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Tyrimo tikslas - jvertinti dazniausias KRAS geno mutacijas tikro laiko polimerazés
grandininés reakcijos metodu pacientams, sergantiems iSplitusiu storosios zarnos véziu.

Tyrimo uzdaviniai:

1. Ivertinti daZniausiy KRAS geno mutacijy paplitima ir {vairove.

2. Jvertinti dazniausiy KRAS geno mutacijy rysi su paciento lytimi ir amZiumi, klinikine
diagnoze.

3. [Ivertinti idiegty KRAS geno mutacijuy nustatymo testy patikimuma.

Tyrimo populiacija. Pacientai, sergantys iSplitusiu storosios Zarnos veéZiu visoje
Lietuvoje.

Tyrimo metodai. DaZniausiy KRAS geno mutacijy nustatymas TL-PGR metodu,
KRAS geno mutaciju nustatymas PGR ir atvirkstinés hibridizacijos metodais. Statistiné
analiz¢ atlikta naudojant ,,Microsoft Office Excel 2003* ir SPSS 13,0 for Windows versijos
statisting programa.

Darbo rezultatai ir iSvados. IStyrus 24 pacientus, KRAS genas buvo mutaves 9
(37,5 proc.) atvejais, nemutaves - 15 (62,5 proc.) atveju. Dazniau (po 3 kartus) pasikartojo
dviejy tipu mutacijos: p.Glyl2Asp ir p.Glyl12Cys. P.Glyl2Cys mutacija dazniau pasitaiké
jaunesniojo (3 kartus), p.Glyl2Asp - vyresniojo amziaus pacienty grupéje (2 kartus). KRAS
geno mutacija santykinai dazniau nustatyta moterims, nei vyrams. Mutacijy daznis abiejose
amziaus grupése buvo panasus (p<0,05).

Pacienty, serganciy tiesiosios 13 (54 proc.) zarnos véZiu, buvo Siek tiek daugiau,
nei serganciyjy gaubtinés zarnos véziu 11 (46 proc.). PanaSiai buvo serganiyju abieju
lokalizacijy storosios Zarnos véziu vyry ir motery tarpe. KRAS geno mutacija daZniau buvo
nustatyta pacientams, sergantiems tiesiosios zarnos veéziu 6 (25 proc), nei gaubtinés Zarnos
veziu 3 (13 proc.). Vyrams, sergantiems tiesiosios Zarnos véZiu, mutacija pasitaiké dazniau
(4), nei sergantiems gaubtinés zarnos véZziu (1).

Gaubtinés zarnos veézio atvejy panaSiu dazniu pasitaiké abiejose amZiaus
grupése. Tiesiosios Zarnos vézio atvejy daugiau pasitaiké vyresniojo amziaus pacienty grupéje
(>60 - 9 (37 proc.), nei jaunesniojo (<60 - 4 (17 proc.)). SerganCiyju vyry tarpe, abiejuy

lokalizacijy storosios zarnos vézio atveju daugiau buvo vyresniy nei 60 mety grupéje (12).



SerganCiyju motery tarpe, abiejuy lokalizacijy storosios zarnos vézio atvejy daugiau buvo
jaunesniy nei 60 mety grupgje (7).

Nemutaves KRAS genas abiejy lokalizacijuy atvejais pasitaiké panasiu dazniu.
Tiesiosios zarnos vézio atveju, dazniau pasitaiké p.Glyl2Asp mutacija. Gaubtinés Zarnos
vézio atveju, dazniau buvo nustatyta p.Glyl2Cys mutacija. Visos 3 p.Glyl12Cys mutacijos,
abieju lokalizacijuy atvejais, buvo nustatytos iSskirtinai moterims.

Valstybiniame patologijos centre KRAS geno mutaciju nustatymo validavimo

testas atliktas sékmingai (100 proc.), gautas tai patvirtinantis sertifikatas.
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The aim of the research work was to evaluate the commonly KRAS gene mutations in

patients with metastatic colorectal cancer by real time polymerase chain reaction.
The main goals of the work:

1. To evaluate incidence and diversity of commonly KRAS gene mutations.

2. To evaluate links among commonly KRAS gene mutations, patients sex, age and
clinical diagnosis.

3. To evaluate the raliability of KRAS gene mutations tests.

Survey methods. Commonly KRAS gene mutation testing by RT-PCR and reverse
hybridization methodes. Statistical analysis made using MS Office Excel 2003 and SPSS 13.0
for Windows version statistical program.

Results and conclusions. After survey, in 9 of 24 cases, KRAS gene were mutated, in
15 cases — wild type. Two types of mutation repeated more recently (3 times): p.Glyl2Asp
and p.Gly12Cys. More often (3 times) p.Gly12Cys mutation were found in younger patients
group; p.Glyl12Asp mutation (2 times) - in older ones. KRAS gene mutation relatively more
often were set in womens, than in mens group. KR4S gene mutation rate were similar in both
age groups (p<0,05).

There were more patients with rectum 13 (54%), than colon 11 (46%) cancer
diagnosis. More often mutated KRAS gene were set in patients with rectum 6 (25%), than
colon 3 (13%) cancer. The similar situation was in mens group.

The colon cancer in similar rate occured in both age goups. The rectum cancer
more often occured in older (>60 - 9 (37%) age than in younger one (<60 - 4 (17%)). Both
localizations colorectal cancer more often were found in mens group, older than 60 years (12).
In womens goup, both localizations colorectal cancer more often were found in younger than

60 years (7). Wild type KRAS gene rate were similar in both colorectal cancer localizations.



P.Gly12Asp mutation more often was found in rectum cancer, p.Glyl12Cys - in colon cancer.
All 3 times p.Gly12Cys mutation were set especially for womens in both colorectal cancer
localizations.

KRAS gene mutation validation test was made sucessfully (100%) in VPC.
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SANTRUMPOS IR PAAISKINIMALI

ARMS - (angl. Amplification refractory mutation system) amplifikacijai atspari
mutaciné sistema;

Bp - nukleotidu baziy poros;

CIN - (angl. Chromosomal instability) chromosominis nestabilumas;

EGF - (angl. Epirermal growth factor) epidermio augimo veiksnys;

EGFR - (angl. Epidermal growth factor receptor) epidermio augimo veiksnio
receptorius;

aFAP - (angl. Attenuated familal adenomatous polyposis) sekinanti Seiminé
adenoming¢ polipoze;

FAP - (angl. Familial adenomatousus polyposis) Seimin¢ adenominé polipoze;

GT(D)P - guanozintri(di)dosfatas;

HRMA - (angl. High resolution melting analysis) didelés skyros DNR lydymosi
kreivés analizé;

HNPCC - (angl. Hereditary non-polyposis colon cancer, Lynch syndrome)
paveldimas nepolipinis storosios Zarnos vézys, Lynch sindromas;

Ig - imunoglobulinai;

Karcinogenezé - procesas, kurio metu iSsivysto vézys;

MIN - (angl. Microsatellite instability) mikropalydovinis nestabilumas;

PGR - (angl. Polymerase chain reaction, PCR) polimerazés grandininé reakcija;

TL-PGR - (angl. Real time - polymerase chain reaction, RT-PCR) tikro laiko
polimerazés grandininé reakcija;

Storosios Zarnos vézys = gaubtinés zarnos veézys (C18 (TLK-10)) + tiesiosios
zarnos, iSangés vézys (C19-21 (TLK-10));

TGFa - (angl. Transforming growth factor alpha) transformuojantis augimo
veiksnys alfa;

Tm - tokia temperatiira, kuriai esant 50 proc. amplikono DNR atsiskiria
tampdama viengrande;

Vézys - piktybinis navikas, kilgs 1§ epiteliniy lasteliy;
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IVADAS

Storosios Zzarnos vézZys - vienas dazniausiy Zzmogaus piktybiniy naviky
ekonomiskai i§sivys¢iusiose 3alyse. Siuo metu didZiausias sergamumas storosios Zarnos véziu
yra Siaurés ir Vakary Europoje, Siaurés Amerikos 3alyse, Australijoje, Naujojoje Zelandijoje.
[2, 24]

Lietuvoje kasmet diagnozuojama apie 1500 nauju susirgimu atvejy ir beveik
1000 mir¢iy nuo Sios ligos. Storosios Zzarnos vézys Lietuvoje (taip pat ir daugelyje
i§sivyscCiusiy $aliy) uzima 2 - 3 vieta tarp visy piktybiniy naviku. [2, 9, 23]

Storosios zarnos veézys ilgai iSliecka besimptomis, tod¢l dazniausiai
diagnozuojamas velyvose stadijose, kai paciento i§gyvenamumo tikimybe¢ kritiSkai maza. [24]

Taciau vokieciy farmacininkai pasiiilé nauja iSeiti 1 tokia situacija patekusiems
pacientams. Atrastas kelias, kaip taikliai ir veiksmingai gydyti jau toli paZengusi - metastazini
- procesa. Atrastas transmembraninis signalo perdavimo mechanizmas, veikiantis, kuomet
aktyvuojami epidermio augimo veiksnio receptoriai (EGFR). Pastebéta, kad navikinés lasteles
yra prisitaikiusios proliferuoti ir iSlikti butent padidindamos Sios kaskados aktyvuma. Naujieji
vaistai - monokloniniai antikiinai - tiksliai jungiasi prie EGFR ir nutraukia $ia kaskada. Taip
slopinamas ir véziniy lasteliy dauginimasis. [42, 77]

Vaistai pasirod¢ labai efektyviis, taciau, tik apie 60 proc. pacienty, serganciy
metastaziniu storosios Zarnos véziu. 40 proc. sirgusiyjy vaistai poveikio neturé¢jo. Imta ieskoti
to priezasties ir 2006 metais pirma karta iSkelta hipotezé, kad vaisty neveiksmingumui gali
turéti jtakos kity kaskadoje dalyvaujanéiy baltymy mutacijos. Si hipotezé buvo patvirtinta.
Nustatyta, kad transmembraninéje kaskadoje dalyvaujantis baltymas K-ras yra mutaves, dél
mutavusio KRAS geno. Kadangi pastovi transmembraninio kelio aktyvacija jvyksta dél
mutantinio geno produkto, Sio kelio negali sustabdyti monokloniniai antikunai prie§ EGFR.
D¢l sios priezasties, KRAS genas tapo taikiniu molekuliniams genetiniams tyrimams pries
skiriant anti-EGFR gydyma. Anti-EGFR gydymas skiriamas tik tuomet, kai molekuliniais
genetiniais metodais patvirtinama, kad KRAS gene néra mutacijy. Siuo metu tai yra jvairiy
medicinos organizacijy rekomendacija. [19, 41, 59, 60, 77]

KRAS geno mutacijos gali biiti aptinkamos {vairiais PGR reakcija paremtais
molekulinés diagnostikos metodais. [77, 84]

Visi tyrimo metodai gali biiti skirstomi | sukurtus atskirose laboratorijose ir
prieinamus komerciskai, kaip mutacijy nustatymo rinkiniai. Atlikti {vairiis tyrimai, kuriy metu
buvo nustatomos KRAS geno mutacijos skirtingais metodais. Taciau vienintelés
rekomendacijos, kuris metodas yra geresnis ir kurj pasirinkti, kol kas néra. American Society

of Clinical Oncology yra paskelbusi rekomendacijas, kad kol néra studijy, kurios iSanalizuoty
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visus esamus tyrimo metodus, tol sprendima, kuri metoda pasirinkti, priima pati laboratorija.

[85]

Tyrimo tikslas - jvertinti dazniausias KRAS geno mutacijas tikro laiko polimerazes

grandininés reakcijos metodu pacientams, sergantiems iSplitusiu storosios zarnos veéziu.

Tyrimo uzdaviniai:

1.
2.

Ivertinti dazniausiy KRAS geno mutaciju paplitima ir {vairove.
Ivertinti dazniausiy KRAS geno mutacijy rySi su paciento lytimi ir amziumi,
klinikine diagnoze.

Ivertinti idiegty KRAS geno mutacijy nustatymo testy patikimuma.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Storosios Zarnos véZio apibiidinimas

Storoji zarna - virSkinamojo trakto dalis, kuri yra daZniausiai pakenkiama
piktybiniy susirgimy. Storosios zarnos vézys - vienas dazniausiy zmogaus piktybiniy naviky
ekonomiskai i$sivysciusiose Salyse. Storosios zarnos piktybiniai susirgimai paprastai skiriami
1 tris placias grupes, tai: sporadiniai, paveldimi ar Seiminiai ligos atvejai. [2, 9]

Sporadiniai ligos atvejai, kuomet nepastebéta Seiminés ar paveldimos
predispozicijos, pasitaiko apie 50 - 95 proc. atvejy. Sis véZio iSsivystymo mechanizmas
apibidinamas kaip daugiazingsnis procesas. Karcinogenezés procesa salygoja
besikaupian€ios genuy mutacijos, kuriy kiekviena sudaro vis palankesnes salygas naviko
progresijai. Galima iSskirti keleta esminiy teiginiy, kurie padeda geriau suprasti sporadinio
storosios Zarnos veézio iSsivystymo mechanizma: 1) aktyvinanti mutacija onkogenuose ir
inaktyvinanti mutacija vézi slopinan¢iuose genuose; 2) somatinés mutacijos maziausiai 4 ar 5
lastelés genuose, kurie salygoja piktybing transformacija; 3) ijvairiy somatiniy mutacijy
susikaupimas, tarp ju ir mutacijos genuose, salygojanciuose lastelés elgsena. 4APC geno
mutacijos dazniausiai jvyksta ankstyvose proceso stadijose. Mutacijos pJ3 vézi slopinan¢iame
gene dazniausiai pasireiskia vélesnése vézio vystymosi stadijose. [1, 9, 10, 13, 32]

Storosios Zarnos vezio iSsivystymui predisponuojantys veiksniai:

o Amzius (9 1§ 10 Zmoniy, kuriems nustatytas vézys, yra per 50 mety. Senstant,
silpnéja imunitetas, didéja ikinavikiniy ligy grésmé, kuriy negydant, gali iSsivystyti vézys);

o Uzdegiminés zarnyno ligos (pav. opinis kolitas);

o Mitybos ypatumai (daug raudonos mésos, kito sunkiai virSkinamo, ilgai zarnyne
uzsistovin¢io maisto, kuris mazina zarny peristaltika, slopina reguliary tustinimasi. Taip pat
mazai augalinés kilmeés maisto produkty);

o Fizinio aktyvumo stoka (13 - 22 proc. storosios Zarnos vézio atveju gali biiti
susij¢ su fizinio aktyvumo stoka);

o Antsvoris;

o Rikymas;

o Piknaudziavimas alkoholiu. [1, 2, 9, 24, 33, 36, 37]

Apie 10 proc. pacienty turi paveldimaja storosios Zarnos vézio rizika. Paveldimieji
sindromai yra susij¢ su jvairiy geny mutacijomis, perduotomis i§ tévy. Fenotipinis ligos
pasireiSkimas priklauso nuo to, kokio konkre€iai geno mutacija paveldéta. Daugelio geny
mutacijos yra Zinomos. Jos sukelia jvairius sindromus:

o Paveldimas nepolipinis storosios zarnos veézys, arba Lynch sindromas - HNPCC

(Paveldéta reparacijos/stabilumo geno mutacija. FenotipiSkai reiSkiasi nedideliu kiekiu polipy
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storojoje Zarnoje, tatiau jie linke greitai supiktybeéti, kadangi igyja 4PC geno mutacijas. Sis
fenomenas zinomas kaip paspartinta karcinogeneze. Vézio rizika yra apie 85 proc.. VEzys
i8sivysto apie 45-uosius metus. Sudaro 3 - 5 proc. visy storosios zarnos vézio atveju.);

o Seiminé adeonominé polipozé - FAP (Paveldéta APC geno mutacija.
Fenotipiskai reiskiasi daugybiniais polipais storojoje zarnoje apie 35-uosius gyvenimo metus,
kurie mazdaug 87 proc. gali supiktybéti apie 45-uosius metus. Sudaro apie 1 proc. visy
storosios Zarnos veéZzio atveju.);

o Sekinanti Seiminé¢ adenominé polipoze - aFAP;

o APCI 1307K;

o Peutz-Jehger sindromas;

o Jaunatviné polipozé;

o Paveldimoji polipozé. [9, 10, 34, 35]

Sie sindromai gali 18sivystyti | {vairiy tipy storosios zarnos vézi. DaZnai storosios
zarnos karcinoma iSsivysto i§ adenomos, kuri vadinama tiesiog polipu. Taciau polipas - néra
korektiSkas terminas. Kadangi yra ivairiy ruSiy polipy. Taciau biitent adenokarcinomos
18sivysto 1§ adenominio polipo. PaSalinant polipus, iSvengiama ju supiktyb¢jimo. [1, 2, 9, 10]

Epidemiologiniy studiju metu nustatyti rizikos veiksniai, susirgti storosios Zarnos
adenokarcinoma:

o Seiminé anamnezé: pirmos eilés giminaitis, jaunesnis kaip 60 mety, turintis
polipus ar sirges adenokarcinoma; du pirmos eilés giminaiciai, bet kokio amziaus, sergantys
storosios Zarnos adenokarcinoma.

o Asmeniné anamnezg;

o Paveldimi storosios zarnos vézio sindromai: paveldimas nepolipinis storosios
zarnos veézys; Seiminé adenominé polipozé.

o Opinis kolitas ir Krono liga. [1]

Apie 30 proc. pacienty, serganciy storosios Zarnos veziu, rizikos veiksniai buvo
nustatyti. Apie 70 proc. naujai diagnuozuoty susirgimy atvejais, nebuvo identifikuota Siy
rizikos faktoriy. [1]

TreCias, maziausiai suvoktas, vézio iSsivystymo mechanizmas yra Seiminis
storosios zarnos vézys. Seimose, kuriose $is sindromas pasitaiko labai daznai, negalima to
pavadinti sporadiniais atvejais, taciau ir neatitinka kriterijy, kad btity vadinamas paveldimuoju
sindromu. Manoma, kad i $ia kategorija patenka apie 25 - 40 proc. susirgimy. Seiminis
storosios zarnos vézys turéty biti nustatomas, kai Seimoje yra daugiau nei vienas narys,
sergantis storosios Zarnos véziu, ypac jei liga prasidé¢jo anksc¢iau kaip 50 mety amziaus. Jei

pirmos eilés giminai¢iams i$sivysté storosios zarnos veézys, rizika susirgti padidéja dvigubai.
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Pastaruoju metu nustatytas DNR varijavimas, kuris nesukelia baltymo struktiiros pokyciy,
taCiau, manoma, turi lemiama reikSme¢ Seiminio vézio iSsivystymo mechanizme. Tai yra
vadinamieji DNR polimorfizmai. Jie lemia genetini individualuma rasies viduje ir yra
daznesni tarp serganciyjy, taciau ne visuomet salygoja ligos klinikinj pasireiSkima. [1, 2, 9,
10]

Rizika susirgti storosios zarnos véziu, taip pat apibiidina Bethesda storosios
zarnos vézio i$sivystymo rizikos kriterijai. Jais remiantis nustatoma individuali vézio rizika

pacientui. [1, 9]

1.2. Storosios Zarnos véZzio epidemiologija

Storosios zarnos veézys - glaudziai su socialiniais-ekonominiais veiksniais
susijusi liga. Ja sergama iSsivysCiusiose Vakary valstybése, taip pat liga daznesn¢ ir toje pat
populiacijoje tarp aukstesnio socialinio sluoksnio Zzmoniy. Gyvenimo biido veiksniai, susij¢ su
mazu fiziniu aktyvumu, riebaus ir kaloringo maisto vartojimu, salygoja sergamumo storosios
7arnos véziu didéjima. Siuo metu didZiausias sergamumas yra Siaurés ir Vakary Europoje,
Siaurés Amerikos $alyse, Australijoje, Naujojoje Zelandijoje. [2, 24]

Jungtinése Amerikos Valstijose susirgimai storosios zarnos véziu didéjo po 1,5
proc. kasmet iki 1980 mety vidurio. Nuo 1998 mety, pradéjus visuotinio tikrinimo programa,
polipy Salinima, nauju atveju skaicius kasmet mazéjo po 2,6 proc. vyry ir 2,2 proc. motery
tarpe. Taciau vis dar uzima 2 - 3 vieta tarp visu piktybiniy naviky. Nepaisant visuotinio
tikrinimo programos, pirmos stadijos vézys diagnozuojamas tik apie 39 proc. pacienty.
Beveik 40 proc. amerikiec¢iy, 50 mety ir vyresni, turi polipus, taciau tik apie 2 proc. i§ ju
supktybéja. [1, 2, 25, 26, 27, 38]

Europos Salyse storosios Zarnos vézys yra antras pagal susirgimus piktybiniais
navikais. Tai yra didZiausi rodikliai (sergamumo ir mirtingumo) visame pasaulyje. Sie
rodikliai skirtingai pasiskirsto tarp valstybiy. Matoma koreliacija tarp naujy atvejy skaiciaus ir
Salies socialinio-ekonominio i8sivystymo lygio: kuo Salis labiau i$sivysc€iusi, tuo naujy ligos
atveju skaiius didesnis. Kasmet naujy atvejuy skaiCius iSauga vidutiniSkai po 0,5 proc.
Didesné¢je rizikos grupéje atsiduria vyrai ir visi pacientai vir§ penkiasdeSimties mety. [24, 28,
29, 30, 31]

Lietuvoje sergamumo rodikliai taip pat dideli, o pacienty, susirgusiy storosios
zarnos veéZiu, penkiy mety iSgyvenamumo rodikliai yra vieni maZziausiy Europoje. Lietuvoje
kasmet diagnozuojama apie 1500 naujy ligos atveju ir beveik 1000 mir¢iy nuo Sios ligos.
Sergamumo duomenys 1992 - 2009 metais pateikti 1 paveiksle. Lietuvos véZio registro

duomenimis, naujuy atvejy skaiius per metus mazdaug iki 2005 mety did¢jo. Rodiklio
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maz¢jimas pastebimas nuo 2005 mety. Vélesnis staigus kilimas galimas dél keleto priezasCiy:
dél to, kad storosios zarnos vézys yra glaudziai susijgs su didéjanciu rizikos veiksniy

paplitimu, taip pat galimai dél geréjanciy diagnostikos metody ar kity priezasciy. [1, 2, 23]
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Pav. 1 Sergamumas storosios Zarnos piktybiniais navikais Lietuvoje 1992-2009 m.

Lietuvoje sergamumas storosios Zarnos véziu motery ir vyry tarpe uzima 3 - 4
vietas tarp visy piktybiniy susirgimy. Palyginti su ekonomiskai iSsivys¢iusiomis Salimis,
sergamumo storosios zarnos véziu rodikliai yra mazesni nei Vakaru Europoje. Pazymétina,
kad mirtingumo rodiklis tuo paciu laikotarpiu taip pat didéjo, taciau jo didéjimo tempai buvo
daug mazesni ir per ta patj laikotarpj mirtingumas nekito taip sparciai kaip sergamumas. Tai

gali rodyti veiksmingy gydymo metody taikyma Vakary Europoje. [1, 2, 23]

1.3. Storosios Zarnos vézio diagnostika ir prevencija

Storosios Zzarnos polipozé ir ankstyvas vézys ilgai iSlieka besimptomiai.
Pasireiskus klinikai, daZniausiai liga jau yra vélesniy stadijy. Pirmieji simptomai: kraujavimas
i§ virSkinamojo trakto, anemija. Véliau, kuomet piktybinis procesas toli paZzenggs, gali
pasireikSti nepaaiSkinama anoreksija, svorio netekimas, obstrukcijos (vietinés invazijos)
poZymiai: pasikeitg tustinimosi iprociai, pilvo skausmas. [1, 24]

Siekiant kuo anksciau diagnozuoti §i susirgima, vykdomos visuotinio tikrinimo
programos. Tarptautinés organizacijos, tokios kaip Amerikos vézio draugija ir kitos, yra

parengusios gaires, kuriomis remiantis pacientai priskiriami rizikos grupéms, jiems

15



parenkamos individualizuotos tikrinimo programos. Pirmas visuotinio tikrinimo programos
etapas yra kraujo iSmatose nustatymo tyrimas. Radus kraujo iSmatose, toliau taikomi
iSsamesni tyrimai. Kolonoskopija i Sia programa itraukta 1997 metais (JAV) ir greitai
pripazinta kaip pirmo pasirinkimo tyrimas. Visuotinio tikrinimo programos pradzia yra apie
50-ti gyvenimo metai. Kraujo nustatymas iSmatose rekomenduojamas kas 5 metus,
kolonoskopija - kas 10 mety, kontrastinis tyrimas su bariu - kas 5 metus. Pacientai,
patenkantys { padidéjusios rizikos grupes, bei pajut¢ su storosios zarnos ve€ziu susijusius
simptomus, turi buti tikrinami nedelsiant. Visuotinio tikrinimo programos vykdymas, bei
profilaktinis polipy paSalinimas léme, kad piktybiniy storosios Zarnos susirgimy sumazéjo
(Salyse, kur programos pradétos taikyti anks¢iau). [1, 24, 70, 71, 72]

Storosios zarnos veézys - vienas geriausiai i§gydomy piktybiniy susirgimy, ypac
kai diagnozuojamas ankstyvose stadijose. Penkeriy mety iSgyvenamumas, diagnozavus
storosios zarnos véz] pirmoje stadijoje, siekia 100 proc., esant vietiniam iSplitimui - 68 proc.,
esant tolimosioms metastazéms - apie 10 proc. [38]

Lietuvoje vienas pagrindiniy veiksniy, lemian¢iy mazus gydyty pacientu
iSgyvenamumo rodiklius, gali biiti vélyva diagnozuoty ligu stadija. 2005 metais I ir II stadijos
storosios zarnos veézys diagnozuotas tik 36 proc. pacienty. D¢l Sios priezasties Lietuvoje nuo
2009 mety liepos 20 d. Sveikatos ministro jsakymu pradéta storosios zarnos vézio
ankstyvosios diagnostikos finansavimo programa. Programos tikslas - pagerinti ankstyvuju
storosios zarnos vézio stadijy iSaiSkinamuma ir sumazinti mirtinguma nuo $ios ligos. Kovas -
paskelbtas kovos su storosios zarnos véziu ménesiu. O Pasauliné kovos su véziu organizacija

(UICC) 2010 metus paskelbé ,,Vézio prevencijos metais®. [1, 2, 3, 4, 5, 26]

1.4. Storosios Zarnos vézio karcinogenezé

Storosios Zarnos vézys iSsivysto veikiant neigiamiems aplinkos veiksniams ir
kaupiantis vis naujoms genetinéms pazaidoms. Storosios Zarnos veézi skatinan¢ios mutacijos
vyksta tik tam tikruose - vézio genuose: onkogenuose, navika slopinanciuose genuose,
reparacijos/stabilumo genuose. Onkogenai yra normaliis lastelés genai, atsakingi uz
kontroliuojama lastelés dauginimasi. Kuomet jvyksta mutacija Siuose genuose, lastelés
praranda kontrolés mechanizmus ir dalinasi nevaldomai. Navika slopinantys genai - tai
normalis lastelés genai, veikiantys kaip negatyvis lastelés proliferacijos reguliatoriai. [vairios
mutacijos gali juos inaktyvinti. Sie genai netenka savo funkcijos kai abu aleliai yra paveikti
mutacijos. Lasteliy proliferacija netenka slopinimo ir lastelés gali nevaldomai dalytis.
Reparacijos arba stabilumo genai - uztikrina DNR klaidy taisyma ir genetinj stabiluma.

Mutacijos Siuose genuose paaiSkina fakta, kad naviko genomas yra nestabilus ir linkes
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mutuoti. [vykus mutacijai, chromosoma praranda stabiluma ir tolesniy mutacijy eiga yra

greitesné. Apie 20 proc. sporadiniy storosios Zzarnos adenokarcinomos (ir dauguma

paveldimyju nepolipiniy adenokarcinomos) atveju salygoja pokyciai DNR reparacijos
genuose. [7, 8,9, 10, 11, 12]

Konkre€iy geny, susijusiy su storosios zarnos vézio iSsivystymu, zinoma labai

daug. Kai kurie i$ ju pateikti 1 lenteléje.

Lentelé 1 Kai kurie genai, susije su storosios Zarnos véZio rizika [10]

Genai (OMIM) Sindromas (OMIM) Autosomlm_s paveldéjimo Predlspuonu012}mas piktybinis
bidas navikas
| Navika slopinantys genai
APC Seiminé adgnorpatozme Dominantinis Storoj 0 Zarnyno, plonojo
polipozé zarnyno ir kt.
AXIN2 Sekmant} seimine Dominantinis Storojo zarnyno
adenomatoziné polipozé

TP53 (p53) Li-Fraumeni sindromas Dominantinis Ivairus (vtarp Juirstorojo

Zarnyno)

| BMPRI4 Jaunatviné polipoze | Dominantinis GI trakto

| SMAD4 (DPC4) Jaunatviné polipoze | Dominantinis GI trakto

Reparacijos/stabilumo genai

Hmlhl, Hmsh2, Hmsh6, pms2 Lynch sindromas Dominantinis Ivairus (vtarp]q It storojo
Zarnyno)
MYH Sekmanq setmne Recesyvinis
adenomatoziné polipozé
Onkogenai
KIT Seiminis GI.tVrakto stromos GI trakto
VezZys
PDGFRA Seiminis GI.tVrakto stromos GI trakto
VezZys

Taciau vien Siy mutacijy dazniausiai nepakanka piktybinio naviko i§sivystymui.

Storosios Zarnos vézio atsiradima ir vélesng jo raida lydi genetiniy mutacijy kaupimosi

procesas, kurj skatina mutagenezés eigoje atsirades genetinis nestabilumas. Apie 85 proc.

storosios Zarnos vézio genetinio nestabilumo sudaro chromosominis nestabilumas (CIN), 15

proc. - mikropalydovinis nestabilumas (MIN). Manoma, kad storosios zarnos vézio

i8sivystymui reikia mazdaug 5 - 7 skirtingy mutacijy. Genus paZeidZia {vairios mutacijos:

didziosios chromosomy mutacijos (iSkritos, intarpai, apgrazos), taskinés mutacijos (vieno

nukleotido polimorfizmai, rémelio poslinkio mutacijos ir kt.). Taip pat ne maziau reikSmingos

ir epigenetinés pazaidos: DNR metilinimo ir chromatino remodeliacijos mutacijos,

keiCiancios geny raiska. Pav., vézi slopinan¢iy geny promotoriy sekose CpG salelése gali

padidéti citozino metilinimas. Tai sukelia geno raiSkos slopinima ir jo koduojamo baltymo

kiekio sumazéjima lastelé¢je. Manoma, kad toks mechanizmas salygoja daugiau kaip 30 proc.

storosios Zarnos veézio iSsivystymo atvejy. Nustatomos ir kitos, maZiau tyrinétos paZzaidos,

tokios kaip: geny ispaudo praradimas, nekoduojanciy RNR sintezes, sukirpimo mutacijos ir

kt. [1, 6, 12, 13]
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Manoma, kad naviko raidoje lastelés genetiniai pokyciai yra pagrindiné
karcinogenezés varomoji jéga. Susidaro auglys, kurio tolesné raida priklauso nuo naujy geny
pazaidu. [7, 8, 12]

Daugiau kaip 95 proc. storosios zarnos vézio sudaro karcinomos ir apie 95 proc.
i§ juy yra adenokarcinomos. Beveik visais atvejais adenokarcinoma i$sivysto i§ adenominio
polipo. Manoma, kad navikas nuo adenomos iki adenokarcinomos iSsivysto per 10 - 15 mety.
Auglio supiktybéjima salygoja daugelis genetiniy pasikeitimy, kuriuos apibiudina naviko
karcinogenezés mechanizmai. [8]

Supaprastinai storosios Zarnos adenokarcinomos i§sivystymo mechanizmo

algoritmas pateiktas 2 paveiksle.

Normalus Epitelio Adanoma Karcinoma
epitelis prollferaclla l

([

i

APC K-Ras DCccC p53
mutacijos mutacija ————— mutacija

Pav. 2 Genetiniai pokyciai Zarnyno karcinogenezés metu (adaptuota pagal S. Uleckieng
ir bendraautorius, 2008) [2]

Kritinis taskas storosios Zarnos véziui issivystyti yra geno APC pazaida. Sis
genas apibiidinamas kaip ,,genas sargas®. 4PC genas priklauso naviko supresijos genams. Jis
inhibuoja B-katenino baltyma, reguliuojanti lastelés proliferacija. Mutacijos Siame gene yra
vienos pirmyju karcinogenezés kelyje. Mutacija suzadina pirminés lastelés piktybé¢jima.
Suzadinta lastelé pradeda greiCiau dalytis, susidaro pakitusiy lasteliy populiacija. Sporadinio
vezio atveju, APC geno mutacija turi {vykti abejuose aleliuose. Paveldimojo vézZio atvejais,
vieno APC geno alelio mutacija jau yra paveldéta. Belieka jvykti mutacijai antrame alelyje ir
prasideda piktybéjimo procesas. [8, 9, 11, 22]

Taigi storosios Zarnos vézio raida yra nuolatinis genetiniy ir epigenetiniy
pazaidy kaupimosi procesas, lemiantis nevaldoma véziniy lasteliy dauginimasi ir skvarba. [7,

8, 12]
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1.5. Intralastelinio signalo perdavimo kaskados mechanizmas

EGFR yra 170 kDa transmembraninis baltymas, priklausantis tirozinkinazés
augimo veiksniy receptoriy Seimai. Ji sudaro du domenai: ekstralastelinis lipofilinis domenas
ir intralastelinis, tirozinkinaziniu aktyvumu pasizymintis domenas. EGFR aktyvuojamas
ekstralasteliniy ligandy: epidermio augimo veiksnio (EGF), transformuojancio augimo
veiksnio alfa (TGF-a) ir kity. Sukeliama receptoriaus homodimerizacija ir autofosforilinimas.
EGFR tirozinkinazinio domeno aktyvacija sukelia K-ras baltymo fosforilinima ir aktyvacija.
[7, 14]

KRAS onkogenas koduoja K-ras baltyma, dalyvaujanti transmembraningje
signalo perdavimo kaskadoje. Baltymas iSsidéstgs vidin¢je lastelés membranos pus€je ir
pasizymi GTPaziniu aktyvumu. Kuomet K-ras prisijunggs GDP, jis yra neaktyvus, prisijunggs
GTP - aktyvus. Fosforilinimas priklauso nuo EGFR aktyvavimo. Prie receptoriaus prisijungus
ligandui, EGFR dimerizuojasi ir perduoda konformacinius poky¢ius K-ras baltymui. Sis
baltymas veikia kaip savaime iSsiaktyvinantis intralastelinis signalo perdavéjas. Prisijungus
GTP prie tirozinkinazinio domeno, baltymas aktyvuojasi ir signala perduoda tolimesniems
tarpininkams: onkogeno koduojamam baltymui RAF (angl. root abundant factor), kuris
fosforilina MEK (angl. MAP kinase/ERK kinase). Toliau pokyciai perduodami ERK (angl.
extracellular regulated MAP-kinase). Tai sukelia geny raiSkos aktyvacija. Sintetinami
baltymai, svarbis lastelés augimui, diferenciacijai ir kitiems lastelés metabolizmo bei i§likimo
procesams. [16, 17, 18, 41, 55]

EGFR signalo perdavimo kaskada pavaizduota 3 paveiksle.

Ligandas (EGF, TGFo)

Liganda sujungiantis e ELER homodimeras

domenas

\/' lana | — [(mas |

*
l
[evenT] — Caa)
1 .
[mTOR | [sTATas |
, N +
Ifgyvenimas Proliferacija

Pav. 3 Intralgstelinio signalo perdavimo kaskada

Supratus EGFR transmembraninio signalo perdavimo kaskada, pastebéta, kad

sergant storosios zarnos véziu, Sis kelias daznai biina labiau aktyvuotas, lyginant su normalaus
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epitelio lastelémis. Taip atsitinka todél, kad, sergant storosios zarnos véziu, apie 82 proc. yra
padidéjusi EGFR ekspresija naviko lasteliy pavirSiuje. Didesné EGFR ekspresija taip pat
stebima labiau progresavusiose, blogesnio histologinio laipsnio ir turinCiose limfovaskuling
invazija adenokarcinomose. Tokiu budu navikas prisitaiko iSlikimui: jo lastelés greiCiau
dauginasi, diferencijuojasi ir metastazuoja. EGFR signalinis kelias yra partauklus taikinys
naujy prieSnavikiniy vaisty kiirimui. [21, 38, 51, 55, 56, 79]

Tyrimai in virto ir in vivo atskleidé, kad EGFR ir tolimesnés signalinés kaskados
kelio uzblokavimas inhibuoja karcinomos lasteliy augima. Todél sukurti vaistai, blokuojantys

EGFR, kurie varzosi su nattraliais ligandais dél prisijungimo prie EGFR vietos. [77]

1.6. Storosios Zarnos vézio gydymas monokloniniais antikiinais

Storosios zarnos veézio gydymas yra sudétingas. Supratus, kad kiekvienas
navikas yra skirtingas ir, kad negalima visy ligoniy i8gydyti vienais vaistais, isivyravo
individualizuoto vézio gydymo koncepcija. Ji teigia, kad efektyviausiai kovoti su véziu
galima tik jvertinus ligonio bendrus genetinius ypatumus, pazaidy profili. Be chemoterapinio
gydymo metoduy, atsirado nauji vaistai, kurie yra nukreipti 1 molekulinius pokyc¢ius navike.
Toks gydymas dar vadinamas taikiniy gydymu ir yra labai specifiSkas. Individualaus paciento
atsakas { Siuos vaistus taip pat specifinis. Todél pries skiriant individualizuota gydyma, turi
biiti nustatyta, ar bus pasiektas terapinis efektas. Tai ypatingai aktualu, kai vaistas yra
agresyvus, skirtas piktybiniy naviky gydymui, bei brangus. [8, 40, 53, 60]

Pirmieji anti-EGFR vaistai buvo sukurti Vokietijoje. Tai monokloniniai
antikiinai, kurie jungiasi prie EGFR ir blokuoja tolesn¢ kaskados eiga. Cetuximab -
monokloninis chimerinis Zmogaus/pelés antikiinas, nukreiptas prieS EGFR ekstralastelini
domena ir inhibuojantis ligando prisijungima. Tai IgG1 klasés antikiinai, galintys sukelti nuo
antikiiny priklausoma lastelés citotoksiSkumo reakcija. Svarbiausias cetuximab pasalinis
poveikis - acne pavidalo bérimas. PasireiSkia apie 70 proc. pacienty ir tiesiogiai koreliuoja su
anti-EGFR veikimo efektyvumu (PaZymima, kad odos reakcija neatspindi vaisto efektyvumo
esant mutavusiam KRAS genui, o nesant mutacijos, imus odos bérimas gali buti kaip
indikatorius, parodantis vaisto terapini efektyvuma - kuo rySkesné¢ odos reakcija, tuo
efektyvesnis vaisto poveikis.). Sis bérimas nesunkiai gydomas konservatyviomis
priemonémis. Kitos paSalinés cetuximab reakcijos, pasireiskiancios 1 - 10 proc. pacienty tai:
alerginés reakcijos, nuovargis, pykinimas, kar§¢iavimas, viduriavimas. Panitumumab - kitas
anti-EGFR vaistas, sukurtas Vokietijoje. Tai Zmogaus IgG2 klasés antikiinai. Kaip pasaliné
reakcija apie 1 proc. pacienty gali pasireiksti imi alerginé reakcija po pirmos injekcijos. Siuos

preparatus derinant su chemoterapiniais vaistais, pailgéja iSgyvenamumo, remisijos

20



laikotarpis, pageréja gyvenimo kokybé tiems pacientams, kurie turi nemutavusi KRAS gena.
[17, 19, 21, 41, 42, 77]

Monokloniniy antikiiny poveikis sveikoms lasteléms nedidelis. Tuo galima
paaiskinti, kod¢l gydymas $iais preparatais sukelia maziau Salutiniy reiskiniy, negu kiti
prieSvéziniai vaistai - Sie preparatai nesukelia pykinimo, nuplikimo, vémimo bei
neutropenijos. Kiti galimi gydymo monokloniniais antikiinais S$alutiniai reiSkiniai -
kar§¢iavimas, Saltkrétis, galvos skausmas, silpnumas - yra susij¢ su laikinu kraujosptidzio
sumazejimu. [24, 51]

Anti-EGFR vaisty efektyvumas neabejotinas. Jis tiesiogiai priklauso nuo EGFR
kiekio navikinés lastelés membranoje. Todél padidéjes EGFR geno kopiju skaiciaus
nustatymas imunohistocheminiais metodais buvo patrauklus biidas iSaiSkinant atsaka 1 anti-
EGEFR terapija. Taciau pastebéta, kad apie 40 proc. pacienty Sie vaistai neveiksmingi. 2006
metais Lievre su bendradarbiais pirma karta iSkelé hipotezg, kad signalinéje kaskadoje
dalyvaujan¢iy baltymu geny mutacijos, tokios kaip KRAS, galéty paaiskinti rezistentiSkuma
anti-EGFR vaistams. [vairiy moksliniy tyrimy metu §i hipotezé buvo patvirtinta. Mutaves
KRAS geno produktas - baltymas - yra nuolatos aktyvus (tai yra praradgs savybg iSsiaktyvinti,
neigyja GDPazinés konformacijos). EGFR blokada nesustabdo signalinés kaskados kelio ir
neslopina naviko vystymosi. [38, 40, 42, 43, 52]

Kol kas pacientai, kuriy KRAS genas yra mutaves, alternatyvy gydymui neturi:
jiems skiriamas jprastas chemoterapijos algoritmas. Vyksta moksliniai tyrin€jimai, kuriy metu
ieSkoma kity biologiniy taikiniy storosios Zarnos vézio terapijai. Taip pat bandoma sudélioti
genetinj profilj, kurj standartizuotai nustaCius sergantiesiems storosios zarnos véziu, iSkarto
bty skiriamas individualizuotas gydymas, kaip tai padaryta kriities vézio atveju. Tam turi
biiti surastas ir patvirtintas ne vienas genetinis Zymuo. [60]

Anti-EGFR vaisty déka, galima drasiai teigti, kad pacientams, kurie turi
nemutavusi KRAS gena, pavyko metastazing liga paversti tiesiog létine liga. Tyrimy metu
nustatytas rezistentiSkumas monokloniniams antikinams nesant KRAS geno mutacijy, galimas
del to, kad: KRAS geno mutacija yra kituose kodonuose, nei tirtuose dazniausiuose, EGFR
signalinis kelias néra dominuojantis naviko progresijos mechanizme, arba yra EGFR geno

mutacija, kuri pasitaiko maziau kaip 1 proc. atveju. [42, 44, 54, 57, 58, 60, 77]

1.7. Onkogeno KRAS mutacijos ir naviko progresijos prognozé
Apie onkogena RAS suzinota pakankamai seniai. Taciau jo vaidmuo storosios
zarnos vezio i§sivystyme paaiskéjo tik prie§ keleta mety. 1983 metais R. Veinbergo grupée i8

$lapimo piislés veziniy lasteliy linijos T24 i§skyré pirmaji zmogaus onkogena - RAS. Siuo etu
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zinoma, kad mutacijos taip pakeicia svarbaus reguliacinio geno RAS aktyvuma, kad §is tampa
vézi skatinanciu genu. [6]

Kiti svarbiausi KRAS geno istorijos aspektai pavaizduoti 4 paveiksle.

1975 m. identifikuotas onkogeny

1916 m. atrandamas pirmas —> 1964 m.J. Harvey atranda ——  vaidmuo naviky i8sivystymo
onkogeninis virusas [62] RAS sarkomos virusa [63] mechanizme [64]

}

1987 m. mutavegs KRAS genas

identifikuojamas storosios 1984 m. atrastas EGFR 1982 m. Nustatomas KRAS genas
zarnos vézio biopsijose, «4—— signalinis kelias, kuriame <«4—— Zmogaus vézio lastelése, nustatoma, kad
iSsiaiskinama, kad mutacijos pasireiskia KRAS geno $io geno produktas — pastoviai

ivyksta trecdalio pacienty aktyvacija [66] aktyvuotas K-ras baltymas [65]

genomuose [67]

l 2008 m. jvairiy tyrimy metu
patvirtinama, kad sergant storosios
Zarnos véziu nustacius nemutavussi
1997 m. identifikuotas esminis 2006 m. gauti pirmieji KRAS gena, taikoma efektyvi anti-
KRAS geno vaidmuo naviko ——  duomenys, kad nuo KR4S geno ——— EGFR terapija. Tesiami tyrinéjimai,
i§sivystymui ir progresijai [68] mutacinio statuso priklauso ieskoma naujy Zymeny, kurie padéty
anti-EGFR terapinis dar geriau suprasti véZio biologijos
veiksmingumas [69] mechnizma ir labiau individualizuoti
gydyma

Pav. 4 Keletas KRAS geno istorijos aspekty

Onkogeny gebé¢jimas dalyvauti navikinés transformacijos procesuose priklauso
nuo to pagrindinio vaidmens, kurj vaidina ju protoonkogeniniai analogai, dalyvaudami ir
valdydami lastelés proliferacijos, diferenciacijos, signalo perdavimo, lastelés judrumo, mirties
procesus. Protoonkogenu koduojamus baltymus, bei juos atitinkanc¢ius onkobaltymus, galima
suskirstyti i kelias pagrindines grupes:

o Ekstralasteliniai augimo ir sekretuojami veiksniai;
o Vidulasteliniai signalo perdavéjai;

o Pavir$iaus receptoriai;

o Branduolio DNR nurasymo veiksniai. [7]

Protoonkogenas RAS priskiriamas vidulasteliniams signalo perdavéjams,
sudarantiems didZiausiaja onkobaltymy grupg. Tarp ju yra G baltymai, galintys prisijungti
guanozintrifosfata (GTP) ir ji hirdrolizuoti. G baltymus koduojantys genai sudaro didelg geny
superseima. Siai $eimai priklauso ir R4S geny koduojami baltymai. Ras baltymai yra 21 kDa
molekulinés masés ir susideda i§ 188 ar 189 amino rigi¢iy liekany. Zinduoliy lastelése yra 3
panaSis RAS genai - HRAS, NRAS, KRAS. Ju ekspresija yra specifiné audiniui. K-ras baltymas
yra svarbus signalo perdavimo veiksnys transmembraninio perdavimo kaskadoje, veikiantis,

kuomet aktyvuojami EGFR. [7, 14]
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KRAS geno mutacijos atsiranda anksti naviko karcinogenezés eigoje. Nustatyta,
kad Sio geno mutacija ivyksta vélyvojo adenominio polipo lastelése. Dazniausiai kaip taskinés
mutacijos pasekmé, dél mikrosatelitinio nestabilumo naviko lasteliu chromosomose. KRAS
geno mutacijos aptinkamos apie 32 - 45 proc. visy storosios zarnos vézio atvejy. [12, 14, 19,
38, 50, 60, 89]

Normos atveju K-ras baltymas nuolat gaminamas ir degraduojamas. [vykus
mutacijai KRAS gene, baltymas nedegraduojamas, o ima kauptis jau pakitgs, arba jgauna
pastovia GTP-azing konformacija, tai yra nesugeba iSsiaktyvinti. Tokiu bidu tampa nuolatos
aktyvuotas ir taip pat pastoviai aktyvuota tampa transmembraniné signalo perdavimo kaskada.
KRAS geno mutacija, sukelianti baltymo degradavimo slopinima, yra kritinis taskas véZio
i§sivystymo ir progresijos procese. Sis metabolizmo sutrikdymas, lemiantis autonoming K-ras
baltymo aktyvacija, sukelia rezistentiSkuma anti-EGFR terapijai. EGFR blokavimas
antikiinais nenutraukia transmembraninés kaskados. [17, 38, 39, 42, 51, 53]

Siuo metu yra zinoma apie 3000 skirtingy KRAS geno taskiniy mutacijy. Taciau
dazniausios yra 7 somatinés KRAS geno mutacijos 2 egzone, 12 (82 proc.) ir 13 (17 proc.)
kodonuose: GGT>GCT (p.Glyl2Ala), GGT>GAT (p.Gly12Asp), GGT>CGT (p.Glyl12Arg),
GGT>TGT (p.Gly12Cys), GTT>AGT (p.Gly12Ser), GGT>GTT (p.Glyl2Val), GGC>GAC
(p.Gly13Asp). Sios mutacijos nustatomos apie 95 - 98,4 proc. atvejy ir yra aktyvuojanéio
pobiidzio. Mutacijos 61, 63 kodonuose (3 egzone), 146 kodone (4 egzone) yra labai retos (iki
5 proc.). [20, 42, 43, 46, 89, 91]

Mutacijos buvimas susijes su blogesne iSgyvenamumo prognoze: adenomos,
turin¢ios KRAS geno mutacija, yra agresyvesnés, grei¢iau auga, pasizymi didesniu displazijos
laipsniu, bei turi didesni piktybisSkumo potenciala, nei neturincios Sio geno mutacijy. Nors
karcinogenezés metu aptinkama daug jvairiy geny mutacijy, tac¢iau pazymima, kad tik KRAS
geno mutacijos yra susijusios su prastesne prognoze (p=0,002). Ligos eigos prognozé dar
blogéja, jei nustatoma p.Gly12Val KRAS geno mutacija. [11, 15, 16, 41, 47, 50, 51]

Kadangi pastovi transmembraninio kelio aktyvacija ivyksta dél mutantinio geno
produkto, Sio kelio negali sustabdyti monokloniniai antikiinai prie§ EGFR. Dél S$ios
priezasties, KRAS genas tapo taikiniu molekuliniams genetiniams tyrimams prie$ skiriant anti-
EGFR gydyma. Anti-EGFR gydymas skiriamas tik tuomet, kai molekuliniais genetiniais
metodais patvirtinama, kad KRAS genas néra mutaves. Siuo metu tai yra standartiné jvairiy
medicinos organizacijy rekomendacija. [19, 41, 59, 60, 77]

KRAS geno mutacijy nustatymo privalumai:

o Nustacius KRAS geno biisena, galima parinkti tikslinga ir individualizuota
gydyma;
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o ISvengiama situacijuy, kuomet toksiskas ir brangus vaistas skiriamas pacientams,
kuriems terapinis poveikis nepasireiks;

o Sumazinama gydymo kaina: nustacius mutacija, anti-EGFR terapija neskiriama;

o Kartais pacientai, turintys mutavusi KRAS gena, gali buti gydomi, nes IgG1 anti-
EGFR monokloniniai antikiinai stimuliuoja nuo antikiiny priklausoma lastelés citotoksiSkumo

reakcija naviko audinyje. [41, 47, 50, 59, 60]

1.8. KRAS geno mutacijy nustatymo metody palyginimas

KRAS geno mutacijos gali buti aptinkamos jvairiais PGR reakcija paremtais
molekulinés diagnostikos metodais. PGR tapo svarbiausiu jrankiu molekulinéje diagnostikoje.
Idealus metodas turi biti pakankamai jautrus, nesudétingai atliekamas, specifiskas,
nebrangus. PGR metodai yra jautriis, lengvai pritaikomi ir automatizuojami. KRAS geno
mutacijy nustatymui standartiné PGR néra pakankama. Pagrindinis reikalavimas KRAS geno
mutacijy nustatymui PGR metodu - galimybé atskirti mutavusius alelius nuo nemutavusiy.
[84]

Tyrimo metody jautrumas ir specifiSkumas priklauso ir nuo vézZiniy lasteliy
kiekio tiriamojoje medZiagoje, tiriamosios DNR kokybés. Storosios Zarnos véZio lastelés
infiltruoja normaly storosios Zarnos audini. Todél biopsin¢je medZiagoje visuomet bus
kintantis santykis véziniy, epiteliniy lasteliy, fibroblasty, limfocity ir kity audiniy lasteliy.
Todél mutavusios ir nemutavusios DNR santykis varijuos. Norint pasiekti gerus diagnostinius
rezultatus, véziniy lasteliy DNR turi sudaryti kuo didesni kiekj, lyginant su nevéziniu audiniu.
Tam tikslui pasiekti i§ formaline fiksuoto parafine impregnuoto (FFPI) navikinio audinio
paruosta mikropreparata apziiiri histopatologas ir preparate pazymi tikslias vietas, kur véziniy
lasteliy kiekis yra didziausias. Véliau konkre¢ios pazymétos audinio vietos yra gramdomos ir
i§ juy iSskiriama DNR. [84, 85]

Tyrimo rezultaty kokybe itakoja tai, kad i§ FFPI navikinio audinio iSskirta DNR
gali biti fragmentuota. DNR kokyb¢, pakankamas véziniy lasteliy DNR kiekis - labai svarbis
veiksniai rezultatyviai KRAS geno analizei. [85]

Rreikia neuzmirsti ir to, kad vézio lastel¢je gali buiti homozigotine arba
heterozigotine KRAS geno mutacija. Tai dar labiau padidina tiriamo audinio genetini
heterogeniSkuma. Skirtingais PGR metodais paremty mutacijy nustatymo rezultatai gali lemti
paklaidas, kuomet tam tikros mutacijos aptinkamos daZzniau lyginant su kitomis. Tai tik
keletas esminiy problemy, kurios trukdo standartiduoti KRAS geno mutacijy nustatymo

metodika. [77, 84]
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ISskiriami du pagrindiniai sunkumai pritaikant PGR reakcija KRAS geno
mutacijy nustatymui: 1) tiriamosios medziagos heterogeniSkumas, 2) ribotas individualiy
mutacijy nustatymas. Galimos retai pasitaikancios mutacijos ir kituose kodonuose, nei
septyniuose dazniausiuose. Pacientams, kuriems KRAS genas yra nemutavgs, tadiau
pasireiskia rezistentiSkumas anti-EGFR vaistams, galimos mutacijos kituose signalinés
kaskados baltymus koduojan¢iuose genuose. [85]

Metodai, naudojami KRAS geno mutaciju nustatymui, gali baiti jvairsis: Sanger
sekvenavimas, pyrosekvenavimas, alelui specifiné TL-PGR, lydymosi kreivés analizé ir
daugybé kity. Kuri i§ metodu pasirinkti, kol kas paliekama nuspresti paciai laboratorijai,
vertinus metody privalumus ir trukumus: technologijos sudétinguma, jautruma, specifiSkuma,
patikimuma, atlieckamy tyrimy skai¢iy, prieinamuma, kaing ir kitas savybes. Zemiau tekste
trumpai paminéti placiausiai naudojamy diagnostiniy metody principai, pagrindiniai

privalumai ir trikumai. [19]

1.8.1. Sanger sekvenavimas

Sanger sekvenavima priimta laikyti ,,auksiniu standartu ieSkant mutacijy DNR
sekoje. Siuo metodu nustatomos visos galimos mutacijos bei jvardijamas konkretus
nukleotido/y pokytis DNR sekoje. Sis metodas daZniausiai naudojamas jvairiy Saliy
laboratorijose. | amplifikuojama DNR seka ijterpiami chemiSkai modifikuoti nukleotidai
(dideoksinukleotidai), kurie isiterpdami nutraukia DNR grandinés sintezg. Tokiu biidu
gaunamas jvairaus ilgio DNR fragmenty miSinys. Kiekvienas dideoksinukleotidas (A, T, C,
G) yra pazymétas skirtingos spalvos fluorescuojanciais dazais, kuriy pagalba jie yra
identifikuojami. Naujai susintetinti ir pazyméti DNR fragmentai atskiriami pagal dydi
kapiliarinés elektroforezés metu. Fluosescencija nustatoma automatiniu analizatoriumi,
rezultatai pateikiami elektroforegramoje. Sis metodas aptinka visas galimas mutacijas, taip pat
heterozigotinius pagal mutacija alelius. Taciau metodas brangus, atlikimas uztrunka palyginti
ilgai. Jautrumas yra nedidelis, lygnant su kitais KRAS geno mutacijy tyrimo metodais - 10 —
30 proc.. Jautruma galima bty padidinti naudojant mikrodisekcija, taCiau taip dar labiau

iSauga sekvenavimo kastai. [38, 73, 83]

1.8.2. Pyrosekvenavimas

Siuo metodu susintetinamos nedidelés DNR atkarpos. I reakcijos miinj
dedamas zyméty nukleotidy miSinys (A, T, C, G). Kai DNR polimerazé i sintetinamag DNR
granding jjungia viena nukleotida, suZzadinama fluosescencija. Tai nutinka tik tuo atveju, jei
zymétasis nukleotidas prijungiamas komplementariai. Nukleotidy seka nustatoma pagal

fluorescenciniy signaly eiliSkuma ir intensyvuma. Pyrosekvenavimo metu gaunami nedidelio
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ilgio DNR fragmentai - tai yra Sio metodo privalumas, nes i§ FFPE i§skirta DNR daznai buna
fragmentuota. Be to, KRAS geno mutacijos yra sukoncentruotos 12 ir 13 kodony ,kar§tuose
taskuose®. Metodas taip pat naudingas tuo atveju, kai taikinio DNR yra nedidelis kiekis
(pavyzdziui i§ adatos biopsijos medziagos). Pyrosekvenavimas pasizymi didesniu jautrumu

nei Sanger sekvenavimas, metodo jautrumas 5 -10 proc.. Brangi $io metodo iranga. [38, 73]

1.8.3. Tikro laiko PGR grjsti metodai

TL-PGR metodo pagrindas - fluorescencijos signaly intensyvumo fiksavimas,
vykstant PGR. KRAS geno mutaciju nustatymui yra taikomi du tyrimo biidai: naudojama
aleliui specifiné TL-PGR arba tatkoma DNR lydymosi kreivés analizeé.

1.8.3.1. Aleliui specifiné TL-PGR

Naudojami pradmenys, kurie yra specifiSki dazniausioms KRAS geno
mutacijoms. Esant mutacijai, specifiSkas pradmuo jungsis prie DNR grandinés ir suzadins
fluorescencija. Metodas yra greitas, palyginti nesunkiai atlickamas uzdaroje sistemoje, todél
minimalizuojama méginio uzterSimo tikimybé. Metodo jautrumas 1 proc.. Trikumas yra tai,
kad Siuo metodu aptinkamos tik tos konkreCios mutacijos, kurioms specifiSkai sukurti
pradmenys. Tai reiSkia, kad esant kitai mutacijai, metodas jos neaptiks. Sukurti pradmenis
visoms jmanomoms mutacijoms, aptikti ir vykdyti reakcijas su visais i§ karto, blity per
sudétinga ir per brangu. Praktikoje aleliui specifiné TL-PGR vykdoma su komerciskai
prieinamais standartiniais rinkiniais, tokiais kaip DxS TheraScreen® KRAS, ViennalLab KRAS
StripAssay ir pan.. [38]

1.8.3.2. DNR lydymosi kreivés analizé po TL-PGR

Gali buti atliekama naudojant fluorescenciniais dazais Zymétus zondus arba
DNR dazus. Pirmuoju atveju naudojami du laukinio tipo sekoms komplementariis zondai,
sukurti taip, kad apimty galima KRAS geno mutacijos vieta (pvz. 12 ir 13 kodonus). Po PGR
nustatoma amplikono lydymosi temperatiira (T,). Nesant mutacijy, pradmuo su taikinio DNR
jungsis komplementariai ir lydysis aukStesn¢je temperatiiroje. Bus matoma viena lydymosi
kreivés smailé. Esant heterozigotinei mutacijai, pradmuo jungsis nevisiSkai komplementariai
su mutantiniu aleliu (net esant vieno nukleotido mutacijai). Amplikonas lydysis Zemesnéje
temperatiiroje, matysime dvi smailes (Zemesnés tepmeratiiros lydymosi kreivés smailé

mutantiniam aleliui ir aukStesnés temperatiiros lydymosi kreivé normaliam aleliui). Esant
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homozigotai pagal mutacija, bus matoma viena smailé¢ Zemesnés lydymosi temperatiiros.
Kiekvieno nukleotido pakeitimo atveju Ty, yra apecifinis. [38, 74]

Lydymosi kreivés analizé taip pat gali buti atlickama su DNR dazais,
pavyzdziui, SYBR Greenl, SYTO 9, EvaGreen ir kt.. Si metodo variacija gali biiti naudojama
tik esant jrangai su aukstos skiriamosios gebos temperatiiros nustatymu. Reikia daug patirties,
norint imokti analizuoti gaunamus duomenis. Metodika naudingiausia vieno nukleotido
polimorfizmy, taSkiniy mutacijy nustatymui, kuomet mutacijos ,karsti taskai“ néra zinomi.
[75, 76]

DNR lydymosi kreivés analizé pastaruoju metu siiilomas kaip labai jautrus
metodas, kuris leidzia greitai aptikti DNR seky variacija. Mutacijy nustaymas pagristas DNR
lydymosi pobtidziu kylant temperatiirai: didéjant temperatiirai, atsiskiria dazais Zymétos DNR
grandinés dupleksas, tuomet iSlaisvinti daZai generuoja signalo pokyti. DNR lydymosi profilis
leidZia identifikuoti nemutavusias sekas nuo homozigotiniy ar heterozigotiniy pagal mutacijas
seku. DNR lydymosi kreivés analizés metu galima aptikti maziau kaip 5 proc. mutavusiy
aleliy, tuo tarpu tai ne visada jmanoma taikant sekvenavima. Galimybé aptikti kuo jmanoma
mazesn] mutavusios DNR kieki navikiniame audinyje yra svarbus parametras, kadangi
vezinio audinio kiekis méginyje varijuoja ir gali biiti labai maZas. Tyrimas yra greitas (1 - 5
min.), atlickamas uzdaroje sistemoje (analiz¢ atlickama iSkarto po PGR, sumazinama méginio
uzterSimo rizika), nereikalingi fluoroforais zymeéti zondai, techniskai nesudétingas,
nereikalaujantis imantriy ir sudétingy preanalizés metody atlikimo, palyginti nebrangus. [81,
82, 83, 84]

Visi tyrimo metodai gali biiti skirstomi i sukurtus atskirose laboratorijose ir
pricinamus komerciSkai, kaip mutacijy nustatymo rinkiniai. Komerciskai prieinami
diagnostiniai rinkiniai yra standartizuoti, tac¢iau kaina yra ko gero didesné¢, nei laboratorijos
viduje sukurty metodu. [vairiose Salyse daugiausiai patirties yra taikant Sanger sekvenavimo
metoda. Taciau norint gauti patikimus rezultatus, reikia turéti pakankamai dideli kieki
klinikiniy atvejuy. [77, 80]

Atlikta daug tyrimy, kuriy metu buvo nustatomos KRAS geno mutacijos
skirtingais metodais. [vairios draugijos, tarp ju ir American Society of Clinical Oncology, yra
paskelbusios rekomendacijas, kad kol néra studijy, kurios iSanalizuoty visus esamus tyrimo
metodus, tol sprendima, kuri metoda pasirinkti, priima pati laboratorija. O §i remiasi
duomenimis apie tyrimo jaurtuma, specifiSkuma, kaina, aparatiira, esamy specialisty

kompetencija ir kitus vidinius prioritetus. [85]
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2. TYRIMO METODIKA
Tyrimai atlikti Valstybiniame patologijos centre (VPC), 2010 - 2011 metais.

Buvo nustatomos dazniausios KRAS geno mutacijos pacientams, sergantiems isplitusiu
storosios zarnos véziu visoje Lietuvoje.

KRAS geno mutacijy nustatymas atlickamas gydytojo patologo, koordinuojanc¢io
molekuliniy tyrimy atlikima VPC uzsakymu, gavus rastiSka ar elektronini praSyma minétaji
tyrima atlikti i§ pacienta gydanc¢io gydytojo.

Tiriamoji medziaga - zmogaus genominé¢ DNR, isskirta i§ formaline fiksuoto
parafine impregnuoto (FFPI) pirminio navikinio audinio (galima mutacijy nustatyma atlikti 1§
naviko metastaziy arba 1§ vietinés naviko regresijos audinio). IS viso iStirti 24 pacientai,
sergantys iSplitusiu gaubtinés ir tiesiosios Zarnos véziu i§ visos Lietuvos.

ISorinés kokybés kontrolés tiriamoji medziaga - Zmogaus genominé DNR,
i8skirta 1§ FFPI pirminio navikinio audinio pagaminto mikropreparato. Ant mikropreparato
buvo pazymétos didziausios koncentracijos navikinio audinio vietos (pazymi histopatologas,
analizuodamas mikropreparata). IS viso iStirta 10 mikropreparaty.

Darbo planas:

2.1. Genominés DNR iSskyrimas i$ audiniy kolonéliy metodu

Naudotas Qiamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Hilsten, Germany) DNR
18skyrimo rinkinys pagal gamintojo rekomendacijas.

Tikslas - 1§ audiniy iSskirti genoming DNR kolonéliy metodu, nustatyti jos

koncentracija ir Svaruma.
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Principas.

MMeéginvs

Lizavimas

Eaitnimas

DINE surisinas

Plovimas

Fhucya

genomine DINE

Pav. 5 DNR isskyrimo Qiamp DNA FFPE Tissue Kit rinkiniu principas

2.1.1. Pries pradedant darba, ikaitinti termobloka iki 56 °C temperatiiros;

2.1.2. Su skalpeliu nuvalyti parafininio bloko virSutini sluoksni;

2.1.3. Su skalpeliu pagramdyti naviking audinio vieta parafininiame bloke
nuogramdas idéti i 1,5 ml mégintuvelj;

Lizavimas

2.1.4. Ipilti 180 pl lizeés buferio ir 20 pl proteazés K ir supurtyti;

2.1.5. Inkubuoti 48 val. 56 °C temperatiiroje;

2.1.6. Inkubuoti 1 val. 90 °C temperatiiroje;

2.1.7. Trumpai nucentrifuguoti (30 s.);

2.1.8. Palaukti, kol méginys atvés ir jpilti 20 pl RNazés A (10 mg/ml);

2.1.9. Inkubuoti 2 min. kambario temperatiiroje;

ir
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2.1.10. Ipilti 200 pl i§sodinimo buferio ir supurtyti. Nedelsiant ipilti 200 pl 96%
etanolio ir vel supurtyti;
2.1.11. Trumpai nucentrifuguoti (30 s.);

Lizato filtravimas per kolonéle

2.1.12. Visa lizata perpilti tiesiai ant kolon¢lés, uzdaryti ir centrifuguoti 8000
aps/min. 1 min. Filtrata iSmesti, kolonélg patalpinti { nauja 2 ml surinkimo mégintuvélj;

DNR iSgryninimas

2.1.13. Ipilti 500 pl plovimo buferio - 1. Mégintuveli uzdaryti ir centrifuguoti
8000 aps/min. 1 min. Filtrata iSmesti, kolonélg patalpinti { nauja 2 ml surinkimo mégintuveélj;

2.1.14. Ipilti 500 pl plovimo buferio - 2. Mégintuvel] uzdaryti ir centrifuguoti
8000 aps/min. 1 min. Filtrata iSmesti, kolonélg patalpinti { nauja 2 ml surinkimo mégintuvelj;

2.1.15. Centrifuguoti 14000 aps/min. 3 min. tam, kad nusauséty membrana;

DNR i$plovimas

2.1.16. Patalpinti kolon¢le i nauja 1,5 ml mégintuvél;, tiesiai ant membranos
ipilti 200 pl iSplovimo buferio;
2.1.17. Meégintuvel; uzdaryti ir inkubuoti 5 min. kambario temperatiiroje.

Centrifuguoti 14000 aps/min. 1 min..

2.2. DNR koncentracijos ir Svarumo matavimas
Matavimai atlikti Lambda 25 UV/VIS spektrofotometru. DNR koncentracija ir
Svarumas jvertinamas matuojant DNR tirpaly sugertis 260 nm ir 280 nm spektrometro bangu

ilgiais.

2.3. KRAS geno mutacijy nustatymas TL-PGR metodu

IS viso buvo naudoti trys skirtingi diagnostiniai rinkiniai.

DxS TheraScreen® KRAS mutacijy rinkinys. (Roche Diagnostics, Basel,
Switzerland). Siuo diagnostiniu rinkiniu nustatomos septynios dazniausios KRAS geno
mutacijos: GGT>GCT (p.Glyl2Ala), GGT>GAT (p.Glyl2Asp), GGT>CGT (p.Glyl12Arg),
GGT>TGT (p.Glyl2Cys), GTT>AGT (p.Gly12Ser), GGT>GTT (p.Glyl2Val), GGC>GAC
(p.Gly13Asp) 12 ir 13 kodonuose. Sis diagnostinis rinkinys buvo naudotas kaip pagrindinis,
todél jo apraSyma pateiksime iSsamiausiai.

Principas. Naudojamos dvi suderintos technologijos: “ARMS” (angl.
Amplification refractory mutation system), salygojanti mutacijos specifing amplifikacija, ir

“Scorpions”, kurios pagalba vykdomas amplifikacijos aptikimas.
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Darbo eiga. Prie§ pradedant darba, KRAS rinkinys turi bati atSildytas kambario
temperatiiroje. Kontrolini bei mutacijy miSinius sumaiSyti vartant mégintuvélius 10 karty,
siekiant i§vengti drusky sankaupuy.

1. Amplifikacijos reakcijy ruoSimas

1.1. PGR miSinio supilstymo vieta - boksas:
1.1.1. 1,5 ml eppendorf tipo mégintuvéliuose paruosti reikiamus misiniy kiekius
tiriamiesiems DNR méginiams, sumaiSytiems standartams, neigiamai kontrolei (NK) ir 1

papildomai reakcijai, kaip parodyta 2 lenteléje.

Lentel¢ 2 Misiniy kiekiai tiriamiesiems DNR méginiams

Reakcijos Taq (ul)
Reakcijos miSinys (ul) .q ”
. o Taq L vienoje
Tyrimas misinys (uxl vienoje lokteléie
(nbx1 M ploksteléje P (x1 4)J
(x14)
Kontrolinis 19.8 0.2 2772 2.8
tyrimas
Mutacijos 19,8 0.2 277.2 2.8
tyrimas

1.1.2. Prie§ naudojima Taq polimeraze¢ lengvai nucentrifuguoti. Fermento ir
reakcijos miSiniy su fermentu vartyti ar purtyti negalima, nes tai gali inaktyvuoti polimeraze.
Taq polimeraze paimti vos panardinant pipetés galiuka, siekiant iSvengti per didelio fermento
kiekio paémimo;

1.1.3. MiSinius sumaisyti lengvai lasSinant pipete { virSy ir { apacia;

1.1.4. 1 plokstelés-sulinélius (arba 1 meégintuvéliy juosteles) ipilti po 20 ul
paruosty misiniy;

1.1.5. 1 Sulin¢lius, kuriuose bus neigiama kontroleé, ipilti po 5 ul vandens.
Galutinis reakcijos turis turi buti 25 pl. Jei reakcijos ruoSiamos mégintuveliy juostelése,
meégintuveliy juostele su NK uzdaryti mégintuveliy juosteliy dangteliais ir palikti bokse.

Pastaba: nei sumaiSyty standarty, nei tiriamyjy meéginiy laikyti PGR miSinio
supilstymo vietoje negalima.

1.2. DNR iSskyrimo vieta:

1.2.1 [ atitinkamus Sulinélius ipilti po 5 pl tiriamojo méginio bei sumaiSyto
standarto. Galutinis reakcijos turis turi btti 25 pl;

1.2.2 Plokstelg uzklijuoti plévele (arba megintuvéliy juosteles uzdaryti
megintuveliy juosteliy dangteliais) ir lengvai centrifuguoti.

Paruosta plokstele nedelsiant idéti i prietaisa “ABI 7500 FAST™.
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6 paveiksle pavaizduota, kokia tvarka turi buti iSdéstyti tiriamieji méginiai, NK,

sumaisyti standartai, kontrolinis bei mutacijy tyrimai.

96 Sulineliy isdéstymas
Tyrimas | 1 2 [ 3] 456|789 [10]11]12
A Sumaidytas NTC 1 2 3 4 5 G T g 9 10
Kont ro | é standartas méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys
B Sumaidytas NTC 1 2 3 4 5 i} T g 9 10
1 2A|_A standartas méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | meginys
C Sumaisytas NTC 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10
12ASP standartas meginys | méginys | méginys | meginys | méginys | maginys | méginys | méginys | méginys | meéginys
D Sumaidytas NTC 1 2 3 4 5 G 7 8 9 10
12ARG standartas meginys | meginys | meginys | méginys | méginys | méginys | meginys | meéginys | meginys | meginys
E Sumaidytas NTC 1 2 3 4 5 G 7 g 9 10
1 2CYS standartas méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys
F Sumaidytas NTC 1 2 3 4 5 G T g 9 10
1 28 E R standartas méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys
G Sumaisytas NTC 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10
1 2VAL standartas meginys | meginys | méginys | meginys | meéginys | méginys | méginys | méginys | meginys | meginys
H Sumaisytas NTC 1 2 3 4 ] G T 3 2] 10
13ASP standartas méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys | méginys

Pav. 6 Méginiy iSdéstymo tvarka Sulnéliuose

2. TL-PGR programa

2.1 Méginiai amplifikuojami naudojant 3 lenteléje pateikta programos schema.

Lentel¢é 3 Amplifikacijos programos schema

Duomeny
Temperatiira Laikas Ciklai
rinkimas
1 lygis
95 °C 4 min. 1
2 lygis
95 °C 30s.
60 °C 1 min. 40 FAM, JOE

2.2 Atliekama 40 amplifikacijos cikly;
2.3 Amplifikacija pradedama paspaudus ,,.START* mygtuka;

3. KRAS testo rezultaty interpretavimas

DxS TheraScreen® KRAS rinkiniu galima aptikti 1 i§ 7 KRAS mutacijy, esanciy
12 ir 13 KRAS geno kodonuose.

3.1. Vidinis kontrolinis tyrimas
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Visuose reakcijy miSiniuose yra vidiné kontrolé, atpazistama su JOE
detektoriumi. Si kontrolé skirta galimos TL-PGR reakcijos inhibicijos jvertinimui;

3.1.1. IS kiekvieno méginio (sumaiSyto standarto, NK, tiriamojo meéginio) turi
biiti gaunamas JOE signalas;

3.1.2. Jei kuriame nors méginyje JOE signalo néra, bet stebima ryski FAM
reakcijos amplifikacija, tyrimas turi buti t¢siamas toliau, nes FAM reakcija nukonkuravo
endogening kontroling reakcija;

3.1.3. Jei nepavyko nei FAM, nei endogenin¢ kontroliné reakcijos, tyrimo
rezultaty vertinti negalima, kadangi jie gali biti klaidingai neigiami dél galimos reakcijos
inhibicijos.

3.2. Kontrolinis tyrimas

Sis tyrimas yra pazymétas FAM dazu ir yra skirtas visos DNR jvertinimui
meéginyje. Kontrolinio tyrimo metu amplifikuojama KRAS geno 4 egzono sritis;

3.2.1. Neigiamoje kontrol¢je neturi buti FAM reakcijos amplifikacijos. PrieSingu
atveju tai rodyty uZterSima ir rezultaty vertinti negalima;

3.2.2. Sumaisyto standarto kontrolinio tyrimo Ct turi biti 26 - 29;

3.2.3. Rekomenduojama, kad tiriamojo meéginio kontrolinio tyrimo Ct biity > 24
ir < 29 ribose;

3.2.3.1. Méginiai, kuriy kontrolés Ct < 24, turi biiti praskiesti, nes kitaip bus
perkrautas mutacijos tyrimas. Praskiedus 'z, Ct padidéja 1;

3.2.3.2. Kai meginiy kontrolés Ct < 29, KRAS rinkiniu nustatoma 1% mutacijy
Siuose méginiuose;

3.2.3.3. Méginiuose, kuriy kontrolés Ct > 29, nebus aptikta 1% mutacijy, taciau
jos vis dar bus aptinkamos didesnéje lasteliu dalyje;

3.2.3.4. Méginiy kontrolés Ct > 35 verté rodo, kad tokiuose méginiuose yra tik
kelios amplifikuojamos DNR kopijos ir mutacijos bus aptinkamos tik tuomet, kai dauguma
lasteliy turés mutuota KRAS gena;

3.2.3.5. Méginiy kontrolés Ct > 38 verté rodo, kad méginiuose yra mazas DNR
kiekis, todél KRAS rinkiniu mutacijos nebus nustatytos ir tokiy rezultaty vertinti negalima.

3.3 SumaiSyto standarto ACt reikSmés
Slenkstinis ciklas Ct (angl. cycle threshold) yra taSkas, kuriame signalas
aptinkamas vir§ foninés fluorescencijos.

SumaiSyto standarto ACt reikSmés turi buti tokios, kokios pateiktos 4 lenteléje

(ziureti 34 psl.), taciau galima + 2 variacija.
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Lentel¢e 4 Standarto ACt reikSmés

SumaiSyto
Sumaisyto standarto
Tyrimai Méginio 1% ACt
standarto ACt priimtinas
intervalas
12ALA -0,70 Nuo -2,70 iki 1,30 6,5
12ASP -1,04 Nuo -3,04 iki 0,96 8
12ARG -0,02 Nuo -2,02 iki 1,98 8
12CYS -0,98 Nuo -2,98 iki 1,02 7
12SER 0,02 Nuo -1,98 iki 2,02 9
12VAL -0,19 Nuo -2,19 iki 1,81 6,5
13ASP -1,12 Nuo -3,12 iki 0,88 9

3.4 Tiriamojo méginio ACt reikSmes
Méginio ACt reikSmés nustatomos apskaiCiuojant skirtuma tarp to paties

meéginio mutacijos tyrimo Ct ir kontrolinio tyrimo Ct;

[méginio mutacijos tyrimo Ct] - [méginio kontrolinio tyrimo Ct] = A Ct

3.4.1 Jei méginio ACt reikSme yra didesné negu 1% reikSme, tai DNR méginys
vertinamas kaip mutacijos neturintis, arba esantis zemiau KRAS rinkinio aptikimo ribos;

3.4.2 Jei méginio ACt reikSm¢ yra maZzesné negu 1% reikSme, tai DNR méginys
vertinamas kaip mutacija turintis;

3.4.3 Mutacijos Ct reikSmés, didesnés uz 38 arba joms lygios, turi biti
vertinamos kaip neigiamos arba esancios zemiau rinkinio aptikimo riby.

4. I8vados formulavimas

Tiriamasis atvejis vertinamas kaip mutacija turintis, jei jo ACt verté yra maZzesne

negu 1% to tyrimo ACt verteés.

2.4. KRAS geno mutacijy nustatymas PGR ir atvirksStinés hibridizacijos
metodais
Naudotas ViennaLab KRAS StripAssay (ViennaLab Diagnostics GmbH,

Austria) diagnostinis rinkinys.
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Tikslas. Nustatyti 10 KRAS geno mutacijy 12 ir 13 kodonuose (p.Glyl2Ala,
p.Glyl2Arg, p.Glyl2Asp, p.Glyl2Cys, p.Glyl2lle, p.Glyl2Leu, p.Glyl2Ser, p.Glyl2Val,
p.Glyl13Asp, p.Gly13Cys) PGR ir atvirkstinés hibridizacijos metodais.

Principas. KRAS geno amplifikacija, naudojant biotilintus pradmenis. Biotilintos
sekos nustatomos naudojant streptavidino Sarming fosfatazg ir spalvos substratus.

Naudojami tirpalai:

1. 1XTBE buferis (Tris-Borate-EDTA buferis: 10xTBE buferis (100 ml),
distilivotas vanduo (900 ml). Gerai sumaiSyti. Paruostas tirpalas laikomas 2 - 8 °C
temperatiiroje.

2. 0,5 pg/ml etidzio bromido tirpalas: 10 pg/ml edidzio bromidas (5 pl),
distiliuotas vanduo (100 ml). Gerai sumaSyti. ParuoStas tirpalas laikomas 2 - 8 °C
temperatiiroje.

3. 3% agarozés tirpalas: agarozés milteliai (3 g.), 1xXTBE buferis (100 ml).
Agarozes miltelius uzpilti 1XTBE buferiu. Juos iStirpinti, 2 - 3 min. kaitinant mikrobangy
krosneléje (600 W) kol tirpalas taps skaidrus ir vientisos konsistencijos.

Darbo eiga.

1. PGR reakcijos mi§inio paruosimas.

Darbinis Tag DNR polimerazés tirpalas 0,2 U/ul: 1 dalis Taq DNR polimerazés
ir 25 dalys Taq skiedimo buferio (1 méginiui reikia 0,2 pul Taqg DNR polimerazés ir 4,8 ul Taq
skiedimo buferio).

1.2. PGR komponenty misinys 1 méginiui: 15 ul amplifikacijos miSinio, 5 pl
atskiestos Taq DNR polimerazés, 5 ul méginio DNR.

Pastaba: priklausomai nuo tiriamy méginiy skaiciaus, komponenty misinio
sudedamosios dalys dauginamos i$ to skai¢iaus, pavyzdziui, jeigu tiriame 10 méginiy, 1 1,5 ml
eppendorf mégintuvelj supilsime 150 pl amplifikacijos misinio ir 50 pl atskiestos Taq DNR
polimerazés.

Meégintuvelis supurtomas ir centrifuguojamas 30 s. 8000 aps/min.

1.3. 1 0,2 ml talpos mégintuvélius supilama po 20 pl PGR miSinio. Po to 1
kiekvieng 0,2 ml mégintuveli, su 20 pl ipiltu PGR komponenty miSiniu, jpilama po 5 pl
tiriamojo méginio DNR. Galutinis reakcijos tiris - 25 pl. Meégintuvéliai supurtomi ir
centrifuguojami 30 s. 8000 aps/min..

2. PGR programa.

Amplifkacijos programos schema pateikta 5 lentléje (zitiréti 36 psl.).

35



Lentelé 5 Amplifikacijos programos schema

Temperatiira ‘ Laikas ‘ Ciklai

1 lygis

94 °C ‘ 2 min. ‘ 1
2 lygis

94 °C 1 min.

70 °C 50s.

56 °C 50s. »

60 °C 1 min.
3 lygis

60 °C 3 min. 1

3. Elektroforezé agarozés gelyje.

3.1. 1ki 65 °C temperatiiros atvésinta 3% agarozés tirpala tolygiai supilti {
paruosta forma. Gelis palieckamas ~40 min. kambario temperatiiroje kol sustings. Sustingus,
atsargiai iStraukti ,,Sukutes®, gelis istatomas | elektroforezés vonelg, kuri uzpildyta 1xTBE
buferiu tiek, kad apsemty gelj;

3.2. Amplifikacijai pasibaigus, 5 ul PGR produkto sumaiSyti su 2 pl ineSamo {
geli dazo ir sumaiSyta miSinj ineSti | agarozés gelio Sulinéli. [ pirmaji Sulinéli inesti 5 pl
standarto;

3.3. Elektroforez¢ vykdoma nuo 40 min. iki 1 val, esant 110 V jtampai.
Meélynas dazas turi ,,nueiti du tre¢dalius gelio ilgio;

3.4. [ vonelg ipilti 100 ml distiliuoto vandens ir 15 pl etidzio bromido tirpalo.
Pasibaigus elektroforezei, geli iSimti ir patalpinti | vonelg. Laikyti 10 - 15 min., po to
praplauti 3 kartus distiliuotu vandeniu.

4. Amplifikacijos produkty jvertinimas agarozés gelyje

4.1. Gelis nufotografuojamas UV S§viesoje (Sviesos bangos ilgis 312 nm),
panaudojant geliy dokumentavimo sistema UVITEC;

4.2. Esant mutacijai gelio nuotraukoje turi matytis du fragmenty dydziai: 151 bp
ir 204 bp (7 pav., zidréti 37 psl.):
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E - ras - = | | 204bp

Kontrole - - | | 151bp
Méra K-ras %iena ar daugiau
mutacijos E-ras mutacijy

Pav. 7 Agarozés gelio nuotrauka

Pastaba: jeigu gelio nuotraukoje néra juostos ties 151 bp (konrolin¢ linija),
reakcija reikia kartoti. Jeigu néra juostos ties 204 bp, bet yra ties 151 bp, mutacijos néra,
toliau atlikti hibridizacijos nereikia. Jeigu gelyje matyti abi juostos - mutacija(-os) yra. Reikia
atlikti hibridizacija.

5. Hibridizacija.

5.1. Pries atliekant hibridizacija, ikaitinti vandens vonia iki 45 °C temperatiros,
idéti hibridizacijos buferi ir plovimo tirpala A. Laikyti, kol visiskai iStirps nuosédos. Ikaitinti
mikroploksteliy kratytuva iki 45 °C temperatiiros;

5.2. I mikroplokstelés takelio kampa ipilti 10 ul DNAT;

5.3. 1 ta pati kampa ipilti 10ul amplifikacijos produkto. Pipetuojant iSmaiSyti
(tirpalas turi tapti mélynas);

5.4. Inkubuoti 5 min. kambario temperatiiroje;

5.5. Ipilti 1 ml hibridizacijos buferio, atsargiai sumaisyti;
juostele;

5.7. Inkubuoti 30 min. 45 °C temperatiiroje 250 aps/min. mikroploksteliy
kratytuve;

5.8. Pipetuojant pasalinti hibridizacijos tirpala.

6. Plovimas.

6.1. Ipilti 1 ml plovimo tirpalo A. Praskalauti 10 s. Pipetuojant pasalinti tirpala;

6.2. Ipilti 1 ml plovimo tirpalo A;

6.3. Inkubuoti 15 min. 45 °C temperatiiroje mikroploksteliy kratytuve.
Pipetuojant paSalinti tirpala;

6.4. Ipilti 1 ml plovimo tirpalo A;
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6.5. Inkubuoti 15 min. 45 °C temperatiiroje mikroploksteliy kratytuve.
Pipetuojant pasalinti tirpala.

7. Dazymas

7.1. Ipilti 1 ml konjuguojancio tirpalo;

7.2. Inkubuoti 15 min. kambario temperatiiroje. Pipetuojant pasalinti tirpala;

7.3. Ipilti 1 ml plovimo tirpalo B. Praskalauti 10 s. Pipetuojant paSalinti tirpala;

7.4. Ipilti 1ml plovimo tirpalo B;

7.5. Inkubuoti 5 min. kambario temperatiiroje. Pipetuojant pasalinti tirpala;

7.6. Ipilti 1ml plovimo tirpalo B;

7.7. Inkubuoti 5 min. kambario temperattiroje. Pipetuojant pasalinti tirpala;

7.8. Ipilti 1ml spalvos ryskalo;

7.9. Inkubuoti 5 min. kambario temperatiiroje tamsoje. Teigiamos reakcijos turi
nusidazyti violetine spalva;

7.10. Juosteles praskalauti distiliuotu vandeniu. Juosteles laikyti tamsoje.

8. Rezultaty jvertinimas

KRAS StripAssay testu galima nustatyti 10 KRAS geno mutacijy 12 ir 13

kodonuose.
Virsus | 1. E-ra=z 12 Ala
2. K-ras 12 Arg
EKonirolé | 3.E-ras 12 Asp
1 — 4. K-ras 12 Cys
5 4 = S5. E-ras 12 1le
st = 6.K-ras 12 Leu
7e= 7.K-ras 12 Ser
gm__ B.E-ras 12 Val
9. K-ras 13 Asp
11 — :
12 _= 10.K-ras 13 Cys
. 11. PGR neigiama konirolé
Apatia  feml 12. PGR teigiama konirolé

Pav. 8 KRAS StripAssay testu nustatomos KRAS geno mutacijos

Teste naudojama endogeniné teigiama kontrol¢ (matysis tamsiai violetinés
spalvos linija). Ji skirta konjuguojancio tirpalo ir spalvos rySkalo kokybés jvertinimui.
PGR neigiama kontrolé (neturi matytis linijos). Ji parodo galima amplifikacijos

produkto uzterSima. Jeigu matosi linija, tieck PGR, tiek hibridizacija turi biiti kartojama.
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PGR teigiama kontrol¢ (matysis tamsiai violetinés spalvos linija). Ji skirta
amplifikuoto produkto kokybés jvertinimui. Jeigu nesimato violetinés linijos, visa procedura
turi biiti kartojama.

9. I§vados formulavimas

Jeigu juosteléje 1 - 10 pozicijose bent vienoje vietoje po reversinés

hibridizacijos iSrySkéja Sviesiai violetiné linija - yra KRAS geno mutacija.

EntroGen KRAS Mutation Analysis kit (USA) diagnostiniu rinkiniu buvo

atlieckamas iSorinés kokybés kontrolés tyrimas.

2.5. Statistiné analizé
Statistiné duomeny analize atlikta taikant kompiuterinés statistikos SPSS for Windows
13.0 v. programa. Skirtumui tarp diskre¢iy rodikliy nustatyti, naudojome Pirsono y* kvadrata.
Skirtumai buvo laikomi statistiSkai reikSmingais, patikimais, kai paketo apskaiCiuotoji p
reikSmé nevir$ijo 0,05. Rodikliy skirtumai laikyti statistiSkai reikSmingais, kai p<0,05.
Tyrimo rezultatai pateikti lentelése ir diagramose. Pastarosios braizytos panaudojant

,wMicrosoft Office Excel 2003 ir ,,Microsoft Office Word 2003 programas.
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3. TYRIMU REZULTATAI

3.1. Bendri tiriamyjy duomenys

Siekiant nustatyti KRAS geno blsena pacientams, sergantiems iSplitusiu
storosios zarnos véziu, buvo istirti 24 pacientai i§ visos Lietuvos. Tiriamaja grupe sudaré 15
(62,5 proc.) vyry ir 9 (37,5 proc.) moterys. Tiriamyju amzius buvo nuo 33 iki 78 mety, ju
amziaus vidurkis 59,7 metai. Atlikus variacinés eilutés analizg, tiriamyjy amzius buvo
suskirstytas 1 2 grupes: jaunesniojo amziaus (<60 mety) pacienty buvo 10 (41,7 proc.),
vyresniojo amziaus (>60 mety) buvo 14 (58,3 proc.). Toks tiriamyju skirstymas buvo
pasirinktas atsizvelgiant | tai, kad apskaiCiavus tiriamosios populiacijos amziaus vidurki,
tiriamieji pasiskirsté { 2 beveik lygias dalis.

Analizuojant duomenis, nustatyta, kad pacientai pagal lyti ir amZiaus grupes
pasiskirsté nevienodai. Sergan¢iyjuy vyresniojo amziaus vyry buvo daugiau (12), nei motery
(2). O serganciyjy jaunesniojo amziaus motery buvo daugiau (7), nei vyru (3) (p<0,05). Tai
rodo, kad moterims storosios Zarnos ve€zys buvo diagnozuotas jaunesniame amziuje.

Serganciyju motery amziaus vidurkis buvo 50,2 metai, vyry - 65,4 metai.

12

10

Vyr Mot

0<60 0260

Pav. 9 Tiriamyjy pasiskirstymas pagal Iyt ir amZiaus grupes (p<0,05)

3.2. KRAS geno mutacijy pasiskirstymo analizé

Nustatant KRAS geno biisena molekuliniais metodais, galimos dvi tyrimy
iSvados: mutacija yra, arba jos néra. IStyrus 24 pacientus, paaiskéjo, kad 15 (62,5 proc.) atveju
mutacija nebuvo nustatyta, 9 (37,5 proc.) atvejais KRAS genas buvo mutaves. Tai rodo, kad,
sergant storosios zarnos véziu, dazniau KRAS genas buvo nemutaves nei mutaves (10 pav.,

ziuréti 41 psl.).
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62,5%

OMutacija ONéra mutacijos

Pav. 10 KRAS geno biisena

Pasidoméjome, ar mutacijos paplitima itakojo serganciojo lytis. Nors tiriamyju
motery buvo maziau, tac¢iau santykinai joms mutacija nustatyta daZzniau nei vyrams. Mutacija

nustatyta 5 vyrams ir 4 moterims. Mutacija nenustatyta 10 vyry ir 5 moterims.

Vyr Mot

‘I:IMutacija ONeéra mutacijos ‘

Pav. 11 KRAS geno biisena priklausomai nuo lyties

Noré¢jome iSsiaiSkinti, ar KRAS geno mutacijy atsiradimas buvo susij¢s su
pacienty amziumi. Jaunesniojo amZziaus pacienty grupéje mutaves ir nemutaves KRAS genas

pasitaiké vienodu daZniu - 5 mutavg ir 5 nemutavg atvejai. Vyresniojo amziaus pacienty

41



grupéje nustatytos 4 mutacijos ir 10 atvejuy be mutacijos (p<0,05). IS to matyti, kad mutacijy
daznis abejose amziaus grupése buvo panasus.
Amzaus vidurkis pagal mutacijos biisena: mutacijos néra - 63,4 metai, mutacija

yra - 54,5 metai.

10+
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14
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Mutacija Néra mutacijos

Pav. 12 KRAS geno busena priklausomai nuo amZiaus grupés (p<0,05)

Buvo idomu suzinoti, kokios konkrefiai KRAS geno mutacijos pasitaiko
dazniau, ar jos nustatomos vienodu daznumu. Nustatéme, kad dazniau, tai yra po 3 kartus,
pasitaiké dviejy tipy mutacijos: p.Glyl12Asp ir p.Gly12Cys.

P.Gly12Ala, p.Gly12Ser, p.Glyl13 Asp mutacijos pasitaiké po viena karta. Dvieju
tipy mutacijos - p.Glyl2Arg ir p.Glyl2Val - nebuvo nustatytos. Taigi, p.Glyl2Asp ir
p.Gly12Cys KRAS geno mutacijos buvo nustatytos dazniau uz kitas (13 pav., zitréti 43 psl.).
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Onéra OGly12Ala OGly12Asp OGly12Cys OGly12Ser OGly13Asp

Pav. 13 Skirtingy KRAS geno mutacijy daznis

Pastebéjome, kad moterims p.Gly12Cys mutacija pasitaike 3 kartus i§ 4 i§ viso
nustatyty mutacijy, taip pat viena p.Glyl2Asp mutacija. Vyrams pastaroji mutacija pasitaiké
dazniau, tai yra 2 kartus. Visos kitos mutacijos nustatytos po viena karta. Gauti duomenys

rodo, kad moterims p.Gly12Cys mutacija KRAS gene buvo nustatyta dazniausiai.

Lentel¢ 6 Skirtingy KRAS geno mutacijy pasiskirstymas priklausomai

nuo lyties

Mutacija Vyras Moteris

Neéra 10 5

| Glyl2Al | 1 | 0

Glyl2Asp 2 1

| Glyl2Cys | 0 | 3

Gly12Ser 1 0

Gly13Asp 1 0

Noréjome suzinoti, ar konkre€ios mutacijos buvo susijusios su paciento
amziumi. ISsiaiSkinome, kad p.Glyl12Cys mutacija 3 kartus pasitaiké jaunesniojo amZiaus
pacienty grupé¢je. P.Glyl2Asp mutacija 2 atvejais pasikartojo vyresniojo amziaus pacienty
grupeje.

IS to matyti, kad p.Glyl2Cys mutacija buvo linkusi dazniau pasitaikyti

jaunesniojo amziaus sergantiesiems (7 lent., zitiréti 44 psl.).
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Lentele 7 Skirtingy KRAS geno mutacijy pasiskirstymas amZziaus grupése

| Mutacija | <60 mety | =60 mety
| Neéra | 5 | 10
| Glyl2Ala | 0 | 1
| Glyl2Asp | 1 | 2
| Gly12Cys | 3 | 0
| Gly12Ser | 1 | 0
| Glyl3Asp | 0 | 1

3.3. [vairiy veiksniy sgsajos su klinikine diagnoze analizé

Storoji zarna skirstoma i 3 dalis: aklaja, gaubting ir tiesiaja. Gaubtiné zarna dar
skirstoma 1 keleta daliy, taciau storosios Zarnos vézio klinikiné diagnozé nustatoma pagal tai,
gaubtinéje ar tiesiojoje zarnoje susiformavo pirminis navikas. Pagal diagnoz¢ pacientus taip
pat galima skirstyti { dvi grupes. Misu tiriamaja grupg sudare 11 (46 proc.) pacienty serganciy
gaubtinés ir 13 (54 proc.) - tiesiosios Zarnos véziu. Siek tiek daugiau buvo pacienty, serganéiy

t1es10S10S Zarnos veziu.

46%

54%

O Gaubtiné zarna O Tiesioji Zarna

Pav. 14 Pacienty pasiskirstymas priklausomai nuo klinikinés diagnozés

Pagal lyti ir kliniking diagnozg pacientai pasiskirsté panasiai. Gaubtinés Zarnos
vézys buvo diagnozuotas 7 vyrams ir 4 moterims. Tiesiosios Zarnos vézys - 8 vyrams ir 5

moterims (15 pav., zitiréti 45 psl.).
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Vyr Mot

|0 Gaubtiné zama OTiesioji zama |

Pav. 15 Pacienty pasiskirstymas pagal lytj ir klinikine diagnoze

Buvo idomu suzinoti, ar yra rySys tarp KRAS geno mutacijy atsiradimo daznio ir
klinikinés diagnozés. Nustatéme, kad sergant gaubtinés zarnos véziu, KRAS geno mutacija
pasitaiké 3 (13 proc.), mutacijos nebuvo 8 (33 proc.) atvejais. Tiesiosios zarnos véziu -
mutacija pasitaiké 6 (25 proc.), mutacijos nebuvo 7 (29 proc.) atvejais.

Dazniau mutacija KRAS gene buvo nustatyta pacientams, sergantiems tiesiosios

zarnos veziu.

Gaubtiné Zarna Tiesioji Zarna

‘I:IMutacija ONeéra mutacijos ‘

Pav. 16 KRAS geno busena priklausomai nuo klinikinés diagnozés

Pasidom¢jome, ar yra rySys tarp KRAS geno mutacijy atsiradimo daznio ir

klinikinés diagnozés atskirai vyry ir motery grupése. Tiriamyjy vyry grupéje nustatéme, kad
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sergantiesiems tiesiosios zarnos véziu, KRAS geno mutacija pasitaiké 4, mutacijos nebuvo
taip pat 4 atvejais. Sergantiesiems gaubtinés Zarnos véziu, mutacija pasitaiké 1, mutacijos
nebuvo 6 atvejais.

IS gauty duomeny matyti, kad vyrams, sergantiems tiesiosios zarnos véziu,

mutacija pasitaiké dazniau, nei sergantiems gaubtinés zarnos véziu.

Vyrai

Gaubtiné Zzarna Tiesioji zarna

‘I:IMutacija ONeéra mutacijos ‘

Pav. 17 KRAS geno biisena priklausomai nuo klinikinés diagnozés vyry
grupéje

Tiriamyjy motery grupéje KRAS geno biisena priklausomai nuo klinikinés
diagnozés pasiskirsté panaSiai: moterims, sergancioms gaubtinés Zarnos véziu, KRAS geno
mutacija pasitaiké 2, mutacijos nebuvo 2 atvejais. Sergancioms tiesiosios Zarnos veéZiu

mutacija pasitaike 2, mutacijos nebuvo 3 atvejais (18 pav., zitiréti 47 psl.).
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Moterys

Gaubtiné zarna Tiesioji zarna

‘I:IMutacija ONéra mutacijos ‘

Pav. 18 KRAS geno biisena priklausomai nuo klinikinés diagnozés motery
grupéje

Nor¢jome suzinoti, ar yra rySys tarp klinikinés diagnozés ir paciento amziaus.
Nustatéme, kad gaubtinés zarnos veézio atveju panaSiu dazniu pasitaiké abejose amziaus
grupése: <60 - 6 (25 proc.), >60 - 5 (21 proc.). Tiesiosios zarnos vézio atvejy daugiau
pasitaiké vyresniojo amziaus grupéje >60 - 9 (37 proc.), nei jaunesniojo <60 - 4 (17 proc.).

Gauti duomenys rodo, kad tiesiosios zarnos vézio atvejuy daugiau buvo nustatyta

vysesnio nei 60 mety amziaus pacienty grupéje.

N W A OO N 0 ©

<60 =60

‘ DOGaubtiné zarna DTiesiojiiarna‘

Pav. 19 Klinikiné diagnozé priklausomai nuo amZiaus grupés
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Pasidoméjome, ar yra rySys tarp klinikinés diagnozés ir paciento amziaus
atskirai vyry ir motery grupése. Tiriamyjuy vyry tarpe nustatéme, kad <60 amziaus grupéje
buvo 2 sergantieji gaubtinés ir 1 pacientas sergantis, tiesiosios zarnos véziu. >60 amziaus
grupéje buvo 5 sergantieji gaubtings ir 7 pacientai, sergantys tiesiosios zarnos veéziu.

IS gauty duomeny matyti, kad daugiau serganciyju vyry abieju lokalizacijuy

storosios zarnos véziu buvo vyresniy nei 60 mety grupéje.

Vyrai

<60 260

DOGaubtiné zarna OTiesioji zarna

Pav. 20 Klinikiné diagnozé priklausomai nuo amZiaus grupés vyry tarpe

Tiriamyjy motery tarpe nustatéme, kad <60 amziaus grup€je buvo 4 sergancios
gaubtinés ir 3 pacienés sergancios tiesiosios Zarnos véziu. >60 amziaus grup€je nebuvo nei
vienos, sergancios gaubtinés zarnos véziu ir 2 pacientés, sergan¢ios tiesiosios zarnos veéziu.

Matyti, kad daugiau sergan¢iyju motery abieju lokalizacijy storosios Zarnos
véziu buvo jaunesniy nei 60 mety grupéje (21 pav., zitréti 49 psl.).

Klinikiniy diagnoziy pasiskirstymui pagal amziy itakos gal¢jo turéti tai, kad
apskritai sergantieji vyrai buvo vyresnio amziaus, nei moterys (p<0,05). Sergan¢iyju motery

amziaus vidurkis buvo 50,2 metai, vyry 65,4 metai.
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Moterys

<60 260

‘ OGaubtiné zarna OTiesioji 2arna‘

Pav. 21 Klinikiné diagnozé priklausomai nuo amZiaus grupés motery tarpe

Pasidoméjome, kaip skirtingos KRAS geno mutacijos pasiskirsté¢ priklausomai
nuo storosios zarnos vézio lokalizacijos. Nemutaves KRAS genas abejy lokalizacijy atvejais
pasitaiké panasSiu dazniu. Tiesiosios Zarnos vézio atveju, i§ visy 6 mutacijy, 3 kartus buvo
nustatyta p.Glyl2Asp mutacija (2 kartus 1§ ju vyrams (6 lent., zitréti 43 psl.)). Gaubtinés
zarnos veézio atveju, i$ visy 3 mutacijy, 2 kartus buvo nustatyta p.Gly12Cys mutacija (Visos 3
p.Gly12Cys mutacijos tiek gaubtinés, tiek tiesiosios Zarnos vézio atvejais, buvo nustatytos

i8skirtinai moterims (6 lent., zitiréti 43 psl.)).

Lentel¢ 8 Skirtingy KRAS geno mutacijy pasiskirstymas priklausomai
nuo storosios Zarnos véZio lokalizacijos

Mutacija ‘ Storosios Zarnos vézio lokalizacija
| Gaubtiné Zarna ] Tiesioji Zarna
| Neéra | 8 | 7
| Glyl2Ala ] 0 ] 1
| Gly12Asp ] 0 ] 3
| Gly12Cys ] 2 ] 1
| Gly12Ser ] 0 ] 1
| Gly13Asp ] 1 ] 0

3.4. ISorinés kokybés kontrolés tyrimo rezultatai

2011 m. sausio ménesi Valstybinis patologijos centras dalyvavo tarptautiniame
iSorinés kokybés kontrolés projekte ,,RING South Eastern Europe Validation Project”, kuri
organizavo Vokietijos patology draugija (angl. German Society for Pathology (DGP)) ir
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Vokietijos patologu federacija (angl. the Federation of German Pathologists (BDP)).
Projektas buvo skirtas pietry¢iy Europos Saliy laboratorijy, atliekan¢iy KRAS geno mutacijy
nustatyma, kokybés kontrolés uztikrinimui ir validavimui. 27 laboratorijose i§ 10 pietryciu
Europos saliy buvo tiriama 10 atvejy, kuriy rezultatai tur¢jo buti pateikti per 10 darbo dieny.
Buvo taikomas EntroGen KRAS Mutation Analysis kit diagnostinis rinkinys.

Analizés metu gauti rezultatai pateikti 9 lenteléje. Gavome 5 atvejus turinéius
mutacija ir 5 atvejus mutacijos neturincius (angl. Wild type, wt). Mutacijos nenustatytos

méginiams Nr. 2, 3, 5, 9, 10. Mutacijos nustatytos méginiams Nr. 1, 4, 6, 7, 8.

Lentele 9 ISorinés kokybés kontrolés tyrimy rezultatai

Méginys | Mutacija
1 GGT>TGT (p.Glyl12Cys)

wt

wt
GGT>CGT p.(Glyl2Arg)

|

|

|

|

‘ wt
| GGC>GAC (p.Glyl3Asp)
|

|

|

|

GGT>GTT (p.Glyl2Val)
GGT>GTT (p.Glyl2Val)
wt

O©| 0| N 0| | W DN

—_
o

wt

Po viena karta nustatytos mutacijos: GGT>TGT (p.Glyl2Cys), GGT>CGT
(p.Glyl2Arg), GGC>GAC (p.Glyl3Asp). Du kartus nustatyta ta pati GGT>GTT
(p.Glyl2Val) mutacija.

Valstybiniame patologijos centre KRAS geno mutacijy nustatymo validavimo

testas atliktas s€ékmingai (100 proc.), gautas tai patvirtinantis sertifikatas.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Sio darbo tikslas - jvertinti dazniausias KRAS geno mutacijas tikro laiko polimerazés
grandininés reakcijos metodu pacientams, sergantiems iSplitusiu storosios Zzarnos véZziu.
PanasSaus pobudzio tyrimo Lietuvoje néra atlikta, todél buvo idomu suzinoti, kokiu dazniu
mutaves KRAS genas pasitaiko miisy populiacijoje, kokios konkreciai KRAS geno mutacijos
daznesnés Lietuvoje, ar jos priklauso nuo paciento lyties, amziaus, storosios zarnos ve€zio
lokalizacijos (klinikinés diagnozés). Ar gauti duomenys sutampa su kity Saliy tyrimy
rezultatais. Taip pat labai svarbu buvo dalyvauti iSorinés kokybés kontrolés programoje,
kadangi taip buvo jsitikinta, kad tyrimy kokybé VPC yra priimtina.

Pasaulyje tyrimy, susijusiy su KRAS geno mutaciju nustatymu, atlikta nemazai ir
vairiy, taciau vis dar vyksta diskusijos dél tinkamiausio metodo pasirinkimo ir dél kity su
tyrimu susijusiy niuansy. VisiSkai sutarta tik esminiu klausimu - KRAS geno biisena turi biiti
nustatyta prie§ skiriant gydyma anti-EGFR monokloniniais antikiinais. KRAS geno biisenos
nustatymas TL-PGR metodu Lietuvoje atliktas pirma karta. Tyrimas, jvertinantis dazniausias
KRAS geno mutacijas, taip pat atliktas pirma karta. [19, 41, 59, 60, 77]

Siekiant nustatyti KRAS geno biiseng sergantiesiems iSplitusiu storosios zarnos
véziu, buvo iStirti 24 pacientai i§ visos Lietuvos. Tiriamaja grupe sudaré 15 (62,5 proc.) vyru
ir 9 (37,5 proc.) moterys. Tiriamyjy amzius buvo nuo 33 iki 78 mety, ju amziaus vidurkis 59,7
metai. Atlikus variacinés eilutés analizeg, tiriamyju amzius buvo suskirstytas | 2 grupes:
jaunesniojo amziaus (<60 mety) pacienty buvo 10 (41,7 proc.), vyresniojo amziaus (=60
mety) - 14 (58,3 proc.). Toks tiriamyju skirstymas buvo pasirinktas atsizvelgiant i tai, kad
apskaiCiavus tiriamosios populiacijos amziaus vidurkj, tiriamieji pasiskirsté i 2 beveik lygias
dalis.

Mokslinéje literatiiroje tiriamieji dazniausiai skirstomi | daugiau grupiy, pav. i
tris: <50 m., 51-70 m., >70 m.. Toks skirstymas yra tikslesnis, taiau miisy tiriamoji
populiacija buvo nedidel¢, todél pasirinkome skirstyma { dvi amZiaus grupes. Sergan¢iyju
amziaus vidurkis literatiiroje apraSomuose tyrimuose buvo panasus. [87, 89]

Nustatéme, kad pacientai pagal lyti ir amziaus grupes pasiskirst¢ nevienodai.
SerganCiyjy vyresniojo amZiaus vyry buvo daugiau (12), nei motery (2). O serganciyju
jaunesniojo amziaus motery buvo daugiau (7), nei vyry (3) (p<0,05). Tai rodo, kad moterims
storosios Zarnos véZys buvo diagnozuotas jaunesniame amziuje. Sergan¢iyjy motery amziaus
vidurkis buvo 50,2 metai, vyry - 65,4 metai.

Literatiiroje apraSomuose tyrimuose, pacientai pagal lyti minétose amzZiaus

grupése pasiskirste beveik po lygiai. [87]
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Nustatant KRAS geno busena molekuliniais metodais, galimos dvi tyrimy
iSvados: mutacija yra, arba jos néra. IStyrus 24 pacientus, paaiskéjo, kad 15 (62,5 proc.) atveju
mutacija nebuvo nustatyta, 9 (37,5 proc.) atvejais KRAS genas buvo mutaves. Tai rodo, kad,
sergant storosios zarnos véziu, dazniau KRAS genas buvo nemutaves nei mutaves.

Literaturoje apraSomas KRAS geno mutaciju daznis varijuoja priklausomai nuo
skirtingy tyrimo metodu taikymo bei geografinés zonos. CRYSTAL studijos metu mutacija
nustatyta 35,6 proc., CO.17 studijos - 42,3 proc., JAV - 40 proc., Olandijoje - 34 proc.,
Pranciizijoje - 49 proc., Kinijoje - 26,5 proc.. Kitose Salyse Sis skaicius taip pat varijuoja.
Taigi mutacijos aptinkamos apie 32 - 45 proc. visy storosios zarnos vézio atveju. [12, 14, 19,
38, 50, 60, 88, 91. 92, 93] Galime teigti, kad miisy tirty pacienty KRAS geno mutacijy daznis
atitinka kity Saliy populiacijy KRAS geno mutaciju dazni.

Pasidoméjome, ar mutacijos atsiradima jtakojo serganciojo lytis. Nors tiriamyjuy
motery buvo maziau, ta¢iau joms mutacija nustatyta santykinai dazniau nei vyrams. Mutacija
nustatyta 5 vyrams ir 4 moterims. Mutacija nenustatyta 10 vyry ir 5 moterims.

Mokslingje literatliroje apraSomuose tyrimuose, moterims mutaves KRAS genas
buvo nustatytas dazniau (pav. moterims - 36 proc., vyrams - 23 proc.) arba mutacijy daznis
vyry ir motery tarpe pasiskirsté panasiai. Minima, kad Brazilijos populiacijoje mutaves KRAS
genas dazniau pasitaiké vyry tarpe. [87, 89, 90, 91]

Nor¢jome iSsiaisSkinti, ar KRAS geno mutacijy atsiradima jtakojo pacienty
amzius. Jaunesniojo amziaus pacienty grup¢je mutaves ir nemutaves KRAS genas pasitaike po
lygiai - 5 mutave ir 5 nemutave atvejai. Vyresniojo amziaus pacienty grupéje nustatytos 4
mutacijos ir 10 atveju be mutacijos. Taigi, mutacijy daznis abejose amziaus grupése buvo
panasus (p<0,05).

Amzaus vidurkis pagal mutacijos biisena: mutacijos néra - 63,4 metai, mutacija
yra - 54,5 metai.

Vieni mokslinés literatiiros Saltiniai nurodo, kad somatiniy mutacijy i§sivystymo
rySys su paciento amZiumi dazniausiai néra Zinomas. Nors KRAS geno mutacija yra ankstyvas
ivykis karcinogenezés eigoje, taciau nustatytas bendras mutacijy indeksas buvo didesnis tarp
vyresnio amziaus serganciyju (>70 m.). Kito literatliros Saltinio duomenimis, amziaus
vidurkis nesant mutacijos buvo 57 metai, esant mutacijai - 55 metai. Taigi, mutacijos
nustatytos jaunesniame amziuje. Dar kituose Saltiniuose nustatyta, kad mutacijos pasiskirsté
41 - 60 mety amZiuje, o vyresniems kaip 60 mety mutacijy nebuvo nustatyta. [87, 89, 90]

Misy gauti duomenys sutampa su 89, 90 literatliros Saltiniuose aprasomais
duomenimis, kadangi, nors ir neZymiai, taciau pacienty su KRAS geno mutacija amZiaus

vidurkis buvo maZesnis. Rezultatams galéjo turéti jtakos maza misy tiriamyjy imtis,
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neatsizvelgiant i tai, kad jaunesniojo amziaus (<60 metai) pacienty buvo Siek tieck maziau
(41,7 proc.), nei vyresniojo amziaus (=60 mety) (58,3 proc.).

Buvo idomu suzinoti, koks yra konkreciy KRAS geno mutacijy daznis.
Nustatéme, kad dazniau, tai yra po 3 kartus, pasitaiké dviejuy tipy mutacijos: p.Glyl2Asp ir
p.Glyl12Cys. P.Glyl2Ala, p.Glyl12Ser, p.Glyl3Asp mutacijos pasitaiké po viena karta. Dvi
mutacijos - p.Glyl2Arg ir p.Gly12Val - nebuvo nustatytos.

Mokslinés literatiros duomenimis, dazniausiai pasitaiko trijy tipy mutacijos:
dazniausiai nustatoma p.Glyl2Asp — 36 - 38,5 proc. (91 literatiros Saltinyje $i mutacija
nustatyta net 80 proc. atvejy), p.Glyl2Val - 22 proc., Glyl3Asp - 19 proc. Taigi, bendrai Sios
triju tipy mutacijos KRAS gene sudaro apie 80 proc. Kity tipy mutacijos pasitaiko reciau. [91,
92, 93] Miisy gauti duomenys 18§ dalies sutampa su literatiiroje minimais duomenimis, kadangi
p.Gly12Asp mutacija taip pat pasitaiké dazniau. Kity mutaciju dazniai nesutapo. Tikslesnius
duomenis biity galima gauti iStyrus didesni skai¢iy pacienty.

Pastebéjome, kad moterims p.Glyl2Cys mutacija pasitaiké 3 kartus i§ 4 viso
rasty mutacijy, taip pat viena p.Glyl2Asp mutacija. Vyrams pastaroji mutacija pasitaiké
dazniau, tai yra 2 kartus. Visos kitos mutacijos nustatytos po vieng karta. Gauti duomenys
rodo, kad moterims p.Gly12Cys mutacija KRAS gene buvo nustatyta dazniausiai.

Nor¢jome suzinoti, ar konkreCios mutacijos buvo susijusios su pacienty
amziumi. ISsiaiSkinome, kad p.Glyl2Cys mutacija 3 kartus pasitaiké jaunesniojo amziaus
pacienty grupéje. P.Glyl2Asp mutacija 2 atvejais pasikartojo vyresniojo amziaus pacienty
grupéje. IS to matyti, kad p.Glyl12Cys mutacija buvo linkusi dazniau pasitaikyti jaunesnio
amziaus sergantiesiems.

Pagal kliniking diagnoze pacientus galima skirstyti i dvi grupes: sergantieji
gaubtinés ir tiesiosios Zarnos véziu. Miisy tiriamaja grupe sudaré 11 (46 proc.) pacienty
sergandiy gaubtings ir 13 (54 proc.) tiesiosios Zzarnos véziu. Siek tiek daugiau buvo pacientuy,
serganciy tiesiosios Zarnos veziu.

Moksliniy tyrimy duomenimis, gaubtinés ir tiesiosios Zarnos vézio atveju buvo
panasiai arba gaubtinés Zarnos vézio atvejy buvo daugiau. [91, 94]

Pagal lyti ir kliniking diagnozg pacientai pasiskirsté panaSiai. Gaubtinés Zarnos
veézys buvo diagnozuotas 7 vyrams ir 4 moterims. Tiesiosios Zarnos vézys - 8 vyrams ir 5
moterims.

Buvo {domu suZinoti, ar yra rySys tarp KRAS geno mutacijy atsiradimo dazZnio ir
klinikinés diagnozés. Nustatéme, kad sergant gaubtinés Zarnos véZiu, KRAS geno mutacija

pasitaiké 3 (13 proc.), mutacijos nebuvo 8 (33 proc.) atvejais. Tiesiosios Zarnos véZiu -
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mutacija pasitaiké 6 (25 proc.), mutacijos nebuvo 7 (29 proc.) atvejais. Siek tiek daZniau
mutacija KRAS gene buvo nustatyta pacientams, sergantiems tiesiosios zarnos veziu.

Miusu duomenys sutampa su tais literatliroje aprasomais tyrimy duomenimis,
kuriuose nurodoma, kad KRAS geno mutacija dazniau pasitaiko sergant tiesiosios zarnos
véziu (55 proc.), nei gaubtinés zarnos véziu (33 proc.). Tacdiau kituose tyrimuose mutaciju
daznis sergant abieju lokalizaciju storosios zarnos véziu, pasiskirsté panasiai. [89, 91]

Pasidoméjome, ar yra rySys tarp KRAS geno mutacijy atsiradimo daznio ir
klinikinés diagnozés atskirai vyry ir motery grupése. Tiriamujy vyry grupéje nustatéme, kad
sergantiesiems tiesiosios Zarnos veéziu, KRAS geno mutacija pasitaik¢ 4, mutacijos nebuvo
taip pat 4 atvejais. Sergantiesiems gaubtinés Zarnos veéZziu, mutacija pasitaiké 1, mutacijos
nebuvo 6 atvejais. I$ gauty duomeny matyti, kad tiesiosios zarnos véziu sergantiems vyrams
mutacija pasitaiké daZniau, nei sergantiems gaubtinés zarnos veéziu.

Tiriamyjy motery grupéje KRAS geno biisena priklausomai nuo klinikinés
diagnozés pasiskirsté panaSiai: moterims, sergan¢ioms gaubtinés zarnos véziu, KRAS geno
mutacija pasitaiké 2, mutacijos nebuvo 2 atvejais, tiesiosios zarnos veéZiu - mutacija pasitaike
2, mutacijos nebuvo 3 atvejais.

Nor¢jome suzinoti, ar yra rySys tarp klinikinés diagnozés ir paciento amZiaus.
Nustatéme, kad gaubtinés zarnos vézio atvejuy panaSiu dazniu pasitaiké abejose amziaus
grupése: jaunesniojo (<60) - 6 (25 proc.), vyresniojo (=60) - 5 (21 proc.). Tiesiosios Zarnos
vézio atveju daugiau pasitaiké vyresniojo amziaus grupéje - 9 (37 proc.), nei jaunesniojo - 4
(17 proc.). Gauti duomenys rodo, kad tiesiosios zarnos vézio atvejy daugiau buvo nustatyta
vysesnio nei 60 mety amziaus pacienty grupéje.

Pasidoméjome, ar yra rySys tarp klinikinés diagnozés ir pacienty amziaus
atskirai vyry ir motery grupése. Tiriamyju vyry tarpe nustatéme, kad <60 amziaus grupéje
buvo 2 sergantieji gaubtinés ir 1 pacientas, sergantis, tiesiosios zarnos véziu. >60 amziaus
grupéje buvo 5 sergantieji gaubtinés ir 7 pacientai, sergantys tiesiosios zarnos veziu. I§ gauty
duomeny matyti, kad daugiau serganciyjy abiejy lokalizacijy storosios Zarnos véziu vyry tarpe
buvo vyresniy nei 60 mety grupéje.

Tiriamyjy motery tarpe nustatéme, kad <60 amziaus grupé€je buvo 4 pacientes,
sergancios gaubtinés ir 3 pacientés, sergancios tiesiosios Zarnos véziu. >60 amziaus grupeje
nebuvo nei vienos, sergancios gaubtinés Zarnos veéziu ir 2 pacientés, sergancios tiesiosios
zarnos veziu. Taigi, daugiau serganciyjy motery abiejy lokalizacijy storosios zarnos véZiu

buvo jaunesniy nei 60 mety grupgje.
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Klinikiniy diagnoziy pasiskirstymui pagal amziy jtakos galéjo turéti tai, kad
apskritai sergantieji vyrai buvo vyresnio amziaus, nei moterys (p<0,05). Sergan¢iyju motery
amziaus vidurkis buvo 50,2 metai, vyry - 65,4 metai.

Literatiroje nurodoma, kad moterims, kurioms nustatomas mutaves KRAS
genas, tiesiosios zarnos vézys diagnozuojamas 10 mety anksCiau. [89] Miusuy tiriamoji
populiacija yra per maza, kad galétume tikétis panasiy iSvady. Taciau matyti bendra
tendencija, kad moterims storosios (tick gaubtinés, tiek tiesiosios) Zarnos Vvézys
diagnozuojamas anksciau (vidutiniskai 15,2 mety anksciau).

Pasidomé¢jome, kaip skirtingos KRAS geno mutacijos pasiskirsté¢ priklausomai
nuo storosios Zarnos vézio lokalizacijos. Nemutaves KRAS genas abieju lokalizaciju atvejais
pasitaiké panaSiu daZzniu. Tiesiosios Zarnos véZio atveju, 1§ visy 6 mutacijy, 3 kartus buvo
nustatyta p.Gly12Asp mutacija (2 kartus 1§ jy vyrams). Gaubtinés Zarnos vézio atveju, i§ visy
3 mutacijy, 2 kartus buvo nustatyta p.Gly12Cys mutacija. Visos 3 p.Gly12Cys mutacijos tiek

gaubtinés, tiek tiesiosios zarnos vézio atvejais, buvo nustatytos iSskirtinai moterims.
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5. ISVADOS

1. Pacientams, sergantiems iSplitusiu storosios zarnos véziu, nustatytas KRAS
geno mutacijy daznis yra 37,5 proc.. Tai atitinka kity Saliy populiaciju KRAS geno mutacijy
daznj.

Dazniau nustatyta pla¢iausiai paplitusi p.Gly12 Asp mutacija.

2. KRAS geno mutacijy daznis abiejose amziaus grupése (<60 ir >60 mety) buvo
panasus. Sergancios moterys buvo jaunesnio amziaus nei vyrai (p<0,05).

KRAS geno mutacijy paplitimas atitinka kity Saliy duomenis, kur moterims
mutacija nustatyta dazniau nei vyrams.

Daznesnis KRAS geno mutacijy paplitimas, sergant tiesiosios zarnos véZziu,
atitiko kity Saliy duomenis. Vyry grupé¢je Sis rodiklis sutapo, o motery grupéje KRAS geno
mutacijos panasiu dazniu pasitike abiejy lokalizacijy atvejais.

3. Idiegtas KRAS geno mutacijy nustatymo testas atitinka metodo patikimumo
kriterijus (tyrimo vidiné kontrole, iSoriné kontrolé ir KRAS geno mutacijy daZznio atitikimas

kity populiaciju KRAS geno mutacijy daZniui).
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PADEKA
Nuosirdziai dékoju Valstybinio patologijos centro medicinos genetikei
Gedmantei RadZiuvienei uz pagalba jsisavinant tyrimo metodus ir vertingus patarimus

viso darbo metu.
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