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1. Projekta Nr. 5 mérki:

(Norada projekta merki (saskanda ar apstiprinato projekta pieteikumu un ligumu) un
informaciju par merka sasniegsanu/izpildi)

Jaunu agrinas diagnostikas un terapijas efektivitates noteikSanas metozu izstrade
dzivildzes un dzives kvalitates uzlaboSanai pacientiem ar krits un metastatisku
kolorektalu vezi.

Parskata perioda tika noteikts riska al€lu biezums RECQL un PALB2 génos, ka art
Cetrpadsmit zemas penetrances géniem, kas laus izstradat algoritmu paaugstinata kriits
veza riska grupas identifikacijai. Ir noteikta saistiba starp noteiktam hromosomalam
aberacijam un metastatisku kolorektala veza pacientu bezprogresijas dzivildzi.
Paredzams pétijjuma grupa ieklaut arT pacientus ar zemakam stadijam un identificét
predikativus markierus terapijas efektivitates uzlabosanai. Turpinas petijums par kriits
véza genétisko heterogenitati un terapijas rezistento véza $tinu raksturoSanu, kas laus
labak izveleties optimalo terapiju noteiktam pacientu grupam.

Izstradato algoritmu un identificéto markieru izmantoSana laus uzlabot Latvijas
iedzivotaju dzives kvalitatiu un dzivildzi, kas aridzan saskan ar Biomedicinas
programmas galveno mérki.

Notiek sadarbiba PSKUS Kriits slimibu centru, Onkologijas kliniku, Kirurgijas kliniku,
SIA Pharmidea un SIA Nuklearas medicinas centrs.

2. Projekta Nr. 5 uzdevumi:

(Norada projekta parskata perioda planotas darbibas un galvenos rezultatus. Kopéjais
saturiskais izkldsts neparsniedz divas A4 lapas)

Darba uzdevumi Galvenie rezultati

1. Ar kriits véza risku saistitu génu al€lisku | Noteikti cetrpadsmit aléliskie varianti 3500
variantu noteikSana krits véza slimnieCu | kriits véza pacientem un 1000 kontroles
un kontroles grupa (E. Miklasevics, A. grupas  veselam sievietém. Noteikts
Irmejs, M. Ustinova, L. Kalnina) mutaciju biezums kriits véZa pacientém un

kontroles grupai RECQL un PALB2 génos.

2. Plazma cirkul&josu nukleinskabju analize | Noteikta hromosomalo aberaciju
metastatiska kolorektala v€za pacientiem (hromotripsis) saistiba ar metastatiska

dazados terapijas posmos (M. Nakazawa- | kolorektala véza pacientu dzivildzi.
Miklasevi¢a, Z. Daneberga, D. Kalniete,

D. Bérzina, L. Ozolina)




3. Metastatiska kolorektala veza pacientu
plazmas  masspektrometriska  analize
noteiktos terapijas posmos (G. Purkalne,
Z. Daneberga M. Nakazawa-Miklasevica,
D. Kalniete, L. Ozolina)

4. Audzgja primaro Sunu klonogéna | No pétljumd iesaistitajam pacienteém
ieguiSana un raksturoSana (L. Cakstina, A. | pavisam iegiitas 105 §tinu Iinijas; no tam
Irmejs, V. Pirsko, M. Priedite, L. Kalnina) | 52 jr saaudzétas nepiecieSsama daudzuma

un kriokonservétas, bet 53 — veél tiek

kultivetas, lai iegiitu nepiecieSamo Siinu
daudzumu. Vienas pacientes 17 audzgja

Sunu linijam veikta g€nu ekspresijas

analize.

3. Projekta Nr. S izvirzito uzdevumu izpildes rezultati

(Noverte, kada méra ir sasniegti planotie mérki un uzdevumi. Raksturo rezultatu zinatnisko
un praktisko nozimibu, ka art rezultatu praktisko lietojumu (lietiskiem pétijumiem). Raksturo
problemas, to iespéjamos risinajumus, turpmaka darba virzienus. Kopéjais saturiskais
izklasts neparsniedz cetras A4 lapas)

Zemas penetrances al€liskie varianti ir aktuals pétjjumu objekts krits veza
patogenéze. Statistiski ticamu asociaciju ar kriits véza saslim$anu novéroja septiniem
no vienpadsmit analiz€tajiem variantiem. Pieci no tiem (1rs9693444, rs1550623,
rs13329835, rs3760982, rs7072776) uzradija kriits véZa saslimSanas risku palielinosu
efektu, turpret rs17356907 un rs1436904 - protektivu efektu. Veica alélisko variantu
kombinaciju analizi, atlasot piecus variantus (rs7072776, rs3760982, rs13329835,
rs1550623, rs9693444) ar statistiski ticamu, kriits véza saslimsanas risku palielinoSu
efektu, ko pieradija iepriekS veiktaja gadijuma-kontroles analize. Sievietes gan no
paciensu, gan kontroles grupas klasificgja se$as kategorijas, balstoties uz ieprieks
atlastto variantu statusu un skaitu.
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1. att€ls. Nes€ju procentualais daudzums kontroles un paciensu grupas dazadas kategorijas atkariba
no riska al€lu skaita.

Noveéroja, ka sievieteém, kas ir vismaz tris al€lisko variantu nesg€jas, ir statistiski
ticami lielaks kriits véza saslimsSanas risks neka tam, kam riska al€lu skaits ir mazaks
par tris (OR = 1,49; CI = 1,17 — 1,91; p-vértiba = 0,001).

Hromotripsis ir masveida hromosomu fragmentacija, kuras rezultata notiek Stinas
onkotransformacija. ST p&tTjuma mérkis bija novértét hromotripsa (> 100 lizumpunkti
viena hromosoma) saistibu ar bezprogresijas perioda (PFS) ilgumu metastatiskiem
kolorektala véza pacientiem (mKRV). Jaatzimé, ka gandriz identiski parkartojumi
bija v€rojami vairaku pacientu 1., 3 . un §. hromosoma (2 att.).




52,6% audzgja paraugos, tika noteikts hromotripsis. Visbiezak tas skarl ., 2. un 6.
hromosomu. Pozitiva korelacija tika atrasta starp hromotripsi un paaugstinatu PFS (3.
att).Krits audzgjiem raksturigi dazadu, neviendabigu Stinu tipu apkopojumi, tapéc
labakai audz€ja Sunu heterogenitates izpratnei, nepiecieSami padzilinati So S$inu
patogenézes pétijumi. Parskata perioda pétijuma iesaistitas Cetras pacientes pirms un
pec terapijas.

Misu pétijuma no kriits audzgja iegtita materiala kultivésanai vidgja efektivitate ir
65,6%. No petljuma iesaistitajam pacient€m pavisam iegiitas 105 §tinu linijas; no tam
52 ir saaudzEtas nepiecieSama daudzuma un kriokonservétas, bet 53 — vél tiek
kultivetas, lai iegiitu nepiecieSamo Stinu daudzumu.

No katra punkcijas biopsijas parauga ar sekvencialas mehaniskas un enzimatiskas
SkelSanas palidzibu izolétas 32 Siinu populacijas primaro $tnu kultiiru uzséSanai.
Katras frakcijas Stnas tiek kultivetas Cetras atSkirigas barotnés, lai péc iesp&jas labak
saglabatu audzgja esoSo Stnu populaciju daudzveidibu. Darba izmantotas barotnes
att€lotas 2. tabula.
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Attels 2. 3. hromosomas kopiju skaita izmainas ¢etru pacientu (#3, #8, #9 un #14) véza Siinas.

Chromothripsis *+°

Sunvival probabily (%)

Attels 3. PFS korelacija CEA limeni (A), lazumpunktu skaitu (B) un hromotripsi (C).



1.tabula. P&tijuma iesaistito paciensu kliniskais un patohistologiskais

raksturojums
Pacientes | Vecums | Stadija | Patologiska ER PR HER2
kods diagnoze
kv10 56 INA pT2NoMg 100% 90% <10%
kv1l 61 INA pT2NoMo 85% ++
kv12 56 1B pT3NoMo 10% ++
ab01 39 1B pT2N1My >80% | >80% <10%
2.tabula. Barotnu apzim&jumi un sastavi
Barotn Bazes barotne FBS (seruma) Piedevas*
e koncentracija (%)
A10 DMEM/F12 (1:1) 10 P/S
A5 DMEM/F12 (1:1) 5 P/S, I, HC, EGF, E2, HEPES, T, T3, Se, Ct
D5 DMEM/F12 (1:3) 5 P/S, I, HC, EGF, E2, HEPES, T, T3, Se, Ct
RS RPMI11640 5 P/S, I, HC, EGF, E2, T, T3, Se, Ct

* P/S — 1% Pen/Strep; | — insulins; HC — hidrokortizons; EGF — epidermalais augSanas faktors; E2 —
17B-estradiols; HEPES - (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonskabe; T — transferins; T3 — 3,3°,5-
trijod-L-tironins; Se — natrija selenits; Ct — holeras toksins.

Lai noskaidrotu barotnu ietekmi uz noteiktu S$tnu tipu augsSanu, tika veikts
pétijums, izmantojot komerciali pieejamas kriits véZa $iinu ltnijas (MCF7, SkBr3 un
MDA-MB-436). P&tijums risina vienu véza p&tnieciba identific€tu nepilnibu/trikumu
(Eccles et al. Breast Cancer Res. 2013;15, R92.), proti, vai kriits véza $tinu fenotips
paliks in vitro tads pats ka in vivo un, savukart, ka dati, kas iegiiti no eso$am kriits
véza §tinu linijam varétu atbilst fiziologiskiem procesiem (Lacroix & Leclercq Breast
Cancer Res Treat. 2004, 83,249.). Krits v&za $tinu Inijas tika izv€l&tas atkariba no
atbilstibas molekularas klasifikacijas tipam (Kao et al.. PLoS One. 2009;4,:¢6146.),
kur MCF7 pieder pie luminala A tipa, SkBr3 — pie HER2 parekspresijas tipa, bet
MDA-MB-436 — bazala, zemas klaudina ekspresijas tipa. Visas Stnu linijas tika
kondicionétas attiecigajas barotn€s Cetros pars€jumos. Dati par barotnu ietekmi uz
Stnu augSanu att€lota 4A.attela.
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4.attels. A.Kriits véza Stnu lniju augSana un proliferacija A10, A5, D5 un RS barotnés. A —
kumulativais populaciju dubulto$anas limenis attiecigaja barotné. B — $iinu populacijas generacijas
laiks, C — §Ginu dzivotsp&ja p&c subkultiiru tripsiniz€$anas, D — §tinu daudzums subkultiiru beigas. B.
MCF7, SkBr3 un MDA-MB-436 atsevisko ekspresijas profilu klasteré$anas rezultati visas barotnés.
ddCT vertibas att€lotas salidzinajuma pret pamata barotni A10.

Krits véza Sunu linijas pec kondiciongSanas attiecigajas barotnés tika raksturotas ar
markiergénu ekspresiju (4B. att.)

Visizteiktakas morfologiskas un génu ekspresijas izmainas bija luminala A tipa
audzgja Siinu linija MCF7, kur samazinata seruma daudzums, bet papildus pievienotas
piedevas (1.tabula), veicinaja Siinu diferenciaciju vairak bazala (mazak diferencéta)
virziena. Kopuma, iegiitie rezultati liecina, ka Stinu kultivéSanas barotnu sastavs var
ietekm@t kriits véZa §tinu liniju diferenciacijas statusu. Sis izmainas ir atkarigas no
Stnu sakotngjas diferenciacijas pakapes, proti, barotnu sastava izmainu ietekme uz
sinam ar zemaku diferenciacijas pakapi, ir ierobezotaka (mazaka).

Pacientei ab0O1 pirms neoadjuvantas terapijas no audzgja tika iegiitas 32 primaras
Stnu kultiiras. Ar reala laika PKR metodi visu izveidota panela génu ekspresija (79
geéni) raksturota 17 $tinu Iinijas, kas iegiitas no pacientes abO1 pirms terapijas. Ta ka
biologiskaja materiala biezi ir sastopami kriits stromas fibroblasti, kas sp&j paraugt
citas $tnas vai nomakt to augSanu, atsauces $tnu linija HDFa (Human Dermal
Fibroblasts) tika izmantota ka iek$gja atsauce. Visi analizé izmantotie paraugi tika
salidzinati péc normaliz&tam delta Ct vertibam (5A.att.).
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S.attels. A. Visu reala laika PKR analizé ieklauto paraugu savstarp&jas lidzibas att€lojums
dendrogramma. Numuri no 1 — 17 apzime §tinu Iinijas, iegiitas no pacientes ab01 pirms neoadjuvantas
terapijas. 18 — fibroblastu atsauces $tinu linija. B. Relativa génu ekspresija, salidzinot ar fibroblastiem
(ddC).

Salidzinot visu pétito génu ekspresiju, kultiras 4. un 5. ir vislidzigakas
fibroblastiem. Kultiiras 6. un 7. ir vienas un tas pasas $tinu Iinijas divi parsg¢jumi, un
to tuva Iidziba liecina, ka divi secigi pars€jumi analiz€to g€nu ekspresiju (Siinu
fenotipu) attiecigaja Siinu linija ietekm& maz — Stinu identitate, turpinot kultivéSanu,
saglabajas. Zemak att€lotajos grafikos iegiitas ddCt vertibas ir konkréta géna
ekspresijas atskiribas, salidzinot ar §1 géna ekspresiju (dCt) fibroblastos, tatad liecina
par géna relativo ekspresiju, salidzinot ar ta ekspresiju fibroblastos.

Desmit Stinu linijas imiincitofluorokimiski noteikta EPCAM, MUCI, VIM, ESRI1,
PGR, ERBB2 un KRT19 ekspresija. Sie markieri lauj spriest par saaudz&to $iinu
kulturu identitati — EPCAM, MUCI1 un KRT19 ekspresijas pakape raksturo kriits
epitelija Stnu diferenciacijas pakapi, ESR1, PGR un ERBB2 ekspresija lauj spriest
par §tinu atbilstibu noteiktam kriits véza molekularajam tipam. Analiz€to Stnu Iiniju
dati apkopoti 4. tabula.

Peétijuma turpinajuma tiks veiktas jau ieguto datu padzilinatakas, statistiskas
analizes, precizaku secinajumu iegiiSanai. Joprojam tiek kultivetas Siinas no paciensu
materiala, kas iegiitas péc neodajuvantas terapijas. Sis iegatas $anu linijas tiks
raksturotas gan péc génu ekspresijas profila, gan péc proteinu ekspresijas, rezultata
saltdzinot $tinu profilus pirms un p&c noadjuvantas terapijas un identific€jot terapijas
rezistentas Stnas.

Tika uzsakta starptautiska sadarbiba ar diviem pétnieciskiem konsorcijiem un

sanemts finans€jums diviem grantiem:
i) ERA-NET TRANSCAN2 “Mutated neo-antigens in hepatocellular carcinoma”
(izpilde saksies 2017.g.);
i1) FLAG_ERA JTC “Information Technology: The Future of Cancer Treatment”
(izpilde saksies 2017. g.).

4 tabula. Imtnfluorokimiski noteiktais biomarkieru statuss $tinu linijas, kas izol&tas

no paciensu biopsijas materiala

Pac. | Kultiiras Biomarkieru krasojuma intensitate S'L_inu
kods | kods | gpcam | ESR1 | PGR | ERBB2 | MuC1 | KRT19 | vim | P
kv10 | 2C0005 0 1 0 0 1 0 2 | Bas?
2C0020 0 0 1 0 0 0 3 Str
2C0021 2 2 1 0 2 2 2 | Lum

A

2C0024 0 1 0 0 1 1 2 | Bas?
2C0048 3 3 2 0 2 3 0 | Lum

A

kvll | rsu00s2 0 1 0 0 0 0 3 Str
kv12 | 2C0030 2 1 1 3 1 2 1 | HER2
2C0031 2 1 1 1 0 2 3 | Bas
2C0049 0 1 1 0 1 1 2 | st
ab01 | 3A0110 0 0 0 0 2 1 3 Str




Biomarkieri: EPCAM — epitelialo siunu adhézijas molekula; ESRI — estrogénreceptors alfa; PGR —
progesterona receptors; ERBB2 — Erb-B2 receptora tirozinkinaze 2; MUCI — ar Sinas virsmu

saistitais mucins 1; KRT19 — keratins 19

Intensitates apziméjums: 0 — negativs; 1 —vajs; 2 — videjs; 3 - stiprs
Sinu tipi: Str — fibroblasti/stromas Sinas; Lum A — luminala A tipa $inas, HER2 — HER2

parekspresijas tipa sunas, Bas — bazala tipa siinas.

4. Projekta Nr. 5 apgiitais finanséjums (euro):

Planots 3.posms 3.posms Projekts Nr. 5
2014. — (atbilstosi Hggﬁ:’;r
2017.g. programmas 3.posma Planots Faktiski
aprakstam) 1stenoSanu)
;888; IZDEVUMI — KOPA 551 250 153 837 116 736 116 736 | 116 736
1000 | Atlidziba 271033 75 637 73 692 73 692 73501
Preces un
2000 | pakalpojumi (2100 + 280 217 78 200 43 044 43 044 43 235
2200)
Macibu, darba un
2100 g?enem komandgjumi, 13 000 5000 3500 3500 1095
ienesta, darba
braucieni
2200 | Pakalpojumi 73126 21 884 11 673 11 673 11720
Krajumi, materiali,
energoresursi, preces,
mediciniskas ierices,
2300 | mediciniskie 27 824
instrumenti,
laboratorijas dzivnieki
un to uzturésana
Budzeta iestazu
2500 nodoklu maksajumi 1387
5000 | Pamatkapitala 0 0 0 0 0
veidoSana

* Minétie skaitli ir budZeta finans&Sanas klasifikacijas kodi.

5. Projekta Nr. 5 rezultativie raditaji

(Nordada parskata perioda planotos un sasniegtos rezultativos raditajus. Informdciju atspogujo tabuld

un pielikuma)

Planots 2016. g. Piezimes

Rezultativais raditajs 2014 -
2017.9.| planots | Faktisks

Zinatniskie rezultativie raditaji

1. Zinatnisko publikaciju skaits:
originalo zinatnisko rakstu 1
(SCOPUS) (SNIP > 1) skaits




Web of Science vai SCOPUS datubazes
icklautajos izdevumos publicéti originali
recenzeti raksti (SNIP<1)

Attiecigas nozares ministrijas atzitas
specializ€tajas datu bazes publiceti zinatniski
raksti (PubMed, CAPLUS)

12

4 publicétas,

3 iesniegtas

Web of Science vai SCOPUS datubazes
ieklautajos izdevumos publicgtas konferencu
tezes

originalo zinatnisko rakstu
ERIH (A un B) datubazg ieklautajos zurnalos
vai konferencu rakstu krajumos

recenz@tu zinatnisku monografiju skaits

2. Programmas ietvaros aizstavéto darbu skaits:

promocijas darbu skaits

J. Plonis, RSU ,
paredzets 2017.
g. janvarl

magistra darbu skaits

2

M. Ustinova LU,
2016

Programmas popularizé$anas rezultativie radit

1. Programmas gaitas un rezultatu
popularizésanas interaktivie pasakumi, kuru
mérku grupas ieklauti ari izglitojamie, skaits:

konferences

seminari

rikotie seminari

popularzinatniskas publikacijas

izstades

Tautsaimnieciskie rezultativie raditaji

1. Zinatniskajai institlicijai programmas ietvaros
piesaistita privata finanséjuma apjoms:

1.1. privata sektora lidzfinans€jums programma
ieklauto projektu istenosanai

20000

10 000

1.2. ien€mumi no programmas ietvaros radita
intelektuala Tpasuma komercializ€Sanas
(rpnieciska Tpasuma tiesibu atsavinasana,
licencés$ana, izn@mumu tiesibu vai lietoSanas
tiesibu pieskirSana par atlidzibu)

1.3. ien@mumi no ligumdarbiem, kas balstas uz
programmas ietvaros raditajiem rezultatiem un
zinatibas

2. Programmas ietvaros pieteikto, registréto un
speka uzturéto patentu vai augu $kirnu skaits:

Latvijas teritorija

arpus Latvijas

3. Programmas ietvaros izstradato jauno
tehnologiju, metozu, prototipu vai pakalpojumu
skaits, kas aprobétas uznpémumos

4. Tevie$anai nodoto jauno tehnologiju, metozu,
prototipu, produktu vai pakalpojumu skaits
(noslégtie Iigumi par intelektuala Tpasuma
nodosanu)




Projekta Nr. 5 istenoSanas analize
Stipras puses Vajas puses
Pieredz&jusi multidisciplinara komanda, | Neliela pieredze proteomika. Liela

pieredze ieprieksgjas VPP. personala rotacija, Tpasi saistoba ar
pétijumiem proteomika.

Iespgjas Draudi
Attistit proteomikas un $tinu kultiiru Finasialie — v€ls finansgjums, sarezgita
metodes v€za petniecibai. iepirkumu procediira. Jauno zinatnieku

migracija uz citam Eiropas laboratorijam.

6. Projekta Nr. S identificétie riski un to samazinasanas vai novér$anas
pasakumi

Darbu loti apgriitina smagngjais un loti 1€nais iepirkumu process, ka arT darbinieku
zaudéSana nekonkurétsp€jiga atalgojuma dél. Ta piem. Sogad 1su laiku (no paris
méneSiem lidz pusgadam) nostradaja divi mass-spektroskopijas specialisti. Atrast
jaunus ir praktiski neiesp&jami ierobezoto cilvékresursu un neatbilstosa atalgojuma
del.

Projekta Nr.5 vaditajs: Janis Gardovskis
(paraksts) (datums)

Zinatniskas institticijas vaditajs:

(paraksts) (datums)
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Attiecigas nozares ministrijas atzitas specializetajas datu bazes publiceti zinatniski
raksti

. Plonis et al, Survival rates of familial and sporadic prostate cancer patients. Exp. Oncol.,

2015, 37, 154 - 155.

. Plonis et al. The CHEK?2 del15395 is a founder mutation with-out direct effects for cancer

risk in the Latvian population. BJIMG, 2015, 18, 33-36.

. Skuja et al. Chromo--thripsis and progression free survival in metasta-tic colorectal cancer.

Mol. and Clinical Oncology, In press.

. Pirsko et al. An effect of culture media on epithelial differentiation in breast cancer cell

lines MCF7, MDA-MB-436, SkBr3. Breast Cancer: Clinical and Basic Research, In
press.

. Kalniete et al.. Differently Expressed Genes Between Triple Negative Hereditary and

Sporadic Breast Cancer Tissues, Mol. and Clinical Oncology submitted.

. Pdtzold et al.. Detection of genetic variants of POLE and POLDL in colorectal cancer

patients. Exp. Oncol., submitted.

. Bérzina et al. Novel APC mutations. Anticancer Res., submitted.

Konferences

. Ustinova et al. Impact of low penetrance variants on breast cancer morbidity and

prognosis. European Society of Human Genetics Conference 2016, Barselona, Spanija,
2016 (stenda referats).

Popularzinatniskas publikacijas

. E. MiklaSevi¢s. LR1, Zinamais nezinamaja. 07.01.2016. plkst.10.07.

. Z. Daneberga. LR1, Zinamais nezinamaja. 04.04.2016. plkst.10.15.

. E. Miklasevics. LR 1, Zinamais nezinamaja. 23..08.2016. plkst.10.07.

. E. MiklaSevics Vézis — “loterija”, kuras melno lozi var izvilkt ikviens. Apollo, 06.06.2016.

. E. Miklageviés. Ka rodas vézis? Parmantots vézis — mits vai draudi? Apollo, 18.07.2016.



