumas 100 %), taciau neturéjo idealaus jautrumo
(CTNNBL1 jautrumas = 83,9 %, GRB7 jautrumas = 91,8 %), taigi biozymeny
kombinavimas gali padidinti potencialaus diagnostinio testo jautrumg ir
diagnosting vertg.

Kombinuojant biozymenis, pasiektos didesnés AUC reikSmés tiek
atskiriant HGSOC ar KV nuo gerybiniy naviky, tiek siekiant atskirti HGSOC
atvejus nuo kity KV, palyginus su pavieniais biozymenimis. Pastaruoju
atveju, metilinimo ir geny raiskos biozymeny kombinacija pasieké didesnj
jautrumg nei tik geny raiSkos biozymeny kombinacijos (14 bioZymeny
kombinacijos AUC = 0,96, jautrumas = 0,86, specifiskumas = 0,92, 10-ties
literatiiros analize atrinkty bioZymeny AUC = 0,87, jautrumas = 0,78,
specifiskumas = 0,86, o geriausios statistiniais metodais atrinkty biozymeny
kombinacijos RAD50, PKP3, CDCAS5, ZFPL1, VPS33B ir TCEAL4 AUC =
0,94, jautrumas = 0,78 ir specifiskumas = 1,00). Siekiant didesnio
prognostinio potencialo skirtingy biozymeny grupiy — geny promotoriy
metilinimo ir geny rai$kos kombinavimas taip pat parodé stipresn¢ s3saja su
bendru iSgyvenamumu, bei 0,05 ploto vienety didesniu AUC nei tik
hipotezémis parinkty geny raiskos biozymeny modelis. Todél skirtingy
biozymeny kombinacijos turi didesnj prognostinj potencialg ir turi potenciala
geriau atspindéti skirtingus ligos aspektus ir atskirti heterogeniskas naviky
grupes, kaip kad ne HGSOC tipo naviky atveju. PanaSius rezultatus gauna ir
kiti vézio multiominiai modeliai: kepeny vézio laisvai cirkuliuojan¢ios DNR
KRAS mutacijy kombinacija kartu su serumo biozymenimis CA19-9, CEA,
HGF ir OPN pasieké 64 % jautrumg ir 99,5 % specifiSkumg, o maziausiy
naviky grupéje (mazesniy nei 1,5 cm) tokia kombinacija nustaté 46 % atvejuy,
kai tik serumo biozymeny kombinacija nustate 38 %, o KRAS mutacija tik
21 % atvejus (Cohen et al., 2017). Priesinés liaukos vézio atveju serumo
bioZzymens sPD-L1 ir $lapimo nuosédy geny AR, PSMA ir PCA3 raiskos
kombinacija padidino pT3 stadijos naviky atskyrima nuo pT2 ir pT1 stadijy
naviky (tik geny raiskos zymeny kombinacijos AUC = 0,74, kombinacijos su
sPDL-L1 AUC = 0,94) (Zvirblé et al., 2025).

Didesnis modelyje jtraukiamy biozymeny kiekis nebttinai reiské didesng
diagnosting ar prognosting verte: atliekant statisting TCGA-OV ir GTEx
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kiausidziy audiniy duomeny analizg, geriausia prognostine verte pasizyméjo
modeliai jtraukiantys tarp 7 ir 97 bioZymeny, taciau analizuojant diagnosting
biozymeny kombinacijy verte $io darbo imtyje vos dviejy biozymeny, atrinkty
naudojant statistinés analizés algoritmus, kombinacijos pilnai atskyré KV nuo
gerybiniy naviky, kaip ir didesnés kombinacijos, taciau palyginus su HGSOC
atskyrimu nuo kity KV atvejy, 10 geny raiskos biozymeny kombinacija
pasizyméjo mazesniu AUC nei 6 geny raiSkos biozymeny RAD50, PKP3,
CDCA5, ZFPL1, VPS33B ir TCEAL4 kombinacija. Daugiau Zzymeny
jtraukiantys modeliai turi didesn¢ rizika pernelyg gerai prisitaikyti prie
mokymosi duomeny ir neatitikti testavimo — §iuo atveju visi 10 bioZymeny
labiau pritaikyti HGSOC atskyrimui nuo gerybiniy pakitimy, nei KV tipy
atskyrimui tarpusavyje ar iSgyvenamumo prognozei. Nors deSimties
statistiniais metodais atrinkty Zymeny kombinacija testavimo imtyje nebuvo
susijusi su iSgyvenamumu, mokymosi imties nuo laiko priklausomos ROC
kreivés, prognozuojant penkeriy mety isgyvenamumg AUC (0,68) i$ esmés
atitiko dalies kity literatiiroje aprasyty modeliy AUC, kurie variavo nuo 0,62
iki 0,80 (Lentelé 1.2), 0 maZesnéje audiniy imtyje pasiektas dar didesnis AUC
(0,82). Nors testavimo imtyje (prie§ bioZymeny parinkimg atskirtoje nuo
neatsikartojo, svarbu pastebéti, jog tiek mokymosi, tiek testavimo imtyje
atskiriant vézinius audinius nuo sveiky kiausidziy audiniy, tiek Sio tyrimo
audiniy imtyje atskiriant KV nuo gerybiniy ginekologiniy pakitimy audiniy,
nustatyti ne tik geny raisSkos skirtumai, bet ir vienodos geny raiskos pakitimy
kryptys (pvz. EXOL1 raiska padidéjusi KV audiniuose tiek Sio darbo imtyje
palyginus su gerybiniais navikais, tick KV audiniuose palyginus TCGA-OV
imtis su GTEx imtimis). Taip pat nustatytos ir vienodos TCEAL4 geno raiskos
tendencijos su naviko diferenciacijos laipsniu tieck TCGA—OV mokymosi tiek
miisy audiniy imtyse, nors statisti$kai patikimos koreliacijos su diferenciacijos
laipsniu nebuvo nustatyta testavimo imtyje. Skirtumai su testavimo imtimi ir
kitais tyrimais galéjo susidaryti dél palyginti mazo tiriamyjy skai¢iaus miisy
tyrimo audiniy imtyje, sumazinancio statisting galig.

Gauti rezultatai suteikia nemazai vilties, jog tiek ARID1A, Notch ir Wnt
signaliniy keliy geny, tieck HOX Seimos geny promotoriy ar statistinés analizés
algoritmais atrinkti su jvairiomis vézio funkcijomis susijusiy geny raiskos
biozymenys ir jy kombinacijos galéty buti panaudoti kaip potencialis KV
diagnostiniai ar prognostiniai Zymenys, taciau siekiant pritaikyti Siuos
biozymenis klinikingje praktikoje yra reikalinga atlikti didesnés imties
tyrimus. Sio darbo imtis turéjo keleta trikumuy, j kuriuos verta atsizvelgti
vertinant rezultatus: Lietuvoje gydyty kiausidziy vézio ir gerybiniy kiausidziy
pakitimy audiniy imtis buvo gana nedidelé ir nesubalansuota — jtraukti 39
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HGSOC pacien¢iy méginiai, ta¢iau kaip kontrolinéms grupéms prieinami
buvo tik 14 kity, ne HGSOC tipo, KV méginiy ir 9 gerybiniy pakitimy
audiniai. Sie skirtumai atsirado dél gerokai daznesnio HGSOC tipo naviky
nustatymo, palyginus su kitais navikais. Taip pat tyrimo imtis neturéjo ne
véziniy audiniy kiau$idziy, kaip kad GTEx kohortoje, vietoje to buvo
naudojami gerybiniy kiausidziy pakitimy audiniai. Ateityje biity galima atlikti
tyrimus su kiauSintakiy audiniais ar nepakitusiais kiausidziy audiniais. Nors
audiniuose pasirinkti biozymenys pasizyméjo diagnostiniam  testui
reikalingais jautrumo ir specifiSkumo rodikliais, taciau idealus diagnostinis
testas, pritaikytas prevencinéms vézio programoms, turéty biiti atlieckamas
kaip jmanoma maziau invazyviai — kiino skys¢iy méginiuose. Todél gauti
biozymenys ir jy kombinacijos, siekiant pritaikyti jas klinikinéje praktikoje
vézio patikros programy testams, turéty buti toliau tiriamos didesnése,
skystosios biopsijos duomeny imtyse.
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ISVADOS

1. Literatiiros analize pasirinkto CTNNB1 geno raiska nebuvo prastesnis
biozymuo atskiriant HGSOC atvejus nuo gerybiniy kiau$idZiy pakitimy nei
statistine duomeny analize atrinkto GRB7 raiska (p > 0,05).

2. GRB7 geno raiska pasizymi diagnostiniu potencialu (AUC = 0,99), 0
NOTCH3 prognostiniu potencialu (p = 0,048).

3. Biozymeny kombinacijos (TCEAL4 ir GRB7) geba pilnai atskirti
HGSOC ir gerybinius kiausidziy pakitimus (AUC = 1), o 10—ties statistiniais
metodais parinkty geny raiskos Zymeny kombinacija turi prognosting verte
(AUC = 0,82).

4. CTNNB1, FBXW7, NOTCH1, NOTCH2, RAD50, VPS33B ir GRB7
geny raiska bei ARID1A geno promotoriaus metilinimas rodé sasaja su naviko
stadija HGSOC atvejais, 0 HES1, CTNNB1, TCEAL4 geny raiska rodé s3saja
su KV diferenciacijos laipsniu (p < 0,05).
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Priedy lentelé 1. Geny raiskos tyrimy pradmeny sekos (tgsinys)
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°C ilgis, nt ilgis, nt saltinis
Tiesioginis CCTCGTGGCTCCCTATGAAG 66,2 60 20 (Zhou et al.,
EXO1 Atvirkstinis | AGGAGATCCGAGTCCTCTGTAA 63,4 50 22 93 NM_003686.4 2014)
Tiesioginis TACTGGAGATTTCCCTCCTGG 64,5 524 21 (He et al.,
RADSO ) wirkstinis | AGACTGACCTTTTCACCATGC 635 | 476 |21 228 NM_0057324 | 541
Tiesioginis ACCATCCCAATGCCACAGTA 65,5 50 20 (Yuan et al.,
PPT2 Atvirktinis | CAACCCAAAAGAATCCCGCA 692 |50 |20 185 NM_IS8TI7:3 1 2020)
Tiesioginis GGAGATACAACTCGTCAACGAAT 63,5 43,5 23 primerbank
Luc7L2 Atvirkstinis | CCGCTCTTAAAGCCAGGTCA 66,7 55 20 148 NM_001270643.2 i47446677c
Tiesioginis TGATGAGCTTCGCAAAAATG 64,2 40 20 (Breuninger
PKP3 Atvirkstinis | CTGAGAGGCTGAGCTGAGGT 64,4 60 20 223 NM_007183.4 etal., 2010)
Tiesioginis AGAAAGTCAGGCGTTCCTACAG 63,9 50 22 Xuetal.,
CDCAS Atvirkstinis | GGGAGATTCCAGGGAGAGTCAT 66,9 54,5 22 210 NM_080668.4 2019)
Tiesioginis GCCAAGTGCATCGTCCAGT 66,8 57,9 19 primerbank
ZFPLL Atvirkstinis | AAAGAGATCATAGCAGACAAGGC 62,9 43,5 23 126 NM_006782.4 62857884¢c2
Tiesioginis | ATGAGCCCTTTGGATCGAATTG 68,2 45,5 22 (Liang et al.,
VPS33B Atvirkstinis | ATGCGGGGTCTGACCAAGA 68,4 57,9 19 131 NM_018668.5 2019)
Tiesioginis GCCTTCCGCCTCTTCAAGTA 65,8 55 20 (Gotovac et
GRBY Atvirktinis | CACTTCTCAAGGGTGGGGAG 663 | 60 20 106 NM_0033105 | 3 "r000)
Tiesioginis GAAAAGGAGGGGAAATCTCG 64 50 20 (Akaishi et
TCEALA i Wvirktinis | GGCTTTCTCTCGTCTTGTGG 643 |55 |20 11 NM_001300901.2 1 3 "5006)
Tiesioginis GAAGGTCGGAGTCAACGGATTT 67,6 50 22 (Herrera-
GAPDH | Avirkstinis | ATGGGTGGAATCATATTGGAAC 637 | 409 |22 148 NM_002046.7 goe%‘ig)et
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Priedy lentelé 2. MSP tyrimy pradmeny sekos

Genas

Pradmuo

Seka (5‘— 3¢) (ParysKinti citozinai CpG
salose)

Tm CG%
°C

Prademens
ilgis, nt

Produkto
ilgis, nt

Geno seka

Pradmeny
sekos
Saltinis

ALX4

Metilintos
sekos
tiesioginis

GTTAGGTATGAATGTTGAGATTTGC

61,8 36

25

Metilintos
sekos
atvirksStinis

GAATCCCTATACTTTAACGACGAC

61 41,7

24

178

Nemetilintos
sekos
tiesioginis

TAGGTATGAATGTTGAGATTTGTGT

60,7 32

25

Nemetilintos
sekos
atvirksStinis

CAAATCCCTATACTTTAACAACAAC

59 32

25

177

NC_000011.10

(Liuetal.,,
2014)

CDX2

Metilintos
sekos
tiesioginis

CGAAAATAAATCACTACGACG

59,3 38,1

21

Metilintos
sekos
atvirksStinis

AAAGGATATTGGAGAGTATTTTAG

56 29,2

24

198

Nemetilintos
sekos
tiesioginis

ATTCAAAATAAAAATCACTACAACA

57,8 20

24

Nemetilintos
sekos
atvirksStinis

AAAGGATATTGGAGAGTATTTTAG

56 29,2

24

202

NC_000013.11

(Wang et
al., 2016)
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Priedy lentelé 2. MSP tyrimy pradmeny sekos (t¢sinys)

Genas

Pradmuo

Seka (5‘— 3¢)(Paryskinti citozinai CpG
salose)

Tm
°C

CG %

Prademens
ilgis, nt

Produkto
ilgis, nt

Geno seka

Pradmeny
sekos
Saltinis

HOPX

Metilintos
sekos
tiesioginis

GCGAATTAGGAGGTTGAGGTC

64,1

52,4

21

Metilintos
sekos
atvirkstinis

TCGAAACCAAATCTCCGTAACT

63,9

40,9

22

144

Nemetilintos
sekos
tiesioginis

TTGGTGAATTAGGAGGTTGAGGTT

65,8

41,7

24

Nemetilintos
sekos
atvirkstinis

TCAAAACCAAATCTCCATAACTTCA

64,6

32

25

147

NC_000004.12

Sukurta su
Methyl
Primer
Express
programa

ARID1A

Metilintos
sekos
tiesioginis

GGCGTAGGTTTTAGAGATGC

60,8

50

20

Metilintos
sekos
atvirkstinis

AAACGAACTCGCTCCCTT

61,9

50

18

153

Nemetilintos
sekos
tiesioginis

GGTGTAGGTTTTAGAGATGT

52,8

40

20

Nemetilintos
sekos
atvirkstinis

AAACAAACTCACTCCCTT

54,1

38,9

18

153

NC_000001.11

(Erfani et
al., 2020)
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Priedy lentelé 3. Sekoskaitos eksperimenty metu nustatyti geny CTNNBL ir ARID1A pakitimai

Nr. | Méginiai Naviko tipas Genon}}ne Genas Geno sekos pakitimas Nukleoru_g_stles Pal'<|t|m0 Clinvar
lokacija sekos pakitimas tipas
Endometrioidinis Patosenitka /
1 | KN-043 gimdos ir chr3:41266104 | CTNNB1 c.101G>A p.Gly34Glu missense atog "
Kiaugidziy vezys galimai patogeniska
2 | kn—o71 | Sviesiulasteliv |y 341066113 | CTNNBL ¢.110C>G p.Ser37Cys missense Patogeniska /
KV galimai patogeniSka
Sviesiy lasteliy Ren.leh.o
3 | KN-071 KV chr1:27057961 | ARID1A | ¢.1670_1674delAGTCT | p.GIn557ProfsTer64 | poslinkio
iSkrita
Endometrioidinis Rémelio
4 | KN-013 gimdos ir chr1:27099367 | ARID1A ¢.3606delG p.Asn1203IlefsTer3 | poslinkio
kiausidziy vézys iskrita
Endometrioidinis
5 | KN—043 gimdos ir chr1:27106364 | ARID1A c.5975C>A p-Ser1992Ter nonsense
kiau§idziy vézys
6 KN—018 HGSOC chrl:27099478 | ARID1A ¢.3715G>A p-Alal239Thr missense
7 KN—073 HGSOC chrl:27023961 | ARID1A c.1067G>A p-Arg356Lys missense
8 KN-019 HGSOC chrl:27106228 | ARID1A ¢.5839C>G p-GIn1947Glu missense
KN-033 HGSOC
9 Serozinis chr1:27101532 | ARID1A c.4814C>T p.Prol605Leu missense
KN-064 o
paribinis KV
Nezinomo
10 | KN-025 pgfi‘éfl'l?énlgv chr1:27089762 | ARIDIA c2718C>G p.Asn906Lys | missense pat"i‘;‘;i‘;]l;‘;m(’/
nepatogeniska
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Priedy lentelé 3. Sekoskaitos eksperimenty metu nustatyti gemy CTNNB1 ir ARID1A pakitimai (tesinys)

Nr. | Méginiai | Naviko tipas Genominé Genas | Geno sekos pakitimas | \ukleoriigities ) Pakitimo
lokacija sekos pakitimas tipas

Clinvar

11 | KN-062 Mucininis = 1 1.27101504 | ARID1A .4786G>T p.Glul596Ter | nonsense
paribinis KV

12 | KN-030 HGSOC chr1:27105686 | ARID1A c.5297A>T p.Glul766Val missense

ARID1A rai$kos sgsaja su mutacijy ir promotoriaus metilinimo kombinacija

c ‘ p =0.282

ARID1A promotoriaus metilinimas vs raiSka
2 A p=0.165

ARID1A sekos poky¢iai vs raiska
B p =0.941

_ 3 R —

-4

-4 —_—

-5

-6

-7

Santykiné ARID1A rai$ka, normalizuota pagal GAPDH
Santykiné ARID1A rai$ka, normalizuota pagal GAPDH
Santykiné ARID1A rai$ka, normalizuota pagal GAPDH

Nemetilintas Metilintas Be mutacijy Mutacija Metilinimas arba mutacija Nemetilintas, Be mutacijy

Priedy pav. 1 ARID1A raiska pagal ARID1A promotoriaus metilinimo statusa (A); ARID1A geno sekos pakitimus (B), ARID1A geno
promotoriaus metilinimo statuso ir geno sekos pakitimy kombinacijg (C)
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ISgyvenamumas HGSOC grupéje

NOTCH1 NOTCH2
Univ PR = 1.26 (95% PI: 0.86-1.86) Univ PR = 0.79 (95% PI: 0.42-1.47)
Log-rank p = 0.805 Log-rank p = 0.034
Multiv PR = 1.21 (95% PI: 0.77-1.90, N=37) Multiv PR = 0.75 (95% PI: 0.36-1.55, N=37)
-+ NOTCH1 maza raidka +~ NOTCH1 didelé raidka -+ NOTCH2 maza rai8ka +~ NOTCH2 didelé raidka
Iz
§ 0.50 é 0.50
Qo025 Q025
0,00 0.0
2 [ 20 40 60 g0 2 [ 20 40 60 80
Laikas, ménesiais Laikas, ménesiais
NOTCH3 NOTCH4
Univ PR = 1.29 (95% PI: 0.87-1.93) Univ PR = 0.89 (95% P!I: 0.63-1.24)
Log-rank p = 0.183 Log-rank p = 0.981
Multiv PR = 1.31 (95% PI: 0.80-2.13, N=37) Multiv PR = 0.93 (95% PI: 0.65-1.32, N=37)
-+ NOTCH3 maza raiska ~ NOTCH3 didelé raiska -+ NOTCH4 maza raiska ~ NOTCH4 didelé raiska
g 1.00 é 1.00
gors 2o
S 0.50 8 050
Qo25 Q25
0,00 0.0
2 0 40 60 g 2 0 40 60 80
Laikas, ménesiais Laikas, ménesiais
ARID1A CTNNB1
Univ PR = 1.14 (95% PI: 0.68-1.91) Univ PR = 0.75 (95% PI: 0.38-1.47)
Log-rank p = 0.689 Log-rank p = 0.415
Multiv PR = 1.21 (95% PI: 0.66-2.19, N=37) Multiv PR = 0.74 (95% PI: 0.35-1.56, N=37)
=+ ARID1A mazaraika + ARID1A didelé raiSka -+ CTNNB1 mazaraiska +~ CTNNB1 didelé raiska
g 1.00 g 1.00
goms gos
& 050 8 050
Qo25 Qo025
B0.00 0.0
2 [J 20 40 60 g 2 0 20 40 60 80
Laikas, ménesiais Laikas, ménesiais
FBXW7 JAG2
Univ PR = 0.83 (95% PI: 0.47-1.47) Univ PR = 1.16 (95% P!I: 0.81-1.65)
Log-rank p = 0.976 Log-rank p = 0.671
Multiv PR = 0.66 (95% PI: 0.34-1.28, N=37) Multiv PR = 1.44 (95% PI: 0.90-2.31, N=37)
-+ FBXW7 maZa raiSka +~ FBXW?7 didelé raiska + JAG2 maZzaraiSka +~ JAG2 didelé raiSka
1n «
g 1.00 g 1.00
£ 0.75 £ 0.75
% 050 g 050
o o
] [ 40 0 g 2 [ 40 0 80
Laikas, meénesiais Laikas, meénesiais
DLL1 HES1
Univ PR = 0.85 (95% PI: 0.61-1.20) Univ PR = 0.82 (95% PI: 0.51-1.31)
Log-rank p = 0.421 Log-rank p = 0.148
Multiv PR = 0.95 (95% PI: 0.66-1.36, N=37) Multiv PR = 0.98 (95% PI: 0.57-1.67, N=37)
-+ DLL1 maZaraiSka + DLL1 didelé raiSka -+ HES1 maZaraiSka +~ HES1 didelé raiSka
@ v)
g 1.00 g 1.00
goms goms
& 050 & 050
Q25 Qo025
S0.00 0.0
2 [ 2 60 g 2 [ 2 60 80

Laikas, ménesiais Laikas, ménesiais
Priedy pav. 2 [Sgyvenamumo analizé HGSOC grupéje: Notch, Wnt signaliniy
keliy ir ARID1A geny raiskos biozymenys. Kaplan—Meier kreivése didelé
raiSka = daugiau uz mediang, maza raiSka = maziau uz geno raiskos mediana.
Sutrumpinimai: Uni PR = vienmatés kokso analizés PR; Multi PR =
daugiamatés kokso analizés PR, koreguojant pagal amziy ir CA125

koncentracija diagnozés metu
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ISgyvenamumumas HGSOC grupéje

ARID1A_met CDX2
Uni PR = 1.46 (95% PI: 0.56-3.80) ; Multi PR = 1.46 (95% PI: 0.52-4.16) Log-rank p = 0.415 Uni PR = 1.55 (95% PI: 0.59-4.08) ; Multi PR = 1.45 (95% PI: 0.51-4.10) Log-rank p = 0.380
== nemetilintas =+ metilintas = nemetilintas =+ metilintas

1.001 —T‘_l 1.00
@ @
g 0.751 ‘—|‘_~"—|_I 2075
= =
E IS
€ 0.50 ]  0.50
[ [
> >
20.251 £0.25
2] a2}

0.00 0.00

0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Laikas, ménesiais Laikas, ménesiais
ALX4 HOPX
Uni PR = 0.86 (95% PI: 0.33-2.24) ; Multi PR = 1.00 (95% PI: 0.35-2.89) Log-rank p = 0.750 Uni PR = 1.21 (95% PI: 0.46-3.17) ; Multi PR = 1.80 (95% PI: 0.54-6.01) Log-rank p = 0.692
== nemetilintas =+ metilintas = nemetilintas =+ metilintas

1.001 | 1.00
8 8
g 0.751 j'_‘—\—l.l——-l_‘:I g 075
= =
IS IS
S 0.501 - S 0.50
[ [
3, 3,
> 0.251 > 0.25
0 20,

0.004 0.00

0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Laikas, ménesiais Laikas, ménesiais

Priedy pav. 3 I§gyvenamumo analizé HGSOC grupéje: geny promotoriy metilinimo statuso biozymenys. Sutrumpinimai: Uni PR =
vienmatés kokso analizés PR; Multi PR = daugiafaktorinés kokso analizés PR, koreguojant pagal amziy ir CA125 koncentracija
diagnozés metu
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GTEx

TCGA-OV

LU

s (1IN T O [ NC 111 OO HOoOOmomp
I|
Invazija j limfmazgius [ETRIE 00 IR e

g M "
ih
=9 ES [} < o Q < % g ®
Geny raiska Rasé Amzi I1Sgy ydymo tipas Dif iacij ipsnis Stadija Invazija j limfmazgius g -E_g
10 Indénai arba Aliaskos vietiniai 30-39 | Gyvas TNA G2 TINA W Invazija j limfmazgius Efo¥
5 __ Azijiegiai 140-49 [l Mires _ Terapija vaistais [ G3 _ IStadija | NA E -
0 | | iJ\‘LK)daodiiai =gg-gg ' NA [ Radioterapija | NA [ | ::Isstadi'a ' Néra invazijos | limfmazgius s 5
& & tadija =
l ?0 | Vietiniai Havajiegiai arba kiti Ramiojo vandenyno saly gyventojai [l 70-79 11V Stadija % £
= [l neatsake @ O
Baltieji

Priedy pav. 4 Mokymosi imtyje elastinio tinklo algoritmo atrinkty geny, atskirianciy KV (TCGA-OV) nuo sveiky kiausidziy audiniy
(GTEX), raiskos Siluminis Zemélapis. Raudonai pazyméti genai, pasirinkti LASSO-kokso algoritmo

126



GO Enrichment for Elastic net selected genes

chromosome segregation .

nuclear division .
organelle fission .

nuclear chromosome segregation .

sister chromatid segregation

p.adjust
mitotic nuclear division ‘ 0.00005
0.00010
mitotic sister chromatid .
segregation 0.00015
cell-cell junction . 0.00020
organization
metaphase chromosome alignment ' Count
O 10
establishment of chromosome 15
localization . Q
O
chromosome localization .
spindle assembly ‘

attachment of spindle ®
microtubules to kinetochore

mitotic metaphase chromosome ®
alignment

mitotic spindle assembly @

0.04 0.06 0.08 0.10
GeneRatio

Priedy pav. 5 Mokymosi imtyje elastinio tinklo algoritmo atrinkty geny,
atskirian¢iy KV nuo sveiky kiau$idziy audiniy, svarbiausios funkcijos (15
svarbiausiy) pagal geny ontologijos pagausinimo analize. GeneRatio — geny
santykis, Count — geny skai¢ius. Pagrindinés kategorijos susij¢ su mitoze ir
lasteliy jungCiy organizacija
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Geny raiSka pagal stadijg mokymosi imtyje
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Priedy pav. 6 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiSkos biozymeny
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A Geny raiska pagal naviko diferenciacijos laipsnj mokymosi imtyje

RAD50 PPT2 LUC7L2 PKP3
3 . 10.0 .
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! 5 =
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= TCEAL4
8 4 0.0325 8 0.0258
4 3 9 7
3 2 7 6
2 1 5 5
° 0 o® 4 °
G2 G3 G2 G3 G2 G3

B Geny raiska pagal su naviko diferenciacijos laipsnj testavimo imtyje

EXO1 RAD50 PPT2 LUC7L2 PKP3
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Priedy pav. 7 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiskos bioZymeny
raiska pagal naviko diferenciacijos laipsnj mokymosi (A) ir testavimo (B)
imtyse
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Geny raiSka pagal invazijg j limfmazgius mokymosi imtyje
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Geny raiska pagal su invazijg j limfmazgius testavimo imtyje
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Priedy pav. 8 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiSkos biozymeny
raiSka pagal invazija j limfimazgius mokymosi (A) ir testavimo (B) imtyse
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Geny raiSka pagal likutinj navikg mokymosi imtyje
EXO1 RAD50 PPT2 LUC7L2 PKP3
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Geny raiSka pagal likutinj navikg testavimo imtyje
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Priedy pav. 9 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiskos bioZymeny
raiska pagal likutinio naviko statusa mokymosi (A) ir testavimo (B) imtyse
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Geny raiSkos sasaja su amziumi mokymosi imtyje
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Priedy pav. 10 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiskos bioZymeny
raiSka pagal pacien¢iy su amziy mokymosi (A) ir testavimo (B) imtyje, * —
p <0,05 **-p<0,001, ***—-p<0,001
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A Gerybiniy pakitimy atskyrimas KV atvejy B Gerybiniy pakitimy atskyrimas HGSOC atvejy
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1 - SpecifiSkumas 1 - SpecifiSkumas
ROC kriterijai ROC kriterijai
Gerybiniy pakitimy atskyrimas nuo KV atvejy Gerybiniy pakitimy atskyrimas nuo HGSOC atvejy
BioZymenys plotas po kreive slenkstiné verté tikslumas jautrumas specifiSkumas BioZymenys plotas po kreive slenkstiné verté tikslumas jautrumas specifiskumas
GRB7 + TCEAL4 1.000 0.500 1.000 1.000 1.000 GRB7 + TCEAL4 1.000 0.500 1.000 1.000 1.000
10 geny raiskos kombinacija 1.000 0.500 1.000 1.000 1.000 70 geny raiskos kombinacija 1.000 0.500 1.000 1.000 1.000
Serumo CA125 biozymens statusas 0.775 0.500 0.926 0.979 0.571 Serumo CA125 biozymens statusas 0.786 0.500 0.932 1.000 0.571

Priedy pav. 11 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiskos bioZymeny raiskos modeliy diagnostinis potencialas atskiriant KV
nuo gerybiniy pakitimy atvejy (A) ir HGSOC nuo gerybiniy pakitimy atvejy (B)
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Priedy lentelé 3 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiskos bioZzymeny pory kombinacijy ROC kriterijai atskiriant HGSOC
atvejus nuo gerybiniy pakitimy

Nr. | Genasl | Genas2 | AUC Tikslumas | Jautrumas | SpecifiSkumas | Gerybiniy pakitimy atvejy skai¢ius | HGSOC atvejy skai¢ius
1| EXO1 VPS33B 1 1 1 1 7 36
2 | RAD50 GRB7 1 1 1 1 8 37
3 | PPT2 GRB7 1 1 1 1 7 36
4 | LUC7L2 | GRBY 1 1 1 1 8 34
5 | PKP3 TCEAL4 1 1 1 1 5 36
6 | ZFPL1 GRB7 1 1 1 1 8 36
7 | VPS33B GRB7 1 1 1 1 8 37
8 | GRB7 TCEAL4 1 1 1 1 8 37
9 | CDCA5 TCEAL4 | 0,990625 0,958333 0,95 1 8 40

10 | PKP3 ZFPL1 0,988889 0,95122 0,944444 1 5 36
11 | VPS33B TCEAL4 | 0,988889 0,979592 0,975 1 9 40
12 | RAD50 TCEAL4 | 0,986111 0,979592 0,975 1 9 40
13 | CDCA5 GRB7 0,984556 0,909091 0,891892 1 7 37
14 | CDCA5 VPS33B | 0,983974 0,978723 0,974359 1 8 39
15 | RAD50 PKP3 0,983333 0,926829 0,916667 1 5 36
16 | ZFPL1 TCEAL4 | 0,983333 0,959184 0,95 1 9 40
17 | LUC7L2 | TCEAL4 | 0,982906 0,9375 0,923077 1 9 39
18 | PPT2 PKP3 0,982857 0,925 0,914286 1 5 35
19 | PPT2 TCEAL4 | 0,980769 0,93617 0,923077 1 8 39
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Priedy lentelé 3 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiskos bioZymeny pory kombinacijy ROC kriterijai atskiriant HGSOC
atvejus nuo gerybiniy pakitimy (tgsinys)

Nr. | Genas1l | Genas?2 AUC | Tikslumas | Jautrumas | SpecifiSkumas | Gerybiniy pakitimy atvejy skaifius | HGSOC atvejy skai¢ius
20 | EXO1 TCEAL4 | 0,980695 0,954545 0,945946 1 7 37
21 | PKP3 VPS33B | 0,977778 0,902439 0,888889 1 5 36
22 | PKP3 GRB7 0,977143 0,95 0,942857 1 5 35
23 | EXO1 GRB7 0,971429 0,878049 0,857143 1 6 35
24 | PPT2 CDCA5 | 0,970395 0,934783 0,921053 1 8 38
25 | PKP3 CDCA5 | 0,966667 | 0,853659 0,833333 1 5 36
26 | LUC7L2 | PKP3 0,964706 0,846154 0,823529 1 5 34
27 | CDCA5 ZFPL1 0,961538 0,87234 0,846154 1 8 39
28 | EXO1 PKP3 0,948529 0,815789 0,794118 1 4 34
29 | EXO1 PPT2 0,93254 0,837209 0,805556 1 7 36
30 | LUCT7L2 CDCA5 | 0,932432 0,777778 0,72973 1 8 37
31 | RAD50 CDCA5 | 0,929487 0,787234 0,74359 1 8 39
32 | PPT2 VPS33B | 0,916667 0,893617 0,871795 1 8 39
33 | PPT2 ZFPL1 0,914474 0,891304 0,868421 1 8 38
34 | PPT2 LUC7L2 | 0,912162 0,888889 0,864865 1 8 37
35 | EXO1 ZFPL1 0,910204 0,809524 0,771429 1 7 35
36 | RAD50 PPT2 0,898026 0,804348 0,763158 1 8 38
37 | EXO1 RAD50 0,891892 0,931818 0,972973 0,714286 7 37
38 | RAD50 VPS33B 0,88604 0,854167 0,820513 1 9 39
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Priedy lentelé 3 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiskos bioZymeny pory kombinacijy ROC kriterijai atskiriant HGSOC
atvejus nuo gerybiniy pakitimy (tgsinys)

Nr. | Genas1l | Genas?2 AUC | Tikslumas | Jautrumas | SpecifiSkumas | Gerybiniy pakitimy atvejy skaifius | HGSOC atvejy skai¢ius
39 | EXO1 LUC7L2 | 0,885714 0,785714 0,742857 1 7 35
40 | EXO1 CDCA5 | 0,884921 0,767442 0,722222 1 7 36
41 | ZFPL1 VPS33B | 0,874644 0,854167 0,846154 0,888889 9 39
42 | LUC7L2 | VPS33B | 0,861862 0,804348 0,783784 0,888889 9 37
43 | RAD50 LUC7L2 | 0,855856 0,73913 0,675676 1 9 37
44 | RAD50 ZFPL1 0,853801 0,744681 0,684211 1 9 38
45 | LUC7L2 | ZFPL1 0,836257 0,787234 0,763158 0,888889 9 38

Priedy lentelé 4 10—ties statistiniais metodais atrinkty geny raiSkos biozymeny pory kombinacijy ROC kriterijai atskiriant KV atvejus
nuo gerybiniy pakitimy

Nr. | Genasl | Genas2 | AUC Tikslumas | Jautrumas | SpecifiSkumas | Gerybiniy pakitimy atvejy skai¢ius | KV atvejy skaicius
1 | RAD50 | GRB7 1 1 1 1 8 47
2 | PPT2 GRB7 1 1 1 1 7 45
3| LUCT7L2 | GRB7 1 1 1 1 8 45
4 | PKP3 TCEAL4 1 1 1 1 5 48
5| ZFPL1 | GRB7 1 1 1 1 8 47
6 | VPS33B | GRB7 1 1 1 1 8 47
7 | GRB7 TCEAL4 1 1 1 1 8 49
8 | PKP3 ZFPL1 0,978723 0,903846 0,893617 1 5 47
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Priedy lentelé 4 10—ties statistiniais metodais atrinkty geny raiskos biozymeny pory kombinacijy ROC kriterijai atskiriant KV atvejus
nuo gerybiniy pakitimy (tgsinys)

Nr. | Genas1l | Genas2 | AUC Tikslumas | Jautrumas | SpecifiSkumas | Gerybiniy pakitimy atvejy skai¢ius | KV atvejy skai¢ius

9 | EXO1 VPS33B 0,97619 0,938776 0,928571 1 7 42
10 | CDCA5 | GRB7 0,975155 0,867925 0,847826 1 7 46
11 | PKP3 GRB7 0,973913 0,921569 0,913043 1 5 46
12 | RAD50 PKP3 0,969565 0,862745 0,847826 1 5 46
13 | RAD50 | TCEAL4 | 0,969499 0,9 0,882353 1 9 51
14 | VPS33B | TCEAL4 | 0,967949 0,901639 0,884615 1 9 52
15 | ZFPL1 TCEAL4 | 0,966457 0,919355 0,90566 1 9 53
16 | CDCA5 | TCEAL4 0,965 | 0,896552 0,88 1 8 50
17 | PPT2 TCEAL4 | 0,964286 0,912281 0,897959 1 8 49
18 | PPT2 PKP3 0,963636 0,918367 0,909091 1 5 44
19 | CDCAS | VPS33B | 0,963542 0,928571 0,916667 1 8 48
20 | EXO1 GRB7 0,963415 0,957447 0,97561 0,833333 6 41
21 | PKP3 VPS33B 0,96087 0,862745 0,847826 1 5 46
22 | LUC7L2 | TCEAL4 | 0,960784 0,883333 0,862745 1 9 51
23 | EXO1 TCEAL4 | 0,957792 0,901961 0,886364 1 7 44
24 | LUC7L2 | PKP3 0,955556 0,86 0,844444 1 5 45
25 | PKP3 CDCA5 | 0,943478 0,803922 0,782609 1 5 46
26 | PPT2 CDCA5 | 0,942935 | 0,888889 0,869565 1 8 46
27 | CDCA5 | ZFPL1 0,931122 0,77193 0,734694 1 8 49
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Priedy lentelé 4 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiSkos biozymeny pory kombinacijy ROC metrikos atskiriant KV

atvejus nuo gerybiniy pakitimy (tgsinys)

Nr. | Genas1l | Genas2 | AUC Tikslumas | Jautrumas | SpecifiSkumas | Gerybiniy pakitimy atvejy skai¢ius | KV atvejy skai¢ius
28 | RAD50 CDCA5 | 0,927083 0,767857 0,729167 1 8 48
29 | EXO1 PKP3 0,920732 0,777778 0,756098 1 4 41
30 | EXO1 PPT2 0,913621 0,82 0,790698 1 7 43
31 | LUC7L2 | CDCA5 | 0,909574 0,890909 0,914894 0,75 8 47
32 | PPT2 ZFPL1 0,888298 0,854545 0,829787 1 8 47
33 | PPT2 VPS33B | 0,885638 0,8 0,765957 1 8 47
34 | EXO1 LUC7L2 | 0,877551 0,734694 0,690476 1 7 42
35 | RAD50 | VPS33B | 0,875556 0,813559 0,78 1 9 50
36 | RAD50 PPT2 0,869565 0,759259 0,717391 1 8 46
37 | ZFPL1 VPS33B | 0,869281 0,75 0,705882 1 9 51
38 | EXO1 ZFPL1 0,867347 0,714286 0,666667 1 7 42
39 | EXO1 RAD50 0,863787 0,92 0,953488 0,714286 7 43
40 | RAD50 ZFPL1 0,861678 0,758621 0,714286 1 9 49
41 | PPT2 LUC7L2 | 0,859043 0,781818 0,744681 1 8 47
42 | RAD50 LUC7L2 | 0,846336 0,732143 0,680851 1 9 47
43 | LUC7L2 | ZFPL1 0,84127 0,793103 0,77551 0,888889 9 49
44 | EXO1 CDCA5 | 0,837209 0,72 0,674419 1 7 43
45 | LUC7L2 | VPS33B | 0,834515 0,75 0,723404 0,888889 9 47
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Priedy pav. 12 10-ties statistiniais metodais atrinkty geny raiskos bioZzymeny
iSgyvenamumo analizé HGSOC grupé¢je. Kaplan—Meier kreivése didelé raiska
= daugiau uz mediang, maza raiSka = maziau uz geno raiSkos mediang.
Sutrumpinimai: Uni PR = vienmatés kokso analizés PR; Multi PR =
daugiafaktorinés kokso analizés PR, koreguojant pagal amziy ir CA125

koncentracija diagnozés metu
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SUMMARY
INTRODUCTION

Ovarian Cancer (OC) is the eighth leading oncogynecologic malignancy
in Lithuania and worldwide, both in terms of incidence and mortality
(Allemani et al., 2018). OC is a heterogenic disease classified according to
molecular, histological and clinical features into epithelial cancer (90% of OC
cases), and germ cell and sex-cord — stromal tumors. Epithelial OC is further
divided into type I and type Il tumors. Type | tumors include various tumor
histologies, such as endometrioid, clear cell, mucinous and other, and are
associated with favorable survival rates (47-90%). In contrast, type Il tumors
are predominantly high-grade serous ovarian carcinomas (HGSOC), which
have low survival rates (5-year survival only 32-48%) (Cabasag et al., 2023).

Currently, the only OC biomarkers used in clinical practice are serum
proteins CA125 and HE4, however their sensitivity and specificity are limited
(Colombo et al., 2019). Moreover, OC patients do not present any specific
symptoms, thus usually OC is detected at an advanced (III-1V) stages,
particularly in cases of HGSOC, that are known for high chemoresistance and
short survival (Bell et al., 2011). Due to these challenges, the identification of
new biomarkers is crucial for OC clinical practice to improve early diagnosis,
prognosis and treatment selection.

The present study investigates gene expression, mutation and promoter
methylation biomarkers for their potential use in diagnosis and prognosis of
OC. Based on literature analysis and previous research (hypothesis driven
approach) selected biomarkers were ARID1A, CTNNB1 and FBXW?7 mutation
status, Notch and Wnt signaling pathway gene (NOTCH1, NOTCH2,
NOTCH3, NOTCH4, DLL1, JAG2, HES1, CTNNB1 and FBXW?7) expression,
as well as expression and promoter methylation status of ARID1A, the second
most commonly mutated gene in OC. In addition, HOX gene (ALX4, CDX2
and HOPX) promoter methylation was examined. In the second part of the
study, transcriptomic datasets form the Cancer Genome Altas (TCGA) and
Genotype-Tissue Expression portal (GTExX) were analyzed using regression
algorithms to identify top genes related to OC (data driven biomarker
selection). Statistical analysis identified ten genes involved in various cancer-
related functions (EXO1, RAD50, PPT2, LUC7L2, PKP3, CDCA5, ZFPL1,
VPS33B, GRB7 and TCEAL4) which were selected for further analysis in OC
tissues. In total, 27 potential OC biomarkers and their combinations were
investigated to assess their diagnostic value and their association with clinical
and demographic features.
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The aim of the study was to identify potential diagnostic and prognostic
biomarkers for oncogynecologic diseases.

Tasks:

1. Analyze open—access database and relevant scientific literature data
to identify promising genetic biomarkers for oncogynecologic tumors;

2. Asses the selected biomarkers in a cohort of ovarian tumor samples;

3. Evaluate combinations of the selected biomarkers for their diagnostic
and prognostic potential;

4. Examine the associations between the selected biomarkers and
clinical as well as demographic characteristics.

SCIENTIFIC NOVELTY AND PRACTICAL VALUE

This study, for the first time, analyzed selected gene expression, gene
mutation and promoter methylation biomarkers in a patient cohort collected
in Lithuania. The results expanded upon the scientific understanding of the
signaling pathways, gene expression and epigenetic regulation in ovarian
cancer.

SWI/SNF chromatin remodeling complex gene ARID1A mutation,
expression and promoter methylation was investigated for the first time in
Lithuanian ovarian cancer patient cohort.

After evaluating the gene expression of Notch and Wnt signaling
pathways in a cohort of ovarian tumor tissues, the study performed, for the
first time, an analysis of their combination with promoter methylation
biomarkers. Such combined biomarker test models are rare, as they require
extensive experimental data.

Although the use of TCGA and GTEXx project data is a common approach
for identifying potential biomarkers and developing prognostic models,
experimental validation of selected diagnostic biomarkers remains limited. In
this study, statistical (data-driven) biomarker selection method was compared
to biomarker selection using hypothesis (literature-based) approach, enabling
not only validation of known diagnostic biomarkers but also the identification
of novel transcriptomic biomarkers with diagnostic and prognostic potential
in ovarian cancer.

This study investigated, for the first time, the promoter methylation and
diagnostic value of the non-canonical HOX family genes ALX4, CDX2 and
HOPX. Although ALX4 promoter methylation was previously reported in
TCGA-based OC study (Duan et al., 2024), the promoter methylation of
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selected HOX family genes in ovarian tumors were not previously examined
using methylation-specific PCR (MSP) method.

Further studies involving larger patient cohorts and liquid biopsy samples
are required to further validate and implement these biomarkers and their
combinations in ovarian cancer diagnostics and prognostics. The results of this
study are promising and may contribute to advances in OC diagnostics by
facilitating the development of novel molecular tests. Such genetic tests could
enable early-stage detection of ovarian tumors, accurate tumor type
classification and prognosis, as well as selection of the most appropriate
treatment.

DEFENDING STATEMENTS

1. Notch receptor coding genes, DLL1, HES1, CTNNB1, and FBXW?7
expression biomarkers have greater diagnostic potential than ARID1A and
HOX family gene promoter methylation status.

2. ARID1A gene expression in ovarian cancer tissues could be influenced
by both mutations and promoter hypermethylation.

3. CTNNBL, GRB7 and TCEAL4 gene expression are potential ovarian
cancer diagnostic biomarkers, while NOTCH3 and HES1 expression —
potential prognostic biomarkers.

4. Biomarker combinations improve diagnostic and prognostic accuracy
of ovarian cancer test models.

1. MATERIALS AND METHODS

The present study analyzed 20 gene expression, 3 gene mutation and 4
gene promoter methylation biomarkers in 65 ovarian tumor tissue samples.

The study was separated into two parts. First, using scientific literature
and previous research, CTNNB1, FBXW7 and ARID1A gene mutation,
ARID1A and HOX family gene CDX2, ALX4 and HOPX promoter
methylation, and ARID1A gene, Notch and Wnt signaling pathway genes
NOTCH1, NOTCH2, NOTCH3, NOTCH4, JAG2, DLL1, HES1, CTNNB1, and
FBXW?7 were chosen as potential OC biomarkers and were investigated in
ovarian tumor tissues. Second, transcriptomic data from TCGA and GTEx
databases were used for the selection of potential diagnostic and prognostic
biomarkers using statistical analysis. EXO1, RAD50, PPT2, LUC7L2, PKP3,
CDCAS5, ZFPL1, VPS33B, GRB7 and TCEAL4 gene expression were chosen
for further validation as diagnostic or prognostic biomarkers in ovarian tumor
tissues.
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1.1. Study participants and samples

The Study protocol was approved by regional bioethics committee (Nr.
158200-18/5-988-539 Change No. 2). All patients gave written consent to
participate in this study. Tumor tissue samples were collected during the
period of 2019-2021 at National Cancer Institute Oncogynecology
department and Laboratory of Genetic diagnostic. Small tumor tissue samples
were allocated for the study during double salpingoovarectomy operations and
frozen immediately until nucleic acid extraction.

In all 65 tumor tissues used in the study, of them 42 were type I OC cases
(HGSOC), 14 other OC cases, and 9 tissues from benign gynecologic
conditions (8 gynecologic cists or benign tumors as well as one case where
the ovaries were removed due to inherited BRCA2 mutation).

1.2. Nucleic acid extraction

Gynecologic tumor tissues were first homogenized using mortar and
pestle in liquid nitrogen. ~20 mg of tissue sample was distributed equally for
RNA and DNA extraction. RNA was extracted using TRIzol reagent
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific (TFS), Carlsbad, USA) according to
manufacturer‘s instructions. The DNA was extracted using standard phenol-
chloroform extraction method following ethanol DNA precipitation. The
purity of extracted nucleic acids was analyzed using Nanodrop 2000
spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, USA) and kept at —80 °C
until further use.

1.3. Mutation analysis

ARID1A, CTNNB1, and FBXW?7 gene alterations were analyzed in a
cohort of 50 tumor tissues: 32 HGSOC, 9 other OC and 9 benign gynecologic
tumor cases. The DNA concentrations were additionally evaluated using
Qubit dsDNA HS Assay kit (Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) kit and Qubit
3 fluorometer (Life Technologies, Singapore). 10 ng of DNA utilized for the
sequencing libraries that were prepared using lon AmpliSeq Library Kit Plus
(Life Technologies, Carlsbad, California, USA) and a custom Ton AmpliSeq
Custom DNA Panel (Life Technologies, Carlsbad, California, USA)
following the manufacturer’s instructions. Sequencing libraries quantified
using lon Library TagMan Quantitation Kit (Applied Biosystems, Vilnius,
Lithuania) before loading the Ion 530 sequencing chips using Ion Chef (Ion
Torrent, Singapore) system and lon 520 & Ion 530 Kit (Life Technologies,
Carlsbad, California, USA). The next generation sequencing performed on lon
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S5 (Ion Torrent, Singapore) sequencer, with the coverage of >500. Alterations
reported on the Ion Reporter Software (version 5.16.0.2). Each change
inspected on the Integrative Genomics Viewer (IGV, version 2.6.3). The gene
sequence alterations classified as pathogenic when reported as such in the
clinical variant ClinVar database.

1.4. Gene expression profiling

Gene expression was analyzed using two step RT-qPCR method. First,
0.5 pg of RNA was treated with DNase I, RNase-free (Thermo Scientific,
Vilnius, Lithuania) at 37 °C for 30 minutes to remove any genomic DNA, then
cDNA synthesized using Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-
gPCR kit (Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania) on the ProFlex PCR System
(Applied Biosystems, TFS, Singapore) following reagent manufacturer‘s
instructions. The qPCR experiments conducted with Maxima SYBR Green
gPCR Master Mix (2X), ROX Solution provided (Thermo Scientific, Vilnius,
Lithuania) kit and Metabion (Planegg, Germany) primers on the QuantStudio
5 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, TFS, Singapore) following
the manufacturer‘s instructions. GAPDH used as the reference gene and the
gene expression normalized by 10g,2“" method.

1.5. Gene promoter methylation profiling

ARID1A and HOX family gene CDX2, ALX4 and HOPX promoter
methylation status were analyzed using MSP method. First, bisulfite
modification was applied to DNA using an EZ DNA Methylation kit (Zymo
Research, Irvine, California, USA). MSP reactions performed on the ProFlex
PCR System using Phusion U Hot Start DNA Polymerase (Thermo Scientific,
Vilnius, Lietuva) and Metabion primers designed for either methylated or non-
methylated promoter sequences. The PCR products visualized in 3 % agarose
(Carl Roth, Karlsruhe, Germany) gels and 1x TAE buffer (Thermo Scientific,
Vilnius, Lithuania), dyed with ethidium bromide (final concentration 0.6
ug/ml, Carl Roth, Karlsruhe, Germany). For each of the gels 6 pl of PCR
product mixed with small amount of TriTrack DNA loading dye (Thermo
Scientific, Vilnius, Lithuania). Electrophoresis performed in the Owl
EasyCast B2 mini gel horizontal electrophoresis system (TFS, Waltham,
Massachusetts, USA) using Owl EC-105 Electrophoresis Power Supply (TFS,
Marietta, Ohio, USA). PCR products analyzed according to GeneRuler 100
bp DNA ladder (Thermo Scientific, Vilnius, Lithuania) when visualized using
UVP ChemStudio (Analytic Jena, Jena, Germany) system. For each reaction
a mix of five healthy person genomic DNA used as negative methylation
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control and CpG Methylated Human Genomic DNA (Thermo Scientific,
Vilnius, Lithuania) used as positive control.

1.6. TCGA and GTEXx data analysis

Transcriptomic data from ovarian tissue samples were obtained form the
Cancer Genome Atlas (TCGA-OV) and genotype-tissue expression (GTEX)
projects. The TCGA-OV RNA-seq STAR counts data was downloaded using
TCGAbiolinks R package (version 2.29.6), while clinical data was
downloaded via UCSCXenaTools (version 1.4.8). The GTEx Analysis V8
(dbGaP Accession phs000424.v8.p2) RNA-seq gene read counts downloaded
from https://www.gtexportal.org/home/datasets accessed on 2023-08-21. In
all, 416 samples from TCGA-OV were downloaded and 180 cases form GTEx
data. After joining the datasets, gene expression was available for 56156
genes, from them only the protein coding genes were selected for the analysis
(19197 genes) selected via biomaRt (version 2.56.1) package. The gene raw
counts normalized via GDCRNATools (version 1.20.1) and voom
normalization form limma package (version 3.56.2) leaving 13681 genes
suitable for analysis. The full sample cohort was then split into train data (489
samples, of them 153 GTEx and 336 TCGA) and test data (106 samples, of
them 27 GTEx and 79 TCGA).

Elastic-net algorithm form glmnet (version 4.1-8) package with a2 = 0.5
used to find gene transcripts that separate GTEx samples from TCGA-OV
cases. In all 214 genes were selected. Using only the train data TCGA cohort
LASSO-Cox model was applied, using C-index vs log(A) plot a A of 0,088 was
selected to give 10 best genes for ovarian cancer prognosis, that were further
validated in ovarian tissue samples. Scripts describing the process of
biomarker selection are available at https://github.com/ieva-vaic/TCGA-OV-
RISK-PROJECT.

1.7. Statistical analysis

The statistical analysis performed on R (version 4.3.1, R foundation for
statistical computing, Vienna, Austria). Main packages used for visualizing
were ComplexHeatmap (version 2.16.0) and ggplot2 (version 3.5.1), pROC
(version 1.18.5) for receiver operating curve (ROC) analysis, glmnet (version
4.1-8) for regression analysis. Scripts of the data analysis are available at
https://github.com/ieva-vaic/KN-DISSERTATION.

The associations between two independent samples were tested with
Mann—Whitney, Student’s t or Welch’s t tests, as appropriate. Associations
between three or more groups were analyzed via ANOVA or Kruskal-Wallis
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tests with the post-hoc analysis of either Tuckey HSD or Dunn tests as
appropriate. For categorical data Fisher tests used due to small data cohort.
Correlation analysis performed using either Spearman or Pearson correlation
tests, as appropriate. ROC analysis was used to analyze diagnostic or
prognostic ability of biomarkers or their combinations derived from logistic
regression analysis in case of diagnostic models and polygenic risk scores
created using formula: Risk score = ).} gene; * f;, where gene is normalized
expression of a selected gene, and B denoting coefficients from Cox model.
ROC curves compared using DeLong or bootstrap criteria and additional
metrics of specificity and sensitivity. In all cases, the results were considered
statistically significant when corrected using Benjamini and Hochberg method
(Benjaminit & Hochberg, 1995) and p values were < 0.05.

2. RESULTS

2.1. Notch, Wnt, and chromatin remodeling gene expression, mutation and
ARID1A and HOX gene promoter methylation status analysis in ovarian
cancer patient‘s tissues

2.1.1 Notch, Wnt, and chromatin remodeling gene expression analysis in
ovarian cancer patient‘s tissues

The gene expression of 10 genes, related to Notch and Wnt signaling
pathways, as well as chromatin remodeling gene ARID1A, was investigated in
ovarian tissues using RT-qPCR method. Comparing all OC cases with benign
tumor tissues, 8 / 10 gene expression was significantly decreased in OC
(p <£0.03, log normalized fold change (log2FC) < —0.90) (Summary fig. 2.1).

Evaluating differences in gene expression between HGSOC and benign
cases significant decrease detected in 7 / 10 genes with CTNNB1 showing the
greatest difference in gene expression when comparing the two groups
(p <0.001, logzFC = —1.90). DLL1 and HES1 expression showed differences
between type 11 OC (HGSOC) and other OC cases (logoFC —1.31 and —2.12
respectively, p <0.02). In the non-HGSOC OC cases, NOTCH2 and CTNNB1
also had decreased expression when compared to benign ovarian tumors
(log2FC —1.30 and —1.12 respectively, p = 0.002) (Summary fig. 2.2).
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expression in ovarian tumor tissues according to tumor types
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HES1 and CTNNB1 gene expression was lower in OC cases with higher
tumor grade (log.FC —2.39 and —0.65 respectively, p < 0.05) (Summary fig.
2.3). In HGSOC cases, CTNNB1 and FBXW?7 expressions were significantly
decreased in stage IV cases compared to stage 11l OC (log2FC —0.70 and —0.88
respectively, p <0.04), while CTNNB1, FBXW7 and NOTCH2 expression also
decreased in stage I'V cases when compared to stage II (log.FC =—1.38, —1.56
and —1.38 respectively, p < 0.05) (Summary fig. 2.4). CTNNB1, FBXW?7,
HES1, NOTCH2, NOTCH3 and NOTCH4 expression also significantly
(p <0.05) decreased in cases with increased serum CA125 biomarker
(> 35 U/mL) (Summary fig. 2.5).

ARID1A CTNNB1 DLL1 FBXW7 HES1

. p=0050 _, p=0084 _, p=0054 p <0001
Ry -2

- -5
S - » |
S -5 -3 ° o i
% -6 -4 - S i
[0) -8 -
s 7 -5
= -9
5 G1 G3 G1 G1
g" JAG2 NOTCH1 NOTCH2 NOTCH4
g . -3 o
@ -6 -6
05). -6 : : -4 1 —4
X > -7 Ll 4
b e T mE -
2 éﬁ -8 Ej -5 -6 :
£ g 8
i -10 } - q -6 -8 1

4 -0 Lo L
G1 G3 Gl G3 G1 G3 G1 G3 G1 G3

Summary fig. 2.3 Notch and Wnt pathway component and ARID1A gene
expression in ovarian cancer tissues according to tumor grade
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Summary fig. 2.4 Notch and Wnt pathway component and ARID1A gene
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Summary fig. 2.5 Notch and Wnt pathway component and ARID1A gene
expression in ovarian cancer tissues according to CA125 status. CA125
increase = CA125 > 35 U/mL
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2.1.2. ARID1A and HOX gene promoter methylation status analysis in
ovarian cancer patient’s tissues

ARID1A and HOX gene CDX2, ALX4 and HOPX promoter methylation
was assessed in ovarian tumor tissues using MSP method. HOX gene
promoter methylation showed significant differences (p < 0.40) between OC
cases and benign gynecologic tumors (Summary fig. 2.6). In OC cases 100%
increase in methylation was found for HOPX promoter, 39% for ALX4 and
44% for CDX2 when compared to benign cases. In the case of HOPX none of
the nine benign cases showed methylation while 39% (22 / 56) OC cases had
methylation. For both ALX4 and CDX2, promoter methylation was found only
in one case each, while in OC cases promoter methylation detected in 50%
(28/56) and 55% (31 /56) cases respectively. In the case of ARID1A promoter
methylation, only 1.58% increase in methylation was found in benign cases
compared OC, as 44% (4 /9) benign gynecologic tumor and 43% (24 / 56)
OC cases showed ARID1A promoter methylation.
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Summary fig. 2.6 HOX family and ARID1A gene promoter methylation
status in ovarian tumor tissues according to tumor malignancy status
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Significant increases in gene promoter methylation were found in HOPX
promoter methylation when comparing HGSOC and benign tumor cases
(p=0.04) with 38.10% (16 / 42) HGSOC cases positive for promoter
methylation. HOPX and CDX2 gene promoter regions also showed significant
methylation when comparing other OC cases with benign tumor cases
(p<0.05), CDX2 showed 71.43% (10 / 14) and HOPX 42.86% (6 / 14)
methylation in other OC cases (Summary fig. 2.7).

ARID1A promoter methylation in HGSOC cases were associated to
tumor stage with no methylation detected in any of stage Il cases, 33.33%
(9 /27) methylated in stage III cases, and 66.67% (8 / 12) methylated in stage
IV cases (p < 0.05) (Summary fig. 2.8).
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Summary fig. 2.7 HOX family and ARID1A gene promoter methylation
status in ovarian cancer tissues according to tumor type
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Summary fig. 2.8 HOX family and ARID1A gene promoter methylation
status in HGSOC tissues according to stage

2.1.3. Gene mutation and ARID1A expression and gene promoter
methylation status analysis in ovarian cancer patient’s tissues

ARID1A, FBXW?7 and CTNNB1 genes were also analyzed using next-
generation sequencing in a cohort of 50 cases of gynecologic tumors. No
alterations detected in FBXW?7 gene. One CTNNB1 mutation found in a clear-
cell OC case, a ¢.110C>G alteration, and another mutation in endometrioid
OC case, a ¢.101G>A alteration. Both alterations located in CTNNB1 third
exon which codes of P-catenin N—terminal phosphorylation sites, thus
mutations in these regions may disrupt degradation of f—catenin. In both cases
with CTNNB1 mutations, the CTNNB1 gene expression was above the median
expression (Summary fig. 2.9).
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Summary fig. 2.9 Heatmap of CTNNBL1 and ARID1A gene expression and
ARID1A gene mutation and promoter methylation status in ovarian cancer
tissues

Although no ARID1A mutations listed in ClinVar mutation database as
pathogenic were found in ovarian tissues, 10 alterations, regarded as variants
of uncertain significance were found. 19% (6 / 32) of HGSOC cases and 67%
(6 /9) other OC cases had ARID1A alterations, with no alterations detected in
benign gynecologic tumor tissues. Two of the detected ARID1A alterations
were frameshift deletions, two nonsense alterations, while the rest were
missense alterations. Although no significant association between either
ARID1A alteration status or promoter methylation status and ARID1A gene
expression was found, in both cases, ARID1A expression was slightly
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decreased (log2FC = —0.36 for gene sequence alterations, and log,FC = —0.02
for promoter methylation) (Summary fig. 2.10).
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Summary fig. 2.10 A ARID1A gene expression according to promoter
methylation status; B or mutation status

More ARID1A alterations were found in cases without positive promoter
methylation (32%) when compared to cases with positive promoter
methylation status (16%) although this difference was not statistically
significant (Summary fig. 2.11).
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Summary fig. 2.11 ARID1A promoter methylation status according to
mutation status in ovarian tissues
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In the cases with ARID1A alterations median survival was 2.5 years
(60 months) longer than in OC group with no ARID1A alterations (p = 0.001)
(Summary fig. 2.12).
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Summary fig. 2.12 Overall survival in ovarian cancer patients according to
ARID1A mutation status

2.1.4 Analysis of Notch, Wnt, and chromatin remodeling gene expression
and ARID1A and HOX gene promoter methylation status diagnostic potential

Analyzing diagnostic potential of the biomarkers selected via hypothesis-
driven approach, the gene mutation biomarkers were not included in the
analysis due to the small mutation count. CTTNB1 expression showed the
highest AUC compared to other gene expression or promoter methylation
biomarkers in separating all OC cases form benign cases (AUC = 0.95,
sensitivity = 0.84, specificity = 1) (Summary fig. 2.13),
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Separation of benign ovarian tumors form ovarian cancer ROC metrics

o | Separation of benign ovarian tumors form ovarian cancer
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Summary fig. 2.13 ROC curve analysis of Notch and Wnt pathway
component and ARID1A gene expression as well as HOX family gene and
ARID1A promoter methylation status in separation of benign ovarian tumors
form ovarian cancer.

Separating HGSOC from benign cases best result was achieved also by
CTNNB1 (AUC = 0.97, sensitivity = 0.91, specificity = 1) (Summary fig.
2.14). Inall, 6/ 10 gene expression biomarkers showed significantly (p <0.03)
greater ability to separate HGSOC from benign tumors when compared to
promoter methylation biomarkers (best AUC was reached by ALX4 and
CDX2, both AUC = 0.69, sensitivity = 0.50, specificity 0.89) (Summary fig.
2.14). When separating HGSOC from non-HGSOC OC cases, HES1
expression showed the greatest prognostic ability with AUC = (.83, sensitivity
= 0.88, specificity = 0.71 (Summary fig. 2.15).
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Summary fig. 2.14 ROC curve analysis of Notch and Wnt pathway
component and ARID1A gene expression as well as HOX family gene and
ARID1A promoter methylation status in separation of benign ovarian tumors
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Summary fig. 2.15 ROC curve analysis of Notch
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2.1.4 Analysis of Notch, Wnt, and chromatin remodeling gene expression
and ARID1A and HOX gene promoter methylation status combination
diagnostic potential

In all, five combinations of biomarkers were tested: 1) all 14 biomarker
combination (mixed biomarker combination); 2) 10 gene expression
combination; 3) 4 gene promoter methylation combination; 4) 7 Notch gene
expression combination; 5) 3 HOX related gene promoter methylation
combination.

Both 10 gene expression combination and 14 mixed biomarker
combination fully separated OC from benign cases (AUC = 1) (Summary fig.
2.16), while in separating HGSOC form benign cases 3 combinations: mixed
biomarker model, 10 gene expression biomarker model and Notch pathway
gene biomarker model all achieved the same performance (AUC = 1)
(Summary fig. 2.17). None of these combinations reached perfect separation
(AUC = 1) of HGSOC and other OC cases, however, 10 gene expression
biomarker model reached AUC of 0.94, and the addition of promoter
methylation biomarkers increased AUC by 0.02 area units to 0.96 (Summary
fig. 2.18).

Separation of benign ovarian tumors form ovarian cancer ROC metrics
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Summary fig. 2.16 ROC curve analysis biomarker combinations in separation
of benign ovarian tumors form ovarian cancer tissues. Gene expression
biomarker combination (all 10 genes), and mixed biomarker combination (all
14 biomarkers) curves overlap. NOTCH gene expression biomarker
combination includes 7 genes (NOTCH1-4, HES1, DLL1, JAG2), HOX gene
promoter methylation biomarker combination includes 3 genes (HOPX,
ALX4, CDX2), serum CA125 status threshold considered 35 U/mL
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Separation of benign ovarian tumors from HGSOC ROC metrics
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Summary fig. 2.17 ROC curve analysis of Notch and Wnt pathway
component and ARID1A gene expression as well as HOX family gene and
ARID1A promoter methylation status combinations in separation of benign
ovarian tumors form HGSOC

Separation of HGSOC from other ovarian cancer ROC metrics
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Summary fig. 2.18 ROC curve analysis of Notch and Wnt pathway
component and ARID1A gene expression as well as HOX family gene and
ARID1A promoter methylation status combinations in separation HGSOC
form other ovarian cancer tissues

All gene expression biomarker models showed greater AUC values than
clinical CA125 biomarker (p < 0.04), while single biomarker ROC curves
were not significantly higher than CA125. Although in separating OC cases
from benign tumors, CTNNB1 and NOTCH2 ROC curves did not significantly
differ from 10 gene expression combination ROC curve (p = 0.051 and
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p=0.07 respectively), other 12 biomarkers showed significantly smaller
AUCs than 10 gene expression combination (p < 0.01). Similarly, in
separating HGSOC from benign cases CTNNB1, FBXW7 and HES1 showed
no significant difference in AUC when compared to 10 gene expression model
(p > 0.05), while in separating HGSOC from other OC cases only HES1
showed similar prognostic ability as 10 gene expression combination
(p > 0.05).

2.1.5 Analysis of Notch, Wnt, and chromatin remodeling gene expression
and ARID1A and HOX gene promoter methylation status combination
prognostic potential

NOTCH3 and HES1 expression, when separated into high and low
expression groups according to median gene expression, showed significant
association with overall survival in OC patients (p = 0.048 and 0.045
respectively). NOTCH3 low expression showed association with increased
risk of death (HR = 1.47, PI: 0.99-2.19) (Summary fig. 2.19), while HES1
low expression showed association with lower risk (HR = 0.76, 95% CI: 0.53—
1.08). Methylation biomarkers did not show association with survival
(Summary fig. 2.20).

Three biomarker combinations were tested for their associations with
survival: 10 gene expression biomarker combination; all 14 gene expression
and promoter methylation biomarker combination; HES1 and NOTCH3 gene
expression biomarker combination. All three combinations were significantly
associated with overall survival (p < 0.04), the strongest association found in
the 14 biomarker combination (HR = 0.22, 96 % CI: 0.06-0.77, p = 0.003)
(Summary fig. 2.21).

When assessing how biomarkers and their combinations predict 5-year
survival, all three combinations outperformed single biomarkers. Best single
biomarker predictor was NOTCH3 (AUC = 0.65), while the best risk model
was 14 biomarker combination (AUC = 0.77). However, the ROC curve of 14
biomarker combination did not significantly differ from ARID1A promoter
methylation status and NOTCH1 and NOTCH3 gene expression biomarker
ROC curves, as well as three biomarker combinations did not significantly
differ in AUC (p > 0.05), thus these biomarkers and their combinations
showed similar prognostic potential (Summary fig. 2.22).
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Summary fig. 2.19 Kaplan-Meier plots of overall survival of Notch and Wnt
pathway component and ARID1A gene expression in ovarian cancer tissues
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Summary fig. 2.21 Kaplan-Meier plots of overall survival according to Notch
and Wnt pathway component and ARID1A gene expression and HOX family
and ARID1A promoter methylation combinations in ovarian cancer tissues
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Summary fig. 2.22 Time dependent ROC curves of Notch and Wnt pathway component and ARID1A gene expression and HOX
family and ARID1A promoter methylation combinations in ovarian cancer tissues in predicting 5-year overall survival
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2.2. Investigation of 10 gene expression biomarkers using statistical and
experimental approaches

2.2.1 Selection of gene expression biomarkers using statistical approach

Ovarian tissue transcriptomic data from TCGA and GTEx databases were
used for the selection of genes that could have diagnostic and prognostic
potential. Using Elastic Net algorithm in the train cohort of 153 GTEx normal
ovarian tissues and 336 TCGA-OV ovarian cancer tissues, 214 genes were
selected for their diagnostic ability to separate OC cases from normal tissues.
Then, LASSO-cox regression algorithm was applied to the TCGA-OV train
cohort to select genes with prognostic potential. Using a cross—validation plot
(Summary fig. 2.23A) strict lambda coefficient was selected to get a 10 gene
panel comprised of EXO1, RAD50, PPT2, LUC7L2, PKP3, CDCAS5, ZFPL1,
VPS33B, GRB7 and TCEALA4.

B GRB7

PKP3

A 213 214 209 204 200 192 163 131 97 59 25 7 O

8
b= RADS50
ZFPL1

»
1l K § TCEAL4
ot . Q
(O]

C-index

EXO1
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VPS338B

Log() -0.04 0.00 0.04 0.0¢
Log hazard ratios per 1 sd increase in the gene expression

Summary fig. 2.23 Cross-validation plot from the LASSO-Cox regression.
Y-axis shows the accuracy of the classification as mean +/- SE, given different
values of the penalty parameter (lambda). Two optimal values of lambda are
marked with dashed lines (A); Coefficient estimates for the 10 selected genes
in Cox model (i.e. log hazard ratios per 1 SD increase in the gene expression)

(B)

In both train and test (27 GTEx and 78 TCGA-OV samples) cohorts all
10 genes showed statistically significant differences in expression when
comparing OC cases with normal ovarian tumors (p < 0.001). The greatest
increase in expression in OC compared to normal ovarian tissues was found
in PKP3 expression (train cohort logoFC = 7.63, test cohort logoFC = 7.33),
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while greatest downregulation found in RADS50 (train cohort log.FC = —5.03,
test cohort logoFC = —5.11) expression (Summary fig. 2.24).
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Although combination of the 10 gene expression in the train cohort
showed great association with overall survival (p < 0.0001), same result was
not found in the smaller test cohort. The 5-year overall survival prognosis of
the 10 gene combination did reach AUC of 0.68 which outperformed the best
single prognostic biomarker GRB7 AUC of 0.61. However, in the test cohort
the 10 gene combination did not outperform the single biomarkers, and the
best prediction of the 5-year survival was reached by ZFPL1 gene expression
(AUC = 0.64) (Summary fig. 2.25).
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Summary fig. 2.25 Kaplan-Meier plots of overall survival according to 10
selected gene risk score in GTEx and TCGA-OV train cohorts (A), Time
dependent ROC curves of overall survival according to 10 selected gene risk
score in GTEx and TCGA-OV train cohorts (B), Kaplan-Meier plots of overall
survival according to 10 selected gene risk score in GTEx and TCGA-OV test
cohorts (C), Time dependent ROC curves of overall survival according to 10
selected gene risk score in GTEx and TCGA-OV test cohorts (D)
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2.2.2 Expression analysis of statistically selected 10-gene biomarker panel in
an ovarian cancer tissue cohort

10 gene expression biomarkers selected via statistical analysis were then
investigated in the external ovarian tumor tissue cohort. All 10 gene
expression biomarkers showed significant differences in expression when
comparing OC with the benign gynecologic tumor samples (p < 0,03), with
the greatest difference detected in TCEAL4 gene expression (p < 0,001,
logoFC = —4.14) (Summary fig. 2.26).
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Summary fig. 2.26 Expression of the 10 genes selected using statistical
analysis in ovarian tumor tissues to tumor malignancy status

The dysregulation of gene expression in OC tissues reflected changes
found in test and train cohorts as well. All 10 gene expressions were
significantly deregulated in HGSOC vs benign tissues. TCEAL4 expression
also showed the greatest difference between HGSOC and benign cases (p <
0.001, logFC = —4.24). Comparing other OC to benign cases GRB7, PKP3,
RAD50, and ZFPL1, and TCEAL4 were significantly deregulated (p < 0.02).
When comparing HGSOC gene expression with the gene expression in other
OC cases, significant differences were found in TCEAL4 gene expression
(p <0.001) (Summary fig. 2.27).
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Summary fig. 2.27 Expression of the 10 genes selected using statistical
analysis in ovarian tumor tissues according to tumor types

TCEAL4 expression was significantly altered between grade 3 and grade
1 tumors (p = 0.04, logoFC = —1.42) (Summary fig. 2.28). In the sub—cohort
of HGSOC samples RAD50, VPS22B, and GRB7 showed gene expression
association with tumor stage (p < 0.04) (Summary fig. 2.29). LUC7L2 and
TCEAL4 expression were significantly decreased in cases of increased CA125
serum concentration compared to cases with normal CA125 levels (LUC7L2
p =0.03, logoFC=-1.08, TCEAL4 p = 0.05, log2FC =-3.36) (Summary fig.
2.30). Negative correlation between LUC7L2 and patient age at diagnosis was
also noted (p = 0.05, R =—0,26) (Summary fig. 2.31).
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Summary fig. 2.28 Expression of the 10 genes selected using statistical
analysis in ovarian tumor tissues according to tumor grade
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Summary fig. 2.30 Expression of the 10 genes selected using statistical
analysis in ovarian tumor tissues according to CA125 status
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2.2.3 Analysis of the statistically selected 10-gene biomarker panel
diagnostic potential

Analyzing the diagnostic potential of separate gene expression
biomarkers, when separating OC from benign tumor cases, GRB7 showed the
greatest AUC of 0.98 with specificity of 0.92, and sensitivity of 1 (Summary
fig. 2.32).
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Summary fig. 2.32 ROC curve analysis the 10 genes selected using statistical
analysis in separation of benign ovarian tumors form ovarian cancer

In separating HGSOC group from benign tumor cases GRB7 showed the
best AUC of 0.99, sensitivity = 0.95 and specificity of 1, however TCEAL4
also showed similar results with AUC of 0.98, sensitivity = 0.95 and
specificity of 1 (Summary fig. 2.33). TCEAL4 also was the best performer
when separating HGSOC from other OC cases (AUC = 0.80, sensitivity =
0.69, specificity = 0.86) (Summary fig. 2.34).
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Separation of benign ovarian tumors form HGSOC ROC metrics
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Summary fig. 2.33 ROC curve analysis the 10 genes selected using statistical
analysis in separation of benign ovarian tumors form HGSOC
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Summary fig. 2.34 ROC curve analysis the 10 genes selected using statistical
analysis in separation of HGSOC from other ovarian cancer cases

2.2.4 Analysis of the 10 gene expression biomarker combination diagnostic
potential

All possible biomarker combinations were tested to determine which
combinations had the greatest diagnostic performance. A combination of the
two best single biomarkers TCEAL4 and GRB7 reached AUC of 1 when
separating HGSOC from benign tumor cases, same result was obtained with
8 out of 45 possible gene pair combinations, 6 of them included GRB7. Similar
results were found when analyzing biomarker combination ability to separate
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OC from benign cases with 7 combinations reaching AUC of 1. None of the
single biomarkers or their combinations perfectly separated HGSOC form
other OC cases, with the best combination of RAD50, PKP3, CDCA5, ZFPL1,
VPS33B and TCEAL4 reaching AUC of 0.94, sensitivity = 0.78, specificity =
1, this combination outperformed all other combinations, including 10 gene
expression combination (Summary fig. 2.35), thus adding more biomarkers
does not necessarily increase prognostic ability.

Separation of HGSOC from other ovarian cancer cases ROC metrics

3 T Separation of HGSOC from other ovarian cancer cases

g B Predictor AUC threshold accuracy sensitivity specificity
© 6 gene

= expression 0.935 0.808 0.822 0.778 1.000

combination

Sensitivity
04

EXO1 + TCEAL4  0.865 0.831 0.795 0.784 0.857

0.2
|

6 gene expression combination
= EXO1+ TCEAL4

10 gene
expression 0.869 0.820 0.703 0.656 1.000
combination

0.0
|
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1 - Specificity status

0.550 0.500 0.809 1.000 0.100

Summary fig. 2.35 ROC curve analysis the combinations of the 10 genes
selected using statistical analysis in separation of HGSOC from other ovarian
cancer cases. 6 gene expression combination: RAD50, PKP3, CDCADS,
ZFPL1, VPS33B and TCEAL4, 10 gene expression combination: EXO1,
RADS0, PPT2, LUC7L2, PKP3, CDCAS5, ZFPL1, VPS33B, GRB7, TCEAL4

When comparing all 24 biomarkers together, GRB7 showed the highest
diagnostic ability when separating all OC cases form benign tumors, however
CTNNBL1 showed only 0.03 points smaller AUC value. Similarly, when
separating HGSOC tumors form benign, GRB7 showed best AUC of 0.99,
outperforming CTNNB1 only by 0.02 points. Overall, all biomarkers selected
by statistical methods reached AUC of 0.80, when only 6 / 14 biomarkers
reached the same AUC when comparing separation of HGSOC form benign
tumor cases. When comparing the ability to separate HGSOC form other OC
cases, HES1 showed the highest AUC, 0.03 higher than TCEAL4. Thus, both
biomarkers selected using hypothesis-driven and data-driven approaches have
the potential to be suitable for OC diagnostics and prognostics.
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2.2.5 Analysis of the 10 gene expression biomarker combination prognostic
potential

None of the 10 gene expressions showed statistically significant
association with overall survival. Each gene low expression was associated
with improved survival, except for PKP3 (HR < 1, while PKP3 PR = 1.18,
95 % PI: 0.79-1.70) (Summary fig. 2.36).
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Summary fig. 2.36 Kaplan-Meier plots of overall of the 10 gene selected
using statistical analysis expression in ovarian cancer tissues
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The combination of all 10 gene expression biomarkers showed
significant association with increased survival (PR = 0.24, 95 % CI: 0.07-
0.81, p = 0.01 (Summary fig. 2.37). The combination of the 10 gene
expression was also able to predict 5—year survival with AUC 0.82, while best
single biomarker predictor was GRB7 expression, reaching AUC of 0.56
(Summary fig. 2.38).
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Summary fig. 2.37 Kaplan-Meier plots of overall survival according to 10
gene selected using statistical analysis expression combination in ovarian
cancer tissues

ROC metrics

ROC curves, 5 years from diagnosis, OC group o ) )
Prognostic criteria, 5 years from diagnosis

o | Biomarker Time_months AUC Sensitivity Specificity
[—D EXO1 60 0.354 0.369 0.636
©
S 7] — RAD50 60 0.497 0.218 0.909
T
. o | PPT2 60 0.515 0.690 0.545
‘g‘ o
= /—l |/ LucrzL2 60 0.395 1.000 0.091
f =
[y
a3 Fl=u - 8 PKP3 60 0.616 0.516 0.727
PPT2
B — —— LUCT7L2
~ | KPS CDCA5 60 0.295 0.000 1.000
o

|
VPS338 ZFPL1 60 0.495 0.853 0.364

—— — GRB7

o ~ TCEAL4
S 7 VPS33B 60 0.295 0.068 1.000

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 GRB7 60 0.556 0.920 0.273
1 - Specificity TCEAL4 60 0.527 0.381 0.909
Risk score 60 0.816 0.677 1.000

Summary fig. 2.38 Time dependent ROC curves of the 10 genes selected
using statistical analysis expression in ovarian cancer tissues in predicting 5-
year overall survival
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Thus, although single biomarkers did not show association with survival,
the combination of the 10 gene expression biomarkers showed association
with survival in both external cohort as well as training cohort. Moreover, the
10 gene expression combination, selected via data-drive approach
outperformed the 14 gene expression and promoter methylation biomarker
combination selected via hypothesis-driven approach, with 2 % lower
sensitivity, but 27 % greater specificity and 0.05 higher AUC, showing the
utility of statistical analysis in biomarker selection.

3. DISSCUSION

The present study was one of the first attempts to investigate a wide range
of biomarkers in a cohort of Lithuanian ovarian cancer patient tumor tissues.
The study included the analysis of gene sequence mutations, gene promoter
methylation and gene expression biomarkers, some of which were
investigated in OC for the first time.

Although we did not find enough mutations in CTNNB1, FBXW7 and
ARID1A to warrant further analysis as diagnostic biomarkers, the mutation
counts generally reflected worldwide trends of low (3—8%) Wnt pathway gene
mutation cases in OC (Di Fiore et al., 2023), and 29.27% alteration rate for
ARID1A in OC cases (generally found in 30—70 % of OC cases) (Yachida et
al., 2020). Both alterations of the gene sequence and promoter methylation
were associated with lower ARID1A expression, although not statistically
significant, showing both genetic changes might have some influence on
ARID1A expression, although further validation in a larger cohort is necessary.
ARID1A mutations were a good prognosis indicator, as ARID1A mutations are
mutually exclusive with TP53 mutations, which are found in most HGSOC
cases and are associated with poor prognosis (Guan et al., 2011). ARID1A is
also involved in many cellular functions and is a target of various therapies,
adding to better survival (Hein et al., 2024).

Homeobox (HOX) genes are some of the most important transcription
factor—coding genes in both development and carcinogenesis, often regulated
via epigenetic changes, however, the three chosen gene ALX4, CDX2 and
HOPX promoter methylation were not previously investigated in OC using
MSP method. The present study found that around half (39-55%) of the OC
cases presented with promoter methylation in these genes, while the benign
tumor cases were mostly unmethylated. Previous studies found a slightly
higher methylation percentages of these genes in other solid tumors: ALX4
methylation of 68% in breast (Yang et al., 2017) and 70% in colorectal cancer
(Salehi et al., 2015), CDX2 55% methylation in lung (Liu et al., 2012), and
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72% colorectal tumors (Wang et al., 2018), while HOPX 62% methylation in
colorectal (Katoh et al., 2012), and 84% stomach cancer cases (Ooki et al.,
2010).

Based on literature analysis and previous works, 9 gene expression
biomarkers were selected form Notch and Wnt pathways. From this set of
biomarkers, 7 / 9 showed decreased expression in OC cases when compared
to benign tumors. Previous studies largely based on TCGA and GTEx
transcriptomic data analysis, found significant deregulation in all genes tested
in our study, except NOTCH2 (B. Chen et al., 2023) and CTNNB1
(AmeliMojarad et al., 2023). ROC analysis of the Notch pathway genes in
TCGA and GTEx cohort found higher AUC values in NOCTH3 (0.739),
NOTCHA4 (0.948) and JAG2 (0.769) than our smaller study analyzing OC and
benign tumor cases, while other biomarker AUC values were higher in our
study (B. Chen et al., 2023).

In the present study all 10 gene, selected via TCGA and GTEx data
analysis, expression was significantly deregulated in both train, test and the
external Lithuanian OC tumor tissue cohorts, showing their potential as
diagnostic OC biomarkers. EXO1 (van de Kooij et al., 2024), RAD50 (Zhang
et al., 2016), PPT2 (Xu et al., 2024), and GRB7 (Q. Xu et al., 2021) has
previously been identified as potential targets for treatment, and EXO1 (Yu &
Wu, 2025), PPT2 (Xu et al., 2024), CDCAS (X. Chen et al., 2023) and GRB7
(Wen et al., 2024) were shown to feature some diagnostic potential, while
LUCT7L2 (He et al., 2021), PKP3 (Qian et al., 2019), CDCAS5 (X. Chen et al.,
2023), and GRB7 (Wen et al., 2024) has shown to feature prognostic potential.
Moreover, LUC7L2 (He etal., 2021) TCEAL4 (Changet al., 2016), and GRB7
(Chen et al., 2024) has been previously included in other prognostic OC
panels.

In the present study logistic and cox regressions were applied to combine
multiple gene expression biomarkers as well as gene promoter methylation
status biomarkers. While single gene expression biomarkers did reach high
diagnostic accuracy (AUC of 0.99 for GRB7), combining multiple biomarkers
reached full separation of the OC cases from the benign tumors improving on
the sensitivity of single biomarkers (GRB7 sensitivity was 94.6%).
Combination of gene promoter methylation and expression biomarkers did
improve the prognostic ability to separate HGSOC from other OC cases
outperforming gene expression biomarker combinations. However, including
more biomarkers in the OC test model did not necessarily improve accuracy
as analyzing biomarkers selected via statistical analysis, the 6 gene expression
biomarker model (RAD50, PKP3, CDCA5 ZFPL1, VPSS3B and TCEAL4)
separated HGSOC from other OC with a higher AUC than the 10 gene
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expression biomarker model, while prognostic NOTCH3 and HES1 model
also outperformed larger Notch, Wnt and ARID1A gene expression model
when predicting 5-year survival. Including more biomarkers in the model
poses a risk of overfitting to the train dataset — in this case the biomarkers
selected via statistical analysis of TCGA and GTEx database transcriptomic
data were chosen for their ability to diagnose OC and predict survival, rather
than separate type II OC form other OC forms.

Although the gene expression biomarker model in the test dataset was not
associated with survival, however, in the train cohort the 5-year survival
prediction reached AUC value of 0.68, comparable to AUCs reached in other
studies 0.62—0.80. The present study did have some limitations; thus, the
results should be interpreted with caution. First, although the statistical data
selection was performed on ovarian cancer tissue and heathy ovarian tissue
transcriptomic data, in the external OC patient tissue cohort used for testing
only cases form OC and other benign ovarian pathologies were used, and the
cohorts used in the study were rather small, limiting the statistical power.
Although biomarkers selected in the study showed high potential in tissue
cohorts, ideally a diagnostic test, used for disease screening, would be non-
invasive, thus further validation in liquid biopsy — e.g. blood, urine samples
are necessary to apply these biomarkers in the clinical setting.
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CONCLUSIONS

CTTNBL1 gene expression selected via literature analysis separates high—
grade serous ovarian cancer (HGSOC) cases form benign tumors as well
as GRB7 gene expression biomarker chosen via statistical data analysis
(p >0.05).

GRB7 expression has diagnostic potential (AUC = 0.99), while NOTCH3
has prognostic potential (p = 0.048).

Biomarker combinations (TCEAL4 and GRB7) can reach full separation
of HGSOC and benign ovarian tumor cases (AUC = 1.00), while 10 gene
combination selected based on statistical analysis have prognostic
potential (AUC = 0.82).

CTNNB1, FBXW7, NOTCH1, NOTCH2, RAD50, VPS33B and GRB7
gene expression and ARID1A gene promoter methylation are associated
with stage in HGSOC cases, while HES1, CTNNB1, TCEAL4 gene
expression are associated with OC grade (p < 0.05).
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Bendra Informacija

Vardas, Ieva Vaicekauskaité

Pavarde

Pagrindiné Nacionalinis véZzio institutas, Genetinés diagnostikos

darbovieté laboratorija, Baublio g. 3b, LT-08406, Vilnius, Lietuva

I8silavinimas

2021-2025 Doktorantiiros studijos (Biologija, N 010),
Biomoksly institutas, Gyvybés moksly centras, Vilniaus
universitetas, Vilnius, Lietuva.

2019-2021 Gyvybés moksly magistro studijos (Genetika), Vilniaus
Universitetas

2015-2019 Genetikos bakalauro studijos, Vilniaus universitetas

Darbo patirtis

Nuo 2021 Jaunesnioji mokslo darbuotoja; Nacionalinis vézio
liepos mén. institutas, Genetinés diagnostikos laboratorija
2020 balandzio | Tyréja; Nacionalinis vézio institutas, Genetinés
mén. — 2022 diagnostikos laboratorija

geguzeés mén.

2019 liepos Biologé; Nacionalinis véZio institutas, Genetinés
mén. — 2021 diagnostikos laboratorija

liepos mén.

2019 kovo Laboranté; Nacionalinis véZio institutas, Genetinés
mén. — liepos diagnostikos laboratorija

mén.

Moksliniai projektai

Nuo 2025 Jaunesnioji mokslo darbuotoja, projekto vadove; ,,Geny

birzelio mén.

iRNR kiekio tyrimas kiausidziy véZio pacienciy skystos
biopsijos méginiuose* MSF-JM-14/2025

Nuo 2024
sausio mén.

Jaunesnioji mokslo darbuotoja; EU4Health programos
projektas “Federaciné Europiné genomikos duomeny
infrastrukttra — GDI“ Nr. 101081813
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Uzbaigti moksli

niai projektai

2025 spalio
mén. — 2025
gruodzio mén.

Jaunesnioji mokslo darbuotoja; ,,Radiobiologiniy ir
fizikocheminiy procesy tyrimai naujos kartos
spindulinés FLASH terapijos taikymui vezio gydyme*
Nr. S-MIP-24-134

2022 birzelio
mén. — 2023
geguzeés mén.

Jaunesnioji mokslo darbuotoja; “Didelio naSumo in vivo
tyrimy technologijos, skirtos jvertinti onkologiniy vaisty
kandidatus, sukiirimas® Nr. 01.2.1-LVPA-K-823-03-
0013

2020 lapkricio
meén. — 2021
balandZio mén.

Studenty moksliné praktika; projektas ,,Notch geny
raiSkos poky¢iy kiekybiniai tyrimai kiauSidziy vézio
lgstelése po poveikio interferonu gama“ Nr. 09.3.3-
LMT-K-712-22-0300

2020 spalio
mén. — 2021
vasario mén.

Biologé; ,,Pazangiis naujos kartos sekoskaitos jrankiai“
Nr. 01.2.1-LVPA-K-856-01-0024

Apdovanojimai

2025

Vilniaus Universiteto Gyvybés moksly centro vardiné
stipendija uz mokslinius pasiekimus

2024 Lietuvos moksly akademijos parama doktorantams uz
studijy pasiekimus
2023 Vilniaus Universiteto Gyvybés moksly centro vardiné

stipendija uz mokslinius pasiekimus

Stazuotés, Kurs

ai

2024 NextSeq 2000 Workflow mokymai, [llumina, Inc

2024 PCM4EU pavasario mokykla, Portas, Portugalija

202308 01 — Erasmus + praktika; Department of Obstetrics and

1001 Gynecology, Institute of Clinical Sciences, Sahlgrenska
Academy, University of Gothenburg, Gothenburg,
Svedija

2021 Laboratoriniy (bandomyjy) gyviiny mokslo kursas

2020 ,,.Laborama‘ mokymy kursas dél naudojimosi ir

priezitros instrukcijy darbui su ,,Ncounter analysis
system*
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