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SANTRUMPOS 

 

ADAMTS12 – disintegrino ir metalopeptidazės su trombospondino 1 tipo 12 

motyvų genas (angl. a disintegrin and metalloproteinase with 

thrombospondin type 1 motif 12) 

APC – adenomatozinės polipozės genas (angl. adenomatous polyposis coli) 

BRCA1/2 – krūties vėžio 1/2 genas (angl. breast cancer 1/2 gene) 

CI – pasikliautinasis intervalas (angl. confidence interval) 

DAPK1 – nuo kalcio ir kalmodulino priklausomos serino/treonino kinazės, 

genas (angl. death-associated protein kinase 1 ) 

DCIS – duktalinė karcinoma in situ (angl. ductal carcinoma in situ) 

ER – estrogenų receptorius 

ESR1 – estrogeno receptoriaus 1 genas (angl. estrogen receptor 1) 

HR – santykinė rizika (angl. hazard ratio) 

FILIP1L – su filaminu A besijungiantį baltymą koduojantis genas (angl. 

filamin A interacting protein 1 like) 

GSTP1 – glutationo S transferazės π 1 genas (angl. glutathione S-transferase 

π 1)  

HER2 – žmogaus epidermio augimo faktorius 2 (angl. human epidermal 

growth factor receptor 2)  

HRR – homologinė rekombinacinė reparacija (angl. homologous 

recombinational repair)  

IDC – invazinė ductalinė karcinoma (angl. infiltrating lobular carcinoma)  

Ki-67 – ląstelės proliferacijos žymuo  

kPGR – kiekybinė PGR 

KV – krūties vėžys 

LA – luminalinis A 

LB – luminalinis B 

LCIS – lobulinė karcinoma in situ (angl. lobular carcinoma in situ)  

M – metastazės 

MGMT – O-6-metilguanino DNR metiltransferazės genas (angl. 

methylguanine methyltransferase)  

MSP – metilinimui jautri PGR (angl. methylation-specific PCR)  

MT1 – metalotioneinų 1 genų šeima (angl. metallothionein 1)  

N – naviko stadija pagal artimųjų limfmazgių pažeidimą 

NAALAD2 – N-acetilintos su α susijusios rūgštinės dipeptidazės 2 genas (angl. 

N-acetylated alpha-linked acidic dipeptidase 2 )  

NKS – naujos kartos sekoskaita (angl. next-generation sequencing)  

NHEJ – nehomologinių galų sujungimas (angl. non-homologous end-joining)  
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NSG – naviko supresoriaus genas 

OS – išgyvenamumas (angl. overall survival) 

P14 – P14ARF, CDKN2A – nuo ciklinų priklausomos kinazės inhibitoriaus 2A 

genas (4 transkriptas), koduojantis p14arf baltymą (angl. cyclin-

dependent kinase inhibitor 2A)  

P16 – P16INK4A, CDKN2A – nuo ciklinų priklausomos kinazės inhibitoriaus 

2A genas (1 transkriptas), koduojantis p16ink4a baltymą (angl cyclin-

dependent kinase inhibitor 2A) 

PR – progesteronų receptorius 

PRKCB – proteinkinazės C β genas (angl. protein kinase C β)  

RARB – retinoinės rūgšties receptoriaus β genas (angl. retinoic acid receptor 

beta )  

RASSF1 – Ras sąveikos domeną turinčių baltymų šeimos genas 1 (angl. Ras 

association domain-containing protein 1)  

RUNX3 – su Runt susijęs transkripcijos faktoriaus 3 genas (angl. Runt-related 

transcription factor 3)  

T – naviko stadija pagal auglio dydį 

TN – trigubai neigiamas 

TNM – vėžio klasifikavimo sistema 

TP53 – naviko baltymo 53 genas (angl. tumor protein 53)   
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ĮVADAS 

Kasmet Lietuvoje krūties vėžiu suserga apie 1500, o nuo šios ligos per metus 

miršta apie 500 moterų [Lietuvos vėžio registro duomenys: Vėžys Lietuvoje 

2017, elektroninis išteklius]. Nepaisant gerėjančių diagnostinių priemonių, 

krūties vėžys vis dar išlieka pirmaujančia moterų onkologine liga [Europos 

vėžio informacijos sistemos (ECIS) duomenys, 2019, elektroninis išteklius].  

Krūties vėžys diagnozuojamas instrumentiniais tyrimais: ultragarsiniu, 

mamografiniu ar taikant magnetinį rezonansą. Diagnozė tikslinama atlikus 

biopsiją ir audinį ištyrus imunohistocheminiais metodais, nustatant hormonų 

ir HER2 receptorių būseną. Papildomai gali būti atliekama baltyminių vėžio 

žymenų (CEA ir CA 15–3) paieška kraujyje, leidžianti patikslinti diagnozę, 

tačiau šių baltyminių žymenų specifiškumas siekia atitinkamai 56 % ir 41 % 

ir labiau siejasi su metastazių atsiradimu [Stieber ir kt., 2015].  

Nepaisant heterogeniškumo, krūties vėžys yra skirstomas į keturis 

pagrindinius potipius (luminalinį A ir B, HER2 teigiamą ir TN – trigubai 

neigiamą), kurie skiriasi piktybiškumu, ligos eiga ir gydymo galimybėmis 

[Zardavas ir kt., 2015]. Trigubai neigiamas krūties vėžio potipis yra 

agresyviausias, nėra jam pritaikytos taikinių terapijos, be to jis linkęs greitai 

metastazuoti. TN potipio krūties navikuose dažnai randamos mutacijos (TP53, 

BRCA1/2), tačiau jam būdingų hipermetilintų genų nėra daug nustatyta [Fang 

ir kt., 2011].  

Ląstelėje besikaupiančios mutacijos lemia jos piktybėjimą. Mutacijai 

įvykus lytinėse ląstelėse, vystosi paveldimas vėžys ir net apie 5–10 % visų 

krūties vėžio atvejų yra paveldimi. Sergant paveldimu krūties vėžiu, dažnai 

randamų mutavusių BRCA1 ir BRCA2 genų koduojami baltymai dalyvauja 

taisant DNR pažaidas ir yra labai svarbūs palaikant genomo stabilumą bei 

kontroliuojant ląstelės ciklą [Sadeghi ir kt., 2020], tad moterims, 

paveldėjusioms mutavusį BRCA1 ar BRCA2 geną, rizika susirgti krūties vėžiu 

padidėja apie 70 % [Matta ir kt., 2022]. Kitas svarbus genas – TP53 – yra 

dažniausiai mutuojantis genas vėžinėse ląstelėse [Silwal-Pandit ir kt., 2017]. 

Krūties navikuose TP53 mutacijų aptinkama 20–50 % visų krūties vėžio 

atvejų [Powell ir kt., 2000; Langerod ir kt., 2007], tai lemia DNR pažaidų 

taisymo, apoptozės, ląstelės ciklo valdymo pakitimus, todėl sutrikus šiems 

procesams, ląstelėje pradeda kauptis vis daugiau mutacijų ir ji ima piktybėti 

[Pitolli ir kt., 2019]. TP53 geno mutacijos yra laikomos radioterapijos 

kontraindikacija, nes gali padidinti antrinių navikų atsiradimo tikimybę 

[Lazzari ir kt., 2021], todėl BRCA1/2 ir TP53 mutacijų tyrimas yra labai 

svarbus tiek ligos profilaktikai, tiek gydymo planavimui.  
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Daugiau nei pusė baltymus koduojančių genų greta savo promotorinių 

sekų turi mažiausiai vieną CpG salą, todėl tokių genų raiška gali būti valdoma 

dalyvaujant DNR metilinimo procesui [Baylin ir kt., 2000]. Vėžinėse 

ląstelėse, šios CpG salos, karcinogenezę slopinančių genų promotoriuose 

dažnai randamos hipermetilintos, o tai lemia geno funkcijos nutildymą – 

transkripcijos slopinimą [Baylin ir kt., 2000]. Metilinimo žymenys yra labai 

patrauklus tyrimo objektas, nes karcinogenezėje promotoriaus metilinimas yra 

dažnesnis įvykis nei mutacijų atsiradimas. Palyginti su mutacijomis, kurių 

atskiroje ląstelėje gali susikaupti apie 80, genų promotorių sekose esančių 

CpG salų hipermetilinimo dažnis gali siekti nuo kelių šimtų iki 1000 

[Ushijima ir kt., 2010]. DNR hipermetilinimas dažnai priklauso nuo audinio 

tipo, tačiau labiausiai ląstelės piktybėjimui yra jautrūs genai, dalyvaujantys 

ląstelės ciklo reguliacijoje, signalo perdavimo keliuose, programuotos ląstelių 

žūties, ląstelių adhezijos, angiogenezės, genomo stabilumo palaikymo, 

ksenobiotikų metabolizmo, sunkiųjų metalų surišimo bei genų raiškos 

valdymo procesuose [Das ir kt., 200]. 

Krūties vėžio tyrimų skaičius nuolat auga, o mokslininkai atranda vis 

naujų diagnostinių ir prognostinių krūties vėžio žymenų, kurie galėtų 

palengvinti naviko nustatymą, biologinį tipavimą ir leistų ne tik prognozuoti 

ligos eigą, bet ir numatyti atsaką į gydymą bei kurti individualizuoto gydymo 

galimybes [Sher ir kt., 2022]. Genetiniai ir epigenetiniai krūties vėžio 

biožymenys gali padidinti diagnostikos testų tikslumą, todėl svarbu vykdyti 

modernius tyrimus, leidžiančius detaliai išanalizuoti molekulinį navikų 

profilį, ir didelėse gerai charakterizuotose imtyse patikrinti atrinktų žymenų 

informatyvumą. Šiame darbe, taikant šiuolaikines technologijas, buvo 

tiriamos TP53 ir BRCA2 genų mutacijos ir genų, dalyvaujančių įvairiuose 

krūties karcinogenezės etapuose, kaip P14, P16, DAPK1, MGMT, FILIP1L, 

RARB, NAALAD2, GSTP1, MT1G, MT1E, MT1F, RUNX3, RASSF1, PRKCB, 

ADAMTS12, ESR1 ir APC, promotoriaus DNR metilinimo pakitimai. 

 

Darbo tikslas – krūties navikuose ištirti atrinktų genų mutacijas, DNR 

metilinimo pokyčius ir įvertinti šių pokyčių diagnostinę ir prognostinę vertę 

bei sąsajas su klinikiniais-patologiniais krūties vėžio rodikliais.  

 

Uždaviniai: 

 

1. Išanalizuoti paveldėtos BRCA2 geno mutacijos c.3847_3848delGT 

įtaką krūties vėžio klinikiniam pasireiškimui ir ligos eigai.  
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2. Ištirti krūties navikų TP53 mutacijų dažnį, tipą ir įvertinti mutacijų 

sąsajas su klinikiniais-patologiniais rodikliais.  

3. Krūties navikuose ištirti DNR metilinimo pakitimus su 

karcinogenezės procesais susijusių genų promotoriuose ir įvertinti šių 

biožymenų diagnostinę vertę ir sąsajas su krūties vėžio potipiais. 

4. Įvertinti DNR metilinimo biožymenų sąsajas su klinikiniais-

patologiniais krūties vėžio rodikliais. 

5. Išanalizuoti DNR metilinimo pokyčius TP53 mutaciją turinčių navikų 

grupėje ir jų sąsajas su klinikiniais-patologiniais rodikliais bei 

bendruoju išgyvenamumu. 

6. Įvertinti DNR hipermetilinimo žymenų sąsajas su bendruoju 

išgyvenamumu visoje krūties vėžio imtyje. 

 

Mokslinis naujumas ir praktinė reikšmė 

 

Lietuvoje iki šiol nebuvo analizuotos retos BRCA2 geno mutacijos 

c.3847_3848delGT šeiminės anamnezės klinikinės pasekmės. Šiame 

disertaciniame darbe taip pat pirmąsyk atliktas išsamus ankstyvų stadijų (I ir 

II) krūties vėžiu sergančių moterų TP53 geno mutacijų tyrimas, kuriam 

naudotas pažangus ir tikslus naujos kartos sekoskaitos (NKS) metodas. 

Disertaciniame darbe pirmą kartą Lietuvos populiacijoje atlikta detali DNR 

hipermetilinimo žymenų analizė, apimanti 116 navikų, ir atskirai išnagrinėtas 

TP53 mutaciją turinčių navikų DNR metilinimo profilis. Nors krūties vėžys 

pasaulyje yra plačiai tyrinėjamas [Cho ir kt., 2022; Dugué ir kt., 2022], 

Lietuvoje iki šiol nebuvo atlikta plati biožymenų analizė, apimanti 17-os, 

skirtingas funkcijas ląstelėje atliekančių, genų hipermetilinimą. 

Šio disertacinio tyrimo rezultatai parodė, kad, remiantis DNR 

hipermetilinimo biožymenų tyrimu, galima statistiškai reikšmingai atskirti 

ankstyvos stadijos krūties navikus nuo nevėžinių darinių ir diferencijuoti 

krūties vėžio potipius. Literatūroje rašoma, kad agresyviausio ir 

heterogeniškiausio – trigubai neigiamo (TN) – potipio navikams nėra 

būdingas dažnas hipermetilinimas [Fang ir kt., 2011]. Disertaciniame darbe 

buvo nustatytas išskirtinai TN potipiui būdingas MT1E ir FILIP1L genų 

hipermetilinimas, taip pat didelis TP53 mutacijų dažnis. TP53 mutacijų 

analizė atskleidė sąsają su agresyvesnio fenotipo krūties vėžiu, taip pat 

pirmąsyk Lietuvoje buvo atliktas epigenetinis TP53 mutaciją turinčių krūties 

navikų tyrimas, kurio metu buvo aptiktas būdingas MT1E geno 

hipermetilinimas bei nustatyta, kad TP53 mutacija ir FILIP1L geno 

hipermetilinimas kartu prognozuoja blogą ligos baigtį. Kadangi TN krūties 
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vėžio potipio pacienčių išgyvenamumas trumpiausias, galima daryti prielaidą, 

jog šie epigenetiniai žymenys turi ne tik diagnostinį, bet ir prognostinį 

potencialą.  

Rengiant disertaciją buvo atliktas krūties vėžio tyrimas, kuriame buvo 

analizuojami atskirų potipių genetiniai ir epigenetiniai skirtumai, o 

molekulinė informacija siejama su klinikiniais-patologiniais rodikliais bei 

išgyvenamumu. Tai leido dar detaliau panagrinėti didelį krūties vėžio 

heterogeniškumo laipsnį.   
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1. LITERATŪROS APŽVALGA 

1.1. Krūties vėžys 

1.1.1. Krūtų anatomija ir patologija 

Krūtys – porinis organas, sudarytas iš riebalinio, jungiamojo ir liaukinio 

audinio skilčių. Liaukinį audinį sudaro 15–20 skiltelių (liaukučių) turinčios 

pieno liaukos, susijungusios pieno latakais ir atsiveriančios spenelyje. 

Kiekvienoje pieno liaukos skiltelėje yra smulkesnių struktūrų, vadinamų 

alveolėmis, kuriose gaminamas pienas. Išilginės jungiamojo audinio dalys 

formuoja pertvaras, prilaikančias liaukines skiltis, o riebalinis audinys užpildo 

tarpus tarp liaukų. Krūtyje taip pat gausu kraujagyslinio ir limfagyslių tinklo. 

Pagrindiniai limfagyslių mazgai išsidėstę pažastyse, poraktikaulinėse ir 

užkrūtinkaulinėse limfmazgių sankaupose (1.1 pav.) [NVI duomenys: Apie 

krūties vėžį, 2014, elektroninis išteklius; Bland ir kt., 2018].  

 
1.1 pav. Krūties sandara [pritaikyta pagal „The Web site of the National 

Cancer Institute“, Winslow ir kt., 2014, elektroninis išteklius]. 

 

Krūtys yra sudėtingos struktūros organas, kuris, veikiamas hormonų, 

per gyvenimą keičiasi: pradedant brendimu, kai krūtys ima vystytis, tęsiant 

kūdikio maitinimo periodu, kai organas, veikiamas hormonų, ima visiškai 
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funkcionuoti išskirdamas pieną, ir baigiant menopauze, kuri sukelia liaukinio 

audinio nykimą [Bland ir kt., 2018]. 

 

Gerybiniai krūtų navikai. Apie 70 % aptinkamų krūties darinių yra 

gerybiniai [Sasaki ir kt., 2018]. Gerybiniai dariniai apibūdinami kaip stabilūs 

ir bėgant laikui nesikeičiantys. Jiems nebūdinga padidėjusi proliferacija ir 

supiktybėjimo rizikos visai nėra arba ji nedidelė [Guray ir kt., 2006; Calhoun 

ir kt., 2018]. Gerybinius krūties navikus sukelia endokrininiai pakitimai 

organizme (pakitęs moters ciklo hormonų balansas), hormoninių preparatų 

vartojimas ir neendokrininiai veiksniai, tokie kaip metilksantinų perteklius 

(gaunamas su kava, kakava ar arbata), antsvoris, sukeliantis endogeninių 

hormonų lygį organizme, ir jodo trūkumas, didinantis liaukinio epitelio 

jautrumą estrogenų stimuliacijai [Ghent ir kt., 1993; Sasaki ir kt., 2018].  

Daugiau kaip 50–60 % visų gerybinių darinių sudaro 

neproliferuojančioms gerybinėms krūtų ligoms priskiriamos fibroadenomos 

(FA), jos išsivysto 10 % visų moterų (1.2 A pav.) [Calhoun ir kt., 2018; Sasaki 

ir kt., 2018]. Tai aiškias ribas turintys, kapsuliuoti gerybiniai navikai, sudaryti 

iš stromos ir epitelio komponentų. Rizika iš FA išsivystyti karcinomai (ypač 

lobulinei) siekia 0,1–0,3 % [Sasaki ir kt., 2018].  

 

1.2 pav. Krūtų gerybiniai dariniai: fibroadenoma (A) ir cista (B) [pritaikyta 

pagal „Spectrum Health Lakeland", 2022, elektroninis išteklius].  

 

Cistos – nedideli, skysčio prisipildę pieno latakėlių išsiplėtimai, jų 

dydis yra nuo 1 mm iki kelių centimetrų (1.2 B pav.). Kai kurios cistos 

vadinamos apokrininėmis ir yra išklotos sekrecinėmis ląstelėmis, kuriose yra 
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mitochondrinių-lizosominių ir sekrecinių granulių. Šis epitelis dažnai yra 

stulpelinis, su išreikštu apvaliu branduoliu, tačiau šio pobūdžio netipinė 

hiperplazija nėra linkusi piktybėti ir vėžiniais dariniais tampa tik 0,3 % cistų. 

Apokrininės cistos nuo paprastųjų skiriasi kalio ir tam tikrų steroidinių 

hormonų kiekiu [Calhoun ir kt., 2018]. 

 

Išskiriama keletas tipų gerybinių darinių, kurių supiktybėjimo tikimybė 

yra didesnė. Tai sklerozuojanti adenozė, nustatoma 28 % atvejų iš visų 

gerybinių darinių ir dvigubinanti riziką išsivystyti krūties vėžiui. Netipinės 

duktalinės hiperplazijos rizika tapti duktaline karcinoma in situ (DCIS) yra 

13–31 %, kaip ir netipinės lobulinės hiperplazijos, dėl kurios vėžio 

išsivystymo rizika, palyginti su sveikomis moterimis, padidėja keturis kartus. 

Latakėlių papilomos taip pat yra gerybiniai dariniai, kurie didina krūties vėžio 

atsiradimo riziką nuo 2 iki 5 kartų [Sasaki ir kt., 2018]. 

 

Krūties vėžys – labai heterogeniška onkologinė liga, kurios atsiradimo, 

progresavimo ir metastazių plitimo procesą aktyvuoja pakitę ląstelės 

signaliniai keliai, reguliuojantys augimo, proliferacijos, diferenciacijos, 

atsako į stresą, DNR taisymo, metabolizmo ir apoptozės procesus. Šie 

pokyčiai vyksta palaipsniui, iki ląstelė supiktybėja [Joshi ir kt., 2018]. 

Paveldimas krūties vėžys sudaro iki 5–10 % visų krūtų vėžio atvejų, likusi 

dalis yra sporadiniai navikai, kurių atsiradimą nulemia genetiniai ir 

epigenetiniai pokyčiai [Poggio ir kt., 2018]. 

Neinvazinis krūties vėžys – tai neišplitęs vėžys, dažniausiai 

atsirandantis latakėliuose ir vadinamas duktaline karcinoma in situ (angl. 

ductal carcinoma in situ, DCIS; 1.3 A pav.) arba lobuline karcinoma in situ 

(angl. lobular carcinoma in situ, LCIS; 1.3 B pav.), kuri yra retesnio tipo ir 

atsiranda liaukiniame krūties audinyje. Nors netipinės ląstelės yra lokalios ir 

neišplitusios į gretimus audinius, tačiau šio tipo vėžys gali progresuoti ir tapti 

invazinis [Akram ir kt., 2017]. 
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1.3 pav. Duktalinė (A) ir lobulinė (B) krūties karcinoma in situ [pritaikyta 

pagal „The Web site of the National Cancer Institute“,Winslow ir kt., 2014, 

elektroninis išteklius].  

 

Invazinis krūties vėžys – greitai plintanti iš pirminės atsiradimo vietos 

liga. Šiam tipui būdingas vėžinių ląstelių plitimas jau ankstyvame vystymosi 

etape. Išplitęs invazinis krūties vėžys vadinamas metastazavusiu, o organai ir 

audiniai, į kuriuos krūties vėžio ląstelės dažniausiai metastazuoja, yra 

smegenys, kaulai, plaučiai, antinksčiai ir kepenys [Welch ir kt., 2019]. 

Dažniausiai nustatomas invazinio krūties vėžio tipas yra invazinė duktalinė 
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karcinoma (angl. infiltating ductal carcinoma, IDC) – 75 % atvejų, rečiau 

pasitaiko invazinė lobulinė karcinoma (angl. infiltrating lobular carcinoma, 

ILC) – 15 % atvejų [American Cancer Society, 2019, elektroninis išteklius]. 

Prie invazinių krūties vėžio tipų taip pat priskiriamos retesnės formos: 

medulinė, koloidinė, tubulinė, metaplazinė, papiliarinė karcinomos, 

uždegiminis krūties vėžys ir Pedžeto liga [Akram ir kt., 2017]. 

1.1.2. Krūties vėžio epidemiologija 

Krūties vėžys yra dažniausiai diagnozuojama moterų vėžinė liga pasaulyje. 

2020 m. registruota daugiau nei 2,26 mln. naujų susirgimų ir apytiksliai 685 

000 mirčių nuo krūties vėžio (1.4 A, B pav.). Krūties vėžys yra dažniausia 

moterų mirties nuo vėžio priežastis ir patenka tarp penkių dažniausių mirties 

priežasčių nuo vėžio pasaulyje [Ferlay ir kt., 2022]. Numanoma, kad Europoje 

iki 2040 m. krūties vėžio atvejų padaugės beveik 10 %, o mirtingumas bus 25 

% didesnis nei 2020 m. 

 
1.4 pav. Sergamumo krūties vėžiu (A) ir mirtingumo nuo krūties vėžio 

(B) rodikliai pasaulyje, standartizuoti pagal amžių ir skaičiuojami 100´000 

gyventojų [pritaikyta pagal Ferlay ir kt., 2022]. 
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Lietuvoje krūties vėžys sudaro 22 % visų nustatomų moterų piktybinių 

ligų, o mirtingumas nuo šios ligos pirmauja tarp visų vėžio tipų ir siekia 13 % 

[Ferlay ir kt., 2022]. Tikimybė susirgti krūties vėžiu Lietuvos moterims 

pradeda augti nuo 30 metų amžiaus ir piką pasiekia sulaukus 60–70 metų 

amžiaus, o toliau su amžiumi mažėja [Europos vėžio informacijos sistemos 

(ECIS) duomenys, 2019, elektroninis išteklius].  

Lietuvoje kasmet diagnozuojama apie 1500 naujų krūties vėžio atvejų, 

kurių didžiąją dalį (~66 %) sudaro I ir II stadijų krūties vėžys, apie 15 % atvejų 

liga diagnozuojama III stadijoje ir apytiksliai 9 % – IV stadijoje. Nors 

mirtingumas nuo krūties vėžio visose amžiaus grupėse užima pirmą vietą (14 

%), daugiau nei 1 metų išgyvenamumas siekia 93 %, apie 5 metus išgyvena 

79 %, o virš 10 m. – apie 40 % susirgusiųjų [Lietuvos vėžio registro 

duomenys: Vėžys Lietuvoje 2017, elektroninis išteklius]. 

1.1.3. Krūties vėžio rizikos veiksniai 

Hormonų įtaka. Krūties vėžio atsiradimą lemia daugelis aplinkos ir vidinių 

organizmo veiksnių. Vienas iš tokių veiksnių – menstruacijų pradžios amžius. 

Žinoma, kad kuo vėliau jos prasideda, tuo rizika susirgti yra mažesnė. Sisti ir 

kolegų atliktame tyrime teigiama, kad santykinė krūties vėžio rizika didėja 5 

% su kiekvienais ankstyvų menarchių metais [Sisti ir kt., 2015], o mergaitėms, 

kurioms menstruacijos atsirado vyresniame nei 13 metų amžiuje, tikimybė 

ilgainiui susirgti krūties vėžiu buvo 18 % mažesnė nei toms, kurioms 

hormoninis ciklas prasidėjo 11 metų, ir tai buvo svarbesnis veiksnys nei 

menopauzės pradžios amžius [Collaborative Group on Hormonal Factors in 

Breast Cancer 2012].  

Sąsają su krūties vėžio rizika turi ir palikuonių skaičius bei žindymo 

trukmė – didesnis palikuonių skaičius ir jaunesnis moters amžius gimdymo 

metu, kaip ir ilgesnis žindymo laikotarpis, reikšmingai mažina susirgimo 

tikimybę [Dall ir kt., 2017]. 2013 m. atliktoje 32 tyrimų apžvalgoje nurodoma, 

kad nors kartą žindžiusioms moterims, palyginti su niekada nežindžiusiomis, 

krūties vėžio rizika yra 14 % mažesnė, o žindžiusioms 12 mėnesių ir ilgiau – 

rizika sumažėja 28 % [Anothaisintawee ir kt., 2013].  

Krūties vėžio rizikai svarbus moters amžius ne tik vaisingumo 

pradžioje, bet ir jo pabaigoje. Žinoma, kad vėlyvą menopauzę patyrusios 

moterys turi statistiškai didesnę tikimybę susirgti krūties vėžiu [Sisti ir kt., 

2016]. Saxena ir kolegų atliktas tyrimas atskleidė, kaip menopauzės 

simptomams palengvinti skiriamas hormoninis gydymas (taikytas ne mažiau 

kaip 15 metų) veikia krūties vėžio riziką: estrogenų terapija šią riziką didina 

19 %, o kombinuota estrogenų ir progesteronų terapija – net 83 % [Saxena ir 
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kt., 2010]. Šiuolaikinių kontraceptinių preparatų tyrimai rodo, kad moterims, 

vartojančioms kontraceptines tabletes, rizika susirgti krūties vėžiu padidėja 20 

% ir išlieka iki 5 metų po vaisto vartojimo nutraukimo, jei vaisto vartojimo 

trukmė buvo daugiau nei 5 metai [White ir kt., 2018].  

Amžius. Krūties vėžys jaunoms, iki 25 metų amžiaus moterims 

diagnozuojamas labai retai (< 10 atvejų 100 tūkst. moterų), bet iki 45 metų 

amžiaus ši tikimybė padidėja 100 kartų ir tolygiai didėja iki 75 metų amžiaus. 

Krūties vėžio diagnozavimas populiacijoje piką pasiekia 60–70 metų amžiaus 

grupėje ir nuo 80-ies metų pamažu mažėja [Dumitrescu ir kt., 2005].  

Rasė. Krūties vėžys dažniausiai diagnozuojamas baltosios rasės 

moterims (130,8 atvejų 100 tūkst. moterų). Nuo jų nedaug atsilieka juodaodės 

– tarp jų krūties vėžiu serga 126,7 iš 100 tūkst. moterų. Juodaodžių moterų 

mirtingumas nuo krūties vėžio yra didžiausias tarp visų rasių (24,8 atvejų 100 

tūkst. moterų) ir net dvigubai lenkia Azijos–Ramiojo vandenyno salų 

gyventojų rodiklius, kurių išgyvenamumo duomenys yra geriausi (11,5 atvejų 

iš 100 tūkst. moterų). Palyginti su kitų rasių moterimis, juodaodėms krūties 

vėžys dažniau diagnozuojamas iki 40 metų amžiaus, o mirties atvejų 

nustatoma įvairiose amžiaus grupėse. Nagrinėjant pagal krūties vėžio potipių 

pasiskirstymą tarp rasių, matyti, kad daugiau nei 30 % juodaodžių rasėje 

sudaro TN potipis, kuris kitose rasėse aptinkamas perpus rečiau [American 

cancer society, 2019].  

Paveldimumas. Moterims, kurių šeimos istorijoje buvo krūties vėžio 

atvejų (ypač tarp pirmos eilės giminaičių), rizika susirgti yra 1,75 karto 

didesnė. Ši rizika tampa didesnė 2–5 kartus, jei sergančiųjų krūties vėžiu 

giminėje buvo daugiau nei vienas pirmos eilės giminaitis. Rizika taip pat 

didėja, jei diagnozės giminėje buvo nustatytos jauname amžiuje ar krūties 

vėžys išsivystė abiejose krūtyse [Sun ir kt., 2017].  

Aplinkos poveikis. Veiksniams, susijusiems su aplinkos poveikiu, 

priskiriamas rūkymas, alkoholio vartojimas, antsvoris ir fizinio aktyvumo 

trūkumas [Baselga ir kt., 2002; Kim ir kt., 2014]. Daugiau nei 10 metų 

rūkančioms moterys, ypač pradėjusioms rūkyti prieš pirmojo vaiko gimimą, 

krūties vėžio išsivystymo rizika padidėja 18 % [Gaudet ir kt., 2013]. 

Alkoholio vartojimas irgi didina krūties vėžio išsivystymo riziką: moterims, 

per dieną suvartojančioms 2–3 alkoholinio gėrimo vienetus, rizika susirgti 

krūties vėžiu yra 20 % didesnė nei alkoholio nevartojančioms [Liu ir kt., 

2015]. Didelis antsvoris po menopauzės beveik dvigubai didina krūties vėžio, 

kuriam būdinga hormonų receptorių raiška, išsivystymo lygį. Didelis kūno 

riebalų kiekis kelia estrogeno lygį ir sužadina kitų hormonų raišką, pvz., 

didina insulino kiekį organizme, tačiau fizinis aktyvumas hormonų balansą 



20 

 

sureguliuoja ir reguliariai sportuojančioms moterims krūties vėžio rizika 

sumažėja 10–20 % [Iyengar ir kt., 2019; Pizot ir kt., 2016].  

1.1.4. Krūties vėžio klasifikacija 

Žinoma, kad skirtingose krūties vėžio vystymosi stadijose ligos molekulinė, 

fiziologinė ar morfologinė būsena, atsakas į gydymą ir ligos eiga gali keistis. 

Nepaisant ligos heterogeniškumo, krūties vėžys gali būti klasifikuojamas 

remiantis imunohistocheminiais, histopatologiniais ir genetiniais metodais 

[Perou ir kt., 2000; Eliyatkın ir kt., 2015; Nascimento ir kt., 2020]. Šiuo metu 

patologai išskiria keturias pagrindines krūties vėžio grupes – potipius ir, 

remdamiesi nustatytu potipiu, skiria specifinį gydymą.  

 

Krūties vėžys yra diagnozuojamas ir apibūdinamas pagal 5 kriterijus: 

 

1. Histopatologinis tipas, nurodantis kokio tipo audinyje yra atsiradęs 

krūties vėžys: 

• Invazinė duktalinė karcinoma (IDC) (~75%) 

• Duktalinė karcinoma in situ (DCIS) (~15%) 

• Invazinė lobulinė karcinoma (ILC) (~5%) 

2. Diferenciacijos laipsnis (angl. grade, G), apibūdinantis gerai 

diferencijuotus navikus (G1) kaip mažiau piktybinius, palyginti su vidutinės 

diferenciacijos navikais (G2) ar piktybiškiausiais – blogai diferencijuotais 

(G3) navikais. 

3. Ligos stadija pagal TNM sistemą, krūties navikus skirstant pagal 

dydį (angl. tumor, T), plitimą į sritinius limfmazgius (angl. node, N) ir 

metastazes (angl. metastasis, M). Pagal šią sistemą skiriamos I, II, III ir IV 

ligos stadijos (1.1 lentelė).  
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1.1 lentelė. Krūties vėžio klasifikavimas pagal TNM sistemą [UICC 2022, 

elektroninis išteklius]. 

TNM 

vertinimas 

Apibūdinimas Stadija TNM kodas 

Tis Navikas in situ 0 TisN0M0 

T1 Navikas ≤ 2 cm I T1N0M0  

T2 Navikas > 2 cm, bet ≤ 5 cm II A T0N1M0 

T1N1M0 

T2N0M0 
T3 Navikas ≥ 5 cm  

T4 Bet kokio dydžio, išplitęs 

per krūties sienelę, odos 

pažeidimai 

 

N0 Sritiniai limfmazgiai 

nepažeisti 

II B T2N1M0 

T3N0M0 

N1 Metastazės 1–3 

pažastiniuose limfmazgiuose 

III A T0N2M0 

T1N2M0 

T2N2M0 

T3N1M0 

T3N2M0 

N2 Metastazės 4–9 

pažastiniuose limfmazgiuose 

 

N3 Metastazės ≥ 10 kaklo ir 

poraktikaulinių limfmazgių 

 

M0 Metastazių nėra III B T4N(visi)M0 

M1 Vėžys randamas kituose 

organuose 

III C T(visi)N3M0 

 IV T(visi)N(visi)M1 

 

4. Imunohistocheminė, receptorinė naviko būsena, apibūdinanti 

naviką pagal estrogeno (ER) ir progesterono (PR) receptorių bei žmogaus 

epidermio augimo veiksnio 2 (HER2), taip pat ląstelių proliferacijos žymens 

Ki-67 raiškos lygį (žr. 1.1.5 poskyrį „Krūties vėžio molekuliniai potipiai“).  

5. Genetinė ir specifinių žymenų analizė, leidžianti grupuoti krūties 

vėžį į paveldimą (kai yra mutavęs BRCA1 ar BRCA2 genas), ar sporadinį 

naviką, taip pat tikslinti diagnozę ar gydymo efektyvumą, atliekant CA 15–3, 

CA125, CEA baltyminių žymenų tyrimą ir genetinius testus (PAM50, 

MammaPrint, Oncotype DX, Theros/MGI ir MapQuant DX [Colombo ir kt., 

2011].  

Ištyrę krūties naviko histopatologinius ir imunohistocheminius 

parametrus, onkologai ir patologai priskiria krūties vėžį tam tikram tipui, 
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stadijai ir potipiui, kuriems yra būdingi ne tik tam tikri ligos parametrai, bet ir 

ligos eiga bei gydymo schema.  

1.1.5. Krūties vėžio molekuliniai potipiai  

Krūties vėžys yra skiriamas į keturis pagrindinius potipius: 

1. Luminalinis A (LA) potipis apibūdina naviką kaip teigiamą pagal 

abiejų receptorių – estrogeno (ER+) ir progesterono (PR+) – raišką, 

tačiau šiam potipiui nebūdinga HER2 receptoriaus geno 

amplifikacija, taip pat randama nedidelė proliferacijos žymens Ki-67 

(< 14 %) raiška. Šio tipo navikai sudaro didžiausią procentą iš visų 

nustatomų krūties vėžio potipių. LA navikai yra lėtai augantys ir 

mažiausiai agresyvaus fenotipo [Zardavas ir kt., 2015].  

2. Luminaliniam B (LB) potipiui, kaip ir LA, būdinga ER receptorių 

raiška, o PR receptoriaus raiška gali būti padidėjusi arba jos gali 

nebūti. Be to, LB potipio navikuose randama HER2 receptoriaus geno 

amplifikacija, taip pat didelė (> 14 %) proliferacijos žymens Ki-67 

raiška. Kadangi LB yra agresyvesnio tipo krūties vėžys nei LA, 

atsakas į gydymą yra prastesnis. Įprastai LA ir LB navikai yra gydomi 

skiriant hormonų terapiją, pvz., tamoksifeną, kuris blokuoja estrogeno 

sąveiką su receptoriumi. [Zardavas ir kt., 2015].  

3. HER2 krūties vėžio potipiui nebūdinga estrogeno ir progesterono 

hormonų receptorių raiška, tačiau būdinga HER2 receptoriaus geno 

amplifikacija, lemianti greitą ir nekontroliuojamą ląstelių augimą ir 

dalijimąsi. Šis potipis yra agresyvesnis už luminalinius, tačiau 

sėkmingai gydomas monokloniniais antikūnais, pvz., trastuzumabu 

[Zardavas ir kt., 2015]. 

4. Trigubai neigiamas (TN) potipis sudaro apie 15–20 % visų 

nustatomų krūties vėžio atvejų ir yra neigiamas pagal ER ir PR 

hormonų receptorių ir HER2 receptoriaus raišką. TN krūties vėžiui 

dažniau būdingas ligos atkrytis, didesnė metastazių išsivystymo 

tikimybė, o vidutinis išgyvenamumas, jei liga yra metastazavusi, 

siekia 13–18 mėnesių [Andre ir kt., 2012]. Šiam potipiui būdingos 

genų BRCA1/2 ir TP53 mutacijos, didelė proliferacijos žymens Ki-67 

raiška ir padidėjusi citokeratinų, P-kadherino, kalveolinų, nestino, 

CD44, epidermio augimo veiksnio receptoriaus (EGFR), hepatocitų ir 

insulino augimo veiksnių raiška [Pourteimoor ir kt., 2016]. TN potipis 
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yra agresyviausias, jo prognozė blogiausia, o gydymas – 

konservatyvus, netaikoma specifinė taikinių terapija.  

Lehman ir kolegos [Lehmann ir kt., 2011], remdamiesi genų raiškos 

tyrimais ir somatinėmis mutacijomis, išskyrė šiuos TN krūties vėžio potipius: 

 

a) BL1 (angl. basal-like 1) potipiui būdingi pokyčiai genuose, 

susijusiuose su atsaku į DNR pažaidas ir ląstelės ciklo reguliacija, taip 

pat itin didelis TP53 mutacijų dažnis (92 %), didelis MYC, CDK6 ar 

CCNE1 genų amplifikacijos dažnis, BRCA2, PTEN, MDM2 ir RB 

genų funkcijos praradimas [Bareche ir kt., 2018]. 

b) BL2 (angl. basal-like 2) potipiui būdingas aukštas augimo veiksnių 

raiškos lygis ir metabolizmas, greitos proliferacijos fenotipas, 

koreliuojantis su padidėjusiu pCR (angl. pathological complete 

response). Šiam potipiui būdingas teigiamas atsakas į vėžio gydymą, 

kai naudojami mitozės slopikliai, pvz., taksanai.  

c) IM (angl. immunomodulatory) potipiui būdinga antigenų raiška ir 

aktyvūs imuninių ląstelių bei citokinų (JAK/STAT, TNF, NKκB) 

signaliniai keliai. 

d) MSL (angl. mesenchymal stem-like) potipis panašus į mezenchiminį 

potipį, kuriam būdingas panašus genų raiškos profilis, susijęs su 

ląstelių invaziškumu ir diferenciacija. Taip pat MSL potipiui būdingas 

unikalus, su angiogeneze ir kamieninėmis ląstelėmis susijusių genų 

aktyvumas ir maža klaudinų, transmembraninių baltymų, atsakingų 

už tarpląstelinius ryšius, raiška. 

e) Nepaisant neigiamos ER raiškos, LAR (angl. luminal androgen 

receptor) potipis pasižymi jam būdingu, panašiu į luminalinių navikų 

genų raiškos profiliu (FOXA1, GATA3, SPDEF ir XBP1) ir 

padidėjusiu androgenų receptoriaus iRNR ir baltymų lygiu. LAR 

navikuose dažnai randama PIK3CA (55 %), KMT2C (19 %), CDH1 

(13 %), NF1 (13 %) ir AKT1 (13 %) genų mutacijų [Bareche ir kt., 

2018]. 
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1.2. DNR mutacijų reikšmė vėžio vystymuisi 

1.2.1. DNR mutacijų tipai 

Žmogaus genome yra daugiau nei 3,1 mlrd. nukleotidų porų ir tam, kad 

ląstelės ciklas vyktų be trikdžių, kiekvienas nukleotidas replikacijos metu turi 

būti atidžiai nukopijuojamas, o dėl aplinkos poveikio susidarančios pažaidos 

– nuolat taisomos. Klaidos replikacijos metu yra retos (0,000165 %), tačiau 

įvyksta kas 1010 nukleotidų [Carlin ir kt., 2011]. Mutacijos – tai reti DNR 

sekos pokyčiai, kurie gali lemti transliuojamo baltymo pokyčius, pakeisti ar 

nutildyti geno raišką arba nepaveikti nei geno, nei baltymo funkcijos.  

 

Pagal DNR struktūros pokyčius mutacijos yra skirstomos į šiuos tipus: 

 

1) Taškinės mutacijos, kurių vienas nukleotidas yra pakeistas kitu. Šis 

mutacijų tipas toliau dar gali būti skirstomas į: 

a. missense (keičiančias prasmę) mutacijas, kai transliuojamame 

baltyme yra pakeičiama aminorūgštis ir tai gali lemti baltymo 

funkcijos pokytį. 

b. nonsense (neprasmingas) mutacijas, lemiančias ankstyvo STOP 

kodono atsiradimą sekoje ir nefunkcionalų baltymą. 

c. silent (neutralias) mutacijas, kai nukleotido pakaita nekeičia 

transliuojamo baltymo aminorūgščių sekos. 

2)  Sukeliančios rėmelio poslinkį: 

a. insercijos, kai į seką įsiterpia vienas ar du nukleotidai, galintys sukelti 

rėmelio poslinkio efektą ir taip paveikti transliuojamo baltymo 

funkciją. 

b. delecijos, kai iš sekos pašalinamas vienas ar keli nukleotidai. Ši 

mutacija gali lemti nedidelius pokyčius, pvz., vienos aminorūgšties 

pasikeitimą, arba didelius baltymo pažeidimus dėl skaitymo rėmelio 

poslinkio. Iškritus didesniam chromosomos regionui, gali būti 

prarandamas didelis genų kiekis arba iš naujai susiliejusių 

chromosomos regionų gali būti transliuojami nauji baltymai. 

3) Amplifikacijos – tai chromosomos dalies pagausėjimas, dėl kurio daugėja 

genų kopijų skaičius ir išauga jų produktų kiekis. 
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4) Inversijos – „apsivertusios“ DNR sekos, galinčios paveikti baltymo 

funkcijas. 

5) Translokacijos – nehomologinių chromosomų apsikeitimas chromosomų 

dalimis. 

 

Mutacijos gali paveikti tiek transkripcijos, tiek transliacijos produktą, 

keisdamos jo funkciją, todėl pagal poveikį funkcijai, mutacijos yra skirstomos 

į: 

 

1. Dominuojančiai neigiamas (angl. dominant negative), kai mutantinis 

baltymas veikia priešingai wild-type variantui.  

2. Padidėjusios funkcijos (angl. gain-of-function, GOF), kai mutantinis 

baltymas įgauna naują, nenormalią funkciją  

3. Praradusias funkciją (angl. loss-of-function, LOF), kai mutantinis 

baltymas neturi jokios funkcijos arba ji yra sumažėjusi [Kassem ir kt., 

2012]. 

1.2.2. DNR pažaidų taisymas ir vėžys 

Ląstelę nuolat veikia ne tik išoriniai (UV, radioaktyvioji spinduliuotė, 

cheminės medžiagos, reaktyvusis deguonis ir tt.), bet ir vidiniai veiksniai, 

tokie kaip DNR sintezės metu neišvengiamos polimerazės klaidos, todėl 

susidarančios genetinės pažaidos yra didelis iššūkis ląstelės genomo 

integralumui. Tam, kad būtų palaikomas genominis vientisumas, eukariotų 

ląstelėse yra įvairių pažaidų taisymo mechanizmų, o juos aptinka sudėtingos 

DNR pažaidų kontrolės sistemos, gebančios sustabdyti ląstelės ciklą, kad 

pakaktų laiko DNR pažaidoms taisyti. Aptikus ir ištaisius pažaidą, ląstelės 

ciklas vykdomas toliau arba prasideda apoptozė. Mutavus svarbiems pažaidų 

taisymo komponentams, pvz., BRCA1/2 ar TP53, mutacijos ląstelėje kaupiasi 

ir tokia ląstelė ima piktybėti [Basu ir kt., 2018]. 

DNR taisymo mechanizmai užtikrina genomo stabilumą ir vientisumą. 

Sustabdžius ląstelės ciklą, aktyvuojamas pažaidai specifinis DNR pažaidų 

taisymo mechanizmas. Viengrandiniai trūkiai taisomi naudojant ekscizinę 

bazių reparaciją (angl. base excision repair, BER), dideli DNR aduktai ir DNR 

sąryšos (angl. crosslink) taisomos ekscizinės nukleotidų reparacijos (angl. 

nucleotide excision repair, NER) metodu, o dvigrandiniai trūkiai taisomi 

pasitelkiant nehomologinį galų sujungimą (angl. non-homologous end-
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joining, NHEJ) ir homologinę rekombinacinę reparaciją (angl. homologous 

recombination repair, HRR) [Ahmad ir kt., 2015].  

Taisant trūkius NHEJ metodu, nutrūkę DNR galai suartinami ir 

suliguojami, tačiau šis taisymo būdas nėra labai tikslus ir palieka klaidų, dėl 

to taisoma seka lieka pakitusi [Chang ir kt., 2017]. Jeigu kaip trūkio taisymo 

šablonas yra prieinama seserinė chromatidė, tuomet DNR replikacijos metu ar 

iš karto po jos inicijuojamas tikslesnis klaidų taisymo mechanizmas – HRR, 

kuriame dalyvauja BRCA1 ir BRCA2 genų koduojami baltymai 

[Venkitaraman ir kt., 2002]. BRCA1/2 yra aktyvuojami ATM/ATR signalinių 

baltymų, kaip atsakas į genotoksinį stresą. Aktyvuoti BRCA1/2 dalyvauja 

taisant pažaidas HRR metodu, o p53 tuo metu saugo ląsteles nuo BRCA1 

klaidų taisymo metu, stabdydamas ląstelės ciklą ir, jei reikia, skatindamas 

ląstelės apoptozę. Krūties vėžiu sergančių ir BRCA1/2 mutacijų turinčių 

moterų ląstelėse dažnai kartu randamas mutavęs p53, todėl šių DNR taisymui 

svarbių genų pažaidos lemia ląstelės piktybėjimą, veikdamos ir kitus kelius, 

pvz., padidėjusį MYC aktyvumą ar AKT kinazės atsako kelią [Kessler ir kt., 

2013] (1.5 pav.).  

 
1.5 pav. DNR taisymas, dalyvaujant BRCA1/2 ir p53 baltymams 

[pritaikyta pagal Kessler ir kt., 2013]. 

 

Dėl mutacijų p53 baltymui praradus funkciją, sutrinka ir ląstelės ciklo 

kontrolė [Otto ir kt., 2017]. Teigiama, jog dauguma kontrolės taškų yra būtini, 

kad vėžinės ląstelės galėtų nekontroliuojamai dalintis. Vienas iš pakitusių 
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kontrolės taškų navikinėje ląstelėje yra DNR pažaidų kontrolės taškas, kuriam 

nebefunkcionuojant, ląstelės dalijimasis tęsiasi, o DNR mutacijos tokioje 

ląstelėje kaupiasi. Panašiai yra su mitozės kontrolės tašku: jis vėžinei ląstelei 

padeda išvengti letalaus chromosomų neatsiskyrimo [Matthews ir kt., 2022].  

1.2.3. Paveldimas krūties vėžys 

Kaip jau minėta, apie 5–10 % visų krūties vėžio atvejų yra paveldimi, o 

moterims, paveldėjusioms mutavusį BRCA1 ar BRCA2 geną, rizika susirgti 

krūties vėžiu smarkiai išauga [Matta ir kt., 2022]. Pirmoji sąsaja su krūties 

vėžiu ir paveldimumu buvo pastebėta dar XIX a. viduryje garsaus prancūzų 

gydytojo Pierre’o Paulo Broca’os. Gydytojas, išanalizavęs vienos šeimos 

ligos istoriją pastebėjo, jog per keturias kartas nuo šios ligos mirė 10 iš 24 

šeimos moterų [Godet ir kt., 2017]. 1990 m. Hall ir kolegos nustatė, jog 

sergančiųjų krūties vėžiu 17q21 chromosomos srityje dažnos mutacijos, todėl 

imta atidžiau tirti potencialius genus, nulemiančius ligos atsiradimą [Hall ir 

kt., 1990]. Tolesni tyrimai patvirtino, kad 17 chromosomoje yra sritis, kurios 

pažaida nulemia ankstyvą krūties ir kiaušidžių vėžio vystymąsi [Easton ir kt., 

1993]. Naudodamiesi pozicinio klonavimo metodu, Miki ir kolegos [Miki ir 

kt., 1994] nustatė, kad 17q21.3 regione yra BRCA1 genas, o tuo pat metu kitos 

komandos tyrimais buvo nustatyta ir BRCA2 geno lokalizacija (13q12-13) 

[Wooster ir kt., 1994]. 

Be dažniausiai mutuojančių BRCA1 ir BRCA2 genų, krūties navikuose 

aptinkama ir kitų mutacijų, galinčių sukelti krūties vėžį. Viena iš tokių 

mutacijų yra ATM geno mutacija, randama 40 % krūties vėžio atvejų, 

STK11/LKB1, sukelianti Peutz–Jegher sindromą, taip pat PTEN mutacija, 

sukelianti Cowden sindromą ir padidinanti krūties vėžio riziką 20–30 %. Li-

Fraumeni sindromą sukelianti TP53 mutacija, padidina krūties vėžio 

atsiradimo riziką iki 80 %, o PALB2 mutavusio geno paveldėtojams ligos 

išsivystymo rizika siekia 14–35 % [Godet ir kt., 2017; Penkert ir kt., 2018; 

Stucci ir kt., 2021].  

1.2.4. BRCA1/2 genai ir krūties vėžys 

BRCA1 genas. BRCA1 genas yra naviką slopinantis genas, sudarytas iš 

24 egzonų ir koduojantis 220 kDa baltymą, sudarytą iš 1863 aminorūgščių 

(a.r.) [„Atlas of Genetics and Cytogenetics in Oncology and Haematology“, 

Banerjee, 2020, elektroninis išteklius]. BRCA1 baltymo N galo RING 

domenas pasižymi E3 ligazės aktyvumu, koduojamu 2–7 egzonų ir turi 

fosfoproteinus prijungiantį C galą, koduojamą 16–24 egzonų. 11–13 egzonai 
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koduoja du NLS (angl. nuclear localisation sequences) ir baltymų 

prisijungimo regionus, svarbius sąveikai su baltymais, dalyvaujančiais 

įvairiuose ląstelės signaliniuose keliuose, įskaitant navikų augimą 

slopinančius genus, onkogenus ir su DNR taisymu susijusius baltymus [Hollis 

ir kt., 2017].  

BRCA1 baltymas yra svarbus transkripcijos reguliacijos, chromatino 

remodeliavimo, apoptozės ir ubikvitino prijungimo procesuose, tačiau 

svarbiausia jo funkcija yra genomo stabilumo palaikymas – BRCA1 

slopinamai veikia navikų augimą ir dalyvauja DNR taisymo procesuose, 

ląstelės ciklo kontrolės taškuose ir apoptozės kaskados paleidimo procese. Be 

to, neseniai nustatyta, kad BRCA1 dalyvauja palaikant genomo stabilumą, 

neleisdamas susidaryti tandeminėms duplikacijoms [Willis ir kt., 2017] ir 

RNR-DNR hibridams (R kilpai) [Hatchi ir kt., 2015].  

BRCA1 geno mutacijos laikomos pagrindine paveldimo krūties vėžio 

atsiradimo priežastimi ir yra susijusios su 40–45 % šeiminių krūties vėžio 

atvejų [Rosen ir kt., 2003]. Moterims, turinčioms paveldėtą BRCA1 geno 

mutaciją, rizika susirgti krūties vėžiu yra apie 70–90 %, o kiaušidžių vėžiu – 

37–62 % [Janavičius ir kt., 2010]. Dauguma navikų, kuriuose yra BRCA1 

mutacija, yra blogos diferenciacijos ir klasifikuojami kaip infiltracinės 

duktalinės karcinomos. Apie 80 % moterų, turinčių BRCA1 mutaciją, išsivysto 

trigubai neigiamas krūties vėžio potipis [Turner ir kt., 2006; Bayraktar ir kt., 

2012]. 

Šiuo metu nustatyta daugiau nei 1600 geno BRCA1 mutacijų, kurios 

dažniausiai sukelia rėmelio poslinkį, lemiantį nefunkcionalaus baltymo 

susiformavimą [Rebbeck ir kt., 2018]. Daugiau nei pusė mutacijų randama 11 

egzone, kuris sudaro apie 60 % geno koduojančio regiono [Wang ir kt., 2012] 

(1.6 pav.). Rebbeck ir kolegų atliktame beveik 30 tūkst. šeimų tyrime buvo 

analizuojamos dažniausiai pasitaikančios BRCA1 mutacijos ir vertinamas jų 

paplitimas pasaulyje. Į šį tyrimą įtrauktose lietuvių šeimose dažniausiai 

randamos mutacijos buvo c.181T>G, c.4035del, c.5266dup, c.1687C>T ir 

c.5177_5180del [Rebbeck ir kt., 2018]. 
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1.6 pav. BRCA1 geno mutacijų procentinis pasiskirstymas tarp egzonų 

[pritaikyta pagal Juwle ir kt., 2012]. 

 

BRCA2 genas. Naviko augimą slopinantis BRCA2 genas randamas 

13q13.1 chromosomoje ir yra sudarytas iš 27 egzonų. BRCA2 baltymas, kurio 

transliacija vyksta nuo antro geno egzono, yra 384 kDa (3418 a.r.) dydžio. 

Baltymas sudarytas iš transkripcijos aktyvacijos domeno N gale, 

sąveikaujančio su PALB2, ir C terminalinio regiono, kuriame yra dvi į 

branduolį nukreipiančios sekos (angl. nuclear localization signals, NLS). Taip 

pat baltyme yra su DNR sąveikaujantys domenai, trys oligonukleotidų ir 

oligosacharidų jungimosi vietos (angl. oligonucleotide–oligosaccharide–

binding, OB) ir papildoma su RAD51 sąveikaujanti C galo sritis. Tarp N ir C 

galinių baltymo dalių yra 8 konservatyvūs BCR pasikartojimai, sudaryti iš 30 

a.r. ir koduojami BRCA2 geno 11 egzono. Prie šių BCR pasikartojimų 

besijungianti rekombinazė RAD51 dalyvauja DNR taisymo procese [Shahid, 

ir kt., 2014; Hollis ir kt., 2017] (1.7 pav.).  

 
1.7 pav. BRCA2 baltymo domenai (a) ir geno egzonai (b) [pritaikyta pagal 

Andreassen ir kt., 2021]. 
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BRCA2 raiška priklauso nuo ląstelės ciklo, o daugiausia baltymo 

randama S fazės metu. Pagrindinė geno funkcija yra genomo vientisumo 

palaikymas ir atsakas į DNR pažaidas, kurias BRCA2 taiso HR būdu, 

būdamas komplekse su RAD51. Svarbi BRCA2 funkcija yra ląstelės kontrolės 

taškų reguliavimas, stabdant ląstelės ciklą G1 ir G2/M fazėse, ir chromosomų 

lokalizavimas mejozėje pirmos profazės metu [Guenard ir Durocher 2010]. 

Taip pat žinoma, kad BRCA2 dalyvauja papildomuose genomo stabilumo 

palaikymo procesuose, tokiuose kaip apoptozė, centrosomų dalijimasis ir 

replikacinės šakutės stabilizavimas [Venkitaraman ir kt., 2002; Fradet-

Turcotte ir kt., 2016]. 

BRCA2 mutacijos yra susijusios su paveldimo krūties vėžio atsiradimu 

(apie 60–70 %) ir ne tik – jos lemia 3–19 % kiaušidžių vėžio riziką ir yra 

siejamos su 10 % kasos vėžio atvejų [Antoniou ir kt., 2003; Foulkes ir kt., 

2008]. Skirtingai nei BRCA1 mutacijos atveju, navikai, kuriuose yra BRCA2 

mutacija, patologiškai panašūs į sporadinius, jiems nėra būdingas TN krūties 

vėžio potipis, nes dažnai aptinkama hormonų receptorių raiška [Sadeghi ir kt., 

2020].  

Šiuo metu BRCA2 gene nustatyta daugiau nei 730 baltymą keičiančių 

mutacijų, o didžioji dalis jų įvyksta 10 ir 11 egzone, kurie sudaro apie 60 % 

geno koduojančios dalies [Shahid ir kt., 2014; Hollis ir kt., 2017] (1.8 pav.). 

Nors sergant krūties vėžiu BRCA2 mutacijos yra retesnės nei BRCA1, rėmelio 

poslinkio pokyčiai panašiu dažniu aptinkami abiejuose genuose (BRCA1 – 58 

%, BRCA2 – 66 %). Dažniausiai Lietuvoje pasitaikančios BRCA2 mutacijos 

yra: c.658_659del, c.6580dup, c.6410del ir c.7879A>T.  

BRCA2 c.3847_3848delGT mutacija paplitusi tarp baltosios rasės ir 

žydų ir yra viena iš penkių labiausiai tiriamų mutacijų Izraelio, Belgijos, 

Vokietijos, Lietuvos ir Švedijos populiacijose [Rebbeck ir kt., 2018]. 

Patogeninė c.3847_3848delGT mutacija įvyksta 11 egzone, sukelia rėmelio 

poslinkį ir lemia mutantinio, funkciją praradusio baltymo p.V1283fs*2 

susidarymą. Įdomu tai, kad įvykus c.3847_3848delGT (4075delGT) mutacijai 

ir po jos atsiradus antrinei geno mutacijai c.3838_3864del27 

(p.D1280_N1288del), BRCA2 baltymo struktūra ir funkcionalumas 

atkuriami, tačiau tokiu atveju tampa nebeveiksmingas gydymas PARP 

inhibitoriais [Gornstein ir kt., 2018].  

 



31 

 

 

1.8 pav. BRCA2 geno mutacijų procentinis pasiskirstymas tarp egzonų. 

Patogeninė c.3847_3848delGT mutacija (4075delGT) apibrėžta raudonu 

rėmeliu [pritaikyta pagal Juwle ir kt., 2012]. 

 

Kadangi BRCA1 ir BRCA2 navikų augimą slopinantys genai yra 

svarbūs HRR būdu taisant dvigrandinius DNR trūkius, šių mutacijų turinčios 

pacientės gydomos dvigrandinius DNR trūkius sukeliančiais vaistais, tokiais 

kaip platinos druskos ar antraciklinai, kurie inhibuoja topoizomerazes, 

inicijuoja DNR sąryšų atsiradimą (angl. cross-links) ir taip netiesiogiai sukelia 

dvigrandinius trūkius [Drooger ir kt., 2016]. 

1.2.5. TP53 genas ir krūties vėžys 

TP53 genas, esantis 17p13.1 lokuse, koduoja 393 a.r. ilgio transkripcijos 

veiksnį p53, susijusį su ląstelės ciklo stabdymu, apoptoze, metabolizmu, 

angiogeneze, DNR pažaidų taisymu ir ląsteliniu senėjimu bei atsaku į įvairius 

mutagenus, įskaitant radiaciją ir chemoterapiją [Monti ir kt., 2020; Shahbandi 

ir kt., 2020]. Baltymas p53 yra sudarytas iš N gale esančio transaktyvacijos 

domeno (TAD), greta esančio regiono, kuriame gausu prolino a.r. (PRR), 

centrinės, su DNR sąveikaujančios baltymo dalies (DBD), tetramerizacijos 

domeno (TET) ir C galo (CT). NES ir NLS domenai atsakingi už 

transportavimą į branduolį ir branduolinių signalų lokalizavimą [Kastenhuber 

ir kt., 2017] (1.9 pav.). 

Nustatyta, kad 86 % mutacijų įvyksta tarp 125 ir 300 kodonų, esančių 

jungimosi su DNR regione (DBD). Dažniausiai šiame regione pasitaiko 

keičiančios prasmę (missense) mutacijos (87,9 %), kitose geno srityse šios 

mutacijos sudaro apie 40 %, o didžioji dalis pakitimų yra neprasmingos 

(nonsense) ir rėmelio poslinkio mutacijos. Tarp vienos bazės pakitimų vyrauja 

C:G > T:A (25 %) tranzicijos CpG salose, kur mutacijų dažnis yra 10 kartų 

didesnis nei kitose geno vietose [Jones ir kt., 1992; Olivier ir kt., 2010]. 

Keičiančių prasmę mutacijų pasekmė – stabilus mutantinis p53 baltymas, 

kuris ne tik praranda naviko augimo slopinimo funkciją, bet ir įgauna GOF, 
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lemiantį greitesnį ląstelės vėžėjimą, metastazių atsiradimą, atsparumą 

gydymui ir trumpesnį pacienčių išgyvenamumą [Alexandrova ir kt., 2017]. 

 

1.9 pav. p53 baltymo sandara ir dažniausių mutacijų pasiskirstymas 

[pritaikyta pagal Li ir kt., 2020]. 

  

TP53 – dažniausiai vėžinėse ląstelėse randamas mutavęs genas [Silwal-

Pandit ir kt., 2017]. Iki 50 % krūties navikų turi TP53 geno mutacijas, kurių 

dažnis tarp krūties vėžio potipių skiriasi, o didžiausias mutacijų kiekis 

randamas pažengusios stadijos ar agresyvaus potipio, pvz., TN ar HER2 

amplifikaciją turinčiuose navikuose [Powell ir kt., 2000; Langerod ir kt., 

2007; Olivier ir kt., 2010]. TP53 geno mutacijos siejamos su agresyvesniu 

naviko fenotipu dėl genominio nestabilumo, didelio mitozinio indekso ir Ki-

67 bei ciklino E raiškos, o navikas dažniausiai aptinkamas blogai 

diferencijuotas, be hormonų receptorių raiškos ir metastazavęs į sritinius 

limfmazgius [Lazzari ir kt., 2021]. Nepaisant besikaupiančių duomenų apie 

šio geno mutacijų prognostinę vertę, dėl per didelio geno mutabilumo TP53 

geno mutacijos nėra rutiniškai tiriamos. TP53 yra labai polimorfinis tiek 

koduojančiuose, tiek nekoduojančiuose regionuose, o šie polimorfizmai 

didina jautrumą piktybėjimui ir sukuria platų TP53 mutaciją turinčių navikų 

fenotipą [Olivier ir kt., 2010].  

Dėl TP53 mutacijų ląstelėje sutrinka pažaidų taisymo, apoptozės, 

ląstelės ciklo valdymo procesai, branduolyje pradeda kauptis vis daugiau 

mutacijų, todėl tokia ląstelė ima piktybėti [Pitolli ir kt., 2019]. Dėl missense 

mutacijos, įvykusios geno dalyje, koduojančioje prisijungimo prie DNR 

domeną (DBD), TP53 ne tik praranda naviko augimą slopinančią funkciją, bet 

ir dažnai kaupiasi metastazavusių vėžinių ląstelių branduoliuose, veikdamas 

ląstelę onkogeniškai [Petitjean ir kt., 2007]. Mutacijos sukeltas p53 GOF 

efektas veikia Ras signalinio kelio ir steroidų metabolizmo reguliaciją bei 

histonų modifikaciją ir genų raišką [Zhu ir kt., 2015]. 
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1.3. DNR metilinimas 

Epigenetiniai veiksniai veikia genų raiškos valdymo mechanizmus, 

nekeisdami DNR sekos. Epigenetinius pokyčius galima apibrėžti kaip 

stabilius ląstelės fenotipo pokyčius, pvz., genų raišką, kuri gali būti 

perduodama ląstelių dalijimosi metu. Epigenetiniai pokyčiai – tai DNR hipo- 

ir hipermetilinimo santykio pasikeitimas, chromatino struktūros ir histonų 

modifikacijos bei mažųjų nekoduojančių RNR reguliavimas [Jovanovic ir kt., 

2010].  

Vienas iš plačiausiai tyrinėjamų epigenetinių pokyčių, DNR 

metilinimas, yra grįžtamas procesas, tipiškai vykstantis CpG dinukleotiduose. 

Normaliose ląstelėse yra metilinta apie 3–6 % citozinų, o maždaug pusė genų 

promotorių turi CpG salas, kurios dažniausiai randamos nemetilintos. 

Metilinimo žymenys yra susitelkę transpozonuose ir pasikartojančiose sekose, 

tačiau jų praktiškai nėra genų promotorių regionuose, išskyrus tam tikrus, 

moteriškų organizmų inaktyvuotos X chromosomos ar imprintingo pažymėtus 

genus. Tyrimų rezultatai rodo, kad DNR metilinimas veikia kaip organizmo 

gynybinis mechanizmas, kad būtų nutildytos organizmui svetimos DNR 

sekos, pvz., transpozonai, virusų genomai, kitos kartotinės sekos [Weinberg ir 

kt., 2014]. DNR metilinimas taip pat gali prisidėti prie histonų modifikacijų, 

pritraukdamas histonų deacetilazes ir taip paveikdamas chromatino struktūrą, 

kuri savo ruožtu veikia genų raišką [Das ir kt., 2004]. 

1.3.1. DNR metilinimo mechanizmas 

Žinduolių genomuose metilinimas vyksta CpG dinukleotide, prie citozino 

anglies 5 atomo kovalentiškai prijungiant metilo grupę. DNR metilinimo 

procesą vykdo grupė baltymų, vadinamų DNR metiltransferazėmis (DNMT). 

Šią fermentinę reakciją katalizuoja trys DNMT grupės. DNMT3A ir 

DNMT3B yra vienodai svarbios tiek hemimetilintoms, tiek nemetilintoms 

DNR molekulėms, vykdant de novo metilinimą embrioninėse kamieninėse 

ląstelėse [Sharma ir kt., 2011]. Po DNR replikacijos naujai susintetinta 

grandinė būna nemetilinta, todėl DNMT1 katalizuoja metilo grupės 

prijungimą hemimetilintose DNR molekulės grandinėse. Ir nors DNMT1 

atlieka pagrindinę metilinimo funkciją besidalijančioje ląstelėje, tačiau ir 

DNMT3A/3B dalyvauja modifikuojant tas vietas, kurias praleido DNMT1 

[Jones ir kt., 2009; Sharma ir kt., 2011]. 

DNR metiltransferazėms metilinant DNR, o metil-citozino (mC) 

buvimui ar nebuvimui nulemiant genų raiškos lygį, logiška, kad egzistuoja ir 

DNR demetilinimo mechanizmas, kuris leidžia reaguoti į aplinkos poveikį, 
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išjungiant arba įjungiant genus. Ilgą laiką buvo manoma, kad DNR 

demetilinimas vyksta tik pasyviai, t.y., mC sumažėja dėl DNR replikacijos, 

kai naujai susintetinta DNR nėra metilinama. Vis dėlto buvo atskleista, kad 

DNR gali būti demetilinama ir aktyviai, t.y., nevykstant DNR replikacijai. 

DNR demetilinimo procese dalyvauja TET (angl. ten-eleven translocation) 

fermentai, kurie katalizuoja 5-metilcitozino (5mC) oksidaciją į 5-

hidroksimetilcitozino (5hmC), 5-formilcitozino (5fC) ar 5-karboksilcitozino 

(5caC) bazes. Oksiduotos mC bazės atpažįstamos DNR taisymo mechanizmų 

ir yra iškerpamos ir pakeičiamos citozinu [Rasmussen ir kt., 2016; 

Ravichandran ir kt., 2022]. DNR aktyviai demetilinama tėvinėje DNR prieš 

pirmą zigotos pasidalijimą, pirminėse lytinėse ląstelėse ankstyvoje 

embriogenezėje ir tam tikruose somatinių ląstelių lokusuose, kai aktyvinami 

signalinio atsako genai. Tuo tarpu kiaušialąstės DNR yra demetilinama 

pasyviai, dalijantis ląstelėms. Nors demetilinimas tėvinėje ir motininėje DNR 

vyksta globaliai ir skirtingais mechanizmais, tam tikrų regionų imprintinti 

genai išlieka metilinti [Pastor ir kt., 2013; Kohli ir kt., 2014]. 

1.3.2. DNR metilinimo reikšmė karcinogenezei 

Navikinėse ląstelėse randama daugybė DNR metilinimo sutrikimų, tad 

genominės DNR metilinimo pobūdis yra labai svarbus veiksnys naviko 

atsiradimui ir vystymuisi. DNR metilinimo lygis piktybinėse ir sveikose 

ląstelėse skiriasi. Navikinėse ląstelėse vyksta pasikartojančių sekų ir kai kurių 

specifinių augimą stimuliuojančių genų (protoonkogenų) hipometilinimas, o 

naviko augimą slopinančių genų hipermetilinimas yra vienas dažniausių 

įvykių ląstelės piktybėjimo procese [Lakshminarasimhan ir kt., 2016].  

DNR hipometilinimas yra ankstyvas vėžio vystymosi įvykis, dažnai 

nustatomas esant gerybinei hiperplazijai. Navikui progresuojant, metilinimo 

praradimas vis ryškėja, o metastazių hipometilinimo lygis yra didesnis nei 

pirminių navikų [Li ir kt., 2014]. Didžioji dalis CpG demetilinimo vyksta 

tarpgeniniuose ir vidugeniniuose regionuose, kur gausu pasikartojančių sekų 

ir judriųjų genomo elementų, kurie normaliose ląstelėse yra nutildyti 

metilinimo. Pavyzdžiui, L1NE1 (angl. long interspersed nuclear element 1) 

retrotranspozonai yra mobilūs genetiniai elementai, atsakingi už endogeninę 

mutagenezę žmogaus genome. Jų įsiterpimas gali labai paveikti genų raišką, 

o DNR metilinimas yra būdas nutildyti L1NE1 [Wolff ir kt., 2010]. L1NE1 

hipometilinimas yra naviko progresijos indikatorius, tad laikomas prostatos, 

melanomos, šlapimo pūslės ir inkstų navikų prognostiniu žymeniu 

[Yegnasubramanian ir kt., 2008; Ecsedi ir kt., 2013; Andreotti ir kt., 2014; 

Karami ir kt., 2015]. Globalus DNR hipometilinimas gali būti susijęs su 
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chromosomų nestabilumu ir genų reaktyvacija, padidėjusiu protoonkogenų 

aktyvumu ir rekombinacijos ar genų raiškos lygiu, X chromosomos 

inaktyvacijos bei imprintingo praradimu. Dažnai hipometilinimo metu 

aktyvuojami genai, skatinantys ląstelę metastazuoti, kaip, pvz., sinukleino-γ 

ar kiti genai, lemiantys atsparumą vaistams [Ehrlich ir kt., 2009]. 

Daug plačiau nei hipometilinimas tyrinėjamas epigenetinis pakitimas 

žmogaus navikuose – tai specifinių genų, taip pat ir navikų augimą 

slopinančių, hipermetilinimas CpG salose, nutildant jų raišką (1.10 pav.). 

Daugiau nei 50 % baltymus koduojančių genų greta savo promotorinių sekų 

turi mažiausiai vieną CpG salą, todėl tokie genai tampa jautrūs DNR 

metilinimui [Baylin ir kt., 2000]. Vėžinėse ląstelės šios CpG salos dažnai 

randamos hipermetilintos. DNR hipermetilinimas susijęs su naviko augimą 

slopinančių genų nutildymu, genominiu nestabilumu, DNR taisymo genų 

funkcijos praradimu ir chromatino pokyčiais, kurie gali paveikti ir gretimus 

genus [Baylin ir kt., 2000; Huang ir kt., 2011; You ir kt., 2012].  

 
1.10 pav. DNR metilinimas sveikoje ir vėžinėje ląstelėse [pritaikyta pagal 

Paluszczak ir kt., 2014]. 

 

Navikuose aptinkama daugybė hipermetilintų genų, tačiau ląstelės 

piktybėjimui labiausiai svarbiausi genai, dalyvaujantys ląstelės ciklo 

reguliacijoje (P16, P15, RB, P14), susiję su DNR taisymo procesu (BRCA1, 

MGMT), apoptoze (DAPK1, TMS1), atsparumu vaistams, detoksifikacija, 

diferenciacija, angiogeneze ir metastazėmis. Nors kai kurie genai, pvz., 
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RASSF1A ir P16, dažnai randami metilinti įvairių tipų navikuose, bet yra genų, 

kurių metilinimas būdingas tik tam tikro tipo navikams. Vienas iš pavyzdžių 

yra GSTP1 genas, išskirtinai randamas hipermetilintas daugiau nei 90 % 

prostatos navikų [Das ir kt., 2004].  

Nustatyta, kad DNR metilinimas turi diagnostinę vertę ir prognozuoja 

atsaką į gydymą [Mulero-Navarro ir kt., 2008; Suijkerbuijk ir kt., 2011]. DNR 

metilinimas yra grįžtamas procesas, todėl ši savybė daro jį patraukliu terapiniu 

vėžio gydymo taikiniu [Mulero-Navarro ir kt., 2008]. Į DNR metilinimą 

nukreiptas gydymas sėkmingai taikomas esant piktybiniams hematologiniams 

navikams, tačiau žinoma ir apie teigiamą poveikį solidiniams navikams [Sher 

ir kt., 2022].  

1.3.3. DNR metilinimas ir krūties vėžys 

Krūties vėžiui būdingi DNR metilinimo biožymenys tyrinėjami daugelį metų, 

tačiau iki šiol nė vienas iš šių žymenų nėra taikomas klinikinėje praktikoje. 

2019 m. atliktoje krūties vėžio metaanalizėje buvo aprašyti 368 hipermetilinti 

genai, kurie leidžia atskirti krūties navikus nuo nenavikinių krūties audinių ir 

gali būti naudojami ankstyvajai krūties vėžio diagnostikai [de Almeida ir kt., 

2019]. Ne mažiau svarbus metilinimo žymenų panaudojimas yra tiriant šalia 

naviko esančius audinius – Yan ir kolegos nustatė „metilinimo lauką“, 

siekiantį iki 4 cm nuo pirminio naviko, kuriame galima aptikti DNR 

metilinimo pakitimų. Analizė už pirminio naviko ribų gali būti svarbi 

vertinant naviko pažeidimo lygį ir pritaikant gydymą [Yan ir kt., 2006].  

Hipermetilinimas lemia daugelio kritiškai svarbių genų raiškos 

nutildymą krūties navikuose. Tai steroidinių receptorių, ląstelių adhezijos ir 

matrikso metaloproteinazių inhibitorių genai. Tarp jų dažniausiai 

hipermetilinami P16, ESR1, BRCA1, GSTP1, TIMP-3, CDH1 ir kt. genai 

[Yang ir kt., 2001]. Hormonų receptorių ER ir PR genai jau seniai siejami su 

krūties vėžiu, o jų metilinimo tyrimai atskleidė, kad ESR1 genas turi CpG salų 

promotoriaus ir 1 egzono srityse. Sveikose ląstelėse ESR1 genas yra 

nemetilintas, tačiau daugiau nei pusėje pirminių krūties navikų aptinkamas jo 

metilinimas [Yang ir kt., 2001; Das ir kt., 2004]. Literatūros duomenimis, 

hipermetilinti APC, RARB, GSTP1, DAPK ir SFN genai siejami su krūties 

vėžio atsiradimu [Tang ir kt., 2016], o genų SEPTIN7, TRIM27, LIMD2 ir 

LDHA hipermetilinimas susijęs su krūties navikų metastazių formavimusi, 

invazijos ir proliferacijos procesais [Salas ir kt., 2020]. 2021 m. atlikta plati, 

1538 krūties vėžio mėginių hipermetilinimo analizė parodė, jog didelis 

hipermetilinimo dažnis buvo susijęs su prastu išgyvenamumu, o 5 metų 
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išgyvenamumo rodiklis hipermetilintuose ER+ ir ER– navikuose reikšmingai 

sumažėjo [Batra ir kt., 2021]. Epigenetinis SFRP1 ir BRCA1 nutildymas 

prognozuoja blogą sergančiųjų krūties vėžiu ligos baigtį [Downs ir kt., 2015; 

Gyorffy ir kt., 2016]. Krūties vėžio atsparumo gydymui tyrimai atskleidė, kad 

TGFB1, CXCL2 ir SLC38A1 genų hipermetilinimas lemia atsparumą 

tamoksifenui, gydant HER2+ potipio navikus [Palomeras ir kt., 2019], o 

SALL2 ir MSH2 hipermetilinimas yra atitinkamai susijęs su atsparumu 

tamoksifeno ir doksorubicino terapija [Ponnusamy ir kt., 2018; Ye ir kt., 

2019]. 

 

CDKN2A (P14ARF/P16INK4a) genas, esantis 9p21.3 chromosomoje, 

koduoja naviką slopinančius baltymus p14 ir p16, dalyvaujančius valdant 

ląstelės ciklą ir reguliuojančius Rb bei p53 signalinius kelius (tekste šiuos 

baltymus koduojantys genai atitinkamai vadinami P14 ir P16). Baltymas p14 

dalyvauja p53 signaliniame kelyje ir yra svarbus G1 ir G2 ląstelės ciklo fazių 

eigai. p14 baltymas palaiko naviko supresoriaus p53 stabilumą, inhibuodamas 

MDM2 baltymą, ir taip leidžia p53 stabdyti ląstelės ciklą ir inicijuoti 

apoptozę, todėl, jei ląstelėje trūksta aktyvaus p14, labai sumažėja ir p53 

stabilumas [National Library of Medicine – NCBI 2022, elektroninis 

išteklius]. G1 ląstelės ciklo fazėje p16 baltymas jungiasi prie Cdk4 ir Cdk6, 

stabdo fermentinio komplekso Cdk4-/Cdk6-ciklino D susidarymą ir inhibuoja 

jo katalitinį aktyvumą. Nesusidarius šiam kompleksui, nevyksta Rb 

fosforilinimas ir ląstelės ciklas sulaikomas G1 fazėje. Ląstelėse, kuriose 

aktyvaus p16 nėra, dalijimosi ciklas nėra stabdomas, todėl tampa 

nekontroliuojamas [Rivandi ir kt., 2018].  

Askari ir kolegų atliktas tyrimas rodo, kad P14 ir P16 genų promotorių 

metilinimas padidina krūties vėžio riziką apie 12 kartų [Askari ir kt., 2013], o 

kitas krūties vėžio metilinimo tyrimas atskleidė, kad P16 krūties vėžio 

audiniuose randamas metilintas 44 % dažniu [Shan ir kt., 2019]. Dar vienos 

tyrėjų grupės metilinimo žymenų analizė parodė, jog CDKN2A geno 

metilinimo jautrumas ir specifiškumas krūties vėžiui siekia atitinkamai 68 % 

ir 53 % [Li ir kt., 2015].  

 

RARβ genas (angl. retinoic acid receptor beta) yra retinoinės rūgšties 

receptoriaus β genas, esantis 3p24 chromosomoje ir priklausantis branduolio 

receptorių RAR klasei. Tai nuo ligando priklausomi baltymų receptoriai, 

veikiantys kaip transkripcijos iniciatoriai. RARβ yra svarbus epitelinių ląstelių 

augimo reguliavimui ir hematopoezės procesui [Geoffroy ir kt., 2021]. RAR 

šeimos receptorių randama ląstelės citozolyje ir branduolyje. Šios šeimos 
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receptorių ligandas yra retinoinė rūgštis, biologiškai aktyvi vitamino A forma, 

atliekanti svarbų vaidmenį ląstelės dalijimosi, diferenciacijos procesuose ir 

signalo perdavimo keliuose [Ghyselinck ir kt., 2019]. Krūties vėžyje RARβ 

hipermetilinamas 37–46 % dažniu [Shan ir kt., 2019] ir siejasi su 

metastazėmis sritiniuose limfmazgiuose (N1–55 % vs. N0–10 %) [Marzese ir 

kt., 2012]. 

 

RASSF1 geno (angl. Ras – associated domain family 1) koduojamas 

baltymas priklauso RAS sąveikos domeną turinčių baltymų šeimai. RASSF1 

genas yra 3p21.3 chromosomoje, jo produktas RASSF1A baltymas dalyvauja 

ląstelės ciklo valdymo, apoptozės reguliacijos ir mikrovamzdelių 

stabilizacijos procesuose. RASSF1A yra mitozės inhibitorius, sustabdantis 

ląstelės ciklą metafazėje, o tai svarbu tam, kad chromosomos taisyklingai 

išsirikiuotų metafazinėje plokštelėje. RASSF1A taip pat dalyvauja apoptozės 

reguliacijos procese, sąveikaudamas su vienu iš Ras (K–Ras) šeimos baltymų, 

kuris svarbus inicijuojant apoptozę [Dubois ir kt., 2019]. Epigenetinis geno 

RASSF1 nuslopinimas yra vienas iš dažniausių molekulinių pakitimų krūties, 

plaučių, šlapimo pūslės, skrandžio ir kituose navikuose [Hesson ir kt., 2007]. 

Krūties navikuose RASSF1 randamas hipermetilintas 65–85 % dažniu 

[Ahmed ir kt., 2010; Barrow ir kt., 2014; Moelans ir kt., 2015]. RASSF1 yra 

ne tik ankstyvasis krūties vėžio žymuo, duomenys apie jį naudingi ir parenkant 

gydymą, nes RASSF1 hipermetilinimo aptikimas serume po naviko 

pašalinimo ir adjuvantinės tamoksifeno terapijos reiškia, kad reikalinga 

tolesnė adjuvantinė terapija [Fiegl ir kt., 2005]. Be to, RASSF1 

hipermetilinimas yra susijęs su atsparumu docetakseliui, todėl RASSF1 galėtų 

būti geras žymuo vertinant atsaką į gydymą [Barrow ir kt., 2014].  

 

PRKCB (angl. protein kinase C beta) – proteinkinazę C beta 

koduojantis genas, kurio pakitusi raiška aptinkama esant krūties, storosios 

žarnos karcinomoms, įvairioms sarkomoms, limfomoms, leukemijoms ir 

koreliuoja su naviko agresyvumu per proliferacijos, diferenciacijos, ląstelių 

judrumo ir angiogenezės procesų reguliavimą bei NF-kB kelio aktyvavimą. 

PRKCB hipermetilinimo tyrimų krūties navikuose nėra žinoma, tačiau 

nustatyta, jog PRKCB hipermetilinimas plaučių adenokarcinomoje yra 

laikomas ankstyvuoju biožymeniu [Pradhan ir kt., 2013]. Kitas, 

nesmulkialąstelinio plaučių vėžio, tyrimas parodė, jog PRKCB 

hipermetilinamas apie 22 % dažniu, o TCGA duomenų bazėje šio geno 

hipermetilinimas plaučių navikuose siekia 58 % [Liu ir kt., 2017]. Lietuvoje 

atlikto prostatos vėžio tyrimuose PRKCB hipermetilinimas buvo 
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identifikuotas kaip diagnostinis ir prognostinis žymuo [Daniunaite ir kt., 

2021].  

 

ESR1 (angl. estrogen receptor 1) genas koduoja estrogeno receptorių 

ir ligando aktyvuojamą transkripcijos veiksnį, kuris sudaro homodimerą arba 

heterodimerą su estrogeno receptoriumi 2 (ESR2). ESR1 reguliuoja daugelio 

estrogenų indukuojamų genų, dalyvaujančių medžiagų apykaitos, lytinio 

vystymosi, augimo ir nėštumo procesuose, transkripciją. Dėl alternatyvaus 

splaisingo ir keleto promotorių ESR1 genas turi daug transkriptų variantų, 

tačiau visų jų funkcijos dar nėra iki galo žinomos [Stelzer ir kt., 2016]. 

Išaugusi estrogenų receptorių raiška būdinga 70 % navikų, o pacientės, 

kurioms nustatytas teigiamas pagal hormonų receptorių raišką krūties vėžio 

potipis, dažnai gydomos taikant endokrininę terapiją [Jankowitz ir kt., 2017]. 

Nepaisant egzistuojančios taikinių terapijos, dalis pacienčių į gydymą 

nereaguoja, nes ESR1 geno raiška yra pakitusi dėl mutacijų ar ESR1 geno 

promotoriaus metilinimo, dėl kurio naviko fenotipas tampa ER neigiamas, o 

navikas – atsparus endokrininei taikinių terapijai [Jankowitz ir kt., 2017; 

Tsuboi ir kt., 2017]. ESR1 geno metilinimas krūties navikuose randamas 41–

64 % dažniu ir koreliuoja su metastazėmis bei prastais išgyvenamumo 

rodikliais [Sharma ir kt., 2009; Ramos ir kt., 2010].  

 

NAALAD2 (angl. N-acetylated alpha-linked acidic dipeptidase 2) 

koduoja specifinį prostatos membranos antigeną, prostatos vėžio žymenį, 

pasižymintį NAALAD-azės aktyvumu ir kerpantį N-acetil-L-aspartil-L-

gliutamatą (NAAG), kuris yra neuropeptidas ir veikia kaip neurotransmiteris. 

NAALAD2 yra II tipo į membraną įsiterpęs baltymas, kurio daug randama 

kiaušidžių, sėklidžių audiniuose ir tam tikrose smegenų vietose, o pagrindinė 

jo funkcija yra metabolizmo reguliacija [Stelzer ir kt., 2016]. Apie NAALAD2 

geno metilinimo tyrimus krūties vėžio ląstelėse nėra žinoma, tik viename 

DNR metilinimo tyrime prostatos navikuose buvo nustatyta didelė šio geno 

metilinimo prognostinė vertė ligos atsinaujinimui [Daniunaite ir kt., 2021].  

 

DAPK1 genas (angl. death-associated protein kinase 1) koduoja nuo 

kalcio ir kalmodulino priklausomą serino/treonino kinazę, kuri yra susijusi su 

ląstelės ciklo kontrole, autofagija, apoptoze, oksidaciniu stresu ir 

metastazavimo procesais. DAPK1 svarbi reguliuojant AKT kinazę, kuri 

dalyvauja daugelyje atsako kelių, indukuojančių metastazes: ląstelių plitimo, 

proliferacijos aktyvavimo, apoptozės slopinimo, p53 reguliacijos ir 

angiogenezės procesuose [Elbadawy ir kt., 2018]. DAPK1 geno 
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hipermetilinimas koreliuoja su bloga prognoze ir agresyvesne ligos eiga esant 

smulkialąsteliniam plaučių, galvos ir kaklo, storosios žarnos, šlapimo pūslės 

ir krūties navikams [Soria ir kt., 2002; Gozuacik ir kt., 2006]. Literatūros 

duomenimis, krūties navikuose DAPK1 hipermetilinimas aptinkamas nuo 14 

iki 62 % dažniu [Cho ir kt., 2012; Tserga ir kt., 2012; Spitzwieser ir kt., 2015; 

Ghalkhani ir kt., 2021].  

 

GSTP1 koduoja glutationo S transferazę π 1 (angl. glutathione S-

transferase π 1), kuri yra svarbi elektrofilinių metabolitų ir reaktyvaus 

deguonies, susidariusių dėl kancerogenų poveikio, neutralizavimui 

[Schnekenburger ir kt., 2014]. Krūties navikuose GSTP1 hipermetilinamas 21 

% dažniu ir siejasi su naviko dydžiu, plitimu į sritinius limfmazgius ir prastu 

išgyvenamumu [Shinozaki ir kt., 2005]. Įdomu tai, kad Klajic ir kolegų 

atliktame tyrime buvo nustatyta GSTP1 metilinimo sąsaja su ilgesniu 

sergančiųjų krūties vėžiu išgyvenamumu [Klajic ir kt., 2013], o kita 

mokslininkų grupė tokios sąsajos nerado, bet susiejo GSTP1 metilinimą su 

krūties vėžio remisija [Sharma ir kt., 2010]. GSTP1 promotoriaus metilinimas 

aptinkamas ir duktalinėje karcinomoje in situ, tad GSTP1 promotoriaus 

metilinimo tyrimai galėtų būti reikšmingi papildant mamografijos rezultatus 

ir numatant krūties ląstelių pakitimus ir gydymą [Alnaes ir kt., 2015].  

 

MGMT genas (angl. O-6-methylguanine-DNA methyltransferase) 

koduoja DNR taisymo fermentą O6-metilguanino DNR metiltransferazę. 

MGMT pašalina mutageninius ir citotoksinius aduktus nuo guanino 

nukleotido šeštoje pozicijoje esančio deguonies ir apsaugo ląstelę nuo 

mutacijų kaupimosi [Sharma ir kt., 2009; Jank ir kt., 2020]. MGMT raiška 

vyksta visuose nepakitusiuose žmogaus audiniuose, tačiau baltymo lygis 

skiriasi priklausomai nuo organų ir individų [Sharma ir kt., 2009]. Žmogaus 

navikuose MGMT geno mutacijos ar delecijos retos, genas dažniausiai 

nuslopinamas hipermetilinant promotoriaus regioną ar dimetilinant H3 

histono 9 liziną. Be to, navikai, kuriuose MGMT yra metilintas, yra jautresni 

terapiniam alkilinančių vaistų nuo vėžio veikimui [Soejima ir kt., 2005]. 

Krūties navikuose MGMT hipermetilinamas 21–65 % dažniu [Alkam ir kt., 

2013; Spitzwieser ir kt., 2015; Jank ir kt., 2020]. 

 

RUNX3 (angl. runt-related transcription factor 3) genas koduoja 

transkripcijos veiksnį, priklausantį runt domeną turinčių transkripcijos 

veiksnių šeimai. RUNX3 reguliuoja ląstelės augimo, išgyvenimo, 

diferenciacijos, angiogenezės ir plitimo procesus [Lu ir kt., 2017]. RUNX3 
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destabilizuoja ir blokuoja ERα transkripcijos aktyvumą, taip reguliuodamas 

ERα lygį, o jo raiška ląstelėje koreliuoja su ERα geno raiška. RUNX3 tyrimai 

parodė, kad jo metilinimas siejasi su estrogeno veikla krūties vėžio ląstelėse, 

nes RUNX3 gerokai dažniau aptinkamas hipermetilintas ER teigiamuose 

krūties navikuose [Subramaniam ir kt., 2009]. Šis receptoriaus reguliacijos 

mechanizmas įrodo, kad RUNX3 veikia kaip naviko augimą slopinantis 

veiksnys vėžio ląstelėse ir gali tapti svarbiu diagnostiniu krūties vėžio 

žymeniu [Huang ir kt., 2012]. RUNX3 geno hipermetilinimo metaanalizėje 

susisteminti 10 tyrimų rezultatai rodo, jog geno hipermetilinimas krūties 

navikuose randamas 50–80 % dažniu [Lu ir kt., 2017]. 

 

MT1 (angl. metallothionein 1) – metalotioneino 1 genas – koduoja 

cisteino turinčius mažos molekulinės masės baltymus, kuriems būdingos 

įvairios funkcijos. Metalotionai skirstomi į 4 grupes (MT1, MT2, MT3 ir 

MT4), iš kurių MT1 ir MT2 sudaro skirtingų izoformų ir skirtingų funkcijų 

baltymai. MT saugo ląsteles surišdami tokius dvivalenčius sunkiuosius 

metalus kaip kadmis, varis, cinkas, kurie yra toksiški ląstelei [Tai ir kt., 2003]. 

MT1E geno raiška ER teigiamuose ir neigiamuose navikuose skiriasi, o 

navikų transformacijos iš ER ir PR teigiamų į neigiamus metu, MT1E gali 

pakeisti estrogenų ir progesteronų funkciją [Jin ir kt., 2000]. Hipermetilinti 

MT1 geno klasteriai krūties navikuose yra susiję su blogesne ligos eiga, 

trumpesniu išgyvenamumu ir invaziškumu kituose navikuose, o MT1G 

hipermetilinimas laikomas specifišku krūties vėžiui [Jadhav ir kt., 2015].  

 

ADAMTS12 (angl. a disintegrin and metalloprotease domain with 

thrombospondins motifs 12) genas koduoja užląstelinę metaloproteazę, 

dalyvaujančią audinių persitvarkymo, ląstelių migracijos, angiogenezės ir 

adhezijos procesuose [Fontanil ir kt., 2014]. Nors literatūros duomenų apie 

ADAMTS12 hipermetilinimą sergant krūties vėžiu nėra, tačiau žinoma, kad 

genas randamas hipermetilintas storosios žarnos, prostatos navikuose 

[Moncada-Pazos ir kt., 2009; Daniunaite ir kt., 2021]. ADAMTS12 tyrimai 

krūties vėžio ląstelių linijose rodo, jog jis sąveikauja su fibulinu-2 ir taip 

blokuoja ląstelių migracijos ir plitimo procesus [Fontanil ir kt., 2014].  

 

FILIP1L (angl. filamin A interacting protein 1-like) genas koduoja 

svarbų ląstelių migracijos ir invaziškumo inhibitorių kiaušidžių vėžio 

ląstelėse. FILIP1L veikia kaip antiangiogeninis veiksnys, o didelė raiška 

endotelio ląstelėse stabdo ląstelės proliferaciją, migraciją ir sukelia apoptozę 

[Stelzer ir kt., 2016]. Nors krūties navikuose klinikinių FILIP1L geno 
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metilinimo tyrimų nėra žinoma, ląstelių linijų tyrimai rodo, jog FILIP1L geno 

metilinimas susijęs su jo raiškos sumažėjimu ir navikiniais procesais storosios 

žarnos, krūties, plaučių ir kasos audiniuose [Kwon ir kt., 2013; Kwon ir kt., 

2021]. 

 

APC (angl. adenomatous polyposis coli) geno koduojamas baltymas 

yra labai svarbi Wnt signalo kelio dalis, dalyvaujanti ląstelės ciklo reguliacijos 

ir ląstelės diferenciacijos, proliferacijos bei adhezijos procesuose. APC 

funkcijos praradimas yra siejamas su šeimine adenomine polipoze [Han ir kt., 

2018]. APC – plačiai tyrinėjamas genas, o jo raiškos praradimas nustatytas 

storosios žarnos, prostatos, skrandžio ir krūties navikuose [Tsuchiya ir kt., 

2000; Jin ir kt., 2001; Richiardi ir kt., 2009; Saelee ir kt., 2014; Matthaios ir 

kt., 2016]. Krūties vėžio ląstelėse APC hipermetilinimas siekia apie 44–70 % 

dažnį [Saelee ir kt., 2020]. 

 

Šiame darbe tirta, kaip genetiniai (BRCA2 ir TP53) ir epigenetiniai 

pokyčiai veikia krūties vėžio ligos fenotipą ir eigą. BRCA2 geno mutacija yra 

viena iš dažniausiai paveldimų mutacijų, o TP53 geno mutacijos nustatomos 

iki 50 % visų tiriamų krūties navikų. Sporadiniuose krūties navikuose, be 

genetinių pakitimų, gausiai randama ir DNR metilinimo pokyčių genuose, 

susijusiuose su įvairiais ląstelinio atsako keliais (ląstelės ciklo kontrole 

apoptoze, angiogeneze, ksenobiotikų metabolizmu ir kt.). Šiame darbe tirti 

genų P14, P16, DAPK1, MGMT, FILIP1L, RARB, NAALAD2, GSTP1, MT1G, 

MT1E, MT1F, RUNX3, RASSF1, PRKCB, ADAMTS12, ESR1 ir APC 

promotoriaus DNR metilinimo pokyčiai. Kadangi epigenetiniai pokyčiai 

navikuose laikomi ankstyvuoju karcinogenezės įvykiu, šie biožymenys gali 

pagerinti ligos diagnozavimo tikslumą, patikslinti ligos prognozę ir padėti 

individualizuoti krūties vėžio gydymą. 
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2. METODAI IR MEDŽIAGOS 

2.1. Pacientai ir mėginiai 

2.1.1. Krūties vėžiu sergančios pacientės 

2007–2009 m. pradėtam tyrimui, buvo atrinkti 116 krūties vėžiu (KV) 

sergančių ir 29 kontroliniai (turinčių fibroadenomas) pacienčių mėginiai. 

Pacientės buvo gydomos Nacionaliniame vėžio institute, o tyrimas atliktas 

pacientes informavus, joms pasirašius sutikimo formas ir gavus Bioetikos 

komisijos leidimą (2007-08-03 Nr.33). Analizei atrinktų pacienčių mėginiai 

buvo ištirti dėl paveldimų BRCA1 geno mutacijų ir tolesnei analizei pasirinkti 

tik atvejai be BRCA1 mutacijų. Tirtų KV pacienčių amžiaus vidurkis buvo 57 

m. (27–84 m.), o kontrolinės grupės pacienčių – 42 m. (20–62 m.). Visi tirti 

krūties navikai buvo ankstyvosios stadijos T1 (N = 63) ir T2 (N = 53), jų 

histologinis tipas duktalinis (N = 101), lobulinis (N = 13) ir apokrininis (N = 

2). Pagal potipius KV išskirstytas atlikus imunohistocheminę analizę, tiriant 

hormonų receptorių ER, PR būseną, taip pat HER2 ir Ki-67 statusą. Buvo 

išskirti 4 KV potipiai: 47 % sudarė luminalinis A (LA; N = 55), 21 % – 

luminalinis B (LB; N = 24), 18 % – HER2+ (N = 21; sudarytas iš sujungtų 

luminalinio B HER2 ir HER2 potipių; N = 16 + 5) ir 14 % – trigubai neigiamas 

(TN; N = 16). Po operacijos pacienčių išgyvenamumo duomenys buvo 

renkami vidutiniškai 91 mėnesį (3–113 mėn.), informatyvių duomenų buvo 

surinkta 67% (78 iš 116). Per šį laikotarpį konstatuota 21 pacientės mirtis, 56 

pacientėms patvirtinta ligos remisija ir 1 ligos progresavimo atvejis. Detalus 

pacienčių demografinių ir klinikinių-patologinių rodiklių pasiskirstymas 

pagal KV potipius nurodytas 2.1 lentelėje. 
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2.1 lentelė. Demografinių ir klinikinių-patologinių krūties vėžiu sergančių pacienčių rodiklių pasiskirstymas pagal 

KV potipius 

KV rodikliai 

KV potipiai 

LA LB HER2+* TN 

(N = 55); % (N = 24); % (N = 21); % (N = 16); % 

Amžius diagnozės 

metu 
Metai (IQR) 61 (19) 58 (22) 55 (23) 52 (26) 

Histologinis tipas 

Duktalinis; N (%) 

Lobulinis; N (%) 

Apokrininis; N (%) 

45 (85) 

8 (15) 

2 (3) 

22 (92) 

2 (8) 

0 (0) 

18 (86) 

3 (14) 

0 (0) 

16 (100) 

0 (0) 

0 (0) 

Naviko stadija 
T1; N (%) 

T2; N (%) 

33 (60) 

22 (40) 

13 (54) 

11 (46) 

11 (52) 

10 (48) 

6 (38) 

10 (63) 

Naviko plitimas į 

sritinius limfmazgius 

N0; N (%) 

N1; N (%) 

33 (54) 

21 (61) 

13 (54) 

11 (46) 

11 (52) 

10 (48) 

10 (63) 

6 (38) 

Diferenciacijos 

laipsnis 

G1; N (%) 

G2; N (%) 

G3; N (%) 

16 (29) 

35 (64) 

4 (7) 

3 (13) 

7 (29) 

14 (58) 

2 (10) 

9 (43) 

10 (48) 

2 (13) 

1 (6) 

13 (81) 

Ki-67 raiška 
Ki-67 neig; N (%) 

Ki-67 teig; N (%) 

53 (98) 

2 (4) 

0 (0) 

24 (100) 

15 (75) 

6 (29) 

0 (0) 

16 (100) 

Išgyvenamumas 

Remisija; N (%) 

Mirtis; N (%) 

Atkrytis; N (%) 

5 m. išgyvenamumas; N (%) 

25 (71) 

10 (29) 

0 (0) 

25 (71) 

13 (68) 

5 (26) 

1 (5) 

16 (94) 

12 (92) 

1 (8) 

0 (0) 

11 (92) 

6 (55) 

5 (45) 

0 (0) 

6 (55) 

* – HER2+ potipis, sudarytas iš LBHER2 ir HER2 potipių (N= 16+5)  

Santrumpos: Ki-67 – naviko proliferacijos žymuo; G1 – geras, G2 – vidutinis ir G3 – blogas diferenciacijos laipsnis; HER2+ – LBHER2 

ir HER2 teigiami navikai; IQR (angl. interquartile range) – intervalas tarp kvartilių; LA – luminalinis A, LB – luminalinis B; N0/1 – 

mikrometastazės į artimuosius limfmazgius; T1/2 – naviko stadija; TN – trigubai neigiamas KV. 
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2.1.2. Šeiminiu krūties vėžiu sergančios pacientės 

BRCA1/2 genų mutacijų tyrimas skirtas krūties ar kiaušidžių vėžiu 

sergančioms moterims, kurios atitinka LR sveikatos apsaugos ministro 

įsakyme (Nr. V–1458, 2014–12–31) nurodytas indikacijas. Radus patogeninį 

BRCA1/2 geno variantą, mutacijų tyrimas siūlomas pirmos eilės giminaičiui 

(tėvui, motinai, broliui, seseriai ar vaikui).  

Tiriamojoje šeimoje vienai pacientei (1-oji pacientė, 62 metų) aptikus 

BRCA2 geno mutaciją ir turint duomenų apie krūties vėžio atvejus šeimoje, į 

konsultaciją buvo pakviestos dvi seserys (2-oji pacientė, 32 metų ir 3-ioji 

pacientė, 58 metų) bei 1-osios pacientės dukros (4-oji pacientė, 30 metų, apie 

antrąją dukterį tikslesnių duomenų nėra). Pacientės pasirašė sutikimą aprašyti 

šeiminę mutacija, taip pat buvo gautas Bioetikos komisijos sutikimas atlikti 

tolesnę šios šeimos analizę (158200–18–989–493). 

2.2. Metodai 

2.2.1. DNR gryninimas 

DNR gryninimas iš krūties audinio. DNR išskirti iš šaldyto audinio 

gabalėlių (N = 79) ir parafininių mėginių (N = 45) po deparafinizacijos bei 

reakcijos su proteinaze K, buvo naudoti keli metodai: standartinis fenolio-

chloroformo skyrimo ir etanolinis DNR išsodinimo metodas bei DNR 

skyrimas, naudojant ZR Viral DNA/RNA Kit™ rinkinį (Zymo Research). 

Išskirtos DNR kokybiniai ir kiekybiniai parametrai matuoti NanoDrop™ 

2000 spektrofotometru (Thermo Fisher Scientific). DNR mėginiai buvo 

laikomi –20 °C, o saugoti ilgiau perkeliami į –80 °C temperatūrą.  

 

DNR gryninimas iš kraujo (šeiminio KV analizei). BRCA1/2 geno 

patogeniniai variantai buvo nustatomi PGR metodu, naudojant iš pacienčių 

kraujo leukocitų išskirtą DNR. Pacienčių kraujo mėginys buvo imamas į 

mėgintuvėlius su EDTA. Kraujo mėginio frakcionavimas atliktas 10 min. 

centrifuguojant mėgintuvėlius 2300 rpm/min greičiu kambario temperatūroje. 

Centrifuguotas kraujas išsifrakcionavo į viršutinį plazmos sluoksnį, apatinį 

sluoksnį, turintį raudonųjų kraujo ląstelių, ir baltųjų kraujo ląstelių turintį 

ploną tarpusluoksnį, kuris buvo perkeltas į naują mėgintuvėlį ir naudojamas 

DNR išskirti arba užšaldomas ir laikomas –20 °C temperatūroje. DNR 

išskyrimas buvo atliekamas automatizuota QIAcube sistema, naudojant 

„QIAamp DNA Blood Mini Kit“ reagentus (Qiagen). DNR koncentracija ir 
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švarumas nustatyti NanoDrop 1000 spektrofotometru (Thermo Fisher 

Scientific). 

2.2.2. DNR mutacijų analizė 

2.2.2.1. BRCA1/2 genų mutacijų tyrimai  

KV imties BRCA1 mutacijų tikrinimas PGR metodu. Geno patogeniniai 

variantai buvo nustatomi atliekant PGR. 25 µL reakcijos mišinys buvo 

sudarytas iš benukleazio H2O, 10× DreamTaq™ Green buferinio tirpalo 

(Thermo Fisher Scientific), 100 mM dNTP mišinio, 10 µM pradmenų 

(prasminių ir antiprasminių) mišinio, 5 U/µL Dream Taq DNR polimerazės 

(Thermo Fisher Scientific) ir genominės DNR. Kiekvienos PGR reakcijos 

metu naudotos taršos bei teigiamos kontrolės. Amplifikacija buvo atliekama 

ProFlex™ 3x32–well aparatu (Thermo Fisher Scientific). Termociklerio 

temperatūrinis režimas: 95 °C – 10 min, 35 ciklus kartojant 94 °C – 25 sek., 

59 °C – 25 sek., 72 °C – 35 sek., o reakcijos pabaigoje 7 min inkubuojant 72 

°C temperatūroje. Tyrime naudotų pradmenų sekos pateiktos S1 priedų 

lentelėje: 

Gauti tyrimo duomenys buvo analizuojami 2 % agarozės gelyje. 2.1 

paveiksle pateikiami BRCA1 geno mutacijų po PGR aptikimo rezultatai, kur 

1 ir 2 mėginys turi atitinkamai mutacijas 11 ir 20 egzonuose. 

 

2.1 pav. PGR reakcijos elektroforeogramos vaizdas. 1, 2, 3 – analizuojami 

mėginiai; Ex1 ir Ex2 –atitinkamai BRCA1 11 ir 20 egzonų patogeninių 

variantų teigiamos kontrolės, H2O – taršos kontrolė. 
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Šeiminio atvejo BRCA1/2 genų mutacijų tyrimas kPGR metodu. 

Pirmiausia buvo patikrintos 6 dažniausiai Lietuvos populiacijoje 

pasitaikančios BRCA genų mutacijos BRCA1: c.4035delA, c.5266dupC, 

c.181T>G, c.1687C>T ir BRCA2: c.658_659delGT, c.8572C>T. Mutacijos 

buvo identifikuotos atlikus realaus laiko PGR reakcijas su TaqMan™ 

Universal Master Mix II, No UNG (Applied Biosystems part of Thermo Fisher 

Scientific) ir TaqMan™ SNP Genotyping Assays (Applied Biosystems part of 

Thermo Fisher Scientific) reagentais, įskaitant neigiamą (wt) bei teigiamą 

kontroles. Visos kPGR reakcijos buvo atliekamos pagal gamintojo 

rekomenduojamą protokolą, naudojant Applied Biosystems™ 7500 realaus 

laiko PGR sistemą (Applied Biosystems part of Thermo Fisher Scientific). 

Atmetus dažniausiai pasitaikančių BRCA1 ir BRCA2 mutacijų 

tikimybę, toliau mutacijų paieška buvo vykdoma naudojant naujos kartos 

sekoskaitos (NGS) metodą. DNR koncentracija patikrinta Qubit™ 2.0 

fluorimetru, naudojant Qubit™ dsDNA BR Assay Kit reagentus (Invitrogen). 

Bibliotekai ruošti ir BRCA1 bei BRCA2 genų koduojančių regionų 

amplifikacijai naudoti reagentai iš Ion AmpliSeqTM Library Kit 2.0 (Life 

Technologies) ir OncomineTM BRCA Research (Life Technologies), reakcijas 

atliekant pagal gamintojo protokolą. Bibliotekos koncentracija buvo nustatyta, 

naudojant Ion Library TaqMan™ Quantification Kit (Life Technologies) 

reagentus. Bibliotekos vienodomis koncentracijomis įneštos į lustą 520 

naudojant Ion Torrent™ Ion Chef™ aparatą ir Ion 520™ & Ion 530™ & 

540™ KitChef reagentus (Life Technologies). Sekoskaita atlikta Ion 

Torrent™ Ion S5™ platformoje (Life Technologies). Duomenų analizei 

naudota Ion Reporter 5.8 programa (Life Technologies). 

2.2.2.2. TP53 mutacijų analizė 

TP53 seka (4–9 egzonai) buvo analizuojama trimis metodais: TP53 geno 

mutacijos buvo nustatytos vienos grandinės konformacijos polimorfizmo 

(angl. single-strand conformation polymorphism, SSCP; N = 84) metodu ir 

patvirtintos naudojant tiesioginės Sengerio sekoskaitos (SS; N = 29), vėliau – 

naujos kartos sekoskaitos (NGS; angl. new generation sequencing; N = 38) 

metodus. Mutacijų duomenų analizė parengta naudojantis IARC TP53 

[Bouaoun ir kt., 2016] ir The Catalogue of Somatic Mutations in Cancer [The 

Catalogue of Somatic Mutations in Cancer – COSMIC, 2004] duomenų 

bazėmis.  

SSCP metodo esmė – dėl mutacijos atsiradę tretinės DNR struktūros 

pokyčiai, lemiantys DNR fragmentų mobilumą elektroforezės metu. Tiriami 
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TP53 geno egzonai buvo pagausinami PGR metodu, naudojant skirtingomis 

fluorescentinėmis žymėmis pažymėtus prasminius 6-FAM ir antiprasminius 

HEX pradmenis. Galutinis PGR reakcijos tūris (20 µl) buvo sudarytas iš 200 

ng tiriamosios DNR, GeneAmp 10× PCR buferio, 25 nM MgCl2, 4 mM dNTP 

mišinio, 5 U/µl AmpliTaq GoldTM DNR polimerazės (Thermo Fisher 

Scientific), 20 µM kiekvieno iš 6-FAM ir HEX pradmenų, DMSO ir 

dejonizuoto H2O. SSCP reakcijos mišinyje buvo 0,5 µl PGR produkto, 0,5 µl 

GeneScan-500 LIZ (ABI, Thermo Fisher Scientific) ilgio standarto (ABI, 

Thermo Fisher Scientific) ir 15 µl formamido (Hi-DiTM, Thermo Fisher 

Scientific ). Norint įvertinti pagausinto fragmento kokybę ir kiekybę, po 

pagausinimo PGR produktas analizuotas 7,5 % nedenatūruojančiame 

poliakrilamido gelyje. T24 ląstelių linijos DNR buvo naudojama kaip 

teigiama, o sveiko donoro leukocitų DNR – kaip neigiama kontrolė. Reakcijos 

mišinys buvo analizuojamas ABI PRISM 3130® genetiniu analizatoriumi (ABI, 

Thermo Fisher Scientific), o rezultatai vertinami naudojantis GeneMapperTM 

(ABI, Thermo Fisher Scientific) programine įranga. Sekos, kuriose SSCP 

metodu nustatomas pakitęs elektroforezės pikas, buvo vertinamos kaip 

mutavusios ir toliau analizuojamos tiesioginiu Sengerio sekoskaitos metodu, 

leidžiančiu patvirtinti mutaciją.  

Tiesioginis Sengerio sekoskaitos (SS) metodas buvo pasirinktas 

mutacijoms patvirti po analizės SSCP metodu. Išanalizuoti SSCP teigiami 

mėginiai buvo pagausinti PGR reakcijos metu, imant 200 ng genominės DNR 

ir tuos pačius reakcijos komponentus, naudotus SSCP analizei, kaip aprašyta 

pirmiau. Sekoskaitos reakcijos mišinys (20 µl) buvo sudarytas iš 5 µl PGR 

produkto, BigDye Terminator v3.1 reakcijos mišinio (ABI, Thermo Fisher 

Scientific), 5× sekoskaitos buferio, prasminio ir antiprasminio pradmens bei 

dejonizuoto H2O. Sekoskaitos reakcija atlikta naudojantis ABI Prism 3130® 

(ABI, Thermo Fisher Scientific) genetiniu analizatoriumi, rezultatai analizuoti 

naudojantis SeqScapeTM programine įranga (ABI, Thermo Fisher Scientific). 

Gauti analizės rezultatai buvo sulyginti su referentine TP53 seka, paimta iš 

GenBank® duomenų bazės. SSCP ir SS metodai buvo pritaikyti pagal Holmila 

ir kt. [Holmila ir kt., 2006]. 

Naujos kartos sekoskaita (NKS) buvo atliekama GS Junior 

sequencing 454 genetiniu analizatoriumi (Roche). Sveikų donorų leukocitai 

panaudoti kaip kontroliniai mėginiai. Visi analizuojami fragmentai buvo 

nuskaitomi abiem kryptimis. DNR amplifikuota 24 µl reakcijos mišinyje, 

sudarytame iš 1× Phusion HF buferio, 0,2 mM kiekvieno iš dNTP, 0,3 µM 

kiekvieno pradmens, 5 U/µl HiFi Phusion polimerazės ir 25 ng tiriamosios 

DNR (priedų S2 lentelė). Amplikonai buvo valomi AMPure XP magnetinėmis 
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dalelėmis (Thermo Fisher Scientific). Reakcijos produktai analizuoti 

fluorimetru, naudojant Quant–It PicoGreen dsDNA Assay (Thermo Fisher 

Scientific) ir QuantiFluor system (Promega). Standartinė koreliacijos 

koeficiento (R) reikšmė, pakelta kvadratu (R2), didesnė nei 0,98. Emulsinio 

PGR reakcija atlikta naudojant emPCR Kit (Roche). Amplikonai sumaišyti su 

magnetinėmis dalelėmis, naudojant 10 µl paruoštos prasminės ir 

antiprasminės bibliotekos DNR (po 1,33 molekulės, tenkančios kiekvienai 

magnetinei dalelei) ir po reakcijos surinkti naudojant GS Junior Titanium 

emPCR Oil and Breaking Kit rinkinį (Roche). Sekoskaitai naudotas The GS 

Titanium Sequencing Kit reagentų rinkinys ir GS Junior Titanium series 

protokolas (Roche). Sekoskaitos rezultatai paruošti naudojant GS Amplicon 

Variant Analyzer (AVA) (Roche). TP53 referentinė seka NC_000017.10 

naudota iš duomenų bazės NCBI (NCBI37/hg19, Chr17:7571720…7590868, 

atitinkamai transkripto ir baltymo sekų ID yra ENST00000269305.4 ir 

P04637). 

2.2.3. DNR modifikacija natrio bisulfitu 

Bisulfitinės modifikacijos esmė – DNR grandinėje esančius nemetilintus 

citozinus paversti uracilu, metilintiems citozinams liekant nepakitusiems. 

PGR reakcijos metu prie uracilo jungiasi adeninas, CG pora pavirsta į AT 

porą, tad epigenetinis skirtumas yra verčiamas genetiniu ir suteikia galimybę 

identifikuoti metilintas DNR sekas. 

Bisulfitinei modifikacijai imta 400 ng DNR ir modifikuota, naudojant 

EZ DNA Methylation TM Kit rinkinį (Zymo Research). 5 µl M-Dilution 

buferio sumaišyta su DNR, iki 50 µl tūrio papildant benukleaziu vandeniu ir 

mėginiai inkubuoti 37 °C – 15 min. Po inkubacijos į mišinį pridėta paruošto 

CT Conversation reagento ir mėginiai 12–16 val. inkubuoti 50 °C 

temperatūroje, o vėliau 10 min. vėsinti ledo vonelėje. Į kolonėle įpilta 400 µl 

M-Binding buferio, mėginiai inkubuoti, tuomet kelissyk pipetuojant išmaišyta 

ir 30 sek. centrifuguota >10.000 × g. Supernatantas pašalintas, į kolonėlę įpilta 

100 µl M-Wash buferio ir vėl 30 sek. centrifuguota >10.000 × g. Tuomet į 

kolonėlę įpilta 200 µl M-Desulphonation buferio ir 15–20 min. inkubuota 

kambario temperatūroje, o po inkubacijos 30 sek. centrifuguota maksimaliu 

greičiu. Po inkubacijos kolonėlė dusyk praplauta 200 µl M-Wash buferiu ir 

modifikuota DNR tirpinta su 10 µl M-Elution buferiu. Modifikuota DNR buvo 

saugoma –20 °C, o saugoti ilgesniam padėta į šaldiklį, kuriame buvo 

palaikoma –80 °C temperatūra. 
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2.2.4. Metilinimui jautri PGR (MSP) 

Bisulfitu modifikuota genominė DNR buvo pagausinama vykdant metilinimui 

jautrią PGR (angl. methylation specific PCR, MSP). Tyrimui parinkta 17 

genų, dalyvaujančių ląstelės ciklo reguliacijos procese (P14, P16), ląstelės 

signaliniuose keliuose (ESR1 (tirti du šio geno regionai: promotoriaus sritis 

ESR1-1 ir intrageninė sritis ESR1-4), RARB, RASSF1, PRKCB, NAALAD2), 

programuotoje ląstelės žūtyje (DAPK1), ląstelių adhezijos (APC), 

angiogenezės (ADAMTS12, FILIP1L), genomo stabilumo palaikymo 

(MGMT), ksenobiotikų metabolizmo (GSTP1), sunkiųjų metalų surišimo 

(MT1E, MT1F, MT1G) ir genų raiškos (RUNX3) procesuose. Kiekvieno 

mėginio MSP reakcija vykdyta dviejuose mėgintuvėliuose, kuriuose reakcijos 

mišiniai skyrėsi tik naudojamais pradmenimis: viename mėgintuvėlyje buvo 

naudojami M pradmenys, komplementarūs metilintai geno sekai, o kitame – 

U pradmenys, specifiški nemetilintai geno sekai. 

Pradmenų sekos buvo parinktos iš publikacijų (priedų S3 lentelė) arba 

sukonstruotos naudojant Methyl Primer Express v1.0 programą (ABI, Thermo 

Fisher Scientific). Reakcijos mišinys (25 µl) buvo sudarytas iš 10 ng bisulfitu 

modifikuotos DNR, 10× PGR buferio, 2,5 mM MgCl2, 1,6 mM dNTP mišinio, 

1 µM kiekvieno pradmens, 360 GC enhancer reagento, 0,5 U AmpliTaq 

Gold® DNR polimerazės (Thermo Fisher Scientific). MSP reakcijos 

temperatūrinis režimas nurodytas 2.3 lentelėje. Kiekvienai reakcijai naudotos 

trys kontrolės: sveiko donoro leukocitų DNR, paveikta ir nepaveikta CpG 

metiltransferazės SssI (New England BioLabs), modifikuota bisulfitu, 

atitinkamai gaunant metilintą ar nemetilintą kontrolinį mėginį, ir taršos 

kontrolė – reakcijos mišinys be DNR. 

 

2.3 lentelė. Metilinimui jautrios PGR (MSP) temperatūrinis režimas 

Temperatūra, ºC Trukmė Ciklai 

95 ºC 7 min. 1 

95 ºC 45 sek.  

35–37 Priklausomai nuo geno* 45 sek. 

72 ºC 45 sek. 

72 ºC 10 min. 1 

4 ºC ∞ 1 
* P14 – 66 ºC; P16 – 64 ºC – 30 sek.; MGMT – 67 ºC (M) ir 64 ºC (U); RARB – 60 ºC; 

RASSF1 – 61 ºC (M) ir 63 ºC (U); DAPK1 – 66 ºC; GSTP1 – 60 ºC; ESR1-1 – 60 ºC; 

ESR1-4 – 58 ºC; PRKCB – 56 ºC; MT1E – 56 ºC; MT1F – 55 ºC; MT1G – 58 ºC; APC 

– 59 ºC; ADAMTS12 – 62 ºC; RUNX3 – 59 ºC; NAALAD2 – 58 ºC. 
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Reakcijos produktai analizuoti 3 % agarozės gelyje, paruoštame 

naudojant 1× TAE buferį (Thermo Fisher Scientific) ir paveiktame etidžio 

bromidu (Carl Roth). Rezultatai vizualizuoti naudojant UV sistemą GelDoc–

It 310 Imaging system (Fisher Scientific, part of Thermo Fisher Scientific) ir 

vizualizacijos programą VisionWorks®LS (UVP) (Informer Technologies). 

Standartinis MT1E, RUNX3 ir FILIP1L geno MSP vaizdas pateiktas 2.3 pav. 

 

2.3 pav. MT1E, RUNX3 ir FILIP1L geno MSP reakcijos 

elektroforeograma. pUC– DNR ilgio žymuo, KL – sveikų donorų leukocitų 

DNR, KM – in vitro metilinta sveikų donorų leukocitų DNR. T – KV pacientų 

mėginiai, ct – kontrolinių pacientų mėginiai. M – MSP reakcija su metilintai 

geno sekai būdingais pradmenimis, U – MSP reakcija su nemetilintai geno 

sekai būdingais pradmenimis. M ir MU vertinta kaip metilinta, o U – kaip 

nemetilinta reakcija.  

2.2.5. Statistinė analizė 

Kokybinei diskrečiųjų dvinarių metilinimo ir klinikinių parametrų bei dviejų 

kategorinių grupių tarpusavio priklausomumo analizei buvo pasirinktas 

tikslusis Fišerio (angl. Fisher), o tolydiesiems duomenims naudotas Mano-

Vitnio (angl. Mann-Whitney) testas. Statistinių hipotezių kriterijaus 

reikšmingumo lygmuo pasirinktas 0,05 ir visais atvejais skirtumai buvo laikyti 

statistiškai reikšmingais, kai P ≤ 0,05. 

Pacientės stebėtos vidutiniškai 91 mėnesį (nuo 3 iki 113 mėn.), 

įtraukiant duomenis skirtingu metu (2007–2009 m. laikotarpiu) ir stebėjimo 

pradžia laikant operacijos datą, o baigties įvykiu – pacientės mirties faktą. 

Didžioji dalis pacienčių išgyveno, todėl duomenys yra cenzūruoti, o stebėjimų 
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pabaigos data yra 2016–2017 m. Pacienčių išgyvenamumo analizė atlikta 

naudojant Kaplano–Mejerio (angl. Kaplan-Meier) testą ir taikant 

reikšmingumo lygmens korekciją dėl daugybinių palyginimų (koreguota P 

reikšmė, taikant Bonferonio testą). Nustatant prognostinę sąsają tarp 

išgyvenamumo ir klinikinių parametrų taikyta Kokso regresinė analizė (angl. 

Cox regression). Statistiniai skaičiavimai atlikti programa GraphPad Prism 

8.01 (GraphPad Software, Inc.) ir MedCalc 12.7.0.0 (MedCalc Software Ltd).  

Grafiniam vaizdavimui naudota programa GraphPad Prism 8.01 

(GraphPad Software, Inc.), o Veno diagramai – Venn Diagram Plotter v1.5. 
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3. REZULTATAI 

3.1. BRCA genų mutacijų analizė šeiminio krūties vėžio atveju 

Pacientei (1-oji pacientė, 62 metų) 2017 m. buvo nustatyta dešinės krūties III 

stadijos (cT2N3M0) duktalinė karcinoma, kuri buvo blogo diferenciacijos 

laipsnio ir trigubai neigiamo KV tipo. Iki 1-osios pacientės ligos, jos seserys 

(2-oji ir 3-ioji pacientės) taip pat sirgo krūties vėžiu, todėl remiantis 1-osios 

pacientės ligos istorija, pacientės kraujo giminaitėms buvo pasiūlyta atlikti 

BRCA1/2 mutacijų testą. Atliekant genetinį tyrimą, pirmiausia buvo ieškoma 

dažniausiai pasitaikančių mutacijų (BRCA1: c.4035delA, c.5266dupC, 

c.181T>G, c.1687C>T ir BRCA2: c.658_659delGT, c.8572C>T) realaus laiko 

PGR metodu. Nepasitvirtinus dažniausioms BRCA1/2 mutacijoms, toliau 

buvo atliekama naujos kartos sekoskaitos (NKS) analizė. NKS analizė 

patvirtino BRCA2 c.3847_3848delGT mutaciją 1-ajai pacientei, pacientės 

seseriai (2-ajai pacientė) ir dukrai (4-ajai pacientė), jau sirgusiai krūties vėžiu 

prieš mutacijos nustatymą. Antroji pacientės sesuo (3-ioji pacientė) taip pat 

sirgo krūties vėžiu, tačiau nebuvo tikrinta dėl paveldimos BRCA2 

c.3847_3848delGT mutacijos (3.1 pav.).  

 
3.1 pav. Paveldimos BRCA2 c.3847_3848delGT mutacijos paplitimas 

šeimoje. Paveiksle nurodytas pacienčių amžius ligos diagnozės metu. 
 

Tirtoms pacientėms (1, 2 ir 4) buvo būdingas į skiltelę panašus naviko 

augimo modelis, be fibrozės ar liaukų formavimosi požymių, ląstelės 
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polimorfinės, turinčios didelį mitozių skaičių. Detali šeiminė krūties vėžio 

ligos istorija pateikta 3.1 lentelėje.  

 

3.1 lentelė. Šeiminio krūties vėžio pacienčių chronologinė ligos istorija. 

Pacientės Ligos eiga 

1 pacientė (62 m.) 

2017 m.  

 

 

III stadija (cT2N3M0) dešinės krūties duktalinė 

karcinoma, blogai diferencijuota, ER/PR/HER2 neigiama 

(TN). Po chemoterapinio gydymo visiškas atsakas 

pT0ypN0. 

2 pacientė (32 m.) 

 2001 m.  

 

 

2008 m. 

 

 

2014 m. 

 

 

2017 m. 

 

 

III stadija (pT2N2M0), kairės krūties duktalinė 

karcinoma, mikrometastazės limfmazgiuose (8 iš 11), 

ER/PR neigiama, HER2 būsena nebuvo tikrinta. 

 

Dešinės krūties duktalinė karcinoma, blogai 

diferencijuota, pT1N0M0, ER/PR/HER2 neigiama (TN). 

 

Kairės krūties duktalinė karcinoma in situ, blogai 

diferencijuota, ER/PR neigiama. 

 

Dešinės krūties lobulinė karcinoma, blogai diferencijuota, 

pT1N0M0. ER 100%, PR 90%, HER2 amplifikacija, Ki-

67 – 50%. 

3 pacientė (58 m.) 

 

Invazinė krūties karcinoma, informacijos nei apie 

genetinę naviko būseną, nei klinikinę ligos eigą nėra.  

4 pacientė (30 m.) 

2007 m. 

 

 

2014 m. 

 

II stadija (pT2N1M0), kairiosios krūties duktalinė 

karcinoma, mikrometastazės limfmazgiuose, vidutinės 

diferenciacijos, ER/PR teigiama, HER2 neigiama. 

 

Dešinės krūties duktalinė karcinoma. Informacijos apie 

imunohistocheminę naviko būseną nėra.  

 

Apibendrinant galima pasakyti, kad šeimoje paveldėta BRCA2 

c.3847_3848delGT mutacija nulėmė ankstyvą krūties vėžio atsiradimą trims 

pirmos eilės giminaitėms, o ligos eiga ir klinikiniai-patologiniai ligos 

parametrai buvo skirtingi. Nepaisant to, pacientėms sėkmingai taikomas 

įprastas gydymas ir šiuo metu yra remisija. BRCA2 mutacijos nulemto 

paveldimo susirgimo fenotipiniai bruožai nesiskyrė nuo sporadinių krūties 

navikų, todėl net ir esant hormonų receptorių raiškai, žinant šeiminio krūties 

vėžio istoriją, svarbu įvertinti paveldimų BRCA1 ir BRCA2 geno mutacijų 

riziką.  
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3.2. TP53 mutacijų analizė krūties vėžio mėginiuose 

3.2.1. TP53 mutacijų dažnis ir įvairovė krūties vėžio audiniuose 

TP53 mutacijų analizė atlikta 86 pacienčių mėginiuose, iš jų 33-iuose (38 %) 

buvo aptiktos TP53 mutacijos (TP53-mut), o 53 mėginiuose mutacijų 

nenustatyta (62 %, TP53-wt). Išanalizavus 84 mėginius SSCP metodu, 29-

iuose rastos TP53 mutacijos, kurios patvirtintos atlikus Sengerio sekoskaitą 

(SS). Trisdešimt aštuoni mėginiai atrinkti detaliai analizei naujos kartos 

sekoskaitos (NKS) metodu, iš jų 2 nebuvo tirti nei SSCP, nei SS metodais (3.2 

pav.). Trys mėginiai, prieš tai SSCP ir SS metodais nustatyti kaip TP53 wild-

type, NKS analizės metu buvo identifikuoti kaip TP53-mut. 

 

 
3.2 pav. TP53 geno mutacijų analizės schema: skirtingų sekoskaitos metodų 

taikymo eiga (A) ir Veno diagrama (B), vaizduojanti mėginių persidengimą, 

tiriant juos skirtingais TP53 mutacijų aptikimo metodais. SSCP metodu tirti 

84 mėginiai, Sengerio sekoskaitos metodu (SS) – 29, o NKS – 38 mėginiai. 
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Atlikus detalią, 33 KV mėginių, kuriuose rastos TP53 mutacijos, 

analizę, buvo nustatyti 27 TP53 sekos patogeniniai pakitimai, kurių 78 % (21 

/ 27) įvyko srityje, koduojančioje su DNR besijungiantį domeną, o 22 % (6 / 

27) – intronuose. Analizuojant TP53 mutacijų pasiskirstymą tarp paveiktų 

geno sričių, nustatyta, jog dažniausiai mutavo 8, 6 ir 5 egzonų DNR sekos (26 

%, 22 % ir 22 %). Daugiau nei pusė aptiktų mutacijų KV mėginiuose sudarė 

keičiančios prasmę (angl. missense) (52 %, 14 / 27), splaisingo pakitimai (19 

%, 5 / 27), STOP kodoną sukuriančios (angl. nonsense) (15 %, 4 / 27), rėmelio 

poslinkio (11 %, 3 / 27) ir intronų pakaitos (4 %, 1 / 27).  

Analizuojamo TP53 geno nukleotidų (nt) delecijos sudarė 15 % visų 

pažaidų ir apėmė spektrą nuo 1 iki 23 nukleotidų. Didžiausia 23 nt delecija 

g.7578546_7578568del buvo rasta 4 introne, NKS metodu, ir paveikė geno 

splaisingą. Detali informacija apie TP53 mutacijų tipus pateikta priedų S4 

lentelėje. 

3.2.2. TP53 mutacijų sąsajos su klinikiniais-patologiniais krūties vėžio 

rodikliais 

Navikai su TP53 mutacija (TP53-mut) buvo dažniau randami ER ir (arba) PR 

neigiamuose KV mėginiuose (atitinkamai 79 %, P < 0,0001 ir 57 %, P = 

0,018), todėl TP53 mutacijos dominavo TN KV potipyje (87 %) ir gerokai 

rečiau pasitaikė HER2+ (38 %), LB (47 %) ar LA (14 %) KV potipiuose 

(visais atvejais P < 0,05; 3.3 A pav.). Taip pat TP53-mut navikuose dažniau 

buvo randama padidėjusi Ki-67 žymens raiška (63 %; P < 0,0001), tačiau 

sąsajų su HER2 receptoriumi nebuvo (P > 0,05). Išsami kitų klinikinių-

patologinių rodiklių sąsaja su TP53 mutacijomis pateikta 3.2 lentelėje.
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3.2 lentelė. Klinikiniai-patologiniai parametrai mėginiuose su TP53 mutacija (TP53-mut) ir be TP53 mutacijos (TP53-wt). 

Kintamieji Kintamųjų charakteristikos TP53-mut, N (%) TP53-wt, N (%) P-vertė 

KV pacientai, N  33 53  

Amžiaus mediana KV 

diagnozės metu 
Metai (IQR) 55 (24) 61 (19) 0,377 

 

Histologinis tipas 

Duktalinis; N (%) 32 (41) 46 (59) 
0,396 

Lobulinis; N (%) 1 (17) 5 (83) 

Naviko stadija 
T1; N (%) 15 (38) 24 (62) 

1,0 
T2; N (%) 18 (38) 29 (62) 

Naviko plitimas į gretimus 

limfmazgius 

Ne (N0); N (%) 21 (46) 25 (54) 
0,186 

Taip (N1); N (%) 12 (31) 27 (69) 

 

Diferenciacijos laipsnis 

G1; N (%) 7 (39) 11 (61) (G1 vs. G2) 0,032 

(G1 vs. G3) 0,072 

(G2 vs. G3) < 0,0001 
G2; N (%) 4 (11) 31 (89) 

G3; N (%) 22 (69) 10 (31) 

 

 

KV potipiai 

LA; N (%) 5 (14) 31 (9) (LA vs. LB) 0,010; (LA vs. TN) < 0,0001 

(LA vs. HER2+) 0,073; (LB vs. HER2+) 0,734  

(LB vs. TN) 0,030; (HER2+ vs. TN) 0,010 
LB; N (%) 9 (47) 10 (53) 

HER2+; N (%) 6 (38) 10 (62) 

TN; N (%) 13 (87) 2 (13) 

 

ER 

Neigiamas; N (%) 15 (79) 4 (21) 
< 0,0001 

Teigiamas; N (%) 18 (27) 48 (73) 

 

PR 

Neigiamas; N (%) 16 (57) 12 (43) 
0,018 

Teigiamas; N (%) 17 (29) 41 (71) 

 

HER2 

Neigiamas; N (%) 28 (39) 43 (61) 
0,775 

Teigiamas; N (%) 5 (33) 10 (67) 

 

Ki-67 

Neigiamas; N (%) 8 (17) 39 (83) 
< 0,0001 

Teigiamas; N (%) 24 (63) 14 (37) 

Išgyvenamumas 
Remisija; N (%) 18 (43) 24 (57) 

0,773 
Mirtis; N (%) 6 (38) 10 (63) 

Santrumpos: Ki-67 – naviko proliferacijos žymuo; G1 – geras, G2 – vidutinis, G3 – blogas diferenciacijos laipsnis; HER2+ – LBHER2 ir HER2 

teigiami navikai; IQR (angl. interquartile range) – intervalas tarp kvartilių; LA – luminalinis A, LB – luminalinis B; N0/1 – mikrometastazės į 

artimuosius limfmazgius; T1/2 – naviko stadija; TN – trigubai neigiamas KV; TP53-mut – KV mėginiai su mutacija, o TP53-wt –wild-type TP53.
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Vertinant klinikinius-patologinius rodiklius, išryškėjo blogo 

diferenciacijos laipsnio (G3) navikų grupė, kurioje net 69 % mėginių turėjo 

mutavusį TP53. Vidutinės diferenciacijos (G2) navikuose TP53 mutacija 

pasitaikė šešis kartus rečiau nei G3 (11 %; P < 0,0001; 3.3 B pav.).  

 

3.3 pav. TP53 mutacijų pasiskirstymas tarp KV pacientų, sugrupuotų 

pagal (A) KV potipius ir (B) navikų diferenciacijos laipsnį. LA – 

luminalinis A, LB – luminalinis B, HER2+ – HER2 teigiamas ir luminalinis 

B HER2 teigiamas, TN KV – trigubai neigiamas KV. G1 – geras, G2 – 

vidutinis, G3 – blogas diferenciacijos laipsnis. TP53-mut – KV mėginiai su 

mutacija, o TP53-wt – KV mėginiai be mutacijos.  

 

Tyrimas parodė, kad didžioji dalis TP53 geno mutacijų yra būdingos 

agresyviausiam – trigubai neigiamam – KV potipiui. Nustatytos statistiškai 

reikšmingos šių mutacijų sąsajos su agresyviu naviko fenotipu – blogu navikų 

diferenciacijos laipsniu ir didele proliferacijos žymens Ki-67 raiška. 

3.3. DNR metilinimo analizė krūties vėžio mėginiuose 

3.3.1. Tirtų genų promotorių DNR metilinimo dažnis krūties vėžio 

audiniuose 

Iš 116 KV ir 29 kontrolinių mėginių išskirta DNR buvo analizuojama, 

atliekant 17-os genų (P14, P16, ESR1, RARB, RASSF1, PRKCB, DAPK1, 

APC, MGMT, GSTP1, MT1E, MT1F, MT1G, RUNX3, ADAMTS12, FILIP1L, 

NAALAD2) promotorių hipermetilinimo tyrimus. Gauti rezultatai parodė, kad 

bent vienas hipermetilintas genas buvo rastas visuose tirtuose KV mėginiuose 

(3.4 pav). 
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3.4 pav. 17 genų promotorių metilinimo krūties navikų mėginiuose profilis. LA – luminalinis A, LB – luminalinis B,  

HER2+ – HER2 teigiamas ir luminalinis B HER2 teigiamas, TN KV – trigubai neigiamas KV, TP53-mut – mutavęs TP53.
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Krūties navikuose rasti hipermetilinti (10 / 17) PRKCB, RASSF1, 

ADAMTS12, APC, ESR1, RUNX3, MT1E, MGMT, GSTP1 ir RARB genų 

promotoriai statistiškai reikšmingai atskyrė navikus nuo nevėžinių darinių (P 

< 0,05). Dažniausiai nustatytas ir statistiškai reikšmingiausiai (P < 0,0001) 

KV navikus nuo kontrolinių mėginių atskyrė PRCKB (77 %, 86 / 111), 

RASSF1 (69 %, 79 / 115), ADAMTS12 (63 %, 67 / 107), APC (53 %, 61 / 115) 

ir RUNX3 (40 %, 46 / 114) genų promotorių hipermetilinimas. Šių genų 

specifiškumas taip pat buvo didžiausias (atitinkamai 100 %, 86 %, 93 %, 100 

% ir 100 %). Genų ESR-1, RARB, GSTP1, MGMT ir MT1E promotorių 

hipermetilinimo dažnis buvo retesnis ir siekė 19–44 %, o specifiškumas 

atitinkamai buvo 86–100 % (P < 0,05) (3.5 pav.). Rečiausiai hipermetilinti 

buvo MT1F, P14, P16, DAPK1, MT1G, FILIP1L, NAALAD2 ir ESR1-4 (2–

57 %) genų promotoriai ir, nors šių žymenų specifiškumas siekė 36–100 %, 

skirtumai tarp KV navikų ir kontrolinių mėginių metilinimo nebuvo 

statistiškai reikšmingi (P > 0,05). 

 
3.5 pav. Tirtų genų promotorių hipermetilinimo dažnių palyginimas 

krūties navikuose ir kontroliniuose mėginiuose. Kontroliniai mėginiai – iš 

krūties fibroadenomos audinio išskirta DNR. Metilinimo dažnis skaičiuotas 

n/N, kur n – mėginiai, kuriuose rastas hipermetilintas genas, o N – visi tirti 

mėginiai.  
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Šiame tyrime nustatyti 10 iš 17 specifinių KV biožymenų statistiškai 

reikšmingai atskiria naviko ir kontrolinių nevėžinių audinių mėginius dideliu 

specifiškumu ir jautrumu, todėl šie biožymenys kartu su kitais diagnostiniais 

metodais gali būti tinkami ankstyvai krūties vėžio diagnostikai.  

3.3.2. DNR metilinimo sąsaja su klinikiniais-patologiniais krūties vėžio 

rodikliais 

KV potipiai. Trigubai neigiamame KV potipyje vyravo FILIP1L (TN – 93 % 

vs. LA – 42 %, LB – 57 %, HER2+ – 38 %) ir MT1E (TN – 63 % vs. LA – 31 

%, LB – 39 %, HER2+ – 21 %) genų DNR hipermetilinimas, o kitiems 

potipiams buvo būdingas didesnis RASSF1, PRKCB, MT1G, APC ir RUNX3 

hipermetilinimo dažnis (visų P < 0,05; 3.6 A pav.). Biožymenų analizė pagal 

naviko hormonų receptoriaus raišką parodė tą pačią tendenciją – hipermetilinti 

PRKCB (86 % vs. 40 %; P < 0,0001) ir RUNX3 (46 % vs. 18 %; P < 0,028) 

buvo dažniau nustatyti ER+ nei ER– navikuose. Ir, priešingai, FILIP1L 

promotoriaus hipermetilinimas dominavo ER– ir PR– KV mėginiuose 

(atitinkamai 84 % vs. 45 % ir 76 % vs. 47 %; P < 0.05). HER2 potipyje genų 

PRKCB, MT1E, APC, RUNX3 ir FILIP1L hipermetilinimas statistiškai 

reikšmingai atskyrė HER2+ ir TN potipius, tačiau statistiškai reikšmingų 

asociacijų tarp luminalinių ir HER2+ potipių nebuvo aptikta. Detalesnė 

biožymenų jautrumo, specifiškumo ir hipermetilinimo dažnių paplitimo tarp 

skirtingų potipių analizė yra pateikta priedų S5 lentelėje. 

 



62 

 

 

3.6 pav. Tirtų genų promotorių hipermetilinimo dažnių palyginimas tarp 

skirtingų krūties vėžio potipių (A); pagal Ki-67 būklę (B); tarp skirtingos 

diferenciacijos grupės navikų (C). LA – luminalinis A, LB – luminalinis B, 

HER2+ – HER2 teigiamas ir luminalinis B HER2 teigiamas, TN KV – trigubai 

neigiamas KV. G1 – geras, G2 – vidutinis, G3 – blogas diferenciacijos 

laipsnis, Ki-67 – navikų proliferacijos žymuo. Hipermetilinimo dažnis 

skaičiuotas n/N, kur n – mėginiai, kuriuose rastas hipermetilintas genas, o N 

– visi tirti mėginiai. 

 

Kiti klinikiniai-patologiniai krūties vėžio rodikliai. Palyginus 

biožymenų hipermetilinimo dažnį tarp duktalinių ir lobulinių krūties navikų, 

nustatyta, kad MT1E genas duktaliniuose KV navikuose hipermetilintas 
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beveik šešis kartus dažniau (40 % vs. 7 %; P = 0,018). Analizuojant 

hipermetilinimo pasiskirstymą I ir II stadijų mėginiuose, rasta, kad P16 

hipermetilinimas būdingas tik II stadijos navikams (8 % vs. 0 %; P = 0,041), 

o RUNX3 hipermetilinimas buvo reikšmingai didesnis KV paveiktų sritinių 

limfmazgių atveju (52 % vs. 31 %; P = 0,032). MT1E ir FILIP1L buvo dažniau 

hipermetilinti Ki-67 teigiamuose navikuose (48 % vs. 28 % ir 66 % vs. 42 %; 

atitinkamai P = 0.045 ir P = 0.026) (3.6 B pav.). Analizuojant DNR metilinimo 

pobūdį skirtingo diferenciacijos laipsnio KV navikuose, nustatyta, kad genų 

ADAMTS12 ir RASSF1 hipermetilinimo dažnis yra didesnis gerai 

diferencijuotuose (G1) nei vidutinės diferenciacijos (G2) navikuose 

(atitinkamai 78 % vs. 52 %; P = 0,041 ir 87 % vs. 60 %; P = 0,030), o MT1E 

hipermetilinimo dažnis dvigubai didesnis G3, palyginti su G2 (53% vs. 21 %; 

P = 0,003; 3.6 C pav.). Analizuojant hipermetilinimo ryšį su amžiumi ir ≤ 50 

metų amžiaus grupę palyginus su > 50 metų pacienčių duomenimis, pastebėtas 

dvigubai didesnis FILIP1L (33 % vs. 62%; P = 0,007) ir NAALAD2 (36 % vs. 

68 %; P = 0,002) hipermetilinimo dažnis vyresnio amžiaus (> 50 m.) pacienčių 

mėginiuose.  

Tyrime identifikuoti RASSF1, PRKCB, APC, RUNX3, MT1G, MT1E ir 

FILIP1L metilinimo žymenys statistiškai reikšmingai atskiria hormonų 

receptorių raiška pasižyminčius ir TN KV potipius. MT1E ir FILIP1L genų 

epigenetiniai pokyčiai sergant KV iki šiol netirti. Nustatyta šių dviejų genų 

sąsaja su blogu diferenciacijos laipsniu ir didele Ki-67 raiška yra svarbus 

rezultatas, rodantis MT1E ir FILIP1L genų hipermetilinimo sąsają su 

agresyviu KV fenotipu. 

3.3.3. TP53 mutacijų ir DNR metilinimo sąsajos 

Palyginus DNR metilinimo biožymenų dažnį TP53-mut ir TP53-wt KV 

grupėse, nustatyta, kad MT1E geno promotoriaus hipermetilinimas TP53-mut 

grupėje yra beveik dvigubai dažnesnis (58 % vs. 32 %, P = 0.024), o FILIP1L 

geno promotoriaus hipermetilinimas susijęs su krūties navikais, kuriuose yra 

TP53 mutacija (67 % vs. 55 %, P > 0,050). Ir, priešingai, PRKCB bei RUNX3 

genai TP53-mut navikuose buvo hipermetilinami rečiau (atitinkamai 61 % vs. 

92 %, P = 0,001 ir 23 % vs. 49 %, P = 0,021) (3.7 pav.). 
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3.7 pav. Genų PRKCB, RUNX3, MT1E ir FILIP1L hipermetilinimo 

dažnių skirtumai TP53-mut ir TP53-wt krūties navikų grupėse. TP53-mut 

– mutavęs TP53, TP53-wt – nepakitęs TP53 genas. Hipermetilinimo dažnis 

skaičiuotas n/N, kur n – mėginiai, kuriuose rastas hipermetilintas genas, o N 

– visi tirti mėginiai. 

 

Lietuvoje toks tyrimas, kuriame analizuojama TP53 mutacijos ir DNR 

hipermetilinimo krūties navikuose sąsają, atliktas pirmą kartą.  

3.4. DNR metilinimo biožymenys bendrajam išgyvenamumui prognozuoti 

Norint įvertinti tirtų metilinimo žymenų sąsajas su pacienčių bendruoju 

išgyvenamumu (angl. overall survival, OS), buvo atlikta vienmatė ir 

daugiamatė Kokso regresinė bei Kaplano-Mejerio išgyvenamumo kreivių 

analizės. Stebėjimo duomenys buvo surinkti iš 67 % visų KV imties tiriamųjų 

(78 / 116). 

Vienmatė Kokso analizė parodė, jog TN KV potipis ir vyresnis 

pacienčių amžius buvo reikšmingai susiję su trumpesniu išgyvenamumu (P < 

0,05). Analizuojant DNR metilinimo žymenis, trumpesnės OS prognozės 

tendenciją parodė tik FILIP1L geno hipermetilinimas, tačiau sąsaja nebuvo 

statistiškai reikšminga (HR = 3,3; 95 % CI 0,9–12,0; P = 0,067) (priedų S6 

lentelė). 

Į daugiamates analizes buvo įtraukti tik tie kintamieji, kurių HR > 1,0, 

o P vertė < 0,2. Genetinius (FILIP1L, P16, RUNX3) ir klinikinius-patologinius 

KV rodiklius (G, N statusas, TN potipis) bei amžių analizuojant kartu, 

nustatyta, kad trumpesnį OS nepriklausomai prognozuoja RUNX3 

hipermetilinimas (HR = 4,64; 95 % CI 1,14–18,75; P = 0,032), amžius (HR = 
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1,7; 95 % CI 1,02–1,12; P = 0,010) ir TN potipis (HR = 13,92; 95 % CI 2,97–

65,20; P = 0,010) (priedų S6 lentelė). 

Kaplano-Mejerio išgyvenamumo analizės atskleidė įvairias DNR 

metilinimo biožymenų kombinacijas, statistiškai reikšmingai susijusias su 

trumpesniu pacienčių OS. Su bloga pacientės ligos baigties prognoze siejosi 

hipermetilintų MT1E ir RUNX3 arba FILIP1L ir RUNX3 kombinacijos 

(atitinkamai P = 0,045 ir P = 0,039; 3.8 A-B pav.) arba visų trijų biožymenų 

junginys (P = 0.031; 3.8 C pav.). O TP53-mut KV grupėje su trumpesniu 

išgyvenamumu statistiškai reikšmingai siejosi FILIP1L hipermetilinimas (P = 

0,045) (3.8 D pav.). 

 
3.8 pav. Pacienčių bendroji išgyvenamumo analizė atsižvelgiant į RUNX3 

ir MT1E (koreguotas P = 0,180) bei RUNX3 ir FILIP1L (koreguotas P = 

0,156) žymenų hipermetilinimo būseną (A–B), trijų biožymenų 

metilinimą (koreguotas P = 0,124) (C) ir FILIP1L hipermetilinimą TP53-

mut krūties vėžio pogrupyje (koreguotas P = 0,180) (D). M – 

hipermetilintas, U – nemetilintas genas, TP53-mut – mutavęs TP53, HR – 

rizikos santykis (angl. hazard ratio), 95 % CI – 95 % pasikliautinasis 

intervalas (angl. confidence interval). 
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Analizuojant hipermetilintų genų poras ar visus tris žymenis kartu, į 

analizę buvo įtraukiami tik tie rezultatai, kai abu ar visi trys genai naviko 

audinyje buvo randami hipermetilinti. Nustatyta RUNX3 ir MT1E, RUNX3 ir 

FILIP1L bei visų trijų genų hipermetilinimo sąsaja su išgyvenamumu, taip pat 

FILIP1L hipermetilinimo ir TP53 mutacijos sąsaja su šiuo rodikliu. Šie 

rezultatai rodo tirtų molekulinių biožymenų prognostinę vertę.  
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4. REZULTATŲ APTARIMAS 

4.1. Krūties vėžio genetiniai pokyčiai 

4.1.1. BRCA1/2 genų mutacijos ir jų reikšmė 

Disertacijoje aprašyta šeima, kurioje trys pirmos eilės giminaitės turėjo 

paveldėtą BRCA2 c.3847_3848delGT mutaciją. Visoms 3 moterims, kurioms 

buvo nustatyta ši mutacija, jauname amžiuje (vidurkis 41 metai) buvo rasta 

vėlyvos stadijos duktalinė karcinoma. Moterims, turinčioms paveldėtą BRCA2 

geno mutaciją, krūties vėžys išsivysto apie 47 metus [Honrado ir kt., 2004; 

Godet ir kt., 2017], nors aprašytame šeiminiame atvejyje dviem pacientėms iš 

trijų krūties vėžys buvo nustatytas apie 30-uosius metus. Abiem ankstyvo 

krūties vėžio atvejais buvo diagnozuoti skirtingi histologiniai tipai, o ligos 

progresavimo metu aptikta įvairių patologinių pokyčių. 

Apie pusė visų BRCA2 genų mutacijų randama 11-ame egzone, kuris 

kartu su 10-uoju egzonu sudaro apytikriai 60 % geno koduojančios dalies. 

BRCA2 c.3847_3848delGT (4075delGT, rs80359405) patogeninė mutacija, 

aptikta tirtoje šeimoje, yra įvykusi 11-ajame BRCA2 geno egzone ir lemia 

dviejų nukleotidų deleciją, dėl to vyksta rėmelio poslinkis 1283 kodone ir taip 

sukuriamas pirmalaikis STOP kodonas. Valino aminorūgščiai pasikeitus į 

liziną, transliuojamas mutantinis, sutrumpėjęs baltymas p.V1283fs*2, kuris 

ląstelėje nebeatlieka savo funkcijos [Gornstein ir kt., 2018; ClinVar Miner, 

Henrie, 2022, duomenų bazė internete]. BRCA2 mutacija c.3847_3848delGT 

paplitusi tarp baltųjų rasės ir yra viena iš penkių dažniausiai nustatomų 

mutacijų tarp žydų aškenazių (392 iš 500), Balkanų gyventojų (25 iš 500), ne 

žydų kilmės rusų (42 iš 500) ir maišytos etninės kilmės žmonių (41 iš 500) 

[Laitman ir kt., 2012; Rebbeck ir kt., 2018]. Wang ir kolegų atliktame tyrime 

nustatyta, jog BRCA2 c.3847_3848delGT mutacijos dažnis estų ir vokiečių 

populiacijoje siekia 0,02 (95 % CI 0,00–0,03) [Wang ir kt., 2012], o Danijoje 

šis BRCA2 mutacijos variantas yra tarp dažniausiai nustatomų BRCA2 pažaidų 

[Janavicius ir kt., 2010].  

Navikams su BRCA2 mutacijomis paprastai būdinga didelė ER (apie 65 

%) ir PR (apie 50 %) raiška, skirtingai nuo navikų su BRCA1 mutacijomis, 

kurie dažniausiai yra duktalinio tipo, panašūs į bazalinę karcinomą ir paprastai 

yra TN fenotipo [Lakhani ir kt., 1999; Honrado ir kt., 2004]. Disertaciniame 

darbe pateiktame tyrime dviem iš trijų tirtų pacienčių, turinčių BRCA2 

c.3847_3848delGT mutaciją, buvo diagnozuotas TN krūties vėžio tipas, o 

vienai pacientei – navikas, kuriam būdinga padidėjusi hormonų receptorių 
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raiška. Honrado su kolegomis teigia, kad ER+ ir (arba) PR+ navikai, 

neturintys bazalinės karcinomos požymių, pirmiausia turėtų būti ištirti dėl 

BRCA2 mutacijų šeimose, kuriose būdingi kartotiniai krūties ir kiaušidžių 

vėžio atvejai [Honrado ir kt., 2004]. Beveik visi disertaciniame darbe 

aprašytos šeimos atvejai buvo blogo diferenciacijos laipsnio navikai su ryškiai 

polimorfinėmis ląstelėmis ir dideliu mitozių skaičiumi. Įdomu tai, kad visais 

aprašytos šeimos navikų atvejais vyravo į skiltelę panašus naviko augimo 

modelis be didelės fibrozės ar liaukų formavimosi požymių. Žinoma, kad 

vėžys, atsirandantis dėl BRCA1 genų mutacijų, morfologiškai skiriasi nuo 

sporadinio krūties vėžio [Agnarsson ir kt., 1998; Armes ir kt., 1998; Lakhani 

ir kt., 1999; Honrado ir kt., 2004]. Šeiminiai krūties vėžio atvejai, susiję su 

BRCA1 geno mutacijomis, paprastai apibūdinami blogu diferenciacijos 

laipsniu, jiems nebūdinga hormonų ir HER2 receptorių raiška, ląstelėje nėra 

aktyvaus p53 baltymo ir nustatomas išskirtinai didelis mitozių skaičius bei 

susiliejanti nekrozė. Įdomu tai, kad iš tėvo pusės paveldėta BRCA1 mutacija 

didina riziką moteriai susirgti krūties vėžiu, o BRCA2 tokios paveldėjimo 

sąsajos neturi [Senst ir kt., 2013]. Tarp navikų su BRCA2 mutacija ir 

sporadinių navikų nenustatyta didelių morfologinių skirtumų [Armes ir kt., 

1998; Phillips ir kt., 2000], o apie BRCA2 navikams būdingas histologines 

savybes daug duomenų nėra, tačiau remiantis šiuo tyrimu būtų galima įžvelgti 

BRCA2 mutacijos nulemtų naviko histologinio fenotipo bruožų. 

4.1.2. TP53 geno mutacijos ir jų reikšmė  

Atliktas tyrimas atskleidė, jog tirtoje imtyje 78 % rastų mutacijų buvo aptiktos 

srityje, koduojančioje su DNR besijungiantį domeną, o likusios pažaidos 

susidarė geno introninėse dalyse. Analizuojant TP53 mutacijų pasiskirstymą 

tarp paveiktų geno sričių, nustatyta, jog dažniausiai mutavo 5, 6 ir 8 egzonai. 

Literatūros duomenimis, dažniausiai TP53 mutacijos įvyksta 5 egzone, kiek 

mažiau jų randama 6–8 egzonuose [Bouaoun ir kt., 2016]. Taip pat žinoma, 

kad apie 80 % TP53 mutacijų aptinkama 102–292 kodonuose (su DNR 

besijungiančioje geno srityje) ir apie 80 % jų yra missense tipo, dėl to 

susiformuoja stabilus p53 baltymas, kuris nebegali jungtis su DNR, kaupiasi 

naviko ląstelės branduolyje ir ten, sąveikaudamas su onkogenais, sukelia 

ląstelių transformacijas [Soussi ir kt., 2007; Zhou ir kt., 2009; Bouaoun ir kt., 

2016]. Disertaciniame darbe 52 % mutacijų sudarė missense mutacijų tipas, 

kiek mažiau – splaisingo pakitimai, rėmelio poslinkio mutacijos ir nonsense 

mutacijos. Taip pat 4 introne buvo aptikta reta 23 nukleotidų delecija 
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g.7578546_7578568del, anksčiau aprašyta tik viename kanadiečių atliktame 

krūties vėžio tyrime [Pollett ir kt., 2000]. 

Trečdalyje krūties navikų aptinkamas mutavęs TP53 genas, o apie 80 

% mutacijų randama TN potipyje [Shahbandi ir kt., 2020]. Tirtoje imtyje 

mutavęs TP53 genas rastas 38 % navikų: dažniausiai TN (87 %), o rečiausiai 

– LA (14 %) potipyje. Be to, šis tyrimas parodė, kad daugiau nei du trečdaliai 

TP53 mutacijų aptikta blogai diferencijuotuose navikuose ir navikuose, 

kuriems būdinga padidėjusi Ki-67 raiška. Ki-67 prognostinis žymuo plačiai 

naudojamas krūties vėžio diagnostikoje ir yra susijęs su didesniu naviko tūriu, 

blogu diferenciacijos laipsniu, metastazėmis į sritinius limfmazgius ir 

trumpesniu išgyvenamumu [Petrelli ir kt., 2015]. Pan ir kolegų atliktoje Ki-67 

ir TN potipio analizėje teigiama, kad TP53 mutacijos ir Ki-67 žymens raiška 

koreliavo tarpusavyje bei su naviko diferenciacijos laipsniu [Pan ir kt., 2017]. 

Dėl dvejopų tyrimų rezultatų TP53 mutacijų vertė kaip prognostinio žymens 

yra diskutuotina, tačiau TP53 mutacijos yra naudingos prognozuojant atsaką į 

gydymą. Apie 3,5 tūkst. krūties navikų apimanti metaanalizė parodė ryšį tarp 

neoadjuvantinės antraciklinų terapijos ir TP53 geno pokyčių [Chen ir kt., 

2012; Shahbandi ir kt., 2020]. TP53 mutacijos yra plačiai tiriamos, todėl 

atrandama vis daugiau galimų individualizuotos terapijos būdų [Duffy ir kt., 

2022], o į pacientų diagnostiką diegiama sekoskaita. 

4.2. Epigenetiniai krūties vėžio pokyčiai 

Sporadiniams krūties vėžio dariniams būdinga ne tik genetinių, bet ir 

epigenetinių pokyčių gausa. DNR metilinimo pobūdis tarp krūties vėžio 

potipių skiriasi, tačiau sudėtingam ir heterogeniškam TN potipiui didelis 

hipermetilinimo dažnis nėra būdingas [Yu ir kt., 2019]. Todėl svarbu rasti 

potipiui specifinius diagnostinius ir prognostinius žymenis, kurie leistų 

tiksliau atskirti TN potipio vidinius pogrupius, reikšmingus prognozuojant 

ligos eigą ar atsaką į gydymą ir taikant individualizuotą taikinių terapiją.  

Rengiant disertacinį darbą, visuose tirtuose krūties vėžio mėginiuose 

buvo nustatyta bent po vieną DNR hipermetilinimo pokytį, o 10 iš 17 tirtų 

genų hipermetilinimo pobūdis statistiškai reikšmingai atskyrė navikus nuo 

nevėžinių krūties darinių. Didžiausią specifiškumą ir jautrumą krūties vėžiui 

rodė PRKCB, RASSF1, ADAMTS12, APC ir RUNX3, o mažiausią – P16, P14 

ir MT1F biožymenys. Taip pat išryškėjo ir skirtingas krūties vėžio potipių 

hipermetilinimas: luminaliniuose krūties vėžio mėginiuose vyravo RASSF1, 

PRKCB, RUNX3, APC ir MT1G hipermetilinimas, o TN potipyje išsiskyrė 

didelis MT1E ir FILIP1L genų hipermetilinimo dažnis.  
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Specifinis atskirų krūties vėžio potipių DNR hipermetilinimas būdingas 

tiek šiame disertaciniame darbe, tiek kitų mokslininkų atliktuose tyrimuose 

[Holm ir kt., 2010; Titus ir kt., 2017], pvz., luminaliniuose ir HER2+ 

potipiuose dažnai randami hipermetilinti RASSF1, GSTP1 ir APC genai 

[Sunami ir kt., 2008; Holm ir kt., 2010]. Krūties navikuose plačiai ištirtas 

žymuo, RASSF1, disertaciniame darbe rastas hipermetilintas 69 % dažniu. 

Literatūros duomenimis, RASSF1 hipermetilinimo krūties navikuose dažnis 

siekia 65–85 % [Moelans ir kt., 2015; Park ir kt., 2016 ; Lu ir kt., 2017] ir yra 

susijęs su trumpesniu pacienčių išgyvenamumu [Saelee ir kt., 2020], nes 

metilinus RASSF1 prarandama signalo perdavimo kelių, ląstelės ciklo 

valdymo ir mitozės kontrolė [Dubois ir kt., 2019]. Nors GSTP1 

hipermetilinimas yra specifinis prostatos navikams, tyrimai rodo, kad jis yra 

ir ankstyvasis krūties vėžio epigenetinis žymuo, koreliuojantis su klinikiniais-

patologiniais krūties vėžio rodikliais ir randamas DCIS navikuose, kuriuose 

yra ankstyvųjų vėžinių pokyčių [Lee ir kt., 2007; Alnaes ir kt., 2015; Song ir 

kt., 2019]. Taip pat žinoma, kad GSTP1 geno hipermetilinimas koreliuoja su 

agresyvesniu ER teigiamu krūties vėžio fenotipu [Miyake ir kt., 2013], tačiau 

disertacinio darbo tyrime LA ir LB potipiuose GSTP1 hipermetilinimo dažniai 

nesiskyrė (atitinkamai 20 % ir 21 %). Nors tirtoje Lietuvos moterų ankstyvųjų 

stadijų krūties vėžio mėginių imtyje nustatytas GSTP1 hipermetilinimas 

tesiekė 21 %, žymens specifiškumas buvo 100 %, tai patvirtina žymens sąsają 

su ankstyvaisiais piktybėjimo procesais krūties navikuose. Kito plačiai 

tyrinėjamo geno – APC – hipermetilinimas yra susijęs su metastazėmis ir dėl 

koreliacijos su chemoterapiniu gydymu, APC hipermetilinimas gali būti 

informatyvus gydymo eigos ir atsako į gydymą prognozės žymuo [Ryu ir kt., 

2012; Liu ir kt., 2020; Shahbandi ir kt., 2020]. Disertaciniame tyrime daugiau 

nei pusėje tirtų navikų (53 %) rastas hipermetilintas APC genas, kurio 

specifiškumas siekė 100 %, o tai atitinka kitų mokslininkų gautus APC 

hipermetilinimo krūties navikuose rezultatus (44–70 %) [Saelee ir kt., 2020]. 

Didžiausią jautrumo ir specifiškumo krūties navikams rezultatą (atitinkamai 

77 % ir 100 %) parodė hipermetilintas PRKCB. PRKCB geno klinikinių 

hipermetilinimo krūties navikuose tyrimų nėra aprašyta, todėl disertaciniame 

darbe rastas didelis žymens specifiškumas ir jautrumas yra naujas ir 

perspektyvus, kuriant diagnostinius krūties vėžio žymenis. Klinikinių tyrimų 

informacijos apie dar vieno žymens, ADAMTS12, hipermetilinimą krūties 

navikuose taip pat nėra, tačiau disertaciniame tyrime ADAMTS12 

hipermetilinimas buvo būdingas luminaliniams navikams. Hipermetilinto 

ADAMTS12 jautrumas ir specifiškumas krūties vėžiui, tirtoje Lietuvos moterų 

imtyje, buvo didelis (atitinkamai 63 % ir 93 %), todėl ADAMTS12, kaip ir 
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PRKCB, galima priskirti prie naujų specifinių žymenų, tinkamų ankstyvajai 

krūties vėžio diagnostikai. 

Kaip jau minėta, agresyviausiam krūties vėžio potipiui, TN, būdingas 

mažesnis DNR metilinimo dažnis nei ER ir PR teigiamiems navikams [Fang 

ir kt., 2011]. TN yra laikomas heterogeniškiausiu krūties vėžio potipiu, pagal 

molekulinius žymenis detaliau skirstomu į mažesnius pogrupius [Yin ir kt., 

2020]. Dėl didelio TN krūties vėžio heterogeniškumo šio potipio tyrimai yra 

sudėtingi, todėl kol kas nėra daug duomenų apie TN potipiui specifinius 

hipermetilinimo žymenis [Temian ir kt., 2018; Pineda ir kt., 2019]. 

Disertacinio darbo tyrime nustatytas MT1E ir FILIP1L hipermetilinimo 

dažnis TN potipyje buvo dvigubai didesnis nei luminaliniuose ir HER2+ 

potipiuose. Be to, tirtai krūties vėžio imties grupei, turinčiai TP53 mutacijas, 

buvo būdingas didelis MT1E ir FILIP1L hipermetilinimo dažnis. Apie MT1E 

ir FILIP1L žymenų hipermetilinimą TN potipyje duomenų nėra, tačiau yra 

tyrimų, patvirtinančių jų specifiškumą krūties vėžiui [Tommasi ir kt., 2009; 

Kwon ir kt., 2013].  

Nors klasifikuojant krūties vėžį yra išskiriamas HER2+ potipis, HER2 

teigiamų navikų galima rasti visuose krūties vėžio potipiuose, tad jie laikomi 

labai heterogeniškais, o hipermetilinimas šiame potipyje neturi ryškių sąsajų 

su HER2 geno amplifikacija [Holm ir kt., 2010], nors Terada ir kolegos teigia 

priešingai [Terada ir kt., 2009]. Disertaciniame darbe HER2+ potipis išsiskiria 

kiek didesniu APC, RUNX3, ADAMTS12, MGMT, GSTP1 ir ESR1-4 genų 

hipermetilinimu, tačiau palyginus LA ir HER2+ potipio hipermetilinimo 

pobūdį, šių žymenų hipermetilinimo skirtumai statistiškai reikšmingai LA nuo 

HER2+ neatskyrė. Disertaciniame tyrime genų APC, MT1E, RUNX3, 

FILIP1L ir PRKCKB hipermetilinimas statistiškai reikšmingai atskyrė 

HER2+ ir TN potipius, bet literatūros duomenimis, RUNX3 hipermetilinimas 

siejamas su ER teigiamais navikais [Liu ir kt., 2018], o duomenų apie PRKCB 

hipermetilinimą krūties navikuose nėra, ir tik APC geno promotoriaus 

hipermetilinimas Sunami mokslininkų grupės buvo rastas HER2 teigiamuose 

krūties vėžio mėginiuose [Sunami ir kt., 2008]. Kadangi itin heterogeniškais 

laikomi TN ir HER2+ krūties vėžio potipiai, todėl APC, RUNX3 ir PRKCB 

metilinimo žymenų tyrimas būtų naudingas ankstyvajai diagnostikai ir potipių 

diferenciacijai, tačiau dėl didelio HER2+ potipio heterogeniškumo, reikėtų 

atlikti platesnius šių genų hipermetilinimo tyrimus. 

Analizuojant genų hipermetilinimą pagal hormonų receptorių būseną, 

išryškėjo ER ir PR teigiamuose navikuose dažnai hipermetilinti PRKCB ir 

RUNX3 genai. Duomenų apie PRKCB hipermetilinimą krūties navikuose ir 

(arba) sąsają su hormonų receptoriais nėra, tačiau RUNX3 dažniausiai 
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randamas hipermetilintas būtent ER teigiamuose krūties vėžio atvejuose 

[Song ir kt., 2016; Liu ir kt., 2018]. Estrogenų receptorių signalinis kelias 

apima genus, dalyvaujančius ląstelės ciklo valdymo ir apoptozės procesuose 

ir yra svarbus normaliam krūties liaukų vystymuisi, bet, šiam procesui 

sutrikus, krūties ląstelės ima piktybėti. RUNX3, kontroliuodamas ERα 

transkripcinį aktyvumą, funkcionuoja kaip ER signalinio kelio inhibitorius, 

todėl RUNX3 funkcijos praradimas lemia ERα raiškos padidėjimą, o tai susiję 

su krūties navikų vystymusi [Huang ir kt., 2012]. Palyginus krūties navikus 

pagal diferenciacijos laipsnį ir navikų proliferacijos žymens Ki-67 statusą, 

blogai diferencijuotuose navikuose išryškėjo MT1E hipermetilinimas, o geros 

diferenciacijos navikams buvo būdingas didelis RASSF1 ir ADAMTS12 

hipermetilinimo dažnis. Literatūros duomenimis, RASSF1 hipermetilinimas 

būdingas gero diferenciacijos laipsnio navikams [Karray-Chouayekh ir kt., 

2010], nors yra duomenų, rodančių kad RASSF1 hipermetilinimo skirtumų 

tarp skirtingo diferenciacijos laipsnio krūties navikų nėra [Hagrass ir kt., 

2014]. Navikus suskirsčius pagal proliferacijos žymens raišką, Ki-67 

teigiamuose navikuose buvo nustatytas didelis MT1E ir FILIP1L, o Ki-67 

neigiamuose – PRKCB ir APC hipermetilinimo dažnis. Ki-67 raiška ER+ ir 

PR+ navikuose yra mažesnė nei pagal hormonų receptorių raišką neigiamuose 

navikuose [Soliman ir kt., 2016], todėl būtų galima kelti hipotezę, kad 

metilintų genų sąsaja su Ki-67 siejasi ir su navikų hormonų receptorių būsena. 

APC geno nutildymas krūties navikuose apibūdinamas kaip ankstyvas 

karcinogenezės įvykis, būdingas ER+ ir PR+ navikams, tačiau sąsajų su didele 

proliferacijos žymens Ki-67 raiška jis neturi [Tserga ir kt., 2011]. Lyginant 

genų hipermetilinimo skirtumus tarp T1 ir T2 krūties vėžio stadijų, išsiskyrė 

P16 hipermetilinimas, nustatytas tik T2 stadijos navikuose. Iš literatūros 

duomenų žinoma, kad P16 geno hipermetilinimas yra susijęs su 7 kartus 

didesne krūties vėžio išsivystymo rizika [Wang ir kt., 2012]. Nors 

disertaciniame darbe P16 hipermetilinimas nerodė specifiškumo krūties 

navikams, didesnis jo hipermetilinimo dažnis vėlesnėje stadijoje rodo, kad jis 

yra susijęs su krūties vėžio vystymosi procesu. RUNX3 hipermetilinimas 

atliktame tyrime buvo statistiškai reikšmingai susijęs su mikrometastazėmis 

(paveiktais sritiniais limfmazgiais), kaip patvirtina ir literatūros duomenys 

[Chen ir kt., 2016]. Apie MT1E, ADAMTS12, PRKCB ir FILIP1L promotorių 

DNR hipermetilinimą krūties navikuose duomenų nėra, todėl disertaciniame 

darbe rastos šių žymenų sąsajos su klinikiniais-patologiniais krūties vėžio 

rodikliais leidžia vertinti šių genų hipermetilinimą kaip ankstyvą epigenetinių 

pokyčių atsiradimą, o žymenis – kaip tinkamus ankstyvajai krūties vėžio 

diagnostikai.  
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Tokie DNR metilinimo pobūdžio skirtumai tarp krūties vėžio potipių ir 

potipių viduje demonstruoja didelį šių navikų biologinį kintamumą ir poreikį 

juos klasifikuoti detaliau. Detali navikų epigenetinė analizė galėtų ne tik 

pateikti išsamų naviko epigenetinį profilį, bet ir patikslinti galimą ligos 

prognozę ar atsaką į gydymą ir sudaryti galimybes kurti personalizuotą ligos 

gydymą. 

4.3. Išgyvenamumo analizė 

Kol kas nėra bendros nuomonės, ar paveldėtos BRCA1/2 mutacijos 

sergančiosioms krūties vėžiu lemia blogą išgyvenamumo prognozę. Yra 

duomenų, rodančių, jog BRCA1/2 mutacijos yra susijusios su trumpesniu 

išgyvenamumu (OS) [Brekelmans ir kt., 2006; Moller ir kt., 2007], taip pat 

yra įrodymų, kad nėra žymaus OS skirtumo tarp krūties vėžio su BRCA1/2 

mutacijomis ir be šių mutacijų [Bonadona ir kt., 2007; Rennert ir kt., 2007], 

kaip ir yra tyrimų, teigiančių priešingai ir demonstruojančių net didesnį krūties 

vėžiu su BRCA1/2 mutacijomis sergančių pacienčių išgyvenamumą [Veronesi 

ir kt., 2005; Gonzalez-Angulo ir kt., 2011]. 2018 m. atliktas tyrimas 

[Sporikova ir kt., 2018] atskleidė įdomią tendenciją tarp BRCA1/2 teigiamos 

ir neigiamos krūties vėžio grupės išgyvenamumo – apibendrinus 10 metų 

stebėjimo duomenis, buvo nustatyta, kad BRCA mutaciją turinčių pacienčių 

išgyvenamumas siekia 78 %, o neturinčių – 69 %. Autoriai šį fenomeną 

aiškina didesniu jautrumu chemoterapijai, nulemtu homologinės 

rekombinacinės reparacijos ar imuninės sistemos aktyvinimo, nes žinoma, kad 

mutavę krūties navikai yra jautresni DNR ardantiems veiksniams, tokiems 

kaip platinos chemoterapiniai junginiai ar PARP inhibitoriai [Sporikova ir kt., 

2018]. 

TP53 mutacijų randama maždaug 65–80 % TN krūties navikų [Duffy 

ir kt., 2018; Li ir kt., 2019], jos siejamos su bloga prognoze [Huszno ir kt., 

2018; Sporikova ir kt., 2018]. Disertaciniame darbe buvo analizuojama TP53 

mutacijų sąsaja su išgyvenamumu, tačiau statistiškai reikšmingos sąsajos 

nerasta. Įdomu tai, kad nėra bendros nuomonės dėl TP53 geno mutacijos 

įtakos pacienčių išgyvenamumui. Vienuose moksliniuose šaltiniuose 

teigiama, kad TN potipio krūties vėžio pacienčių, turinčių TP53 geno 

mutaciją, lemiančią funkciją praradusio p53 baltymo transliaciją, 

išgyvenamumo rodikliai yra blogi, be to, joms padidėja metastazių atsiradimo 

rizika [Powell ir kt., 2016]. Kituose šaltiniuose tokie duomenis neigiami, 

tačiau nurodoma, kad TN potipyje mutavęs TP53 gali būti potencialus 

prognostinis žymuo numatant atsparumą chemoterapijai [Aas ir kt., 1996; 
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Chae ir kt., 2009; Geisler ir kt., 2001]. Nors TP53 mutacijos dominuoja TN 

potipyje, jos taip pat gali būti susijusios su ER+ pacienčių išgyvenamumu, nes 

mutacija veikia pakitusį atsaką į endokrininę terapiją [Hainaut ir kt., 2016]. Ir 

TP53 mutacijos, ir TN potipis yra svarbūs veiksniai, lemiantys genetinį 

nestabilumą, citogenetinius pokyčius, taip pat didesnę heterozigotiškumo 

praradimo tikimybę [Mizuno ir kt., 2010; Olivier ir kt., 2011]. Todėl, 

nepaisant prieštaringų rezultatų, TP53 mutacijos TN potipyje galėtų būti ne 

tik potencialus prognostinis žymuo, bet ir navikų terapijos taikinys [Kim ir kt., 

2016]. 

Šiame tyrime TP53-mut navikų grupėje išanalizuotas FILIP1L žymens 

hipermetilinimas statistiškai reikšmingai siejosi su trumpesniu 

išgyvenamumu. Tiek FILIP1L, tiek TP53 yra atsakingi už apoptozės ir ląstelės 

ciklo valdymo procesus, o pavieniui jie siejasi su navikų invaziškumu [Kwon 

ir kt., 2013; Sporikova ir kt., 2018]. Kadangi apie FILIP1L funkciją ląstelėje, 

skirtingai nei apie TP53, labai daug duomenų nėra, šių dviejų žymenų 

pakitimų sąsają ir įtaką ląstelės piktybėjimo procesams reikėtų ištirti detaliau. 

 

Sergančiųjų krūties vėžiu išgyvenamumo rodikliai sparčiai gerėja. 1960 

m. 10 metų nuo diagnozės išgyvendavo tik apie 35 % krūties vėžiu sergančių 

moterų, o 1990 m. išgyvenamumas 10 metų jau siekė 77 %. Nepaisant to, nuo 

krūties vėžio kasmet miršta apie pusė milijono moterų [Grayson ir kt., 2012]. 

Ne visų krūties vėžio tipų atvejais bendrojo išgyvenamumo prognozė yra 

vienoda, blogiausias išgyvenamumo rodiklis nustatytas TN potipyje [Maxmen 

ir kt., 2012]. Kol kas nėra daug tyrimų, atskleidžiančių epigenetinių veiksnių 

reikšmę TN krūties vėžio potipio patogenezei [Liu ir kt., 2020]. Viename iš 

jų teigiama, kad hipometilinto profilio TN pacienčių išgyvenamumo rodiklis 

yra geresnis nei hipermetilinto, o vidutiniškai metilintos TN potipio grupės 

pacienčių išgyvenamumo rodiklis yra pats blogiausias [Stirzaker ir kt., 2015]. 

TN potipyje hipermetilinti genai dalyvauja įvairiuose ląstelių atsako keliuose 

ir gali būti pasitelkiami prognozuojant išgyvenamumą ir atsaką į gydymą 

[Temian ir kt., 2018; Pineda ir kt., 2019]. Disertacinio darbo tyrime buvo 

nustatyta kelių genų (RUNX3, MT1E ir FILIP1L) hipermetilinimo sąsaja su 

trumpesniu išgyvenamumu. Daugiamatė analizė parodė, kad RUNX3 

nepriklausomai prognozavo trumpesnį išgyvenamumą, o RUNX3 deriniai su 

MT1E ir FILIP1L taip pat rodė statistiškai reikšmingą sąsają su bloga ligos 

baigtimi. RUNX3 yra gana plačiai ištyrinėtas krūties vėžio populiacijoje 

[Huang ir kt., 2012; Lu ir kt., 2017], todėl žinoma, kad RUNX3 

hipermetilinimas koreliuoja su trumpesniu krūties vėžio pacienčių 
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išgyvenamumu [Jiang ir kt., 2008]. Duomenų apie MT1E reikšmę ligos eigai 

yra labai mažai, tačiau Jadhav su kolegomis nustatė, kad remiantis MT1E 

hipermetilinimu (kartu su kitais metalotioneinais, tokiais kaip MT1A, -B, -G, 

-H, -L ir -X) galima prognozuoti blogą krūties vėžio pacienčių išgyvenamumą 

[Jadhav ir kt., 2015]. Trečiojo prognostinio žymens, FILIP1L, sąsajų su 

išgyvenamumu kol kas nepublikuota, tačiau hipermetilinimo tyrimas krūties 

ląstelių linijose [Kwon ir kt., 2013] parodė geno hipermetilinimo sąsają su 

padidėjusiu naviko invaziškumu, nes buvo prarasta proliferacijos, migracijos 

ir apoptozės kontrolė ląstelėje [Stelzer ir kt., 2016].  

Apibendrinant tyrimų rezultatus, galima daryti išvadą, jog išsamūs 

genetiniai ir epigenetiniai krūties vėžio tyrimai didina ligos diagnostinį 

potencialą, prisideda prie tikslesnio grupavimo į potipius ir padeda atskirti 

navikus pagal jų agresyvumą. BRCA2 mutacijos analizė atskleidė genetinių 

tyrimų svarbą, vertinant šeimos ligos istoriją ir atsižvelgiant į tai, kad BRCA2 

mutacijos nulemtam krūties vėžiui gali būti būdinga hormonų receptorių 

raiška ir fenotipiškai jis gali būti panašus į sporadinius navikus. Iš tirtų 17 

genų, dešimt atskyrė krūties vėžio mėginius nuo nenavikinių krūties audinių, 

todėl šie žymenys galėtų papildyti diagnostinius ligos nustatymo metodus. 

TP53 geno mutacija ir TN potipiui specifiniai hipermetilinti MT1E ir FILIP1L 

genai buvo susiję su agresyvių navikų fenotipu, tad gali būti naudojami 

diagnostikoje diferencijuojant navikus pagal piktybiškumą. FILIP1L ir TP53 

mutacijos bei RUNX3 hipermetilinimas kartu su MT1E ar FILIP1L ir 

pacienčių mėginiuose randami visi trys hipermetilinti genai prognozavo blogą 

ligos baigtį, todėl galima teigti, kad šie žymenys turi prognostinį potencialą. 
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IŠVADOS 

 

1. Ankstyvas krūties vėžio pasireiškimas nustatytas trims pirmos linijos 

giminaitėms, paveldėjusioms BRCA2 c.3847_3848delGT geno mutaciją, 

dviem iš jų krūties vėžys nustatytas iki 35 m. Pacientėms, turinčioms 

identišką mutaciją, buvo būdingi skirtingi histologiniai parametrai ir 

klinikinė eiga.  

2. Sporadiniuose krūties navikuose TP53 mutacijos dominavo ER ir (arba) 

PR neigiamuose navikuose (TN potipyje 87 %) ir gerokai rečiau pasitaikė 

HER2+ (38 %), LB (47 %) ar LA (14 %) potipiuose (visų P < 0,05). 

Navikams su TP53 mutacija būdinga bloga diferenciacija ir padidėjusi Ki-

67 žymens raiška (P < 0,0001). 

3. Krūties navikuose didžiausias promotoriaus DNR metilinimo dažnis 

būdingas PRCKB, RASSF1, ADAMTS12, APC ir RUNX3 genų 

promotoriams (40–77 %). Šie biožymenys patikimai atskiria navikinį 

krūties audinį nuo nenavikinio (visų P < 0,0001). TN potipyje vyrauja 

FILIP1L (93 %) ir MT1E (63 %) hipermetilinimas (abiejų P < 0,05), o 

kitiems potipiams būdingas didesnis RASSF1, PRKCB, MT1G, APC ir 

RUNX3 hipermetilinimo dažnis (visų P < 0,05).  

4. DNR metilinimo žymenys turi diagnostinę vertę: MT1E genas dažniau 

hipermetilinamas duktalinio tipo (40 %; P = 0,018) ir blogos 

diferenciacijos navikuose (G3 – 53 %; P = 0,003), MT1E ir FILIP1L – Ki-

67 teigiamuose navikuose (48 % ir 66 %; atitinkamai P = 0,045 ir P = 

0,026), RUNX3 – navikuose, kurių mikrometastazių yra atsiradę 

sritiniuose limfmazgiuose (N1 – 52 %; P = 0,032), o P16 hipermetilinimas 

nustatomas tik T2 stadijos navikuose (T2 – 8 %; P = 0,041). 

5. Navikų su mutavusiu TP53 genu grupėje MT1E hipermetilinimas beveik 

dvigubai dažnesnis nei navikuose be TP53 mutacijų (58 %; P = 0,024), o 

PRKCB ir RUNX3 – retesnis (atitinkamai 61 %; P = 0,001 ir 23 %; P = 

0,021). FILIP1L hipermetilinimas siejamas su blogesniu šios navikų 

grupės pacienčių bendruoju išgyvenamumu (P = 0,045). 

6. Sergant krūties vėžiu trumpesnį bendrąjį išgyvenamumą nepriklausomai 

prognozuoja RUNX3 hipermetilinimas (HR = 4,64; 95 % CI 1,14–18,75; 

P = 0,032), TN potipis (HR = 13,92; 95 % CI 2,97–65,20; P = 0,010) ir 

vyresnis amžius (HR = 1,7; 95 % CI 1,02–1,12; P = 0,010). Su trumpesniu 

bendruoju išgyvenamumu taip pat siejasi hipermetilintų MT1E ir RUNX3 

(P = 0,045), FILIP1L ir RUNX3 (P = 0,039) deriniai ir trijų biožymenų 

junginys (P = 0,031). 
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SUMMARY OF DOCTORAL DISSERTATION 

INTRODUCTION 

In Lithuania, about 1500 women get breast cancer (BC) annually, and about 

500 of them die from this disease per year [Lithuanian cancer registry data: 

Cancer in Lithuania 2017, electronic resource]. Despite improving diagnostic 

tools, BC is still the leading malignancy type among women [European 

Cancer Information System (ECIS) data, 2019, electronic resource], ussually 

diagnosed by instrumental tests: ultrasound, mammography, or magnetic 

resonance imaging. The diagnosis is confirmed after performing a biopsy and 

examining the tissue by immunohistochemical methods, determining the 

status of hormones and HER2 receptors.  

Molecular profile of BC is highly heterogeneous and according to it 

four biological subtypes of BC are identified with the worst prognosis 

attributed to triple negative (TN) subtype of BC.  

Inherited mutations have a major effect on BC development, and as 

many as 5-10% of all BC cases are hereditary. The proteins encoded by the 

mutated BRCA1 and BRCA2 genes, which are often found in the cases of BC, 

are involved in the repair of DNA damage and are very important for the 

maintenance of genome stability and cell cycle control [Sadeghi et al., 2020]. 

Another important gene - TP53, is the gene that mutates in cancer cells the 

most often [Silwal-Pandit et al., 2017]. Breast tumor TP53 mutations are 

found in 20-50% of all BC cases [Powell et al., 2000; Langerod et al., 2007], 

these mutations lead to impaired processes of DNA damage repair, apoptosis, 

cell cycle control, thus when these processes are impaired, more and more 

mutations begin to accumulate in the cell and it starts becoming malignant 

[Pitolli et al., 2019]. Mutations in the TP53 gene are considered as 

contraindication to radiotherapy, because it can increase the probability of 

secondary tumors [Lazzari et al., 2021], therefore the study of BRCA1/2 and 

TP53 mutations is very important for both disease prevention and treatment 

planning. 

More than half of the protein-coding genes have at least one CpG island 

adjacent to their promoter sequences, therefore the expression of such genes 

can be controlled by the involvement of DNA methylation [Baylin et al., 

2000]. In cancer cells, these CpG islands are often found hypermethylated in 

the promoters of tumor-suppressing genes, leading to silencing of gene 

function - blocking of the transcription [Baylin et al., 2000]. Methylation 
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markers are very attractive objects for research, since promoter methylation is 

a more frequent event than the occurrence of mutations in the process of 

carcinogenesis [Ushijima et al., 2010]. Genetic and epigenetic BC biomarkers 

can increase the accuracy of diagnostic tests, predict the course of the disease 

or response to treatment, and contribute to the individualization of treatment. 

For this reason, it is important to employ modern research that enables a 

detailed analysis of the molecular profile of tumors, and to check the 

informativeness of the selected markers in large well-characterized cohorts. 

In this study, genetic mutations in BRCA2 and TP53, as well as DNA 

methylation change in genes P14, P16, DAPK1, MGMT, FILIP1L, RARB, 

NAALAD2, GSTP1, MT1G, MT1E, MT1F, RUNX3, RASSF1, PRKCB, 

ADAMTS12, ESR1 and APC were studied. 

 

The aim of the work is to study mutations of selected genes and changes in 

DNA methylation in breast tumors and to evaluate the diagnostic and 

prognostic value of these changes and their correlations with clinical-

pathological indicators of breast cancer (BC). 

Goals of the dissertation: 

 

1. To analyze the influence of the inherited BRCA2 gene mutation 

c.3847_3848delGT on the clinical manifestation of BC and the course 

of the disease. 

2. To study the frequency and type of TP53 mutations in breast tumors, 

and to evaluate the correlations between mutations and clinical-

pathological BC indicators. 

3. To study the DNA methylation frequencies of the promoter region of 

genes involved in breast carcinogenesis and associate results with BC 

subtypes. 

4. Evaluate the links between DNA methylation biomarkers and 

clinical-pathological BC indicators. 

5. Analyze DNA methylation changes in the group of tumors with TP53 

mutations and their correlations with clinical-pathological BC 

indicators and overall survival rate. 

6. Assess the links between DNA hypermethylation biomarkers and 

overall survival rate in the entire BC cohort. 
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Scientific novelty and practical significance 

 

The familial medical history clinical consequences of the rare BRCA2 

gene mutation c.3847_3848delGT have not been analyzed in Lithuania yet. 

This is also the first comprehensive study of TP53 gene mutations in women 

with early stages (I and II) breast cancer, for which an advanced and accurate 

next-generation sequencing (NGS) method was used. In the dissertation, for 

the first time in the Lithuanian population, a detailed analysis of DNA 

hypermethylation markers was performed in 116 tumors and the DNA 

methylation profile of TP53 mutated tumors was analyzed separately. 

Although BC is widely researched in the world [Cho et al., 2022; Dugue et al, 

2022], no extensive analysis of biomarkers, including hypermethylation of 17 

genes been performed in Lithuania until now. 

The results of our study showed that DNA hypermethylation 

biomarkers are able to statistically significantly distinguish early BC tumors 

from non-cancerous tissues and differentiate BC subtypes. During the 

dissertation research a hypermethylation of the MT1E and FILIP1L genes 

unique to the triple negative (TN) subtype, as well as a high frequency of TP53 

mutations were found. Since the survival rate of patients with this subtype of 

BC is the lowest, it can be assumed that these epigenetic markers have not 

only diagnostic but also prognostic potential. 

During the dissertation study genetic and epigenetic BC differences of 

individual subtypes were analyzed, and molecular information was linked to 

clinical-pathological indicators of BC and survival rate. This enabled a more 

detailed look at the high degree of BC heterogeneity. 
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MATERIALS AND METHODS 

Patients and samples 

Sporadic breast cancer patients 

A study was initiated in 2007-2009 and included samples from 116 

breast cancer (BC) and 29 control-fibroadenoma patients. The patients were 

treated at the National Cancer Institute, and the study was conducted after the 

patients signed an informed consent form and a permission was received from 

Bioethics committee (03-08-2007 No. 33). All collected patients’ samples 

were tested for hereditary BRCA1 gene mutations and only cases without 

BRCA1 mutations were selected for further study. The average age of BC 

patients at the time of diagnosis was 57 years (27-84 years old) and for control 

patients - 42 years old (ages 20-62). All examined breast tumors were of early-

stage T1 (N=63) and T2 (N=53), with ductal (N=101), lobular (N=13), and 

apocrine (N=2) histology. Immunohistochemical analysis of hormone 

receptor ER, PR, as well as HER2 and Ki-67 status distinguished BC into four 

subtypes: 47% Luminal A (LA; N=55), 21% Luminal B (LB; N=24), 18% 

HER2+ (N=21; composed of a combination of Luminal B HER2 and HER2 

subtypes; N=16 + 5) and 14% - Triple negative (TN; N = 16). Patient survival 

rate data were collected over a median of 91 months (range 3–113 months), 

with informative data collected in 67% of patients (78 of 116). During this 

period, 21 patients died, 56 patients were in remission, and 1 patient had 

confirmed disease progression. The detailed distribution of patient 

demographic and clinicopathological indicators by BC subtype can be found 

in previous paper [Sadzeviciene et al, 2022]. 

Hereditary breast cancer patients 

BRCA1/2 gene mutation testing is suggested to women with breast or ovarian 

cancer who meet the indications specified in Decree of the Minister of Health 

of the Republic of Lithuania (No. V-1458, 31-12-2014). Mutation testing is 

offered to first-tier relatives if a pathogenic BRCA1/2 gene variant is found. 

In the studied family, one patient was diagnosed with a BRCA2 gene 

mutation, therefore two sisters and the daughter of Patient 1 were invited for 

consultation. The patients signed an informed consent form and a permission 

was received from Bioethics committee (158200-18-989-493).  
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Methods 

DNA purification 

 

Total DNA from breast tissue was extracted by using ZR Viral DNA /RNA 

Kit™ (Zymo Research) and DNA extraction from blood was performed on an 

automated QIAcube system using “QIAamp DNA Blood Mini Kit reagents” 

(Qiagen). DNA qualitative and quantitative parameters were measured with a 

spectrophotometer NanoDrop™ 2000 (TFS) and stored at -80°C until use. 

 

Analysis of DNA mutation 

 

Detection of BRCA1 mutations in whole BC cohort. Detection of 

pathogenic gene variants was carried out by PCR using DreamTaq™ Green 

PCR Master Mix (TFS). Amplification was performed in a ProFlex™ 3x32–

well PCR system (TFS). The obtained test data are analyzed in a 2% agarose 

gel. The sequences of the primers used in the study are presented in Table S1. 

The study of BRCA1/2 gene mutations. The screening for 6 the most 

frequent BRCA gene mutations was performed by real-time PCR reactions 

using TaqMan™ Universal Master Mix II, No UNG (ABI, TFS) and 

TaqMan™ SNP Genotyping Assays (ABI, TFS) reagents, including negative 

(wt) and positive controls. All reactions were performed according to the 

manufacturer's recommended protocol using Applied Biosystems™ 7500 

Real-Time PCR System (ABI, TFS). 

After the most common BRCA1/2 mutations were excluded, the next 

step for mutation research was conducted using next-generation sequencing 

(NGS). Library preparation and amplification of the coding regions of 

BRCA1/2 genes were performed using reagents from Ion AmpliSeqTM Library 

Kit 2.0 (Life Technologies) and OncomineTM BRCA Research (Life 

Technologies), according to the manufacturer's protocol. Library 

concentration was determined using Ion Library TaqMan™ Quantification 

Kit (Life Technologies) reagents. Libraries with equal concentrations were 

loaded onto a 520-chip using Ion Torrent™ Ion Chef™ machine and Ion 

520™ & Ion 530™ & 540™ KitChef (Life Technologies) reagents. 

Sequencing was performed on Ion Torrent™ Ion S5™ (Life Technologies) 

platform. Ion Reporter 5.8 (Life Technologies) software was used for data 

analysis. 
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TP53 mutation analysis 

 

The TP53 sequence (exons 4–9) was analyzed by three methods. Mutation 

data analysis was prepared using databases of IARC TP53 [Bouaoun et al., 

2016] and The Catalog of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC) [COSMIC 

2004]. 

Single-strand conformation polymophism (SSCP) analysis was 

performed by using PCR method containing sense 6-FAM and antisense HEX 

primers marked with different fluorescent markers and was performed using 

AmpliTaq Gold™ DNA Polymerase with Buffer II and MgCl2 Kit (ABI, TFS). 

T24 cell line DNA was used as a positive control and leukocyte DNA from a 

healthy donor was used as a negative control. The reaction mixture was 

analyzed on ABI PRISM 3130® Genetic Analyzer (ABI, TFS) and the results 

were evaluated using GeneMapperTM (ABI, TFS) software.  

The direct Sanger sequencing (SS) method was chosen for confirmation 

of mutations after the analysis by the SSCP method using AmpliTaq Gold™ 

DNA Polymerase with Buffer II and MgCl2 Kit (ABI, TFS). The sequencing 

reaction was prepared using BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(ABI, TFS) and analysed with ABI Prism 3130® (ABI, TFS) genetic 

analyzer.The results were analyzed using the SeqScapeTM software (ABI, 

TFS). The reference TP53 sequence taken from the GenBank® database. The 

SSCP and SS methods were adapted from Holmila et al. [Holmila et al., 2006]. 

Next-generation sequencing (NGS) was performed with a genetic 

analyzer GS Junior sequencing 454 (Roche). Leukocytes from healthy donors 

were used as control samples. All analyzed fragments were sequenced in both 

directions. DNA was amplified using Phusion High-Fidelity PCR Master Mix 

Kit (TFS) (Supplementary Table S2). Amplicons were purified with AMPure 

XP magnetic particles (TFS). Reaction products were analyzed 

fluorometrically using Quant–It PicoGreen dsDNA Assay (TFS) and 

QuantiFluor system (Promega). The standard value of the correlation 

coefficient (R) squared R2 is greater than 0.98. The emulsion PCR reaction 

was performed using the emPCR Kit (Roche). Amplicons were mixed with 

magnetic particles using 10 µL of prepared sense and antisense library DNA 

(1.33 molecules per magnetic particle) and collected after the reaction using 

the GS Junior Titanium emPCR Oil and Breaking Kit (Roche). GS Titanium 

Sequencing Kit reagent set and GS Junior Titanium series protocol (Roche) 

were used for sequencing. Sequencing results were prepared using GS 

Amplicon Variant Analyzer (AVA) (Roche). The TP53 reference sequence 

NC_000017.10 was used from the database NCBI (NCBI37/hg19, 
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Chr17:7571720…7590868, transcript and protein sequence IDs are 

ENST00000269305.4 and P04637, respectively). 

DNA Methylation assay 

Isolated DNA (400 ng) was modified using EZ DNA Methylation TM Kit 

(Zymo Research) according to the manufacturer's recommendations.  

Bisulfite-modified genomic DNA was amplified by methylation-

specific PCR (MSP). Primer sequences were selected from publications 

(Supplementary Table S3) or designed using Methyl Primer Express v1.0 

program (ABI, TFS). The MSP was performed using AmpliTaq Gold™ 360 

Master Mix Kit (ABI, TFS). Three control samples were used for each reaction: 

healthy donor leukocyte DNA treated and untreated with CpG 

methyltransferase SssI (New England BioLabs) and modified with bisulfite to 

provide a methylated or unmethylated control, respectively, and a DNA-free 

reaction mixture as a contamination control. The reaction products were 

analyzed in a 3% agarose gel using the UV system GelDoc–It 310 Imaging 

system (Fisher Scientific, part of TFS) and the visualization program 

VisionWorks®LS (UVP) (Informer Technologies).  

2.2.4. Statistical analysis 

Fisher's exact test was chosen for the qualitative analysis of the 

interdependence of both - discrete binary methylation and clinical parameters, 

and the Mann-Whitney test was used for continuous data. Significance level 

of statistical hypotheses’ criterion was chosen to be 0.05 and in all cases the 

differences were considered statistically significant when P≤ 0.05. 

Patients were observed for an average of 91 months (from 3 to 113 

months). Patient survival rate analysis was performed using the Kaplan-Meier 

test (with multiple testing correction (Bonferroni) and additionally corrected 

P-values). Cox regression analysis was used to determine the prognostic 

relationship between survival rate and clinical parameters. Statistical 

calculations were performed with GraphPad Prism 8.01 (GraphPad Software, 

Inc.) and MedCalc 12.7.0.0 (MedCalc Software Ltd). GraphPad Prism 8.01 

(GraphPad Software, Inc.) was used for graphic representation, and Venn 

Diagram Plotter v1.5 was used for Venn diagram. 
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RESULTS 

BRCA gene analysis of the familial BC case 

 

In 2017, the Patient 1 (62 years old) was diagnosed with stage III (cT2N3M0) 

carcinoma of the right breast, which was of poor differentiation and triple 

negative BC subtype. Prior to Patient’s 1 illness, her sisters (Patients 2 and 3) 

also had breast cancer, thus based on Patient’s 1 medical history, a BRCA1/2 

mutation test was suggested for the patient's blood relatives. Genetic testing 

was first intended for the most common mutations of: BRCA1: c.4035delA, 

c.5266dupC, c.181T>G, c.1687C>T, and BRCA2: c.658_659delGT, 

c.8572C>T with the use of real-time PCR method. After negative results for 

the most common BRCA1/2 mutations, next-generation sequencing (NGS) 

analysis was performed. NGS analysis confirmed the BRCA2 

c.3847_3848delGT mutation in Patient 1, the patient's sister (Patient 2), and 

daughter (Patient 4), who already had BC before the mutation was detected. 

The patient's second sister (Patient 3) also had BC, but was not tested for the 

hereditary BRCA2 c.3847_3848delGT mutation (Figure 3.1). 

 

Figure 3.1 Familial prevalence of the hereditary BRCA2 

c.3847_3848delGT mutation. Figure presents the age of patients at the time 

of the diagnosis of the disease. 
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 A detailed family history of BC is provided in previous paper 

[Sadzeviciene et al., 2020]. Despite variable clinical presentation of tumors 

patients responded to conventional treatment strategies and are on remission. 

 

Analysis of TP53 mutation in BC samples 

Frequency and diversity of TP53 mutations in BC tissues 

 

Analysis of TP53 mutations was performed for 86 patient samples, of which 

33 (38%) had TP53 mutations (TP53-mut), and 53 samples had no mutations 

(62%, TP53-wt). After analyzing 84 samples by SSCP, TP53 mutations were 

found in 29, which were confirmed by Sanger sequencing (SS). Thirty-eight 

samples were selected for detailed analysis by the next-generation sequencing 

(NGS) method, of which 2 were not analyzed neither by SSCP nor SS 

methods. Three samples previously identified as TP53 wild-type by SSCP and 

SS methods were identified as TP53-mut during NGS analysis. 

A detailed analysis of 33 BC samples with TP53 mutations identified 

27 pathogenic alterations in the TP53 sequence, of which 78% (21/27) 

occurred in the DNA-binding region and 22% (6/27) - in introns. Analysis of 

TP53 mutations distribution among the affected regions of the gene revealed 

that exons 8, 6, and 5 mutated the most frequently (26%, 22%, and 22%). 

More than half of detected mutations in BC samples consisted of missense 

(52%, 14/27), splicing alterations (19%, 5/27), STOP codon introducing 

(nonsense) (15%, 4/27), frameshift (11%, 3/27), and intron substitutions (4%, 

1/27). 

Nucleotide (nt) deletions of the analyzed TP53 gene accounted for 15% 

of all DNA damage and covered the spectrum from 1 to 23 nt. The largest 23-

nt deletion g.7578546_7578568del was found in the 4th intron by NGS and 

affected gene splicing. Details of TP53 mutation types are provided in 

Supplementary Table S4. 

 

Links of TP53 mutations to clinical-pathological BC indicators 

 

TP53-mutated tumors (TP53-mut) were more frequently found in ER- and/or 

PR-negative BC samples (79%, P<0.0001 and 57%, P=0.018, respectively), 

suggesting that TP53 mutations predominated in the TN BC subtype (87%) 

and was significantly less common in HER2+ (38%), LB (47%), or LA (14%) 

BC subtypes (all P<0.05). Also, increased expression of the Ki-67 marker was 

found more often in TP53-mut tumors (63%; P<0.0001), but there was no link 
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to the HER2 receptor (P>0.05). When evaluating clinical-pathological 

indicators, a group of tumors with a poor degree of differentiation (G3) 

emerged, in which even 69% had TP53 gene mutation. In moderately 

differentiated (G2) tumors, TP53 mutation was found six times less frequently 

than in G3 (11%; P<0.0001). The detailed link of other clinical-pathological 

indicators with TP53 mutations is presented in previous paper [Sadzeviciene 

et al., 2022]. 

 

DNA methylation analysis in BC samples 

The frequency of DNA methylation of the studied genes in BC tissues 

 

DNA extracted from 116 BC and 29 control samples was analyzed performing 

testing of promoter methylation of 17 genes (P14, P16, ESR1, RARB, RASSF1, 

PRKCB, DAPK1, APC, MGMT, GSTP1, MT1E, MT1F, MT1G, RUNX3, 

ADAMTS12, FILIP1L, NAALAD2). The obtained results showed that at least 

one methylated gene was presented in all of the tested BC samples. 

Hypermethylated (10/17) PRKCB, RASSF1, ADAMTS12, APC, ESR1, 

RUNX3, MT1E, MGMT, GSTP1, and RARB gene promoters found in breast 

tumors distinguished tumors from non-cancerous samples with the statistical 

significance (P<0.05). Breast tumors were distinguished from control samples 

with the highest statistical significance (P<0.0001) by hypermethylated 

PRCKB (77%, 86/111), RASSF1 (69%, 79/115), ADAMTS12 (63%, 67/107), 

APC (53%, 61/115) and RUNX3 (40%, 46/114). These genes also had the 

highest specificity (100%, 86%, 93%, 100%, and 100%, respectively). ESR-

1, RARB, GSTP1, MGMT, and MT1E gene promoter hypermethylation 

frequencies were lower, ranging from 19% to 44%, with a specificity of 86% 

to 100%, respectively (P<0.05) (Fig. 3.2). MT1F, P14, P16, DAPK1, MT1G, 

FILIP1L, NAALAD2, and ESR1-4 gene promoters (2–57%) were the least 

hypermethylated, and although the specificity of these markers ranged from 

36% to 100%, the differences between BC tumors and control methylation 

samples were not statistically significant (P>0.05). 
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Figure 3.2 Comparison of hypermethylation frequencies of studied gene 

promoters between breast tumors and control samples. 

 

Link between DNA methylation and clinical-pathological BC indicators 

 

BC subtypes. FILIP1L (TN –93% vs. LA – 42%, LB – 57%, HER2+ – 38%) 

and MT1E (TN – 63% vs. LA – 31%, LB – 39%, HER2+ – 21%) gene 

hypermethylation predominated in the TN BC subtype, whereas the other 

subtypes showed higher frequency of RASSF1, PRKCB, MTG, APC, and 

RUNX3 hypermethylation (all P<0.05) (Fig. 3.3 A). Biomarker analysis by 

tumor hormonal receptor status showed the same trend, i.e., hypermethylated 

PRKCB (86% vs. 40%; P<0.0001) and RUNX3 (46% vs. 18%; P<0.028) were 

more common in ER+ than ER– tumors. And, in contrast, FILIP1L promoter 

hypermethylation predominated in ER– and PR– BC samples (84% vs. 45% 

and 76% vs. 47%, respectively; P<0.05). In the HER2 subtype, 

hypermethylation of PRKCB, MT1E, APC, RUNX3, and FILIP1L genes 

statistically significantly separated HER2+ and TN subtypes, but no 

statistically significant links were detected between Luminal and HER2+ 

subtypes. A more detailed analysis of biomarker sensitivity, specificity, and 

prevalence of hypermethylation frequencies among different subtypes is 

provided in Table S5. 

Other clinical-pathological BC indicators. Comparing the frequency 

of biomarker hypermethylation between ductal and lobular breast tumors, the 
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MT1E gene was found to be hypermethylated almost six times more often in 

ductal BC tumors (40% vs. 7%; P=0.018). Analysis of the distribution of 

hypermethylation in stage I and II samples showed that P16 hypermethylation 

is unique to stage II tumors (8% vs. 0%; P=0.041), while RUNX3 

hypermethylation was significantly higher in BC with affected regional lymph 

nodes (52% vs. 31%; P=0.032). Also, MT1E and FILIP1L were more 

frequently hypermethylated in Ki-67 positive tumors (48% vs. 28% and 66% 

vs. 42%; P<0.05) (Figure 3.3 B). Analysis of the DNA methylation pattern in 

BC tumors of different degrees of differentiation revealed a higher frequency 

of ADAMTS12 and RASSF1 hypermethylation in well-differentiated (G1) than 

in moderately differentiated (G2) tumors (78% vs. 52%; P=0.041 and 87% vs. 

60%; P=0.030), and double the frequency of MT1E hypermethylation in G3 

compared to G2 (53% vs. 21%; P=0.003; Fig 3.3 C. Analyzing the link of 

hypermethylation with age and comparing the data of the age group of ≤50 

years with the data of patients of >50 years, twofold higher hypermethylation 

frequency of FILIP1L (33% vs. 62%; P=0.007) and NAALAD2 (36% vs. 68%; 

P=0.002) is found in BC samples from elderly (>50 years) patients’ group. 
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Figure 3.3 Comparison of hypermethylation frequencies of studied gene 

promoters among different breast cancer subtypes (A); by Ki-67 status 

(B); between tumors of different differentiation group (C). 

 

Links between TP53 mutations and DNA methylation 

 

Comparison of the frequency of DNA methylation biomarkers in the TP53-

mut and TP53-wt BC groups showed that hypermethylation of the MT1E 

marker was almost twice as frequent in the TP53-mut group (58% vs. 32%, 

P=0.024). And, on the contrary, PRKCB and RUNX3 genes were less 

frequently hypermethylated in TP53-mut tumors (92% vs. 61%, P=0.001 and 

49% vs. 23%, P=0.021, respectively). 

 

DNA methylation biomarkers for predicting overall survival rate 

 

Univariate and multivariate Cox regression and Kaplan-Meier survival rate 

curve analyses were performed to evaluate the links between the studied 

methylation markers and overall survival (OS) rate of patients. Observation 

data were collected for 67% of all subjects in BC cohort (78/116). 

Univariate Cox analysis showed that TN BC subtype and older patient 

age were significantly linked to shorter survival (P<0.05). Only variables with 

HR>1.0 and P value <0.2 were included in multivariate analyses. When 

genetic (FILIP1L, P16, RUNX3), clinical-pathological indicators of BC (G, N 

status, TN subtype) and age were analyzed together, RUNX3 

hypermethylation was found to be an independent predictor of shorter OS (HR 

= 4.6; 95% CI 1.14 – 18.75; P= 0.032) as well as TN subtype (HR = 13.92; 

95% CI 2.97 – 65.2; P=0.010), and age (HR = 1.7; 95% CI 1.02 – 1.12; 

P=0.010) (Supplementary Table S6). 
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Kaplan-Meier survival rate analyses revealed various combinations of 

DNA methylation biomarkers to be statistically significantly linked to shorter 

patient OS. Combinations of hypermethylated MT1E and RUNX3 or FILIP1L 

and RUNX3 (P=0.045 and P=0.039, respectively; Fig. 3.4 A-B) or a 

combination of all three biomarkers (P=0.031; Fig. 3.4 C) were linked to poor 

patient outcome prognosis. Meanwhile, FILIP1L hypermethylation was 

statistically significantly linked to shorter OS in the TP53-mut BC group 

(P=0.045; Fig 3.4 D). 

 

 

Figure 3.4 Analysis of patient overall survival rate according to 

hypermethylation status of RUNX3 with MT1E and FILIP1L markers 

(A–B), methylation of three biomarkers (C), and FILIP1L 

hypermethylation in TP53-mut BC subgroup (D). TP53-mut – mutated 

TP53; HR – hazard ratio; 95% CI – 95% confidence interval. 
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DISCUSSION 

 

Genetic changes in breast cancer 

BRCA1/2 gene mutations and their significance 

 

A dissertation study described a family where three first-tier relatives had an 

inherited BRCA2 c.3847_3848delGT mutation. All 3 women with this 

mutation were found to have advanced ductal carcinoma at a young age (mean 

of 41 years). On average, women with an inherited BRCA2 gene mutation 

develop breast cancer around 47 years of age [Honrado et al., 2004; Godet et 

al., 2017], although in the described familial case, two out of three patients 

were diagnosed with BC around the age of 30. In both cases of an early BC 

disease patients were diagnosed with different BC histological subtypes, and 

various pathological changes were detected during disease progression. 

The BRCA2 c.3847_3848delGT (4075delGT, rs80359405) pathogenic 

mutation found in the studied family is located in exon 11 of the BRCA2 gene 

and results in a deletion of two nucleotides, resulting in a frameshift at codon 

1283 and thus generating a premature STOP codon. When the amino acid 

valine is changed to lysine, the mutant, truncated protein p.V1283fs*2 is 

translated, which no longer performs its function in the cell [Gornstein et al., 

2018; Henrie et al., 2022].  

Tumors with BRCA2 mutations typically have a high expression of ER 

(~65%) and PR (~50%), in contrast to tumors with BRCA1 mutations, which 

tend to be ductal-type, resemble basal-like carcinomas, and usually have a TN 

phenotype [Lakhani et al., 1999; Honrado et al., 2004]. In the study presented 

in the dissertation, two of the three patients with the BRCA2 

c.3847_3848delGT mutation were diagnosed with the BC type of TN, and one 

patient with a tumor with an increased hormone receptor expression. Honrado 

et al. suggest that ER+ and/or PR+ tumors without evidence of basal-like 

carcinoma should be screened first for BRCA2 mutations in families with 

recurrent breast and ovarian cancer [Honrado et al., 2004]. No major 

morphologic differences between BRCA2-mutated and sporadic tumors are 

known [Armes et al., 1998; Phillips et al., 2000], and there is little information 

about the histological features of BRCA2-mutated tumors, but, based on this 

study, the histological phenotype of a BRCA2-mutated tumor could be 

discerned. 
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TP53 gene mutations and their significance 

 

In the study, 78% of the TP53 mutations were found in the DNA-binding 

region of the gene, while the rest of the changes occurred in the intronic parts 

of the gene. Analyzing the distribution of TP53 mutations among the affected 

gene regions, it was found that exons 5, 6, and 8 were mutated the most. It is 

also known that about 80% of TP53 mutations are found in the 102-292 

codons (the DNA-binding region of the gene) and about 80% of them are 

missense alterations, which results in the formation of a stable p53 protein that 

can no longer bind to DNA and therefore accumulates in the nucleus of tumor 

cells, interacts with oncogenes, and causes cell transformations [Soussi et al., 

2007; Zhou et al., 2009; Bouaoun et al., 2016]. In the dissertation, 52% of the 

mutations were of the missense mutation type, and slightly less - splicing 

changes, frameshift mutations, and nonsense mutations. A rare 23-nucleotide 

deletion g.7578546_7578568del was also detected in intron 4, found to be 

described in only one Canadian BC study [Pollett et al., 2000]. 

One-third of breast tumors have mutations in the TP53 gene, and about 

80% of them are found in the TN subtype [Shahbandi et al., 2020]. In the 

studied sample, 38% of tumors had a mutated TP53 gene, which was most 

frequently found in the TN (87%) and least frequently in the LA (14%) 

subtype. In addition, this study showed that in the TN subtype, more than two-

thirds of TP53 mutations were found in poorly differentiated tumors and 

tumors with increased Ki-67 expression. An analysis of Ki-67 and TN BC 

subtype performed by Pan et al. stated that TP53 mutation and Ki-67 marker 

expression correlated with each other and with the degree of BC 

differentiation [Pan et al., 2017]. The value of TP53 mutations as a prognostic 

marker is debatable due to dual results of studies, but TP53 mutations are 

useful in predicting treatment response. A meta-analysis, including 

approximately 3.5 thousand breast tumors, showed a link between 

neoadjuvant anthracycline therapy and alterations in the TP53 gene [Chen et 

al., 2012; Shahbandi et al., 2020]. TP53 mutations are widely studied, leading 

to the discovery of more and more potential avenues for personalized therapy 

[Duffy et al., 2022] and the introduction of sequencing into patient diagnostics 

routine. 

 

Epigenetic changes in BC 

 

Sporadic BC formations are characterized by an abundance of not only genetic 

but also epigenetic changes. The pattern of DNA methylation varies between 
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BC subtypes, but a high frequency of hypermethylation is not characteristic to 

the complex and heterogeneous TN subtype [Yu et al., 2019]. Therefore, it is 

important to find subtype-specific diagnostic and prognostic markers that 

would allow more accurate differentiation of the internal subgroups of the TN 

subtype, significant in predicting the course of the disease or response to 

treatment and application of the individualized target therapy. 

At least one DNA hypermethylation change was detected in all BC 

samples studied during the preparation of the dissertation, and the nature of 

hypermethylation of 10 out of 17 studied genes statistically significantly 

distinguished tumors from non-cancerous breast specimens. PRKCB, 

RASSF1, ADAMTS12, APC, and RUNX3 showed the highest specificity and 

sensitivity for breast cancer. Different hypermethylation of BC subtypes was 

also revealed: Hypermethylation of RASSF1, PRKCB, RUNX3, APC, and 

MT1G prevailed in Luminal BC samples, and a high frequency of MT1E and 

FILIP1L genes hypermethylation stood out in TN BC subtype. 

Specific DNA hypermethylation of individual BC subtypes is common 

in our and other researchers’ studies [Holm et al., 2010; Titus et al., 2017]. A 

widely studied marker in breast tumors, RASSF1, was found to be 

hypermethylated at a frequency of 69% in the dissertation, as well GSTP1 and 

APC, are known to be specific biomarkers for BC [Moelans et al., 2015; 

Alnaes et al., Liu et al., 2020]. Hypermethylated PRKCB showed the highest 

sensitivity and specificity results for breast tumors and ADAMTS12 was 

characteristic for Luminal tumors in our study. Clinical studies of PRKCB and 

ADAMTS12 gene hypermethylation in BC have not been described yet, so the 

high specificity and sensitivity of these markers found in the dissertation is 

new and promising for the development of diagnostic markers for BC.  

The most aggressive BC subtype, TN, is characterized by a lower 

frequency of DNA methylation than ER- and PR-positive tumors with not 

much data on TN subtype-specific hypermethylation markers [Fang et al., 

2011; 2018; Pineda et al., 2019]. In our study, the frequency of MT1E and 

FILIP1L hypermethylation in the TN BC subtype was twice more frequent 

that of Luminal and HER2+ BC. A high frequency of MT1E and FILIP1L 

hypermethylation was also characteristic for BC containing TP53 mutations. 

Although there is no data on hypermethylation of MT1E and FILIP1L markers 

in TN BC, there are studies confirming their specificity for BC [Tommasi et 

al., 2009; Kwon et al., 2013]. 

When BC tumors were compared according to the degree of 

differentiation and tumor proliferation marker Ki-67 status, poorly 

differentiated tumors showed hypermethylation of MT1E as well as Ki-67-
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positive tumors showed a high frequency of MT1E and FILIP1L 

hypermethylation. Ki-67 expression in ER+ and PR+ tumors is lower than in 

TN tumors [Soliman et al., 2016], so it could be hypothesized that the link 

between methylated genes and Ki-67 is also related to the tumor hormone 

receptor status. P16 hypermethylation stood out in comparing tumors 

according the stage, as it was found only in T2 stage tumors, while RUNX3 

hypermethylation was statistically significantly linked to micrometastases in 

the study, which is also supported by scholarly reference data [Chen et al., 

2016]. There is no data on hypermethylation of MT1E, ADAMTS12, PRKCB, 

and FILIP1L in breast tumors, so the correlations of these markers with 

clinical-pathological BC indicators found in the dissertation allow us to 

consider the hypermethylation of these genes as early occurrence of epigenetic 

changes, and the markers as suitable for early diagnosis of BC. 

 

Survival rate analysis 

 

There is still no consensus on whether inherited BRCA1/2 mutations lead to 

poor survival rate in patients with BC. There is evidence that BRCA1/2 

mutations are associated with lower survival rate [Brekelmans et al., 2006; 

Moller et al., 2007]. Also, there are studies demonstrating even better survival 

rate in BC patients with BRCA1/2 mutations [Veronesi et al., 2005; Gonzalez-

Angulo et al., 2011] which is explained a higher sensitivity to chemotherapy 

caused by homologous recombination or activation of the immune system, as 

it is known that mutated BC tumors are more sensitive to DNA-damaging 

[Sporikova et al., 2018]. 

The dissertation analyzed the link of TP53 mutations to survival rate, 

but no statistically significant link was found. Interestingly, there is no 

consensus on the impact of TP53 gene mutation on patient survival rate. Some 

scientific sources suggest that TN BC patients with mutated, loss-of-function 

p53 protein, have poor survival rate and an increased risk of developing 

metastases [Powell et al., 2016]. Other sources refute such data, but indicate 

that TP53 mutated in TN BC subtype may be a potential prognostic marker 

for chemotherapy resistance [Aas et al., 1996; Geisler et al., 2001; Chae et al., 

2009].  

Hypermethylation of the FILIP1L marker analyzed in the TP53-mut 

tumor group in the dissertation study was statistically significantly linked to 

lower OS. Both FILIP1L and TP53 are responsible for apoptosis and cell cycle 

control processes, and individually they are linked to tumor invasiveness 

[Kwon et al., 2013; Sporikova et al., 2018]. Since there is not much data on 
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the function of FILIP1L in the cell, unlike TP53, the link between the changes 

of these two markers and the impact on the malignant processes of the cell 

should be investigated in more detail. 

Not all BC types have the same OS prognosis, and among the BC 

subtypes, the worst survival was found in the TN BC subtype [Maxmen et al., 

2012]. TN BC hypermethylated genes are involved in various cellular 

response pathways and may be used to predict survival and response to 

treatment [Temian et al., 2018; Pineda et al., 2019]. In our study, 

hypermethylation of several genes (RUNX3, MT1E, and FILIP1L) was found 

to be associated with lower OS. Multivariate analysis showed that RUNX3 

independently predicted lower OS, and combinations of RUNX3 with MT1E 

and FILIP1L showed a statistically significant link to poor disease outcome. 

RUNX3 hypermethylation is known to correlate with lower survival rate in BC 

patients, but there are very few studies about MT1E methylation significance 

in BC, however it is known that methylated MT1E (along with other 

metallothioneins) can predict poor survival rate in BC patients [Jadhav et al., 

2015]. The link between FILIPIL and survival rate have not been published 

yet, however studies of hypermethylation in breast cell lines [Kwon et al., 

2013] showed a link between gene hypermethylation and increased tumor 

invasiveness due to loss of control of cell proliferation, migration, and 

apoptosis in the cell [Stelzer et al., 2016]. 
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CONCLUSIONS 

 

1. Early onset of BC was found in three first-tier relatives who inherited the 

BRCA2 c.3847_3848delGT gene mutation, two of whom had BC before 

the age of 35. Genetically identical mutation caused different histological 

parameters and clinical course of the disease. 

2. TP53 mutation was dominant in ER and/or PR negative breast tumors 

(87% in TN BC subtype), and were less common in HER2+ (38%), LB 

(47%), or LA (14%) BC subtypes (all P<0.05). Tumors with TP53 

mutation were characterized by poor differentiation and increased Ki-67 

marker expression (P<0.0001). 

3. In breast tumors, promoter DNA hypermethylation was frequent (40-

77%) in PRCKB, RASSF1, ADAMTS12, APC, and RUNX3 genes 

(P<0.0001). These changes were highly specific to BC (all P< 0.0001). 

TN BC subtype was dominated by FILIP1L (TN - 93%) and MT1E (TN 

– 63%) hypermethylation (all P<0.05), while other subtypes were specific 

for RASSF1, PRKCB, RUNX3, APC, and MT1G hypermethylation (all 

P<0.05). 

4. DNA methylation biomarkes showed diagnostic potential: 

hypermethylation of MT1E was frequent in ductal BC type (40%; 

P=0.018) and poorly differentiated tumors (G3 – 53%; P=0.003), MT1E 

and FILIP1L – in Ki-67-positive tumors (48% and 66%; P=0.045 and 

P=0.026, respectively), RUNX3 – in BC with affected lymph nodes (52%; 

P=0.032), whereas P16 hypermethylation was specific to T2-stage tumors 

(8%; P=0.041).  

5. In TP53 mutant BC, MT1E hypermethylation was almost twice as 

common than in tumors without TP53 mutations (58%; P=0.024), while 

PRKCB and RUNX3 genes were less frequently hypermethylated (61%; 

P=0.001 and 23%; P=0.021, respectively). FILIP1L hypermethylation 

was statistically significantly linked to a lower overall survival rate of this 

group (P<0.045). 

6. In BC, lower overall survival rate was independently predicted by RUNX3 

hypermethylation (HR = 4.64; 95% CI 1.14–18.75; P=0.032), TN subtype 

(HR = 13.92; 95% CI 2.97–65.20; P=0.010) and older age (HR = 1.7; 95% 

CI 1.02–1.12; P=0.010). Combinations of hypermethylated MT1E and 

RUNX3 (P=0.045) and FILIP1L and RUNX3 (P=0.039) were also 

associated with a lower overall survival rate, as well as the combination 

of the three biomarkers (P=0.031). 
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PRIEDAI 

S1 lentelė. Pradmenys, naudoti BRCA1 geno PGR tyrimui.  

Genas 
Egzono 

nr. 
Pradmens prasminė seka 5’–3’ Pradmens antiprasminė seka 5’–3’ 

Amplikono 

ilgis, bp 

Pradmens 

prilydymo 

temp., °C 

BRCA1 

5 CTCTTAAGGGCAGTTGTGAG TTCCTACTGTGGTTGCTTCC 240 52;52 

11 AAGCCCGTTCCTCTTTGTCA TCCTAGCCCTTTCACCCATACA 480 52;55 

20 ATATGACGTGTCTGCTCCAC CCTTTCTGTCCTGGGGATT 170 52;51 

 

S2 lentelė. TP53 NKS analizei naudoti pradmenys bei PGR sąlygos. 

Tiriamas 

egzonas 

Pradmuo Pradmens seka PGR sąlygos TP53 amplikonų 

bibliotekai 

4 
Prasminis uni-MID-GACTGCTCTTTTCACCCATCTA 

Temp. Trukmė Ciklų 

sk. 

Antiprasminis uni-MID-AGGAATCCCAAAGTTCCAAACAA  

98 °C 

98 °C 

65 °C 

72 °C 

72 °C 

4 °C 

 

30 s 

10 s 

30 s 

30 s 

10 min 

∞ 

  

     1 

 

     34 

 

     1 

     1 

5 
Prasminis uni-MID-TTGCAGGAGGTGCTTACG 

Antiprasminis uni-MID-GAGCAATCAGTGAGGAATCAGA 

6 
Prasminis uni-MID-GTCACAGCACATGACGGAG 

Antiprasminis uni-MID-GGTTATAGGGAGGTCAAATAAGCAG 

7 
Prasminis uni-MID-CTTGCCACAGGTCTCCC 

Antiprasminis uni-MID-AGAAGCCACAGGTTAAGAGGT 

8 
Prasminis uni-MID-CTTTGGGACCTCTTAACCTGT 

Antiprasminis uni-MID-TGATAAAAGTGAATCTGAGGCATAACT 

Santrumpos: uni- universalus segmentas, MID- multiplekso identifikatorius. 
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S3 lentelė. MSP reakcijai naudoti pradmenys. 

Genas 
Pradmens 

ID 
Sekos kryptis 5'-3' Sekos kryptis 5'-3' 

Amplikono 

ilgis, bp 

PGR 

ciklai 

Pradm. 

lyd. 

temp., 

(°C) 

Lit.sąr. 

PRKCB 
M TAAGCGTAGTTGGACGAGC AAAACGACGACCGCTACTAC 124 36 56 

[D
an

iu
n

ai
te

 i
r 

k
t.

, 
2
0

2
1

] 

 

U TGTTAAGTGTAGTTGGATGAGT AAAACAACAACCACTACTACACC 127   

ADAMTS12 
M GAGTTCGGGAGGAAGATGTATC ACAACGACTACAAAACTACCCG 241 35 62 

U GAGTTTGGGAGGAAGATGTATT AAACAACAACTACAAAACTACCA 243   

NAALAD2 
M TATTTATTATGTTCGGGTTATTGC CCTACTACATTCGCGAACTTC 244 35 58 

U GTTATTTATTATGTTTGGGTTATTGT CCTACTACATTCACAAACTTCAA 246   

FILIP1L 
M TACGGTTCGTTTATACGGTC CGACCTATAAACGTTACGTCA 160 37 57 

U GGAATTATGGTTTGTTTATATGGTT CCCAACCTATAAACATTACATCAC 167   

DAPK1 
M GGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC CCCTCCCAAACGCCGA 98 37 66 

[S
er

en
ai

te
 i

r 
k
t.

, 
2

0
1

5
] 

U GGAGGATAGTTGGATTGAGTTAATGTT CAAATCCCTCCCAAACACCAA 106   

GSTP1 
M TTCGGGGTGTAGCGGTCGTC GCCCCAATACTAAATCACGACG 91 37 60 

U GATGTTTGGGGTGTAGTGGTTGTT CCACCCCAATACTAAATCACAACA 97   

MGMT 
M ATTTGGTGAGTGTTTGGGTCGTTTC AAAACGCACCTAAAACTCGCCC 159 37 67 

U ATTTGGTGAGTGTTTGGGTTGTTTT AAAACACACCTAAAACTCACCC 159  64 

P14 
M GTGTTAAAGGGCGGCGTAGC AAAACCCTCACTCGCGACGA 122 37 66 

U TTTTTGGTGTTAAAGGGTGGTGTAGT CACAAAAACCCTCACTCACAACAA 132   

P16 
M TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC GACCCCGAACCGCGACCGTAA 150 36 64-30s 

U TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT CAACCCCAAACCACAACCATAA 151   

RARB 
M TCGAGAACGCGAGCGATTCG GACCAATCCAACCGAAACGA 145 39 60 

U TTGAGAATGTGAGTGATTTGA AACCAATCCAACCAAAACAA 145   

RASSF1 
M GGGTTTTGCGAGAGCGCG GCTAACAAACGCGAACCG 169 39 61 

U GGTTTTGTGAGAGTGTGTTTAG CACTAACAAACACAAACCAAAC 169  63 

ESR1-1 
M TTTTGGGATTGTATTTGTTTTCGTC AACAAAATACAAACCGTATCCCCG 197 37 60 

U TTTTGGGATTGTATTTGTTTTTGTTG AAACAAAATACAAACCATATCCCCA 198   

ESR1-4 M CGAGTTGGAGTTTTTGAATCGTTC CTACGCGTTAACGACGACCG 151 37 58 
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U ATGAGTTGGAGTTTTTGAATTGTTT ATAAACCTACACATTAACAACAACCA 158   

MT1E 
M GGATTTCGGGAATATCGC ACGAAAATCGAACCGAAC 217 38 56 

[M
al

ec
k

ai
te

 i
r 

k
t.

, 

2
0
1
9

] 

U TTTGGATTTTGGGAATATTGT ACAAAAATCAAACCAAACACA 220   

MT1F 
M GTATTCGGAATTTTAAGGGGC CGAACCGTCCCTTTAAAATC 134 36 56 

U TAGGTATTTGGAATTTTAAGGGGT CACAAACCATCCCTTTAAAATC 139   

MT1G 
M TCGTATACGGGGGGTATAGC GCGATCCCGACCTAAACT 131 37 58 

U AAGTTGTATATGGGGGGTATAGT CCCACAATCCCAACCTAAACT 137   

APC 
M TATTGCGGAGTGCGGGTC TCGACGAACTCCCGACGA 98 38 59 

Š
is

 t
y

ri
m

as
 

 

U GTGTTTTATTGTGGAGTGTGGGTT CCAATCAACAAACTCCCAACAA 108   

RUNX3 
M ATAATAGCGGTCGTTAGGGCGTCG GCTTCTACTTTCCCGCTTCTCGCG 115 38 59 

U ATAATAGTGGTTGTTAGGGTGTTG ACTTCTACTTTCCCACTTCTCACA 115   

Santrumpos: M- metilintai sekai, o U- nemetilintai sekai specifiški pradmenys. 

 

S4 lentelė. Patogeninės TP53 mutacijos, rastos KV mėginiuose. 

Nr 
Mutacijos 

vieta, bp 

Egz/ 

Intr 

Kodo-

no nr. 

Sekos 

pokytis 

Mutaci-

jos tipas 

WT 

a.r. 
Mut. a. r. 

Mutavęs 

baltymas 
Mutacijos poveikis 

Paveikta 

geno dalis 

Vid. 

mut. 

dažnis, 

% 

Mut. 

dažnis 

mėgi-

niuose 

1 11608:T>C 4-intr. 0 c.375+2T>C A:T>G:C - - - Splaisingo p. Intronas 45.24 1 

2 11608:T>G 4-intr. 0 c.375+2T>G A:T>C:G - - - Splaisingo p. Intronas 58.8 1 

3 
11621-

11643:DEL(23) 
4-intr. 0 

c.376-
14_384del23 

del - - - Splaisingo p. Intronas 58.8 1 

4 12278:T>C 4-intr. 0 c.376-86T>C A:T>G:C - - - Intronų p. Intronas 10.19 1 

5 12383:A>G 5-egz. 132 c.395A>G A:T>G:C Lys Arg p.K132R P.r.m. Su DNR b.s. 49.34 1 

6 12457:G/T 5-egz. 157 c.469G>T G:C>T:A Val Phe p.V157F P.r.m Su DNR b.s. 44.43 1 

7 12515:G/A 5-egz. 176 c.527G>A G:C>A:T Cys Tyr p.C176Y P.r.m Su DNR b.s. 33.75 1 

8 
12517-

12534:DEL(18) 
5-egz. 177 

c.529_546del
18 

del Pro - 
p.P177_C182
delPHHERC 

Splaisingo p. Su DNR b.s. 45.05 1 
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9 12521:A/C 5-egz. 178 c.533A>C A:T>C:G His Pro p.H178P P.r.m Su DNR b.s. 0.53 2 

10 12524:A>G 5-egz. 179 c.536A>G A:T>G:C His Arg p.H179R P.r.m Su DNR b.s. 53.99 1 

11 12643:C>T 6-egz. 192 c.574C>T G:C>A:T Gln STOP p.Q192* STOP k.į.m Su DNR b.s. 75.63 1 

12 12650:T>A 6-egz. 194 c.581T>A A:T>T:A Leu His p.L194H P.r.m Su DNR b.s. 20.98 1 

13 12653:T>C 6-egz. 195 c.584T>C A:T>G:C Ile Thr p.I195T P.r.m Su DNR b.s. 44.97 1 

14 12655:C>T 6-egz. 196 c.586C>T 
G:C>A:T 

at CpG 
Arg STOP p.R196* STOP k.į.m. Su DNR b.s. 56.21 1 

15 
12694-

12695:AG>-- 
6-egz. 209 

c.625_626del
2 

del Arg - - Splaisingo p. Su DNR b.s. 18.41 1 

16 12710:A>G 6-egz. 214 c.641A>G A:T>G:C His Arg p.H214R P.r.m Su DNR b.s. 76.55 1 

17 13380:G>A 7-egz. 248 c.743G>A 
G:C>A:T 

at CpG 
Arg Gln p.R248Q P.r.m Su DNR b.s. 46.2 1 

18 13392:T/C 7-egz. 252 c.755T>C A:T>G:C Leu Pro p.L252P P.r.m Su DNR b.s. 53.86 1 

19 13420:G>A 7-intr. 0 c.782+1G>A G:C>A:T - - - Splaisingo p. Intronas 71.41 1 

20 13781:G/- 8-egz. 267 c.801del1 del Arg - - Splaisingo p. Su DNR b.s. 34.5 1 

21 13797:C/T 8-egz. 273 c.817C>T 
G:C>A:T 

at CpG 
Arg Cys p.R273C P.r.m Su DNR b.s. 43.04 1 

22 13798:G>A 8-egz. 273 c.818G>A 
G:C>A:T 

at CpG 
Arg His p.R273H P.r.m Su DNR b.s. 90.78 2 

23 13813:C>G 8-egz. 278 c.833C>G G:C>C:G Pro Arg p.P278R P.r.m Su DNR b.s. 30.53 1 

24 13833:G>A 8-egz. 285 c.853G>A G:C>A:T Glu Lys p.E285K P.r.m Su DNR b.s. 36.89 1 

25 13833:G>T 8-egz. 285 c.853G>T G:C>T:A Glu STOP p.E285* STOP k.į.m Su DNR b.s. 16.26 1 

26 13896:C/T 8-egz. 306 c.916C>T 
G:C>A:T 

at CpG 
Arg STOP p.R306* STOP k.į.m Su DNR b.s. 29.64 1 

27 13900:G/T 8-intr. 0 c.919+1G>T G:C>T:A - - - Splaisingo p. Intronas 32.28 1 

Santrumpos: Egz. – egzonas; Intr. – intronas; Su DNR b.s. – su DNR besijungianti sritis; Splaisingo p. – splaisingo pokyčiai; Intronų p. – intronų 

pakaita; mut. – mutacija; P.r.m – pakitusios reikšmės mutacija (angl. missense); STOP k.į.m. – STOP kodoną įvedanti mutacija (angl. nonsense). 
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S5 lentelė. Hipermetilintų genų dažniai KV ir kontroliniuose mėginiuose bei jų pasiskirstymas tarp KV potipių. 

Genas Metilinta 

KV (n/N) 

Jautru-

mas, % 

Metilinta 

kontrolė (n/N) 

Specifiš-

kumas, % 

P-vertė LA, % 

(n/N) 

LB, % 

(n/N) 

HER2+, % 

(n/N) 

TN, % 

(n/N) 

PRKCB 86/111 77 0/29 100 < 0,0001 85 (46/54) 83 (19/23) 83 (15/18) 38 (6/16) 

RASSF1 79/115 69 4/29 86 < 0,0001 78 (43/55) 65 (15/23) 67 (14/21) 44 (7/16) 

ADAMTS12 67/107 63 2/29 93 < 0,0001 65 (34/52) 68 (15/22) 71 (12/17) 38 (6/16) 

APC 61/115 53 0/29 100 < 0,0001 56 (30/54) 50 (12/24) 71 (15/21) 25 (4/16) 

RUNX3 46/114 40 0/29 100 < 0,0001 41 (22/54) 48 (11/23) 57 (12/21) 6 (1/16) 

ESR1-1 51/116 44 2/29 93  0,0002 47 (26/55) 50 (12/24) 38 (8/21) 36 (5/14) 

MGMT 28/116 24 0/28 100 0,0023 22 (12/55) 25 (6/24) 29 (6/21) 25 (4/16) 

GSTP1 24/116 21 0/29 100 0,0042 20 (11/55) 21 (5/24) 33 (7/21) 6 (1/16) 

MT1E 40/113 35 4/29 86 0,0256 31 (17/55) 39 (9/23) 21 (4/19) 63 (10/16) 

RARB 22/116 19 1/29 97 0,0464 18 (10/55) 25 (6/24) 14 (3/21) 19 (3/16) 

ESR1-4 63/111 57 11/29 62  (s.n.) 57 (30/53) 63 (15/24) 65 (13/20) 36 (5/14) 

MT1G 39/112 35 6/29 79  (s.n.) 37 (20/54) 45 (10/22) 35 (7/20) 13 (2/16) 

DAPK1 17/116 15 7/29 76  (s.n.) 16 (9/55) 13 (3/24) 19 (4/21) 6 (1/16) 

FILIP1L 53/102 52 18/28 36  (s.n.) 42 (21/50) 57 (12/21) 38 (6/16) 93 (14/15) 

NAALAD2 61/108 56 13/28 54  (s.n.) 56 (29/52) 64 (14/22) 50 (9/18) 56 (9/16) 

P16  4/116 3 0/29 100  (s.n.) 2 (1/55) 8 (2/24) 5 (1/21) 0 (0/16) 

MT1F 2/110 2 0/29 100  (s.n.) 4 (2/54) 0 (0/22) 0 (0/18) 0 (0/16) 

P14  3/115 3 0/29 100  (s.n.) 4 (2/54) 4 (1/24) 0 (0/18) 0 (0/16) 

Santrumpos: LA – luminalinis A, LB – luminalinis B, HER2+ – HER2 teigiamas ir luminalinis B HER2 teigiamas, TN KV – trigubai 

neigiamas krūties vėžys, s.n. – statistiškai nereikšminga. 
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S6 lentelė. Vienmatė ir daugiamatė Kokso regresinė analizė bendrajam išgyvenamumui prognozuoti. 

 

Kintamasis Vienmatė analizė Daugiamatė analizė 

 

HR (95% CI) P-vertė HR (95 % CI) P - vertė  

M
et

il
in

ta
: 

ta
ip

/n
e 

FILIP1L 3,33 (0,92-11,97) 0,067    

P16 3,14 (0,72-13,67) 0,128    

RUNX3 2,07 (0,78-5,50) 0,147 4,64 (1,15 - 18,75) 0,032  

P14 2,14 (0,29-16,03) 0,462    

MT1F 2,02 (0,27-15,15) 0,497    

ADAMTS12 1,42 (0,51-3,98) 0,502    

DAPK1 1,34 (0,39-4,62) 0,643    

MT1E 1,20 (0,47-3,11) 0,704    

NAALAD2 1,15 (0,43-3,11) 0,779    

K
li

n
ik

in
ia

i-
p

at
o

lo
g

in
ia

i 

K
V

 r
o

d
ik

li
ai

 

Amžius  1,04 (1,00-1,09) 0,049 1,07 (1,02 - 1,12) 0,010  

T (1 vs. 2) 1,06 (0,42-2,69) 0,897    

N (taip/ne) 2,15 (0,84-5,53) 0,113    

G (≤2 vs. 3) 1,55 (0,62-3,88) 0,357    

TN potipis (taip/ne) 2,91 (1,04-8,18) 0,044 13,92 (2,97 – 65,20) 0,010  

Molek. Žymenų raiška (didelė/maža):     

ER 0,61 (0,22-1,71) 0,349    

PR 0,68 (0,26-1,74) 0,422    

HER2  0,25 (0,03-1,86) 0,177    

Ki-67 1,02 (0,40-2,58) 0,963    

TP53-mut (taip/ne) 0,95 (0,34-2,65) 0,919    

Santrumpos: T - naviko stadija, N – metastazės artimuosiuose limfmazgiuose, G – naviko diferenciacijos laipsnis, 

TN- trigubai neigiamas KV potipis, ER- estrogeno receptorius, PR – progesterono receptorius, HER2- žmogaus 

epidermio augimo receptorius 2, Ki-67 – ląstelių proliferacijos žymuo, TP53-mut – mutavęs TP53, HR – rizikos 

santykis (angl. hazard ratio), 95 % CI – 95 % pasikliautinasis intervalas (angl. confidence interval). Į daugiamatę 

analizę itaukti kintamieji lentelėje pabraukti.
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